REZUMAT

Teza de doctorat intitulatd “Epidemiologia unor parazitoze transmise
de vectori la cdine in Romania’’ cuprinde mai multe studii, care au scopul de a
ajuta la intelegerea fenomenului ce a dus la cresterea prevalentei si modificarea
distributiei bolilor parazitare ale ciinilor, transmise de vectori. Aceste schimbari
pot fi observate atat in Romania, cat si in restul lumii.

Teza este structurata in doud parti, conform normelor uzuale: prima parte,
intitulatd “Stadiul actual al cunoasterii”, si partea a-ll-a este intitulatd
“Cercetiri proprii” si detaliaza toate rezultatele obtinute de-a lungul perioadei
de studii doctorale.

Prima parte a tezei, intitulatad “Stadiul actual al cunoasterii”, contine
date generale actuale, din literatura de specialitate, despre parazitozele studiate in
aceasta teza. Fiecare capitol al primei parti prezintd informatii menite sa scoatd in
evidenta impactul acestor parazitoze asupra sanatatii populatiei canine.

Primul capitol, intitulat “Importanta leishmaniozei canine si aspecte
generale”, este Tmpartit n cinci subcapitole. Subapitolul I prezintd date din
literaturd menite sa scoatd in evidentd impactul infectiilor cu Leishmania spp.
asupra sanititii oamenilor si a animalelor. in subcapitolul doi sunt descrise
biologia si ecologia flebotomilor. Flebotomii sunt vectorii si principalii
responsabili de transmiterea leishmaniozei la oameni si animale. In subcapitolul
trei sunt descrise principalele metode de preventie a leishmaniozei canine,
precum si eficienta acestor metode, exemplificdnd cazuri cand acestea au fost
folosite cu mai mult sau mai putin succes. Subcapitolul patru descrie multitudinea
de semne clinice si paraclinice prezentate de ciinii infectati cu L. infantum.
Ultimul subcapitol descrie situatia epidemiologica a infectiilor cu L. infantum.

Capitolul II, intitulat “Importanta babesiozei la ciine”, este impartit in
patru subcapitole si prezintd date generale, actuale din literatura. Primul
subcapitol prezinta un scurt istoric al primelor studii despre infectiile cu Babesia
spp., iar In subcapitolul doi este prezentat ciclul vital al acestui parazit in gazda
vertebratd si in cea artropodad. Subcapitolul trei descrie semne clinice si
paraclinice ce pot fi prezente 1n infectiile cu principalele specii de Babesia, care
pot afecta cainii din Europa: Babesia canis, Babesi vogeli, si Babesia gibsoni. In
subcapitolul patru este discutata epidemiologia babesiozei canine.

Capitolului III este intitulat “Importanta hepatozoonozei la ciine”, si
este organizat In mod asemandtor cu capitolul II. Este format din patru



subcapitole. Primul subcapitol este introductiv si este urmat de un subcapitol ce
descrie ciclul vital al parazitului Hepatozoon canis. Subcapitolul trei descrie
manifestarile clinice si paraclinice intdlnite la céinii infectati, iar ultimul
subcapitol prezinta epidemiologia acestui parazit.

Ultimul capitol al primei parti este intitulat “Importanta dirofilariozei
la cdine” si este impartit in sase subcapitole. Precum in cazul capitolelor
anterioare primul subcapitol este introductiv si prezintd date despre primele
raportari ale parazitilor din genul Dirofilaria, localizarea parazitilor la canide,
feline si om, dar si modul de transmitere a acestui parazit. Subcapitolele doi
prezintd particularitatile infectiilor cu Dirofilaria immitis si Dirofilaria repens la
oameni, iar subcapitolul trei discutd importanta infectdrii animalelor salbatice,
pentru transmiterea acestor paraziti. Subcapitolele patru si cinci descriu ciclul
parazitilor D. immitis si D. repens in gazda vertebratd si in artropod. Ultimul
subcapitol descrie raspandirea infectiilor cu D. immitis si D. repens in tarile din
vestul si estul Europei.

Partea a-II-a “Cercetiri proprii” este compusa din 5 capitole in care
sunt prezentate si discutate rezultatele cercetarilor efectuate.

Capitolul V este intitulat “Epidemiologia leishmaniozei canine in
sudul Roméniei”. Sudul Romaniei este o regiune in care au fost efectuate, in
trecut, mai multe studii ce au atestat prezenta infectiilor cu L. infantum la caine,
dar si la om. Tot In aceastd regiune a fost raportatd prezenta unor flebotomi
capabili sa transmita leishmanioza. Dupa o perioadad de aproximativ 50 de ani de
cand aceastd infectie a fost eradicata, au fost raportate infectii autohtone, in sudul
Romaniei la cdini dar si la un om si un sacal.

In acest capitol prezentim un studiu epidemiologic al infectiilor canine
cu L. infantum in sudul Romaniei cu scopul de a determina riscul ca leishmanioza
s reapard in Romania.

Au fost recoltate probe de ser, sange si secretii oculare de la 300 de caini
din judetele Mehedinti, Dolj, Teleorman si lalomita. Din probele de sange au fost
extrasi acizi nucleici, ce au fost testati prin qPCR. Probele de ser au fost folosite
pentru testul ELISA.

Toate probele analizate in acest studiu au fost negative, dar in ciuda
rezultatelor din acest studiu Inca exista riscul ca leishmanioza canind sa redevina
endemicd in Romania.

Capitolul VI este intitulat “Studiu seroepidemiologic al leishmaniozei
canine in sud-estul Roméniei” si studiaza tot epidemiologia infectiilor canine
cu L. infantum, dar in sud-estul Romaniei. Dupa cum este mentionat mai sus,
existd mai multe studii istorice si recente ce raporteaza prezenta infectiilor cu L.



infantum in sudul Romaéniei, dar niciun studiu despre prezenta acestei infectii in
sud-estul Romaéniei. Acest studiu are motivatia de a Intelege daca céinii din
aceasta regiune sunt expusi infectiilor cu L. infantum.

Au fost colectate probe de ser de la 110 caini din judetele Calarasi si
Galati. Probele au fost analizate folosind un test ELISA si 5/110 probe au fost
pozitive pentru anticorpi anti-L. infantum. Toate probele pozitive au fost din
judetul Galati, iar prevalenta totald a fost de 4.54%. Acest studiu ne aratd ca in
sud-estul Romaniei cainii sunt expusi infectiilor cu L. infantum.

Capitolul VII este intitulat “Distributia si prevalenta babesiozei si

hepatozoonozei canine in sudul Romaniei” si este un studiu epidemiologic ce
acopera regiunea studiata la capitolul V, dar ce trateaza epidemiologia infectiilor
canine cu Hepatozoon canis si Babesia spp..
In Romania au fost publicate mai multe studii ce raporteaza infectii canine cu
Babesia spp., dar a existat nevoia pentru un studiu epidemiolgic exhaustiv, pe
aceastd tema, pentru a determina epidemiologia acestei infectii importante pentru
medicina veterinara. Hepatozoonoza canind este o infectie foarte putin cunoscuta
in Romania, fapt ce a motivat si studiul acestei boli.

Au fost folosite probe de singe colectate de la 300 de céini, din judetele
mentionate la capitolul V pentru a extrage acizii nucleici. Acesti acizi nucleici au
fost testati cu o tehnicd PCR aspecifica, menita sa amplifice ADN ce provine de
la Babesia spp., dar si Hepatozoon spp. Toate probele pozitive au fost testate inca
o datd folosind o tehnicd PCR specifica pentru Babesia spp. si una pentru H.
canis. Probele pozitive prin testele PCR specifice au fost secventiate pentru a
confirma diagnosticul.

Acest studiu raporteaza o prevalenta totald de 47.6% pentru H. canis si
9.6% pentru Babesia spp. (B. canis 7% si B. vogeli 2.6%). Au fost observate si
diferente de prevalenta intre judete. Cele mai mari prevalente ale infectiilor cu H.
canis $i B. vogeli au fost observate in vestul regiunii studiate, iar cea mai mare
prevalenta a infectiilor cu B. canis a fost observata in judetele cele mai estice.

Studiul filogenetic a ardtat o aseméanare intre secventele din acest studiu
si altele ce au fost raportate tot in Romania sau in tari apropiate, cum sunt Ungaria,
Turcia sau Slovacia.

Acest studiu raporteaza o prevalenta surprinzator de crescutd a infectiilor
cu H. canis In sudul Romaniei si infectiile cu Babesia spp. in judetele din sudul
Roméniei. Credem ca aceste informatii vor fi utile pentru veterinarii din aceasta
regiune.

Capitolul VIII este intitulat “Epidemiologia dirofilariozei la ciinii din
adaposturi din sudul Romaniei”. Acesta este ultimul capitol din partea a-Il-a ce



este bazat pe un studiu epidemiologic. Regiunea studiati este cea in care au avut
loc si studiile de la capitolul V si VII. Ca si in cazul parazitozelor prezentate
anterior, dirofilarioza canind este o boald vectoriald importanta pentru medicina
veterinard din Roménia. In Romania au fost publicate mai multe studii despre
prezenta infectiilor cu D. repens si D. immitis la caini. Majoritatea acestor studii
s-au bazat pe identificarea morfologica a microfilariilor sau identificarea
anticorpilor anti-D. immitis. Studiul nostru cauta s evalueze prevalenta acestor
infectii, profitand de sensibilitatea si specificitatea metodei qPCR.

Au fost extras acizii nucleici din probe de sange de la 300 de caini. Acesti
acizi nucleici au fost folositi pentru un screening initial folosind tehnica qPCR.
Toate probele pozitive au fost testate si cu o tehnica PCR clasica pentru a permite
obtinerea unor ampliconi de o lungime mai mare pentru secventiere. Probele
coinfectate au fost testate cu o a treia metoda PCR clasicd, cu amorse specifice
pentru D. immitis si pentru D. repens. Ampliconii reactiilor PCR clasice au fost
purificati si secventiati.

Raportdm o prevalentd de 11.66% (35/300) a infectiilor cu D. repens,
4.66% (14/300) a infectiilor cu D. immitis si 1.33% (4/300) pentru infectiile cu A4.
reconditum. Nu au fost observate diferente semnificative din punct de vedere
statistic intre diverse zone ale regiunii studiate.

Acest studiu ne oferd o imagine clara a prevalentei infectiilor canine cu
Dirofilaria. Aceasta informatie este utila medicilor veterinari, dar avand in vedere
potentialul zoonotic al acestei infectii, poate prezenta interes si pentru medicii
umani.

Capitolul IX este numit “Folosirea tehnicii MALDI-TOF pentru
identificarea speciei de flebotomi”. Acesta este ultimul capitol al acestei teze si
studiaza colectarea si identificarea flebotomilor folosind tehnica de spectrometrie
de masa MALDI-TOF.

Tehnica MALDI-TOF a fost folosita pentru mult timp in microbiologie
ca o alternativd ieftind, eficientd si rapidd pentru a identifica diverse
microorganisme cum sunt bacteriile sau fungi. Cu timpul au fost descoperite
diverse aplicatii pentru aceastd tehnologie printre care si utilizarea acesteia in
domeniul entomologiei.

Flebotomii sunt insecte importante pentru raspandirea leishmaniozei
canine, acestia reprezentand principalul mod de transmitere a Leishmaniei
infantum. Studiul biologiei si ecologiei acestor insecte capatd importanta sporitd
datorita acestei abilitati de a transmite L. infantum.

Nu toate speciile de flebotomi pot sa transmita leishmanioza, iar din acest
motiv identificarea de specie este importanta. Pentru foarte mult timp flebotomii



au fost identificati morfologic, dar aceasta metoda necesita personal specializat si
cu experientd. Au fost folosite si tehnici bazate pe biologia moleculara, ca PCR,
dar aceasta tehnica are un cost crescut. Tehnica MALDI-TOF ofera o alternativa
ieftina si eficientd de a identifica flebotomi.

Capcanele de tip “CDC light trap” sunt indispensabile pentru studiul
insectelor hemofage cu fototropism pozitiv, dar au un cost semnificativ si exista
putini producatori la nivel mondial, fapt pentru care de cele mai multe ori exista
si un cost semnificativ de transport. Din acest motiv, au fost construite capcane
tip “CDC light trap” din materiale autohtone ce au fost folosite pentru colectarea
de flebotomi din 21 de puncte de colectare, din patru regiuni din nordul Greciei.
Au fost identificati morfologic 110 flebotomi (44 femele si 66 masculi), dintre
care: 48 Phlebotomus tobbi, 21 Sergentomya minuta, 25 Phlebotomus neglectus,
13 Phlebotomus perfiliewi, 1 Phlebotomus papatasi si 2 Phlebotomus simici.

Omogenizarea probelor este un pas important pentru analiza MALDI-
TOF, dar omogenizarea manuald a probelor necesitd mai mult timp si poate sa
produca rezultate neomogene din punct de vedere al calitatii. Din acest motiv am
dezvoltat o metodd de omogenizare automata a flebotomilor.

O parte din spectrele obtinute in urma analizei MALDI-TOF au fost
folosite pentru crearea unei baze de date necesara identificarii. Baza de date a fost
creatd pentru speciile Phlebotomus tobbi, Sergentomya minuta, Phlebotomus
neglectus, si Phlebotomus perfiliewi. Pentru speciile Phlebotomus papatasi si
Phlebotomus simici nu a fost posibila crearea unei baze de date datoritd numérului
mic de exemplare. Aceste ultime doud specii au fost identificate doar morfologic.

Acest ultim studiu si-a indeplinit obiectivul de a facilita cercetarea
flebotomilor, optimizadnd metodele de capturare si identificare a acestora.

Obiectivul final al acestei teze este de a completa informatiile despre
epidemiologia leishmaniozei, babesiozei, hepatozoonozei si dirofilariozei din
sudul Romaniei, in contextul unei schimbari ale prevalentei si distributiei bolilor
vectoriale la nivel mondial.
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