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INTRODUCERE

Capusele sunt considerate cele mai frecvente artropode cu rol vectorial, pot disemina
o multitudine de agenti patogeni (virali, bacterieni sau parazitari) cu implicatii grave la adresa
sanatatii umane si animalelor domestice si salbatice.

Temperatura globald este in continud crestere, avand drept consecintd cresterea
prevalentei si a distributiei geografice a populatiilor de cdpuse, precum si epidemiologia
bolilor transmise de acestea.

in Europa, cdpusele ce apartin genurilor Dermacentor, Haemaphysalis, Ixodes,
Rhipicephalus si Hyalomma infesteaza frecvent animalele de companie (Buczek si colab.,
2021), in Romania fiind cunoscute 26 specii de capuse ixodide (Andersson si colab., 2018a).

Viata animalelor infestate cu agenti patogeni transmisi de cdpuse poate fi pusa in
pericol daca diagnosticul corect nu este pus la timp. Prin urmare, este important ca aceste boli
sd fie mentinute pe lista diagnosticelor diferentiale, In special dacad animalele examinate vin
din zone endemice si prezinta semne clinice compatibile.

Bolile transmise de cdpuse, cum ar fi babesioza (Babesia canis, Babesia gibsoni),
anaplasmoza (Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum), erlichioza (Ehrlichia canis),
borelioza (B. burgdorferi) si hepatozoonoza (Hepatozon canis) provoaca la nivel global boli
semnificative la caini (Hii si colab., 2015). Co-infectiile sunt frecvent observate la cdinii ce
trdiesc in zonele unde evolueaza boli vectoriale, in special dacd densitatea vectorilor este
mare.

Babesioza canina produsa de specia Babesia canis a fost des raportatid in Romania, la
baza stand numeroasele studii serologice si moleculare realizate.

Semnele clinice ntanite sunt variate, iar evolutia bolii de ce mai multe ori este sub-
clinicd sau cronica, exceptie facand babesioza canind necomplicatd, care se manifesta acut
prin anemie moderata, trombocitopenie, hemoglobinurie, febra, letargie, hepatomegalie si
splenomegalie (Day, 2016). Forma complicatd a babesiozei este mult mai agresiva, afectand
mai multe organe, prognosticul fiind rezervat in astfel de cazuri, in special daca tratamentul nu
este instituit rapid.

Diagnosticul acestor boli se realizeaza prin coroborarea semnelor clinice si a
examenelor paraclinice (examene citologice, hematologice, biochimice si imagistice, teste
serologice, culturi celulare si teste de moleculare).

Tratamentul bolilor transmise de capuse este divers, acesta fiind adaptat in functie de
agentul patogen implicat, precum si de patologiile asociate ale pacientilor, care de cele mai
multe ori se agreaveazd secundar. Astfel, istoricul medical al fiecdrui pacient prezentat si
anamneza detaliatd sunt foarte importante.
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Preventia infestdrilor cu ectoparaziti a animalelor de companie ramane cea mai
importantd arma a medicilor veterinari in lupta cu aceste boli.

Un aspect interesant il reprezintd simbiontii microbiomului capuselor, care sunt tot
mai des detectati si studiati.

Studiile moleculare reduse a patogenilor transmisi de capuse la caini si a posibilelor
co-infectii au condus la realizarea tezei, care aduce elemente noi in comunitatea veterinara si
sanatatatea publica.

Scopul acestei lucrari de doctorat a fost de a identifica agentii patogeni existenti si
posibilele co-infectii la cdinii si capusele colectate de pe acestia, in zona de Est a Romaniei.

Primul obiectiv al tezei a constat in identificarea morfologicia si moleculari a
principalilor agenti patogeni parazitari si bacterieni din singele cainilor infestati cu
cipuse, prezentati n cadrul Clinicii de Boli Parazitare cu simptomatologie specifica
infestatiei cu Babesia spp.

Al doilea obiectiv a urmarit colectarea si identificarea morfologica a cipuselor
atasate pe corpul ciinilor si identificarea moleculara a principalilor agenti patogeni
parazitari si bacterieni, pentru a evalua incarcdtura microbiand si posibilele co-infectii la
care au fost expusi cainii.

Al treilea obiectiv a vizat detectarea co-infectiilor intilnite la ciini in zona de Est a
Romaniei.
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INTRODUCTION

Ticks are considered to be the most common vector arthropods, they can disseminate
a multitude of pathogens (viral, bacterial or parasitic) with serious implications for human,
domestic and wild animals health.

Global temperature is constantly increasing, resulting in an increase in the prevalence
and geographic distribution of tick populations, as well as the epidemiology of diseases
transmitted by them.

In Europe, ticks belonging to the genera Dermacentor, Haemaphysalis, Ixodes,
Rhipicephalus and Hyalomma frequently infest pets (Buczek et al., 2021) and in Romania 26
species of ixodid ticks are known (Andersson et al., 2018a).

The lives of animals infected with pathogens transmitted by ticks can be endangered if
the correct diagnosis is not made in time. It is therefore important for these diseases to be
maintained on the list of differential diagnoses, especially if the examined animals come from
endemic areas and present compatible clinical signs.

Tick-borne diseases such as babesiosis (Babesia canis, Babesia gibsoni),
anaplasmosis (Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum), erlichiosis (Ehrlichia canis),
borreliosis (B. burgdorferi) and hepatozoonosis (Hepatozone canis) provides globally
significant diseases in dogs (Hii et al., 2015). Co-infections are commonly seen in dogs living
in areas where vector diseases develop, especially if the vector density is high.

Canine babesiosis produced by Babesia canis was often reported in Romania, based
on numerous serological and molecular studies.

Clinical signs are varied, and the evolution of the disease is more often sub-clinical or
chronic, with th exception of uncomplicated canine babesiosis, which manifests acute, through
moderate anemia, thrombocytopenia, hemoglobinuria, fever, lethargy, hepatomegaly and
splenomegaly (Day, 2016). The complicated form of babesiosis is more aggressive, affecting
several organs, the prognosis being reserved in such cases, especially if treatment is not
rapidly established.

The diagnosis of these diseases is made by corroborating the clinical signs and
paraclinical exams (cytological, haematological, biochemical and imagistic exams, serological
tests, cell cultures and molecular assays).

The treatment of tick-borne diseases is diverse, being adapted to the pathogen
involved, as well as the associated pathologies of patients, which often worsen secondarily.
Thus, the medical history of each patient presented and detailed anamnesis is very important.

The prevention of ectoparasits infestations of pets remains the most important weapon
of veterinarians in the fight against these diseases.
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An interesting aspect is the symbionts of the tick microbiom, which are increasingly
detected and studied.

Little molecular studies of tick-borne pathogens in dogs and possible co-infections
have led to this thesis, which brings new elements to the veterinary community and public
health.

The aim of this PhD thesis was to identify existing pathogens and possible co-
infections in dogs and ticks collected from them in the eastern Romania.

The first objective of the thesis consisted in the morphological and molecular
identification of the main parasitic and bacterial pathogens found in the blood of dogs infested
with ticks, presented at the Parasitic Diseases Clinic with specific symptoms for infestation
with Babesia spp.

The second objective was to collect and morphologically identify the ticks attached to
the dogs’ bodies, as well as the molecular identification of the main parasitic and bacterial
pathogens, in order to evaluate the microbial load and possible co-infections to which dogs
were exposed.

The third objective was to detect co-infections found in dogs in Eastern Romania.

xii |
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REZUMAT

Majoritatea capuselor ce infesteaza animalele de companie sunt reprezentate de specii
ce se hranesc pe trei gazde vertebrate diferite, acest lucru transformand capusele n vectori atat
de importanti in transmiterea bolilor.

Interesul tot mai crescut al cercetatorilor de a studia vectorii si bolile transmise este
dat de mai multi factori, in principal de schimbarile climatice constatate, urbanizarea dar si de
unii factori socio-economici.

Bolile vectoriale sunt considerate adevarate provocari pentru medicii veterinari,
deoarece semnele clinice pot fi difuze sau suprapuse cu alte patologii. De asemenea, co-
infestarea cu capuse dar si co-transmiterea de agenti patogeni sunt relevante atat pentru
sdnatatea publicd, cat si pentru sanatatea animala.

Teza de doctorat intitulatd ”Cercetiri privind bioecologia capuselor ixodide din
zona de Est a Roméniei si epidemiologia bolilor transmise de acestea” este structuratd in
conformitate cu normele in vigoare, in doua parti principale: o prima parte intitulata ’Stadiul
actual al cunoasterii”, ce contine un numar de 25 pagini si o a doua parte, ”Contributii
personale” ce detaliaza rezultatele obtinute in perioada studiilor, avand un numar de 51
pagini. Pe langa aceste doud parti, teza contine un cuprins, multumiri, o introducere, un
rezumat, lista surselor bibliografice, lista abrevierilor, lista de figuri si lista tabelelor. Lucrarea
prezentd contine 13 figuri si 20 tabele, fiind consultate si 317 surse bibliografice.

Prima parte, ”Stadiul actual al cunoasterii”, este structuratd in trei capitole si
prezintd informatii cu privire la importanta capuselor implicate in transmiterea agentilor
patogeni, principalele boli vectoriale transmise de capuse, precum si implicatiile clinice la
cdinii cu babesioza si co-infectati cu alte boli transmise de capuse.

Primul capitol, cu titlul "Importanta cipuselor implicate in transmiterea bolilor
vectoriale” este impartit in trei subcapitole si incepe prin a descrie cateva aspecte ale
ecologiei capuselor ixodide, reprezentate de climatul adecvat si activitatea sezonierd a
acestora, rolul incdlzirii globale si dinamica populatiilor de capuse ixodide. De asemenea, sunt
oferite si informatii privind principalele specii de cdpuse semnalate in Romania si Europa,
precum si importanta acestora asupra animalelor de companie si a sanatdtii umane.

Cel de-al doilea capitol, ”Bolile vectoriale transmise de cipuse la caini” este
format din patru subcapitole ce se concentreaza pe descrierea principalele boli parazitare si
bacteriene transmise de cdpuse: babesioza, hepatozoonoza, anaplasmoza, erlichioza si
borelioza. Acest capitol prezintd date generale preluate din literaturd privind etiologia,
patogeneza, simptomatologia, metode de diagnostic si tratamentul utilizat.

Cel de-al treilea capitol, "Implicatiile clinice la ciinii cu babesioza si co-infectati
cu alte boli transmise de cipuse” descrie succint date identificate in literaturd cu privire la
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multitunea de agenti patogeni ce pot co-infecta animalele, aceste date fiind relevante si pentru
sanatatea publicd. De asemenea, co-infectiile pot schimba manifestarile clinice asociate
ingreunand diagnosticul si schimband prognosticul pacientilor.

Partea a doua a tezei, "Contributii personale” este alcatuit din cinci capitole, fiecare
capitol prezentand detaliat rezultatele obtinute.

Capitolul 4 prezintd locul desfasurdrii experimentelor, scopul si obiectivele
cercetarilor. Scopul lucrarii de doctorat ”Cercetari privind bioecologia capuselor ixodide in
zona de Est a Romaniei si epidemiologia bolilor transmise de acestea” este de a identifica
agentii patogeni existenti si posibilele co-infectii la cinii si capusele colectate de pe acestia,
in zona de Est a Romaniei.

Primul obiectiv al tezei a constat in identificarea morfologici si moleculara a
principalilor agenti patogeni parazitari si bacterieni din singele cainilor infestati cu
cipuse, prezentati n cadrul Clinicii de Boli Parazitare cu simptomatologie specifica
infestatiei cu Babesia spp.

Al doilea obiectiv a urmarit colectarea si identificarea morfologica a cipuselor
atasate pe corpul ciinilor si identificarea moleculara a principalilor agenti patogeni
parazitari si bacterieni, pentru a evalua incarcdtura microbiand si posibilele co-infectii la
care au fost expusi cainii.

Al treilea obiectiv a vizat detectarea co-infectiilor intilnite la cdini in zona de Est
a Roméniei.

Studiile moleculare reduse a patogenilor transmisi de capuse la cdini si a posibilelor
co-infectii au condus la realizarea tezei, care aduce elemente noi in comunitatea veterinara si
sanatatatea publica.

Originalitatea acestei teze de doctorat consta in:

@ prima identificare a speciei B. rossi la doi caini simptomatici din Romania,
pentru care mai consideram cd sunt necesare studii suplimentare pentru a
confirma prezenta acestui agent patogen si a vectorului sau in Europa si in
Romaénia.

@ prima raportare a simbiontului Candidatus Midichloria mitocondrii in singele
cainilor si in cdpusele colectate de pe acestia, necesitdnd investigatii
suplimentare pentru a intelege mai bine rolul si posibilele implicatii asupra
animalelor si a sanatatii publice.

Capitolul 5 al tezei, intitulat “Identificarea moleculara a speciilor Babesia si co-
infectia cu Hepatozoon canis la ciini si cipuse in estul Romaniei” Incepe cu o introducere,
descrierea materialelor si metodelor utilizate pentru realizarea studiului. In acest studiu au fost
inclusi 90 de caini ce s-au prezentat in cadrul Clinicilor cu semne compatibile cu babesioza
canina (hipertermie, anemie hemolitica, trombocitopenie, icter si hemoglobinurie) (Irwin,
2009), fiind recoltate probe de sange integral (EDTA) pentru a putea fi analizate microscopic
frotiurile de sdnge subtiri, colorate prin metoda rapida Romanowsky (Diff-Quick). Restul
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probelor de sdnge au fost depozitate la — 20°C pana cand a fost extras ADN-ul pentru
detectarea moleculara a Babesia spp. si H. canis.

Fiecare caine a fost supus unei examindri clinice, iar toate capusele detectabile au fost
colectate pentru identificarea speciilor prin chei taxonomice standard (Estrada-Pena si colab.,
2004; Dantes-Torres si colab., 2013). Capsele colectate au fost depozitate in etanol 70% si
separate individual in functie de fiecare animal, pentru identificarea morfologica. Toate
cipusele identificate (Nr.=182) au fost impirtite in Nr.=100 de esantioane (noua
esantioane compuse din trei cdpuse, 64 de esantioane formate din doud cadpuse si 27
esantioane individuale) compuse din specimene colectate de la acelasi cdine si specii
omogene, care au fost testate pentru speciile Babesia si H. canis folosind analize moleculare.

Treizeci si cinci de cini (38.9%; 95% CI = 29.0-49.8) au prezentat semne clinice
usoare si 55 (61.1%; 95% CIl = 50.2-71.0) au exprimat forma acuti, atribuita babesiozei.
Cele 90 de probe prelevate de la céini au fost testate pentru Babesia spp. folosind un frotiu
subtire de sange colorat si teste moleculare (PCR), toate probele fiind pozitive la ambele
metode. La caini au fost gasite trei specii Babesia: B. canis (85/90 = 94.4%; 95% CI = 86.9—
97.9) (99.1-100% identitate cu numere de acces GenBank: MK571831), B. vogeli (3/90 =
3.3%); 95% CI = 0.9-10.1) (identitate 100% cu numarul de acces GenBank: KY290979) si B.
rossi (2/90 = 2.2%; 95% CI = 0.4-8.6) (identitate 100% cu numarul de acces GenBank :
MT740273). Toti céinii testati au fost testati negativ pentru H. canis.

In plus, céinii care au exprimat semne clinice acute au fost pozitivi pentru B. canis cu
o prevalenta de 58.9% (95% CI = 48.0-69.0) si B. rossi cu o prevalenta de 2.2% (95% CI =
0.4-8.6). Cainii care au prezentat semne clinice usoare au fost pozitivi pentru B. canis cu o
prevalenta de 35.6% (95% CI = 25.9-46.4) si B. vogeli cu o prevalenta de 3.3% (95% CI =
0.9-10.1).

Mai mult, cinci caini au murit (5.6%, patru infestati cu B. canis si unul cu B. rossi) iar
pentru trei dintre ei evolutia post-tratament rimane necunoscuti. in general, 91.1% dintre
cdini si-au revenit.

Cainii care au prezentat capuse in timpul vizitei de rutind au fost 33.6% din total
(38/113; 95% Cl1=25.1-43.2). Pe scurt, 71.1% (27/38; 95% CI=53.9-84.0) dintre ciini au
prezentat infestatie scazuta, 21.1% (8/38; 95% CI = 10.1-37.8) au prezentat o infestatie
moderata si 7.9% (3/38; 95%; CI = 2.1-22.5) a prezentat o infestatie ridicata. Un total de 182
de capuse au fost colectate de la céini; dintre acestea, 58 de cdpuge au fost gasite la 15/90
(16.7%; 95% CI = 9.9-26.3) caini simptomatici si 124 de capuse la alti 23 de cdini testati
anterior pentru babesioza (asa cum este descris mai sus). Mai exact, au fost gasite 179 capuse
adulte (113 femele hranite si 66 de masculi), 2 nimfe si 1 larva.

Au fost analizare o sutd de esantioane de cdpuse si identificate dupd cum urmeaza:
Ixodes ricinus (64%; 95% CI = 53.7-73.2), Dermacentor reticulatus (33%; 95% CI = 24.1-
43.2) si grupul Rhipicephalus sanguineus (3%; 95% CI = 0.8-9.1). Babesia canis (MIR =
81%; 95% CI = 71.7-87.9) (99.8-100% identitate cu numere de acces GenBank: MK571831,
accesat la 1 martie 2021), B. vogeli (MIR = 3%; 95% CIl = 0.78 —-9.6) (identitate 100% cu
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numarul de acces GenBank: KY290979, accesat la 1 martie 2021) si B. microti-like (MIR =
1%; CI 95% = 0.1-6.2) (identitate 100% cu numarul de acces GenBank: MN355504), au fost
gisite in cipuse. in plus, 15 ciipuse au fost pozitive pentru H. canis (MIR = 15%; 95% Cl =
8.9-23.9), sase au fost co-infectate cu B. canis si una cu B. microti-like.

Acest studiu este cuprinde primul studiu molecular al Babesia spp. si H. canis la
cinii cu proprietari si la cpusele colectate de pe acestia, din partea de Est a Romaniei. Peste
90% dintre caini si peste 80% dintre capusele colectate de la céini simptomatici au fost
pozitive pentru B. canis.

Capitulul 6, intitulat ”Detectarea co-infectiilor cu Borrelia, Anaplasma si Ehrlichia
la cinii infestati cu babesioza in Nord-Estul Roméaniei” este structurat identic cu capitolul
anterior, de aceastd datd Incercandu-se sa se identifice posibilele co-infectii cu agentii
patogeni bacterieri. Studiul a fost realizat prin analizarea sangelui integral a 66 de céini care
au fost confirmati cu babesioza in capitolul anterior, iar capusele atasate detectate in timpul
examindrii clinice generale a cainilor, au fost indepartate si plasate in tuburi separate cu 70%
etanol.

Atat probele de sange, cat si de capuse au fost testate pentru posibilele co-infectii cu
agenti patogeni bacterieni transportati de capuse: Borrelia spp., Anaplasma spp. si Ehrlichia
spp.

Probele de sange analizate (n=66) au fost recoltate de la céini de diferite rase si cu
varsta cuprinsd intre 3 luni si 13 ani, din municipiul Iasi si zonele limitrofe. 15/66 (22.7%0)
ciaini au fost pozitivi pentru Borrelia burgdorferi s.|. si 0/66 pentru Anaplasma
spp./Ehrlichia spp., conform rezultatelor obtinute in urma testarii PCR. Pana in prezent,
simbiontul Candidatus Midichloria mitocondrii a fost identificat doar in capuse, aceasta fiind
prima raportare de identificare moleculara a bacteriei in sangele cainilor. in studiul prezent,
Candidatus Midichloria mitocondrii a fost identificat la 2/66 (3%) din cainii inclusi,
pozitivi si cu Borrelia burgdorferi s.I. ADN-ul Candidatus Midichloria mitocondrii a fost
amplificat de primerii utilizati pentru amplificarea speciilor Anaplasma/Ehrlichia, fiind
identificat dupa secventiere.

Un total de 99 de cadpuse ixodide adulte au fost colectate de la cdini in timpul
examinarilor clinice. Capusele au fost identificate ca specii dupa cum urmeaza: Ixodes ricinus
— 48.5% (48/99 — 32 femele si 16 masculi) si Dermacentor reticulatus — 51.5% (51/99 — 34
femele si 17 masculi). Specia patogend cel mai frecvent detectata la capuse a fost Candidatus
Midichloria mitochondrii (25.8%) fara semnificatie clinica, urmata de Borrelia burgdorferi
s.l. (12.9%) si co-infectia cu Borrelia burgdorferi s.l. si Candidatus Midicloria
mitochondrii (6.5%b).

Chiar daca nu au fost detectate speciile Anaplasma si Ehrlichia in probele de sange si
de capuse analizate, considerdm cé patogenitatea acestora este exprimata datorita semnalarii si
de alti autori (Matei si colab., 2017b; Hamel si colab., 2012; Morar si colab., 2015).

Capitolul 7, intitulat ”Corelatii privind semnele clinice, metodele de diagnostic si
tratamentul in infestatia cu Babesia canis” prezinta materialele si metodele utilizate pentru
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realizarea acestui studiu ce au constat in recoltarea a cite doud probe de sange periferic
(EDTA si fara anticoagulant) de la fiecare pacient suspect de babesioza, pentru urmatoarele
investigatii: examenul microscopic al frotiului de sdnge, examen hematologic, examen
biochimic sangvin si doud teste serologice: SNAP 4DX Plus (IDEXX), respectiv test de
anticorpi Babesia gibsoni (WellTest).

Rezultatele acestui studiu au aratat ca cei mai afectati ciini dintre cei analizati au
fost de cei din rasa comuni sau mixta — 40.48% (17/42), urmati de pechinezi — 11.9%
(5/42) iar rasele Husky, Ciobanesc German si Ciobanesc Caucazian — 7.14% (3/42). In ceea ce
priveste genul cainilor, numarul infestirilor la masculi a fost mai mare (66.66%),
comparativ cu infestirile la femele (33.34%). Conform datelor obtinute din anamneza, am
constatat cd 76.19% (32/42) dintre ciinii participanti la studiu nu au fost deparazitati
extern conform recomandarilor medicilor veterinari. Cele mai frecvente semne clinice gasite
la cei 42 de caini studiati au fost: febra — 37/42 (88.1%), mucoase palide — 31/42 (73.8%) si
hemoglobinurie — 31/42 (73.8%), urmate de deshidratare (11/90%) si icter (4.76%).

Pentru toate probele de sdnge recoltate au fost efectuate 3-5 frotiuri si au fost
examinate cel putin 50 de campuri microscopice, utilizdnd obiectivul x1000. Toate probele
de sange au fost pozitive pentru Babesia canis. Modificarile hematologice constatate —
anemie moderati pana la severa (scaderea numarului de eritrocite, a hematocritului si a
hemoglobinei) si trombocitopenie — 40/42 pacienti canini, precum si modificari ale
parametrilor renali si hepatici, rezultate in urma examenului biochimic al sangelui.

De asemenea, am identificat anticorpi Babesia gibsoni in 2/42 de probe de siange
pozitive la babesioza canina, care au ardtat o forma moderata de infestare cu Babesia canis si
au raspuns la tratamentul cu Imidocarb dipropionat.

Capitolul 8, intitulat ”Prevalenta infestatiei cu cipuse la ciini” are ca scop
determinarea preponderentei infestatiilor cu capuse a pacientilor canini inclusi in studiu si
identificarea posibilelor modificari a perioadelor de activitate a speciilor identificate.

Rezultatele acestui studiu au aratat cd majoritatea capusele colectate de pe céini au
fost adulte (99.54%), cu statusul de hranire diferit, identificand morfologic trei specii de
capuse: Dermacentor reticulatus (57.7%; 251/435), Ixodes ricinus (41.6%; 181/435), si
Rhipicephalus sanguineus complex (0.69%; 3/435).

Specia Dermacentor reticulatus a fost dominanta, cu doua varfuri ale activitatii
primivara, in lunile martie (52 exemplare: 21 masculi; 31 femele), aprilie (138 exemplare:
53 masculi; 85 femele) si toamna — septembrie (19 exemplare: 10 masculi; 9 femele),
octombrie (9 exemplare: 6 masculi; 3 femele). De asemenea, am constatat 2 exemplare D.
reticulatus masculi, in luna ianuarie, in afara perioadei normale de activitate.

A doua specie identificata Ixodes ricinus, prezinta trei varfuri de activitate, cu un
trend descendend in lunile mai reci, avand cea mai intensa perioada de activitate in lunile de
primavara (martie, aprilie), urmata de o scadere in luna mai. Al doilea varf este constatat
vara, in luna iunie, iar cel de-al treilea toamna, in lunile septembrie si octombrie.
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Prevalenta speciei Rhipicephalus sanguineus complex este redusi, de doar 0.69%
din totalul cépuselor colectate de pe céini, fiind activa in lunile aprilie i mai.

De asemenea, la examenul clinic al pacientilor, am constatat faptul ca cei mai multi
pacienti canini — 41.2% erau infestati cu o singura capusa, la 23.3% am observat doua
capuse, iar 20.6% trei cdpuse. De asemenea, la pacientii canini de pe care am colectat mai
mult de doua cipuse (58.7%0), am intalnit: fie ambele specii (Ixodes ricinus + Dermacentor
reticulatus) la 20.7% (23/111) caini, fie doar o specie, astfel: Ixodes ricinus — 32/111
(28.8%0) si Dermacentor reticulatus — 56/111 (50.5%b).

Efectele parazitismului cu cdpuse asupra animalelor de companie si ale proprietarilor
acestora pot fi limitate prin aplicarea periodica a diferitelor metode de protectie, recomandate
de medicii veterinari.

Ultimul capitol, capitolul 9 — ”Concluzii finale” insumeaza concluziile cercetarii
noastre, creand o viziune de ansamblu asupra rezultatelor tezei de doctorat. Rezultatele acestui
studiu oferd date noi cu privire la identificarea unei noi specii de patogen la caini, precum si
detectarea unui simbiont putin studiat, In aceasta regiune.

xviii |



Teza de doctorat

ABSTRACT

Most of the ticks that infest companion animals are species that feed on three different
vertebrate hosts, making them such important vectors in the transmission of diseases.

The growing interest of researchers in studying vectors and vector-borne diseases is
due to several factors, mainly climate change, urbanization, but also some socio-economic
factors.

Vector-borne diseases are considered real challenges for veterinarians, as the clinical
signs may be diffuse or overlapping with other pathologies. Also, co-infestation with ticks but
also co-transmission of pathogens are relevant for both public and animal health.

The PhD thesis entitled "Research regarding the bioecology of the ixodide ticks in
Eastern Romania and the epidemiology of transmitted diseases" is structured accordingly
to the general rules, in two main parts: a first part entitled "Current state of knowledge",
which contains a number of 25 pages and a second part, "Personal contributions™ detailing
the results obtained during the studies, with a number of 51 pages. In addition to these two
parts, the thesis contains a table of contents, aknowledgements, introduction, abstract,
bibliografy, list of abbreviations, list of figures and a list of tables. This paper contains 13
figures and 20 tables and 317 bibliographic sources have been consulted.

The first part, "Current state of knowledge", is structured in three chapters and
presents information on the importance of ticks involved in the transmission of pathogens, the
main tick-borne diseases and the clinical implications in dogs with babesiosis and co-infected
with other tick-borne diseases.

The first chapter, entitled "The importance of ticks involved in the transmission
of vector-borne diseases"” is divided into three subchapters and begins by describing some
aspects of the ecology of ixodid ticks, represented by the appropriate climate and their
seasonal activity, the role of global warming and the dynamics of ixodid tick populations. It
also provides information on the main species of ticks reported in Romania and Europe, as
well as their importance in pets and in human health.

The second chapter, "Canine tick-borne diseases” consists of four subchapters
focusing on the description of the main parasitic and bacterial diseases transmitted by ticks:
babesiosis, hepatozoonosis, anaplasmosis, erlichiosis and borreliosis. This chapter presents
general data taken from the literature regarding the etiology, pathogenesis, symptomatology,
diagnostic methods and treatment used.

The third chapter, "Clinical implications in dogs with babesiosis and co-infected
with other diseases transmitted by ticks" briefly describes data identified in the literature
regarding the multitude of pathogens that can co-infest animals, these data being relevant also
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for public health. Co-infections can also change the associated clinical manifestations making
it difficult to diagnose and they can change the prognosis of patients.

The second part of the thesis, "Personal contributions" consists of five chapters,
each chapter presenting in detail the results obtained.

Chapter 4 presents the place of the experiments, aim and objectives of the research.
The aim of this PhD thesis was to identify existing pathogens and possible co-infections in
dogs and ticks collected from them in the eastern Romania.

The first objective of the thesis consisted in the morphological and molecular
identification of the main parasitic and bacterial pathogens found in the blood of dogs
infested with ticks, presented at the Parasitic Diseases Clinic with specific symptoms to
infestation with Babesia spp.

The second objective was to collect and morphologically identify the ticks
attached to the dogs’ bodies, as well as the molecular identification of the main parasitic
and bacterial pathogens in order to evaluate the microbial load and possible co-infections to
which dogs were exposed.

The third objective was to detect co-infections found in dogs in Eastern Romania.

Little molecular studies of tick-borne pathogens in dogs and possible co-infections
have led to this thesis, which brings new elements to the veterinary community and public
health.

The originality of this PhD thesis consists in:

@ the first identification of B. rossi in two symptomatic dogs in Romania, for
which we consider that additional studies are needed to confirm the presence
of this pathogen and its vector in Europe and in Romania.

@ the first report of the symbiote Candidatus Midichloria mitochondria in the
blood of dogs and ticks collected from them, requiring further investigation to
better understand the role and possible implications for animals and public
health.

Chapter 5 of the thesis, entitled "Molecular identification of Babesia species and
co-infection with Hepatozoon canis in dogs and ticks in eastern Romania" begins with an
introduction, description of materials and methods used to conduct the study. This study
included 90 dogs which were presented to the Clinics with signs compatible with canine
babesiosis  (hyperthermia, hemolytic anemia, thrombocytopenia, jaundice and
hemoglobinuria) (Irwin, 2009), whole blood samples (EDTA) were collected from them in
order to be able to analyze microscopically the thin blood smears, stained by the Romanowsky
(Diff-Quick) method. The remaining blood samples were stored at -20°C until DNA was
extracted for molecular detection of Babesia spp. and H. canis.

Each dog was submitted to a clinical examination, and all detectable ticks were
collected for species identification by standard taxonomic keys (Estrada-Pena et al., 2004;
Dantes-Torres et al., 2013). Collected ticks were stored in 70% ethanol and separated by
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individual animal for morphological detection. All identified ticks (No0.=182) were divided
into No. = 100 sub-samples (nine composed by pools of three ticks, 64 by pools of two ticks,
and 27 sub-samples individually analysed) comprised of specimens collected from the same
dog, and homogeneous species that were screened for Babesia species and H. canis using
molecular analyses.

Thirty-five dogs (38.9%; 95% CI = 29.0-49.8) showed mild clinical signs and 55
(61.1%; 95% CI = 50.2-71.0) expressed the acute form, attributable to babesiosis. All 90 of
the sampled dogs that tested positive for the babesial parasites using a stained thin blood
smear were positive for the general piroplasmid PCR. Three Babesia species were found in
dogs: B. canis (85/90 = 94.4%; 95% CI = 86.9-97.9) (99.1-100% identity with GenBank
Accession numbers: MK571831), B. vogeli (3/90 = 3.3%; 95% CI = 0.9-10.1) (100% identity
with GenBank Accession number: KY290979), and B. rossi (2/90 = 2.2%; 95% CI = 0.4-8.6)
(100% identity with GenBank Accession Number: MT740273). All the dogs resulted
negative for H. canis.

Additionally, the dogs that expressed acute clinical signs were positive for B. canis
with the prevalence of 58.9% (95% CI = 48.0-69.0) and B. rossi with the prevalence of 2.2%
(95% CI = 0.4-8.6). The dogs that showed mild clinical signs were positive for B. canis with
the prevalence of 35.6% (95% CI = 25.9-46.4) and B. vogeli with the prevalence of 3.3%
(95% CI =0.9-10.1).

Moreover, five dogs have died (5.6%, four infected with B. canis and one with B.
rossi) and for three of them the follow-up remains unknown. Overall, 91.1% of the dogs have
recovered.

Dogs that presented with ticks during the routine visit were 33.6% of the total
(38/113; 95% CI = 25.1-43.2). Briefly, 71.1% (27/38; 95% CI = 53.9-84.0) of dogs showed
low infestation, 21.1% (8/38; 95% CI = 10.1-37.8) showed moderate infestation and 7.9%
(3/38; 95% CI = 2.1-22.5) showed high infestation. A total of 182 ticks were collected from
dogs; of these, 58 ticks were found on 15/90 (16.7%; 95% CI = 9.9-26.3) symptomatic dogs
and 124 ticks on another 23 dogs previously analysed for piroplasmosis (as above described).
Specifically, 179 adults (113 engorged females and 66 males), 2 nymphs, and 1 larva were
found.

One hundred tick sub-samples were prepared and identified as follows: Ixodes ricinus
(64%; 95% CI = 53.7-73.2), Dermacentor reticulatus (33%; 95% CI = 24.1-43.2), and the
Rhipicephalus sanguineus group (3%; 95% CI = 0.8-9.1). Babesia canis (MIR = 81%; 95%
Cl = 71.7-87.9) (99.8-100% identity with GenBank Accession numbers: MK571831,
accessed on 1 March 2021), B. vogeli (MIR = 3%; 95% CI = 0.78-9.6) (100% identity with
GenBank Accession number: KY290979, accessed on 1 March 2021) and B. microti-like
piroplasm (MIR = 1%; 95% CI = 0.1-6.2) (100% identity with GenBank Accession number:
MN355504,) was found in ticks. In addition, 15 ticks were positive for H. canis (MIR =
15%; 95% CI = 8.9-23.9), six were co-infected with B. canis, and one with B. microti-like
piroplasm.
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We herein report the first comprehensive molecular survey of Babesia spp. and H.
canis in owned dogs and in their ticks from the eastern part of Romania. Over 90% of dogs
and over 80% of ticks collected from symptomatic dogs were positive for B. canis.

Chapter 6, entitled "Detection of the co-infections with Borrelia, Anaplasma and
Ehrlichia species in dogs with babesiosis in north-eastern Romania" is structured
identically to the previous chapter, this time trying to identify possible co-infections with
bacterial pathogens . The study was performed by analyzing the whole blood of 66 dogs that
were confirmed with babesiosis in the previous chapter, while the attached ticks detected
during the general clinical examination of the dogs, were removed and placed in separate
tubes with 70% ethanol.

Both blood and tick samples were tested for possible co-infections with bacterial
pathogens carried by ticks: Borrelia spp., Anaplasma spp. and Ehrlichia spp.

The analyzed blood samples (n = 66) were collected from dogs of different breeds and
aged between 3 months and 13 years, from Iasi and the surrounding areas. 15/66 (22.7%0)
dogs were positive for Borrelia burgdorferi s.l., 0/66 for Anaplasma spp./Ehrlichia spp.
according to the results obtained from the PCR test. To date, the symbiote Candidatus
Midichloria mitochondria has been identified only in ticks, this being the first report of
molecular identification of the bacterium in the blood of dogs. In the present study,
Candidatus Midichloria mitochondria was identified in 2/66 (3%) of dogs included,
positive also with Borrelia burgdorferi s.I. Candidatus Midichloria mitochondria DNA was
amplified by primers used to amplify Anaplasma/Ehrlichia species, and was identified after
sequencing.

A total of 99 adult ixodid ticks were collected from dogs during the clinical
examination. The ticks were identified as Ixodes ricinus - 48.5% (48/99 - 32 females and 16
males) and Dermacentor reticulatus - 51.5% (51/99 - 34 females and 17 males). The most
commonly detected pathogenic species in ticks was Candidatus Midichloria mitochondrii
(25.8%0) without clinical significance, followed by Borrelia burgdorferi s.l. (12.9%) and co-
infection with Borrelia burgdorferi s.I. and Candidatus Midicloria mitochondria (6.5%b).

Even if the Anaplasma and Ehrlichia species were not detected in the analyzed blood
and tick samples, we consider that their pathogenicity is expressed due to the report by other
authors (Matei et al., 2017b; Hamel et al., 2012; Morar et al., 2015).

Chapter 7, entitled "Correlation regarding clinical signs, diagnosis and treatment
in canine babesiosis" presents the materials and methods used to perform this study, which
consisted of collecting two samples of peripheral blood (EDTA and without anticoagulant)
from each patient suspected of babesiosis, for the following investigations: microscopic
examination of the blood smear, hematology examination, blood biochemistry examination
and two serological tests: SNAP 4DX Plus (IDEXX), respectively Babesia gibsoni antibody
test (WellTest).

The results of this study showed that the most affected dogs among those analyzed
were those of common or mixed breed - 40.48% (17/42), followed by Pekingese - 11.9%
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(5/42) and Husky, German Shepherd and Shepherd Caucasian - 7.14% (3/42). Regarding the
gender of dogs, the number of infestations in males was higher (66.66%), compared to
infestations in females (33.34%). According to the data obtained from the anamnesis, we
found that 76.19% (32/42) of the study participating dogs had not acaricidal treatment,
according to the veterinarians recommendations. The most common clinical signs found in
the 42 dogs studied were: fever - 37/42 (88.1%0), pale mucous membranes - 31/42 (73.8%)
and hemoglobinuria - 31/42 (73.8%), followed by dehydration 11/90%) and jaundice
(4.76%).

For all blood samples collected, 3-5 smears were performed and at least 50
microscopic fields were examined using the x1000 objective. All blood samples were
positive for Babesia canis. Hematological changes found - moderate to severe anemia
(decreased erythrocyte count, hematocrit and hemoglobin) and thrombocytopenia - 40/42
canine patients, as well as changes in renal and hepatic parameters, resulting from
biochemistry tests of the blood.

We also identified Babesia gibsoni antibodies in 2/42 blood samples positive for
canine babesiosis, which showed a moderate form of infestation with Babesia canis and
responded to treatment with Imidocarb dipropionate.

Chapter 8, entitled “Prevalence of tick infestation in dogs” aims to establish the
preponderance of tick infestations in the canine patients included in the study and investigate
possible changes in the activity periods of the species identified.

The results of this study showed that most of the ticks collected from dogs were adults
(99.54%), with different feeding status, morphologically identifying three species of ticks:
Dermacentor reticulatus (57.7%; 251/435), Ixodes ricinus (41.6%; 181/435), and
Rhipicephalus sanguineus complex (0.69%; 3/435).

The species Dermacentor reticulatus was dominant, with two peaks of activity in
spring, in March (52 specimens: 21 males; 31 females), April (138 specimens: 53 males; 85
females) and autumn - September (19 specimens: 10 males; 9 females), October (9
specimens: 6 males; 3 females). We also found 2 specimens of D. reticulatus male, in
January, outside the normal period of activity.

The second species identified Ixodes ricinus, shows three peaks of activity, with a
decreasing trend in the colder months, having the most intense period of activity in the
spring months (March, April), followed by a decrease in May. The second peak is found in
summer, in June, and the third in autumn, in September and October.

The prevalence of Rhipicephalus sanguineus complex is low, of only 0.69% of the
total ticks collected from dogs, being active in April and May.

Also, at the clinical examination of the patients, we found that most canine patients -
41.2% were infested with a single tick, in 23.3% we noticed two ticks, and in 20.6% three
ticks. Also, in the canine patients from which we collected more than two ticks (58.7%),
we found: either both species (Ixodes ricinus + Dermacentor reticulatus) in 20.7%
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(23/111) dogs, or only one species: Ixodes ricinus - 32/111 (28.8%) and Dermacentor
reticulatus - 56/111 (50.5%).

The effects of tick parasitism on companion animals and their owners can be limited
by the regular application of various methods of protection recommended by veterinarians.

The last chapter, Chapter 9 - "Final Conclusions" summarizes the conclusions of our
research, creating an overview of the results of the PhD thesis. The results of this study
provide new data on the identification of a new species of pathogen in dogs, as well as the
detection of a little studied symbiont in this region.
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CAPITOLUL 1: IMPORTANTA CAPUSELOR IMPLICATE iN
TRANSMITEREA BOLILOR VECTORIALE

CHAPTER 1: THE IMPORTANCE OF TICKS INVOLVED IN THE
TRANSMISSION OF VECTOR-BORNE DISEASES

Ciapusele sunt artropode ectoparazite hematofage a vertebratelor ce apartin ordinului
Ixodida, fiind considerate cei mai importanti ectoparaziti la nivel mondial (Estrada-Pena si
colab., 2013). In anul 2019 au fost raportate 956 specii de cipuse apartindnd acestui ordin,
repartizate in patru familii: trei familii existente (Ixodidae — 736 specii; Argasidae — 218
specii si Nuttalliellidae — o specie) si o familie disparuta (Deinocrotonidae — 0 specie)
(Dantes-Torres si colab., 2019). Aproximativ 10% dintre speciile identificate sunt foarte
importante din punct de vedere medical deoarece prin mecanismul de hranire pot transmite o
varietate de agenti patogeni (protozoare, bacterii, virusuri) (Cabezas-Cruz si colab., 2017).

1.1.Ecologia capuselor ixodide

La nivel global, clima a suferit modificari si va continua sa se schimbe in urmatorul
secol din cauza gazelor cu efect de serd, cum ar fi dioxidul de carbon, metanul si protoxidul de
azot din atmosfera Pamantului, ceea ce a dus la cresterea temperaturii medii (Rossati, 2017).
Datoritd ciclului biologic al capuselor, clima este esentiald pentru transmiterea agentilor
patogeni (Ogden si colab., 2020).

Relieful Roméniei este complex si variat, avand In componentd munti (28%), dealuri
si podisuri (42%) precum si campii (30%), rezultand astfel variatii ale climei, faunei sau florei
(Tonitd, 2019) cu un impact semnificativ asupra populatiilor de capuse existente pe teritoriul
tarii.

1.1.1. Climatul si activitatea sezoniera

Adultii speciei Dermacentor reticulatus poseda o buna toleranta la schimbarile de
mediu, adaptindu-se sd supravietuiascd mai mult de o lund in bazinele raurilor, in ape
contaminate cu reziduri organice sau in apa curatd mai mult de 100 zile (Foldvari si colab.,
2016). In habitatele umede, Dermacentor reticulatus apare adesea simpatric cu Ixodes ricinus
(Rubel si colab., 2016).

In conditii de laborator, s-a demonstrat ci D. reticulatus are capacitatea de a tolera
temperaturi de pana la -10°C timp de 150 zile, fapt ce demonstreaza activitatea acestora pe
timpul iernii in multe zone in care Ixodes ricinus este considerat in aceeasi perioada inactiv
(Foldvari si colab., 2016).

In studiul realizat de Frederic Beugnet si colaboratorii in anul 2009, parametrii
biologici a trei specii de capuse (Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus si Rhipicephalus
sanguineus) au fost analizati, dezvoltand o matrice a activitatii acestora in raport cu
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temperatura si umiditatea locatiilor din Europa, corectate in baza celor 3 tipuri de biotopuri
stabilite: zone urbane si suburbane; zone rurale; zone neexploatate sau impadurite (Beugnet si
colab., 2009). Se observa o activitate maxima a capuselor Dermacentor reticulatus in
intervalul climatic 15-25°C si umiditatea relativa cuprinsa intre intervalele 80-90% si >90%.
In cazul speciei Ixodes ricinus, umiditatea relativa sub 40% sau temperaturile aproape de
inghet, descresc activitatea sau chiar o inactiveaza. Se observa o activitate maxima a capuselor
Ixodes ricinus in intervalul climatic 10-20°C si umiditatea relativa intre 80-90% si >90%. De
asemenea, se mai constata si faptul ca umiditatea relativa sub 50% iar temperaturile sub 5°C
sau peste 30°C, inactiveaza specia Ixodes ricinus.

In acelasi context, alti autori consideri clima este principalul factor restrictiv a
distributiei speciei Ixodes ricinus la limita nordica a continentului european, cu toate ca
aceasta specie este surprinzator de rezistenta la temperaturi scazute: pot supravietui maxim 24
ore la temperaturi intre -14.4°C si -18.9°C iar efectele letale ale frigului apar la expunerea
timp de 30 zile la temperaturi de pana la -10°C (Gray si colab, 2009), dar mortalitatea creste
rapid la temperaturi de aproximativ 30°C, chiar si cu umiditatea relativa mare (> 80%) (Braks
si colab., 2016; Beugnet si colab., 2009).

Alte studii au cuantificat date privind faptul ca activitatea capuselor este inhibata de
temperaturile scazute precum si cu deficite mari in saturatia de oxigen (Braks si colab., 2016).

Speciile Ixodes ricinus si Ixodes persulcatus sunt deosebit de sensibile la conditiile de
mediu, Intrucat in faza prelungitd non-parazitara acestea necesitd ca umiditatea relativd a
microclimatulului sa fie minim 80% pentru a evita deshidratatrea (Gray si colab, 2009).

Temperaturile mai ridicate pot duce la o abundentd a capuselor Ixodes ricinus, iar
temperaturile scazute din timpul iernii pot fi deosebit de importante, afectand distributia
acestora (Walker, 2019). De asemenea, clima este mai rece in zonele umbrite, cum ar fi
versantii orientati spre Nord (Braks si colab., 2016).

Cu toate cd supravegherea si raportarea schimbarilor in distributia populatiilor de
capuse este in general inadecvatd, unele rapoarte bine documentate sustin expansiunea lenta,
dar aparent continud a frontierelor istorice ale unor specii de capuse in zone in care acestea au
fost anterior absente (Estrada-Pefia, 2012).

Sub 5°C apare pragul critic de temperatura pentru Ixodes ricinus, devenind inactiv.
Aceasta temperaturd poate fi considerata izoterma ecologica, fapt ce poate explica fenologia
acestei specii (Braks si colab., 2016).

1.1.2. {incilzirea globali si dinamica populatiilor de cipuse ixodide

Incilzirea globala accelerati cu care planeta se confrunti, in special datoriti influentei
antropice, afecteazd de asemenea ecologia si epidemiologia bolilor transmise de cédpuse
(Rizzoli si colab., 2014).

Schimbadrile climatice sunt implicate in modificarea arealului de distributie pe
altitudine si latitudine a cépuselor, fiind considerate un factor deosebit de important si in
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extinderea altor vectori in Europa, precum Aedes albopictus ce transmite virusul Zika, febra
dengue sau specii de flebotomi ce transmit leishmanioza (Semenza si colab., 2018).

In Nordul Europei s-a constat o crestere a temperaturilor medii cu 1.5-2.5°C,
influentand ciclurile biologice ale capuselor, cresterea sau scaderea activitatii, schimbari are
densitatii populatiilor sau in distributia acestora. Aceastd incalzire favorizeazd iernarea
stadiilor imature si prelungeste perioada de activitate a adultilor, favorizand astfel raspandirea
capuselor in zone noi, unde predomina conditiile nefavorabile (Karbowiak, 2014).

in zonele montane, cipusele pot fi gasite la altitudini mai mari de 1.450 m unde limita
de distributie este determinatd in mare parte de temperatura, iar activitatea sezonierd este mai
limitata decat in zonele mai joase (Braks si colab., 2016).

Urbanizarea, schimbarile climatice si modificarea modelelor de utilizare a terenurilor,
impreund cu factorii socio-economici (sporturi practicate in aer liber, gradindrit, cresterea
numarului de animale de companie sau a celor de langad agezarile umane) actioneaza creand
conditii favorabile pentru cresterea expunerii oamenilor la cépuse, favorizdnd astfel
transmiterea patogenilor in zonele urbane si peri-urbane (Rizzoli si colab., 2014).

Pe langa efectele schimbarilor climatice asupra zonelor geografice de distributie ale
capuselor, unele studii au evaluat modul in care schimbarile climatice pot afecta debutul sau
durata activitatii, precum si impactul asupra zoonozelor transmise, cum ar fi boala Lyme. Se
constatd astfel, cd sezonul activitatii capuselor incepe, in general, mai devreme in cursul
anului si este potential mai lung (Ogden si colab., 2020).

1.2. Principalele specii de cipuse semnalate in Roméania si importanta acestora
asupra animalelor de companie si a sanatatii umane

Primul studiu exhaustiv (Fauna of the Popular Republic of Romania. Suprafamily
Ixodoidea. Ticks) privind morfologia, distributia, ciclurile biologice si gazdele capuselor
ixodide Tn Romania a fost publicat Tn anul 1965 de catre Feider Zicman.

In Romania sunt cunoscute 26 specii de capuse ixodide, dintre care 12 apartin genului
Ixodes (Andersson si colab., 2018a), dar au mai fost raportate si specii apartinind genurilor
Haemaphysalis, Dermacentor, Rhipicephalus, Hyalomma si Boophilus (Mihalca si colab.,
2012; Tonita si colab., 2017).

Conform literaturii de specialitate, Ixodes ricinus este consideratda cea mai raspandita
specie de capuse din tara (Feider, 1965; Ionita, 2003; Mihalca si colab., 2012; Pavel si colab.,
2014), urmata de specia Dermacentor marginatus si Haemaphysalis punctata (Ionita si colab.,
2017; Mihalca si colab., 2012).

In Sudul Romaniei sau izolat in restul tarii s-au identificat specii precum Dermacentor
reticulatus, Hyalomma marginatum, Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus sanguineus,
Haemaphysalis spp., Boophilus spp. (Ionita si colab., 2017). in estul Romaniei a fost raportata
prezenta a trei specii de capuse in zona urbana si sub-urband a municipiului Iasi: Ixodes
ricinus, Dermacentor reticulatus si Haemaphysalis punctata (Pavel si colab., 2014). Capusele
ixodide sunt considerate vectorii principali in transmiterea babesiozei, insd persistenta
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patogenilor in natura se realizeaza prin intermendiul vertebratelor mici-rezervor si a
vectorilor-capuselor (Onyiche si colab., 2021; Kalmar si colab., 2020).

De asemenea, este cunoscuta actiunea spoliatoare si toxica a cadpuselor, exercitate
asupra gazdelor (Ionita, 2019). Cea mai importanta parazitoza transmisad de capuse cu actiune
spoliatoare este considerata babesioza.

Ixodes ricinus este considerata specia care poate transmite cea mai mare varietate de
patogeni, datorita multitudinii de gazde vertebrate, inclusiv omul (Raileanu si colab., 2018;
Ionita, 2019).

Pentru sanatatea omului, Boala Lyme (Borelioza) produsa de specia Borrelia
burgdorferi sensu lato si transmisa de Ixodes ricinus este consideratd cea mai importanta
boala transmisa prin intermediul capuselor. Intr-un studiu publicat in anul 2020 privind agentii
patogeni identificati in capusele Ixodes ricinus colectate de la oameni, prevalenta speciei
Borrelia a fost de 14.18%, ADN-ul fiind detectat in toate stadiile de dezvoltare (Kalmar si
colab., 2020). De asemenea, in studiul realizat de Tonita si colab. (2013), au fost identificate in
capusele D. marginatus doua specii de rickettsi cu o importantd majora pentru sanatatea
publica: R. slovaca si R. raoultii (Ionita si colab., 2013).

Babesioza a devenit o preocupare si pentru sanatatea publica in ultiimi ani deoarece s-
au constat infestari accidentale cu una dintre speciile: Babesia microti, Babesia divergens sau
Babesia venatorum (Onyiche si colab., 2021). Recent, Kalmar si colab., 2020 au identificat
doua specii de babesia in capusele colectate de la oameni: B. microti — 2.11% si B. venatorum
—0.77%.

1.3. Principalele specii de cipuse semnalate in Europa — importanta acestora
asupra animalelor de companie si a sanatatii umane

In Europa, animalele de companie sunt parazitate de cipuse ce apartin genurilor
Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma, Rhipicephalus si Ixodes, in functie de clima, astfel:
in Nordul, Vestul si centrul continentului, animalele de companie sunt adesea parazitate de
speciile Ixodes ricinus, I. hexagonus, I. canisuga sau Dermacentor reticulatus; in Nord-Estul
Europei a fost identificatd 1. persulcatus iar in sud, Rhipicephalus sanguineus si
Rhipicephalus turanicus. Sporadic au fost raportate speciile H. concinna, D. marginatus sau I.
acuminatus iar in zona Mediteraneand, Hyalomma marginatum, H. lusitanicum si |.
trianguliceps (Buczek si colab., 2021).

Dermacentor reticulatus este raportata ca fiind a doua cea mai importanta specie din
Europa dupa Ixodes ricinus (Chitimia-Dobler, 2015; Rubel si colab., 2016). Este cunoscut
faptul ca cele doua specii dermacentor (D. reticulatus si D. marginatus) sunt endemice in
Europa, insa limitele de distributie ale celor doua specii nu sunt bine cunoscute (Rubel si
colab., 2016).

Dermacentor reticulatus este distribuit la scara larga in toate zonele temperate ale
Eurasiei. Aceastd distributie nu este continud, fiind divizatd in doud parti: partea estica
Europeand, ce cuprinde Polonia (zona esticd), Slovacia, Ucraina, Ungaria (zona esticd),
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Romania, Belarus, Rusia si Siberia si partea vesticA Europeand: Franta si Germania
(Dumitrache si colab., 2014; Karbowiak, 2014). Privind expansiunea de la Nord la Sud in
Europa, D. reticulatus a fost observat intre 41°N si 57°N latitudine (Kohn si colab., 2019).

Peste 78% din studiile realizate de cercetatorii europeni, au identificat ADN-ul speciei
Babesia canis in capusele D. reticulatus, care se gaseste frecvent in biotopurile urbane din
Europa (Onyiche si colab., 2021), acestia indicand si o expansiune teritoriala a speciei datorita
incélzirii globale, cresterii numarului de animale salbatice sau introducerii unor noi specii de
capuse, consecutiv turismului (Kohn si colab., 2018; Karbowiak, 2014).

Informatiile curente indica faptul ca distributia speciei Ixodes ricinus se extinde atat
spre Nordul continentului, cat si in zonele montane (Estrada-Pefia si colab., 2018). Asemenea
ca In multe alte zone ale Europei, gestionarea padurilor are ca scop cresterea ponderii
padurilor de foioase si mixte, fapt ce creeaza habitate favorabile capuselor Ixodes ricinus,
principalul vector din Europa ce transmite Borrelia burgdorferi sensu lato (Tack si colab.,
2012).

S-a constat prezenta populatiilor de capuse Ixodes ricinus in zonele verzi urbane
europene care au relevantd pentru sanatatea publicd datoritd expunerii oamenilor si a
animalelor domestice la potentialele capuse infectate (Rizzoli si colab., 2014).

Bolile transmise de capuse la cdini reprezintd pentru veterinari o provocare
substantiala a diagnosticului, deoarece de cele mai multe ori semnele clinice sunt atenuate sau
se suprapun altor patologii (Andersson si colab., 2017a).

Majoritatea gazdelor de intretinere a capuselor sunt clasificte ecologic ca specii
generaliste si Tn multe cazuri acestea servesc ca rezervoare pentru un numar mare de agenti
patogeni zoonotici emergenti, inclusiv cele transmise de specia Ixodes ricinus (Rizzoli si
colab., 2014).
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CAPITOLUL 2: BOLILE VECTORIALE TRANSMISE DE CAPUSE LA
CAINI

CHAPTER 2: CANINE TICK-BORNE DISEASES

2.1.Babesioza

Babesioza infesteaza animale salbatice si domestice, provocand boli care pun viata in
pericol, in special animalelor de companie (Colwell si colab., 2008). Babesioza canini este o
boala vectoriala, prin intermediul capuselor fiind transmisi parazitii Babesia spp. care
afecteaza cainii la nivel global (Ionita, 2012).

La sfarsitul secolului XIX-lea, medicul roman Victor Babes a identificat in hematiile
unor bovine si ovine aceste microorganisme parazite, fiind denumite ulterior Babesia bovis,
respectiv Babesia ovis. Numele de gen (Babesia) a fost pus dupa numele persoanei care a
realizat descoperirea (Solano-Gallego si colab., 2016).

Cazurile de babesiozda umand au fost raportate sporadic, in Europa (Babesia
divergens, Babesia venatorum, Babesia microti) si America de Nord (Gray si colab., 2021).

La nivel global, prevalenta Babesia spp. la cdpusele nehranite (questing) a fost
estimata la 2.1% conform unei analize complexe publicata recent (Onyiche, 2021).

2.1.1. Etiologie

Babesia este un protozoar parazit care apartine increngaturii Apicomplexa, clasa
Piroplasmea, ordinul Piroplasmida, genul Babesia ce infesteaza globulele rosii ale
mamiferelor si oamenilor (Baneth si colab., 2020a).

Identificarea morfologica a speciilor de babesii este cea mai utilizatd metoda de
diagnostic, astfel incat merozoitii mari identificati (3-4pum) sunt atribuiti speciei Babesia
canis, iar cei de dimensiuni mici (0.5-2.5 um), speciei Babesia gibsoni (Lempereur si colab.,
2017; Baneth, 2018). Pentru determinarea speciei, dimensiunea parazitilor mai poate fi
corelatd cu specificitatea gazdei sau a vectorului, precum si cu susceptibilitatea la
medicamente (Petra si colab., 2018).

Dintre numeroasele specii care infesteaza animalele, doar cateva dintre Babesia spp.
(Tabelul 2.1.) pot provoca probleme grave la céini.
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Tabelul 2.1/Table 2.1
Speciile Babesia identificate la céini si vectorii acestora
Babesia species identified in dogs and their vectors

Dimensiune Referinte
Babesia canis canis  Dermacentor reticulatus
Mari Babesia canis vogeli  Rhipicephalus s'angume'us Petra si colab., 2018
3-5 pm . . . Haemaphysalis leachi ’
Babesia canis rossi N
Haemaphysalis elliptica
Haemaphysalis
Babesia gibsoni Iongicqrni_s, _ Gray si colab., 2018
Haemaphysalis bispinosa
R. sanguineus
. Day, 2016;
Mici Babesia conradae necunoscut Bajer si colab,, 2021
0.5-2.5 pm Ixodes hexagonus
Ixodes ricinus
Babesia vulpes Ixodes canisuga Baneth si colab., 2019
Dermacentor reticulatus
Rhipicephalus sanguineus
Babesia negevi n. sp. Necunoscut Baneth si colab., 2020b

2.1.2. Patogeneza si simptomatologie

Severitatea babesiozei canine variaza de la anemie ugoara pana la disfunctii organice
si moarte. Cauza principala a variabilitdtii patogenezei este reprezentatd de specia sau
subspecia parazitului Babesia (Saari si colab., 2018; Day, 2016). De asemenea, cele doua
mecanisme dominante in patogeneza bolii sunt reprezentate de: i) invazia si liza eritrocitelor;
ii) raspunsul imun al gazdei la parazitemie (Petra si colab., 2018).

Afectarea directd a hematiilor indusd de paraziti, fragilitatea osmoticd crescutd a
celulelor infestate, leziunea oxidativd si secundar, atacul median imun al membranei
eritrocitare duc la o combinatie de hemoliza intravasculara si extravasculard (Saari si colab.,
2018).

Liza hematiilor este asociata cu o serie de manifestari clinice (letargie, febra, apetit
scazut) care nu sunt proportionale cu gradul de anemie si nu pot fi corelate cu gradul de
parazitemie, deoarece acesta ramane scazut (Eichenberger si colab., 2017).

Spectrul larg al semnelor clinice a dus la clasificarea babesiozei canine in doud forme:
i) necomplicata (semnele clinice sunt limitate la anemie); ii) complicata (afectarea mai multor
organe), ambele fiind rezultatul raspunsului inflamator (Saari si colab., 2018).
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Forma necomplicata a babesiozei apare consecutiv infestarii cu specia Babesia canis
vogeli si se manifesta clinic prin: anemie usoara pana la moderatd, trombocitopenie, letargie,
hepatomegalie, splenomegalie si febra (Day, 2016).

Cainii care prezinta forma complicatd de babesiozd, mai pot dezvolta si anemie
hemolitica autoimuna, care din punct de vedere clinic este mai importantd decat hemoliza
indusa de paraziti (Petra si colab., 2018).

In literatura de specialitate este mentionati o complicatie rard si paradoxali a
babesiozei canine — hemoconcentratie relativa, consecutiva trecerii lichidului din componenta
intravasculara 1n cea extravasculard, avand drept consecintd riscul dezvoltarii insuficientei
renale acute sau a complicatiilor cerebrale (Welzl si colab., 2001).

Trombocitopenia, simptomul caracteristic asociat cu babesioza canina, este rezultatul
distrugerii trombocitelor mediate imun, sechestrarea trombocitelor in splind sau a coagularii
intravasculare diseminate (Baric si colab., 2013).

Un mecanism major in patogeneza babesiozei este eliberarea excesiva de mediatori
inflamatori care determind dezvoltarea sindromului inflamator sistemic (Petra si colab., 2018).
Sindromul de disfunctie multipla de organe este consecinta dereglarii mecanismelor
antiinflamatorii si proinflamatorii, provocand: insuficiente renale acute, coagulopatii, icter,
anemie hemoliticd autoimund, sindromul de detresa respiratorie acutd, hemoconcentratie,
hipotensiune arteriald, miocardita, pancreatitd, sindromul de soc, dar si afectarea cerebrala
(Welzl si colab., 2001).

Un alt semn clinic intdlnit, hipoxia tisulara, declanseaza o cascadd de procese
fiziopatologice ca mecanism adaptativ: soc, stazd vasculara si scdderea capacitatii
hemoglobinei de a transporta oxigenul (Szade si colab., 2015; Green, 2012).

Manifestarea cerebrala a babesiozei are un prognostic grav, cauzdnd leziuni
endoteliale cu necroze vasculare, edeme perivasculare si hemoragii. Semnele clinice se
instaleaza brusc si includ pareza membrelor pelvine, tremurdturi musculare, nistagmus,
anizocorie, pierderea intermitentd a constientei, convulsii, stupoare, coma, agresivitate sau
vocalizare (Green, 2012; Petra si colab., 2018).

2.1.3. Metode de diagnostic

Diagnosticul babesiozei se realizeaza prin indentificare citologica a parazitilor in
frotiurile colorate coroborat cu semnele clinice, modificarile parametrilor hematologici
(trombocitopenie, anemie hemoliticd) si biochimici (cresteri ale valorilor parametrilor hepatici
si renali) (Ogbu si colab., 2018; Weese si colab., 2019).

Pentru realizarea frotiurilor de sange, se recomanda recoltarea sangelui de la nivel
capilar, prin punctionarea nasului sau a urechilor (Barr si colab., 2012), datorita modificarilor
fizice ale hematiilor dupa infestarea cu Babesia spp. Acestea devin rigide, incetinind trecerea
prin capilare si crescand posibilitatea de aglutinare (Day, 2016).

Pregatirea preparatelor citologice consta in uscarea frotiurilor de sange subtiri, fixarea
pentru doud minute cu metanol absolut si colorarea acestora utilizand una dintre metodele
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descrise in literarura de specialitate (Giemsa, Romanowsky, Diff-Quick sau Wright)
(Lempereur si colab., 2017).

Examinarea microscopicd a frotiurilor colorate de sange poate oferi un diagnostic
definitiv, dar sensibilitatea testarii depinde de experienta examinatorului (Barr si colab.,
2012). Detectia microscopica a hemoparazitilor are si dezavantaje, in special cand parazitemia
este scazuta (pacienti asimtomatici sau cu forma cronica) (Ogbu si colab., 2018). Microscopic,
Babesia canis se identifica in interiorul hematiilor singure sau in pereche, avand forma
piriforma. In cazurile de replicare rapida, pot fi detectate forme neregulate, atipice cu o forma
amoeboida (Greene, 2012).

In primele zile dupa infestare se evidentiazi hematologic o anemie usoara,
normocitard, normocroma care pe masura ce boala progreseaza se transforma intr-o anemie
macrocitard, hipocroma si regenerativa (Greene, 2012). O altd modificare hematologica este
reprezentatd de trombocitopenie moderatd pana la severd ce apare la majoritatea cainilor
afectati clinic, cu sau fard anemie (Weese si colab., 2019), semnificatia clinicd fiind inca
neclara (Day, 2016).

Anomaliile leucocitelor sunt observate inconsecvent, dar pot include leucocitoza (cu
sau fard deviere la stdnga), neutrofilie, neutropenie, limfocitoza, eozinofilie sau leucopenie
(Greene, 2012). Limfocitele mari ,,reactive” pot fi observate in babesioza cronica, indicand
stimulare antigenica, dar sunt asociate si cu alte patologii infectioase (Day, 2016).

Rezultatele biochimiei serice sunt nespecifice in babesioza (Day, 2016). Cele mai
frecvente modificari observate la cdinii cu babesioza includ hiperglobulinemie, cresteri ale
enzimelelor hepatice (ALT) si a fosfatazei alcaline (ALP) si mai rar hiperbilirubinemie,
constatatd doar in formele acute a infestatiilor cu B. canis canis si B. canis rossi (Greene,
2012; Weese si colab., 2019).

Proteinele serice sunt de obicei normale, dar in unele cazuri cronice de babesioza au
fost inregistrate: hiperglobulinemie asociatd cu hipoalbuminemie (Day, 2016). Cresterea ureei
serice nu se coreleazd cu ratele scizute de filtrare glomerulara, prin urmare este indicata
concentratia creatininei sericd pentru a evalua rata de filtrare glomerulard la unii caini cu
babesioza (Greene, 2012).

Testarea serologicd prin imunofluorescentd poate fi utilizatd in formele acute sau
cronice. (Weese si colab., 2019), 1nsd sunt mai putin utilizate datoritd reactivitatii Incrucisate
intre specii (Day, 2016).

Tehnicile moleculare sunt extrem de utile in determinarea speciilor Babesia care
infesteaza cainii, cu 0 sensibilitate si o specificitate mare fatd de evaluarea citologica a
frotiurilor de sange (Petra si colab., 2018). Reactia in lant a polimerazei (PCR) este o tehnica
de diagnosticare frecvent utilizata pentru confirmarea diagnosticului. Aceastd metoda este
deosebit de utila pentru detectarea infestatiei in cazurile cu niveluri scazute de parazitemie,
precum si pentru determinarea speciei (Irwin, 2009).
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2.1.4. Tratament

Impotriva babesiozei canine existd mai multe medicamente autorizate, deoarece cainii
infestati raspund diferit la substantele active (Vial si colab.., 2006; Irwin, 2009; Solano-
Gallego si colab., 2011; Beugnet si colab., 2015).

Inainte de inceperea protocolului terapeutic trebuie luat in considerare starea generala
a pacientului, gradul si tipul de anemie, specia identificatd precum si potentialul toxic al
substantelor active a medicamentelor ce urmeaza si fie administrate (Day, 2016). in general,
cainii cu o forma necomplicatd a bolii prezintd o imbunatatire a starii generale in decurs de 24
pana la 72 de ore de la inceperea tratamentului, dar unele cazuri, recuperarea poate dura pana
la 7 zile (Greene, 2012).

Forma complicatd a babesiozei reprezinta o provocare chiar si pentru cei mai
experimentati clinicieni, de cele mai multe ori fiind nevoie si de spitalizare, tratament de
sustinere, oxigenoterapie sau hemotransfuzie pe langa tratamentul specific (Day, 2016).

Tratamentul specific de electie pentru B. canis este Imidocarb dipropionat administrat
intr-o singura doza de 6,6 mg/kg intramuscular sau subcutanat, repetat la 14 zile (Weese si
colab., 2019). Efectele adverse ale acestui produs la caini includ durerea in locul injectarii si
efecte colinergice (hipersalivatie, vomituritie, tahicardie), care pot fi atenuate prin
premedicatie cu sulfat de atropin in doza de 0,05 mg/kg (Baneth, 2018). In Tabelul 2.2. sunt
prezentate mai multe protocoale terapeutice utilizate in babesioza canind, in functie de agentul
patogen.

Alegerea medicamentului optim este determinata in mare masura de specia implicata,
subliniind importanta unei identificari precise a piroplasmelor in timpul procesului de
diagnosticare (Day, 2016). Mecanismele de actiune ale acestor medicamente impotriva
Babesia spp. sunt in mare parte necunoscute sau nu au fost studiate in detaliu (Baneth, 2018).

Monitorizarea continud a parametrilor hematologici (in special plachetelor sangvine)
se realizeaza pana la revenirea acestora in limite normale. Titrurile de anticorpi incep sa scada
dupa 3-5 luni dupa incetarea tratamentului. Totusi, ei se mai gasesc in organism timp de cativa
ani (Weese si colab., 2019).

Majoritatea cainilor infestati cu B. canis se vor recupera complet cu terapia adecvata,
desi se poate Inregistra o mortalitate ridicatd la pacientii canini cu modificari importante ale
parametrilor sangvini (leucopenie, trombocitopenie), SIRS (Sindromul de raspuns inflamator
sistemic), MODS (Sindromul de disfunctie multipla de organe) (Day, 2016).

Proprietarii ar trebui avertizati ca este posibil ca planul terapeutic sa nu functioneze,
iar parazitul sa nu fie eliminat complet din organism (Barr si colab., 2012).

Unii autori au recomandat utilizarea glucocorticoizilor (dexametazona sau
prednisolonul), insd beneficiile lor in babesioza sunt in prezent nedovedite (Day, 2016).

Eficacitatea asocierii celor trei antibiotice (clindamicind, doxiciclina si metronidazol)
este putin studiata, existdnd recomandari ca terapia unica cu clindamicina sa nu fie utilizata,
pentru a preveni antibiorezistenta (Greene, 2012).
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Tabelul 2.2/Table 2.2

Protocol terapeutic in babesioza canina
Therapeutic protocol in canine babesiosis

Agent patogen

2 = - £ 8 g
Substanta activa S 5 g é s o
S £ = 37 § 3
0 o MO 4 ;’. o
) + o+ o+
Imidocarb 5-6,6 IM/SC 1adm. Repetare 14 + 4 o+
dipropionat 75 IM/SC 1adm. NN
+ o+ o+
Dimi " * +
'minazen 355 IM  ladm. NN * +
aceturat +
+ +
+ + + o+
Azitromicina 10 PO 24 10
+ + o+ 0+
Atovaquone 13,3 PO 8 10
+ + o+ o+
Clindamicina 25 PO 12 7-10
Doxiciclina 30 PO 12 40-60 + +
Metronidazol 5 PO 12 7-10
Clindamicina 30 PO 12 40-60
Diminazen 3,5 IM 1 adm. NN +
Imidocarb 6 SC 1 adm. NN +
dipropionat*
Diminazen 5 M 1adm. Repetare 14 N
Clindamicina 25 PO 24 14 N
Doxiciclina 5 PO 24 21
+
Bupravaquone 5 IM 48 NN N
Azitromicina 10 PO 25 10 N

Referinte: Baneth, 2018; Checa si colab., 2017; Patel si colab., 2019; Beugnet F. si colab.,
2018

References: Baneth, 2018; Checa si colab., 2017; Patel si colab., 2019; Beugnet F. si colab.,
2018

*- se administreaza la un interval de 24 ore dupa administrarea Diminazen aceturat;

Legenda: D. — Doza (mg/kg); C.A. — cale de administrare; I. — interval (ore); D.T. — durata
tratament (zile); adm. — administrare; PO — per 0s; SC — subcutanat; IM — intramuscular; NN —
nu e necesar.

11 |



Martinescu Gabriela-Victoria

Legend: D. — dose (mg/kg); C.A. — route of administration; I. — interval (hours); D.T. —
duration of treatment (days); adm. — administration; PO — oral; SC — subcutaneous; IM —
intramuscular; NN — not necessary.

In zonele endemice, cainii trebuie protejati cu medicatie preventivia impotriva
capuselor tot timpul anului. Capusele atasate trebuie indepartate imediat, deoarece
transmiterea bolilor are loc timp de cateva zile, iar in cazul B. canis transmiterea are loc in 48
ore (Saari si colab., 2018).

In Europa existd vaccin impotriva speciei Babesia canis ce limiteazi parazitemia si
reduce severitatea semnelor clinice (Weese si colab., 2019). Vaccinul autorizat in Romania,
Nobivac Piro este utilizat doar pentru atenuarea simptomelor.

2.2. Hepatozoonoza

Hepatozoonoza este o boald transmisa prin intermediul capuselor, dar nu prin
intepatura, ci prin ingestia capuselor infectate. Se cunosc aproximativ 300 de specii
Hepatozoon, dar doar doua specii infesteaza cainii: Hepatozoon canis si Hepatozoon
americanum (Sykes, 2013; Saari si colab., 2018).

2.2.1. Etiologie

Hepatozoon canis apartine increngaturii Apicomplexa, subordinul Adeleorina, familia
Hepatozoidae, genul Hepatozoon (Ivanov si colab., 2008) si a fost observat prima data in
leucocite la un caine in India, denumit initial Leucocytoon canis de catre James (1905)
(Léveillé si colab., 2019).

Gamontul are o lungime cuprinsi intre 8-12 um si o latime intre 3-6 um. In sectiunile
histologice din probe recoltate din limfonoduri, splind sau maduva osoasa se pun in evidenta
schizontii cu dimensiunea 30x30 pm, avand forma rotundad sau ovald sub formd de chisti
incapsulati in tesut (Saari si colab., 2018).

2.2.2. Patogeneza si simtomatologie

Spre deosebire de alte boli transmise de cdpuse, hepatozoonoza canind se transmite
prin ingestia unei capuse infectate ce contine oochisti Hepatozoon, care de cele mai multe ori
este atasatd de piele sau este pe blanad (Saari si colab., 2018; Léveillé si colab., 2019). Gazda
definitivd a speciei Hepatozoon canis este Rhipicephalus sanguineus; transmiterea este
transdadiald, de la un stadiu de dezvoltare la altul, dar cainele se infesteaza prin capusa adulta
care s-a infectat in stadiile precedente. O alta cale de transmitere este si cea transplacentara
(Saari si colab., 2018).

Dupa ingestia capusei infectate cu Hepatozoon, sporozoitii penetreaza peretele
intestinal al cainelui, intrdnd in circulatia sangvind si infectind monocitele si macrofagele,
transportand sporozoitii In prima faza, in limfonoduri, maduva osoasa si splind. Ocazional, ei
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pot ajunge si in ficat, rinichi sau pulmoni determinand hepatite, glomerulonefrite sau
pneumonii (Greene, 2012).

Majoritatea cainilor infestati cu Hepatozoon canis par sa dezvolte o forma ugoara de
boald, asociatd cu un grad limitat de reactie inflamatorie. Cu toate acestea, hepatozoonoza
produsa de H. canis poate varia de la o forma asimtomatica la cdinii cu o parazitemie scazuta,
pana la o forma grava la animalele cu parazitemie crescuta (Day, 2016).

Patogeneza hepatozoonozei canine este influentatd de un status imunitar imatur (in
cazul animalelor tinere), afectiuni congenitale sau de imunosupresia organismului cauzatd de
existenta concomitentd a unor agenti infectiosi (toxoplasmoza, babesioza, leishmanioza,
ehrlichioza) (Greene, 2012).

Semnele clinice sunt variate si nespecifice, infestatia determinand trei forme clinice: 1)
subclinica — frecvent intalnita; ii) acutd — semnele clinice se manifesta cu o saptaimana inainte
de deces; iii) cronica — exprimarea semnelor clinice si remisie (Ogbu si colab., 2018).

Majoritatea cainilor infestati cu H. canis au un nivel scazut de parazitare (mai putin de
5% din leucocitele circulante sunt infestate cu gamonti), clinic exprimandu-se doar mucoase
palide si letargie (Sykes, 2013). Cainii cu parazitemie crescutd (>800 gamonts/uL) prezinta
febra, letargie, pierdere severa in greutate sau casexie si hiperglobulinemie (Greene, 2012).

2.2.3. Metode de diagnostic

Identificarea microscopica in frotiurile de sdnge colorate (Giemsa, Romanowski sau
Diff-Quick) a gamontilor H. canis este cea mai utilizata metoda de diagnostic. Gamontii au o
forma elipsoidala, masoard aproximativ 8-12um x 3-6 pm si pot fi detectati in citoplasma
neutrofilelor, mai putin frecvent in monocite (Baneth si colab., 2007; Greene, 2012). Cazurile
in care gamontii nu pot fi detectati datoritd parazitemiei intermitente sau a numarului circulat
scazut reprezintd un dezavantaj al acestei metode de diagnostic (Karagenc si colab., 2006).

Diagnosticul histopatologic este de asemenea util, indicand raspunsul inflamator
determinat de speciile Hepatozoon. Pentru sectiunile histologice se recolteaza probe din
limfonoduri, splind sau maduva osoasa (Ivanov si colab., 2008; Saari si colab., 2018).

Anemia normocitard, normocroma, neregenerativa este cea mai frecventd modificare
hematologica raportatd in hepatozoonoza canind. Globulele albe se incadreazd in limite
normale, cu exceptia infestarilor masive unde se remarca o crestere importanta a neutrofilelor
(>150 x 10%1) si trombocitopenie (Sykes, 2013).

Cele mai importante modificari ai parametrilor biochimici sunt reprezentate de scaderi
ale albuminelor (hipoalbuminemie) si cresteri ale proteinelor (hiperproteinemie), globulinelor
(hiperglobulinemie), creatin kinaza (CK) si fosfatazei alcaline (ALP) (Day, 2016).

Testele serologice (imunofluorescentd indirectd, ELISA) sunt utilizate doar in studii
epidemiologice (Ivanov si colab., 2008; Modry si colab., 2017).

Testele PCR pentru detectarea ADN-ului Hepatozoon spp. s-au bazat in principal pe
amplificarea fragmentelor de ADNr 18S (Greene, 2012). Acestea sunt mai sensibile decat
examenul citologic, Insd Sensibilitatea si specificitatea testului poate varia in functie de
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protocolul utilizat. Rezultatul fals negativ apare la debutul bolii sau in faza cronica (Day,
2016).

2.2.4. Tratament

Imidocarb dipropionat este medicamentul utilizat in infestatiile cu Hepatozoon canis.
Doza recomandata este 5-6 mg/kg administrat subcutanat sau intramuscular la intervale de 14
zile, pana la disparitia gamontilor circulanti din sange (Ivanov si colab., 2008), fiind indicata o
evaluare hematologica la fiecare doud saptamani (Day, 2016).

Pentru a preveni posibilele co-infectii, se poate administra doxiciclind in doza de
10mg/kg timp de 21-28 zile impreuna cu imidocarb dipropionat (Greene, 2012; Ivanov si
colab., 2008).

2.3. Anaplasmoza si erlichioza

In trecut, un numir de organisme intracelulare obligatorii care infectau celulele
eucariote au fost clasificate in genul Ehrlichia din motive morfologice si ecologice, insa cele
mai noi analize genetice au reclasificat aceste organisme in genurile Ehrlichia, Anaplasma si
Neorickettsia, toate facand parte din familia Anaplasmataceae (Aiello si colab., 2016).

2.3.1. Etiologie

Pe baza analizei filogenetice a familiei Anaplasmataceae, urmatoarele genuri sunt
recunoscute ca fiind patogene pentru animale si oameni:

« Genul Ehrlichia: Ehrlichia canis, cauzeaza erlichioza monocitara la cini; alte
specii patogene pentru cdini includ Ehrlichia chaffeensis si Ehrlichia ewingii.
 Genul Anaplasma: Anaplasma phagocytophilum determinid anaplasmoza

granulocitard la caini, pisici si oameni iar Anaplasma platys determina
trombocitopenia ciclica infectioasa canina (Day, 2016).

Ehrlichia spp. si Anaplasma spp. sunt bacterii intracelulare, gram-negative, transmise
doar prin intermediul capuselor. Se crede ca transmiterea bacteriana are loc intr-un interval de
2-48 de ore de la atasarea capuselor (Weese si colab., 2019).

E. canis invadeaza monocitele circulante, formand grupuri intracitoplasmatice
denumite morule (Day, 2016). Anaplasma phagocytophilum infecteaza neutrofilele formand
morule, ocazional poate fi identificat si in eosinofile (Chirek si colab., 2017), iar A. platys
infecteaza trombocitele (Sykes, 2013).

2.3.2. Patogeneza si simtomatologie

E. canis se gaseste in glandele salivare si intestinul capuselor, fiind transferate gazdei
in momentul hranirii. Odatd ajuns in gazda, erlichiile intrd in fluxul sanguin si limfatic
localizandu-se in monocite, macrofage si celule epiteliale, in principal la nivelul splinei si a
ficatului, unde incep reproducerea prin fisiune binard. De acolo, macrofagele infectate
disemineaza infectia in alte organe, ducénd la o crestere anormald a dimensiunii si numarului
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de celule, cunoscuta sub numele de hiperplazie. Replicarea si diviziunea celulara determina
anemie si o crestere a numarului de trombocite (Taylor si colab., 2007; Ogbu si colab., 2018;
Ramakant si colab., 2020).

Infectia cu E. canis a fost impartita in trei forme clinice: acuta, subclinica si cronica.
Din punct de vedere clinic, nu existd markeri clari intre formele clinice, deoarece debutul si
durata infectiei sunt necunoscute (Weese si colab., 2019). Trombocitopenia este cea mai
intalnita modificare hematologica, prezenta in toate formele clinice (Greene, 2012).

Principalele semne clinice ale infectiei cu E. canis sunt febra, letargie, inapetenta,
scadere in greutate, hemoragii la nivelul mucoaselor (nazale), uveitd, anemie, edeme
periferice, limfonoduri marite si uneori semne neurologice. E. ewingii provoaca in principal
febra, letargie, inapetenta si semne de poliartrita (Sykes, 2013; Ogbu si colab., 2018).

Patogeneza completd a anaplasmozei este incd necunoscutd. Bacteriile patrund in
organismul gazdei prin inoculare. Nu se stie daca organismele invadeaza celulele mature sau
cele mieloide precursoare pentru replicarea primara, dar celulele endoteliale, megacariocitele
precum si celulele hematopoietice sunt considerate tinte (Day, 2016).

La céini s-a observat inflamatii pulmonare severe, leziuni alveolare si vasculitd la
nivelul extremititilor. In absenta organismelor bacteriene, se poate sugera un rispuns
imunopatologic, cum ar fi stimularea mediata de citokine a macrofagelor gazda si o activitate
nespecifica a fagocitelor mononucleare. Infectia poate induce de asemenea, 0 reactie
inflamatorie supraacutd cum ar fi sindromul de soc septic sau afectarea difuza alveolara care
duce la sindrom respirator (Taylor si colab., 2007). Anaplasmoza este in general o infectie mai
blanda decat cea cauzata de E. canis, dar in timpul fazei acute, aceasta produce o varietate de
semne clinice (Fisher si colab., 2006).

Clinic A. phagocytophilum se manifesta prin febra, letargie, inapetenta si schiopaturi
(consecutiv poliartritei), desi pot aparea varsaturi, diaree, tuse si inflamatii la nivelul gatului.
A. platys de obicei nu provoaca simptomatologie, dar au fost constatate febra si letargia
(Sykes, 2013).

2.3.3. Metode de diagnostic

Diagnosticul se bazeaza pe suspiciunea clinica si istoricul pacientului (expunerea la
capuse, locuirea sau calatoria intr-o zona endemicd) coroborate cu semnele clinice, modificari
ale hemoleuocogramei, testele serologice si moleculare, precum si cultura in vitro (Day, 2016;
Weese si colab., 2019). Importanta diagnosticului precoce consta in raspunsul bun la
tratament Tnainte ca pacientul si intre In faza cronicd. Examinarea frotiurilor de sange poate
evidentia morula intracitoplasmatica E. canis in monocite in timpul fazei acute a bolii in
aproximativ 4% din cazuri (Day, 2016).

Detectarea morulelor A. phagocytophilum este evidentiatd in 5% pana la 37%
granulocite infectate la cainii cu semne clinice. Totusi, pentru un diagnostic mai fiabil, se
recomanda efectuarea unor analize suplimentare, cum ar fi imunofluorescenta indirecta
(IFAT), ELISA sau PCR (Ogbu si colab., 2018).
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Din 2006 a aparut kitul de testare ELISA SNAP 4DX (IDEXX Laboratories,
Westbrook, Maine, SUA) cu o sensibilitate (99.4%) si specificitate (100%) ridicate. Acesta
detecteaza anticorpii impotriva mai multor specii patogene cu o deosebitd importantd pentru
medicina veterinard: A. phagocytophilum, A. platys, E. canis, E. ewigenii, B. burgdorferi si D.
immitis.

2.3.4. Tratament

Pentru tratarea erlichiozei si a anaplasmozei se poate utiliza doxiciclinda conform
recomandarilor expuse in Tabelul 2.3. Clinic se observa imbunatatiri dupa 24-48 de ore de la
inceperea protocolului terapeutic (Weese si colab., 2019). Cele mai frecvente efecte adverse
dupa inceperea tratamentului cu doxiciclina sunt greata si voma, care pot fi evitate prin
administrarea medicamentului cu alimente (Day, 2016).

Tabelul 2.3/Table 2.3
Protocol terapeutic in erlichioza si anaplasmoza canina
Therapeutic protocol in canine erlichiosis and anaplasmosis

Agent patogen

5
w = —_ .
S - N
. 8 > =
wo o g <
2
o
5 PO, IV 12 21-28  +++ -
10 PO, IV 24 21-28  +++ -
Doxicicling** — = PO 24 56102 - +++
> PO 12 14 +++ -
10 PO 24 28 - "
5-10 PO 12 10 - .
Oxitetraciclina 7.5-10 v 12 ++
7,5-10 v 8 14-21 R —
o 10-20 PO 12 2128  +++ -
Minociclina** 10 50,1V = = : i
Cloramfenicol* 2550 PO, IV, SC 8 21-28 +
25-50 PO, IV, SC 8 14-21 ; -
Imidocarb 5 IM 2 doze laun . ]
dipropionat* interval de 15 zile
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Agent patogen

E

=)
Substanta 2 §> z o
activa g S <5 E
Y > =
i % <

<

o

Tetracicline* - PO o 2128 ++ -

22 PO 8 14-21 P
Enrofloxacina 5 PO, IV, SC 12 1491 - e

Referinte: Sykes, 2013; Jenkins si colab., 2018; Greene, 2012; Neer si colab., 2002;
References: Sykes, 2013; Jenkins si colab., 2018; Greene, 2012; Neer si colab., 2002;

* - Eficacitate variabila in infectia cu Ehrlichia spp.

** - Tratament de electie pentru Ehrlichia spp.

Legenda: D. — Doza (mg/kg); C.A. — cale de administrare; I. — interval (ore); D.T. — durata
tratament (zile); adm. — administrare; PO — per os; SC — subcutanat; IM — intramuscular; IV —
intravenos.

Legend: D. — dose (mg/kg); C.A. — route of administration; I. — interval (hours); D.T. —
duration of treatment (days); adm. — administration; PO — oral; SC — subcutaneous; IM —
intramuscular; IV — intravenous.

2.4. Borelioza
in putin mai mult de 30 de ani, borelioza (boala Lyme) determinata de spirocheta B.
burgdorferi s.lI., a trecut de la o relativa obscuritate la o problema globala de sénatate publica
cu agent patogen emergent. Distributia geograficd a boreliozei este strans legatd cu vectorii
principali, capusele ce apartin speciei I. ricinus (Rizzoli si colab., 2014).
in Europa, boala Lyme este considerati cea mai frecventd boald transmisa de cipuse
la oameni (Cook, 2015).

2.4.1. Etiologie

Spirochetele genului Borrelia sunt bacterii cu transmitere vectoriald ce apartin
ordinului Spirochaetales, familia Spirochaetaceae (Day, 2016).

Borrelia burgdorferi sensu lato face parte dintr-un grup de cel putin 19 specii, dintre
care trei: B. burgdorferi sensu stricto, B. garinii si B. afzelli sunt patogene (Savi¢ si colab.,
2010; Rizzoli si colab., 2014; Day, 2016).

Bacteria are o lungime specifica speciei de 5-15 um si 0.2-0.5 um in latime, prezinta
doar cateva spire si poseda — caracter unic la bacterii — un singur cromozom liniar. Genele
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pentru proteinele membranare sunt situate pe plasmidele lor circulare si liniare (Mehlhorn,
2008).

2.4.2. Patogeneza si simtomatologie

Unii autori considera cd sunt necesare 24-48 de ore de la atasare capuselor pentru
transmiterea B. burgdorferi (Bouchard si colab., 2015); cu toate acestea, s-a demonstrat in
studiile in vivo cd transmiterea bacteriand are loc in mai putin de 16 ore, iar timpul minim de
atasare pentru transmiterea infectiei nu a fost niciodata stabilit definitiv (Cook, 2015)

In momentul transmiterii, spirochetele suferdi o modificare a suprafetei exterioare
pentru a-si imbunatati sansele de supravietuire in gazda, producand o varietate de proteine de
suprafata (Osp) cu rolul de a permite spirochetelor posibilitatea de adaptare la diferite conditii
de mediu (Pantchev si colab., 2015; Parry si colab., 2016).

OspA este diminuatd la contactul cu sangele noii gazde, ce are o temperatura mai
ridicatd (aproximativ 33°C) iar OspC este exprimatda pe masura ce spirochetele Borrelia
migreaza din intestinul capusei in glandele salivare. OspC este unul dintre primii antigeni
intalniti de sistemul imunitar al gazdei, acestia putand fi detectati incd din faza incipienta a
infectiei la om si animale (Day, 2016; Parry si colab., 2016).

O alta proteina secretata de membrana exterioard a Borrelia spp. este VISE (variable
major protein-like sequence), avand rolul de a schimba secventa de aminoacizi dupa
infectarea unei gazde (Krupka si colab., 2010).

Boreliile exploateaza diferite mecanisme pentru a ocoli sistemul imunatar al gazdei,
rezultand astfel infectii persistente sau forme cronice (Day, 2016).

Mecanismul de diseminare a B. burgdorferi in organismul gazdei nu este complet
elucidat. Una dintre ipoteze constd in posibilitatea diseminarii si supravieturii in sange
(Krupka si colab., 2010). Alti autori considera componentele imunologice ale sangelui un
mediu ostil pentru Borrelia spp., fortand astfel spirochetele sa migreze in tesuturi si sa se
fixeze 1n tesuturile bogate in colagen (pielea) sau pot disemina in articulatii, tesut nervos sau
cord (Parry si colab., 2016).

Forma acuta a boreliozei la céini este mai putin Intdlnitd decat la om, doar 5% dintre
cdini dezvolta semne clinice dupd expunerea la B. burgdorferi. Semnele clinice intlnite in
forma acuta sunt nespecifice, remarcandu-se la debutul bolii schiopatura acuta la un membru
sau la mai multe, letargie, anorexie, febra si limfadenopatie locald usoara care dispar dupa
cateva zile (Krupka si colab., 2010; Parry si colab., 2016; Littman si colab., 2018).
Schiopaturile (consecutiv inflamatiei articulatiilor) au fost raportate la 9-28% dintre cainii
seropozitivi (Krupka si colab., 2010; Leschnik, 2013).

O predispozitie mai mare pentru infectarea cu Borrelia spp. o au ciinii tineri, adesea
de talie mare cu un stil de viata activ sau care traiesc predominant in regim deschis (Littman si
colab., 2018).

Eritemul migrans — semnul clinic patognomonic al infectiilor la oameni nu a fost
raportat niciodata la caini (Parry si colab., 2016).
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Cainii cu un stadiu avansat al bolii pot dezvolta ’nefrita Lyme” caracterizatd printr-0
nefropatie progresiva severda cu pierdere de proteine si insuficientd renald, adesea fatala
(Leschnik, 2013). Mai rar, au fost semnalate manifestari neurologice si cardiace (Krupka si
colab., 2010).

2.4.3. Metode de diagnostic

Diagnosticul prezumtiv de borelioza se poate face pe baza antecedentele expunerii la
capusele Ixodes intr-0 zona endemicad, prezenta semnelor clinice compatibile (Fritz si colab.,
2003), excluderea altor cauze ale artropatiei nedegenerative sau a febrei de origine
necunoscuta (Day, 2016).

Parametrii hematologici si biochimici sunt nemodificati la pacientii canini cu artrita,
constatindu-se insd modificari la pacientii cu glomerulonefrita: hipercolesterolemie,
hipoalbuminemie si hiperfosfatemie (Barr si colab., 2012).

Metoda standard de diagnostic a bolii Lyme este cultura celulara a speciei B.
burgdorferi. Dezavantajele utilizarii acestei metode in scop de diagnostic este sensibilitatea
scazutd si perioada lunga de incubatie (6-8 saptamani) (Bouchard si colab., 2015).

Examenul citologic al lichidului articular recoltat in faza acutd identificd o crestere
semnificativa a numarului de neutrofile (Barr si colab., 2012).

Metoda PCR este cea mai utilizata in practica curenta, generand rezultatul in cateva
ore insa dezavantajul acestei metode este reprezentat de imposibilitatea diferentierei
spirochetelor vii de cele moarte (Krupka si colab., 2010). Detectarea ADN-ul Borrelia spp.
din tesuturi vizeaza genele care codificd moleculele, precum flagelina sau OspA. Rezultatele
pozitive trebuie intodeauna corelate cu semnele clinice (Day, 2016).

Testele serologice pentru detectarea anticorpilor impotriva B. burgdorferi sunt foarte
sensibile si specifice fiind utilizate in practica clinica pentru a identifica infectia cu B.
burgdorferi (Bouchard si colab., 2015).

Confirmarea titrului ridicat de anticorpi specifici B. burgdorferi implica o procedura
in 2 etape care incepe cu un test cantitativ nespecific (ELISA) sau imunofluorescenta indirecta
(IFAT) (Wagner si colab., 2012; Parry si colab., 2016).

Testarea multiplex a anticorpilor la B. burgdorferi pe baza de bile fluorescente este o
abordare noua si foarte sensibild care evalueaza simultan anticorpii la mai multi antigeni B.
burgdorferi ca indicatori ai infectiei acute sau cronice. Acesti anticorpii includ diferitele tipuri
de proteine de suprafata (Osp) care sunt exprimate diferential fie in capuse (OspA), in timpul
transmiterii catre gazda (OspC) sau mai tarziu in gazda (OspF) (Wagner si colab., 2012).

Histopatologic au fost descrise doud leziuni unice la cainii cu nefropatie Lyme:
glomerulonefrita cu necroze si regenerare tubulard difuzd si nefritd interstitiala
limfoplasmocitara. Aceste leziuni sunt considerate mediate-imun, nu o consecintd directd a
invaziei renale de catre spirochete (Parry si colab., 2016).
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2.4.4. Tratament
Terapia cu antibiotice este eficienta in fazele incipente ale bolii (Day, 2016), efectele
fiind vizibile in primele zile de la inceperea tratamentului. Din cauza comportamentului
biologic prelungit al Borrelia spp. este indicata o durata prelungita a tratamentului (Littman si
colab., 2018).
Tabelul 2.4/Table 2.4
Protocoale terapeutice utilizate borelioza canina
Therapeutic protocol in canine boreliosis

Faza incipienta a Dbolii; artritd;

Amoxicixlina 20 PO 8 30 manifestdri neurologice; indicata la
pui

Azitromicina 25 PO 24 10-20 Faza incipienta a bolii

Cefotaxina 50 v 8 14-30 Manifestari neurologice

Ceftriaxona 25 IV, SC 24 14-30 Manifestari neurologice sau cardiace
PO,

Cloramfenicol ~ 25-50 SC, 8 14-30 Manifestari neurologice
IM

Faza incipienta a bolii; artritd;
Doxiciclina* 10 PO 12-24  30-42 manifestari neurologice; nu ¢ indicatd
la pui sau tineret
Minociclina* 10 PO, IV 12-24 30
Peniciling G 22,000 IV 3 14-30 Artrita _ persistent.él; manifestari
Ul neurologice sau cardiace
Referinte: Greene, 2012; Littman si colab., 2018

References: Greene, 2012; Littman si colab., 2018

* - Tratament de electie
Legenda: D. — Doza (mg/kg); C.A. — cale de administrare; I. — interval (ore); D.T. — durata
tratament (zile); adm. — administrare; PO — per o0s; SC — subcutanat; IM — intramuscular; IV —
intravenos; Ul — unitati internationale.
Legend: D. — dose (mg/kg); C.A. — route of administration; I. — interval (hours); D.T. —
duration of treatment (days); adm. — administration; PO — oral; SC — subcutaneous; IM —
intramuscular; IV — intravenous; Ul — international units.

Doxiciclina si minociclina sunt medicamentele de electie (Littman si colab., 2018).
Doxiciclina este preferatd atunci cand aceasta este constata 0 CO-infectie cu Anaplasma
phagocytophilum sau Ehrlichia spp. (Barr si colab., 2012) sau cénd trebuie administrata la
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pacientii pediatrici (Littman si colab., 2018). Majoritatea schemelor de tratament instituite
(Tabelul 2.4.) pentru minim 30 de zile au dus la eliminarea organismului la caini (Greene,
2012).
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CAPITOLUL 3: IMPLICATIILE CLINICE LA CAINII CU BABESIOZA
S| CO-INFECTATI CU ALTE BOLI TRANSMISE DE CAPUSE

CHAPTER 3: CLINICAL IMPLICATIONS IN DOGS WITH
BABESIOSIS AND CO-INFECTED WITH OTHER DISEASES
TRANSMITTED BY TICKS

Bolile transmise de cdpuse, cum ar fi babesioza (Babesia canis, Babesia gibsoni),
anaplasmoza (Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum), erlichioza (Ehrlichia canis),
borelioza (B. burgdorferi) si hepatozoonoza (Hepatozon canis) provoaca la nivel global boli
semnificative la caini (Hii si colab., 2015).

In zonele in care bolile vectoriale transmise de cipuse sunt endemice, co-infectiile
sunt frecvent raportate la caini, in special la cei care traiesc intr-un mediu in care densitatea
populatiei vectorilor este mare. Unele artropode sunt vectori competenti ai mai multor agenti
patogeni, iar in functie de prezenta si abundenta vectorilor, cainii pot fi simultan sau singular
infestati cu un numar mare de agenti patogeni.

Spectrul de agenti patogeni care co-infecteaza cdinii se poate schimba in timp in
anumite zone datoritd expansiunii rapide a artropodelor si a vectorilor asociati ai acestora
datorita tranzitului international a animalelor de companie (De Tomasi si colab., 2013).

Co-infectiile pot potenta patogeneza, modificand astfel manifestarile clinice asociate
de obicei cu infectii singulare (De Tomasi si colab., 2013). De asemenea, co-infectiile nu
depind numai de circulatia agentilor patogeni, prezenta vectorilor sau a rezervoarelor, ci
depind si de interactiunile complexe a agentilor patogeni cu gazdele definitive si intermediare
(Otranto si colab., 2009).

Co-infectia cu cdpuse dar si co-transmiterea agentilor patogeni ar putea avea
implicatii potentiale importante si, prin urmare, sunt relevante pentru sanatatea publica (Diuk-
Wasser si colab., 2016). Intr-adevir, co-infectia la oameni si animale ar putea creste
severitatea bolii, asa cum a fost raportat pentru co-infectia cu babesiozd si boala Lyme
(Moutailler si colab., 2016) sau B. burgdorferi si Anaplasma phagocytophilum (Baneth, 2014)
si poate avea, de asemenea, consecinte semnificative in ceea ce diagnosticul boliilor transmise
de capuse (Diuk-Wasser si colab., 2016). O altd consecintd a co-infectiilor este prognosticul
negativ dacd medicul nu reuseste sd suspecteze si si trateze fiecare infectie concomitenta (De
Tomasi si colab., 2013).

La un animal co-infectat, cdile complexe intracelulare care sunt in mod obisnuit
utilizate de diferiti agenti patogeni pentru a le facilita evadarea din sistemul imunitar al gazdeli
complica si mai mult fiziopatologia bolii, facand perioada de incubatie si exprimarea clinica
imprevizibile (Otranto si colab., 2009).
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Evolutia manifestdrilor clinice si a modificarilor hematologice, biochimice si
serologice induse de diversi agenti patogeni transportati de vectori este imprevizibila, mai ales
daca cainele a fost infectat cu doud sau mai multe organisme (De Caprariis si colab., 2011).

Rezultatele unui studiu experiemnatal realizat de Gaunt si colab. (2010) privid co-
infectiile cu anaplasma si erlichia la caini, demonstreaza ca infectia concomitenta cu A. platys
si E. canis poate avea un impact asupra parametrilor hematologici (anemie si trombocitopenie
mai pronuntatd) in comparatie cu infectia unica cu oricare dintre patogeni si poate modifica,
de asemenea, raspunsul imun anticipat al gazdei care ar fi indus dupa expunerea la un singur
agent patogen. De asemenea, co-infectia cu E. canis si A. platys pare sa duca la o infectie mai
persistenta cu A. platys decat a fost observata la acei cdini care au fost infectati numai cu A.
platys (Gaunt si colab., 2010).

Anemia hemoliticd imun mediatd si trombocitopenia imun mediatd sunt frecvent
intalnite in practica animalelor mici dar pot apérea si ca o complicatie secundard a bolilor
transmise de capuse (Hii si colab., 2015).

Nu se cunoaste daca trombocitopaenia este asociatd cu gradul de parazitemie a
celulelor rosii sau severitatea bolii in babesozd. Mecanismele trombocitopaeniei nu sunt pe
deplin intelese, nsd raspunsul organismului la un numar scazut de trombocite este de a elibera
trombocitele mai mari in circulatie, prin optimizarea maduvei osoase care inlocuieste
pierderea trombocitelor. Astfel, se constata cresterea volumului mediu al plachetelor sangvine
(MPV). In cazurile in care raspunsul miduvei osoase la trombocitopaenie este intarziat,
volumului mediu al plachetelor sangvine (MPV) este mai mic (dar in intervalul normal de
referintd), deoarece trombocitele circulante au fost eliberate in circulatie nainte de stimularea
trombocitopenica pentru producerea de trombocite mai mari (Kettner si colab., 2003).

Elsheikha (2019) considerda ca tratamentul adecvat al pacientilor cu co-infectii nu
poate fi realizat fard identificarea corectd a patologiei principale a pacientului. Avand in
vedere nivelul inevitabil de incertitudine in abordarile actuale de diagnostic al co-infectiilor,
autorul recomanda utilizarea unui test molecular multiplex pentru a testa simultan mai multi
agenti patogeni.

Babesia canis rossi este un protozoar virulent capabil sa infesteze cainii, iar babesioza
cauzatd de acest organism este o boald severd, multisistemicd cauzatd de un raspuns imun
exuberant si ineficient, care poate duce la deces prin insuficientd completd de organe. Rata
mortalitétii In cazurile complicate este de aproximativ 10%, dintre care 80% mor in primele
24 de ore (Keller si colab., 2004; Nel si colab., 2004; Schoeman si colab., 2007). In studiul
publicat de Goddard si colab. (2013) a fost demonstrata ipoteza cu privire la prezenta unei
coagulopatii consumative mai severe, caracterizata prin cresterea semnificativa a activarii
procoagulantelor, a consumului de inhibitori si a activitatii fibrinolitice la cainii infestati
natural cu B.canis rossi care nu au supravietuit, fard evidentierea hemoragiei. Aceste
constatari sustin prezenta neclara a coagularii intravasculare diseminate la cdinii infestati.

Leziunile oxidative (stresul oxidativ) sunt implicate in fiziopatologia multor patologii,
existand putine studii legate de efectele acestor leziuni asupra fiziopatologiei erlichiozei
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monocitare canine (Gultekin si colab., 2017). In infectia experimentaldi a erlichiozei
monocitard canind au fost semnalate cresteri ale nivelurilor de oxid nitric, peroxidarea
lipidelor si oxidarea proteinelor (Da Silva si colab., 2013).

Kumar si colab. (2006) au investigat peroxidarea lipidelor la céinii infectati cu
erlichiozd monocitard canind co-infestati cu babesioza, negasind nicio diferentd semnificativa
intre cainii sdnatosi si cainii infectati cu erlichioza canina, in timp ce concentratii mai mari de
malondialdehida au fost gasite la cainii cu co-infectii. Niveluri mai ridicate de peroxidare a
lipidelor si activitati scazute ale superoxid dismutazei, glutationului si catalazei au fost
demonstrate la co-infectii naturale cu erlichioza monocitara canind, babesioza, anaplamoza si
hepatozoonoza (Sarma si colab., 2015).

In studiul realizat de Gultekin si colab. (2017) s-au observat modificari ale profilului
lipidic si cresterea stresului oxidativ la céinii cu erlichioza canind comparativ cu grupul de
control sanatos, dar cu toate acestea, nu au fost detectate diferente semnificative Intre céinii
mono si co-infectati.

Studiul realizat in Lituania de Radzijevskaja si colab. (2020) a analizat 100 de probe
de singe de la caini suspecti de babesioza canind, fiind folosite metode de detectare
moleculara pentru a identifica agentii patogeni transmisi de capuse Anaplasma
phagocytophilum, Borrelia spp., Babesia canis si agenti patogeni transportati de tantari
Dirofilaria spp. Rezultatele analizei RT-PCR au demonstrat prezenta D. repens in 23.0%, A.
phagocytophilum in 35.0%, Babesia spp. in 81.0%, iar Borrelia spp. la 19.0% dintre cainii
examinati. Au fost detectate co-infectii duble (18/100), triple (6/100) si cvadruple (2/100).
Numarul mare de co-infectii se datoreaza faptului ca unele capuse pot fi co-infectate cu mai
multi agenti patogeni, cu o probabilitate mare ulterioara de co-transmitere la animale sau
oameni.

Un studiu realizat in Turcia a demonstrat ca detectarea speciei H. canis prin PCR este
mult mai sensibild decit examinarea sangelui prin microscopie. In acel studiu, prevalenta
infectiei a 349 de céini a fost de 10.6% conform evaludrii frotiului de sange si de 25.8% a
probelor de sange examinate prin metoda PCR (Karagenc si colab., 2006).

Studiul comparativ realizat de Otranto si colab. (2011) a demonstrat faptul ca sangele
si concentratul leucocitar sunt cele mai bune tesuturi pentru detectarea infectiei cu H. canis
folosind tehnica PCR. De asemenea, testele cantitative PCR (qPCR) sunt mult mai sensibile si
specifice, fiind capabile sa detecteze atat H. americanum, cat si H. canis in timp real,
distingand cele doua specii (Criado-Fornelio si colab., 2007; Li si colab., 2008), in timp ce
testele serologice indica doar expunerea la parazit, fiind utilizate doar in studii epidemiologice
(Modry si colab., 2017).

Prezenta co-infectiei cu H. canis si E. canis in monocitele aceluiasi cdine, confirmata
prin PCR si secventiere este descrisd pentru prima data la trei cdini infectati natural, in studiul
realizat de Baneth si colab. (2015). Evaluarea frotiurilor de sange a indicat faptul ca cel putin
50% dintre leucocitele infectate cu gamonti H. canis contineau morule E. canis. Cainele
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numarul 2 a fost co-infectat si cu A. platys, Babesia vogeli, babesioza fiind neobservata in
frotiurile de sange colorate, dar a fost detectata prin PCR.

Existd mai multe mecanisme posibile care pot facilita invazia celulelor gazda sau
cresterea supravietuirii intracelulare a ambelor organisme. Acestea includ: (1) deteriorarea
membranei exterioare a celulei gazda in timpul invaziei unui agent patogen care poate permite
invazia celuilalt agent patogen; (2) suprimarea unor mecanisme de aparare celulara de cétre un
agent patogen facilitdnd intrarea fara distrugerea celui de-al doilea agent patogen (Baneth si
colab., 2015).

Incarcatura microbiand cu doi sau trei agenti diferiti patogeni a fost observati la
aproximativ 20% dintre capusele |. ricinus infectate in studiul realizat de Oechslin si colab.
(2017). De asemenea, in 33.2% (358/1078) dintre cdpusele incluse in studiu au fost testate
pozitiv pentru cel putin un patogen. Prin urmare existd un risc real de a dobandi mai multe
infectii In urma contactului cu o cdpusa infestata.

Namira si colab. (2019) au publicat un articol cu privire la prevalenta co-infectiilor
identificate in capusele colectate (Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus) de la caini in
perioada 2011-2016. A fost observata o variabilitate mare a co-infectiilor, fiind detectate 19
combinatii diferite de agenti patogeni. Acest rezultat indica faptul ca existd un risc substantial
de co-infectie cu agenti patogeni multipli, iar combinatia de agenti patogeni pare a fi un
proces dinamic care variazd in functie de schimbarile in prevalenta agentilor patogeni in
naturd.

Moutailler si colab. (2016) au identificat prevalente crescute a simbiontilor in
capusele infestate cu cel putin un microorganism, evidentiind asftel fenomenul de co-infectie
la capuse care poate avea implicatii importante pentru sanatatea umana si animala, subliniind
necesitatea unor noi teste de diagnostic mai bine adaptate bolilor transmise de capuse. De
asemenea, co-aparitia mare a simbiotilor si a agentilor patogeni la capuse, releva necesitatea
de a lua in considerare si aceste interactiuni in dezvoltarea de noi strategii alternative pentru a
controla capusele si bolile transmise de capuse.

Implicatiile clinice negative ale cainilor cu co-infectii trebuie sa mentina un grad de
suspiciune ridicat in timpul examinarii pacientilor cu istoric de calatorii in zone endemice sau
care locuiesc in astfel de zone, pentru eliminarea bolilor cu transmitere vectoriala din
diagnosticul diferential.
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CAPITOLUL 4: LOCUL DESFASURARII EXPERIMENTELOR,
SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR

CHAPTER 4: PLACE OF EXPERIMENTS, AIM AND OBJECTIVES OF
THE RESEARCH

Cercetirile tezei de doctorat au fost realizate in perioada octombrie 2017 — octombrie
2021 in cadrul Clinicii de Boli Parazitare, Facultatea de Medicind Veterinara (Universitatea
pentru Stiintele Vietii ”lon lonescu de la Brad” din Iasi), precum si in Departamentul de
Parazitologie din cadrul Facultatii de Medicind Veterinara Napoli (Universita degli studi
”Federico II” Naples, Italia - 2019).

Scopul lucrarii de doctorat ”Cercetari privind bioecologia capuselor ixodide in zona
de Est a Romdniei si epidemiologia bolilor transmise de acestea” este de a identifica agentii
patogeni existenti si posibilele co-infectii la cainii si capusele colectate de pe acestia, in zona
de Est a Romaniei.

Studiile moleculare reduse a patogenilor transmisi de capuse la ciini si a posibilelor
co-infectii au condus la realizarea tezei, care aduce elemente noi in comunitatea veterinara si
sdnatatatea publica.

Primul obiectiv al tezei a constat in identificarea morfologica si moleculara a
principalilor agenti patogeni parazitari si bacterieni din singele cainilor infestati cu
capuse, prezentati In cadrul Clinicii de Boli Parazitare cu simptomatologie specifica
infestatiei cu Babesia spp.

Al doilea obiectiv a urmdrit colectarea si identificarea morfologica a capuselor
atasate pe corpul ciinilor si identificarea moleculara a principalilor agenti patogeni
parazitari si bacterieni, pentru a evalua incarcatura microbiand si posibilele co-infectii la
care au fost expusi cainii.

Al treilea obiectiv a vizat detectarea co-infectiilor intalnite la ciini in zona de Est a
Romainiei.
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CAPITOLUL 5: IDENTIFICAREA MOLECULARA A SPECIILOR
BABESIA SI CO-INFECTIA CU HEPATOZOON CANIS LA CAINI SI
CAPUSE IN ESTUL ROMANIEI

CHAPTER 5: MOLECULAR IDENTIFICATION OF BABESIA
SPECIES AND CO-INFECTION WITH HEPATOZOON CANIS IN
DOGS AND TICKS IN EASTERN ROMANIA

5.1. Introducere

In ultimii ani, a crescut prevalenta si distributia agentilor patogeni transmisi de
capuse, din cauza schimbarilor climatice, globalizérii si miscarilor populatiei reprezentand
astfel, o problema serioasa pentru animale si oameni (Dantes-Torres si colab., 2012; Baneth si
colab., 2012; Banovi¢ si colab., 2021). Hemoparaziti intracelulari apicomplexani, cum ar fi
Babesia spp. si Hepatozoon canis sunt o preocupare deosebitd pentru medicii veterinari din
cauza infectiilor severe pe care le provoaca la caini dar si a distributiei geografice largi
(Otranto si colab., 2011; Hamel si colab., 2011; Imre si colab., 2013b; Solano-Gallego si
colab., 2016; Leica si colab., 2019; Cimpan si colab., 2020; Penzhorn, 2020). Babesioza
canina, cauzata de diferite specii de Babesia, este transmisa prin intepatura de capuse ixodide,
precum Dermacentor reticulatus (Babesia canis), Rhipicephalus sanguineus (Babesia vogeli),
Haemaphysalis leachi si Haemaphysalis elliptica (Babesia rossi), Haemaphysalis longicornis,
Haemaphysalis bispinosa si R. sanguineus (Babesia gibsoni), implicand hematiile (Dantes-
Torres, 2008; Foldvari si colab., 2016; Rizzoli si colab., 2014; Gray si colab., 2019). in
schimb, H. canis se transmite prin ingestia de capuse infestate din grupul R. sanguineus,
infestand leucocitele (Green, 2012; Levi si colab., 2018). Reproducerea sexuata se realizeaza
in capuse pentru Babesia spp. si H. canis, in timp ce reproducerea asexuata are loc la gazde
intermediare vertebrate (Baneth si colab., 2012; Andersson si colab., 2017b).

Din punct de vedere clinic, babesioza este asociatd de obicei cu anemie, hemoliza,
febra si letargie, simptome ce pot progresa determinand insuficientd multipla de organe, cu
risc crescut de mortalitate (Leica si colab., 2019; Kraje, 2001; Ullal si colab., 2018). Spectrul
larg al semnelor clinice depinde de diferitele grade de virulenta a speciilor Babesia, dar si de
mai multi factori legati de gazde, varsta animalului, splenectomie, statusul imun precum si
infectiile sau bolile concomitente (Irwin, 2009; Solano-Gallego si colab., 2011; Lempereur si
colab., 2017; Galan si colab., 2018). in plus, severitatea bolii a fost asociati cu parazitaemia
ridicatd in infestatiile cu B. rossi (Bohm si colab., 2006; Leisewitz si colab., 2019). Alte
specii, de exemplu B. vogeli poate provoca o forma subclinicd pana la moderatd, cu anemie
hemolitica severa la cainii tineri (Solano-Gallego si colab., 2011). Mai mult, o noua specie
Babesia negevi n. sp., a fost recent descrisa la un caine cu o evolutie fatala (Baneth si colab.,
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2020Db). Cu toate acestea, este putin cunoscutd corelatia dintre severitatea bolii si densitatea
parazitului ale altor specii Babesia.

Infectia cauzatd de H. canis este de obicei asimptomatica la cdini, fiind asociata cu
parazitemie scazutd si o forma usoara. Evolutia severd cu febra, letargie, casexie si anemie
poate fi asociata cu un nivel ridicat de parazitemie dar este mai rar intalnita (Little si colab.,
2009; Roopali si colab., 2017; Baneth, 2011).

In Romania, mai multe studii au furnizat date privind identificarea speciilor B. canis,
B. vogeli si B. gibsoni la caini prin intermediul analizelor moleculare si serologice (Hamel si
colab., 2012; Leica si colab., 2019; Cimpan si colab., 2020; Imre si colab., 2013a; Ionita si
colab., 2011). Mai mult, infestatia H. canis a fost identificatd in Romania la caini, vulpi si
sacali (Cimpan si colab., 2020; Andersson si colab., 2017b; Imre si colab., 2015; Andersson si
colab., 2013). Desi distributia Babesia spp. si H. canis este bine cunoscuta in mai multe parti
ale Romaniei, exista inca o lipsd de informatii In anumite zone ale tarii. Prin urmare, scopul
acestui studiu a fost de a investiga aparitia speciilor Babesia si a co-infectiei cu H. canis la
cainii suspectati de babesioza si In capusele colectate de pe acestia in lasi, estul Romaniei.

5.2. Materiale si metoda

Studiul a fost realizat in 2019, fiind inclusi 90 de caini care s-au prezentat in cadrul
Clinicilor cu semne clinice compatibile cu babesioza (hipertermie, anemie hemolitica,
trombocitopenie, icter si hemoglobinurie) (Irwin, 2009). Informatiile privind varsta, rasa,
genul, istoricul infestarilor cu cdpuse si accesul lor in aer liber au fost furnizate de catre
proprietari. Varstele céinilor au fost grupate in cinci categorii dupa cum urmeaza: pui (mai
putin de 1 an), tineri (1-3 ani), adulti (4-6 ani), seniori (7-10 ani) si geriatrici (> 10 ani). Toti
cainii au venit din zonele urbane si suburbane ale judetului lasi si nu au fost raportate calatorii
in afara Romaniei.

Au fost recoltate probe de sange integral (EDTA) de la cainii inclusi in studiu,
suspecti de babesiozd canind pentru a fi analizate microscopic frotiurile de sange subtiri,
colorate prin metoda rapida Romanowsky. Pe scurt, frotiurile de singe uscate au fost colorate
utilizand un kit rapid Diff-Quick (Pro-Eko s.r.l, Molise, Italia) si examinate cu un microscop
optic la 1000X pentru detectarea parazitilor intraeritrocitari (Figura 5.1) (Lempereur si colab.,
2017). Restul probelor de sange au fost depozitate la — 20°C pana cand a fost extras ADN-ul
pentru detectarea moleculara a Babesia spp. si H. canis.

Fiecare caine a fost supus unei examinari clinice, iar toate capusele detectabile au fost
colectate pentru identificarea speciilor prin chei taxonomice standard (Estrada-Pena si colab.,
2004, Dantes-Torres si colab., 2013).
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Figura 5.1 (a), (b) Babesia canis — frotiu colorant, metoda Diff-Quick, x1000
Figura 5.1 (a), (b) Babesia canis — blood smear, Diff-Quick coloration, x1000

in plus, stadiul de dezvoltare, genul si statusul de hranire a tuturor cipuselor colectate
de la nivelul pielii cainilor (Nr.=15) au fost determinate cu ajutorul unui stereomicroscop
(Zeiss Stemi 305). In plus, au fost incluse in studiu 124 capuse colectate de la 23 de caini
diagnosticati anterior cu babesioza prin frotiuri de sange colorate. Un sistem de notare a fost
utilizat pentru a exprima intensitatea capuselor pe gazda infestati, in conformitate cu
Asociatia Mondiald pentru avansarea parazitologiei veterinare (WAAVP) dupd cum urmeaza
(scor-numar de capuse/pe animal) (niciunul: 0; scazut: 1-3; moderat: 4-10; intens: >10)
(Marchiondo si colab., 2007).

Capsele colectate au fost depozitate In etanol 70% si separate individual in functie de
fiecare animal, pentru identificarea morfologica (Figura 5.2).

Figura 5.2 Identificare morfologica a capuselor, stercomicroscop Zeiss Stemi 305, x40
Figure 5.2. Morphological identification of ticks, Zeiss Stemi 305 stereomicroscope, x40
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Toate capusele identificate (Nr.=182) au fost impartite in Nr.=100 de esantioane (noua
esantioane compuse din trei cdpuse, 64 de esantioane formate din doud cépuse si 27
esantioane individuale) compuse din specimene colectate de la acelasi cdine si specii
omogene, care au fost testate pentru speciile Babesia si H. canis folosind analize moleculare
(Tabelul 5.1).

Tabelul 5.1/Table 5.1
Structura studiului
Study design

Probe recoltate Analize de laborator

Frotiuri de sange subtiri colorate prin metoda
rapida Romanowsky (Lempereur si colab., 2017)
pentru detectia parazitilor intraeritrocitari

Probe de sange recoltate de la caini Extractie ADN, amplificare PCR si secventierea
simptomatici (nr.=90) si capuse colectate  (Bajer si colab., 2019; Inokuma si colab., 2002)
(nr.=58 capuse prezente pe 15 céini) speciilor Babesia spp. si H. Canis

Identificarea morfologica a capuselor (Estrada-
Pena si colab., 2004; Dantes-Torres si colab.,
2013)

124 capuse colectate de pe pielea a 23 caini
diagnosticati cu babesioza canind prin
detectarea microscopica in frotiurile de sange
colorate

Identificarea morfologica a capuselor (Estrada-
Pena si colab., 2004; Dantes-Torres si colab.,
2013)

Extractie ADN, amplificare PCR si secventierea
(Bajer si colab., 2019; Inokuma si colab., 2002)
speciilor Babesia spp. si H. Canis

Numarul total de capuse in esantioane
(nr.=100)

Toate probele de sidnge si capuse au fost transferate la Universitatea Federico I,
Departamentul de Medicina Veterinara si Productie Animala, din Napoli, Italia, unde au fost
efectuate extractii ADN si screening-urile moleculare. ADN-ul a fost extras din 200 pL de
sange cu anticoagulant (EDTA) (Nr.=90 de probe de sange) si din capuse (Nr.=100
esantioane) folosind kitul Dneasy Blood & Tissue (Qiagen, Leipzig, Germania), conform
instructiunilor producatorului. Alcoolul etilic a fost utilizat inainte de extractia ADN-ului.
Calitatea si cantitatea ADN-ului extras au fost verificate cu un spectrofotometru (Multiskan
GO, Thermo Fisher Scientific, MA, SUA). ADN-ul extras a fost depozitat la -20°C. Primerii
specifici au fost utilizati pentru a amplifica fragmentul de gend rARN 18S al speciilor
Babesia/Theileria (559 bp): BabGF: 5-GYYTTGTAATTGGAATGATGG-3’; BabGR: 5'-
CCAAAGACTTTGATTTCTCTC-3' (Bajer si colab., 2019) si H. canis (666 bp): HepF:5'-
ATACATGAGCAAAATCTCAAC-3'; HepR: 5'-CTTATTATTCCATGCTGCAG-3'
(Inokuma si colab., 2002).
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Reactiile au fost efectuate folosind protocolul PCR descris de Bajer si colab. (2019)
cu unele modificari pentru Babesia spp. Detectare: s-a efectuat un singur punct final PCR
preparand un volum total de 25uL. PCR (22pL de amestec PCR + 3uL de extractul ADN)
pentru fiecare proba, cu 1x solutie tampon (EcoTaq PLUS, Lucigen, WI, SUA) si 0,5uM din
fiecare primer (Bajer si colab., 2019). Pentru H. canis, protocolul PCR a fost efectuat conform
Inokuma si colab. (2002). Produsele PCR au fost detectate intr-un gel de agaroza cu punct de
topire scazut, colorat cu bromura de etidiu 1,5% (BIO-RAD, Spania). Probele de ADN
Babesia canis si H. canis au fost utilizate ca martori pozitivi, in timp ce apa ultra-pura a fost
folositd ca martor negativ.

Deoarece sub-esantioanele de capuse au fost compuse din una-trei capuse, rezultatele
PCR au fost exprimate ca o ratd minima de infectie (MIR), adica procentul minim de capuse
intr-un grup cu ADN detectabil pentru fiecare agent patogen specific. S-a presupus cd un
esantion PCR pozitiv contine doar o cdpusa pozitiva (si pentru esantioanele cu doua-trei
capuse) (Kramer si colab., 1999; Zanet si colab., 2020).

ADN-urile amplificate pentru Babesia spp. si H. canis au fost purificate cu Kitul
QIAquick PCR Purification conform instructiunilor producatorului (Qiagen, Hilden,
Germania) si secventiate cu primeri direct si invers (Eurofins, Martinsried, Germania).
Rezultatele secventierii au fost analizate cu software-ul Chromas versiunea 2.6.6
(www.technelysium.com.au, accesat pe 20 februarie 2019). Comparatiile secventei ADN au
fost realizate de BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov, ultima accesare la 1 martie 2021).

Analizele statistice au fost realizate cu ajutorul testelor Chi-square, iar intervalele de
incredere la 95% (95% CI) au fost calculate utilizand SPSS Statistics v.23 (IBM, Armonk,
NY, SUA) pentru a verifica posibilele asocieri intre datele cainilor (rasd, varsta, gen si accesul
lor in mediul exterior) si prevalenta speciei Babesia. Diferentele au fost considerate
semnificative la p < 0,05.

5.3. Rezultate si discutii

Treizeci si cinci de céini (38.9%; 95% CI = 29.0-49.8) au prezentat semne clinice
usoare si 55 (61.1%; 95% CI = 50.2-71.0) au exprimat forma acuta, atribuitd babesiozei. Cele
90 de probe prelevate de la cdini au fost testate pentru Babesia spp. folosind un frotiu subtire
de sange colorat si teste moleculare (PCR), toate probele fiind pozitive la ambele metode. La
cdini au fost gasite trei specii Babesia: B. canis (85/90 = 94.4%; 95% CI = 86.9-97.9) (99.1-
100% identitate cu numere de acces GenBank: MK571831), B. vogeli (3/90 = 3.3%); 95% ClI
= 0.9-10.1) (identitate 100% cu numarul de acces GenBank: KY290979) si B. rossi (2/90 =
2.2%; 95% CI = 0.4-8.6) (identitate 100% cu numarul de acces GenBank : MT740273). Toti
cainii testati au fost testati negativ pentru H. canis.

In plus, céinii care au exprimat semne clinice acute au fost pozitivi pentru B. canis cu
o prevalenta de 58.9% (95% CI = 48.0-69.0) si B. rossi cu o prevalenta de 2.2% (95% CI =
0.4-8.6). Cainii care au prezentat semne clinice usoare au fost pozitivi pentru B. canis cu o
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prevalenta de 35.6% (95% CI = 25.9—46.4) si B. vogeli cu o prevalenta de 3.3% (95% CI =
0.9-10.1).

Valorile prevalentei au fost mai mari la cainii intre 1 si 3 ani (58.9%; 95% CI = 48.0—
69.0) si la masculi (52.2%; 95% CI = 41.5-62.7). Cele mai afectate rase au fost mixte (52.2%;
95% CIl = 41.5-62.8), urmate de cainii pekinez (14.4%; 95% CI = 8.2-23.8) si ciobanesc
german (10%; 95% CI = 4.9-18.6). Toti cdinii au prezentat istoric de infestare cu capuse si
74.4% (67/90; 95% CI = 63.9-82.8) au avut acces la exterior.

Toti cdinii au primit una sau doud doze de imidocarb dipropionat (6.6 mg/kg, la un
interval de doud saptamani; Imizol; Intervet) si terapie suplimentara de sustinere, in functie de
tulburarile clinice exprimate. Mai mult, cinci caini au murit (5.6%, patru infestati cu B. canis
si unul cu B. rossi) iar pentru trei dintre ei evolutia post-tratament rimane necunoscuti. in
general, 91.1% dintre céini si-au revenit. Procentul de céini infestati cu B. canis cu acces la
exterior a fost semnificativ mai mare (p < 0,001) in comparatie cu cainii cu un stil de viata
predominant 1n interior.

Mai mult, a fost gésitd o asociere semnificativa statistic intre cainii tineri (1-3 ani) si
pozitivitatea pentru B. canis (p < 0,005). Nu a fost gasita nicio asociere statisticd semnificativa
intre rasd sau gen si pozitivitatea speciilor Babesia (Tabelul 5.2).

Tabelul 5.2/Table 5.2
Gen, categorii de varsta, rasa, stil de viatd, forma clinica de babesioza, istoric de
infestare cu capuse, expunerea capuselor in timpul vizitei de rutina si prevalenta Babesia spp.
pentru cei 90 de caini inclusi in studiu

Gender, age categories, breed, lifestyle, clinical form of babesiosis, tick infestation
history, exposure of ticks during the routine visit and prevalence of Babesia spp. for 90 dogs
included in the study.

Variabile Prevalenta babesiozei (95% CI)
Gen
Masculi 52.2% (41.5-62.7)
Femele 47.8% (37.2-58.5)
Categorie de varsta (ani)
Pui (>1) 5.6 %(2.1-13.1)
1-3 58.9% (48.0-69.0)
4-6 13.3% (7.4-22.5)
7-10 10% (4.9-18.6)
> 10 12.2% (6.6-21.2)

33



Martinescu Gabriela-Victoria

Variabile Prevalenta babesiozei (95% CI)
Rase céini
Mixta 52.2% (41.5-62.8)
Pechinez 14.4% (8.2-23.8)
Ciobanesc german 10% (4.9-18.6)
Akita 2.2% (0.4-8.6)
Beagle 5.6% (2.1-13.1)
Ciobanesc caucazian 4.4% (1.4-11.6)
Bullmastiff 1.1% (0.1-6.9)
Bull terrier 3.3% (0.9-10.1)
Boxer 6.7% (2.7-14.5)
Stil de viata
Exterior 74.4% (63.9-82.8)
Interior 25.6% (17.2-36.0)
Istoric infestatie capuse 100% (94.9-99.9)
Caini
Cu capuse pe corp 16.7% (9.9-26.3)
Fara capuse pe corp 83.3% (73.7-90.0)
Babesioza
Acuta 61.1% (50.2-71.0)
Moderata 38.9% (28.9-49.8)
Total ciinilor analizati (90) 100% (94.9-99.9)

Céinii care au prezentat capuse in timpul vizitei de rutind au fost 33.6% din total
(38/113; 95% CI=25.1-43.2). Pe scurt, 71.1% (27/38; 95% CI=53.9-84.0) dintre cdini au
prezentat infestatie scazuta, 21.1% (8/38; 95% CI = 10.1-37.8) au prezentat o infestatie
moderatd si 7.9% (3/38; 95%; CI = 2.1-22.5) a prezentat o infestatie ridicata. Un total de 182
de capuse au fost colectate de la caini; dintre acestea, 58 de cdpuse au fost gasite la 15/90
(16.7%; 95% CI = 9.9-26.3) caini simptomatici si 124 de capuse la alti 23 de cdini testati
anterior pentru babesioza (asa cum este descris mai sus). Mai exact, au fost gasite 179 capuse
adulte (113 femele hranite si 66 de masculi), 2 nimfe si 1 larva (Tabelul 5.3).

Au fost analizare o suta de esantioane de capuse si identificate dupa cum urmeaza:
Ixodes ricinus (64%; 95% CI = 53.7-73.2), Dermacentor reticulatus (33%; 95% CI = 24.1-
43.2) si grupul Rhipicephalus sanguineus (3%; 95% CI = 0.8-9.1). Babesia canis (MIR =
81%; 95% CI = 71.7-87.9) (99.8-100% identitate cu numere de acces GenBank: MK571831,
accesat la 1 martie 2021), B. vogeli (MIR = 3%; 95% CI = 0.78 -9.6) (identitate 100% cu
numarul de acces GenBank: KY290979, accesat la 1 martie 2021) si B. microti-like (MIR =
1%; CI 95% = 0.1-6.2) (identitate 100% cu numarul de acces GenBank: MN355504), a fost
gisit in capuse. In plus, 15 capuse au fost pozitive pentru H. canis (MIR = 15%; 95% CI =
8.9-23.9), sase au fost co-infectate cu B. canis si una cu B. microti-like (Tabelul 5.3).
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Tabelul 5.3/Table 5.3
Rezultatele speciilor si stadiilor de dezvoltare a capuselor (numaérul total de cdpuse
colectate si totalul esantioanelor) si speciile patogene identificate
Results of species and life-stages of ticks (total number collected and total pools) and
pathogen species identified

Specii Nr. De capuse Nr. De esantioane Specii patogene
P (FIMINIL) (FIMINIL) pecit patog

*B. canis (n=55)
- *H. canis (n=15)

Ixodes ricinus 112 (73/38/1/0) 64 (45/19/1/0) vy

(n=1)
Dermacentor 67 (39/28/0/0) 33 (20/13/0/0) B. canis (n=33)
reticulatus

Rhipicephalus 3 (L/0/1/1) 3 (1/0/1/1) B. vogeli (n=3)

sanguineus group

Legenda: nr. — numar; F — femele; M — masculi; N — nimfe; L — larve;
Legend: nr. — number; F — females; M — males; N — nymphs; L — larvae.

Acest studiu este cuprinde primul studiu molecular al Babesia spp. si H. canis la cainii
cu proprietari si la capusele colectate de pe acestia, din partea de Est a Romaniei. Peste 90%
dintre caini si peste 80% dintre capusele colectate de la ciini simptomatici au fost pozitive
pentru B. canis. intr-adevar, B. canis este o cauza majora de babesioza la cdinii din Romania,
pe baza unor studii serologice si moleculare efectuate anterior in Sudul si Vestul tarii (Hamel
si colab., 2012; Imre si colab., 2013b; Andersson si colab., 2017a; Ilie si colab., 2010; Ionita
si colab., 2013). Cu toate acestea, pe baza constatarilor raportate de Andersson et al. (2017b),
ar putea exista o mare varietate de genotipuri ale acestui parazit in Roménia (Andersson si
colab., 2017b). Mai mult, un procent mare de ciini infestati cu B. canis cu forma acuta de au
fost importati din Ungaria (Hamel si colab., 2011), evidentiind astfel ca unii caini importati si
infestati cu B. canis, pot juca un rol critic ca si gazde rezervor atunci cand sunt introdusi in
zone libere de acest agent patogen dar cu prezenta capusei vector.

Peste 60% dintre cainii infectati cu B. canis din prezentul studiu au exprimat semne
clinice acute, ceea ce este de acord cu alte studii efectuate in Romania, Italia si Ungaria
(Hamel si colab., 2011; Leica si colab., 2019; Solano-Gallego si colab., 2008; Mathé si colab.,
2007). Exista multe raportari care atestd ca prezenta speciilor Babesia este foarte mult asociata
cu distributia geografica a vectorilor acestora (Hamel si colab., 2011; Guo si colab., 2017,
Gabrielli si colab., 2015). Au fost raportate mai multe cazuri de babesioza canina in zone noi
din Germania, Ungaria, Elvetia si Tarile de Jos, datoritd faptului cd in acele zone au fost
introduse capuse D. reticulatus (Barutzki si colab., 2007; Nijhof si colab., 2007; Sréter si
colab., 2005; Heile si colab., 2006; Hamel si colab., 2011). Cu toate acestea, specia B. canis a

35 |



Martinescu Gabriela-Victoria

fost raportata in zone in care prezenta D. reticulatus este rara (de exemplu, regiunile insulare
ale Greciei) (Diakou si colab., 2019). Prezenta B. canis si B. vogeli la cainii din studiul de fata
este sustinuta si de speciile de capuse care au fost gasite (. ricinus = 64%, D. reticulatus =
33% si grupa R. sanguineus = 3%). In Roménia, D. reticulatus a fost raportati ca fiind cea
mai frecventd capusa (67.2%) care infesteaza cdinii in zonele de Sud, Vest, Nord si centru,
urmata de grupul R. sanguineus (32.8%) (Andersson si colab., 2017a; Ionita si colab., 2013;
Mihalca si colab., 2012; Tudor si colab., 2010). Grupul Rhipicephalus sanguineus a fost
raportat si cu o prevalenta crescutd in zonele urbane ale Romaniei, inclusiv in zona de sud a
Bucurestiului (Tonita si colab., 2003b; Ionita si colab., 2010).

Un singur studiu (Bratuleanu si colab., 2021) a raportat recent prezenta D. reticulatus
in judetul Iasi, aceeasi zona din studiul de fata, dar autorii nu au identificat capuse I. ricinus
asa cum am raportat aici. Mai mult, aproape jumatate din toate capusele I. ricinus indepartate
de la caini au fost pozitive pentru Babesia, iar prevalenta totala a B. canis la capusele I.
ricinus a fost mai mare decat la capusele D. reticulatus (55% fata de 33%).

Cu toate acestea, sunt necesare studii suplimentare pentru a obtine informatii
suplimentare cu privire la raspandirea efectiva a speciilor de capuse si a agentilor patogeni
transmisi acestora la céini in partea de Est a Romaniei. Nu am gasit cazuri de infectie cu H.
canis la caini, dar 15 capuse |. ricinus au fost pozitive pentru H. canis, 6 au fost co-infectate
cu B. canis si 1 cu B. microti-like. Rezultatele nu sunt in acord cu mai multe studii din Sudul,
Vestul, centrul si Nordul Romaniei, unde am constatat o prevalenta importanta a H. canis atat
la cini, cat si la capuse, variind de la 15% la 48% (Cimpan si colab., 2020; Andersson si
colab., 2017b; Andersson si colab., 2013).

Cu toate acestea, rezultatele noastre au aratat ca ADN-ul H. canis a fost detectat la
capusele I. ricinus, in mod similar cu studiul lui Andersson si colab. (2017a). Hepatozoon
canis a fost identificat la capusele I. ricinus (Najm si colab., 2014; Reye si colab., 2010;
Namina si colab., 2019) colectate de la vulpi si céini, dar aceastd specie de capuse nu este
recunoscuti ca un vector competent pentru H. canis (Giannelli si colab., 2013). in schimb,
exista si alte studii (Andersson si colab., 2017b; Potkonjak si colab., 2016; Chitimia-Dobler si
colab., 2017) care arata ca ADN-ul H. canis nu a fost detectat la capusele R. sanguineus sau
studii care raporteaza infestatii cu H. canis in zonele in care capusele R. sanguineus nu sunt
prezente (Miterpakova si colab., 2017), desi aceasta specie de capuse este considerata a fi
principalul vector pentru H. canis (Baneth si colab., 2007; Christophers, 1907).

Pe de alta parte, existd mai multe studii care au evidentiat prezenta co-infectiilor cu
agenti patogeni multipli transmisi de capuse la caini, cum ar fi: H. canis, Babesia spp,
Ehrlichia canis si Anaplasma platys (Galay si colab., 2018; Bouattour si colab., 2021),
precum si capuse care addapostesc ADN-ul unor agenti patogeni care nu au fost detectati in
probele de sange al gazdei lor (Juasook si colab., 2021). In plus, studiul nostru a gasit ADN-ul
speciei H. canis in capuse (l. ricinus), dar nu si in sangele cainilor, demonstrand ca acest agent
patogen circuld in lasi, in partea de Nord-Est a Romaniei. Prezenta co-infectiilor cu doud sau
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mai multe specii patogene, adica Babesia si Hepatozoon, poate duce la o patogenitate mai
mare si la mai multe complicatii pentru cainii infestati.

transmise prin vectori. Existd multe studii care atesta cd majoritatea cdinilor, nu numai cainii
fara stapan sau din adaposturi, ci si cainii cu stidpani, nu au primit tratamente preventive
adecvate pentru a proteja animalele de cdpuse, purici si infestdri cu tantari sau flebotomi
(Baneth si colab., 2016; Otranto, 2018; Colombo si colab., 2021). Mai mult, hepatozoonoza
felina este o boala emergenta, iar pisicile pot fi infestate cu Hepatozoon felis dar si cu H.
canis. Astfel, protectia cainilor ar putea limita circulatia agentilor patogeni (inclusiv H. canis)
care ar putea ameninta sanatatea altor animale (Morelli si colab., 2021).

in Romania, mai multe studii au raportat diferite intervale de prevalenta a B. gibsoni
la cainii simptomatici din vestul si Nord-Vestul Romaniei (Imre si colab., 2013a). Lipsa
infestiilor cu B. gibsoni in studiul nostru ar putea fi explicata de un numar redus de cazuri al
aceastei infestiei 1n estul Romaniei. Rezultate similare au fost obtinute recent in partea de sud
a Romaniei (Cimpan si colab., 2020). Un rezultat neasteptat din studiul de fatd a fost
identificarea moleculara a speciei B. rossi la doi cdini simptomatici. Intr-adevir, un ciine a
murit, iar celdlalt a fost tratat cu succes. Principalele semne clinice manifestate de céinii
infestati au fost anorexia, febra, hemoglobinuria, anemie, constipatie alternantd cu diaree si
splenomegalie. De fapt, nu putem explica pe deplin aceste rezultate.

Cu toate acestea, sacalul cu spate negru (Canis mesomelas) este considerat gazda
naturald rezervor a speciilor B. rossi si H. elliptica, cea mai raspandita capusa in populatiile de
sacali din Estul si Nord-Estul Africii de Sud si care are capacitatea de a transmitere B. rossi
(Penzhorn si colab., 2020). Un studiu recent a dezvaluit un rezultat neasteptat, care nu arata
pozitivitatea B. rossi in populatiile de sacali cu spate negru din Africa de Sud (Viljoen si
colab., 2021). Din cunostintele autorilor, in Romania nu a fost detectat nici vectorul, nici
agentul patogen al B. rossi. Cu toate acestea, sacalul auriu (Canis aureus) este prezent in toata
tara (Angelescu, 2004; Papp si colab., 2014) si a fost deja incriminat ca un potential rezervor
natural al Dirofilaria spp. (Ionica si colab., 2016). Poate ca putem extinde ipoteza rolului
populatiilor de sacali aurii sau a altor canide salbatice precum lupii (Canis lupus) si vulpile
rosii (Vulpes vulpes) in mentinerea ciclului de viata al B. rossi in Romania. in plus, sacalul
auriu este larg raspandit in Europa, iar o expansiune continud a acestor canide salbatice a fost
raportatd in Peninsula Balcanica (Arnold si colab., 2012; Trouwborst si colab., 2015; Vasiliu,
1961). Cu toate acestea, existd doar trei cazuri raportate cu B. rossi in Europa de Vest (Franta,
Germania si Elvetia) intr-un studiu care si-a propus sa raporteze aparitia ADN-ului Babesia
spp. din peste 100.000 de mostre din America, Europa, Asia si Oceania (Birkenheuer si colab.,
2020).

Sunt necesare studii suplimentare pentru identificarea speciilor de céapuse si a
competentei lor vectori pentru babesioza canina cauzatd de B. rossi in Romania. Limitarile
acestui studiu au fost urmatoarele: (i) am colectat in mare parte capuse adulte de la cdini,
deoarece aceasta etapa de viatd este mai usor de detectat in timpul examenului clinic. Studiile
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moleculare asupra larvelor si nimfelor ar putea fi utile pentru a evalua orice diferente in
transmiterea agentilor patogeni cu adultii; (ii) cantitatea redusa a probelor de sdnge recoltate
de la cainii simptomatici si a capuselor de pe acestia nu a fost suficientd pentru a identifica
imaginea reala a H. canis in partea de Est a Romaniei, stiind ca existd o prevalenta ridicata a
infestatiei cu H. canis in Sudul, Vestul si centrul Romaniei (Andersson si colab., 20173;
Cimpan si colab., 2020; Andersson si colab., 2017b); (iii) am identificat doar trei capuse din
grupul R. sanguineus colectate de la caini, un numdr irelevant pentru a oferi un screening
concludent asupra raspandirii efective a acestei specii in zona studiatd; (iv) nu am efectuat o
urmdrire a celor doud cazuri infectate cu B. rossi deoarece un céine a murit si proprietarul nu a
aprobat necropsia. Proprietarul celuilalt cdine care este inca in viatd nu a colaborat cu noi
pentru analize ulterioare; si (v) 1n cele din urma, nu am efectuat analize filogenetice.

5.4. Concluzii partiale

Studiul a relevat prima identificare a speciei B. rossi la doi caini simptomatici din
Romania, desi sunt necesare studii suplimentare pentru a confirma prezenta acestui agent
patogen si a vectorului sdu in Europa si Romania si pentru a investiga competenta vectorului a
speciilor de capuse care ar putea actiona ca vectori pentru acest agent patogen.

Studiul nostru a demonstrat, de asemenea, o prevalentd ridicatd a B. canis si 0
prevalenta scazuta a B. vogeli la cdini si la capusele acestora in partea de Est a Romaniei; prin
urmare, caracterizarea genetica a speciilor Babesia ar putea ajuta practicienii sa aleaga testele
si tratamentele adecvate si pentru intelegerea riscurilor de infectie, stiind ca B. canis este
considerat mai patogen decat B. vogeli. Mai mult, putem sublinia incd o datd importanta
caracterizarii moleculare a speciilor Babesia si a patogenitatii asociate la caini, sustinuta si de
date care releva prima descriere a unei noi specii de piroplasmid, Babesia negevi n. sp., la un
cdine cu o boala fatala in Sudul Israelului (Baneth si colab., 2020b) si, recent si in Iordania
(Far si colab., 2021).

Validarea rezultatelor obtinute in acest capitol a fost realizatd prin publicarea in
revista “Pathogens” a lucrarii intitulata "Occurrence of Babesia Species and Co-Infection with
Hepatozoon canis in Symptomatic Dogs and in Their Ticks in Eastern Romania"”, autori:
Ciuca Lavinia, Gabriela Martinescu, Liviu D. Miron, Constantin Roman, Dumitru Acatrinei,
Giuseppe Cringoli, Laura Rinaldi, si Maria P. Maurelli, 2021, IF 3,492.
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CAPITOLUL 6: DETECTAREA CO-INFECTIILOR CU BORRELIA,
ANAPLASMA SI EHRLICHIA LA CAINII INFESTATI CU BABESIOZA
iN NORD-ESTUL ROMANIEI

CHAPTER 6: DETECTION OF THE CO-INFECTIONS WITH
BORRELIA, ANAPLASMA AND EHRLICHIA SPECIES IN DOGS WITH
BABESIOSIS IN NORTH-EASTERN ROMANIA

6.1. Introducere

Borrelioza este o infectie cu potential zoonotic cauzata de complexul Borrelia
burgdorferi sensu lato (Low si colab., 2018; Sormunen si colab., 2016; Weese si colab.,
2019), transmisa de Ixodes ricinus si Ixodes persulcatus in Europa (Sormunen si colab., 2016;
Springer si colab., 2021). Sunt responsabile pentru infectie bacteriile spiralate ce apartin
ordinului Spirochete (Pantchev si colab., 2015). Cele mai comune trei specii patogene
europene care afecteaza cainii si oamenii ce apartin complexului Borrelia burgdorferi sensu
lato sunt B. afzelii, B. garinii si B. burgdorferi sensu stricto (Skotarczak, 2018).

in anul 2016 a fost identificati la capusele tari din Europa o specie de Borrelia care nu
apartine complexului B. burgdorferi (s.l.), ce a fost denumita Borrelia miyamotoi. Borrelia
miyamotoi se transmite prin intermediul capuselor moi Argasidae, dar in Europa au fost
raportate unele cazuri umane cu infectie produsa de specia B. miyamotoi, transmisa de capuse
Ixodes (Sormunen si colab., 2016).

Anaplasma phagocytophilum si Anaplasma platys sunt bacteriile gram negative care
provoacd anaplasmoza canind, iar agentul patogen pentru anaplasmoza granulocitara umana
este A. phagocytophilum (Kybicova si colab., 2009; Low si colab., 2018), identificat in
principal in centrul si Nordul Europei (Sainz si colab., 2015). La caini, A. platys a fost
diagnosticat in bazinul mediteranean, inclusiv in Romania (Sainz si colab., 2015). Intr-un
studiu publicat in 2017 de Matei si colab. s-a identificat infectia cu A. platys la catei in
Romania, fiind emisd ipoteza transmiterii verticale a agentului patogen (Matei si colab.,
2017b). Trei specii de Ehlichia cauzeaza erlichioza canina: Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii
si Ehrlichia chaffensis, dar doar doua dintre ele (E. ewingii, E. chaffensis) sunt agenti patogeni
zoonotici umani (Ismail si colab., 2017; Low si colab., 2018). in Europa, singurele specii
izolate la caini sunt E. canis (Sainz si colab., 2015).

Cainii sunt considerati rezervoare pentru B. burgdorferi s.I. (Kiss si colab., 2011).
Avénd in vedere legdtura stransa dintre cdini $i oameni, determinarea nivelurilor de anticorpi
impotriva Borrelia spp. la caini ajuta la evaluarea modificarilor prevalentei boreliozei, precum
si la determinarea factorilor de risc pentru om (Bhide si colab., 2004).
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In ultimii 10 ani in Romania, incidenta boreliozei la oameni a variat intre 1.2 si 4.2
cazuri raportate la 100000 locuitori anual, desi numarul real al cazurilor poate fi mult mai
mare (Kalmar si colab., 2021).

in Romania au fost efectuate mai multe studii serologice (Cazan si colab., 2020; Kiss
si colab., 2011; Mircean si colab., 2012; Micu si colab., 2018) si moleculare (Andersson si
colab., 2017a; Morar si colab., 2015; Hamel si colab., 2012; Matei si colab., 2017b) cu privire
la depistarea agentilor patogeni transmisi de capuse sau a co-infectiilor identificate in sdngele
cainilor, prin urmare scopul studiului a fost de a detecta posibilele co-infectii cu Borrelia,
Ehrlichia si Anaplasma la cainii co-infectati cu babesioza in Nord-Estul Romaniei.

6.2. Materiale si metoda

Din martie 2018 pana in noiembrie 2019, in acest studiu au fost inclusi 66 de caini
care au fost confirmati cu babesioza (Ciuca si colab., 2021) in cadrul Clinicilor Facultatii de
Medicind Veterinara din Iasi (Romania). In timpul examindrii clinice generale a cainilor,
capusele atasate au fost Indepartate si plasate in tuburi separate cu 70% etanol, fiecare primind
un numar unic pentru identificarea speciilor folosind chei taxonomice standard (Estrada-Pefia,
2004; Estrada-Pena si colab., 2018).

Capusele identificate de la fiecare caine au fost impartite In esantioane in functie de
specie, sex si stadiu de dezvoltare. Probele de sange integral au fost colectate din vena cefalica
si pastrate la -20°C pana la extractia ADN-ului. Atat probele de sange, cat si de capuse au fost
testate pentru posibilele co-infectii cu agenti patogeni bacterieni transportati de céapuse:
Borrelia spp., Anaplasma spp. si Ehrlichia spp. folosind urmatoarele protocoale PCR descrise
de Sainz si colab. (2015), Cisak si colab. (2012), Massung si colab. (2007).

Extractia, amplificarea si secventierea ADN-ului

Probele (sange si capuse) au fost transferate la Universitatea Federico I,
Departamentul de Medicina Veterinara si Productie Animald, din Napoli (Italia), unde s-au
efectuat extractiile ADN si testarea moleculara pentru a identifica speciile de Borrelia,
Anaplasma si Ehrlichia (Tabelul 6.1). ADN-ul a fost extras folosind un kit comercial (Dneasy
Blood & Tissue Kits, Qiagen, Germania) conform instructiunilor producatorului. Capusele au
fost complet lizate dupa o incubatie de 13-14 ore.

Tabelul 6.1/Table 6.1
Primerii utilizati In PCR
The primers used in PCRs

Patogen Primeri Referinte
Borrelia spp. Flal (5°-  Cisak si colab.
AGAGCAACTTACAGACGAAATTAAT-3’) (2012); Sainz si
Fla2 (5~ colab. (2015)

CAAGTCTATTTTGGAAAGCACCTAA-3%)
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Patogen Primeri Referinte
Anaplasma PER1 (5- Goodman si
spp./Ehrlichiaspp. TTTATCGCTATTAGATGAGCCTATG-3)) colab. (1996);
PER2 (5 -CTCTACACTAGGAATTCCGCTAT- Massung si
3) colab. (2007)

Protocolul PCR pentru identificarea Borrelia spp., descris de Cisak si colab. in 2012
folosind primeri Flal si Fla 2 specifici pentru fragmentul de secventd a genei Fla. Profilul
termic utilizat a fost 95°C timp de 5 minute, urmat de 35 de cicluri de 94°C timp de 30 de
secunde, 54°C timp de 45 de secunde, 72°C timp de 45 de secunde, apoi expansiunea finali la
72°C timp de 3 minute (Cisak si colab., 2012).

Pentru a identifica speciile Ehrlichia/Anaplasma, secventele mitocondriale partiale ale
genelor 16S au fost generate si analizate folosind primeri PER1 si PER2 (Tabelul 6.1).
Profilul termic utilizat a fost 95°C timp de 10 minute, urmat de 40 de cicluri de 94°C timp de
60 de secunde, 52,4°C timp de 45 de secunde, 72°C timp de 60 de secunde, apoi expansiune
finald la 72°C timp de 10 minute (Goodman si colab., 1996; Massung si colab., 2007).

Ampliconii au fost introdusi in gel de agaroza (Bio-Rad, Madrid, Spania) cu bromura
de etidiu (2%) si produsii PCR au fost purificati (Kit de purificare ADN ZYMO) si secventiati
cu primeri direct si invers (Eurofins, Martinsried, Germania). Rezultatele secventierii au fost
analizate cu software-ul Chromas versiunea 2.6.6 (www.technelysium.com.au). Comparatiile
secventei ADN au fost realizate prin BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov).

6.3. Rezultate si discutii
Agentii patogeni identificati in probele de sdnge
Probele de sange analizate (n=66), prezentate in Tabelul 6.2, au fost recoltate de la

caini de diferite rase si cu varsta cuprinsd intre 3 luni si 13 ani, din municipiul lasi si zonele
limitrofe. 15/66 (22.7%) caini au fost pozitivi pentru Borrelia burgdorferi s.l. si 0/66 pentru
Anaplasma spp./Ehrlichia spp., conform rezultatelor obtinute in urma testarii PCR. in studiul
realizat de Skotarczak si colab. (2003), Borrelia burgdorferi s.l. a fost identificat la 6/15 caini
examinati, 4 masculi si 2 femele avand varsta cuprinsa intre 1.5 ani si 2 ani. Shaw si colab.
(2005) au analizat 120 de probe de sange canin, detectand la 5/120 specia Borrelia
burgdorferi s.I. si intr-o singura proba, Anaplasma phagocytophilum. De asemenea, nu a fost
raportatd nicio co-infectie. Alti autori, nu au identificat ADN-ul speciei B. burgdorferi in
sangele cainilor studiati, in schimb au detectat anticorpi impotriva boreliozei la 10.6%, ceea ce
indica trecerea prin boala si expunerea anterioara la capuse (Sonnberger si colab., 2021).

Callister si colab. (2000) au demonstrat prezenta speciei B. burgdorferi din probe
recoltate din piele si articulatii la céinii cu schiopaturi si febra, iar Bauerfeind si colab. (1998)
au detectat ADN-ul Borrelia burgdorferi in probele de urina recoltate de la caini.

Intr-un alt studiu realizat in Serbia de Filipovié si colab. (2018) privind prevalenta
speciilor Anaplasma, Ehrlichia si Babesia determinatd prin PCR, niciun cdine nu a fost
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pozitiv pentru Anaplasma spp. si Ehrlichia spp. si doar 16.2% (18/111) au fost pozitivi pentru
Babesia spp. Frecventa infectarilor identificatd de Cetinkaya si colab. (2016) a fost de 6%
pentru E. canis, 4% pentru A. phagocytophilum si 6% pentru A. platys iar 25.53% a
reprezentat co-infectiile cu doua sau trei specii.

Studiile realizate in Romania privind prevalenta speciilor Anaplasma, Ehrlichia si
Borrelia utilizind metode de diagnostic moleculare, au identificat prezenta Anaplasma platys
(Matei si colab., 2017b), Ehrlichia canis (Hamel si colab., 2012; Morar si colab., 2015).
Majoritatea studiilor din Romania au utilizat metode serologice pentru identificarea agentilor
patogeni transmisi de capuse.

Seroprevalenta speciei Borrelia burgdorferi s.l. in estul tarii, raportatd de Raileanu si
colab. (2015) a fost 1.1%, in sud-estul tarii — 6.52% (Kiss si colab., 2011), in sud — 1.6%
(Micu si colab., 2018), iar in vest 4.7% (Ilie si colab., 2011).

Cazan si colab. (2020) au identificat o seroprevalentd de 0.6% pentru Borrelia
burgdorferi s.I. si 3.3% pentru Anaplasma spp., iar seroprevalenta identificata de Mircean si
colab. (2012) a fost 5.5% pentru Anaplasma phagocytophilum, 2.1% pentru Ehrlichia canis si
0.5% pentru Borrelia burgdorferi.

Anghel si colab. (2017) a raportat doud co-infectii in urma testérii serologice:
Ehrlichia spp. + Anaplasma spp. si Ehrlichia spp. + Borrelia burgdorferi.

Seroprevalenta principalelor boli transmise de capuse la nivel european, realizata de
Mir6 si colab. (2021) a aratat o prevalentd crescuta a speciei Anaplasma spp. in Bosnia si
Herzegovina (21.4%), Cehia (19.3%) si Austria (17.3%), a speciei Ehrlichia spp. in Grecia
(19.6%), Malta (11.8%) si Rusia (10.9%) si a speciei Borrelia spp. in Suedia (13.3%),
Lituania (11.8%) si Norvegia (10.2%). In acelasi studiu, anticorpii speciilor investigate au fost
identificate si in Romania cu un procent de 5.9% pentru specia Anaplasma, 7% pentru
Ehrlichia spp. si 0.6% pentru Borrelia spp. In Bulgaria, seroprevalenta erlichiozei a fost de
30.4% iar a anaplasmozei, 26.1% (Arnaudov, 2021), iar in Ungaria, A. phagocytophilum a
avut prevalenta cea mai crescutd (7.9%), urmata de B. burgdorferi — 0.4% si E. canis — 0.16%.
De asemenea, co-infectiile au fost identificate la 0.61% dintre cdini, majoritatea fiind co-
infectati cu doi agenti patogeni, co-infectia cu trei agenti patogeni (A. phagocytophilum, B.
burgdorferi si D. immitis) fiind identificata la un singur caine (Farkas si colab., 2014).

Colombo si colab. (2021) a identificat in Italia o prevalenta de 9.1% pentru specia
Anaplasma spp., 1.7% pentru B. burgdorferi si 0.4% pentru Ehrlichia spp. De asemenea, a
constatat faptul cd 37.2% dintre cdini au fost pozitivi pentru un singur patogen, in timp ce
14% au fost seropozitiv pentru doi sau mai multi agenti patogeni.

Cainii seropozitivi asimptomatici pot fi infectati cu unul sau mai multi agenti
patogeni, fiind considerati o sursd de infectare pentru vectori. De aceea este importanta
testarea cainilor suspecti, pentru a preveni raspandirea bolilor.

Pana in prezent, simbiontul Candidatus Midichloria mitocondrii a fost identificat doar
in cépuse, aceasta fiind prima raportare de identificare moleculard a bacteriei in sangele
cainilor. In studiul prezent, Candidatus Midichloria mitocondrii a fost identificat la 2/66 (3%)
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din cainii inclusi, pozitivi si cu Borrelia burgdorferi s.l. (Tabelul 6.2). ADN-ul Candidatus
Midichloria mitocondrii a fost amplificat de primerii utilizati pentru amplificarea speciilor
Anaplasma/Ehrlichia, fiind identificat dupd secventiere, acelasi lucru fiind mentionat si de
Harrus si colab. (2011) si Papa si colab., 2017.

Tabelul 6.2/Table 6.2
Rezultatele speciilor patogene intélnite in probele de sange canin
Results of pathogen species identified in the blood samples from dogs
Co-infectia

Borrelia

Nr. Borrelia Anaplasma spp. / Ce.m_dldatgs burgdorferi
probe burgdorferis.l.  Ehrlichia spp. |\/_||d|chlor|§1_ S'I.'+

mitochondrii Candidatus

Midichloria

mitochondrii

66 15 (22.7%) O (0%) 2 (3.03%) 2 (3.03%)

Legenda: nr. — numar;
Legend: nr. — number;

Conform Papa si colab., 2017, Ca. Midichloria mitocondrii s-a dovedit a fi abundenta
in ovare si sistemul traheal al capuselor I. ricinus nehranite, iar in capusele Ixodes ricinus
incomplet hranite, aceasta se gaseste in ovare, tubii Malpighi si glandele salivare. Garcia-
Vozmediano si colab., 2021 a observat o prevalenta ridicata Ca. Midichloria mitocondrii in
Belgia (77.9%), Italia (68.9%), Olanda (73.6%) si Suedia (62.1%).

in tabelul 6.3 sunt prezentate date privind vérsta si genul cainilor inclusi in studiul
nostru. Cea mai mare prevalentd a fost raportata la categoria de varsta sub 3 ani, 6/28 (21.4%),
urmata de categoria 7-12 ani — 5/19 (26.3%). Anticorpii anti-Borrelia au fost identificati la
3.7% dintre cainii inclusi in studiul realizat de Micu si colab. (2018), avand varsta intre 1-8
ani, rezultate asemanatoare fiind raportate si de alti autori (Mircean si colab., 2012; Kiss si
colab., 2011).
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Tabelul 6.3/Table 6.3
Prevalenta cainilor pozitivi cu Borrelia burgdorferi s.I. inclusi in studiu
Prevalence of positive dogs with Borrelia burgdorferi s.I. included in the study
Caini
pozitivi cu
Borrelia Prevalenta (%)
burgdorferi
s.l.

Categorii de varsta
<3ani
4-7 ani
7-12 ani
> 12 ani

Gen
Masculi

Femele

Totalul cainilor

inclusi

Céinii de vandtoare cu varsta mai mare de 2 ani sunt mai expusi la boreliozd decat
cainii de vanatoare mai tineri (22%, respectiv 9-11%) (Goossens si colab., 2001).

in ceea ce priveste genul, 12/41 (29.3%) de caini infectati cu Borrelia burgdorferi s.1.
erau masculi si doar 3/25 (12%) erau femele. Acest lucru a fost semnalat si de alti autori (Kiss
si colab., 2011; Mircean si colab., 2012; Ilie si colab., 2011; Meyers si colab., 2021). In
literatura de specialitate nu existd date referitoare la predispozitia masculilor de a se infecta cu
specia Borrelia burgdorferi.

Agentii patogeni identificati in capuse

Un total de 99 de cépuse ixodide adulte au fost colectate de la cdini in timpul
examindrilor clinice (Tabelul 6.4). Capusele au fost identificate ca specii dupa cum urmeaza:
Ixodes ricinus — 48.5% (48/99 — 32 femele si 16 masculi) si Dermacentor reticulatus — 51.5%
(51/99 — 34 femele si 17 masculi). Aceleasi specii de capuse au fost identificate si in zonele
urbane din Nord-Estul Poloniei, asa cum rezulta si din studiul realizat de Michalski si colab.
(2020): cele 522 capuse adulte, colectate de pe 272 caini au fost identificate astfel: 81% au
apartinut speciei I1xodes ricinus (413 femele, 10 masculi) si 19% Dermacentor reticulatus (62
femele, 37 masculi). Cele mai intdlnite specii de capuse colectate de pe ciini, raportate intr-un
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studiu din Ungaria au fost Ixodes ricinus (57%) si D. reticulatus (41.2%) (Foldvari si colab.,
2007).

Andersson si colab. (2018b) a colectat de pe caini dar si alte animale domestice si
sdlbatice din mai multe regiuni ale Romaniei 11 specii de capuse, cele mai importante fiind:
209 capuse apartinand speciei Ixodes ricinus (149 femele, 39 masculi, 21 nimfe), 119 capuse
din specia Dermacentor reticulatus (74 femele, 45 masculi), 314 capuse ale speciei
Rhipicephalus sanguineus s.l. (107 femele, 64 masculi, 143 nimfe).

Tabelul 6.4/Table 6.4

Identificarea probelor cu capusele recoltate de pe caini
Identification of tick samples collected from dogs

Adulti
Larve  Nimfe
Masculi Femele

D

STMAcentor oy s150) 0 0 17 34 2
reticulatus

Ixodes ricinus 48  (48.5%) 0 0 16 32 2
TOTAL 99 - - 33 0 4

(33.3%) (66.7%)
Legenda: esant. — esantion;
Legend: esant. — pool;

Studiul realizat de Dumitrache si colab. (2015) a vizat stabilirea prevalentei a doi
agenti patogeni zoonotici, Anaplasma phagocytiphilum si Borrelia burgdorferi s.l. in capusele
colectate de pe vulpile rosii din mai multe judete ale Romaniei, fiind astfel colectate 204
capuse apartinand speciei Ixodes ricinus (5 larve, 15 nimfe, 138 femele si 36 masculi), dintre
care doar 4.4% au fost pozitive pentru A. phagocytophilum. Vulpile rosii sunt considerate
principalul rezervor al speciei B. burgdorferi s.lI., dar cu toate acestea, nicio proba testatd nu a
fost pozitiva pentru acest patogen.

Capusele identificate morfologic au fost distribuite in esantioane dupd urmatoarele
criterii: pacient canin, specie, sex si stadiu de dezvoltare. Testul PCR s-a efectuat pentru 3
agenti patogeni iar rezultatele sunt prezentate in Tabelul 6.5. Specia patogena cel mai frecvent
detectata la capuse a fost Candidatus Midichloria mitochondrii (25.8%) fara semnificatie
clinica, urmata de Borrelia burgdorferi s.l. (12.9%) si co-infectia cu Borrelia burgdorferi s.1.
si Candidatus Midicloria mitochondrii (6.5%).
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Tabelul 6.5/Table 6.5
Rezultatele speciilor patogene si co-infectiile identificate In esantioanele cu cépuse
Results of pathogen species and co-infections identified in tick pools
Esantioane Esantioane in functie

pozitive/Total de speciile de capuse
Specii patogene esantioane identificate
Ixodes  Dermacentor
ricinus reticulatus

Borrelia burgdorferi s.1. 4/31 12.9% 2 2
Anaplasma spp. / Ehrlichia spp. 0/31 0% 0 0
Candidatus Midichloria mitochondrii 8/31 25.8% 6 2
Co-infectia Borrelia burgdorferi s.I.

+ Candidatus Midichloria  2/31 6.5% 1 1
mitochondrii

Boala Lyme raméne o zoonoza complexa, iar diagnosticul este o provocare (Parry,
2006). Oamenii sunt mai putin expusi la cdpuse decat cdinii, totusi in Europa sunt raportate
anual aproximativ 85.000 de cazuri de borelioza Lyme la oameni (Valiakos, 2016). In mod
similar, intr-un studiu publicat de Manciuc si colab. (2019), cazurile de boald Lyme la oameni
au Inceput in ultimii ani sa scadd. Potrivit aceluiasi studiu, In anul 2016 in Roméania au fost
raportate 688 de cazuri suspecte, dintre care 4,1% au fost raportate 1n lasi (Manciuc si colab.,
2019).

In 33/34 din studiile europene care au detectat B. burgdorferi la capusele Ixodes
ricinus folosind tehnici PCR, au demonstrat ca aceasta specie este sursa majora de transmitere
a acestui agent patogen pe acest continent, cu o prevalentd de 17.7% (Hussain si colab., 2021).
Identificarea moleculara a B. burgdorferi la capusele colectate de pe cdini a indicat o
prevalentd de 15% in Danemarca (Stensvold si colab., 2015), 7.9% in Letonia (Namina si
colab., 2019) si 0.4% in 64 de provinciile italiene (Zanet si colab., 2020).

Borrelia burgdorferi s.l. a fost detectata in 4 esantioane: 2 — Ixodes ricinus si 2 —
Dermacentor reticulatus. Michalski si colab. (2020) a detectat ADN-ul B. burgdorferi in
35.7% dintre capusele Ixodes ricinus si in 14.1% dintre capusele speciei Dermacentor
reticulatus colectate de pe caini din Nord-Estul Poloniei. Studiul realizat de Geurden si colab.
(2018) pe 95 de capuse Ixodes ricinus colectate de pe caini din céteva tari europene (Belgia,
Ungaria, Franta si Italia), a identificat speciile A. phagocytophilum in 14/95 (15%) si Borrelia
spp. in 1/95 (1%). Un alt studiu a identificat in capusele Ixodes ricinus ADN-ul speciei
Borrelia in 6.2% (13/209) din probe si cel al speciei Anaplasma in 2.9% (6/209) (Zygner si
colab., 2008). Foldvari si colab. (2007) a detectat ADN-ul Borrelia spp. in 6/108 (5.6%) dintre
capusele Ixodes ricinus.

La capusele nehranite, prevalenta speciilor Borrelia a fost de 26.35% in Cluj (Borsan
si colab., 2021), 25.8% 1n estul Roméaniei (Rédileanu si colab., 2017), 18.6% in vestul
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Romaniei (Ilie si colab., 2012). Rezultatele studiului nostru au aratat urmatoarele: 22.7%
dintre cainii pozitivi pentru babesioza au fost co-infectati cu B. burgdorferi si la 12.9% dintre
capusele colectate de pe acestia, a fost detectat ADN-ul B. burgdorferi, prin urmare,
municipiul lasi si zonele limitrofe ar putea fi endemice pentru acest patogen. Pentru a stabili
endemicitatea acestei zone, sunt necesare studii suplimentare folosind o populatiec mare de
cdini pentru screening-ul infectiei cu B. burgdorferi.

Cel mai intalnit simbiont al microbiomului capuselor Ixodes ricinus este Candidatus
Midichloria mitochondrii, o alfaproteobacterie gram-negativd care apartine ordinului
Rickettsiales (Comandatore si colab., 2021). Prevalenta Candidatus Midichloria mitochondrii,
simbiotul gésit la cdpuse pare a fi mai mare la femele si mai scazuta la masculi (Ahantarig si
colab., 2013), similar cu rezultatele studiului de fatd. Candidatus Midicloria mitochondrii a
fost identificata in 6 esantioane de capuse Ixodes ricinus femele si 2 esantioane de céapuse
Dermacentor reticulatus femele.

Intr-adevir, s-a demonstrat ci prezenta Candidatus Midichloria mitochondrii este
abundenta in diferite tipuri de celule ale ovarului, inclusiv in ovocite (Mariconti si colab.,
2012). De asemenea, 1n studiul publicat de Vozmediano si colab. (2021) privind diversitatea
geneticd a simbiotilor Rickettsiella la capusele Ixodes ricinus din Europa, Candidatus
Midichloria mitochondrii a fost raportatd in Suedia (62.1%), Regatul Unit (48.7%), Germania
(36.4%), Tarile de Jos (73.6%), Belgia (77.9%) si Italia (68.9%). Un alt studiu a confirmat co-
infectia cu Borrelia burgdorferi si Candidatus Midichloria mitochondrii la capuse, cea mai
mare prevalenta fiind raportatd in Germania (100%), urmata de Italia (86.3%), Suedia (61%),
Belgia (20.7%), Tarile de Jos. (15.5%) si Regatul Unit (13.5%) (Garcia-Vozmediano si colab.,
2021).

Paduraru si colab. (2012) au demonstrat prezenta ADN-ului Candidatus Midichloria
mitochondrii in 30/147 capuse Ixodes ricinus colectate de la caprioare si capre din partea de
Est a Romaniei (Galati si Bacau) (Paduraru si colab., 2012).

6.4. Concluzii partiale

Rezultatele acestui studiu au aratat importanta identificarii co-infectiilor la cainii
infestati cu capuse si necesitatea unei monitorizari sporite a protocoalelor de prevenire a
infestarilor cu capuse la caini.

Chiar daca nu au fost detectate speciile Anaplasma si Ehrlichia in probele de sange si
de capuse analizate, considerdm ca patogenitatea acestora este exprimata datoritd semnalarii si
de alti autori (Matei si colab., 2017b; Hamel si colab., 2012; Morar si colab., 2015), iar datele
noastre se referd la un numar redus de probe.

Prima raportare a simbiontului Candidatus Midichloria mitocondrii in sangele cainilor
dar si in cépusele colectate de pe acestia, confirmd prezenta acestuia, necesitand astfel
investigatii suplimentare pentru a intelege mai bine rolul si posibilele implicatii asupra
animalelor si a sanatatii publice.
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Prezenta boreliilor la cainii confirmati cu babesioza intr-un procent de 22.7%, precum
si identificarea bacteriilor la capuse (12.9%), intareste starea de alertd necesara autoritatilor de
sanatate publica cu privire la riscul aparitiei acestei boli zoonotice. Co-infectiile ar putea
complica diagnosticul si ar trebui studiate in continuare la animalele de companie.

Rezultatele aferente acestui studiu au fost prezentate in lucrarea intitulata ”Detection
of the co-infections with Borrelia, Anaplasma and Ehrlichia species in dogs with babesiosis in
north-eastern Romania”, autori: Gabriela Martinescu, Lavinia Ciucd, Constantin Roman,
Dumitru Acatrinei, Larisa Ivanescu, Olimpia Iacob, Maria Paola Maurelli, Liviu Dan Miron,
2022, acceptati pentru publicare in Revista Romana de Medicina Veterinara.
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CAPITOLUL 7: CORELATII PRIVIND SEMNELE CLINICE,
METODELE DE DIAGNOSTIC SI TRATAMENTUL iN INFESTATIA
CU BABESIA CANIS

CHAPTER 7: CORRELATIONS REGARDING CLINICAL SIGNS,
DIAGNOSIS AND TREATMENT IN CANINE BABESIOSIS

7.1. Introducere

Bolile transmise de vectori includ mai multe tipuri de agenti patogeni (bacterii,
paraziti, virusi) care cauzeaza o varietate de probleme de sandtate ciinilor (Irwin P.J., 2014).
in Romania, una dintre cele mai importante boli transmise prin intermediul vectorilor este
babesioza. Babesioza canina este cauzatd de un protozoar din genul Babesia, transmis prin
multe specii de capuse (Grey si colab., 2019). Existd mai multe specii de babesie, diferite din
punct de vedere genetic: mari, unde merozoitii masoara intre 3-5 um (Babesia canis canis,
Babesia canis vogeli, Babesia canis rossi) si mici, unde merozoitii masoara intre 1.5-2.5 um
(Babesia conradae, Babesia gibsoni, Babesia microti-like) (Imre si colab., 2013a; Tudor si
colab., 2008).

Dermacentor reticulatus si Ixodes ricinus sunt speciile de cdpuse incriminate pentru
dezvoltarea bolii in partea de Est a Romaniei. Cresterea raspandirii vectorilor artropode la
nivel global, precum si asocierea bolilor transmise de vectori canini pot fi explicate prin
modificarea factorilor climatici si ecologici dar si prin cresterea mobilitatii oamenilor si
animalelor, determindnd astfel raspandirea globald a boli transmise de vectori canini
(Andersson si colab., 2017a).

Bolile vectoriale sunt considerate adevarate provocari pentru medicii veterinari,
deoarece semnele clinice pot fi uneori difuze sau suprapuse cu alti agenti patogeni transportati
de vectori (Andersson si colab., 2017a; Gray si colab., 2019). Diagnosticul de babesioza la
cdini se bazeazd pe coroborarea anamnezei, semnelor clinice (mucoase palide,
hemoglobinurie, hipertermie, icter) si identificarea parazitilor intraeritrocitari in frotiurile de
sange citologice (lonita si colab., 2012).

7.2. Materiale si metoda

Acest studiu a inclus 42 de céini suspectati de babesiozd pe baza anamnezei si a
semnelor clinice, prezentati in cadrul clinicilor Facultatii de Medicina Veterinara lasi.

Dupa examinarea clinici generald a pacientilor gi transcrierea anamnezei §i a
istoricului medical, s-au recoltat cate douda probe de sange periferic (EDTA si fara
anticoagulant) de la fiecare pacient pentru urmatoarele investigatii: examenul microscopic al
frotiului de sange, examen hematologic, examen biochimic sangvin si doud teste serologice:
SNAP 4DX Plus (IDEXX), respectiv test de anticorpi Babesia gibsoni (WellTest).
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Recoltarea sangelui s-a efectuat in doud moduri pentru a evidentia hemoparazitii: in
tuburi vacutainer, din venele periferice (brahicefalice, safene sau jugulare) sau din circulatia
capilard (din nas), ultima metoda de recoltare putdnd fi utilizatd doar pentru realizarea
frotiurilor de sange).

Pentru identificarea microorganismelor prezente in interiorul hematiilor, s-au realizat
frotiuri de sange subtiri: Se pune o picaturd de sange la capatul unei lame de sticla, asezata pe
o suprafatd pland. Aceasta lama este fixatd cu o mana iar a doua lama de sticla se plaseaza pe
prima lama la un unghi de aproximativ 30°, in fata picaturii de sange. Cea de-a doua lama se
gliseaza spre picatura de sange, se asteapta ca sangele sa ajunga in capetele lamei, iar printr-0
miscare rapida, lama incarcata se gliseaza Tnainte.

Grosimea frotiului este influentata de vascozitatea probei de sdnge. Unghiul de trasare
dintre cele doud lame poate fi marit atunci cand sangele are un hematocrit scazut, sau poate fi
scazut in cazul In care singele este mai vascos (hematocritul este crescut), pentru a putea
realiza un frotiu de sange adecvat.

Imediat dupa etalare, frotiurile de sidnge s-au uscat la temperatura camerei (Harvey,
2001).

Frotiurile au fost colorate imediat dupa uscare si fixare, pentru a reduce riscul
modificarii eritrocitelor. Pentru colorare, s-a folosit kitul rapid Diff-Quick (Hemacolor,
Merck, Germany) conform instructiunilor producatorului, pentru identificarea merozoitilor.
Coloratia Romanowsky (Wright, Wright-Giemsa, Diff-Quick) este frecvent utilizata. Green
(2012) considera ca utilizarea coloratiei Giemsa are ca avantaj suplimentar posibilitatea
examinarii indelungate a preparatelor, in timp ce frotiurile colorate prin metoda Wright se vor
estompa in timp.

Kitul de colorare utilizat, Diff-Quick, este format din: solutia pentru fixare — metanol,
reagent colorare rosu — €0zina, reagent colorare albastru — tiazina.

Dupa confirmarea diagnosticului, cele doua probe de sange recoltate (cu anticoagulant
si fara anticoagulant) au fost analizate pentru a determina gradul si tipul anemiei, precum si
pentru verificarea functiei renale si hepatice, frecvent raportate in babesioza canina. Acesti
indicatori sunt foarte importanti pentru ajustarea protocolului terapeutic in vederea recuperarii
pacientilor. Pentru realizarea hemoleucogramei, s-a utilizat analizatorul VetScan HM5
(Abaxis) din cadrul Laboratorului Clinic si al departamentului de Fiziologie, iar pentru
examenul biochimic sangvin, analizatorul VetScan VS2 (Abaxis) din cadrul Laboratorului
Clinic al Facultatii de Medicina Veterinara, lasi.

Serul a fost, de asemenea, folosit pentru a verifica posibile co-infectii, adesea gasite in
bolile transmise de capuse canine. Prin urmare, am ales sa folosim testul SNAP 4DX Plus
(IDEXX) (Figura 7.1 (a)), pentru identificarea a 4 posibili agenti patogeni: Ehrlichia canis,
Anaplasma platys/Anaplasma phagocythophillum, Borrelia burgdorferi si Dirofilaria immitis,
in timp ce pentru depistarea Babesia gibsoni am utilizat testul ce identifica anticorpii Babesia
gibsoni (WellTest), (Figura 7.1 (b)). Ambele teste rapide au fost utilizate conform
instructiunilor producatorilor.
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Figura 7.1 Teste rapide: (a) Kit SNAP 4DX PLUS; (b) Kit Babesia gibsoni-anticorpi.
Figure 7.1 Rapid tests: (a) SNAP 4DX PLUS kit; (b) Babesia gibsoni-antibodies kit.

7.3. Rezultate si discutii

Rezultatele acestui studiu au aratat cd cei mai afectati caini dintre cei analizati au fost
de cei din rasd comuna sau mixtd — 40.48% (17/42), urmati de pechinezi — 11.9% (5/42) iar
rasele Husky, Ciobanesc German si Ciobanesc Caucazian — 7.14% (3/42). Intr-un studiu
realizat de Adaszek si colab. (2011), cele mai afectate rase de caini au fost Ciobanesc german,
Setter si Staffordshire terrier american. Cainii ce apartin rasei Setter sunt considerati cdini de
vanatoare, fiind mai predispusi expunerii la cdpuse, insa unii autori considera ca in cazul
celorlalte rase, babesioza canind nu are predispozitie de rasa. De asemenea, Mathé si colab.
(2006) a constatat forma complicata a babesiozei la cainii Rottweiler (78%), comparativ cu
celelalte rase, fiind speculata predispozitia acestei rasei la infestatia cu Babesia spp. (Collet,
2000).

Veneziano si colab. (2018) considera cd rasele de cdini cu par lung sunt mai
susceptibile la infestdrile cu cipuse, acestea fiind mai greu de identificat si indepartat. in
Romania, Imre si colab. (2013b) au identificat o prevalenta crescutd a babesiozei la céinii de
vanatoare (44.1%) comparativ cu cdinii de companie (12.3%) sau cei din adaposturi (16.3%).

Cainii se pot infesta cu Babesia spp. indiferent de vérsti. In tabelul 7.1 se poate
observa faptul ca diferentele dintre numarul de cazuri si categoriile de varstd sunt mici,
rezultate asemanatoare fiind raportate si in studiul realizat de Imre si colab. (2013b), in vestul
Romaéniei. Autorii unui studiu realizat in Ungaria, considerd ca specia Babesia canis canis
poate infesta cainii de orice varsta, cainii tineri fiind mai predispusi la dezvoltarea unei anemii
mai severe, spre deosebire de cdinii adulti, iar cdinii geriatrici sunt mai predispusi la
dezvoltarea complicatiilor (Mathé si colab., 2006).
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In ceea ce priveste genul cainilor, numirul infestarilor la masculi a fost mai mare
(66.66%), comparativ cu infestdrile la femele (33.34%). Rezultatele publicate de Rene-
Martellet si colab. (2013) au fost asemendtoare celor obtinute in acest studiu, constatand
faptul ca masculii (62%) au fost mai afectati decat femelele (38%) iar cinii tineri (0-5 ani) au
fost cei mai expusi infestarilor cu Babesia canis. De asemenea, Adaszek si colab. (2011) si
Mathé si colab. (2006) au raportat un numar crescut de infestari cu babesiozd canini la
masculi, mentiondnd ca nu existd studii care sa demonstreze faptul ca masculii sunt mai
sensibili la infestatia cu Babesia canis, iar aceastd diferentd observata poate fi atribuitd
numarului crescut de céini masculi care traiesc predominant in libertate, acestia fiind cei mai
expusi riscului de infestare (Mathé si colab., 2006).

Tabelul 7.1/Table 7.1
Prevalenta cazurilor pozitive a babesiozei canine in raport cu rasa, varsta si genul
Prevalence of positive cases of canine babesiosis in relation to breed, age and sex
' Nr. Cazurilor

pozitive/Nr.

Total de caini

Rasa

Mixtd/comuna 17/42 40.48%
Husky 3/42 7.14%
Pechinez 5/42 11.9%
Labrador 1/42 2.38%
Shar-pei 1/42 2.38%
Setter englez 1/42 2.38%
Ciobanesc caucazian 3/42 7.14%
Samoyed 2142 4.76%
Bichon 2/42 4.76%
Akita Inu 2/42 4.76%
Yorkshire terrier 1/42 2.38%
Ciobanesc german 3/42 7.14%
Ciobanesc de berna 1/42 2.38%

Virsta
0-1an 7142 16.7%
1-5 ani 12/42 28.6%
5-7 ani 11/42 26.2%
7-15 ani 12/42 28.6%
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Nr. Cazurilor
pozitive/Nr.

Total de ciini
Gen

Femele 14/42 33.34%
Masculi 28/42 66.66%

Legenda: nr. — numar;
Legend: nr. — number;

Prezentarea clasica a babesiozei canine se asociazd cu sindrom febril (hipertermie
bruscd, marcatd, cel putin 40°C; anorexie, letargie), sindrom hemolitic (anemie,
hemoglobinurie) (Bourdoiseau, 2006) dar si icter, splenomegalie, colaps (Koster si colab.,
2015). De asemenea, babesioza canind mai poate fi clasificatd si in functie de prezentarea
clinica, astfel: forma necomplicata si forma complicata (Ayoob si colab., 2010).

Conform datelor obtinute din anamneza raportatd in Tabelul 7.2, am constatat ca
76.19% (32/42) dintre cainii participanti la studiu nu au fost deparazitati extern conform
recomandarilor medicilor veterinari. Lipsa de constientizare a proprietarilor prin aménarea
deparazitarii externe, duce la o crestere a cazurilor de boli transmise prin vectori, care pot fi
fatale in unele situatii.

Tabelul 7.2/Table 7.2

Informatii obtinute de la proprietari (anamneza)
Information obtained from the owners (anamnesis)

Numarul de ciini
pozitivi/Numarul total de ciini

Caini fara deparazitare 76.19%
externa

Apatie 37/42 88.1%

Inapetenta 35/42 83.3%

Urina inchisa la culoare 31/42 73.8%

(hemoglobinurie)

Capuse gasite pe corpul

cainilor sau observate de 28/42 66.7%
proprietar si indepartate

Vomi 18/42 19.05%

Probleme locomotorii 5/42 11.9%

Caini fari istoric medical 10/42 23.81%

Seroprevalenta infestatiei cu Babesia canis in vestul Romaniei a fost crescutd in
zonele rurale (28.4%) comparativ cu zonele urbane (15.4%), acest lucru putand fi corelat cu
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profilaxia inadecvati cu substante acaricide a cainilor (Imre si colab.,2013a). Intr-un studiu
realizat pe doud grupuri de caini deparazitati extern regulat cu produse acaricide spot-on
38/218, respectiv 14/226 au dezvoltat babesioza (Adaszek si colab., 2011).

Dintre pacientii inclusi in acest studiu, 88.1% dintre caini au fost consultati pentru
apatie, 83.3% pentru lipsd de poftei de mancare si 73.8% pentru prezenta urinei inchise la
culoare (hemoglobinurie). Cele mai frecvente date obtinute din anamnezd si in urma
consultului clinic realizate de Mathé si colab. (2006), au fost: febra (84%), letargia (78%),
capuse gasite de proprietar sau de medicul veterinar (75%), hemoglobinurie (63%), anorexie
(56%), mucoase palide (31%), icter (28%) si voma (25%).

Examenul clinic este foarte important pentru un diagnostic precis. Semnele clinice n
babesioza canind nu sunt constant specifice, dar datele obtinute din anamneza, coroborate cu
examenul clinic si examenul citologic al sangelui sunt suficiente pentru diagnostic.

In babesioza, principalele semne clinice ale formei necomplicate sunt reprezentate de:
letargie, depresie, febra, mucoase palide, icter (Figura 7.3), hemoglobinurie, splenomegalie,
hepatomegalie (Ayoob si colab., 2010). Cele mai frecvente semne clinice gasite la cei 42 de
caini studiati au fost: febra — 37/42 (88.1%), mucoase palide — 31/42 (73.8%) si
hemoglobinurie — 31/42 (73.8%), urmate de deshidratare (11/90%) si icter (4.76%) (Figura
7.2). Semnele clinice identificate in studiul realizat de Strobl si colab. (2020) au fost
reprezentate de: anorexie (85.4%), letargie (57.9%), mucoase palide (30%), icter (15.4%).
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Figura 7.2 Reprezentare graficd a semnelor clinice predominante intalnite in babesioza canina
Figure 7.2 Graphic representation of the predominant clinical signs in canine babesiosis
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Figura 7.3 Icter generalizat, caine, femeld, metis ciobinesc
Figure 7.3 Jaundice, dog, female, mixed shepherd

Examenul morfologic al frotiurilor de sange este cea mai rapidd metoda de diagnostic.
De asemenea, este adesea folositd datoritd costului scdzut. Pentru a confirma infestarea
parazitard cu specii mici de Babesia spp. (Babesia gibsoni, Babesia microti) diagnosticul de
certitudine este dat numai prin folosirea tehnicilor de biologie moleculara. Pentru toate
probele de sange recoltate au fost efectuate 3-5 frotiuri si au fost examinate cel putin 50 de
campuri microscopice, utilizand obiectivul X1000. Toate probele de sange au fost pozitive
pentru Babesia canis (Figura 7.4).

Figura 7.4 Babesia canis — identificare morfologica, coloratie rapida Diff-Quick, x1000
Figure 7.4 Babesia canis — morphological examination, Diff-Quick rapid coloration, x1000
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In literatura de specialitate, principalele modificiri hematologice identificate in
evolutia babesiozei canine sunt descrise ca anemie moderatd, normocroma $i normocitara
(datorita hemolizei) si trombocitopenie (Fabisiak si colab., 2009; Scheepers si colab., 2011;
Strobl si colab., 2020). Pe masura ce boala evolueaza, anemia devine macrocitara, hipocroma
si regenerativa (Furlanello si colab., 2005; Kirtz si colab., 2012). Aceste aspecte pot fi
observate si in cazul cainilor studiati, prezentati in Tabelul 7.3, unde 71.43% (30/42) dintre
pacientii canini aveau un numar scazut de hematii, iar 80.85% (34/42) aveau hematocritul sub
limitele normale. In cazul pacientilor cu hemoconcentratie, prognosticul este rezervat
(Furlanello si colab., 2005). La pacientii cu valori hematologice in limite normale, gradul de
parazitemie a fost scazut, iar semnele clinice au fost instabile.

Tabelul 7.3/Table 7.3
Rezultatele analizelor de sange hematologice
Results of haematology tests

oarametry d’;";‘:‘:;e Valori Valori Valori  Valori de U”;Zate
el scazute normale crescute referinta misurs
WBC 42 (522%%) (381.$%) (9.542%) 6-17 10°
LYM 42 (45.1 2%1%) (52.2328%) (2.318%) 1-48 10°
MON 42 2 6.11190 %) (73211% ) (08 %) 0.2-1.5 1091
NEU 42 (28.1527%) (64.2279%) (7.134%) 312 10
EOS 42 (0(0’ . 6.3129% ) (23201% ;o008 10%1
BAS 42 (08 %) a gg% ) (08 %) 0-0.4 10%1
RBC 42 (71.34%%) (26.1 119%) (2.318%) 5585 10°
HGB 42 (59.2552%) (35.1752%) (4.726%) 12-18 g/l
HCT 42 (80.?;945%) (19.35%) (08/0) 3755 %
MCV 42 (16.6757%) (83.3353%) (0(3/0) 60-77 fl
MCH 42 (4.726%) (66287%) (28.1527%) 19.5-24.5 Pg
PLT 42 (952% ) ( 4.726% ) (OE,’ %) 165-500 10°/

56 |



Teza de doctorat

Legenda: WBC — leucocite; LYM — limfocite; MON — monocite; NEU — neutrofile; EOS —
eozinofile; BAS — bazofile; RBC — hematii; HGB — hemoglonind; HCT — hematocrit; MCV —
volum eritrocitar mediu; MCH — hemoglobina eritrocitara medie; PLT — trombocite;

Legend: WBC — leukocyte; LYM — lymfocyte; MON — monocyte; NEU — neutrophil; EOS —
eosinophile; BAS — basophile; RBC — red blod cells; HGB — hemoglobin; HCT — hematocrit;
MCV — mean corpuscular volume; MCH — mean corpuscular hemoglobin; PLT — platelet;

Trombocitopenia este frecvent constatata (Furlanello si colab., 2005), indiferent de
subspecia inplicatd (Lobetti, 2003), fiind severa in faza acutd a bolii; numarul trombocitelor
cresc in aproximativ o saptdmand dupa instituirea tratamentului, prin urmare, unii autori
considera implicarea mecanismelor mediat imune in recuperarea rapida a trombocitelor
(Koster si colab., 2015). in studiile realizate de Furlanello si colab. (2005), Zygner si colab.
(2007), Fabisiak si colab. (2009) dar si in acest studiu, trombocitopenia a fost raporatatd la
99.5%, 97.7%, respectiv 95.24% (40/42 caini). Cu toate acestea, niciun cdine nu a prezentat
semne de hemoragie, fapt constatat si de Strobl si colab. (2020). Mai multe studii
demonstreaza ca sangerarea spontand nu este o complicatie frecvent intalnitd la cdinii infestati
cu babesioza in Europa, presupunand cd modificarile timpilor de coagulare si trombocitopenia
nu sunt relevante din punct de vedere clinic in cazul infestatiilor cu Babesia canis (Furlanello
si colab., 2005; Solano-Gallego si colab., 2011; Strobl si colab., 2020).

Unii autori considera ca exista posibilitatea ca in unele cazuri, anemia sd fie mascata
de deshidratare (Furlanello si colab., 2005). De asemenea, s-a observat ca la pacientii inclusi
in studiu, MCH a avut valori mai crescute decit limitele normale la 28.57% din cazuri
(12/42). Acest lucru este adesea raportat la céinii cu babesioza, deoarece valorile crescute ale
MCH sunt rezultate din hemoliza (Fabisiak si colab., 2009).

Leucopenia este asociata cu sindromul inflamator sistemic (Strobl si colab., 2020),
scaderea acestora poate fi consecinta sechestrarii lor in splina (Mathé si colab., 2006). 52.38%
dintre pacientii evaluati au prezentat leucopenie iar 38.1% au avut valori situate intre limitele
normale. Valori asemendtoare au fost obtinute si de Mathé si colab. (2006): 60% dintre
pacientii pozitivi cu Babesia canis au dezvoltat leucopenie.

Nivelurile ridicate ale ureei serice sunt frecvent identificate la clinii infestati cu
babesioza, avand cauze cresterea catabolismului proteic datoritd productiei de uree aparute
consecutiv hemoragiilor gastro-intestinale, fie datoritda sindromului febril (Reyers, 1992;
Lobetti si colab., 2001). Valorile crescute a transaminazelor si scaderea nivelului de albumina
sugereazd afectarea hepatica si renald, de tipul hepatitei centrolobulare cu hipoxie hepatica
(Green, 2006; Reddy si colab., 2016). Analizand rezultatele biochimice sangvine, am constatat
valori crescute ale parametrilor renali (BUN — 57.14%; 24/42), enzimelor hepatice (GGT —
59.52%; 25/42), fosfatazei alcaline (69.05%; 29/42) si ale bilirubinei totale (52.38%; 22/42).
De asemenea, Tabelul 7.4 prezintd valori normale ale creatininei (CRE — 76.19%; 32/42) sau
alanin aminotransferazei (ALT — 59.52%; 25/42), care au dus la o recuperare mai rapida a
pacientilor dupa administrarea de imizol.
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Tabelul 7.4/Table 7.4
Rezultatele analizelor de sange biochimice
Blood biochemistry tests results

Numar Valori Valori Valori Valori de Unitate
Parametru de probe . e de
. scazute normale crescute referinta o o
analizate ’ masura
0 13 29
ALP 42 (0%) (30.95%)  (69.05%) 20-150 U/L
0 25 17
ALT 42 (0%) (50.52%)  (40.48%) 10-118 U/L
0 20 22
42 .1-0. L
TBIL (0%) (4762%)  (s238%) 106 mo/d
2 16 24
BUN 42 476%)  (381%)  (57.14%) 2 mg/dL
0 32 10
CRE 42 (0%) (76.19%)  (23.81%) 0.3-1.4 mg/dL
17 25 0
TP 42 (10.48%)  (59.52%) 0%) 5.4-8.2 g/dL
20 21 1
42 2.3-5.2 L
GLOB 4762%)  (50%)  (238%) o o/d
0 19 23
GLU 42 0%) (45.20%)  (54.76%) 60-110 mg/dL
GGT 42 > 12 25 0-7 U/L

(11.90%)  (28.57%)  (59.52%)

Legenda: ALP — fosfataza alcalind; ALT — alaninaminotransferaza; TBIL — bilirubina total;
BUN - urea nitrogen; CRE — creatinind; TP — proteine totale; GLOB — globulind; GLU —
glucoza serica; GGT — Gama-glutamiltransferaza;

Legend: ALP — alkaline phosphatase; ALT — alanine aminotransferase; TBIL — total bilirubin;
BUN - urea nitrogen; CRE — creatinine; TP — total protein; GLOB — globulin; GLU — serum
glucose; GGT — Gamma-glutamyltransferase;

In formele complicate, valorile ureei si creatininei pot creste indicind sciderea
perfuziei renale ca rezultat al scaderii tensiunii arteriale, scaderea functiei miocardice si/sau
hipovolemie (Koster si colab., 2015). Hipoxia tisulara, hipotensiunea sistemica si
hemoglobinuria afecteaza rinichii reversibil, ducand la hiperfosfatemie si cresterea valorilor
ureei si creatininei (Strobl si colab., 2020). Concluziondm faptul cd o crestere a creatininei
serice de la 3.0 mg/dL la 5.0 mg/dL determind o scadere a ratei de supravietuire de la 80% la
40%, iar peste 6.0 mg/dL, rata de supravietuire este sub 20%, asa dupa cum mentioneaza si
Strobl si colab. (2020).
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Kules si colab. (2018) considerd mai potrivit termenul de disfunctie renala in cazul
pacientilor cu babesioza, decdt cel de insuficientd renald acutd. Disfunctia renald este
rezultatul unei leziuni glomerulare si a unei leziuni tubulare proximale.

Hiperglicemia este cauzatd cel mai adesea de cresterea mobilizarii glucozei si stres,
dar poate fi semnificativ crescutd si datorita cresterii secretiei de cortizol (Mizock , 1995;
Keller si colab., 2004). Iin contextul unei patologii precum babesioza, hiperglicemia nu este o
constatare surprinzatoare (Keller si colab., 2004), lucru identificat si in acest studiu, unde
54.76% dintre pacienti au avut valori crescute ale glucozei.

Jacobson (2006), Mathé¢ si colab. (2006), Goddard si colab. (2013) si Strobl si colab.
(2020) au exemplificat criteriile utilizate pentru definirea formei complicate a babesiozei
canine (sindromul inflamator sistemic si sindromul de disfunctie multipla de organe):
disfunctia renala (insuficienta renala acuta) — nivelul creatininei serice este crescut, in ciuda
terapiei cu fluide; pancreatita — enzimele pancreatice crescute (amilaza, lipaza) asociate cu
modificari ecografice in regiunea pancreatica, abdomen acut si voma,; hepatopatiile — cel putin
doud enzime hepatice crescute sau dublarea valorii enzimei ALT; sindromul inflamator
sistemic — prezenta a cel putin trei dintre urmatoarele modificari: temperatura rectala anormala
>39,2°C sau <37,8°C, frecventa cardiaca >140 batai/minut, frecventa respiratorie >40
respiratii/minut, numar de leucocite crescut (leucocitoza); forma cerebrala a babesiozei —
semne neurologice observate pentru prima datd in timpul evolutiei clinice a babesiozei ce nu
si-au revenit dupa terapia specifica, fiind exclusi cdinii cu istoric de epilepsie sau cei la care

valorile glicemiei erau scdzute. Goddard si colab. (2013) considera cd toate semnele
neurologice care nu pot fi atribuite niciunei alte patologii sunt cauza formei cerebrale a
babesiozei; sindromul de detresa respiratorie acuta — dispnee, sunete respiratorii modificate
(raluri crepitante), modificari la examenul radiologic al pulmonilor; anemie hemolitica

autoimuna — test Coombs pozitiv, sferocitoza, autoaglutinare in asociere cu valorarea
hematocritului scazuta sau in scadere; anemia hemoliticd autoimuna este exclusa daca
pacientul s-a recuperat fara terapia imunosupresoare; sindromul de disfunctie multipld de
organe — prezenta a cel putin doud dintre urmatoarele complicatii: insuficientd renald acuta,

hepatopatie, pancreatita, forma cerebrala a babesiozei, anemie hemolitica autoimuna.

Od

Figura 7.5 Test Babesia gibsoni-anticorpi — pozitiv
Figure 7.5 Babesia gibsoni-antibodies Test — positive
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Cele 42 de probe de ser au fost analizate folosind testele rapide SNAP 4DX (IDEXX)
si Babesia gibsoni-anticorpi (WellTest) pentru a identifica posibile co-infectii cu alti agenti
patogeni transmisi prin cdpuse. Coroborand rezultatele testelor serologice, am constatat
prezenta anticorpilor Babesia gibsoni in 2/42 probe de sange (Figura 7.5) si 0/42 probe
pozitive pentru infectiile cu Ehrlichia spp., Anaplasma spp. sau Borrelia spp.

Protocolul terapeutic

Principala terapie a babesiozei cuprinde medicamente antiprotozoarice,
antimicrobiene si terapie de sustinere (Ayoob si colab., 2010). Majoritatea studiilor realizate
in Europa care descriu tratamentele infestatiilor cu Babesia spp. la cini, au utilizat in
principal imidocarb dipropionat (Matjila si colab., 2005; Bajer si colab., 2014; Kalinowski si
colab., 2015; Eichenberger si colab., 2016; Leica si colab., 2017), aceasta substantd activa
fiind recomandata si in ghidurile ESCCAP (European Scientific Counsel Companion Animal
Parasites) pentru controlul bolilor vectoriale (Baneth, 2018).

Toti pacientii diagnosticati cu babesioza canind au urmat urmatorul protocol
terapeutic, dupa ce am primit acordul scris al proprietarilor:

@ Rehidratare cu clorura de sodiu (NaCl), in functie de gradul de deshidratare;

@ Administrare de sulfat de atropina (Atropind sulfurica 1%), in doza de 0.1-0.2 ml
si asteptare 10 minute sau hemisuccinat de hidrocortizon;

@ Administrarea de Imidocarb dipropionat (Imizol) in dozd de 6.6 mg/kg (Baneth,
2018);

@ Suplimente nutritive, vitamine.

O doza de imidocarb dipropionat 5-6.6 mg/kg in prima zi si in ziua 14 elimina
semnele clinice (Penzhorn si colab., 1995; Ayoob si colab., 2010), fiind dovedit si un efect de
protectie post-terapie de pana la 6 saptamani (Vercammen si colab., 1997). De asemenea, in
forma acuta si necomplicata a babesiozei canine, raspunsul terapeutic este rapid, constatandu-
se o crestere a productiei de hematii noi in 12-24 ore de la administrarea imidocarb
dipropionatului (Vial si colab., 2006).

Pacientii au fost monitorizati 30 de minute, pentru limitarea altor reactii adverse. Cele
mai Intdlnite reactii adverse, sunt cele parasimpatice dupd administrarea de imidocarb
dipropionat (Imizol), fiind reprezentate de: sialoree, varsaturi, slabiciune generala, tremuraturi
musculare, tahicardie, dispnee (Ayoob si colab., 2010). Aceste simptome pot fi prevenite prin
administrarea unei doze de sulfat de atropina. Kock si colab. (1991) a raportat un supradozaj
de imidocarb la un cdine, rezultand necroza hepatica si moarte.

In functie de rezultatele analizelor biochimice de singe, doza terapeutica de imizol a
fost administrata intr-o singurd doza sau in doud doze divizate, administratd in maximum 12
ore.

Doza terapeuticd fractionatd a fost administratd numai in anumite cazuri: pacienti
geriatrici, insuficienta hepatica sau renala, gestatie sau pacienti cu patologii cronice.
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O alternativa terapeutica a cazurilor rezistente sau recidivante a infestdrilor cu
Babesia canis este clindamicina, asociatd cu metronidazol si doxiciclina, insd eficacitatea
acestor produse a fost putin studiatd. Baneth (2018) recomandad utilizarea combinatiei
clindamicina (30mg/kg la interval de 12 ore), diminazen aceturat (3.5mg/kg intramuscular, o
singurd administrare) si imidocarb dipropionat (6mg/kg subcutanat, o singura adminsitrare)
pentru tratarea infestarii cu specia Babesia gibsoni rezistenta la terapia cu atovaquone.

Imbunititirea starii generale a pacientilor pozitivi cu babesiozi are loc de obicei in
24-72 de ore, dar unii cdini se pot vindeca in 4-7 zile. De aceea, este recomandat sa se
efectueaza monitorizarea continud a parametrilor hematologici pana cand acestia revin la
limitele normale.

La cainii infestati cu Babesia gibsoni, testele PCR trebuie efectuate la un interval de
60-90 de zile dupa tratamentul cu atovaquone si azitromicind, dupd cum mentioneaza si Irwin
(2014).

in cazul formei complicate a babesiozei, pe langa terapia specifica este nevoie de o
terapie de sustinere care constd in administrarea de fluide esentiald pentru mentinerea
volumului sangvin dar si de a corecta anomaliile acido-bazice si electrolitice (Green, 2006).

Transfuzia de sange este recomandatd pacientilor cu anemie severd, cu valoarea
hematocritului sub 20% si care prezintd semne clinice asociate anemiei: tahicardie, tahipnee,
slabiciune, puls slab si valori crescute ale lactatului (Ayoob si colab., 2010). Strobl si colab.
(2020) a realizat transfuzie de sange pacientilor cu hematocrit mai mic de 15%. Toti pacientii
inclusi in acest studiu, nu s-au incadrat in limitele pentru a fi supusi transfuziei sangvine.

Tabelul 7.5/Table 7.5
Formule de calcul utilizate in transfuzia sangvina
Calculation formulas used in blood transfusion
SANGE INTEGRAL:

HCT dorit—HCT actual
HCT donatorului

Volumul de singe necesar = k x greutatea animalului (kg) x

Constanta ”’k” = 90 1n cazul cainilor
60 1n cazul pisicilor
sau
Volumul de singe necesar = (HCT dorit — HCT actual) x greutatea animalului (kg) x 2ml

Rata de transfuzie: 0,25-1 ml/kg/h in primele 20 minute, dupa se poate creste la
3-4 ml /kg/h

CONCENTRAT ERITROCITAR:
10 ml/kg de concentrat eritrocitar va creste HCT primitorului cu aproximatic 10%
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Legenda: HCT — hematocrit; kg — kilograme; ml — mililitru; h — ora;
Legend: HCT — hematocrit; kg — kilograms; ml — mililiter; h — hour;

Referinte: Day, 2016; https://veterinaryjournalist.ro/totul-despre-transfuzia-de-sange-la-
animalele-de-companie/;

References: Day, 2016; https://veterinaryjournalist.ro/totul-despre-transfuzia-de-sange-la-
animalele-de-companie/;

Volumul de singe necesar a fost calculat utilizand una din formulele mentionate in
Tabelul 7.5, fiind necesare: greutatea pacientului, valoarea hematocritului actual, valoarea
hematocritului dorit, precum si valoarea hematocritului donatorului.

Tratamentul instituit de Leica si colab. (2017) céinilor cu babesioza s-a bazat pe doud
obiective principale: stabilizarea pacientilor si administrarea tratamentului specific (imidocarb
dipropionat) in momentul optim al statusului clinic. Pentru stabilizarea pacientilor, a folosit:
fluido-terapie (clorura de sodiu 0,9% doza 10-20 ml/kg — rehidratare, corectarea electrolitilor;
glucoza 5% doza Sml/kg — suport energetic; ringer lactat, doza 5 ml/kg — acidoza metabolica
sau uremie; duphalyte, dozd 5ml/kg — complex de vitamine si aminoacizi), antipiretice
(metamizol sodiu, doza 50mg/kg), antivomitive (maropitant, dozd 1mg/kg/zi; metoclopramid,
doza 0.2-0.5mg/kg administrat la 6-8 ore) si hepatoprotectoare (silimarind — conform
prospectului).

Strobl si colab. (2020) a utilizat un plan terapeutic asemanator, concentrandu-se pe
stabilizarea pacientilor si tratarea simptomelor, adaptind tratamentul in functie de fiecare
pacient: fluido-terapie (solutie Ringer sau Ringer Lactat), protectoare gastrice (omeprazol,
dozd 1mg/kg), antivomitive (maropitant, dozd 1mg/kg; ondansetron, doza 0.1-0.5 mg/kg),
analgezice (tramadol, doza 2-4 mg/kg; buprenorfina, doza 10-20 mg/kg).

7.4. Concluzii partiale

Studiul a fost realizat pe un lot de 42 de pacienti canini suspectati de babesioza, care
au fost consultati in Clinicile de Boli Parazitare si Medicina Interna din cadrul Facultatii de
Medicind Veterinara lasi. Cei mai afectati cini dintre cei studiati au fost cei de rasd comuna
sau mixtd — 40.48%, urmati de pechinezi — 11.9%, indiferent de varsta. Cele mai frecvente
semne clinice au fost: febra — 37/42 (88.1%), mucoase palide — 31/42 (73.8%) si
hemoglobinurie — 31/42 (73.8%).

Modificarile hematologice constatate — anemie moderata pand la severa (scaderea
numarului de eritrocite, a hematocritului si a hemoglobinei) si trombocitopenie — 40/42
pacienti canini, precum si modificéri ale parametrilor renali si hepatici, rezultate in urma
examenului biochimic al sangelui.

De asemenea, am identificat anticorpi Babesia gibsoni in 2/42 de probe de singe
pozitive la babesioza canina, care au aratat o forma moderata de infestare cu Babesia canis si
au raspuns la tratamentul cu Imidocarb dipropionat.
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In functie de rezultatele analizelor biochimice sangvine, doza terapeutica de imizol a
fost administrata in doza unica sau fractionata in doua doze, administrate intr-un interval de
maxim 12h.

Acest studiu s-a incheiat prin publicarea in Scientific Papers Journal - Veterinary
Series lasi, unui articol intitulat: ”Correlations regarding the diagnosis and the optimal
therapeutic protocol in canine babesiosis”, autori: Gabriela MARTINESCU, Lavinia CIUCA,
Constantin ROMAN, Raluca MINDRU, Andrei LUPU, Larisa IVANESCU, Dumitru
ACATRINEI, Olimpia IACOB, Liviu MIRON, 2021.
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CAPITOLUL 8: PREVALENTA INFESTATIEI CU CAPUSE LA CAINI
CHAPTER 8: PREVALENCE OF TICK INFESTATION IN DOGS

8.1. Introducere

Animalele de companie joacd un rol important In raspandirea speciilor de cdpuse
autohtone si transmiterea agentilor patogene la alte animale si om (Buczek si colab., 2021).
De obicei, cainii sunt infestati de capusele adulte (Foldvari si colab., 2005; Dutto si colab.,
2009), mai putin de nimfe (Foldvari si colab., 2005; Dutto si colab., 2009; Estrada-Pefa si
colab., 2017) si sporadic de larve (Dutto si colab., 2009; Hansford si colab., 2016; Manilla,
1998; Kumsa si colab., 2011; Saleh si colab., 2019). Cele mai frecvente zone infestate de
capuse sunt capul (zona urechilor, ochii si botul), picioarele si gatul (Dutto si colab., 2009;
Lorusso si colab., 2010; Wright si colab., 2018), iar frecventa atasarii capuselor este asociata
cu rasa si temperamentul cdinilor (Lorusso si colab., 2010).

Capusele care se atageaza de caini diferd in functie de activitatea sezoniera a speciilor
implicate. Aceste modele de activitate sunt sustinute de studii anterioare, in care a fost
examinata activitatea sezonierd a capuselor colectate de pe gazde sau din habitatele naturale
(Lengauer si colab., 2006; Dautel si colab., 2008; Kohn si colab., 2011; Cull si colab., 2017).

Infestarea cainilor cu capuse, in special cu specia Dermacentor reticulatus, a crescut
in ultimii ani in anumite parti ale Europei (Heile si colab., 2006; Beck si colab., 2014). Iernile
mai calde dar si sezoanele prelungite de toamna si primavara, determina extinderea distributiei
de capuse la altitudini crescute dar si 1n latitudinea nordica (Beugnet si colab., 2013; Dantas-
Torres, 2015). D. reticulatus poate fi activa in lunile ianuarie si februarie, la scurt timp dupa
disparitia stratului de zapada (Karbowiak, 2014).

Dermacentor reticulatus apare in areale caracterizate prin tipuri variate de clima,
vegetatie si o mare disponibilitate a potentialelor gazde, prezentdnd prin urmare, o plasticitate
ecologica si adaptabilitate ridicatd la conditiile periodice adverse (Zajac si colab., 2020).
Aceasta specie a fost identificata in vestul Siberiei precum si in stepele Ucrainei si a Rusiei a
continentului european, unde clima temperata se caracterizeaza prin valori extrem de crescute
ale temperaturii anuale si precipitatii anuale scazute (Rubel si colab, 2016; Miller, 2019).

Cull si colab. (2018) considera ca specia Ixodes ricinus urmeaza un model sezonier
similar in fiecare an, desi poate exista o variatie a maximului de activitate in lunile mai, iunie
si iulie, In functie de an. De asemenea, autorii au mai fost observatd o crestere a activitatii in
lunile de toamna.

Modelele spatio-temporale predictive privind abundenta capuselor pot fi importante
pentru a reduce incidenta bolilor transmise de cdpuse (Hartemink si colab., 2015; Sgroi si
colab., 2021). De asemenea, relatia dintre temperatura si stadiile de dezvolatare a capuselor nu
este liniara (Hollingsworth si colab., 2015).
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Scopul acestui studiu a fost de a determina prevalenta infestatiilor cu capuse colectate
de la pacientii canini, pentru a evalua o posibild schimbare a perioadelor de activitate a
speciilor.

8.2. Materiale si metoda

Studiul a fost realizat In perioada 2017-2021 in cadrul Clinicii de Boli Parazitare si a
Departamentului de Urgente a Facultitii de Medicind Veterinara lasi. In aceastd perioada au
fost examinati 411 cdini de diferite rase, cu varsta cuprinsd intre 2 luni si 18 ani, ce s-au
prezentat pentru diverse investigatii paraclinice.

Dupa realizarea examenului clinic general, am constat prezenta capuselor atasate la un
numar de 189 de pacienti canini (45.99%). Au fost indepartate cu ajutorul unor dispozitive
speciale un numar de 435 cédpuse, ce au fost puse individual in functie de animal in tuburi
eppendorf (2ml-5 ml), in alcool etilic cu concentratia 70% si numerotate, pana la identificarea
morfologica.

Identificarea morfologica s-a realizat in doua etape: in cadrul Departamenului de Boli
Parazitare a Facultitii de Medicind Veterinara lasi si in Departamentul de Medicina
Veterinara si Productie Animala din Napoli, Italia, utilizand chei taxonomice standard
(Estrada-Pena si colab., 2004; Dantes-Torres si colab., 2013), precum si stereomicroscoapele
Leica M250c (Figura 8.1) si Zeiss Stemi 305 (Figura 8.2).

Figura 8.2 — Stereomicroscop
Figura 8.1 — Stereomicroscop Leica M250c Zeiss Stemi 305
Figure 8.1 — Leica M250c stereomicroscope Figure 8.2 — Zeiss Stemi 305
stereomicroscope

O parte dintre capusele identificate (n = 182 — capitolul 5; n = 99 — capitolul 6) au fost
utilizate pentru detectia unor agenti patogeni, rezultate prezentate in capitolele anterioare.
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8.3. Rezultate si discutii

In urma centralizarii datelor, in perioada 2017-2021 au fost examinati 411 caini de
rase si varste diferite, fiind identificate un numar de 435 capuse pe 189 de caini (45.99%), in
urma examenului clinic general (Figura 8.3).

Capusele colectate au fost predominant adulte (99.54%), cu statusul de hranire diferit.
Acest aspect a fost observat si de alti autori (Foldvari si colab., 2005; Eichenberger si colab.,
2015; Dumitrache si colab., 2014), unde peste 90% dintre capusele colectate de pe caini au
fost adulte. Explicatia acestor rezultate fiind dat de imposibilitatea observarii macroscopice a
nimfelor si larvelor in timpul examindrii clinice.

Caini examinati: 411

Caini infestati cu capuse: 189

Capuse identificate pe ciini: 435

0
45.99% Ixodes Dermacentor | Rhipicephalus
ricinus reticulatus sanguineus

Figura 8.3 Structura studiului
Figure 8.3 Study design

Morfologic, am identificat trei specii de capuse, expuse si in Figura 8.4: Ixodes ricinus
(41.6%; 181/435), Dermacentor reticulatus (57.7%; 251/435) si Rhipicephalus sanguineus
complex (0.69%; 3/435).

Ciinii pot fi infestati cu extrem de multe specii de capuse. Un astfel de exemplu este
raportat in Rusia, unde Livanova si colab. (2018) au detectat 11 specii de cdpuse, din patru
genuri: Ixodes, Dermacentor, Rhipicephalus si Haemaphysalis..

in sud-estul Roméniei, Dumitrache si colab. (2014) au identificat sase specii de
capuse atasate pe cdini: cea mai frecventa specie a fost R. rossicus (95.6%), urmata de specia
D. reticulatus (3.2%), 1. ricinus (0.5%), H. marginatum (0.3%), R. sanguineus s.1. (0.2%) si I.
crenulatus (0.1%).

In zonele endemice din Europa centrala, Dermacentor reticulatus prezinti o frecventd
comparabila cu Ixodes ricinus la caini: 45% din capuse in Germania (Beck si colab., 2014) si
49% din capuse in Ungaria (Foldvari si colab., 2005). Rhipicephalus sanguineus a avut o
prevalenta de 0.1% in studiul lui Beck si colab. (2014), valoare apropiatd cu cea raportatd in
studiul prezent.
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Capusele ce apartin genurilor Ixodes si Rhipicephalus sunt cele mai raspandite in
Italia, conform Maurelli si colab. (2018). Autorii studiului au identificat o prevalenta a speciei
Rhipicephalus sanguineus de 27.5% la cainii din Nordul Italiei si 36.1% la cei din regiunile
centrale si sudice, in timp ce prevalenta speciei Ixodes ricinus a fost de 25.6% in regiunile din
Nordul Italiei si doar 10.8% la cainii din centrul si Sudul tarii. Doar cativa caini au fost
infestati cu specia Dermacentor spp. (0.6%).

Abdullah si colab. (2016) au realizat un studiu privind speciile de capuse ce infesteaza
cainii in Regatul Unit al Marii Britanii, identificand la cainii care nu au parasit tara in ultimele
doua saptamani speciile: Ixodes ricinus (89.2%), Ixodes hexagonus (9.8%), Ixodes canisuga
(0.78%), Haemaphisalys punctata (0.05%) si Dermacentor reticulatus (0.17%). Cainii ce au
parasit tara in ultimele doua sdptamani au fost infestati cu una din urmatoarele specii: 1xodes
ricinus (67.4%), Dermacentor variabilis (2.3%) si Rhipicephalus sanguineus (30.2%),
amplificand astfel ingrijorarile privind importul de cépuse prin indermediul animalelor de
companie care caldtoresc in zone endemice.

0,69%

® |. ricinus
mD. reticulatus
R. sanguineus

Figura 8.4 Reprezentare grafica a speciilor de capuse identificate morfologic
Figure 8.4 Graphical representation of morphologically identified tick species

Raileanu si colab. (2018) au colectat capuse din 13 puncte distribuite in zona urbana
lasi, identificind trei specii de capuse: Ixodes ricinus cu o prevalenta de 95.3%,
Haemaphysalis punctata — 3.9% si Dermacentor reticulatus — 0.8%. Rezultate asemanatoare
au constatat si Pavel si colab. (2014), prevalenta speciei Ixodes ricinus fiind cea mai crescuta
(92.39%), urmata de Haemaphysalis punctata (6.94%) si Dermacentor reticulatus (0.59%).

Conform rezultatelor obtinute, relatate in Figura 8.5, Dermacentor reticulatus a fost
specia dominantd, cu doud varfuri ale activitatii primavara, in lunile martie (52 exemplare: 21
masculi; 31 femele), aprilie (138 exemplare: 53 masculi; 85 femele) si toamna — septembrie
(19 exemplare: 10 masculi; 9 femele), octombrie (9 exemplare: 6 masculi; 3 femele). Duscher
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si colab. (2013) a observat aceeasi frecventa a activitatii speciei, primavara si toamna tarziu.
De asemenea, in acest studiu am constatat 2 exemplare D. reticulatus masculi, in luna
ianuarie, In afara perioadei normale de activitate.

Rezultate asemanatoare au fost publicate si in studiul realizat de Mierzejewska si
colab. (2015): masculii speciei D. reticulatus au constituit majoritatea capuselor colectate de
pe caini 1n timpul iernii, iar Dautel si colab. (2008) au colectat cateva capuse adulte nehranite
de pe vegetatie, in lunile ianuarie si februarie.

Dermacentor reticulatus

90 A
80
£ 70 [ \
L od
9 60 [\
2 17"\
i ¥ 77—\
- 7/ \\
£ 10 / \
z 0 N~ A
-10
lan | Feb | Mar | Apr | Mai | lun | lul | Aug | Sept| Oct | Noi | Dec
= Masculi| 2 3 21 | 53 7 0 0 0 10 6 0 0
=—Femele | 0 3 31 | 8 | 15 3 0 0 9 3 0 0

Figura 8.5 Prevalenta speciei Dermacentor reticulatus
Figure 8.5 Prevalence of Dermacentor reticulatus species

Cea mai comuna specie de cdpuse identificatd la cdinii din Rusia a fost speciei
Dermacentor reticulatus, cu o prevalenta de 40.7%, urmata de speciile Ixodes ricinus (12.1%)
si R. sanguineus (11.3%) (Livanova si colab., 2018).

Ixodes ricinus este mai activ decat D. reticulatus din aprilie pana in octombrie, iar
Dermacentor reticulatus a fost mai frecvent identificat decat I. ricinus din ianuarie pana in
martie, si din septembrie pand 1n noiembrie (Beck si colab., 2014), aceste date fiind in
concordanta si cu rezultatele studiului nostru.

Conform studiului realizat de Pavel si colab. (2014) in lasi, activitatea sezonierd a
capuselor nehranite, a prezentat un model bimodal, cu varfuri ale activitatii primavara si
toamna, astfel: Dermacentor reticulatus a inregistrat primul varf in martie, scazand
urmatoarele luni si incetand activitatea pe timpul verii iar specia Ixodes ricinus a prezentat
activitate maximd in lunile aprilie si mai.

Activitatea speciei Ixodes ricinus identificata in studiul nostru, prezinta trei varfuri de
activitate, cu un trend descendend in lunile mai reci (Figura 8.6). Astfel, cea mai intensa
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perioada este identificatd in lunile de primavara (martie, aprilie), urmata de o scadere in luna
mai. Al doilea varf este constatat in luna iunie iar cel de-al treilea, in lunile septembrie si
octombrie. in general, Ixodes ricinus este absent in lunile de iarna (Mierzejewska si colab.,
2015), dar accidental, se poate observa prezenta acestor specii si in lunile cu temperaturi
scazute, asa cum am identificat si noi in acest studiu, o singura capusa in luna ianuarie.

In zona urbana a municipiului Cluj, activitatea larvelor Ixodes ricinus este unimodala,
incepand cu luna mai, in timp ce nimfele si adultii prezinta o activitate bimodala, observandu-
se o activitate crescuta din aprilie pana in iunie (Borsan si colab., 2020).

Rezultatele obtinute de Foldvari si colab. (2005), Ixodes ricinus si Dermacentor
reticulatus au fost active tot timpul anului, cu exceptia lunilor iulie si decembrie. In studiul
realizat in Nord-Estul Germaniei, Beck si colab. (2014) au constatat faptul ca Ixodes ricinus
poate fi gasit pe tot parcursul anului, cu exceptia lunii ianuarie, iar specia D. reticulatus nu
prezintd activitate in luna iulie.

Ixodes ricinus
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Figura 8.6 Prevalenta speciei Ixodes ricinus
Figure 8.6 Prevalence of Ixodes ricinus species

R. sanguineus este o specie des intdlnitd in regiunea mediteraneand, este importata
frecvent prin intermediul cainilor in tari din Nordul sau centrul Europei: Marea Britanie
(Jameson si colab., 2010; Tulloch si colab., 2017; Gillingham si colab., 2020), Germania
(Menn si colab., 2010; Rohrig si colab., 2011; Schifer si colab., 2019) Olanda, Danemarca,
Elvetia (Buczek si colab., 2021), Belgia (Claerebout si colab., 2013). Mai putin frecvent,
aceasta specie poate fi transferatd si din alte tari endemice, de exemplu, Republica
Dominicana (Dongus si colab., 1996) sau Sudan (Buczek si colab., 2021).
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Studiul prezent a identificat o prevalenta redusa a speciei Rhipicephalus sanguineus
complex, de doar 0.69% din totalul capuselor colectate de pe cdini, astfel: o larva colectatd in
luna aprilie, o nimfa si o femeld Tn luna mai, conform Tabelului 8.1.

Maurelli si colab. (2018) au observat un varf de infestare al capuselor Rhipicephalus
sanguineus in timpul primaverii si verii, fiind colectate de pe caini in toate lunile anului. In
Ucraina, R. sanguineus a fost identificata la cdinii de pe coasta Marii Negre si a Marii Azov,
ocazional a mai fost raportatd la pisici si vulpi (Nebogatkin, 2013; Rogovskyy si colab.,
2017).

in Albania, prevalenta speciei R. sanguineus identificata la caini a fost 8.1%, iar cea a
speciei Ixodes ricinus de doar 0.8% (Shukullari si colab., 2017).

Rhipicephalus sanguineus s.I. a fost identificatd la ciinii din Spania cu cea mai
crescuta prevalentda (53%), urmata de specia Dermacentor reticulatus (9%), Ixodes ricinus
(9%) si |. hexagonus (4%). Adultii speciei R. sanguineus au fost observati tot timpul anului,
insa varful maxim al activitatii a fost in perioada martie-iulie (Estrada-Pefia si colab., 2017).

Tabelul 8.1/Table 8.1

Prevalenta speciei Rhipicephalus sanguineus complex colectate de la caini
Prevalence of Rhipicephalus sanguineus complex species collected from dogs

Specia o @ = o o o lotal
identificata _g '% E -E % = .g 2 % 'g é JE ;:;3
S 2 5 &8s5>5329285 58 g3
" 88 2 < < 3 5 5 8
- w O Z2 A
R.sanguineus M 0 0 O O O O O O O O O O 0
complex F 0 0 0 0 1 0 O O O o0 0 O 1
N 0O 0 0 0 1 0 0O O O o0 0 O 1
L 0 0o 0 1. 0 0 0O O O O 0 O 1
o 0o 0 1. 2 0 0 O O O O O 3

Legenda: M — masculi; F — femele; N — nimfe; L — larve;
Legend: M —male; F —female; N — nymfs; L — larvae;

Intensitatea infestarilor cu cdpuse variazd intre una si 78 cdpuse/cdine (Foldvari si
colab., 2005).

Consecutiv examenului clinic al pacientilor, am constatat faptul cd cei mai multi
pacienti canini — 41.2% (78/189) erau infestati cu o singurd capusa, 23.3% (44/189) au fost
infestati cu doud capuse iar 20.6% (39/189) cu trei capuse. De asemenea, la 2/189 (1.1%)
dintre pacienti am identificat infestatii crescute, cu mai mult de zece capuse, asa cum reiese
din datele prezenate In Tabelul 8.2. Dumitrache si colab. (2014) a identificat o prevalentd mai
mare a infestarilor cu o singura specie, aceasta fiind de 92.3%.
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Cea mai mare infestatie cu capuse observata de Eichenberger si colab. (2015) a fost de
49 capuse pe un ciine, ce apartineau speciei Ixodes ricinus, insa 55.6% dintre cainii inclusi in
studiu au fost infestati cu o singura capusa.

Tabelul 8.2/Table 8.2
Prevalenta cdpuselor colectate de pe cdini In urma examindrii clinice
Prevalence of collected ticks from dogs after clinical examination

Nr.

capuselor

prezente

pe ciine
lan. 3 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Feb. 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Mar. 14 9 5 2 1 0 1 0 0 0
Apr. 34 17 16 8 5 1 0 1 0 2
Mai 4 2 3 0 1 1 0 0 0 0
lun. 6 5 3 2 0 0 1 0 0 0
lul. 4 1 0 0 0 0 0 0 0 0
Aug. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sept. 5 6 4 0 1 0 0 0 0 0
Oct. 6 3 2 0 1 0 0 0 0 0
Noi. 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Dec. 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
78 44 39 12 9 2 2 1 0 2

Legenda: nr. — numar; ian. — ianuarie; feb. — februarie; mar. — martie; apr. — aprilie; iun. —
iunie; iul. — iulie; aug. — august; sept. — septembrie; oct. — octombrie; noi. — noiembrie; dec. —
decembrie;
Legend: nr. — number; ian. — January; feb. — February; mar. — March; apr. — April; iun. — June;
iul. — July; aug. — August; sept. — September; oct. — Octomber; noi. — November; dec. —
December;

in urma identificarii cipuselor am observat faptul ca la 111/189 (58.7%) pacientii de
pe care am colectat mai mult de doua capuse, am intalnit ambele specii (Ixodes ricinus +
Dermacentor reticulatus) la 20.7% (23/111) caini sau doar o specie, astfel: Ixodes ricinus —
32/111 (28.8%) si Dermacentor reticulatus — 56/111 (50.5%), date prezentate in Tabelul 8.3.
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Beck si colab. (2014) a observat o singurd specie de capuse la 52.2% caini, doua
specii de capuse la 33.9% si trei specii la 13.9%. Infestatii mixte au mai fost constate si de
Maurelli si colab. (2018) la 24 caini.

Infestarea cainilor cu o singura specie, fie Ixodes ricinus, fie cu Dermacentor
reticulatus a fost observatd la 46.8%, respectiv 38.7% dintre cdini, iar infestarea mixta
determinatd de aceste doud specii a fost observata la 7.7% dintre céini (F6ldvari si colab.,
2005), valori mai scazute spre deosebire de rezultatele obtinute in studiul nostru.

Co-infestarea cu speciile Ixodes ricinus si Dermacentor reticulatus a fost identificata
la 8/249 caini intr-un studiu realizat in Elvetia (Eichenberger si colab., 2015).

In Romania, Dumitrache si colab. (2014) au observat cinci co-infestiri la caini cu
doua specii de capuse (R. rossicus + D. reticulatus; D. reticulatus + I. ricinus; R. rossicus + R.
sanguineus s.l.) si doud co-infestari cu trei specii de capuse (R. rossicus + D. reticulatus + I.
ricinus; R. rossicus + R. sanguineus s.l. + H. marginatum).

Tabelul 8.3/Table 8.3
Prevalenta infestarilor si a co-infestarilor cu capuse la caini
Prevalence of tick infestations and co-infestations in dogs

Specii identificate pe un singur pacient Numir/Procent
Ixodes ricinus 32 (28.8%)
Dermacentor reticulatus 56 (50.5%)
Ixodes ricinus si Dermacentor reticulatus 23 (20.7%)
JeNVANER  111/189 (58.7%)

in Europa, rolul cainilor in transmiterea speciilor de capuse autohtone si exotice a fost
investigatd de Germania (Abdullah si colab., 2016; Hansford si colab., 2016), Suedia (Jaenson
si colab., 2012), Elvetia (Eichenberger si colab., 2015), Ungaria (Foldvari si colab., 2005;
Foldvari si colab., 2007), Cipru (Tsatsaris si colab., 2016), Spania (Estrada-Pefia si colab.,
2017) si Portugalia (Dantas-Torres si colab., 2017). Oamenii pot de asemenea sa fie gazdele
unor specii de cdpuse, consecutiv caldtoriilor in tari exotice, aducand astfel specii noi
(Gillingham si colab., 2020).

Viitorul climei planetei este incert pe termen lung, prin urmare impactul schimbarilor
climatice asupra biodiversitatii si asupra bolilor transmise de cdpuse este imprevizibil. Unele
cauze si consecinte ale climei pot varia in timp si spatiu, unele fiind reversibile (Dantas-
Torres, 2015).

Aria geografica a multor specii de capuse depinde in principal de biologia si ecologia
speciilor specifice, precum si de factorii biotici si abiotici, deoarece fiecare specie are conditii
de mediu si biotopuri preferate care determind distributia geografici a acestora si in
consecintd, delimitarea zonele de risc pentru bolile transmise de cdpuse (Dutto si colab.,
2009).
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Relatia dintre temperaturd si stadiile de dezvolatare a cadpuselor nu este liniard
(Hollingsworth si colab., 2015). Temperatura si umiditatea relativa afecteaza rata capuselor de
cautare a gazdelor precum si cele de supravietuire (Lindgren si colab., 2006 ; Ruiz-Fons si
colab., 2012).

In padurile urbane din Nordul Europei, dinamica populatiei de larve si nimfe
apartinand speciei Ixodes ricinus sunt strans legate, existand date in literatura de specialite
privind activitatea sincrona, sugerand astfel o abundetd mai mare de capuse si In consecintd,
un risc mai mare de agenti patogeni ce pot infecta oamenii si animalele domestice (Cayol si
colab., 2017).

Comportamentul uman este, de asemenea, un factor determinant al protectiei
mediului, al sdnatatii umane si animalelor, avand drept exemplu evitarea habitatelor infestate
cu capuse de catre oameni ce ar putea schimba modelul de risc de transmitere al bolilor
(Dantas-Torres, 2015).

Zonele urbane si sub-urbane sunt tot mai frecvent afectate de expansiunea vectorilor
(Grochowska si colab., 2020; Oechslin si colab., 2017) datoritd interventiilor asupra mediului.
Totusi, zonele verzi din interiorul sau din jurul oraselor exercitd un efect pozitiv asupra
calitatii vietii si a sdnatatii umane (Cetin, 2015). Pandemia cu COVID-19 a aritat necesitatea
de a face orasele mai locuibile, dar si pericolul interactiunii stranse cu speciile de animale
salbatice, crescand astfel riscul expunerii la diversi agenti patogeni (Bellato si colab., 2021).

Efectele parazitismului cu cdpuse asupra animalelor de companie si ale proprietarilor
acestora pot fi limitate prin aplicarea periodica a diferitelor metode de protectie, recomandate
de medicii veterinari.

8.4. Concluzii partiale

Capusele colectate de pe caini au fost predominant adulte (99.54%), cu statusul de
hranire diferit, identificand morfologic trei specii de capuse: Dermacentor reticulatus (57.7%;
251/435), Ixodes ricinus (41.6%; 181/435), si Rhipicephalus sanguineus complex (0.69%;
3/435).

Specia Dermacentor reticulatus a fost dominanta, cu doud varfuri ale activitatii
priméavara, in lunile martie (52 exemplare: 21 masculi; 31 femele), aprilie (138 exemplare: 53
masculi; 85 femele) si toamna — septembrie (19 exemplare: 10 masculi; 9 femele), octombrie
(9 exemplare: 6 masculi; 3 femele). De asemenea, am constatat 2 exemplare D. reticulatus
masculi, in luna ianuarie, in afara perioadei normale de activitate.

A doua specie identificata Ixodes ricinus, prezinta trei varfuri de activitate, cu un
trend descendend in lunile mai reci, avand cea mai intensd perioada de activitate in lunile de

primavara (martie, aprilie), urmatd de o scadere in luna mai. Al doilea varf este constatat vara,
in luna iunie, iar cel de-al treilea toamna, in lunile septembrie si octombrie.

Prevalenta speciei Rhipicephalus sanguineus complex este redusa, de doar 0.69% din
totalul capuselor colectate de pe ciini, fiind activa in lunile aprilie si mai.
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Toate capusele din acest studiu se hrdneau in timpul colectarii, prin urmare,
posibilitatea de a transmite agenti patogeni gazdei a fost unul crescut si demonstrat in
capitolele anterioare, fiind un indiciu al patogenilor prezenti in comunitatea locala.

La examenul clinic al pacientilor, am constatat faptul ca cei mai multi pacienti canini
—41.2% erau infestati cu o singurd cédpusa, la 23.3% am observat doua cépuse, iar 20.6% trei
capuse. De asemenea, la pacientii canini de pe care am colectat mai mult de doud cépuse
(58.7%), am intalnit: fie ambele specii (Ixodes ricinus + Dermacentor reticulatus) la 20.7%
(23/111) caini, fie doar o specie, astfel: Ixodes ricinus — 32/111 (28.8%) si Dermacentor
reticulatus — 56/111 (50.5%).

Prevalenta crescuta a speciei Dermacentor reticulatus la caini explicd numeroasele
cazuri de babesiozd canind raportate in zona municipiului lasi iar identificarea speciei
Rhipicephalus sanguineus complex in aceasta zona, intareste ideea de a continua investigatiile
pentru a identifica rolul patogen asupra oamenilor si animalelor.
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CAPITOLUL 9: CONCLUZII FINALE

CHAPTER 9: FINAL CONCLUSIONS

Studiul a relevat prima identificare a speciei B. rossi la doi caini simptomatici din
Romania, desi sunt necesare studii suplimentare pentru a confirma prezenta acestui agent
patogen si a vectorului sdu in Europa si Romania si pentru a investiga competenta vectorului a
speciilor de capuse care ar putea actiona ca Vectori pentru acest agent patogen.

Studiul nostru a demonstrat, de asemenea, o prevalentd ridicatd a B. canis si 0
prevalenta scazuta a B. vogeli la cdini si la capusele acestora in partea de Est a Romaniei; prin
urmare, caracterizarea genetica a speciilor Babesia ar putea ajuta practicienii sa aleaga testele
si tratamentele adecvate si pentru intelegerea riscurilor de infectie, stiind ca B. canis este
considerat mai patogen decat B. vogeli. Mai mult, putem sublinia inca o datd importanta
caracterizarii moleculare a speciilor Babesia si a patogenitatii asociate la caini, sustinuta si de
date care releva prima descriere a unei noi specii de piroplasmid, Babesia negevi n. sp., la un
cdine cu o boala fatala in Sudul Israelului (Baneth si colab., 2020b) si, recent si in lordania
(Far si colab., 2021).

Rezultatele celui de-al doilea studiu au aratat importanta identificarii co-infectiilor la
cdinii infestati cu capuse si necesitatea unei monitorizari sporite a protocoalelor de prevenire a
infestarilor cu capuse la céini.

Chiar daca nu au fost detectate speciile Anaplasma si Ehrlichia in probele de sange si
de capuse analizate, consideram ca patogenitatea acestora este exprimatd datoritd semnalarii si
de alti autori (Matei si colab., 2017b; Hamel si colab., 2012; Morar si colab., 2015), iar datele
noastre se referd la un numar redus de probe.

Prima raportare a simbiontului Candidatus Midichloria mitocondrii in sangele cainilor
dar si in capusele colectate de pe acestia, confirma prezenta acestuia, necesitand astfel
investigatii suplimentare pentru a intelege mai bine rolul si posibilele implicatii asupra
animalelor si a sanatatii publice.

Prezenta boreliilor la ciinii confirmati cu babesioza intr-un procent de 22.7%, precum
si identificarea bacteriilor la capuse (12.9%), intareste starea de alertd necesara autoritatilor de
sanatate publicd cu privire la riscul aparitiei acestei boli zoonotice. Co-infectiile ar putea
complica diagnosticul si ar trebui studiate In continuare la animalele de companie.

Al treilea studiu a fost realizat pe un lot de 42 de pacienti canini suspectati de
babesioza, consultati in Clinicile de Boli Parazitare si Medicina Interna din cadrul Facultatii
de Medicind Veterinara lasi. Cei mai afectati caini dintre cei studiati au fost cei de rasa
comuna sau mixta — 40.48%, urmati de pechinezi — 11.9%, indiferent de varsta. Cele mai
frecvente semne clinice au fost: febra — 37/42 (88.1%), mucoase palide — 31/42 (73.8%) si
hemoglobinurie — 31/42 (73.8%).
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Modificarile hematologice constatate — anemie moderata pana la severa (scaderea
numarului de eritrocite, a hematocritului si a hemoglobinei) si trombocitopenie — 40/42
pacienti canini, precum si modificdri ale parametrilor renali si hepatici, rezultate Tn urma
examenului biochimic al sangelui.

De asemenea, am identificat anticorpi Babesia gibsoni in 2/42 de probe de singe
pozitive la babesioza canina, care au ardtat o forma moderata de infestare cu Babesia canis si
au raspuns la tratamentul cu Imidocarb dipropionat.

In functie de rezultatele analizelor biochimice sangvine, doza terapeutici de imizol a
fost administrata in doza unica sau fractionatda in doud doze, administrate intr-un interval de
maxim 12h.

In ultimul studiu, capusele colectate de pe caini au fost predominant adulte (99.54%),
cu statusul de hranire diferit, identificind morfologic trei specii de cdpuse: Dermacentor
reticulatus (57.7%; 251/435), Ixodes ricinus (41.6%; 181/435), si Rhipicephalus sanguineus
complex (0.69%; 3/435).

Specia Dermacentor reticulatus a fost dominantd, cu doua varfuri ale activitatii
primédvara, in lunile martie (52 exemplare: 21 masculi; 31 femele), aprilie (138 exemplare: 53
masculi; 85 femele) si toamna — septembrie (19 exemplare: 10 masculi; 9 femele), octombrie
(9 exemplare: 6 masculi; 3 femele). De asemenea, am constatat 2 exemplare D. reticulatus
masculi, in luna ianuarie, In afara perioadei normale de activitate.

A doua specie identificata Ixodes ricinus, prezinta trei varfuri de activitate, cu un
trend descendend in lunile mai reci, avand cea mai intensa perioada de activitate In lunile de
primavard (martie, aprilie), urmatd de o scadere n luna mai. Al doilea varf este constatat vara,
in luna iunie, iar cel de-al treilea toamna, in lunile septembrie si octombrie.

Prevalenta speciei Rhipicephalus sanguineus complex este redusa, de doar 0.69% din
totalul capuselor colectate de pe caini, fiind activa in lunile aprilie si mai.

Toate céapusele din acest studiu se hraneau in timpul colectdrii, prin urmare,
posibilitatea de a transmite agenti patogeni gazdei a fost unul crescut si demonstrat anterior,
fiind un indiciu al patogenilor prezenti in comunitatea locala.

La examenul clinic al pacientilor, am constatat faptul ca cei mai multi pacienti canini
—41.2% erau infestati cu o singura cédpusa, la 23.3% am observat doua capuse, iar 20.6% trei
capuse. De asemenea, la pacientii canini de pe care am colectat mai mult de doud capuse
(58.7%), am intalnit: fie ambele specii (Ixodes ricinus + Dermacentor reticulatus) la 20.7%
(23/111) caini, fie doar o specie, astfel: Ixodes ricinus — 32/111 (28.8%) si Dermacentor
reticulatus — 56/111 (50.5%).

Prevalenta crescutd a speciei Dermacentor reticulatus la céini explica numeroasele
cazuri de babesioza canind raportate in zona municipiului lasi iar identificarea speciei
Rhipicephalus sanguineus complex in aceasta zona, intareste ideea de a continua investigatiile
pentru a identifica rolul patogen asupra oamenilor si animalelor.
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ANEXA 1-LISTA ABREVIERILOR
ANNEX 1 - ABREVIATION LIST

uL — microlitru

um — micrometru

°C — grade Celsius

adm. — administrare

ADN - acidul dezoxiribonucleic

ALP — fosfataza alcalina

ALT — alaninaminotransferaza

BAS — bazofile

BUN — urea nitrogen

C.A. —cale de administrare

CK - creatin kinaza

CRE — creatinina

D. - Doza

D.T. — durata tratament

dL — decilitru

EDTA — acidul etilendiaminotetraacetic
ELISA — test imunoabsorbant legat de enzima
EOS — eozinofile

esant. — esantion

F — femele

GGT — Gama-glutamiltransferaza
GLOB - globulina

GLU — glucoza serica

h—ora

HCT — hematocrit

HGB — hemoglonina

I. — interval

IFAT — teste de imunofluorescenta indirecta
IM — intramuscular

IV — intravenos

kg — kilogram

L —larve

LYM - limfocite

M — masculi

MCH — hemoglobina eritrocitard medie
MCV - volum eritrocitar mediu
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mg — miligram

MODS - Sindromul de disfunctie multipla de organe

MON — monocite

N — nimfe

NEU — neutrofile

NN —nu e necesar

Nr. — numar;

Osp — proteine de suprafata specifice

PCR — reactia de polimerizare in lant (polymerase chain reaction)

PLT — trombocite

PO — per os

RBC — hematii

RT-PCR — reactia de polimerizare in lant cu detectie 1n timp real (reverse transcription
polymerase chain reaction)

SC — subcutanat

SIRS - Sindromul de raspuns inflamator sistemic

Spp. — specii

TBIL — bilirubina totala

TP — proteine totale

Ul — unitati internationale

WBC - leucocite
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