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INTRODUCERE

Timp de secole, rabia sau turbarea a starnit groaza publicului si totodata interesul
cercetatorilor, fiind o problema complexa si greu de rezolvat. Desi veche de secole, ea este
noud si astazi, reprezentdnd o amenintare grava atdt pentru animale, cdt si pentru oameni
deopotriva.

De-a lungul timpului, au fost Tncercate tot felul de metode de vindecare ale acestei boli,
unele mai ineficiente decat altele. Astfel, extirparea, cauterizarea cu fierul rosu sau cu soda
caustica a zonei muscate, scufundarea bolnavului intr-un rezervor CU apd rece, respectiv in ulei
cald, inghitirea de catre bolnavi a creierului sau al capului intreg al cdinelui turbat sau a salivei
acestuia, ,, taierea sub limba” sau aplicarea ,, puterii divine” sunt doar cdteva dintre cele mai
fanteziste propuneri si recomandari aplicate pdnd in zilele noastre.

Mai bine de jumatate din populatia globului traieste intr-o zond endemicd, iar mai mult
de 80% dintre decese apar in zonele rurale, unde accesul la campaniile de educatie pentru
sandtate i profilaxia post-expunere este limitat sau inexistent.

Din pdcate, nu a fost gasit un tratament eficace care sa vindece aceastd boald crunta
si cu toate ca, poate fi prevenita 100% prin intermediul vaccinarii, rabia cauzeaza anual in jur
de 60.000 de decese in randul oamenilor.

Cu toate ca, aceasta zoonoza se intdalneste foarte rar in randul oamenilor din tarile
dezvoltate, este o problema de sandtate publica fara precendent in Asia si Africa cu peste 95%
din cazurile fatale ale lumii.

Desi rabia este cunoscutd drept cea mai mortald zoonozd, fara posibilitate de
vindecare, in literatura au fost recunoscute 6 cazuri de rabie in randul oamenilor care au
supravietuit.

Astfel, unul dintre cele mai cunoscute si mediatizate cazuri este cel al unei fete din USA
care, dupa ce a fost zgariata de un liliac la degetul ardtator al mdinii stangi a supravietuit
rabiei fara instituirea unui profilaxii postexpunere. Dupa o lunda de la acest eveniment, fata s-
a prezentat la spital acuzdnd o stare de obosealda avansatd, parestezia mdinii stangi,
instabilitate, greatd, varsaturi si ataxie. Pe masura ce zilele treceau, semnele se agravau,
aparand vedere incetosata, slabiciunea piciorului stang, febra, vorbire incadlcita, nistagmus si
tremurdturi la nivelul mdinii stangi, hipersalivatie si deglutitie necontrolatd. In urma unei
anamneze mai amanufite, a fost suspicionatd rabia, in acest sens recoltandu-se ser, LCR, saliva,
fiind realizata §i o biopsie cutanatd, confirmandu-se prezenta anticorpilor antirabici in LCR
si ser. Intrucat era mult prea tarzie administrarea unui vaccin sau al imunoglobulinelor, a fost
instituitd coma, utilizandu-se un protocol foarte complex de terapie. Printre multitudinea de
substante, au fost utilizate ketamina si amantidina, cunoscute ca avind activitate in vitro
impotriva virusului rabic, 76 de zile mai tdrziu, fata fiind externatd. Recuperarea nu a fost una

10



completd, aceasta prezentdnd coreoatetoza bucolinguald constantd §i coreoatetozd
generalizata, distonie intermitenta si balism.

Pacienta a supravietuit doar prin imunitatea dobdndita in mod natural insd, nu pot fi
excluse si gravitatatea zgdrieturii (5 mm), dar si posibilitatea unei variante de virus mai slab
patogene sau al unui polimorfism de gazda rar. Tratamentul a fost instituit ulterior si altor
persoane diagnosticate cu rabie, insd fara nici un rezultat.

Din pdcate, rabia ramdne in continuare o amenintare globala grava, fiind inclusa in
lista bolilor tropicale neglijate a Organizatiei Mondiale a Sanatatii si data fiind importanta
sanitarda si economicd a zoonozei, aceasta necesita o coordonare trans-sectoriala stransa la
nivel regional, national si global.

Numeroase organizatii luptd pentru eliminarea rabiei, in acest sens Organizatia
Mondiald a Sanatatii alaturi de Oficiul International de Epizootii, Organizatia pentru
Alimentatie si Agricultura a Natiunilor Unite si Alianta Globala pentru Controlul Rabiei
stabilind un obiectiv global ,, mortalitate zero a rabiei umane pana in anul 2030.

Instituirea unor programe intensive prin distributia de momeli vaccinale ce a vizat
rezervorul silvatic vulpea, a dus in ultimele decenii la eradicarea rabiei in vestul Europei,
singurele metode eficiente n a intrerupe ciclul infectios intre animale si oameni fiind
reprezentate de cdtre vaccinarea in masa al animalelor de companie si vaccinarea orald a
vulpilor.
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INTRODUCTION

For centuries, rabies has terrified the people and has risen the interest of scientist,
being a complex and hard to resolve problem. Although centuries old it is still new and
represents a dangerous threat for both animals and people.

During time, different methods for curing this disease have been tried, some more
inefficient than others. This way, extirpation, red iron burning or putting caustic soda on the
bite wound, submerging the ill in cold water or hot oil, swallowing the brain or the entire head
of the mad dog, cutting under the tongue or “divine power™ are just some of the most outrageous
proposals until nowadays.

More than half of the entire world’s populations lives in an endemic area and more
than 80% of death occur in rural areas where access to education campaigns regarding health
and post exposure prevention are limited or non existent.

Unfortunately, an efficient cure has not yet been discovered and although the disease
can be 100% prevented by vaccination, each year there are around 60.000 human deaths.

Although this zoonosis is rarely found in people from developed countries, it is a health
problem without precedent in Asia and Africa where more than 95% of world’s fatal cases are
found.

Although rabies is known to be the deadliest zoonosis, in literature, 6 cases of people
who have survived are found.

One of the most known and publicized cases is the one of a girl from USA who, after
she was scratched on the index finger of the left hand by a bat, survived without post exposure
prevention. After one month from the time of the scratch the girl presented herself at the hospital
with advanced fatigue, lack of stability, numbing in the left hand, sickness, vomiting and ataxia.
Days were passing by and the symptoms were getting worse, with fever, hypersalivation,
nystagmus and weakness in her left leg. After a thorough exam, rabies has been considered and
samples were taken from skin and cerebrospinal liquid confirming the antibodies presence.
Because it was already too late to use a vaccine, coma was induced using a very complex
therapy protocol. In the multitude of substances, ketamine and amantidine were used, known to
have a in vitro activity against rabies virus, 76 days later the girl being discharged from the
hospital. The recovery was not a complete one, constant buccolingual choreoathetosis with
generalized choreoathetosis and ballismus being reported.

The patient has survived by natural acquired immunity alone but we cannot exclude the
gravity of the scratch (5mm) and also the possibility of a less pathogenic virus variety or a rare
host polymorphism. After this incident, the treatment was used in other people as well, but
without any results.
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Unfortunately, rabies remains a serious global threat being included in the tropical
neglected diseases by the WHO and considering it's sanitary and economic importance, it
requires a tight trans-sectorial coordination at regional, national and global level.

Numerous organizations are fighting to eliminate the disease and for this, World
Health Organization next to World Organisation for Animal Health, Food and Agriculture
Organization of the United Nations and Global Alliance for Rabies Control, have established
a global objective of “zero human deaths by 2030°.

By using intensive programs regarding the distribution of vaccine baits targeting wild
foxes, during the last decades rabies has been eradicated from the west of Europe, the only
effective methods for braking the infectious cycle between animals and people being mass
vaccinations of pets and oral vaccinations of foxes.
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REZUMAT

Cuvinte-cheie: analiza filogenetica, anticorpi antirabici, NGS, rabie, secventiere.

Teza de doctorat intitulata , Cercetari privind metodologia de diagnostic,
supraveghere, prevenire si control in rabie” cuprinde 199 de pagini si conform normelor in
vigoare este structuratd In doud parti principale: prima parte, intitulata ,, Stadiul actual al
cunoagterii” care cuprinde 18 pagini si partea a doua ,, Contributii personale”, extinsa pe 133
pagini, la care se adauga cuprinsul, introducerea, rezumatul, bibliografia aferenta si anexele.

Prima parte, ,,Stadiul actual al cunoasterii” cuprinde doua capitole, ce descriu succint
caracterele etiologice si epidemiologice, dar si metodologia de diagnostic, supraveghere,
control si eradicare a infectiei rabice la animale, cu ultimele actualizari in domeniu din literatura
de specialitate atat din strainatate, cat si din tara noastra.

Partea a doua ,, Contributii personale” este structurata in 9 capitole, fiecare prezentand
detaliat rezultatele ntreprinse pe durata studiilor doctorale, ultimul dintre acestea sintetizand
concluziile finale aferente cercetarilor obtinute.

Pentru realizarea tezei de doctorat, 59 de probe de creier (38 din nord-estul Romaniei
si 21 din Republica Moldova), 72 de mandibule de vulpi din judetele Moldovei, 392 de probe
reprezentate de lichid toracic provenite de la vulpi si 312 de probe (seruri si lichid toracic)
provenite de la mistreti au fost luate in studiu.

CAPITOLUL 1II ce reda ,,Scopul, obiectivele tezei de doctorat si cadrul organizatoric
al cercetdrilor” descrie pe scurt institutiile si cadrele organizatorice in care s-au desfasurat
cercetarile tezei de doctorat, alaturi de scopul si obiectivele propuse.

Tinand cont de importanta bolii, dar si de putinele cercetari realizate pana in prezent in
tara noastra, cat si de lipsa informatiilor privind Republica Moldova (a doua tara luata in studiu),
cercetdrile Intreprinse in cadrul tezei, au avut ca scop realizarea unei anchete epidemiologice a
cazurilor de rabie din nord-estul Romaniei, dar si din Republica Moldova vizand o perioada de
7 ani, pentru o buna intelegere a situatiei actuale, dar si pentru stabilirea unei prevalente fidele
a bolii in randul animalelor domestice si salbatice. Un alt obiectiv a fost acela de a realiza un
studiu epidemiologic molecular, prin efectuarea unei analize filogenetice a tulpinilor de virus
rabic din zona de studiu, cu scopul de a urmari circulatia, distributia, evolutia virusului rabic,
alaturi de mecanismele moleculare ale adaptarii virale.

CAPITOLUL 1V intitulat ,,Investigatii epidemiologice privind prezenta si prevalenta
infectiei rabice la animale in nord-estul Romdniei si in Republica Moldova”, prezinta
rezultatele obtinute In urma anchetei epidemiologice efectuate pentru perioada 2010-2016, ce
au vizat cele 8 judete ale regiunii Moldova, respectiv Republica Moldova, obtinand o privire de
ansamblu a situatiei cazurilor pozitive de rabie.

Astfel, prevalenta cazurilor pozitive de rabie la animalele domestice, raportata la cele
781 de probe primite la laborator cu suspiciunea de rabie, Tn perioada 2010-2016 in nord-estul
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tarii noastre a fost de 24,07%. Specia domesticd cea mai afectatd a fost reprezentatd de catre
bovine cu un total de 103 cazuri (13,19%); cele mai multe cazuri pozitive de rabie la animalele
domestice au fost confirmate pe raza judetului Iasi cu un total de 48 de cazuri (6,14%).
Prevalenta cazurilor pozitive de rabie la animalele sdlbatice, raportata la cele 1314 probe pentru
aceeasi perioada luatd in studiu a fost de 23,05%. Cele mai afectate au fost vulpile cu un total
de 284 de cazuri (21,61%); cele mai multe cazuri pozitive de rabie la animalele salbatice au fost
raportate in judetul Suceava cu un total de 93 de cazuri (7,07%).

In ceea ce priveste situatia cazurilor de rabie din Republica Moldova, din totalul celor
1150 de probe provenite de la animalele domestice din perioada 2010-2016, 573 au fost
pozitive, iar diferenta de 577 negative, Inregistrandu-se o prevalentd totala de 49,82%. Cele mai
multe cazuri au fost confirmate la bovine cu un total de 255, reprezentand 22,17%. Din totalul
celor 305 probe provenite de la animalele silbatice din Republica Moldova, 191 au fost
confirmate pozitive si 114 negative, Inregistrandu-se o prevalenta totald de 62,62%. Specia
salbatica cea mai afectata a fost vulpea, cu un total de 158 de cazuri pozitive (51,80%).

CAPITOLUL V ,Confirmarea diagnosticului de rabie prin metoda de
imunofluorescenta directd” a avut ca scop reconfirmarea diagnosticului de rabie al probelor
colectate pentru studiul nostru, Tnaintea caracterizarii moleculare a acestora, in vederea corelarii
rezultatelor, dar si de a evidentia conjugatul optim in vederea obtinerii de rezultate precise si
valide, fiind testate Tn acest sens 3 conjugate prin comparare.

Astfel, din totalul celor 59 de probe retestate, 43 dintre acestea au fost pozitive si 16
negative la tehnica de IFD. Probele DR1016, DR1199, DR1202, DR1344, DR1354 si DR1355,
considerate pozitive in cadrul laboratoarelor din cadrul cédrora au fost colectate, in urma
testarilor noastre, acestea au fost negative, atat la IFD, cat si la tehnicile ulterioare (RTCIT, RT-
PCR conventional, Real time qRT-PCR, nefiind detectat ARN viral).

Rezultatele noastre subliniaza importanta utilizarii unui conjugat calitativ in stabilirea
unui diagnostic corect si precis. In majoritatea cazurilor, calitatea probelor de testat alaturi de
cea a conjugatului implementat au o importantd majord in obtinerea unui rezultat valid,
nerespectarea acestor recomandari ducand la posibilitatea aparitiilor de rezultate fals pozitive
sau fals negative. Chiar daca, un rezultat fals pozitiv nu are consecinte severe, unul fals negativ
in schimb, poate avea consecinte tragice atunci cand sunt implicate si victime umane.

Tn cadrul studiului comparativ privind cele 3 tipuri de conjugate utilizate, cele mai bune
rezultate au fost obtinute cu ajutorul conjugatului Bio-Rad, rezultate superioare celorlalte doua,
acesta oferind o intensitate crescutd a semnalului fluorescent si un fundal intunecat, fiind capabil
sa identifice antigenul viral in 100% din campurile microscopice examinate Tntr-un numar
crescut de probe.

Capitolul VI,,Confirmarea diagnosticului de rabie prin tehnica de izolare a virusului
rabic pe culturi celulare (RTCIT)” este structurat pe 3 subcapitole si a avut ca scop confirmarea
diagnosticului de rabie prin intermediul RTCIT, ca metoda alternativa pentru proba biologica
pe soareci, de a evidentia linia celulara optima, dar si sistemul ideal in vederea izolarii, respectiv
multiplicarii virusului rabic.

Astfel, cercetérile intreprinse in cadrul subcapitolului ,,Izolarea virusului rabic pe
culturi celulare (RTCIT) ca metoda alternativi pentru proba biologici pe soareci” au fost
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realizate pentru toate cele 59 de probe luate in studiu din ambele tari, utilizand linia celulara de
referintd N2a (neuroblastome murine), la concentratia de 8x10° celule/ml, in camera Labtek, cu
ajutorul conjugatului Bio-Rad, rezultatele fiind in concordanta cu cele obtinute in cadrul IFD si
cu cele raportate in literatura de specialitate. Tinand cont de faptul c&, rabia are un impact
medical major in randul oamenilor, chiar daca rezultatele fals negative nu sunt comune in cazul
tehnicii de imunofluorescenta directd, o metoda alternativd care sa fie rapida, specifica si
sensibild trebuie sa fie disponibila ca si back-up, RTCIT indeplinind toate aceste criterii.

Al doilea subcapitol, ,,Studiu comparativ privind sensibilitatea a doua linii celulare
distincte N2a si BHK-21 utilizate pentru izolarea virusului rabic pe culturi celulare” a fost
realizat cu scopul de a evidentia si confirma linia celulara optima pentru izolarea si multiplicarea
virusului rabic pe culturi celulare. Astfel, un total de 20 de probe au fost luate in studiu, fiind
utilizate doua linii celulare diferite: N2a (neuroblastome murine) si BHK-21 (celule renale de
pui de hamster). In ceea ce priveste linia celulard N2a, din cele 20 de probe testate, toate (100%)
au fost pozitive pentru perioada de incubatie de 48 de ore si 19 (95%) pentru cea de 72 de ore,
in timp ce pentru linia celulara BHK-21, 19 probe (95%) au fost pozitive pentru perioada de
incubatie de 48 de ore (cu exceptia probei DR1032) si doar 14 probe (70%) pentru cea de 72 de
ore (cu exceptia probelor DR1020, DR1022, DR1027, DR1029, DR1030 si DR1036).

Evaluédnd rezultatele obtinute pentru cele 2 linii celulare, N2a este mult mai sensibila
pentru multiplicarea virusului rabic decat BHK-21, fiind preferata perioada de incubatie de 48
de ore. Cu toate ca, ambele linii celulare sunt de referintd pentru virusul rabic, linia N2a raméane
cea mai sensibild, rezultatele fiind superioare celor obtinute pentru linia BHK-21.

Ultimul subcapitol ,, Utilizarea a doua sisteme diferite pentru izolarea virusului rabic
pe culturi celulare” a avut ca scop realizarea RTCIT utilizand 2 sisteme diferite, si anume:
microplacile de titrare (n=96 godeuri de plastic) si camerele de sticla Labtek (n=8 casute) in
ideea de a observa si de a stabili daca virusul rabic se multiplica la fel de bine in ambele tipuri
de suport. Aceste cercetari au fost efectuate pe un total de 16 probe, utilizand linia celulara N2a
cu concentratii diferite pentru cele 2 sisteme mentionate anterior.

Astfel, in cadrul sistemului de sticla LabTek, a fost utilizatd o singurd concentratie
celulara de 8x10° celule/ml, cu o perioada de incubatie de 48h, toate cele 16 probe (100%)
testate fiind pozitive, acest sistem fiind de regula utilizat in tehnica RTCIT pentru confirmarea
diagnosticului de rabie.

Cea de-a doua procedura in microplaci ELISA a fost realizata utilizand 2 concentratii
celulare diferite, si anume 5x10° celule/ml si 2,5x10° celule/ml, cu o perioadd de incubatie de
72h, fiecare proba fiind inoculatd in duplicat. Astfel, pentru concentratia celulard de 5x10°
celule/ml, din cele 16 probe testate, 6 (37,5%) au fost negative si 10 (62,5%) pozitive, aceeasi
situatie inregistrandu-se si pentru concentratia 2,5x10° celule/ml. Probele DR1025, DR1027,
DR1028, DR1030 and DR1032 au fost negative pentru ambele concentratii celulare. Pentru alte
2 probe, rezultatele au fost diferite. Astfel, DR1029 a fost pozitivd pentru prima concentratie
celulard, dar negativa pentru cea de-a doua. In mod opus, proba DR1031 a fost negativa pentru
5x10° celule/ml, dar pozitiva pentru 2,5x10° celule/ml.

Cele mai bune rezultate au fost obtinute in cadrul sistemului LabTek, concentratia
celulara de 8x10° celule/ml fiind considerata a fi optima pentru o buna izolare si multiplicare a
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virusului rabic. In ceea ce priveste microplacile de plastic, rezultatele au fost inconstante,
obtinand rezultate satisficatoare pentru concentratiile celulare per ml de 5x10° si 2,5x10°, dar
nu si pentru cele sub 2x10° celule/ml, intrucat numarul redus de celule nu a permis izolarea,
respectiv multiplicarea virusului, nefiind recomandata utilizarea acestora. Rezultatele obtinute
pentru microplaci este posibil sa fi fost influentate de catre congelarile si decongelarile repetate,
alaturi de conditiile de depozitare ale acestora, ceea ce a dus la o pierdere a infectivitatii.

CAPITOLUL VII intitulat ,,Confirmarea diagnosticului de rabie prin tehnicile de
biologie moleculara real time PCR si RT-PCR conventional” a fost realizat cu scopul de a
confirma rezultatele obtinute in cadrul tehnicilor de referintd si prin intermediul celor de
biologie moleculard, in vederea utilizarii acestora ca si instrument aditional de detectie a
lyssavirusurilor.

Astfel, au fost realizate 1n acest sens, extractii ARN, al tuturor celor 59 de probe luate
n studiu, urmate de cuantificarea acizilor nucleici prin intermediul tehnicii One step Real time
SYBRGreen gRT-PCR utilizand un ciclor in timp real, obtindnd un total de 43 de probe pozitive
si 16 negative, rezultate aflate in concordanti cu cele obtinute la tehnicile de referinta. in cazul
probelor testate, coeficientul de determinare R?a avut o valoare cuprinsa intre 0,98-0,99, fiind
considerata satisfacatoare, iar eficacitatea PCR-ului a inregistrat o valoare cuprinsa intre 1-1,04,
fiind ideala pentru curba standard. Semnalul fluorescent emis de catre SYBRGreen alipit de
produsul PCR al probelor testate a fost emis intre ciclurile 6-14, valorile Ct obtinute au variat
intre 13,71 si 23,64 pentru probele pozitive confirmate, iar numarul de copii/reactie s-a incadrat
intre 1,37E+05 si 1,34E+08. Aceste valori ne indicd faptul cd unele probe sunt mult mai
concentrate in virus rabic decét altele, concentratia probelor fiind reflectata si in diferenta
numarului necesar de cicluri pentru a dobandi semnalul fluorescent.

Urmatorul pas a constat in amplificarea partiald a genei N a virusului rabic prin
intermediul unui Heminested RT-PCR conventional, utilizdnd perechile de primeri JW12/JW6
si JW12/JW10, ce permit amplificarea specificd a nucleoproteinei pentru toate cele 15 specii de
virus rabic, fiind obtinut un produs de amplificare de 606-pb. In urma testarii a 47 de probe din
totalul celor 59 incluse in studiul nostru, 43 au fost pozitive si 4 negative, rezultate aflate in
concordanta cu IFD si RTCIT.

in vederea realizarii secventierii genei complete N, aceasta a fost amplificata, utilizand
de asemenea un Heminested RT-PCR conventional, cu ajutorul primerilor JW12 / PVN8bis si
M13-20JW12 /M13RevPVNSbis, pe un numér de 43 de probe, obtinand un total de 41 de probe
pozitive si 2 negative.

Ultimul pas in cadrul acestui capitol a constat in efectuarea tehnicii TagMan Real time
gRT-PCR, ce a avut ca si obiectiv incadrarea probelor intr-unul din genotipurile 1 (RABV), 5
(EBLV-1) si 6 (EBLV-2), ce se regasesc pe teritoriul Europei, prin utilizarea de sonde
fluorescente LysGtl, LysGt5 si LysGt6, ce permit o amplificare specifica a nucleoproteinei
rabice genotipurilor aferente.

Pentru detectia genotipului 1 RABV, tehnica a fost realizata in cazul a 47 de probe
(DR1016-DR1036, DR1187-DR1202, DR1331-DR1336, DR1343-DR1358), 43 dintre acestea
fiind pozitive si 4 negative, valorile Ct variind intre 19,57 si 26,97. Pentru detectia genotipurilor
5 EBLV-1 si 6 EBLV-2, tehnica a fost realizatd pentru primele probe luate in studiu in anul
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2015, si anume DR1016-DR 1036, toate probele fiind negative, cu exceptia controalelor pozitive
care s-au incadrat n standard.

Rezultatele pozitive obtinute pentru primul genotip si cele negative pentru genotipurile
5 si 6, confirma si Incadreaza izolatele de virus rabic in cadrul primului genotip RABV.

CAPITOLUL VI ,,Caracterizarea moleculara a tulpinilor de virus rabic izolate din
nord-estul Romdniei si din Republica Moldova” a fost realizat cu scopul de a efectua o
secventiere, respectiv o analiza filogenetica a genei partiale si complete N. In acest sens, au fost
luate Tn considerare probele pentru care s-a reusit amplificarea atat pentru gena partiala N, cat
si pentru cea totald. Din totalul probelor trimise pentru secventiere in cadrul Companiei
Genoscreen din Lile, Franta, s-a reusit secventierea a 39 de probe pentru gena partiala N,
respectiv 37 de probe pentru gena totalda N.

Pentru realizarea analizei filogenetice, variabilitatea genetica a diferitelor izolate incluse
in studiul nostru a fost apreciata utilizand metoda Neighbour Joining (NJ), respectiv PhyML
alaturi de alte programe si soft-uri.

Un arborele filogenetic a fost realizat pentru gena partiala si completa N cu scopul de a
determina daca arborele generat prezintd aceeasi topologie. Astfel, acesta a fost efectuat
comparand secventele obtinute in cadrul studiului pentru gena partiald (n=39) si completa
(n=37) N cu secvente nucleotidice de referinta extrase din baza de date internationald GenBank.
A fost evaluatad pentru toti arborii generati prin intermediul metodei NJ, confidenta arborilor.
Cea mai utilizatd metoda statisticd, bootstrap a fost calculatd in programul de analiza
filogeneticd (MEGA®G, optiunea bootstrap).

Tn urma analizei filogenetice realizate Tn studiul nostru pe probe provenite din nord-
estul Romaniei, dar si din Republica Moldova, s-a ardtat apartenenta la un singur grup
filogenetic, si anume NEE (North-Eastern Europe).

Acest grup are o distributie geografica ampla, fiind identificat de-a lungul anilor in
diferite tari precum Polonia, Estonia, Lituania, Bulgaria, estul Slovaciei, Ucraina si Rusia, asa
cum a fost demonstrat de catre Bourhy s.a., 1999, Kuzmin s.a., 2004, McElhinney s.a., 2006,
Picard s.a., 2012, Robardet s.a., 2013. In aceste tari, izolatele au provenit atat de la vulpi, cat si
de la ratoni, ceea ce evidentiaza faptul ca, ambele specii sunt rezervoare pentru aceasta varianta
de virus. Tn studiul nostru, grupul NEE a fost identificat la toate speciile testate si anume: ciine,
pisica, bovind, vulpe, lup, caprior si dihor, ceea ce demonstreaza faptul ca, aceastd varianta se
poate adapta la diferite specii de animale.

Pana in prezent, la noi in tard nu a mai fost realizatd secventierea completd a
nucleoproteinei virusului rabic, implicit o analiza filogenetica aferenta, acestea fiind primele
date raportate pand in prezent. Referitor la rezultatele obtinute pentru probele din Republica
Moldova, acestea sunt singulare, pana in momentul de fatd nefiind intreprins nici un studiu
epidemiologic molecular.

In ceea ce priveste analiza filogenetica realizatd pentru partea de N-E a tirii noastre, a
fost identificat grupul filogenetic NEE, fiind semnalata pentru prima data prezenta acestuia in
judetele Botosani, Iasi, Vaslui, Galati si Vrancea.

CAPITOLUL IX intitulat,,Secventierea completia a genomului virusului rabic” a avut
ca scop caracterizarea Intregului genom a virusului rabic, folosind secventierea de noud
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generatie pe un numdr selectiv de probe, in vederea identificarii existentei unor posibile
modificari de patogenitate la nivel de specie animala, dar si pentru o mai buna intelegere a
diversitatii lyssavirusurilor. Aplicarea secventierii de noud generatie in studiul virusurilor va
conduce cdtre o noud era a descoperirii §i caracterizarii acestora, revolutionand studiile
filogeografice in domeniul virologiei.

Secventierea de noud generatie a fost realizatd pentru prima data atat in tara noastra, cat
si Tn Republica Moldova pe probe provenite de la animale domestice si salbatice.

Analiza similaritatilor secventelor nucleotidice si aminoacizilor ale celor 5 gene ale
virusului rabic au inregistrat urmatoarele procentaje de similaritati: gena N 96-100%, gena P
96-100%, gena M 96-100%, gena G 97-100%, iar gena L 97-99%.

Consecutiv studierii pozitiilor de aminoacizi ale genei G a virusului rabic, cunoscute ca
fiind implicate Tn patogenitate, nu au fost identificate modificari care pot sugera diferente de
patogenitate la nivel de specie animala.

Pentru o mai buna intelegere a diversitatii lyssavirusurilor, respectiv a diferentelor de
patogenitate sunt necesare studii aprofundate care sa implice un areal geografic mai extins, dar
si un numdr mai ridicat de probe.

CAPITOLUL X ,,Cercetari privind strategia de supraveghere si control a infectiei
rabice la animale Tn nord-estul Romdniei” a avut ca scop verificarea eficacitatii campaniilor
de supraveghere din nord-estul tdrii noastre prin determinarea anticorpilor antirabici
postvaccinali, respectiv deteminarea marketului vaccinal la vulpi. De asemenea, in ideea de a
confirma sau nu ipoteza conform careia mistretii ar constitui potentiali competitori pentru aceste
momeli, o serie de probe au fost colectate si testate in acest sens.

In cadrul primului subcapitol ,,Detectia anticorpilor antirabici postvaccinali si
determinarea markerului vaccinal - tetraciclina - la vulpi”, zona de studiu a fost reprezentata
de cele 8 judete din regiunea Moldovei a tarii noastre, alaturi de judetele Maramures si Buzau,
zone unde s-a desfasurat vaccinarea antirabica orald la vulpi, in acest sens fiind testate 392 de
probe de lichid toracic si 72 probe de mandibule.

Detectia si titrarea anticorpilor antirabici pentru cele 392 de probe a fost realizata prin
intermediul metodei imunoenzimatice ELISA de blocare, 345 dintre acestea fiind lucrate cu
ajutorul kit-ului BioPro Rabies ELISA Ab Kit, (BioPro, Prague, Czech Republic), iar restul de
47 cu ajutorul kit-ului Platelia™ Rabies Il Kit ad usum veterinarium (BioRad. Franta).

Astfel, Tn cadrul primului kit, din totalul celor 345 de probe de vulpi, 98 au fost pozitive
(28,40%) si 247 negative (71,60%). Din totalul celor 345 de probe de vulpi lucrate, 247
(71,60%) au Tnregistrat un procentaj de blocare (PB) <40%, 47 (13,62%) s-au Tncadrat in
categoria unui PB de 40-70%, iar restul de 51 (14,78%) in ultima categorie cu un PB >70%. O
proba este considerata pozitiva daca PB este egal sau mai mare de 40% si negativa dacd PB este
mai mic de 40%, in scopul evaluarii eficacitatii campaniilor de vaccinare, fiind recomandata ca
si referintd valoarea PB-ului >40%.

In urma testarii celor 47 de probe prin intermediul kit-ului Platelia Rabies, 14 dintre
acestea au fost pozitive si 33 negative la detectia anticorpilor antirabici. Din totalul celor 47 de
probe testate prin intermediul acestui kit, nici una dintre probe nu s-a incadrat in prima categorie
de >4 EU/ml, iar pentru 24 dintre acestea nu s-a ihregistrat nici un semnal de seroconversie,
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fiind situate sub valoarea de 0,125 EU/mI. Un nivel insuficient de anticorpi antirabici a fost
detectat Tn cazul a 9 probe, cu valori cuprinse intre 0,125-0,5 EU/mI, considerat a fi unul
neprotectiv in cazul unei infectii cu virusul rabic. Doar 14 probe s-au incadrat in categoria 0,5-
4 EU/ml, cu un titru de anticorpi suficient pentru a contracara o eventuala infectie cu virusul
rabic.

In ceea ce priveste determinarea markerului vaccinal tetraciclina din dintii, respectiv
mandibulele vulpilor, din totalul celor 72 de probe testate, 60 dintre acestea au fost pozitive si
12 negative. Tn cadrul probelor noastre, au fost detectate linii fluorescente in ciment, doar n
cazul a 2 probe din totalul celor 72, in dentind un numar de 33 de probe, iar in os, 60 de probe.
In ceea ce priveste intensitatea semnalului fluorescent detectat, aceasta a variat de la + pentru
17 probe, ++ pentru 13 probe si +++ pentru 30 de probe.

Cel de-al doilea subcapitol ,, Detectia anticorpilor antirabici la mistreti” a fost realizat
in ideea de a stabili dacd mistretii intervin asupra eficacitdtii acestor campanii, prin consumul
necontrolat al momelilor vaccinale, in acest sens fiind testate 312 probe (ser si lichid toracic),
provenite din campaniile de vanatoare, realizate in perioada 2014-2016.

Astfel, din totalul celor 312 probe de mistreti testate, 132 au fost pozitive (42,30%) si
180 negative (57,70%) prin intermediul metodei serologice ELISA. Pentru a evalua
sensibilitatea testului ELISA, 56 dintre probele confirmate pozitive Tn cadrul acestui test, au
fost testate in paralel si prin intermediul tehnicii de referintdi FAVN, inregistrandu-se o
sensibilitate de 96,43%. Pentru 2 din cele 56 de probe testate prin intermediul FAVN-ului, titrul
de anticorpi a fost de 0,02 Ul/ml, respectiv 0,22 Ul/ml, rezultate aflate in discordanta cu cele
obtinute la ELISA.

Detectia anticorpilor antirabici din probele de mistreti prin testul ELISA a evidentiat un
numar surprinzator de probe pozitive (132/312), acestea fiind primele date raportate la aceasta
specie pana in prezent in tara noastrd. Rezultatele noastre scot In evidentd faptul ca, aceste
animale silbatice reprezintd un adevarat pericol pentru buna desfisurare a campaniilor de
vaccinare orald a vulpilor, fiind principalii competitori pentru consumul momelilor.

Tn incheierea acestor cercetiri, sunt prezentate succint un numar de 24 concluzii finale.
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SUMMARY

Key words: phylogenetic analysis, antirabies antibodies, NGS, rabies, sequencing.

The PhD thesis with the title "Research regarding diagnostic methodology,
surveillance, prevention and control in rabies™ comprises 199 pages and according to the rules
in force it is structured in two main parts: the first part, entitled "Current Stage of Knowledge",
comprising 18 pages and the second part "Personal Contributions”, extended on 133 pages, to
which is added the content, the introduction, the summary, the annexes and the related
bibliography.

The first part, ,,Current state of knowledge', consists of two chapters, which briefly
describe the etiological and epidemiological characteristics, but also the methodology for
diagnosis, surveillance, control and eradication of rabies infection in animals, with the latest
updates in the field of literature from abroad, as well as from our country.

The second part ,, Personal Contributions™ is structured in 9 chapters, each detailing
the results obtained during doctoral studies, the latter summarizing the final conclusions of the
researches.

In performing the doctoral thesis, 59 brain samples (38 from north-eastern Romania
and 21 from Republic of Moldova), 72 fox mandibles from Moldova region counties, 392
samples of fox thoracic liquid and 312 samples (sera and thoracic liquid) from wild boar were
studied.

CHAPTER lIl, ,,PhD thesis aim and objectives and the organizational framework of
the researches” shortly describes the institutions and the organizational frames in which the
PhD researches were conducted next to the purpose and the proposed objectives.

Taking into consideration the importance of the disease, the small amount of researches
conducted until the present in our country and also the lack of information regarding Republic
of Moldova (the second country taken into study) the researches performed during the PhD
thesis had the purpose to realize an epidemiological statistic of the rabies cases from the north-
est of Romania and also Republic of Moldova, for a period of 7 years in order to gain a better
understanding of the actual situation and also to establish an accurate prevalence of the disease
for both domestic and wild animals. Another important objective was to perform an molecular
epidemiological study, using a phylogenetic analyses of the rabies virus isolates from the study
area, with the purpose to follow the circulation, distribution and evolution of the rabies virus
next to the molecular viral adaptation mechanisms.

CHAPTER 1V entitled ,, Epidemiological investigations regarding the presence and
prevalence of rabies infection in animals in north-est of Romania and Republic of Moldova”,
presents the results obtained after the epidemiological statistic conducted for the period 2010-
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2016 for the 8 counties of Moldova region and Republic of Moldova, obtaining a complete view
regarding the situation of positive rabies cases.

The prevalence of positive rabies cases in domestic animals from the total of 781
samples received at the laboratory with rabies suspicion, collected between 2010-2016 from the
north-est of our country was 24,07%. The most affected domestic species was bovines with a
total of 103 cases (13.19%); most of them confirmed in lasi county area with a total of 48 cases
(6,14%). The prevalence of positive rabies cases in wild animals from the total of 1314 samples
collected in the same period was 23,05%. The most affected were foxes with a total of 284 cases
(21,61%); the highest number of positive cases in wild animals was reported in Suceava county
with a total of 93 cases (7,07%).

Regarding the rabies cases situation in the Republic of Moldova, from the total of 1150
samples collected from domestic animals during 2010-2016, 573 were found positive with a
prevalence of 49,82%. The highest number of confirmed cases were from bovines with a total
of 255, representing 22,17%. From the total of 305 samples collected from wild animals from
Republic of Moldova, 191 were confirmed to be positive with a prevalence of 62,62%. The
most affected wild species was the fox with a total of 158 positive cases (51,8%).

CHAPTER V ,,Rabies diagnostic confirmation by direct fluorescent antibody test”
had the purpose to reconfirm the rabies diagnostic of the samples collected for our study, before
their molecular characterization, in order correlate the results but also to highlight the optimal
conjugate for obtaining precise and valid results, in this way being tested 3 different conjugates.

Thus, out of the total of 59 retested samples, 43 were found positive and 16 negative
by the FAT technique. The samples DR1016, DR1199, DR1202, DR1344, DR1354 and
DR1355, considered to be positive by the laboratories from where they were collected, after our
testing they were found to be negative using FAT and also other techniques (RTCIT, RT-PCR
conventional, Real time gRT-PCR, no viral RNA being detected).

Our results underline the importance of using a good quality conjugate in order to obtain
a correct and precise diagnostic. In the majority of cases, the quality of the tested samples
together with that of the conjugate have a major importance in obtaining a valid result. Not
taking this factors into consideration can lead to the possibility of obtaining false positive or
false negative results. Even if a false positive result doesn’t have too severe consequences a
false negative one can have tragic outcomes if human victims are involved.

During the comparative study regarding the 3 types of conjugate used, the best results
were obtained using the Bio-Rad conjugate, the results being far superior to the other two,
offering a high intensity fluorescent signal next to a dark background, being capable to identify
the viral antigen in 100% of the microscopes fields examined.

CHAPTER VI ,,Rabies diagnostic confirmation by rabies tissue culture infection test
(RTCIT)” is structured in 3 subchapters and had the purpose to confirm the rabies diagnostic
using RTCIT as an alternative method to the mouse inoculation test, to highlight the optimal
cell line and also the ideal system for the isolation and multiplication of the rabies virus.

The researches performed during the subchapter ,,Isolation of rabies virus on cell
cultures (RTCIT) as alternative to the mouse inoculation test” were done for all the 59 samples
taken into study using the cell line N2a, with a concentration of 8x105 cells/ml, in Labtek
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chamber, using the Bio-Rad conjugate, the results being in accordance with those obtained by
FAT. Taking into consideration the fact that rabies has a major medical impact for humans,
even if false negative results are rare, an quick alternative method has to be available as a back-
up, RTCIT meting all the criteria.

The second subchapter, ,, Comparative study regarding the sensitivity of two different
cell lines N2a and BHK-21 used for isolation of rabies virus on cell cultures” was realized
with the purpose to evidentiate and confirm the optimal cell line for isolating and multiplication
of the rabies virus on cell cultures. For this, a total of 20 samples were taken into study, two
different cell lines being used: N2a and BHK-21. Regarding the cell line N2a, out of the 20
tested samples all (100%) were positive for a incubation period of 48h and 19 (95%) for 72h.
In comparison for the cell line BHK-21, 19 (95%) samples were positive for a incubation period
of 48 h and only 14 (70%) samples for 72 h.

Evaluating the results obtained for the 2 cell lines, we conclude that N2a is more
sensitive for the multiplication of the rabies virus that BHK-21, being preferred the incubation
period of 48 h. Although both cell lines are used as a reference for the rabies virus, the N2a cell
line is more sensitive, the results being superior to those obtained for BHK-21 cell line.

The last subchapter ,,The use of two different systems for the isolation of rabies
virus on cell cultures™ had the purpose to achieve RTCIT using two different systems, namely:
titration microplates (n= 96 wells) and Labtek glass chambers (n = 8 boxes) in the idea of
observing and determining whether the rabies virus multiplied as well in both types of support.
These investigations were performed on a total of 16 samples using the N2a cell line with
different concentrations for the two systems mentioned above.

Thus, in the LabTek glass system, a single cell concentration of 8x10° cells/ml was
used, with a 48 h incubation period, all 16 samples (100%) tested being positive, this system
being typically used in the technique RTCIT to confirm the diagnosis of rabies.

The second ELISA microplate procedure was performed using 2 different cellular
concentrations: 5x10° cells/ml and 2,5x10° cells/ml, with a 72h incubation period, each sample
being inoculated in duplicate. Thus, for the cell concentration of 5x10° cells/ml, out of the 16
samples tested, 6 (37.5%) were negative and 10 (62.5%) positive, the same situation being
recorded for the concentration of 2.5x10° cells/ml. The DR1025, DR1027, DR1028, DR1030
and DR1032 samples were negative for both cellular concentrations. For two more samples, the
results were different. Thus, DR1029 was positive for the first cell concentration, but negative
for the second. In contrast, DR1031 was negative for 5x10° cells/ml, but positive for 2,5x10°
cells/ml.

The best results were obtained in the LabTek system, the cell concentration of 8x10°
cells/ml being considered to be optimal for good isolation and multiplication of the rabies virus.
With respect to plastic microplates, the results were inconsistent, yielding satisfactory results
for cell concentrations per ml of 5x10° and 2.5x10°, but not for those below 2x10° cells/ml,
since the small number of cells did not allow isolation, respectively multiplication of the virus,
and their use is not recommended. The results obtained for microplates may have been
influenced by repeated freezing and defrosting, along with storage conditions, resulting in a loss
of infectivity.
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CHAPTER VII entitled ,,Rabies diagnosis confirmation by real-time PCR and
conventional RT-PCR techniques' was performed with the purpose to confirm the results
obtained using the reference techniques as an additional lyssavirus detection tool.

Thus, RNA extractions of all of the 59 samples taken in the study were realized,
followed by quantification of nucleic acids by One step Real time SYBRGreen qRT-PCR
technique using a real-time cicler, obtaining a total of 43 positive and 16 negative samples,
results consistent with those obtained from reference techniques. In the case of the samples
tested, the determination coefficient R2 had a value of 0.98-0.99, considered satisfactory and
the PCR efficiency was ranged between 1-1.04 and was ideal for the standard curve. The
fluorescence signal emitted by SYBRGreen coupled with the PCR product of the test samples
was emitted between cycles 6-14, the Ct values obtained varied between 13.71 and 23.64 for
confirmed positive samples, and the number of copies / reaction ranged between 1,37E + 05
and 1.34E + 08. These values indicate that some samples are more concentrated in the rabies
virus than others, the concentration of samples being also reflected in the difference of number
of cycles needed to obtain the fluorescent signal.

The next step consisted in partial amplification of the rabies virus N gene by means of
a conventional Heminested RT-PCR using primer pairs JW12 / JW6 and JW12 / JW10, which
allow specific amplification of the nucleoprotein for all 15 rabies virus species, a 606-bp
amplification product was obtained. Following testing of 47 samples from the total of 59
included in our study, 43 were positive and 4 negative, consistent with IFD and RTCIT.

For complete N gene sequencing, it was amplified using also a conventional
Heminested RT-PCR using JW12 / PVN8bis and M13-20JW12 / M13RevPVNB8bis primers on
a number of 43 samples, yielding a total of 41 positive and 2 negative samples.

The final step in this chapter consisted in performing the TagMan Real time gRT-PCR
technique, which aimed at framing samples in one of the genotypes 1 (RABV), 5 (EBLV-1) and
6 (EBLV-2) found in Europe by the use of LysGtl, LysGt5 and LysGt6 fluorescence probes,
which allow specific amplification of rabies nucleoprotein genotypes.

For the detection of the first genotypecRABV, the technique was performed on 47
samples (DR1016-DR1036, DR1187-DR1202, DR1331-DR1336, DR1343-DR1358), 43 of
which were positive and 4 negative, Ct ranging between 19.57 and 26.97. For the detection of
EBLV-1 and EBLV-2 genotypes 5, the technique was performed for the first samples studied
in 2015, namely DR1016-DR1036, all samples being negative, except for positive controls that
matched the standard.

The positive results obtained for the first genotype and negative for genotypes 5 and 6
confirm and frame the rabies virus isolates within the first RABV genotype.

CHAPTER VIl ,,Molecular characterization of rabies virus strains from north-east
of Romania and Republic of Moldova™ was performed with the purpose of realize sequencing
and phylogenetic analysis of the partial and complete gene N. Of the total samples sent for
sequencing at the Genoscreen Company in Lile, France, the sequence of 39 samples for the
partial N gene and 37 samples for the total N gene was succeeded.
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For the phylogenetic analysis, the genetic variability of the various isolates included in
our study was assessed using the Neighbour Joining (NJ) method along with other programmes
and softwares.

A phylogenetic tree was made for the partial and complete N gene in order to determine
whether the generated tree show the same topology. Thus, it was performed by comparing the
sequences obtained of the partial gene (n=39) and full (n=37) N gene with reference nucleotide
sequences extracted from the GenBank international database. It was evaluated for all trees
generated by the NJ method, tree confidentiality. The most commonly used statistical method,
bootstrap, was calculated in the phylogenetic analysis program (MEGAG®, the bootstrap option).

Following the phylogenetic analysis carried out in our study on samples from north-
eastern Romania, but also from the Republic of Moldova, was showned a single phylogenetic
group: NEE (North-Eastern Europe).

This group has a broad geographic distribution and has been identified over the years
in various countries such as Poland, Estonia, Lithuania, Bulgaria, Eastern Slovakia, Ukraine
and Russia, as demonstrated by Bourhy et al., 1999, Kuzmin et al., 2004, McElhinney et al.,
2006, Picard et al., 2012 and Robardet et al., 2013. In these countries, the isolates came from
both foxes and ratons, which highlights the fact that both species are reservoirs for this variant
of the virus. In our study, the NEE group was identified in all tested species, namely: dog, cat,
bovine, fox, wolf, deer and ferret, which demonstrates that this variant can adapt to different
animal species.

Until now, the complete sequencing of rabies virus nucleoprotein has not been
performed in our country, implicitly a related phylogenetic analysis, these being the first data
reported so far. Regarding the results obtained for the studied samples from the Republic of
Moldova, these are singular, so far no partial and full N nucleoprotein sequencing, respectively
a phylogenetic analysis, has been carried out, with no knowledge of the variants of the rabies
virus circulate on the territory of that country.

Regarding the phylogenetic analysis carried out for the N-E part of our country, the
NEE phylogenetic group was identified, being first signaled for its presence in Botosani, lasi,
Vaslui, Galati and Vrancea counties. The complete sequencing of the nucleoprotein was
performed for the first time on samples collected from our study areas, no complete sequences
being reported until now.

CHAPTER IX, entitled ,, The complete sequencing of rabies virus full genome”,
aimed to characterize the entire genome of the rabies virus by using a new generation of
sequencing on a selective number of samples to identify possible pathogenicity changes at the
animal species level and for a better understanding of the diversity of lyssaviruses.

Next generation sequencing was performed for the first time in our country and
Republic of Moldova on samples from both domestic and wild animals.

Following the bioinformatic analysis undertaken, our samples showed a similarity
percentage of the five rabies genes sequences between 96-100% for N, P and M genes, 97-100%
for G gene and 97-99% for L gene.
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As a consequence of studying the amino acid positions of the rabies virus gene G,
known to be involved in pathogenicity, no changes have been identified that may suggest
differences in pathogenicity at the animal species level.

For a better understanding of the diversity of lyssaviruses and pathogenicity
differences, in-depth studies involving a larger geographic area and a larger number of samples
are required.

CHAPTER X,,Researches regarding the surveillance and control strategy of animals
rabies infection in the north-east of Romania™ aimed at verifying the effectiveness of
surveillance campaigns in the north-east of our country by determining the post-vaccine
antirabies antibodies and determinate the vaccine marker in foxes. Also, in order to confirm or
not the hypothesis that wild boar would be potential competitors for these baits, a number of
samples have been collected and tested in this respect.

Within the first subchapter ,,Detection of antirabies antibodies and determination of
tetracycline in foxes", the study area was represented by the eight counties in the Moldavian
region of our country, together with the Maramures and Buzau counties, where oral rabies
vaccination was performed in foxes, 392 samples of thoracic liquid and 72 mandible samples
were tested.

Detection and titration of antirabies antibodies for 392 samples was performed by
ELISA method, 345 of which were processed using the BioPro Rabies ELISA Ab kit (BioPro,
Prague, Czech Republic) and the remaining 47 using the Platelia ™ Rabies II kit for veterinary
use (BioRad, France) kit.

Thus, in the first kit, out of the 345 samples of foxes, 98 were positive (28.40%) and
247 negative (71.60%). Of the 345 samples of foxes processed, 247 (71.60%) recorded a PB
<40%, 47 (13.62%) were in the category of a PB of 40-70% and the remaining 51 (14.78%) in
the latter category with a PB> 70%. A sample is considered positive if PB is equal to or greater
than 40% and negative if PB is less than 40%, in order to evaluate the effectiveness of
vaccination campaigns, with a PB value of >40% recommended.

Following testing of the 47 samples via the Platelia Rabies kit, 14 of these were positive
and 33 negative for antirabies detection. Out of the total of 47 samples tested using this kit, none
of the samples were in the first category of >4 EU / ml, and for 24 of them there was no evidence
of seroconversion, being below 0.125 EU / ml. An insufficient level of antirabies antibodies
was detected in 9 samples, ranging from 0.125-0.5 EU / ml, considered to be nonprotective in
the case of rabies virus infection. Only 14 samples ranged from 0.5-4 EU / ml, with an antibody
titer sufficient to contracting a rabies virus infection.

As for the determination of the tetracycline vaccine marker in the teeth or fox
mandibles, out of a total of 72 samples tested, 60 of these were positive and 12 negative. In our
samples, fluorescent lines in the cement were detected only in 2 samples out of the total of 72,
in dentine 33 samples, and 60 in the bone. Regarding the intensity of the detected fluorescence
signal, it ranged from + for 17 samples, ++ for 13 samples and +++ for 30 samples.

The second subchapter ,,Detection of antirabies antibodies in wild boars™ was made
in order to determine whether wild boar interfere with the effectiveness of these campaigns by
the uncontrolled consumption of vaccine baits, in this sense being tested 312 samples (serum
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and thoracic liquid) resulting from the hunting campaigns carried out during the period 2014-
2016.

Thus, of the 312 samples of wild boars tested, 132 were positive (42,30%) and 180
negative (57,70%) by ELISA serological method. To assess the sensitivity of the ELISA, 56 of
the positive confirmed samples in this test were tested in parallel and using the FAVN reference
technique, with a sensitivity of 96.43%. For 2 of the 56 samples tested by FAVN, the antibody
titre was 0,02 IU / ml and 0,22 1U / ml respectively, with results inconsistent with those obtained
in ELISA.

Detection of antirabies antibodies from wild boar samples by ELISA revealed a
surprising number of positive samples (132/312), these being the first data reported in this
species to date in our country. Our results highlight the fact that these wild animals represent a
real danger to the good outbreak of fox oral vaccination campaigns, being the main competitors
for bait consumption.

In conclusion of these researches, a number of 24 final conclusions are summarized.
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CAPITOLUL I
PARTICULARITATI PRIVIND ETIOLOGIA SI CARACTERELE
EPIDEMIOLOGICE ALE INFECTIEI RABICE LA ANIMALE
CHAPTER I
PARTICULARITIES ON THE ETHIOLOGY AND
EPIDEMIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF THE RABIES
INFECTION IN ANIMALS

Rabia sau turbarea este una dintre cele mai grave zoonoze, ce afecteaza toate animalele
homeoterme si omul, fiind produsa de un virus neurotrop din ordinul Mononegavirales, familia
Rhabdoviridae, genul Lyssavirus (OIE, 2013; OMS, 2017(c)), ce se caracterizeaza prin grave
tulburari nervoase si agresivitate, Inregistrand o letalitate de 100% (Stefan N., 2000).

1.1 Etiologie

Virusul rabic este de tip ARN, monocatenar, de sens negativ, cu profil de glonte sau
clopot (ICTV, 2011; Militaru s.a., 2014), avand dimensiuni cuprinse intre 100-430 nm lungime
si 45-100 nm latime (ICTV, 2011). Greutatea unui singur virus a fost estimata la aproximativ
221 kilodaltoni (kDa), mai putin de 2% fiind reprezentat de ARN-ul viral (CDC, 2017; ICTV,
2011). Acesta are doud componente structurale si functionale majore, si anume: o
nucleocapsida, ce contine un complex ribonucleoproteic (RNP) si o anvelopa virala (Medeiros
Caporale s.a., 2009). Cea din urma este acoperitd cu proiectii asemanatoare varfurilor care
corespund trimerilor proteinei G, ce recunosc si leaga receptorii celulelor. RNP are o structura
elicoidala si este compus din ARN in asociere intimd cu nucleoproteina N, polimeraza L si
proteina cofactoriala P, asigurdnd transcriptia si replicarea genomului 1n citoplasma
(Kouznetzoff, 1998; Liu s.a., 2004; Rabies-Bulletin-Europe, 2017).

1.1.2 Proteingle virusului rabic

Genomul virusului rabic este compus din 12 kilobaze (12.000-pb), este nesegmentat,
cu polaritate negativa ce codifica 5 proteine virale: nucleoproteina N, fosfoproteina P, proteina
matrice M, glicoproteina G si polimeraza L (Chantal s.a., 1985; Conzelmann s.a., 1990; Gavier-
Widen s.a., 2012; Militaru s.a., 2014; Deviatkin s.a., 2017; Troupin s.a., 2016), acestea
reprezentdnd 65-75% din greutatea virusului, restul fiind completate de catre lipide si
carbohidrati (ICTV, 2011).

Nucleoproteina N este componenta majora a nucleocapsidei virale, fiind a doua cea mai
studiatd proteind dupa glicoproteina G in ceea ce priveste structura, functia antigenica si
imunogenica (Tordo, 1999), fiind si cea mai utilizatd in realizarea analizei filogenetice
(Deviatkin s.a., 2017). Astfel a fost demonstrat faptul ca, aceasta codifica o proteind interna
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implicatd in reglarea transcriptiei si replicérii, un factor important in adaptarea la specie
(Dietzschold s .a.,1987; Kissi s.a., 1995; Bourhy s.a., 1999). Aceasta contine 450 de aminoacizi
fosforilati, avand o greutate moleculara cuprinsa intre 47-72 kDa (Tordo, 1986).

Fig. 1.1 Sectiune transversala si longitudinald a virusului rabic
Fig. 1.1 Cross and longitudinal section of rabies virus
(Sursa: http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/virus-structure)

Fosfoproteina P contine 297 de aminoacizi si are o greutate moleculara cuprinsa intre
20-30 kDa. Aceasta actioneaza ca o escorta in timpul sintezei nucleoproteinei, prin formarea de
complexe N-P, prevenind polimerizarea acesteia si legarea nespecifica de ARN-ul celular
(ICTV, 2011).

Glicoproteina G are o greutate moleculara cuprinsa intre 65-90 kDa, este localizata in
anvelopa virala si a fost demonstrat faptul cé, joaca un rol important in patogenitatea virala si
n neurotropismul virusului. Aceasta se leaga de receptorii celulei gazda, participa la inducerea
anticorpilor neutralizanti, induce endocitoza virald, dupa care mediaza fuziunea membranelor
virale si endozomale (Ito s.a., 2001). Unele studii raportate de catre Dietzschold s.a., 1983, Seif
s.a., 1985, Tuffereau C s.a., 1985, au aratat faptul ca, aminoacidul de la pozitia 333 (arginina
sau lizina) al proteinei G este un determinant al virulentei virusului fix pentru soarecii adulti.
Tulpinile mutante, de exemplu, care poseda alt tip de aminoacid la aceeasi pozitie cauzeaza o
infectie neletald, nefiind astfel recunoscute de catre receptori. Din acest motiv, unele tulpini
vaccinale atenuate (ex. HEP, Kelev), detin o mutatie la pozitia 333 (Tordo, 1999, Ito s.a., 2001).

Proteina matrice M este cea mai mica dintre proteine, cu un continut de 202 aminoacizi
si o greutate moleculara de 25 kDa. Este cea care da forma caracteristica de glonte, virusului.
Aceasta joacd un rol intermediar intre ribonucleocapsidd si membrana virald, participa la
inhibitia transcriptiei si replicérii in celula gazda si are un rol important in morfogeneza
virusului (Tordo, 1999). M se leagd de nucleocapside si de domeniul citoplasmatic a lui G,
facilitdnd n final procesul de inmugurire (ICTV, 2011).

Polimeraza L ce contine 2142 aminoacizi si are o greutate moleculard cuprinsa intre
220-240 kDa, ocupa mai mult de jumatate (54%) din genomul virusului rabic, fiind si proteina
cea mai putin studiatd. Este responsabild de majoritatea activitatilor enzimatice in transcriptia
si replicarea ARN-ului viral (Tordo, 1999; ICTV, 2011).

1.1.3 Ciclul de infectie si replicare al virusului rabic

CDC (2017) a divizat intregul proces de infectie si evolutia acestuia in mai multe etape:
absorbtie, patrunderea virusului, decapsidare, transcriptie, translatie, procesare, replicare,
asamblare si incapsidare (Fig. 1.2).
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Absorbtia este mediatd de atagarea glicoproteinei de receptorii celulari de suprafata.
Virusul patrunde in celulele gazda si intra in citoplasma prin endocitoza. Ph-ul scazut din
interiorul endozomului provoaca fuziunea dintre membranele endozomale si virale, avand ca si
rezultat decapsidarea, ca urmare a eliberarii RNP-ului viral in citoplasma (ICTV, 2011; CDC,
2017).
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Fig. 1.2 Ciclul de infectie si replicare a virusului rabic
Fig. 1.2 Rabies virus cycle of infection and replication
(sursa: https://www.cdc.gov/rabies/transmission/virus.html)

Ulterior, are loc transcriptia ARN-ului mesager pentru a permite replicarea virusului.
O polimeraza virala codificata, transcrie componenta genomica a ARN-ului virusului rabic in
ARN lider (principal) si in cinci ARN-uri mesagere acoperite si poliadenilate, care sunt traduse
in proteinele N, P, M, G si L. Replicarea virald este urmatd de procesul de asamblare si
incapsidare. Complexul N-P-L incapsuleaza catena negativa a genomului ARN pentru a forma
nucleul RNP, iar proteina M formeazi o capsuld sau o matrice in jurul RNP. in membrana
plasmatica, complexul M-RNP se leaga cu glicoproteina, unde mai departe virusul se desprinde
de acest complex (ICTV, 2011; CDC, 2017).

Conform ICTV (2017), Familia Rhabdoviridae cuprinde 18 genuri, printre care si
Lyssavirus. Tn cadrul acestui gen, este Tncadrat virusul rabic, alituri de virusuri inrudite cu
acesta, denumite si pararabice, ce produc simptome ce nu se pot diferentia de turbare
(Woldehiwet, 2005).

Genul a fost mai departe separat in 7 genotipuri, pe baza secventelor nucleotidice si a
similaritatii aminoacizilor nucleoproteinelor (Bourhy s.a., 1993; Bourhy s.a., 2005; Wakeley
s.a., 2005). Pana in prezent, au fost descrise 7 genotipuri si 14 specii de virus rabic si a 15-a
specie in asteptare (Fig. 1.3). Aceste 7 genotipuri au fost la rAndul lor incadrate in doud mari
filogrupuri, bazate pe distanta genetica (ICTV, 2016).

Astfel, filogrupul 1 cuprinde: genotipul 1 (virusul rabic clasic RABV), genotipul 4
(virusul Duvenhage), genotipul 5 (European bat lyssavirus, tipul 1), genotipul 6 (European bat
lyssavirus, tipul 2) si genotipul 7 (Australian bat lyssavirus), iar filogrupul II: genotipul 2 (Lagos
bat virus) si genotipul 3 (Mokola) (Wakeley s.a., 2005; Dietzgen s.a., 2012).
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Genotipul I reprezentat de virusul rabic clasic (RABV), are o distributie globala, cu
exceptia unor insule si teritorii care au reusit eradicarea bolii (Murphy s.a., 1999).

KHUV WCBV & IRKV SHIBV  IKOV BBLV  LLEBV
2001 2002 2009 2009 2010 2012
Tajikistan Russ. Fed. Kenya Tanzania Germany Spain

ABLV ARAV  EBLV-2 EBLV-1 DUVV MOKV LBV
1996 1991 1986 1977 1970 1968 1956
Australia Kyrgystan Finland Russ. Fed. S. Africa Nigena Nigeria

Fig. 1.3 Cele 15 specii de virus rabic si zonele geografice aferente izolarii acestora
Fig. 1.3 The 15 rabies virus species and their geographical origin
(Sursa: Banyard s.a., 2014)

Genotipul 2 Lagos a fost izolat pentru prima oard n anul 1956 in Insula Lagos din
Nigeria la liliacul frugivor Eidolon helvum de catre Boulger si Porterfield si ulterior in anul
1974 de catre Sureau s.a. in Africa Centrala la liliacul Micropterus pusillus (Sureau s.a., 1980).

Genotipul 3 Mokola a fost izolat in anul 1968 la un chitcan si un copil in Nigeria (Shope
s.a., 1970; Kemp s.a., 1972), in anul 1971 la o fata (Familusi s.a., 1972) si ulterior la pisici in
Zimbabwe (Von Teichman s.a., 1998).

Genotipul 4 Duvenhage a fost izolat de la un om care a murit dupa ce a fost muscat de
un liliac in Africa de Sud 1n anul 1970 (Meredith s.a., 1971), dar si de la liliacul din specia
Miniopterus n anul 1981 (Van der Merwe, 1982; Williams s.a., 2001; Acha s.a., 2005).

Genotipul 5 EBLV-1 a fost izolat la liliecii Eptesicus serotinus Tn anul 1968 in
Germania, 1n anul 1985 1n Polonia, in anul 1987 in Danermarca, Olanda si Spania si n anul
1989 in Franta (Banyard s.a., 2014). De asemenea, alte izolate ce au evidentiat genotipul 5 au
fost raportate la lilieci in Ucraina, dar si la un caz la om 1n urma unei muscaturi de liliac in Rusia
in anul 1985 (Selimov s.a., 1989; Selimov s.a., 1991).

Genotipul 6 EBLV-2 a fost izolat n anul 1985 la un om in Finlanda si la lilieci in
Olanda, Elvetia si Marea Britanie, acest genotip fiind in principal intanit la liliecii din genul
Myotis dasycneme si Myotis daubentonii (Lumio s.a., 1986).

Genotipul 7 ABLV a fost izolat la 5 specii de megalilieci din genul Pteropus, o specie
de lilieci insectivori si de la 2 oameni infectati in anul 1996 pe teritoriul Australiei (Fraser s.a.,
1996; Gould s.a., 1998; Bradley s.a., 2000; Si s.a., 2016).

In anul 2003 a fost propus un nou genotip Aravan, in urma izolarii virusului la un liliac
Myotis blythi in Kargastan. In urma profilului antigenic a fost demonstrat faptul ci, acest izolat
este diferit de virusul rabic clasic si de genotipurile 2, 3, 4, 5 si 6 (Arai s.a., 2003).

Cele 14 specii de virus rabic sunt reprezentate de catre: virusul rabic clasic RABV
(distributie globala cu exceptia unor insule), virusul Aravan ARAV (Asia Centrald), virusul
izolat de la un liliac Tn Australia ABLV (Australia), virusul Duvenhage DUVV (Africa de Sud),
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virusul izolat de la lileci in Europa tipul 1 EBLV-1 (Europa), virusul izolat de la lileci Tn Europa
tipul 2 EBLV-2 (Europa), virusul Irkut IRKV (Siberia de Est), virusul Khujand KHUV (Asia
Centrald), virusul Lagos LBV (Africa), virusul Mokola MOKYV (Africa), virusul Shimoni izolat
de la lilieci SHIBV (Africa de Est), virusul caucazian de vest izolat la lilieci WCBYV (Regiunea
caucaziand), virusul Bokeloh izolat la lilieci BBLV (Europa), virusul Ikoma IKOV (Africa),
respectiv virusul Lleida izolat la lilieci LLBV (Europa) in curs de omologare (ICTV, 2016;
Marston s.a., 2012) (Fig. 1.4).

No. Virus Distribution
1| RABV_§| Gioval
2 | ARAv

| E
3 KHUV -l A
4 | BBLV | European
5 | EBLV:2 | Ewope
1 ABLV |

o

T | RKV
{ 8 |EBLV

raannne

- - -
———

Eua
European
{ 9 |ouw f] Aican
Phylogroup 11

) | MOKV | African
{1 [swev

t¢

WCBV Eurasiar
— !
f14 | Kov
15 | LLEBV | Ewopean

144

Fig. 1.4 Analiza filogenetica a Lyssavirusurilor / Fig. 1.4 Phylogenetic analysis of the Lyssaviruses
(Sursa: Banyard AC s.a., 2014)

In ceea ce priveste temperatura, virusul rabic este distrus relativ rapid de actiunea
luminii solare si a caldurii, conservandu-si in schimb foarte bine capacitatea virulenta la
temperaturi scazute si la inghet, pe perioade indelungate (Gamet, 1973). Procesele proteolitice,
alaturi de congelirile si decongelarile repetate duc la pierderea infectivitatii. In interiorul
cadavrelor, virusul poate rezista pana la 45 de zile, pe cand in saliva eliminatd in mediul extern
maxim 24 de ore (Nicolau, 1972; Perianu, 2012).

O serie de cercetari au fost intreprinse de-a lungul timpului privind rezistenta
virusului la diferite variatii de temperaturi si conditii. Astfel, intr-un studiu efectuat de catre
Soave in anul 1966, virusul rabic a fost detectat in creierul soricelului la 8 zile dupd moartea
acestuia mentinut la temperatura de 25°C si dupd 20 de zile la 10°C, 8 ani mai tarziu fiind
confirmat si de catre Lewis si Thacker. Burkel s.a. in anul 1970, in urma mentinerii de carcase
provenite de la sconcsi diagnosticati cu rabie, la temperaturi exterioare cuprinse intre 10-29°C,
au reusit sd detecteze antigenul virusului rabic prin intermediul imunofluorescentei directe
(IFD) la 42 de ore dupa expunerea la aceste temperaturi.

De asemenea, raportari similare au fost facute si de catre Albas s.a. in anul 1999, cu
pierderea infectivitatii tesuturilor cerebrale dupa 48 de ore mentinute la temperaturi de peste
25°C. Raportari recente privind rezistenta virusului rabic la diferite variatii de temperaturi au
fost facute de catre McElhinney s.a. in anul 2014 care au demonstrat faptul ca, virusul poate
rezista in creier pana la 18 zile la 4°C si 3 zile la 35°C.
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Virusul este sensibil la o serie de substante cu rol distructiv rapid. Printre acestea se
numara: eterul, acetona, cloroformul, formolul 1%, acidul acetic si acidul clorhidric 1%,
creolina 1%, sublimatul 1%, hipocloritul de sodiu, etanolul 45-75% si fenolul (Perianu, 2012;
OIE, 2013).

1.2 Caractere epidemiologice
Toate speciile de mamifere homeoterme sunt susceptibile la infectia cu virusul rabic,
si in cazuri foarte rare pasarile (Baby s.a., 2015), insd doar cateva dintre acestea reprezinta un

rezervor important al bolii (Perianu, 2012).

Dintre toate rezervoarele, cinele este responsabil de 95% dintre decesele Tn randul
oamenilor (OMS, 2017a).

Rezervoarele virusului rabic clasic diferd insa in functie de regiunea geografica,
astfel:

+ 1n Europa, acestea sunt reprezentate de catre vulpea rosie (Vulpes vulpes) si de catre
raton (Nyctereutes procyonoides);

% 1n Africa, de catre caine (Canis lupus familiaris), sacal (Canis adustus, Canis
mesomelas) si mangusta (Herpestes);

% 1in Asia, de catre caine, vulpea rosie, nevastuica (Melogale moschata) si sacalul auriu
(Canis aureus);

% in America de Nord, de catre ratoni (Procyon lotor), vulpea argintie (Urocyon
cinereoargenteus), sconcs (Mephitis mephitis), coiot (Canis latrans) si lilieci (Kunz
s.a., 2009);

% in America de Sud, de catre caine, vulpea de padure (Cerdocyon thous) si saguin
(Callithrix jacchus);

% in Insulele Caraibe, de catre cdine si mangusta indiand piticd (Herpestes
auropunctatus);

++ iarin Eurasia si America arctica si regiunile subarctice de catre vulpea arctica (Alopex
lagopus) (Fig. 1.5) (Woldehiwet, 2005; Rabies-Bulletin-Europe, 2017; Singh s.a.,
2017).
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Fig. 1.5 Rezervoarele de virus rabic clasic si distributia acestora la nivel mondial
Fig. 1.5 Rabies virus reservors and their worldwide distribution
(Sursa: http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/epidemiology-rabies)

34



1.2.2 Surse de infectie si cii de transmitere

_______________ e S e ST e e S e =

Pentru ca virusul rabic sd patrunda in organism este nevoie de o poartd de intrare
(lonescu, 1952). Astfel, in marea majoritate a cazurilor, atat animalele cat si oamenii se
infecteaza in urma muscaturilor provenite de la animalele infectate sau in urma zgarieturilor, ce
contin saliva infectantd, cele mai periculoase fiind cele produse de pisici, de cele mai multe ori
multiple si profunde, lezionand un numar considerabil de filete nervoase (Perianu, 2012).

A fost demonstrat de-a lungul timpului faptul ca, cu cat localizarea muscaturilor sau
a zgarieturilor provocate de catre animalele infectate sunt mai aproape de sistemul nervos
central, cu atat perioada de incubatie este mai scurta (Ionescu, 1952).

In rare ocazii, transmiterea poate avea loc si prin intermediul aerosolilor, pe cale
nazald, orald, oculard, transplant de organe si cornee (Johnson s.a., 2005; Kusne s.a., 2005;
Woldehiwet, 2005; Bronnert s.a., 2007; Vora s.a., 2013; Chacko s.a., 2017; Saeed s.a., 2017).
Bineinteles, oamenii se pot infecta cu saliva animalelor infectate si prin existenta unor mici
abraziuni sau zgérieturi la nivelul pielii, conjunctivei, mucoasei orale si chiar genitale sau prin
manipularea si jupuirea pielii, respectiv a blanii animalelor infectate. Foarte important de
precizat insa ca, virusul rabic nu poate penetra pielea intacta (Rabies-Bulletin-Europe, 2017).

Saliva animalelor infectate este considerata a fi virulenta cu 14 zile inainte de aparitia
semnelor clinice (Carp-Carare s.a., 2001), insa a fost demonstrat faptul ca, eliminarea virusului
prin saliva are loc in proportie de 60-70% din cazurile de rabie la céini, astfel incat unele
muscaturi nu sunt infectante (Perianu, 2012).

Consumul de carne cruda sau de alte tesuturi si organe provenite de la animalele
infectate, nu reprezintd o sursa de infectie, dar cu toate acestea nu este recomandat. De
asemenea, contactul ocazional, cum ar fi atingerea unei persoane infectate sau contactul cu urina
si fecalele animalelor bolnave nu sunt posibile (OIE, 2013).

Au fost raportate exceptional si muscaturi provocate de catre oamenii turbati,
constituind acelasi pericol ca si o mugcaturd de animal si implica respectarea aceluiasi protocol
(lonescu, 1952).

1.2.3 Dinamica holii

Rabia este o zoonoza raspandita pe tot globul si poate capata un caracter sporadic,
enzootic sau epizootic (Perianu, 2012).

Incercarile de decimare ale populatiilor de vulpi intreprinse la nivel mondial au fost
in zadar, singura metoda considerata eficientd pentru eliminarea acestei boli fiind reprezentata
de catre vaccinarea orala a acestor animale, aldturi de obligativitatea vaccindrii animalelor de
companie (Cliquet s.a., 2004). in urma implementarii programelor de supraveghere si control a
rabiei la vulpi, considerat a fi rezervorul silvatic al acestei boli, multe dintre tari au reusit s
obtini statutul de tara liber de rabie. In ciuda existentei unor astfel de programe, Asia si Africa
n special, se confrunta cu o problema scapata de sub control in ceea ce priveste rabia la animale
si la oameni.

Conform unei statistici organizate de catre OMS, cel mai ridicat risc de mortalitate
umana se inregistreaza in Asia si Africa, cu peste 95% din totalul de cazuri, fiind totodata si
regiunile unde rabia in randul cainilor este scdpatd de sub control (Fig. 1.6). Luand in
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considerare situatia acestor continente, vaccinarea in masa a populatiilor de caini este privita ca
fiind singura modalitate eficientd de a intrerupe ciclul infectios al bolii intre animale si oameni.

{ W Fresent
bl I suspected /

5 £ st (S
g [ Wat appiiatle o P
Wi,

P, From countries classified as "suspested, either canfliciing or
i

na infarmatian ather than eslimates was available.

Fig. 1.6 Zonele geografice unde au fost raportate cazurile de rabie la om in urma contactului cu céini infectati in
perioada 2010-2014. Albastru: prezenta bolii; Gri: Suspiciune; Alb: Absent
Fig. 1.6 Geographical distribution of rabies human cases after dog contact during 2010-2014. Blu: present; Gray:
suspected; White: absent.
(Sursa: http: //www.who.int/rabies/epidemiology/en/)

In urma vaccindrii in masa a cainilor in zonele cu risc crescut al infectiei rabice, cum
ar fi unele regiuni din America latind, dar si din Rusia s-a reusit mentinerea sub control a

cazurilor de rabie la cdini si oameni, pe parcursul anului 2016, cazurile fiind sporadice (Fig.
1.7).

Albastru inchis: cazuri pozitive de rabie la oameni in urma contactului cu cainii infectati
Albastru deschis: prezenta rabiei la cdini, absenta rabiei la oameni
Maro: cazuri sporadice
Bej: Cazuri limitate de rabie la caini; absenta rabiei la oameni
Verde: Absenta cazurilor de rabie la cdini si oameni, cu exceptia celor importate
Gri: Lipsa informatii
Fig. 1.7 Cazurile de rabie raportate la om in urma contactului cu cainii infectati in anul 2016
Fig. 1.7 Rabies cases reported in human after infected dog contact in 2016
(Sursa: WHO, 2017)

36



Tara noastrd dispune incepand cu anul 2011 de un ,, Program strategic privind
supravegherea, controlul si eradicarea turbarii la vulpe” aprobat pentru o perioada de 10 ani,
program ce presupune distributia bianuald de momeli vaccinale atat pe cale aeriand, cat si direct
n vizuini, vulpilor.

Cutoate ca, Romania a fost una dintre cele mai afectate tari de rabie la nivel european
pe parcursul ultimilor decenii, odatd cu implementarea acestui program, numarul cazurilor
pozitive de rabie in rdndul animalelor a inceput sa scada simtitor (Fig. 1.8).

Intrucat tara noastrd este inconjurati de tiri unde rabia este prezenti in randul
animalelor, obtinerea unui statut de tard indemna este mult mai dificila de dobandit. Chiar daca,
o parte dintre granitele din sud-estul Romaniei sunt de natura fluviald, iar apa este considerata
o bariera naturala, trebuie luat in considerare faptul ca, aceasta nu este una absolutd, permitand
circulatia animalelor pe timp de iarna cand apa ingheata, ducand astfel la raspandirea bolii dintr-
o regiune geografica in alta.

Tn urma unei analize epidemiologice Tntreprinse n cadrul acestei teze Tn nord-estul
tarii in perioada 2010-2016, cele mai afectate animale de rabie au fost reprezentate de catre
vulpi, cunoscute ca i rezervor silvatic la bolii, respectiv de catre bovine si ulterior de caini.

Fig. 1.8 Situatia cazurilor de rabie raportate la animalele domestice si
salbatice pe teritoriul Romaniei: A) Anul 2010; B) Anul 2011; C) Anul
2012; D) Anul 2013; E) Anul 2014; F) Anul 2015; G) Anul 2016
Fig. 1.8 Rabies cases reported in both domestic and wild animals in
Romania: A) Year 2010; B) Year 2011; C) Year 2012; D) Year 2013; E)
Year 2014; F) Year 2015; G) Year 2016
(Sursa: http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/queries)
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In ceea ce priveste situatia cazurilor de rabie raportate in randul oamenilor pe
teritoriul tarii noastre, conform unor rapoarte intocmite de catre Institutul National de Sanatate
Publica in perioada 2010-2015, incepand cu anul 2008 au fost Tnregistrate 5 cazuri de rabie,
toate soldate cu decesul acestora.

Cazul inregistrat in anul 2008 a fost confirmat la un barbat in varsta de 40 de ani,
care a fost muscat de un lup si a decedat la cateva saptamani in ciuda profilaxiei aplicate, urmand
ca 1n anul 2009 sa fie raportatd din nou rabia, de data aceasta la o femeie in varsta de 69 de ani
din judetul Valcea, in urma unei muscaturi de vulpe, neprezentandu-se la medic pentru
efectuarea vaccinului antirabic.

Din nefericire, alte doud cazuri au fost raportate in anul 2010, fiind si singurele cazuri
de rabie inregistrate in acel an pe teritoriul Europei. Astfel, primul caz a fost raportat la o fetita
in varstd de 11 ani din judetul Giurgiu, care fusese muscatd de o pisica, iar intrucat nu s-a
prezentat la centrul de vaccinari antirabice pentru efectuarea vaccinului antirabic, a survenit in
cele din urma decesul. Cel de-al doilea caz a fost confirmat la o fetitd de 10 ani din judetul Olt.
Aceasta fusese internatad cu suspiciunea de botulism si PAF, fiind ulterior infirmate in urma
testelor de laborator. Pacienta a decedat in cele din urma, confirmandu-se diagnosticul de rabie,
din ancheta epidemiologica nereiesind un eventual contact al acesteia cu animale.

Ultimul caz de rabie raportat in tara noastra a fost confirmat la o fetita de 6 ani din
judetul Bacau 1n urma unei muscaturi in zona capului provenite de la un caine turbat in data de
16 decembrie 2011. In ziua imediat urmitoare i s-a toaletat plaga si i s-a administrat vaccinul
antitetanos. Tn perioada 20-21.02.2012, aceasta s-a prezentat la spital cu febrd, varsaturi,
agitatie, insomnie, hidrofobie, sialoree si contractii la nivelul extremitétilor, iar 4 zile mai tarziu
au aparut halucinatiile, iar ulterior aerofobia si crize de apnee, urmate de decesul acesteia.

Péna 1n prezent, in literatura au fost recunoscute 6 cazuri de rabie in rindul oamenilor
care au supravietuit infectiei cu virusul rabic cu sau fara aplicarea profilaxiei postexpunere. In
anul 2004, o fata din Statele Unite ale Americii a devenit prima persoana ce a supravietuit rabiei
fara implementarea unei profilaxii postexpunere. Alte 2 cazuri similare au fost raportate in anii
2009 si 2011, fiind instituit un protocol complex Milwaukee, alaturi de inducerea comei,
persoanele in cauza supravietuind acestei zoonoze letale (Hattwick s.a., 1972; Porras s.a., 1976;
Alvarez s.a., 1994; Madhusudana s.a., 2002; CDC, 2004; Willoughby s.a., 2005, CDC, 2012;
OMS, 2017(b)).
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CAPITOLUL 1l
ACTUALIZARI PRIVIND METODOLOGIA DE DIAGNOSTIC,
SUPRAVEGHERE, CONTROL SI ERADICARE A RABIEI LA
ANIMALE
CHAPTER Il
UPDATES REGARDING RABIES DIAGNOSTIC METHODOLOGY,
SURVEILLANCE, CONTROL AND ERADICATION IN ANIMALS

Realizarea unui diagnostic precis si rapid al rabiei la animale este esentiald pentru
aplicarea din timp a profilaxiei postexpunere ih randul camenilor atunci cand se impune. Chiar
daca anumite semne clinice caracteristice, precum schimbarea comportamentului cu evolutie
spre agresivitate, dificultati in deglutitie si aparitia hipersalivatiei ne pot indrepta catre
suspiciunea de rabie, singurul mod de confirmare se realizeaza prin efectuarea testelor de
laborator recunoscute si recomandate de catre OIE si OMS.

2.1 Metodologia de diagnostic

Probe de creier

Tn realizarea unui diagnostic post-mortem, proba principali este reprezentati de citre
creier, organ pentru care virusul are tropism (Bourhy s.a., 1990; Morse, 1993). Literatura de
specialitate abunda in informatii privind modul de recoltare a creierului sau zonele de electie ce
trebuiesc testate pentru o optimd detectie a virusului rabic. in creier, virusul se giseste cu
precadere in hipocamp, trunchi cerebral, cortex cerebral, scoartd cerebrald si cerebel
(Woldehiwet, 2005).

Ani la rand, cornul lui Ammon sau hipocampul a fost considerat ca fiind zona de
electie pentru virusul rabic, Insd numeroase cercetari au scos la iveald faptul ca, alte structuri
ale SNC sunt mult mai sensibile pentru multiplicarea acestuia.

Astfel, intr-un studiu publicat de catre Tepsumethanon s.a. in anul 1997, in care au
fost testate un numar de 8987 de probe de creier, au aratat faptul ca, portiunea cea mai sensibila
este reprezentatd de catre trunchiul cerebral. De asemenea, Bingham s.a. in anul 2002, au
demonstrat ca, talamusul si bulbul rahidian sunt mult mai afectate, inregistrand o pozitivitate de
97,8%, comparativ cu cornul lui Ammon de doar 85,7%. Cu toate acestea, ih cadrul
laboratoarelor, se preferd pentru sigurantd, recoltarea de probe din fiecare portiune a tesutului
cerebral, pentru a nu ramane zone neexaminate.

In realizarea unui diagnostic ante-mortem in cazul oamenilor, detectia virusului sau
al ARN-ului viral se poate realiza din saliva, biopsie cutanatd sau din celulele epiteliale ale
corneei (Rabie-Bulletin-Europe, 2017).
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Biopsia cutanata
Efectuarea de biopsii cutanate nu este una dintre cele mai indicate metode, tinand

cont de faptul ca de-a lungul cercetarilor raportate, aceasta a inregistrat o pozitivitate oscilanta
cuprinsa intre 60-100%, Insd poate fi implementata pentru orientarea diagnosticului, atunci cand
Nnu exista altd alternativa. Zona propice in efectuarea biopsiilor este reprezentata de cétre zona
gatului, virusul rabic fiind izolat din celule epiteliale si din reteaua nervoasa din jurul foliculilor,
asa cum a fost ardtat de catre Smith s.a., 1972, Bryceson s.a., 1975 si Blenden s.a., 1983.
Majoritatea rezultatelor pozitive au fost obtinute insa, in cazul oamenilor aflati intr-0 stare
avansatd de boald si mai putin inaintea aparitiei semnelor clinice sau in fazele incipientele ale
acesteia (Bryceson s.a., 1975; Blenden s.a., 1986).

Amprentele de cornee

Acestea au fost realizate pentru prima datd de catre Schneider in anul 1969 la un
soarece, ulterior fiind efectuate si in randul oamenilor (Mathuranayagan s.a., 1984; Blenden
s.a., 1986; Warrell s.a., 1988) cu rezultate superioare in urma detectiei virusului din saliva sau
al biopsiilor cutanate (Zaidman G.W., 1998).

Saliva si glandele salivare

Acestea pot fi utilizate in vederea orientarii unui diagnostic (Koruk s.a., 2010;
Simani s.a., 2012), nsa trebuie luat in considerare faptul ca, prezenta virusului in saliva nu este
constanta, astfel Incat un rezultat negativ nu ne poate fi de un real ajutor, fiind obligatoriu de
confirmat utilizand alt tip de material patologic, daca este disponibil (Goldwasser s.a., 1959;
CDC, 2017).

Lichidul cefalo-rahidian

Recoltarea de LCR atat de la animale, cat si de la oameni poate fi de un real ajutor,
intrucét a fost demonstrat faptul ca, acesta poate contine antigeni virali si anticorpi circulanti
neutralizanti (Crepin s.a., 1998; Simani s.a., 2012), prezenta celor din urma fiind demonstrata
in stadiile initiale ale bolii atat la animale cat si la oameni (Schneider s.a., 1991; Noah s.a.,
1998).

Alte tesuturi

De-a lungul timpului, numeroase cercetdri au fost realizate privind punerea in
evidenta al antigenului virusului rabic din diferite tesuturi si organe. Astfel, intr-un studiu
interesant intreprins de catre Feiden s.a. in 1991, acestia au aratat prezenta antigenului in inimile
a 5 caini infectati pe cale naturald, dar si in alte regiuni precum glandele adrenale (Balachandran
s.a., 1994), tractul gastro-intestinal, pancreas (Jogai s.a., 2002), tonsile (Fekadu s.a., 1983) sau
in cazul oamenilor, in laringe, limba, medulosuprarenald (Li s.a., 1995; Jackson s.a., 1999),
acest lucru confirmand dispersarea centrifugd a virusului, iar prezenta antigenului in astfel de
regiuni putdnd servi ca si instrument util in realizarea unui diagnostic ante-mortem prin
efectuarea de biopsii.

De asemenea, intr-un studiu aprofundat efectuat de catre Suja s.a. in 2009, acestia au
pus in evidenta antigenul viral in talamus, sistemul limbic, trigemen, nucleul vagal, portiuni ce
corespund zonelor de inervatie colinergica, ceea ce ar explica unele semne clinice ale rabiei.
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Singurele metode de referinta recunoscute si recomandate de catre OIE si OMS in
confirmarea sau infirmarea diagnosticului de rabie sunt reprezentate de citre imunofluorescenta
directd (IFD), izolarea virusului rabic pe culturi celulare (RTCIT- Rabies Tissue Culture
Infection Test) si proba biologica pe soareci (PBS).

Inainte de aparitia tehnicilor moderne de diagnostic in rabie, confirmarea bolii se
realiza prin intermediul examenului histopatologic, prin detectia incluziilor acidofile
intracitoplasmatice din sistemul nervos central (Bingham s.a., 2002; Theodorides, 1986; OMS,
2017). Dezavantajele principale au fost reprezentate in special de sensibilitatea scazuta si de
prezenta inconstanta a incluziilor in creier, 25% dintre animalele pozitive neprezentand acesti
corpusculi, fapt ce a necesitat implementarea unor noi metode mult mai sensibile (Bingham s.a.,
2002).

Aceste incluzii au fost descoperite de catre Babes in anul 1892, insd importanta si
specificitatea acestora in diagnosticul rabiei au fost demonstrate de catre Negri 11 ani mai tarziu.
In cadrul Congresului International de Microbiologie de la Praga din anul 1950, incluziile au
primit denumirea de ,.corpusculii Babes-Negri” (Perianu, 2005), acestia gasindu-se cu
precadere in celulele Purkinje din cerebel si n celulele piramidale din hipocamp. (Jackson s.a.,
2002).

IFD reprezinta tehnica de aur in diagnosticul rabiei, cu o sensibilitate si specificitate
de 99-100%. Aceasta a fost dezvoltatd de catre Coons si Kaplan in 1950, fiind modificata
ulterior pentru diagnosticul rabiei de catre Goldwasser si Kissling in anul 1958 (Trimarchi s.a.,
1972; Meslin s.a., 1999). In situatia in care, rezultatul acestui test este pozitiv, diagnosticul de
rabie este cert, insd in cazul unui rezultat negativ este necesard efectuarea PBS sau RTICIT
pentru confirmare (OIE, 2013).

In vederea efectuarii IFD-ului, metoda nu necesita o aparatura sofisticata, materiale
scumpe sau greu de procurat, este usor de realizat, iar rezultatele se obtin intr-un interval de
timp scurt, intre 2-4 ore in functie de manualitatea si experienta medicului specialist
(Goldwasser s.a., 1959; Tekki s.a., 2016). Aceasta constd in examinarea la microscopul cu
ultraviolete a frotiurilor realizate din creier, dupa tratarea acestora cu anticorpi monoclonali sau
policlonali marcati cu izotiocianat de fluoresceind (OMS, 2017(a)). Principala proba folosita
pentru testarea postmortem este reprezentatd de tesutul cerebral (Meslin s.a., 1999).

De remarcat faptul ca, virusul rabic este sensibil la variatiile de temperatura, astfel
incat expunerea tesutului nervos la temperaturi ridicate poate afecta sensibilitatea testului de
diagnostic, cauzand degradarea structurii virale (Beltran s.a., 2014).

in situatiile in care, rezultatul [FD-ului este dubios sau negativ, o metoda alternativa,
la fel de sensibila si specifica trebuie sa fie disponibila ca si back-up pentru [FD. Tinand cont
de importanta sanitard majora in randul oamenilor, obtinerea unui rezultat rapid si sigur poate
cantari foarte mult in orientarea schemei de vaccinare.
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Proba biologica pe soareci este cunoscuta drept cea mai veche metoda implementata
cu scopul de a confirma sau infirma diagnosticul de rabie la animale, fiind initiata pentru prima
datd de catre Webster si Dawson 1n anul 1935 (Bourhy s.a., 1989).

Cu toate ca, prin intermediul acestei tehnici pot fi detectate cantitati foarte scazute
de virus rabic (Rudd si Trimarchi, 1989; Chhabra s.a., 2007), din cauza perioadei indelungate
de observatie a soriceilor, a costurilor ridicate, a expunerii directe a personalului in timpul
inoculdrii intracerebrale, dar si a necesitatii inlocuirii animalelor de laborator din motive etice,
incepand cu anul 1982, tehnica a fost Tnlocuitd cu succes de catre majoritatea tarilor dezvoltate
cu izolarea virusului rabic pe culturi celulare (RTCIT), fiind a doua cea mai utilizata tehnica de
referintd in diagnosticul rabiei (OIE, 2017).

Avantajele celei din urma sunt reprezentate de: costurile scazute, reducerea timpului
in obtinerea rezultatelor de la 15-30 de zile in cazul PBS la 48 de ore in cazul RTCIT, usurinta
in realizarea metodei, capacitatea de a detecta cantitati scdzute de virus dintr-o proba, dar si
sensibilitatea egald, chiar superioarda PBS, acestea fiind principalele motive ce au dus la
inlocuirea PBS (Charlton s.a., 1986, OIE, 2017).

De-a lungul timpului, numeroase linii celulare au fost utilizate pentru izolarea
virusului rabic pe culturi celulare, prima descriere fiind raportatd in anul 1913 de catre Noguchi
si Levaditi. Intrucat, dupa multiplicarea virusului rabic in SNC, acesta se distribuie catre
majoritatea organelor, acest lucru a facut posibila izolarea Iui pe o gama variata de celule (King,
1996).

BHK-21 a fost prima linie celulard utilizatd pentru izolarea virusului rabic, insa
rezultatele au dovedit o sensibilitate inferioard PBS (Madhusudana s.a., 2010). Pana in prezent,
diferite linii celulare precum N2a, CER, BHK-21, BSR, McCoy sau celule provenite de la
bovine, lilieci, ratoni, cini i sconcsi au fost experimentate (Meslin s.a., 1999).

in prezent, linia celulard de referinta pentru izolarea si multiplicarea virusului rabic
este reprezentatd de catre N2a (neuroblastome murine), fiind considerata cea mai sensibila, fapt
recunoscut de catre OIE si OMS.
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vulpilor

Actualele tehnici recunoscute si recomandate de catre OIE si OMS pentru detectia
anticorpilor anti-rabici neutralizanti din serurile animalelor, sunt reprezentate de catre testul de
virus-neutralizare al anticorpilor fluorescenti - FAVN, si de catre testul rapid de inhibitie a
fluorescentei - RFFIT, dezvoltate catre Cliquet s.a. in anul 1998, respectiv de catre Smith s.a.
in anul 1973. Detectia poate fi realizata fie in contextul transportului necomercial al animalelor
de companie, fie pentru monitorizarea eficacitatii vaccinarii la vulpi.

Cutoate ca, aceste tehnici sunt precise si eficace, anumite dezavantaje precum timpul
indelungat in obtinerea rezultatelor, costurile ridicate, personal experimentat si laboratoare
dotate, fac dificila utilizarea acestora Tn cadrul laboratoarelor.

Astfel, detectia anticorpilor antirabici postvaccinali la vulpi, poate fi realizatd prin
intermediul testului ELISA, fiind preferat de majoritatea tarilor in care se aplica programul de
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vaccinare orala la vulpi, oferind rezultate valide, la nivel european fiind recunoscute 2 kit-uri in
acest sens, Platelia Rabies si BioPro (OIE, 2017), cel din urma fiind preferat, cu rezultate
superioare Plateliei (Wasniewski s.a., 2012; Wasniewski s.a., 2013; Wasniewski s.a., 2016).

Detectia ARN-ului viral; RT-PCR si Real time gRT-PCR
In ultimii ani, tehnicile de biologie moleculara au inceput si castige din ce in ce mai

mult teren pentru confirmarea diagnosticului de rabie, fiind un instrument aditional de detectie
a lyssavirusurilor.

Astfel, acestea pot fi folosite pe probe de creier aflate intr-o stare avansata de
descompunere, lucru nerecomandat in cazul tehnicilor de referinta (IFD, RTCIT) (Lopes s.a.,
2010). De asemenea, un factor foarte interesant este acela ca, aceste tehnici pot fi folosite pentru
a diferentia virusul rabic clasic de virusurile inrudite cu acesta, cunoscute si sub denumirea de
»pararabice”, utilizdnd primeri specifici unui genotip aparte (Black s.a., 2000; Echevarria s.a.,
2001).

Diferite probe precum saliva, LCR, pielea, tampoane orofaringiene, lacrimi, urina,
dar si alte tesuturi infectate pot fi utilizate in cadrul tehnicilor moleculare (Biswal s.a., 2007;
Macedo s.a., 2006; Nagaraj s.a., 2006; Echevarria s.a., 2001; Wacharapluesadee s.a., 2001;
Mani s.a., 2013) cu rezultate pozitive.

Studii comparative intreprinse de catre Sacramento s.a., 1991, Kamolvarin s.a.,
1993, au dovedit sensibilitatea, respectiv specificitatea tehnicilor in cauza, comparabile cu cele
de referinta, implementarea acestora in viitor in confirmarea rabiei aldturi de tehnicile deja
cunoscute reprezentand o necesitate.

Detectia antigenului viral; dRIT - Testul rapid de imunohistochimie directd

Unul dintre cele mai semnificative teste dezvoltate n ultimii ani este ,,dRIT” realizat

de catre CDC din Atlanta, USA in anul 2006, cu obtinerea de rezultate Tn mai putin de o ora
(Neizgoda s.a., 2006). Acesta presupune efectuarea de frotiuri din creier, bazandu-se pe detectia
nucleoproteinei N a virusului rabic, prin utilizarea unui cocktail de anticorpi monoclonali sau
policlonali biotinilati concentrati si purificati (Neizgoda s.a., 2006; Coetzer s.a., 2014), alaturi
de adaugarea de streptavidina peroxidaza si un reagent de colorare. In cazul in care antigenul
este prezent in proba, acesta apare de culoare rosu —caramiziu (Fig. 2.1).
-
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Fig. 2.1 Testul rapid de imunohistochimie directa A) Frotiu negativ B) Frotiu pozitiv

Fig. 2.1 Direct Rapid Immunohistochemical Test A) Negative brain impression B) Positive brain impression
(Sursa: CDC Atlanta, USA)

In urma comparirii cu tehnica de referinti IFD, acesta a demonstrat o sensibilitate si
specifitate de 100% (Madhusudana s.a., 2012; Durr s.a., 2008; Tao s.a., 2008) fiind o tehnica
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simpla, usoara, rapida, ieftina, ce poate fi implementata cu succes mai ales in cazul tarilor mai
putin dezvoltate (Neizgoda s.a., 2006).

Hibridizarea in situ, latex aglutinarea, testul rapid imunohistochimic indirect — IRIT,
tehnica NASBA, ce se bazeazd pe amplificarea acizilor nucleici prin utilizarea a 3 enzime
diferite pentru generarea de copii multiple ale ARN-ului, dar si LAMP (Loop Mediated
Isothermal Amplification — Amplificarea isotermala ciclica mediatd) ca si metoda alternativa
de o inaltd specificitate si rapiditate de amplificare a ADN-ului, ce poate fi folositd in
protocoalele de supraveghere (Notomi s.a., 2000; Boldbaatar s.a., 2009; Muleya s.a., 2012), au
fost implementate si dezvoltate pentru diagnosticarea rabiei, ele rimanand deocamdata la nivel
de cercetare.

2.2 Metodologia de supraveghere, control si eradicare a rabiei la
animale

Incercarile de decimare ale populatiilor de vulpi realizate la nivel global au fost
zadarnice in reducerea cazurilor pozitive de rabie, singura metoda considerata eficientd pentru
a tine sub control aceasta boala fiind reprezentata de catre vaccinarea orala, prin distribuirea de
momeli 1n habitatul acestor animale (Cliquet s.a., 2004).

Dezvoltarea unor vaccinuri sigure si eficiente prin incorporarea acestora ih momeli
atractive a dus la realizarea primului program destinat vaccinarii orale a vulpilor in anul 1978,
Elvetia fiind prima tard ce a dispus de aceste masuri (Rupprecht s.a., 2004). Dupa eforturi
considerabile in acest sens, Elvetia a fost declaratd in anul 1997 prima tara liberd de rabie
(Bugnon s.a., 2004).

Exemplul Elvetiei a fost urmat Indeaproape de Germania in anul 1983, ultimul caz de
rabie fiind raportat Tn anul 2006 la o vulpe, iar 2 ani de zile mai tarziu, tara a fost declarata
indemna (Miiller s.a., 2012).

In cazul Belgiei, in perioada 1986-1991 au fost realizate campanii riguroase de
vaccinare orald, ducand la o reducere considerabila a cazurilor de rabie, 2 ani mai tarziu tara
fiind declaratd indemna (Brochier s.a., 1988; Brochier s.a., 1994). Acest statut insa, nu avea sa
dureze foarte mult, in anul 1993 fiind raportate 13 cazuri de rabie la vulpi, situatie ce a necesitat
reimplementarea campaniilor de vaccinare orald (Brochier s.a., 1995).

De-a lungul ultimilor decenii, aceste programe intensive ce au vizat rezervorul silvatic
principal, vulpea, prin distributia bianuld a vaccinurilor orale, atit aeriand, cat si manuala, au
dus la eradicarea rabiei in vestul si centrul Europei (Vos, 2003; Rupprecht s.a., 2004).

Numeroase imbunatatiri au fost efectuate in ceea ce priveste calitatea si productia
vaccinurilor. Astfel, diferite vaccinuri vii atenuate au fost si inca sunt utilizate in cadrul acestor
programe de supraveghere: SAD B19 si SAD P5/88 (tulpini atenuate in culturi celulare), SAG1
si SAG2 (mutanti apatogeni al unor tulpini atenuate) sau VRG (vaccin atenuat recombinant ce
codifica glicoproteina virusului rabic) (Cliquet s.a., 2004).

Stabilitatea termica si punctul de topire al invelisului momelii au o importanta
primordiald pentru garantarea unei vaccinari eficace. VRG este cunoscut ca fiind singurul
vaccin care nu interfereaza cu imunitatea maternald la pui, un factor important in realizarea
campaniilor de primédvara (Cliquet s.a., 2004), iar stabilitatea termica ridicata permite distributia
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momelilor chiar si pe timp de vara, in cazul implementarii unor campanii de urgenta (Masson
s.a., 1999).

Romania, dispune din anul 2011 de un Program strategic privind supravegherea,
controlul si eradicarea turbarii la vulpe, Tn urma aprobarii acestuia in cadrul Hotararii de
Guvern nr. 55/2008, pentru o perioada de 10 ani. Acest program presupune distributia bianuala
atdt manuald, cat si aeriand a momelilor vaccinale (ANSVSA, 2016). Acestea sunt realizate
dintr-un amestec furajer atractiv pe baza de faina de peste, in interiorul carora sunt introduse
blistere de plastic si aluminiu cu vaccinul lichid (Robardet s.a., 2011), 1n tara noastra fiind
folosit vaccinul viu atenuat Lysvulpen (Bioveta, Republica Ceha), ce contine tulpina SAD Bern,
reprezentatd de 2 subpopulatii dominante de virus, si anume SAD Bern si SAD B19 , like”
(ICPMBV, 2017).

In cadrul distributiei aeriene, liniile de zbor se stabilesc, de regula, la o distanta de 500
m intre ele, la o altitudine de 150 m, fiind distribuite 25 de momeli/km?. Tn cazul celei manuale
in vizuinile vulpilor, distributia se efectueaza prioritar in zonele din jurul localitatilor unde au
fost confirmate cazuri pozitive de rabie. Acestea se amplaseazd direct in vizuini, dar si pe
traseele vulpilor, distribuindu-se cate 25 momeli/km? (ANSVSA, 2017).

Principiul imunizarii consta 1n faptul ca dupa mestecarea si perforarea capsulei care
contine virusul viu atenuat din interiorul momelii, acesta patrunde in mucoasa sau tonsilele
cavitatii orale, imunitatea instalandu-se Tn termen de 21 de zile de la administrare (ANSVSA,
2016; ICPMBYV, 2017).

Verificarea eficacitatii acestor campanii de vaccinare orald a vulpilor se realizeaza prin
doua mari metode, si anume: detectia anticorpilor antirabici postvaccinali din lichid toracic sau
ser si determinarea markerului vaccinal - tetraciclina - din mandibula sau dintii vulpilor.

Pana in prezent au fost dezvoltate numeroase proceduri ce au vizat detectia anticorpilor
antirabici neutralizanti, cum ar fi testele in vivo (MNT- Testul neutralizarii pe soarece), tehnicile
de seroneutralizare (FAVN - Fluorescent Antibody Virus Neutralization Test si RFFIT - Rapid
Fluorescent Focus Inhibition Test), cele imunoenzimatice (ELISA) (Woldehiwet, 2005; Servat
s.a., 2006; Ondrejkova s.a., 2015), dar si alte tehnici modificate si adaptate, precum RAPINA
(Rapid Neutralizing Antibody detection test) (Nishizono s.a., 2012) sau VNT-IIP (Virus
neutralizing test-indirect immunoperoxidase technique) (Ogawa s.a., 2008).

Actualele metode de referintd recunoscute si recomandate de cétre OIE si OMS pentru
detectia si titrarea anticorpilor antirabici din serul animalelor sunt reprezentate de catre RFFIT
(Smith s.a., 1973) si FAVN (Cliquet s.a., 1998). Cu toate cd, ambele metode sunt eficiente si
precise, acestea prezinta o serie de dezavantaje. Astfel, timpul indelungat, costurile ridicate,
personal abilitat pentru efectuarea testului, dar si laboratoare adecvat echipate pentru
manipularea virusului rabic viu, fac dificila realizarea acestui test in cadrul oricarui laborator,
fapt ce a dus la dezvoltarea de noi teste alternative (Wasniewski s.a. 2012; Ondrejkova s.a.,
2015).

Testul ELISA este preferat de catre majoritatea térilor unde se aplica programul de
vaccinare orald la vulpi, dar si vaccinarea In masa a céinilor. Acest lucru se datoreaza
numeroaselor avantaje pe care le ofera acest test, si anume: este mai usor de realizat, rezultatele
se obtin mult mai repede, nu implicd manipularea virusului rabic viu, in consecinta, personal
specializat si laborator echipat adecvat in acest sens (Wasniewski s.a. 2012).
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Luénd in considerare faptul ca, probele de vulpi testate pentru verificarea eficacitatii
din cadrul programelor de vaccinare sunt reprezentate de fapt de lichide toracice, acestea fiind
contaminate si chiar hemolizate, nu se recomanda efectuarea testului FAVN, intrucat acesta este
foarte sensibil la conditiile de citotoxicitate. in acest sens, testul ELISA poate fi aplicat cu
succes pe probe provenite in special de la animalele salbatice, contracarand problemele de
citotoxicitate, oferind rezultate valide (Vengust s.a., 2011).

In ceea ce priveste detectia anticorpilor antirabici postvaccinali din lichid toracic sau
ser prin intermediul testului ELISA, sunt recunoscute la nivel european 2 kit-uri, si anume:
BioPro (Praga, Republica Ceha) si Bio-Rad (Platelia Rabies Il, Marnes-La-Coquette, Franta).

Platelia Rabies Il (Bio-Rad, Franta) dezvoltat de catre Bio-Rad si Laboratorul European
de Referinta in Rabie din Nancy, Franta in anul 2006, a fost primul kit recomandat de catre OIE
pentru detectia anticorpilor antirabici la caini si pisici (in contextul transportului necomercial al
acestora) si la vulpi (pentru monitorizarea eficacitatii vaccinarii) (OIE, 2017). Acceptarea
acestuia in Registrul kiturilor pentru diagnostic certificat de catre OIE a venit in urma
rezultatelor unui studiu publicat de catre Servat s.a. in 2007 ce a aratat o sensibilitate de 83% si
o specificitate de 98% pe probe provenite atit de la animale, cat si de la oameni, alaturi de
consultarea diferitilor experti in domeniu. In prezent insa, acest kit nu se mai regiseste in
registrul anterior mentionat.

Cel de-al doilea kit, BioPro este preferat in ziua de astazi, in urma unor studii intreprinse
de catre Wasniewski s.a., 2012, Wasniewski s.a., 2013; Bedekovic s.a., 2016, Wasniewski s.a.,
2016 obtinand rezultate superioare celui frantuzesc.

Determinarea markerului vaccinal tetraciclina din mandibula sau dintii vulpilor
reprezintd o altd metodd pentru a verifica eficacitatea acestor programe (OIE, 2013). Un
indicator al ingerarii acestor momeli este clorhidratul de tetraciclind, prezent In compozitia
acestora, in doza de 150 mg (ICPBMV, 2017). Odata administratd oral, poate fi detectatd in
oase la lumina UV la numai 2 zile de la consumul momelilor (Frost s.a., 1959).

Utilizarea biomarkerilor ca si indicatori a devenit o practica din ce in ce mai comuna
atunci cand vine vorba de programe aplicate animalelor silbatice cu scopul de a monitoriza
eficienta acestora. Cu toate ca, de-a lungul timpului au fost utilizati numerosi biomarkeri, cum
ar fi: tetraciclina, sulfadimetoxina sau rodamina B, de preferat pentru studiul rabiei raméne
tetraciclina (Robardet s.a., 2012(a)).

Pe langa realizarea acestor campanii de vaccinare orald a vulpilor, un rol foarte
important ii revine si obligativitatii vaccinarii animalelor de companie (Jakel s.a., 2008). Astfel,
transportul necomercial al animalelor de companie dintr-o tara unde evolueaza boala intr-o tara
indemna, conform Regulamentului UE 998/2003 este conditionat de vaccinarea antirabici. Ins,
in ultima perioada, unele tari indemne de rabie au impus pe langa obligativitatea vaccindrii
antirabice si teste serologice privind detectia anticorpilor antirabici, acestea fiind o garantie
puternica a efectudrii vaccinarii (Aubert, 1992), fiind acceptata conform OIE si OMS valoarea
minima de 0,5 Ul/ml, considerata a fi una de protectie fata de o posibila infectie cu virusul rabic
(Jakel s.a., 2008; Knoop s.a., 2010).
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CAPITOLUL I
SCOPUL, OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT SI CADRUL
ORGANIZATORIC AL CERCETARILOR
CHAPTER 111
PhD THESIS AIM AND OBJECTIVES AND THE ORGANIZATIONAL
FRAMEWORK OF THE RESEARCHES

Rabia ramane in continuare o amenintare globala grava, fiind inclusa in lista bolilor
tropicale neglijate a Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), intanita cu precadere in zonele
defavorizate ale globului. Data fiind importanta sanitara si economica a zoonozei, aceasta
necesitd o coordonare trans-sectoriala stransa la nivel national, regional si global.

Jumatate din populatia lumii traieste intr-o zona endemica, iar mai mult de 80% din
decese apar 1n zonele rurale, unde accesul la campaniile de educatie pentru sanatate si profilaxia
post-expunere este limitat sau inexistent. Africa si Asia sunt continentele cu cel mai mare risc
de mortalitate umana, cu peste 95% din cazurile fatale ale lumii, fiind si regiunile unde rabia in
randul cainilor este scdpatd de sub control. Aceste situatii au loc in prezent, cu toate cd boala
poate fi prevenita in proportie de 100% prin intermediul vaccinarii, anual inregistrandu-se din
nefericire 60.000 de decese Tn randul oamenilor, 40% fiind copii sub varsta de 15 ani, conform
unei statistici a Oficiului International de Epizootii (OIE).

Luénd in considerare faptul ca, 95% din cazurile de rabie in randul oamenilor se
datoreazd muscaturilor provenite de la cdinii infectati, vaccinarea in masa a acestor animale este
o metoda de electie, fiind singura modalitate de a Intrerupe ciclul infectios al bolii intre animale
si oameni.

In acest sens, OMS alituri de OIE, Organizatia pentru Alimentatie si Agricultur a
Natiunilor Unite (FAO) si Alianta Globala pentru Controlul Rabiei (GARC) au stabilit un
obiectiv global "mortalitate zero a rabiei umane pana in anul 2030".

Comparativ cu Asia si Africa, unde rezervorul principal este cainele, la nivel european
acesta este reprezentat de citre vulpe. In acest sens, majoritatea tarilor libere de rabie, au reusit
obtinerea acestui statut prin implementarea cu strictete a unor programe de vaccinare orala la
vulpi, dar si prin obligativitatea vaccinarii cainilor si pisicilor, specii cunoscute ca si rezervoare
domestice ale virusului rabic.

Cu toate ca, tara noastra a fost in ultimile decenii printre cele mai afectate tari de rabie
la nivel european, odatd cu implementarea programului de supraveghere, control si eradicare a
vulpilor incepand cu anul 2011, numarul cazurilor a inceput sa scada simtitor. Efectuarea n
continuare cu strictete al acestui program impreund cu respectarea vaccinarii obligatorii ale
animalelor de companie, pot duce n timp la eradicarea rabiei in Romania. In Republica
Moldova, a doua tard luaté in studiu in cadrul tezei de doctorat, anual se raporteaza un numar
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foarte mare de cazuri de rabie in special in rAindul animalelor domestice, situatie scapata de sub
control, tindnd cont gi de faptul cd tara inca nu dispune de un program privind vaccinarea orala
a vulpilor, masura primordiala 1n reducerea numarului de cazuri.

Avand in vedere faptul cd, obtinerea unui statut de tara indemna de rabie este
conditionatd si de situatia actuald a tarilor de granita, avand un rol important in circulatia
virusului rabic, implementarea unei strategii eficace pentru a acoperi o populatie cat mai larga
de vulpi, respectarea acelorasi reguli de catre toate tarile care implementeaza acest program, dar
si continuarea distributiei de momeli inca 2 ani de la ultimul caz de rabie, sunt doar céteva dintre
conditiile pentru ca programul sa dea rezultate.

Tinand cont de importanta bolii, dar si de putinele cercetari realizate pand in prezent in
tara noastra, cat si de lipsa informatiilor privind Republica Moldova, cercetarile intreprinse in
cadrul tezei de doctorat au avut ca scop realizarea unei anchete epidemiologice a cazurilor de
rabie din partea de nord-est a tarii noastre, dar si a Republicii Moldova vizand o perioada de 7
ani, pentru o bund intelegere a situatiei actuale, dar si pentru stabilirea unei prevalente fidele a
bolii la animalele domestice si salbatice. Unul dintre cele mai importante obiective ale
cercetarilor de fatd a fost reprezentat de realizarea unui studiu epidemiologic molecular, prin
efectuarea unei analize filogenetice a tulpinilor de virus rabic izolate pe teritoriul celor doua tari
luate 1n studiu, cu scopul de a urmari circulatia si distributia virusului rabic in naturd, evolutia
acestuia si nu 1n cele din urma mecanismele moleculare ale adaparii virale.

Cercetarile Intreprinse in cadrul tezei de doctorat au cuprins mai multe institutii si cadre
organizatorice:

+ Laboratorul de Serologie din cadrul Facultatii de Medicina Veterinara lasi;

+ Directiile Sanitare Veterinare si pentru Siguranta Alimentelor din regiunea Moldovei
(Botosani, Suceava, lasi, Neamt, Vaslui, Bacau, Galati, Vrancea), alaturi de Buzau si
Maramures;

+ Centrul Republican de Diagnosticd Veterinard (CRDV) din Chisindu, Republica
Moldova;

+ Laboratorul European de Referinta in Rabie din Nancy, Franta.

Pentru realizarea tezei de doctorat, 59 de probe de creier (38 din nord-estul Romaniei
si 21 din Republica Moldova), 72 de mandibule de vulpi din judetele Moldovei, 392 de probe
reprezentate de lichid toracic provenite de la vulpi si 312 de probe (seruri si lichid toracic)
provenite de la mistreti au fost luate in studiu.

Pregatirea serurilor, dar si a lichidelor toracice, alicotarea si identificarea acestora a fost
efectuatd in cadrul Laboratorului de Serologie a FMV lasi, fiind depozitate la temperatura de -
20°C.

Din cadrul DSVSA-urilor luate in studiu, au fost colectate date privind situatia cazurilor
de rabie din perioada 2010-2016 si probe de creier in vederea efectuarii cercetarilor in cadrul
laboratorului din Franta, acestea fiind transportate in aceastd tard respectand legislatia in
vigoare.

CRDV a luat fiinta in anul 1991, n urma comasarii a doua mari laboratoare, si anume:
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,,Laboratorul Veterinar Central Republican” si ,,Laboratorul veterinar specializat pentru bolile
infectioase deosebit de periculoase ale animalelor”. In cadrul sectiei de Virusologie, singurele
metode realizate pentru confirmarea, respectiv infirmarea rabiei sunt reprezentate de cétre
imunofluorescenta directd si proba biologica pe soareci. Pe parcursul desfasurarii cercetarilor
tezei de doctorat, au fost colectate date privind situatia cazurilor de rabie din perioada 2010-
2016, necesare efectudrii unei statistici epidemiologice, dar si un numar de 21 de probe
provenite atat de la animale domestice, cat si salbatice de pe intreg teritoriul tarii. Acestea au
fost furnizate pentru cercetérile ulterioare Laboratorului European de Referintd in Rabie din
Nancy, Franta.

Tn perioada 2015-2017 am efectuat 3 stagii de cercetare in cadrul Laboratorului
European de Referintd in Rabie din Nancy, Franta, insumand un total de 9 luni.

Incepand cu anul 2008, Comisia Europeani a desemnat acest laborator punctul de
referintd pentru toate tarile Uniunii Europene, acesta fiind recunoscut in prezent pentru
numeroasele sale colabordri si cercetari In domeniul rabiei la animale. Pe langa titlul de
Laborator de referinta in rabie al Uniunii Europene, acesta este si Centru de colaborare in cadrul
Organizatiei Mondiale a Sanatatii pentru cercetarea si managementul Tn controlul zoonozelor,
Laborator de referintd in rabie al Oficiului International de Epizootii, dar si Laborator de
referintd 1n serologia rabiei al Uniunii Europene.

Printre responsabilitatile si activitatile laboratorului se numara:

- pregitirea profesionald privind tehnicile de referintd in diagnosticul rabiei (FAT,
RTCIT, MIT, RT-PCR, Real Time PCR, secventiere, titrarea momelilor vaccinale
(SAG2, SADB19), determinarea tetraciclinei);

- monitorizarea infectiei cu lyssavirusuri la lilieci;

- detectia si titrarea anticorpilor antirabici la cdini, pisici si vulpi;

- controlul vaccinurilor;

- conservarea si furnizarea de tulpini ale virusului rabic;

- caracterizarea tulpinilor de virus rabic utilizand cele mai noi metode disponibile la ora
actuala pentru o mai buna intelegere a epidemiologiei acestei boli,

- pregatirea, controlul si furnizarea controalelor necesare determinarilor serologice si al
altor reagenti de referinta Laboratoarelor Nationale la nivel international;

- validarea reagentilor de referinta;

- realizarea si mentinerea unei banci de seruri, a unei colectii de tulpini de virus rabic,
dar si mentinerea unei baze de date a tulpinilor izolate de-a lungul teritoriului Uniunii
Europene, inclusiv a secventierii;

- organizarea periodicd de teste comparative ce vizeaza procedurile de diagnostic la nivel
european;

- actualizarea procedurilor de supraveghere, epidemiologice si preventie la nivel
mondial;

- evaluarea de noi tehnici de diagnostic, dezvoltarea si evaluarea celor mai noi tehnici de
biologie moleculara.

Obiectivele intreprinse in cadrul tezei de doctorat au fost urmatoarele:
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realizarea unei anchete epidemiologice a cazurilor de rabie din regiunea Moldovei a
Romaniei, dar si din Republica Moldova;

identificarea antigenului prin intermediul imunofluorescentei directe, dar si testarea a 3
conjugate diferite utilizate Tn cadrul acestei tehnici;

izolarea virusului rabic pe culturi celulare ca si metodd alternativa pentru proba
biologica pe soareci; evidentierea liniei celulare optime, respectiv a sistemului ideal
pentru izolarea si multiplicarea virusului rabic;

confirmarea rezultatelor obtinute in cadrul metodelor de diagnostic de referinta prin
intermediul tehnicilor de biologie moleculard Real Time PCR si RT-PCR conventional,
ca instrument aditional pentru detectia lyssavirusurilor;

realizarea unei analize filogenetice a nucleoproteinei virusului rabic pentru o mai buna
intelegere a distributiei si evolutiei acestuia, atit in zona de N-E a tarii noastre, cét si in
Republica Moldova;

realizarea secventierii de noud generatie (NGS) pe un numar selectiv de probe in
vederea identificarii existentei unor posibile modificari de patogenitate la nivel de
specie animala;

detectia anticorpilor antirabici postvaccinali, respectiv determinarea markerului
vaccinal - tetraciclina - la vulpi, consecutiv distributiei de momeli vaccinale din cadrul
programului de supraveghere, control si eradicare a bolii la vulpi;

detectia si titrarea anticorpilor antirabici la mistreti, pentru a stabili daca aceste animale
reprezintd potentiali competitori pentru consumul momelilor, influentand astfel negativ
eficacitatea campaniilor de vaccinare orald destinate vulpilor.
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CAPITOLUL IV
INVESTIGATII EPIDEMIOLOGICE PRIVIND PREZENTA SI
PREVALENTA INFECTIEI RABICE LA ANIMALE iN NORD-ESTUL
ROMANIEI SI iN REPUBLICA MOLDOVA
CHAPTER IV
EPIDEMIOLOGICAL INVESTIGATIONS REGARDING THE
PRESENCE AND PREVALENCE OF RABIES INFECTION IN
ANIMALS IN NORTH-EAST OF ROMANIA AND REPUBLIC OF
MOLDOVA

Tn perioada 2010-2016 a fost intreprinsi o anchetd epidemiologica in partea de nord-
est a tarii noastre, vizand cele 8 judete ale regiunii Moldova, dar i Republica Moldova, cu
scopul de a obtine o privire de ansamblu asupra situatiei cazurilor pozitive de rabie, dar si pentru
stabilirea unei prevalente fidele a bolii in randul animalelor domestice si sélbatice.

Astfel, cercetarile de fata sunt structurate in 2 subcapitole:

4.1 Investigatii epidemiologice privind prezenta si prevalenta infectiei rabice la animale
n nord-estul Romaniei

4.2 Investigatii epidemiologice privind prezenta si prevalenta infectiei rabice la animale
n Republica Moldova

4.1 Investigatii epidemiologice privind prezenta si prevalenta infectiei
rabice la animale Tn nord-estul Romaniei

Realizarea acestei anchete epidemiologice a fost realizatd pe parcursul celor 4 ani de
doctorat, iar pentru o mai buna intelegere a distributiei cazurilor pozitive de rabie au fost adunate
date incepand cu anul 2010, inaintea implementarii programului strategic privind supravegherea
si controlul rabiei la vulpi. Astfel, aceste date au fost adunate de la fiecare din cele 8 judete din
regiunea Moldovei (Fig. 4.1), fiind corelate cu situatiile oficiale raportate de pe OIE (Dascalu
s.a., 2015).
studiu, un total de 781 de probe provenite de la animale domestice au fost primite Tn cadrul celor
8 laboratoare judetene pentru confirmarea, respectiv infirmarea diagnosticului de rabie. Dintre
acestea, 211 au provenit de pe raza judetului lasi, 118 din judetul Suceava, 110 din judetul
Bacau, 90 din judetul Vaslui, 74 din judetul Neamt, 67 din judetul Vrancea, 72 din judetul
Botosani si 39 din judetul Galati.
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Fig. 4.1 Harta Romaniei cu reprezentarea geografica a celor 8 judete luate in studiu (original)
Fig. 4.1 Map of Romania with geographical origin of the 8 counties studied (original)

In urma realizarii tehnicilor de referintd in diagnosticul rabiei in cadrul acestor
laboratoare (imunofluorescenta directd si proba biologica pe soareci), 188 de probe (24,07%)
au fost confirmate ca fiind pozitive si 593 negative (75,93%). Din totalul celor 188 de probe
pozitive, 103 (13,19%) au fost raportate la bovine, 47 (6,02%) la céini, 25 la pisici (3,20%), 6
la ovine (0,77%), cate 3 la cabaline (0,38%) si caprine (0,38%) si o singurd proba (0,13%) la
porcine (Tabel 4.1), inregistrandu-se o prevalenta totala al celor 7 ani de 24,07%.

Cele mai multe cazuri de rabie la bovine confirmate pe parcursul acestor ani au fost
inregistrate in judetul Suceava cu un total de 38 de cazuri, urmat de judetele lasi si Botosani cu
cate 19 cazuri fiecare, judetele Neamt si Vaslui cu céte 8 cazuri, judetul Galati cu 4 cazuri si
zero cazuri pentru judetul VVrancea.

Tabel 4.1/ Table 4.1
Numarul total de probe testate in perioada 2010-2016 si rezultatele obtinute la diagnosticul de confirmare pentru
cele 8 judete luate in studiu
The total number of samples tested during 2010-2016 and the results obtained at the confirmation diagnosis for the
8 counties studied

Specia BT SV IS NT VS BC GL VN Total
+ | -+ -]+ - + | -+ -]+ -1+]-1+]- + -
Bovine 19 117138 |20 |19 | 16 8 |21 | 8 |24 7 |21)| 4 0 [ 0] 13103 | 132
Canine 7 (22| 4 130[14|8 | 4 |23|5 |24]| 2 |44]| 8|9 |3|28]| 47 |260
Felidae 1|11 |12|11 |57 | 0|5 |6 |9 |3 [2]1|15]|2]| 8|2 |127
Ovine 0 [3]|]2]|5]0 7 0|2 ]|4|4]0]|]6[0]0]J0]1 6 28
Cabaline | 0 | 1 | 0 | 2| 3 1 0O|0]J]O|1]|]0]J]O0OfO]1]|0]|?2 3 8
Caprine | 0 | 1 |2 | 1] 0 1 0| 3|]0|3|0|6[|1]|]0(f0[10] 3 25
Porcine | 0 | 0 | 0O | 1|1 1 0|0]J]O|2]|]0O]J]1j0]0f|0]oO 1 5
Leporide | 0 [ 0 | 0 [ 0O | O 0 0| 8|]0|]0O0O|OJOfJO]OJO]|O 0 8
Total 27 | 45 | 47 | 71 | 48 | 163 | 12 | 62 | 23 | 67 | 12 | 98 | 14 | 25 | 5 | 62 | 188 | 593

Pe locul 2 ca si numar de cazuri pozitive raportate la animalele domestice, au fost
nregistrate la cini, Tnsuméand un total de 47 de cazuri (Fig. 4.2). Dintre acestea, 14 au fost
confirmate pe raza judetului lasi, 8 cazuri in Galati, 7 cazuri in Botosani, 5 cazuri in Vaslui, 4
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cazuri in Suceava, respectiv Neamt, la polul opus aflandu-se judetele Vrancea si Vaslui cu 3
respectiv 2 cazuri.

Pe locul al treilea s-au situat pisicile, inregistrandu-se 25 de cazuri, dintre care 11 in
judetul Iasi, 6 in judetul Vaslui, 3 in judetul Bacau, 2 in judetul Vrancea, iar cele mai putine in
judetele Botosani, Suceava si Galati cu cate un singur caz.

Speciile cele mai putin afectate au fost reprezentate de catre ovine, fiind raportate doar
6 cazuri pozitive, dintre care 4 1n judetul Vaslui si 2 in judetul Suceava. Cabalinele au inregistrat
3 cazuri pozitive confirmate in judetul lasi, caprinele de asemenea 3 cazuri, 2 dintre acestea
fiind confirmate in judetul Suceava si unul singur in judetul Galati si un singur caz la o porcina
in judetul Iasi.
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® Bovine
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Fig. 4.2 Cazurile pozitive de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada 2010-2016 in judetele Moldovei
Fig. 4.2 The positive cases of rabies recorded in domestic animals during 2010-2016 in Moldova counties

Judetele cele mai afectate de rabie in randul animalelor domestice au fost reprezentate
de catre lasi cu un total de 48 de cazuri, la mica diferentd de catre Suceava cu 47 de cazuri,
Botosani cu 27 de cazuri, Vaslui cu 23 de cazuri, iar la polul opus s-au situat judetele Galati cu
14 cazuri, Bacédu si Neamt cu cate 12 cazuri si pe ultimul loc Vrancea cu doar 5 cazuri (Fig.
4.3).
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Fig. 4.3 Numarul total al cazurilor pozitive de rabie inregistrate la animalele domestice pentru cele 8 judete luate in
studiu
Fig. 4.3 The total number of rabies positive cases recorded in domestic animals for all the 8 counties studied
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1314 probe provenite de la animalele salbatice de pe teritoriul celor 7 judete luate in studiu au
fost supuse testarilor. Dintre acestea, 161 au provenit de pe raza judetului Botosani, 460 din
Suceava, 351 din lasi, 40 din Neamt, 96 din Vaslui, 108 din Bacau, 40 din Galati si 58 din
Vrancea. Din totalul celor 1314, 303 au fost confirmate ca fiind pozitive, iar 1011 negative.
Probele au fost recoltate de la diferite specii de animale salbatice, insa ponderea cea mai mare
de cazuri pozitive a fost intalnita in randul vulpilor. Astfel, 284 (21,61%) au fost raportate la
vulpi, 5 (0,38%) la jderi, 5 (0,38%) la dihori, 4 (0,30%) la pisici salbatice, 3 (0,22%) la lupi si
cate un caz la bursuci (0,08%), respectiv la capriori (0,08%) (Tabel 4.2), inregistrandu-se 0
prevalenta totala al celor 7 ani de 23,05%.

Tabel 4.2 / Table 4.2

Numarul total de probe testate provenite de la animale sélbatice, in perioada 2010-2016 si rezultatele obtinute la
diagnosticul de confirmare pentru cele 8 judete luate in studiu

The total number of samples tested coming from wild animals, during 2010-2016 and the results obtained at the
confirmation diagnosis for the 8 counties studied

Specia BT SV IS NT VS BC GL VN Total
+ - + - + - + - + - + - + - + - + -
Vulpi 15 | 145 | 93 | 358 | 60 | 276 | 18 | 22 | 15 | 75 | 40 | 59 | 18 | 16 | 25 | 16 | 284 | 967
Jderi 0 0 8 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 5 0
Dihori 0 0 0 0 3 1 0 0 0 2 0 0 0 1 2 5 5 9
Pisici 1 0 0 1 0 2 0 0 0 1 1 0 1 0 1 2 4 6
silbatice
Lupi 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 2 2 3 6
Bursuci 0 0 1 0 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 4
Cépriori 0 0 0 0 0 4 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 1 6
Nevastuici | 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Veverite 0 0 0] 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Cerbi 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 (0] 2 0 2 0 0 0 5
Lame 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Hamsteri 0 0 (0] 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Vidre 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1
Ras 0 0 (0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Sobolani 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (0] 0 0 0 0 1 0 1
Mistreti 0 0 0] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Total 16 | 145 | 97 | 363 | 63 | 288 | 18 | 22 | 15 | 81 | 45 | 63 | 19 | 21 | 30 | 28 | 303 | 1011
1,65% 0,33%
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Fig. 4.4 Cazurile pozitive de rabie inregistrate la animalele salbatice in perioada 2010-2016 in judetele Moldovei
Fig. 4.4 The positive cases of rabies recorded in wild animals during the period 2010-2016 in Moldova counties
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Cele mai multe cazuri in randul animalelor sélbatice au fost raportate in judetul Suceava
cu 93 de cazuri, urmat de judetul Iasi cu 60 de cazuri, Bacau cu 40 de cazuri, Vrancea cu 25 de
cazuri, 18 cazuri pentru Neamt, respectiv Galati si cate 15 cazuri pentru Botosani, respectiv
Vaslui.

Ca o privire de ansamblu al tuturor cazurilor pozitive nregistrate atat la animalele
domestice, cat si la cele salbatice, principalul judet afectat este Suceava cu 144 de cazuri, urmat
de Tasi cu 111 cazuri, Bacdu cu 57 de cazuri, Botosani cu 43 de cazuri, Vaslui cu 38 de cazuri,
la polul opus aflandu-se judetele Vrancea, Galati si Neamt cu 35, 33 si respectiv 30 de cazuri
(Fig. 4.5).
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Fig. 4.5 Numarul total de cazuri pozitive de rabie inregistrate in judetele Moldovei
Fig. 4.5 Total number of positive cases recorded in Moldova counties
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Judetul Suceava, situat in extremitatea nord-estica a tarii, ocupa prima pozitie in ceea
ce priveste numarul cazurilor pozitive de rabie din regiunea Moldovei, in urma corelarii datelor
obtinute de la DSVSA si a celor raportate pe OIE. In perioada luati in studiu 2010-2016, a fost
primit catre testare un total de 578 probe provenite de la animale suspecte de rabie. Dintre
acestea 118 au provenit de la animale domestice, iar restul de 460 de la cele salbatice.

Dupa judetul Iasi, Suceava ocupa a doua pozitie in ceea ce priveste cazurile de rabie in
randul animalelor domestice. Astfel, din totalul celor 118 probe primite pentru testare, 58 au
provenit de la bovine, 34 de la céini, 13 de la pisici, 7 de la ovine, 3 de la caprine, 2 de la
cabaline si o singura proba de la o porcina. Cele mai multe cazuri pozitive au fost Inregistrate
la bovine, cu un total de 38 de probe (32,20%), urmate de cdini cu 4 cazuri (3,39%), ovine
(1,70%) si caprine (1,70%) cu cate 2 cazuri si o pisicd cu un singur caz (0,84%) (Tabel 4.3).
Prevalenta totald a cazurilor pozitive de rabie in randul animalelor domestice pentru cei 7 ani
luati in studiu a fost de 39,83%.

Tn ceea ce priveste repartitia cazurilor pozitive pe ani, cele mai multe dintre acestea au
fost raportate in anul 2012 cu 13 cazuri (10 bovine, 2 cdini, 1 pisica), urmat indeaproape de anul
2013 cu 12 cazuri (8 bovine, 2 ovine, 2 caprine), anul 2011 cu 10 cazuri (8 bovine, 2 cdini),
anul 2014 cu 7 cazuri (7 bovine), la polul opus aflandu-se anii 2010 (2 bovine), respectiv 2016
(2 bovine) cu cate 2 cazuri si anul 2015 cu un singur caz (1 bovina).
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Tabel 4.3/ Table 4.3
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele domestice in perioada 2010-2016 in judetul Suceava
Situation of positive and negative cases of rabies in domestic animals during 2010-2016 in Suceava County

Animale domestice | 2010 2011 2012 2013 2014 | 2015 2016 Total
+ | - + | - | + - + -+ -+ -+ - + -
Bovine 2| 6 8 |0|10]| 4 8 517(1]112|0|]2]| 4 |38]|20
Caini 0| 7 2 10| 2 8 0 310|2|0|4]0]| 6 4 | 30
Ovine 0| O 0 (0| O 2 2 0]0|2|]0|]0]0] 1 2 5
Caprine o|o0o|0|0O|j]O|O|2|1]|]0|0|J]O|O|O]| O] 2|1
Pisici 0|50 (0|1 |4|0|21]|]0|2|0|0|0| 0] 1|12
Cabaline 0| 2 00| O 0 0 0]J]0|0]J0O|J0O]J0O] O 0 2
Porcine 0| O 00| O 0 0 0]J]0|0]J0O]|1]0] O 0 1
Total 2(15(10|0 (23|18 |12 (10 |7 |7 |1 |5 |2 |11 |47 |71
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Fig. 4.6 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Suceava
Fig. 4.6 The total number of positive and negative cases of rabies recorded in domestic animals during 2010-2016
in Suceava County

Referitor la situatia animalelor silbatice, numarul cazurilor pozitive raportate a fost
dublu comparativ cu cel de la animalele domestice. Din totalul celor 460 de probe testate, 451
dintre acestea au provenit de la vulpi, 3 de la jderi, 2 probe de la lupi si o singura proba de la un
bursuc, respectiv o pisica sdlbaticd, o nevastuica si un cerb. Cele mai multe cazuri pozitive au
fost Tnregistrate Tn randul vulpilor, cu un total de 93 (16,09%), urmate de 3 cazuri (0,52%) la
jderi si un singur caz (0,17%) la un bursuc (Tabel 4.4).

In ceea ce priveste repartitia cazurilor pozitive pe ani, cele mai multe au fost raportate
nanul 2011 cu 31 de cazuri (29 vulpi, 2 jderi), urmat de anul 2012 cu 25 de cazuri (24 vulpi, 1
jder), anul 2013 cu 21 de cazuri (20 vulpi, 1 bursuc), anul 2010 cu 15 cazuri (15 vulpi), la polul
opus aflandu-se anii 2014 cu 3 cazuri (3 vulpi), 2016 cu 2 cazuri (2 vulpi) si nici un caz pentru
anul 2015. Prevalenta totald a cazurilor pozitive de rabie in randul animalelor silbatice pentru
cei 7 ani luati in studiu a fost de 16,78%.
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Tabel 4.4/ Table 4.4
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele salbatice in perioada 2010-2016 in judetul Suceava

Situation of positive and negative cases of rabies in wild animals during 2010-2016 in Suceava County

Animale silbatice 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 Total
+ - + - + - + T + -

Vulpi 15 |68 |29 |68 |24 |47 |20 |53 |3 |41 |0 |42|2|39]| 93| 358
Jderi o(o0|2|0|212|0|O0]JO|0O|lO]O]O]|0O|O]| 3 0
Bursuci o|jojo|joO0O|JO|O|21]O0O|0O|lO]JO]O|O|O]|1 0
Pisici salbatice 0 0 0 0 0 1 0 0|00 |0O|]O0]|O]|O 0 1
Nevastuici () 1({0|0|0O|JO|O|J]O]O|O]|O 1
Cerbi 0| 0] O 1(/0|0|O0O|O|]O|JOfO|]O]|JO|O]|O 1
Lupi 00| O 1]1]0|0|0|O0O|O|21|0|]O0(|0O|O0]|O 2

Total 15|68 |31 |70 25|49 |21 |53 |3 |42 |0 |42 |2 |39]| 97| 363

Judetul Iasi este situat in partea de est a tarii, In Campia Moldovei, fiind punct de
frontiera cu Republica Moldova. Conform datelor obtinute dupad realizarea situatiei
epidemiologice desfasurate pe parcursul celor 7 ani, lasi se afld pe locul al doilea in ceea ce
priveste numarul total de cazuri pozitive de rabie raportate. In perioada 2010-2016, 563 de probe
provenite de la animale suspecte de rabie au fost supuse testarilor, dintre care 211 de la animale
domestice, iar 351 de la cele salbatice.

Din totalul celor 211 probe provenite de la animale domestice, 48 dintre acestea au fost
confirmate pozitive, restul de 163 fiind negative. Cele mai multe cazuri au fost raportate Tn
randul bovinelor cu 19 cazuri (9%), urmate de céini cu 14 cazuri (6,64%), pisici cu 11 cazuri
(5,21%), cabaline cu 3 cazuri (1,42%) si un singur caz la o porcind (0,47%) (Tabel 4.5),
prevelanta totald al celor 7 ani luati in studiu fiind de 22,74%.

In ceea ce priveste repartitia cazurilor pozitive pe ani, cele mai multe cazuri de rabie au
fost inregistrate in anii 2012 (7 bovine, 1 cdine, 4 pisici) si 2013 (4 bovine, 4 céini, 4 pisici) cu
cate 12 cazuri fiecare, urmate indeaproape de anii 2010 (6 bovine, 2 pisici, 3 cai) si 2011 (9
caini, 1 pisica, 1 porc) cu cate 11 cazuri fiecare, la polul opus aflandu-se 2014 cu 2 cazuri (2
bovine) si anii 2015-2016 cu zero cazuri.

Tabel 4.5/ Table 4.5
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele domestice in perioada 2010-2016 in judetul lasi

Situation of positive and negative cases of rabies in domestic animals during 2010-2016 in Iasi County

Animale domestice 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 Total
+ - + - + - + -+ -+ -+ -]+ -

Bovine 6 |0|0 (1|7 |5|4|1|2|3|0|4(0|2]|]19]| 16

Caini 0 [14| 9 |12 1 |21 4 |11|0| 8 |0| 8 |0|6]| 14| 80

Pisici 2 (12| 1|6 | 4|6 |4 |15(0(12|0| 7 (0|0 11| 57
Cabaline 3|o0o|jo0o|lO0O]JO|JO|JO|]O|O|O]|]O|1|O|O| 3 1
Porcine 0|0 1100|1210 |0]0O|]O0O|O|lO0O]|]O]|O] 1 1
Ovine 0O(1|0|3|0|0|O0]2]|0|O0|0O]JO|0O|2]|]0O0 7
Caprine o|o0|lO0O|O|O|1|0]JO|0O|O|O|JO|O|O]|O 1

Total 11 [ 27 |11 |22 |12 |34 (12|29 |2 |22|0|20|0| 9|48 | 163
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Fig. 4.7 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul lasi
Fig. 4.7 The total number of positive and negative cases of rabies recorded in domestic animals during 2010-2016
in Tasi County

Cele mai multe probe testate pentru suspiciunea de rabie au provenit de la animalele
salbatice, cu un total de 351 de probe. Dintre acestea, 63 au fost confirmate ca fiind pozitive,
iar restul de 288, negative. Cu toate cd, au fost primite catre testare probe provenite de la mai
multe specii de animale salbatice, cele mai multe cazuri pozitive au fost raportate in randul
vulpilor, asa cum era de asteptat, cu un total de 60 de probe (17,09%), urmate de dihori cu doar
3 probe (0,85%).

Cel mai mare numar de cazuri pozitive a fost Inregistrat n anii 2012 cu 17 cazuri (17
vulpi) si 2013 cu 20 de cazuri (17 vulpi, 3 dihori), reprezentand apogeul cazurilor de rabie
pentru toate judetele regiunii Moldova, urmati indeaproape de 2010 si 2011 cu 13 (13 vulpi) si
respectiv 12 cazuri (12 vulpi). La polul opus s-au situat anul 2016 cu un singur caz (1 vulpe) si
anii 2014-2015 cu zero cazuri. Prevalenta totald al cazurilor de rabie raportate la animalele
sdlbatice a Tnregistrat un procent de 17,94%.

Tabel 4.6 / Table 4.6
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele salbatice Tn perioada 2010-2016 in judetul Iasi
Situation of positive and negative cases of rabies in wild animals during 2010-2016 in Tasi County

Animale sdlbatice 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 Total
+ | -+ -+ -+ ] -|+|-1+|-1+]-14% -

Vulpi 13 13612 |13 |17 |19|17 |38 |0|49|0 |46 |1 |75]|60] 276
Dihori 0 1]1]0[]0]0]0|3]0(0J0]0O]J]O]0O]O0]3 1
Bursuci 0 11000210 1]1]0{0(0[0]J0O]O0{}O 4
Cépriori 0)J0j]0|JO0O]0O|3|]0|1|0|]O|0O|[O|O|O]O] 4
Pisici sdlbatice 0j0j]0OjJO]0O|JO]O|J1]|0|]1]|0|J0OfO]|]O]O 2
Veveritd 0)J0Oj]0O|JO]0O|JO]|]O|O|O|]O|O|1|O]|]O0O]O 1

Total 13 138 |12 |13 |17 | 24|20 |41 |0 |50 |0 |47 |1 | 75| 63| 288
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Judetul Bacau, situat in nord-estul tarii, este pe locul 3 in ceea ce priveste numarul total
al cazurilor de rabie raportate Th perioada 2010-2016. Un total de 218 probe provenite de la
animale suspecte de rabie au fost testate, dintre care 110 de la animalele domestice si 108 de la
cele salbatice.

Ca si 1n cazul judetelor vecine, o gama variata de specii de animale domestice a fost
testata. Astfel, 46 de probe provenite de la caini, 28 de la bovine, 23 de la pisici, 6 de la caprine,
6 de la ovine si o singurd proba de la porcine au fost primite la laborator in vederea realizarii
diagnosticului pentru rabie. Dintre acestea, cele mai multe cazuri pozitive au fost confirmate la
bovine, in numar de 7 (6,36%), urmate de 3 caini (2,72%) si doua pisici (1,82%), inregistrandu-
se o prevalenta totald de 10,90%.

Cele mai multe cazuri pozitive au fost raportate in anul 2016 (4 bovine), urmat
indeaproape de anul 2012 cu 3 cazuri (2 bovine, 1 pisica), anii 2010 (1 pisica, 1 caine) si 2013
(1 bovina, 1 pisica) cu cate 2 cazuri fiecare si un singur caz in anul 2015 confirmat la o pisica
(Tabel 4.7).

Tabel 4.7 / Table 4.7
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele domestice in perioada 2010-2016 in judetul Bacau
Situation of positive and negative cases of rabies in domestic animals during 2010-2016 in Bacau County

Animale domestice | 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 Total
+ | - |+ -+ -] -+ - |-+ - + -
Bovine o|6 (0| 1]|2|2|1|10|0|2|0|0|4|0]| 7|22
Pisici 1/2|0|1|0(12|1|4|0| 4]|2|3|0|51]3]20
Caini 1(9|10|8|1(2|0|8 (0| 4]|]0|4]|0| 9| 2|44
Ovine o(3(0|l0|0|1|0|2]|]0|O0O|0O|0O|0O| 0] O0]G®6
Caprine 0|]0|0O|J]0O|0]|12[0]5]0|0]0O]J]O|O|JO]|O0O]|SH
Porcine ojof0o|J0]|0O|J1|]0|J]O]O|lO|O|O|O|]O0]O0]|12
Total 2120(0(10|3|8|2|29|0|10|1|7|4)|14]| 12| 98
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Fig. 4.8 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Bacau
Fig. 4.8 The total number of positive and negative cases of rabies recorded in domestic animals during 2010-2016
in Bacau County
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Un numar crescut de probe provenite de la animale salbatice au fost trimise la laborator
pentru testare. Astfel, un total de 108 probe, dintre care 99 au provenit de la vulpi, 2 de la jderi,
2 de la cerbi, 2 de la lupi, 2 de la capriori si una de la o pisica salbatica. Ca si in cazul celorlalte
judete, cele mai mare numar de cazuri pozitive au fost inregistrate in randul vulpilor, cu un total
de 40 de probe (37,05%), urmate de catre 2 jderi (1,85%), un lup (0,92%), un caprior (0,92%)
si o pisica salbatica (0,92%).

Cele mai multe cazuri pozitive au fost raportate n anul 2013 (12 vulpi, 2 jderi), urmat
indeaproape de anii 2010 (11 vulpi, 1 lup) si 2012 (10 vulpi, 1 caprior, 1 pisica salbaticd) cu
cate 12 cazuri fiecare, anul 2015 cu 2 cazuri (2 vulpi) si nici un caz pentru anii 2011, respectiv
2016. Prevalenta totald inregistrata pentru perioada luata in studiu a fost de 41,66%.

Tabel 4.8/ Table 4.8
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele salbatice in perioada 2010-2016 in judetul Bacau
Situation of positive and negative cases of rabies in wild animals during 2010-2016 in Bacdu County

Animale silbatice 2010 2011 2012 2013 2014 | 2015 | 2016 Total
+ -+ - + - + [ -+ -+ -+]|-1+ -
Vulpi 11150 9 |10 |17 |12 |(5|5|4|2|3|0]|6|40|59
Jderi 0Oo|o0|JO0O|]O|O]|O]2]|0|0Of|0]|O]|0O|O|0O] 2|0
Lupi 1/0|0|O0O|O|O|O]|2|0O|J0O|O|O0O]|O|O0] 1 1
Cipriori 0|0 ]|0] 1 1100 |0[0|0|O|O0O]|O0|O0] 1 1
Pisici salbatice 0|0]|0] O 1]/]0]0|0fOfOjO|O|O|O] 10O
Cerbi o|(o0|O0O|1|0|JO|JO0O|1|0f|0|0O|0O|O|0O] O] 2
Total 12 | 15| 0|11 |12 |17 |14 | 7|5 |42 |3|0|6|45| 63
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Judetul Botosani este situat In nord-estul tarii, la granita cu Ucraina si Republica
Moldova. Conform statisticii realizate pentru perioada 2010-2016, acesta se afla pe locul al 4-
lea in ceea ce priveste numarul total al cazurilor de rabie. Un total de 234 de probe provenite de
la animale suspecte de rabie au fost primite la laborator pentru testare. Dintre acestea, 72 au
provenit de la animale domestice, iar 162 de la cele salbatice.

Ca si in cazul celorlalte judete vecine luate in studiu, cele mai afectate animale
domestice au fost bovinele cu un total de 19 cazuri (26,38%) si cdinii cu 7 cazuri (9,72%), la
pisica fiind raportat un singur caz (1,4%) pe parcursul acestor 7 ani, inregistrandu-se o
prevalenta totala de 37,5%.

In ceea ce priveste repartitia cazurilor pozitive pe ani, cele mai multe au fost inregistrate
Thanul 2012 cu 11 cazuri (8 bovine, 3 céini), urmat indeaproape de anii 2010 (5 bovine, 1 cine)
si 2013 (4 bovine, 3 céini) cu cate 7 cazuri, la polul opus situdndu-se anii 2011 (1 bovina),
respectiv 2014 (1 bovind) cu cite un caz si anii 2015-2016 cu zero cazuri.
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Tabel 4.9 / Table 4.9

Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele domestice in perioada 2010-2016 in judetul Botosani
Situation of positive and negative cases of rabies in domestic animals during 2010-2016 in Botosani County

Animale domestice | 2010 2011 2012 2013 2014 | 2015 | 2016 Total
+ | - |+ | - + [ -+ - |+ |-|+|-|+]|-]|+ -
Bovine 5(0(1|11(8 |04 0|1|6|0|0|0|0]|19]|17
Caini 1/0(0]| 6 3|10|13|16|0|0|0|0|0|0]| 7 |22
Pisici 1/0(0| O O(0j(0O|O0O]|0O]J2|0]J]0O|0O]|O0O]| 1 1
Cabaline 0[0]|0]| 1 of(ojfo0ofO0O|0O|JO|JO|JO|O]|O]| O 1
Ovine 0[0|0| O o(0(0Of2|0|1|0|J0O|0O]|O]| O 3
Caprine 0[0|0]| O o(0of(0Of1|0|O|JO|JO|JO]|O]| O 1
Total 710118 (11|0|7|19|1|8|0|0|0|0]|27]|45
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Fig. 4.9 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Botosani
Fig. 4.9 The total number of positive and negative cases of rabies recorded in domestic animals during 2010-2016
in Botosani County

in cazul animalelor silbatice, au fost primite la laborator citre testare doar probe
recoltate de la vulpi si de la o singura pisica salbatica. Din totalul celor 162 de probe, 15 cazuri
pozitive (9,26%) au fost confirmate la vulpi si o singurd proba (0,61%) la o pisica sélbatica.
Cele mai multe cazuri de rabie au fost inregistrate in anul 2012 in numar de 10 (10 vulpi), acest
trend fiind observat si in cazul celorlalte judete, la polul opus situandu-se anii 2013 cu 3 cazuri
(2 vulpi, 1 pisica salbaticd), 2010 cu 2 cazuri (2 vulpi), 2011 cu un singur caz (1 vulpe) si zero
cazuri pentru anii 2014-2016. Prevalenta totala al celor 7 ani luati in studiu a fost de 9,87%.

Tabel 4.10/ Table 4.10
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele sédlbatice in perioada 2010-2016 in judetul Botosani
Situation of positive and negative cases of rabies in wild animals during 2010-2016 in Botosani County

Animale salbatice | 2010 2011 2012 2013 2014 2015 | 2016 Total
+ - |+ -+ -]+ -[+]-[+]-[+]-]+ -
Vulpi 2114]1]15|/10|31|2|53|0|33[{0|0|0|0]15]145
Pisici sdlbatice 0jojojo0ojJ0O0Oj0O0Of2]0]|0]OfO|JO]|O]O] 1 0
Total 2|114]1|15|10|31|3|53|0|33[(0|0|0|0]|216]|145
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Judetul Vaslui, situat in estul Romaniei, in apropierea frontierei cu Republica Moldova,
ocupa locul al 5-lea in ceea ce priveste numarul total al cazurilor pozitive de rabie raportate in
perioada 2010-2016. Astfel, din cele 186 de probe supuse testarilor provenite atat de la animale
domestice (n=90), cat si de la animale sdlbatice (n=96), au fost confirmate 38 de cazuri pozitive
de rabie, din care 23 la animalele domestice si 15 la cele silbatice.

In ceea ce priveste situatia rabiei in cazul animalelor domestice, in perioada luati in
studiu, au fost testate 32 probe de bovine, 15 pisici, 29 céini, 8 ovine, 3 caprine, doua porcine
si o cabalind. Din totalul celor 90 de probe, 23 (25,56%) au fost pozitive si 67 (74,44%) negative
(Tabel 4.11).

Cele mai multe cazuri pozitive de rabie Tn randul animalelor domestice au fost raportate
la bovine cu un total de 8 cazuri (8,89%), urmate de pisici cu 6 cazuri (6,67%), caini 5 cazuri
(5,56%) si ovine 4 cazuri (4,44%), Inregistrandu-se o prevalenta totald al celor 7 ani de 25,56%.
Referitor la repartitia acestora pe ani, cele mai multe au fost raportate in anul 2012 cu un total

de 9 cazuri, iar cele mai putine in anii 2012 si 2016 cu un caz per an si 0 cazuri in anul 2015
Tabel 4.11/ Table 4.11
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele domestice Tn perioada 2010-2016 in judetul Vaslui
Situation of positive and negative cases of rabies in domestic animals during 2010-2016 inVaslui County

Animale domestice | 2010 | 2011 | 2012 2013 2014 | 2015 | 2016 Total
+ -+ -+ -] +]| - |+]|-[+|-]+]-]+ -
Bovine 1/2|2|0|2|3|3|13|0(1|0|0|0|5]| 8 |24
Pisici 3|1(12(0(0|3|0|2|1|2|0|1|2|0]| 6 |29
Caini 1/2|0|2|4|1|]0|5|0(2|0|3|0|9|5 |24
Ovine 0|0(O0O|O0O|3|1|1|2|0|JO0f|O|1|0|0]| 4 | 4
Caprine ojo0fO0OfOfO|1|0|O0O|O|1|O|1|0|0] O] 3
Porcine o|1(0f(1(0|0|O|JO|O|JOfO|O|O|O] O | 2
Cabaline ojofo0fO0OfO|O|O|O|O|JOfO|O|O(|12] 0|1
Total 5/613|3[9|9|4|22|1|6|0|6|1|6]|23]|67
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Fig. 4.10 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Vaslui
Fig. 4.10 The total number of positive and negative cases of rabies recorded in domestic animals during 2010-2016
in Vaslui County
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Comparativ cu judetele vecine, pentru judetul Vaslui au fost primite pentru testare probe
provenite de la o gama variata de animale salbatice, acestea fiind reprezentate de catre: 90 de
vulpi, o lama, 2 dihori, 1 hamster, o vidra si o pisica salbatica. Cu toate acestea, singurele cazuri
pozitive au fost inregistrate doar la vulpi, cu un total de 15 cazuri din totalul celor 90 de probe
primite la laborator (Tabel 4.12), inregistrand o prevalentd totald a anilor luati in studiu de
15,62%. Cele mai multe cazuri pozitive au fost raportate In anii 2012 (8 cazuri) si 2013 (5
cazuri), la polul opus aflandu-se 2014-2016 cu zero cazuri de rabie.

Tabel 4.12 / Table 4.12
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele salbatice in perioada 2010-2016 in judetul Vaslui
Situation of positive and negative cases of rabies in wild animals during 2010-2016 inVaslui County

Animale salbatice | 2010 | 2011 | 2012 2013 | 2014 2015 2016 Total
+ | -+ -+ - +|-]+]-1+]-1+] - + -
Vulpi 2|1 9(0(6[8|20|5|1|(0|21|0| 9 (0| 9 |15|75
Lame o/0|0|O|O|]OfO|O|]O|[O]|JO|1]|]0|]O0]O 1
Dihori o|0|0|O|O|]OfO|1|0O|O]|JO]JO]|O|21]O0]2
Hamsteri oj0|0|O|O]OfO|O|O|[O]|JO]JO]|O|]1]O 1
Vidre o|1|0|0|0O|]OfO|O|O|O]|JO]JO]|O|]O0]O 1
Pisici salbatice 0Oj1|]0|0|]O0O|O(|O|OfO]O]O|O]|O] O 0 1
Total 2111|016 |8|20|5|2]|0|21{0|10|0 11|15 |81

Ca si in marea majoritate a judetelor luate in studiu, unde principalele specii de animale
afectate de rabie au fost reprezentate de catre bovine, ciini, pisici, ovine si vulpi, acelasi trend
a fost observat si pe raza judetului Vaslui.

Judetul Vrancea este situat in partea de sud-est a térii, la curbura Carpatilor Orientali,
la granita dintre regiunile Moldova si Muntenia. in perioada de studiu, 143 de probe provenite
de la animale suspecte de rabie (67 de la animale domestice si 76 de la cele silbatice) au fost
testate pentru confirmarea sau infirmarea diagnosticului de rabie.

Comparativ cu judetele vecine, a fost raportat un numar redus de cazuri de rabie in
randul animalelor domestice, 3 dintre acestea fiind inregistrate la caini Tn anii 2012-2013, iar
doua la pisici tot in anul 2012. Probele au provenit de la 31 caini, 10 pisici, 13 bovine, 10
caprine, 2 cabaline si 0 ovina. De remarcat faptul ca, in ultimii 3 ani (2014-2016) nu a fost
inregistrat nici un caz pozitiv. Prevalenta celor 7 ani luati in studiu a inregistrat un procentaj de
7,46% in randul animalelor domestice.

Tabel 4.13/ Table 4.13
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele domestice Tn perioada 2010-2016 in judetul Vrancea
Situation of positive and negative cases of rabies in domestic animals during 2010-2016 inVrancea County

Animale domestice | 2010 | 2011 2012 2013 2014 | 2015 | 2016 | Total
+ -+ -+ -+ - +|-|+]|-|+]|-+] -
Caini 0|3(0|1(2|9|1|5(|0(5|0|3|0|2]|3]28

Pisici 0|1(0|0f2|3]|0|]0|0|2|0|2|]0|0]|2]| 8
Bovine 0|0(0|3(0| 2|07 |(0f(1]0|0|0|0]|O0]13
Caprine O|1(0|1(0|2]|0| 6 |0(0|]0O|0|0O|0]|0]10
Cabaline oO|1(0|0f0O|1]0|]O0O]|0O|O|O|O]|]O|O]O]| 2
Ovine o|o0l0O|OfO|1]0]|]O]|0O|O|O|O]|]O|O]O]| 1
Total 0/6|0|2(4|18|1|18|0|8|0|5|0|2]|5]62
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Fig. 4.11 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie Inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Vrancea
Fig. 4.11 The total number of positive and negative cases of rabies recorded in domestic animals during 2010-2016
in Vrancea County

Dacid animalele domestice au fost afectate intr-un procent mai mic, lucrurile stau diferit
cand vine vorba de cele sdlbatice. Astfel, un total de 76 de probe, provenite de la 41 de vulpi, 7
dihori, 4 lupi, 3 pisici salbatice, 1 ras, 1 sobolan si 1 mistret au fost supuse testarilor. Dintre
acestea, 30 au fost confirmate pozitive, 25 provenind de la vulpi (32,90%), cate doua de la dihori
(2,63%), respectiv lupi (2,63%) si una singura de la o pisica salbatica (1,31%). Cele mai multe
cazuri pozitive au fost raportate Tn anul 2012 la vulpi, urmate de anul 2010 cu 6 cazuri (3 vulpi,
2 lupi, 1 dihor), anul 2013 cu 5 cazuri (4 vulpi si o pisica salbaticd), anul 2011 cu 4 cazuri (3
vulpi, 1 dihor) si cate un caz pentru anii 2015 si 2016, ambele fiind raportate la vulpi,
nregistrandu-se o prevalenta totala al anilor luati in studiu de 39,47%.

Tabel 4.14 / Table 4.14
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele sédlbatice in perioada 2010-2016 in judetul Vrancea
Situation of positive and negative cases of rabies in wild animals during 2010-2016 inVrancea County

Animale salbatice | 2010 | 2011 | 2012 2013 | 2014 | 2015 | 2016 Total
-+ -1+ |-+ -1+]-1+]-]+]-]+]-
Vulpi 3/0[3|0|11|5[|4|25|2|0|1]|]2|1|2]|25]|34
Dihori 1(1/1|0|0|0f0]4]|]0|0|0|0O]|O]|O] 2|5

Lupi 2|1|0|0j0]O0]O]J]1]|0|OfjO|OfO|O|2]2

Pisici sélbatice [0 |1|0|1] 0 |0|1|0|0|0OjO|OfjO|O|1 ]2
Ras o|0o|0O|Oj0O]|O]|]O]JO|O|1]|0|OfO|O|0O]1
Sobolani 0j]0j0|j]0fO0O]J0OJO]J]O]O]1]0O0]|]0O]J0O]O]JO0O0]1
Mistreti 0j]0j0|J]0fO0O]J]OJO]J]O]O]O]JO]1]0O0]0O]O0O0]1
Total 634|111 |5|5|3(|2|2|1|3|1|2]|30]46

Conform datelor obtinute dupa corelarea celor 2 surse (DSVSA si OIE), Vrancea ocupa
pozitia a 6-a a cazurilor pozitive de rabie cu un total de 35 de cazuri din totalul celor 143 de
probe testate pe parcursul celor 7 ani.
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Judetul Galati este situat in partea de est a tarii, fiind punctul de intanire a 3 mari regiuni:
Moldova, Muntenia si Dobrogea. Conform statisticii realizate pe parcursul celor 7 ani luati in
studiu, prin corelarea datelor obtinute de la DSVSA-ul aferent si a celor de pe OIE, judetul se
afla pe penultimul loc in ceea ce priveste cazurile pozitive de rabie. Astfel, din totalul celor 78
de probe ajunse la laborator cu suspiciunea de rabie, 33 dintre acestea au fost confirmate ca
fiind pozitive, iar 45 negative.

In cazul animalelor domestice, au fost testate in perioada mentionatd, un total de 39 de
probe, dintre care 17 au provenit de la caini, 16 de la pisici, 4 de la bovine, o singura proba de
la o caprina si una de la o cabalina. Cele mai multe cazuri pozitive au fost raportate la caini in
numar de 8 (20,51%), urmate de bovine cu 4 cazuri (10,26%) si de cate un caz pentru pisici
(2,56%), respectiv caprine (2,56%), inregistrandu-se o prevalenti totala de 35,89%. In ceea ce
priveste repartitia cazurilor pozitive pe ani, cele mai multe au fost raportate in anul 2012 (6
caini, o pisicd), urmat Indeaproape de anul 2014 cu 5 cazuri (2 céini, 3 pisici) si de anii 2010,
respectiv 2013 cu cate un singur caz. De precizat faptul cd, pentru anii 2011, 2015 si 2016 nu

au fost raportate cazuri de rabie in randul animalelor domestice (Tabel 4.15).

Tabel 4.15/ Table 4.15
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele domestice in perioada 2010-2016 in judetul Galati
Situation of positive and negative cases of rabies in domestic animals during 2010-2016 in Galati County

Animale domestice | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 Total
+ -+ -+ -]+ -|+]|-|+]|-|+]|-]+ -
Caini 0jojojo|6|]0]|0O|3|2|2|0|3|0|1]8]Y9
Bovine ojojojojojoj1joj3|0jO|OfO|O|4]0O
Pisici 0[1(0]0]1|6|0|2|0]2]|]0|3|0|1|1]15
Caprine 1/0/0]0|0O0]O]O|JO]JO|jO|JO]O]jO]JO}] 1 ]O
Cabaline oj0j0jOjOj1|0|0OjO|O|lO|O|jO|OJO 1
Total 1{1|0|0|7|7|2|5|5|4|0|6|0]|2]|14]25
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Fig. 4.12 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Galati
Fig. 4.12 The total number of positive and negative cases of rabies recorded in domestic animals during 2010-2016
in Galati County
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In ceea ce priveste animalele silbatice, ca si in cazul celor domestice au fost primite
pentru testare tot 39 de probe, dupa cum urmeaza: 34 de la vulpi, 2 de la cerbi lopatari, o singura
proba de la o pisica silbatica, respectiv caprior, dihor si lup. Din acest total, 19 dintre probe au
fost pozitive, 18 (46,15%) dintre acestea provenind de la vulpi si una (2,56%) de la o pisica
salbatica. Cele mai multe cazuri pozitive au fost raportate in anul anul 2010 (8 vulpi, 1 pisica
salbatica), urmat de anii 2011 (3 vulpi) si 2013 (3 vulpi) cu céte 3 cazuri fiecare si de cate 2
cazuri pentru anii 2012 (2 vulpi) si 2014 (2 vulpi). Pentru anii 2015 si 2016 nu a fost raportat
nici un caz pozitiv, situatie intanitd si in cazul animalelor domestice, prevalenta totald
inregistrata la animalele salbatice fiind de 48,71%.

Tabel 4.16 / Table 4.16
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele salbatice in perioada 2010-2016 in judetul Galati
Situation of positive and negative cases of rabies in wild animals during 2010-2016 in Galati County

Animale salbatice | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 Total
+ -+ -+ -+ - -+ - -]+ -
Vulpi 8(1|3|3|2|1|3|3|2|5|0|0|0]|3]|18]16
Pisici salbatice 1]0({0|0jJO]JO|O|O]|O|O|OfO|O|O|1]O
Cerbi lopatari 0|2|]0|0|0|0O|JO]JO|O|O]JO]JO|O|O]O]|?2
Caprior 0[1|0|0|0|0O|JO]JO|O|O|JO]JO|O|O]O|1
Dihori 0[0|0O|JO|0O|0O|O]JO|O|O]|O]|12|0|0] 0|1

Lupi 0[0|0O|JO|0O|0O|O]JO|O|O]|O]|12|0|0] 0|1
Total 9(4|3|3|2|1|3|3|2|5|0[2|0]|3]19]|21

B e e e e e A e e e e 1 4

Tn perioada 2010-2016, un total de 114 probe provenite atat de la animale domestice
(n=74), cat si de la animale salbatice (n=40) suspecte de rabie de pe raza judetului Neamt, au
fost supuse testarilor. Conform situatiei realizate prin corelarea datelor obtinute din cadrul
DSVSA-ului aferent cu a situatiei oficiale de pe OIE, acest judet se afla pe ultimul loc in ceea
ce priveste numarul total de cazuri pozitive de rabie inregistrate in perioada 2010-2016.

Astfel, pe parcursul acestor ani, au fost testate 29 probe de bovine, 27 de céini, 5 pisici,
3 capre, 2 oi, 8 iepuri si 40 de vulpi.

In ceea ce priveste situatia animalelor domestice, pe parcursul celor 7 ani luati in studiu,
din totalul celor 74 de probe testate, au fost raportate 8 cazuri pozitive (10,81%) la bovine si 4
la céini (5,40%). Cele mai multe cazuri pozitive la bovine au fost inregistrate Tn anul 2010 in
numar de 4 si cate un caz in anii 2011, 2012, 2014 si respectiv 2015. Pentru cea de-a doua specie
afectatd, cainele, un total de 4 cazuri pozitive au fost confirmate, acestea Inregistrandu-se
indeosebi in anii 2010, 2012 si 2013. De remarcat faptul cd, in anul 2016 nu a fost raportat nici
un caz pozitiv de rabie la animalele domestice (Tabel 4.17). Prevalenta inregistrata pentru cei 7
ani luati 1n studiu a fost de 16,21%.
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Tabel 4.17 / Table 4.17
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele domestice in perioada 2010-2016 in judetul Neamt
Situation of positive and negative cases of rabies in domestic animals during 2010-2016 in Neamt County

Animale domestice | 2010 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 Total
+ | - |+ -+ -1+ - {+]|-|+]-]+] - + -
Bovine 4|12 |1(1|1(3|]0|13|1|0|2|0|0]| 2 8 | 21
Caini 218|041 |2|1|4]|]0(3|]0|1]|0] 1 4 | 23
Pisici 0[1(0|1|]0|2|0|1|0|0O0f0O|O|0O]| O 0 5
Ovine o[0|0|O0O|O|1|]0|1|0O|OfO|O|0O]| O 0 2
Caprine 0jo0ojojojo0oj1j0j1]j0j0fO0j1jO0jJO0]|]0O0]3
lepuri o|0|0OjO|OfO|OjO|O|JO|O|O|0O]| 8 0 8
Total 611 (1|6|2|9|1]|]20|2|3|1|2|0|11]|12]|62
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Fig. 4.13 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Neamt
Fig. 4.13 The total number of positive and negative cases of rabies recorded in domestic animals during 2010-2016
in Neamt County

Comparativ cu celelalte judete luate in studiu, unde a fost testat un numar variat de
specii de animale salbatice, in cazul judetului Neamt, in perioada luata in studiu, au fost primite
pentru confirmarea sau infirmarea diagnosticului de rabie un total de 40 de probe recoltate doar
de la vulpi. Din acest total, 18 (45%) au fost confirmate pozitive, iar restul de 22 (55%), negative
(Tabel 4.18). Prevalenta cazurilor de rabie in randul animalelor silbatice a fost de 45%.

Tabel 4.18 / Table 4.18
Situatia cazurilor pozitive si negative de rabie la animalele salbatice in perioada 2010-2016 in judetul Neamt
Situation of positive and negative cases of rabies in wild animals during 2010-2016 in Neamt County

Animale salbatice | 2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 Total
T T D D T I O R A B -
Vulpi 6|2|2|1|7|1|2|3|]0|3|2|7|0|5]18]22

Pe raza judetului Neamt, a fost inregistrat cel mai scazut numar de cazuri pozitive de
rabie, comparativ cu celelalte judete din regiunea Moldovei, insuménd un total de 30 de cazuri.
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4.2 Investigatii epidemiologice privind prezenta si prevalenta infectiei
rabice la animale in Republica Moldova

Investigatiile epidemiologice intreprinse in Republica Moldova au vizat aceeasi
perioada de 7 ani (2010-2016) ca si in cazul celei efectuate in nord-estul Roméaniei. Datele au
fost colectate din cadrul Centrului Republican de Diagnostica Veterinard (CRDV) din Chisinau,
fiind corelate cu situatia oficiala de pe Oficiul International de Epizootii.

Tara este impartitd in 32 de raioane (Anenii Noi, Basarabeasca, Briceni, Cahul,
Cantemir, Caldrasi, Causeni, Cimislia, Criuleni, Donduseni, Drochia, Dubasari, Edinet, Falesti,
Floresti, Glodeni, Hincesti, laloveni, Leova, Nisporeni, Ocnita, Orhei, Rezina, Riscani,
Singerei,Soroca, Straseni, Soldanesti, Stefan Voda, Taraclia, Telenesti si Ungheni), 5 municipii
(Chisinau, Balti, Tighina, Tiraspol si Comrat) si 2 regiuni cu statut special (Unitatea Teritoriala
Autonoma Gagauzia si Unitatile administrativ-teritoriale din stanga Nistrului sau Transnistria)
(Fig. 4.14). Singurul laborator de pe teritoriul acestei tari care efectueaza diagnosticul de
laborator pentru confirmarea sau infirmarea rabiei este CRDV, situat in Chisinau.
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Fig. 4.14 Harta Republicii Moldova (sursa: wikipedia.org)
Fig. 4.14 Republic of Moldova map (surse: wikipedia.org)
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probe provenite de la animale domestice suspecte de rabie de pe intreg teritoriul tarii, au fost
primite la laborator in vederea confirmarii sau infirmarii bolii. Dintre acestea, 482 au provenit
de la cdini, 359 de la bovine, 205 de la pisici, 42 de la caprine, 27 de la ovine, 17 de la cabaline,
14 de la porcine, 2 de la magari si 2 de la iepuri (Tabel 4.19).

Conform situatiei realizate, cele mai mai multe cazuri de rabie au fost raportate in
randul bovinelor cu un total de 255 de cazuri, urmate de céini cu 191 de cazuri, pisici cu 91 de
cazuri, la polul opus aflandu-se caprinele cu 13 cazuri, cabalinele cu 9 cazuri, porcinele cu 8
cazuri si 6 cazuri la ovine.

Referitor la repartitia cazurilor pozitive pe ani, cele mai multe au fost confirmate pe
parcursul anului 2015, cu un total de 138 de cazuri, reprezentand apogeul rabiei la animalele
domestice. Tn anul 2014 au fost raportate 94 de cazuri, urmat indeaproape de anii 2010 si 2012
cu cate 80 de cazuri fiecare, anul 2013 cu 77 de cazuri, anul 2016 cu 64 de cazuri, cele mai
putine fiind confirmate 1n anul 2011 cu doar 40 de cazuri.

Tabel 4.19/ Table 4.19
Numidrul total de cazuri pozitive si negative Tnregistrate la animalele domestice pe teritoriul Republicii
Moldova

Total number of positive and negative cases recorded in domestic animals in Republic of Moldova

Specia 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 Total
+ - + - + - + - + - + - + - + -
Bovine |37 |22 |19 | 5 |56 | 43 (33|18 |20| 8 | 68 | 8 [ 22| O | 255 | 104
Canine |27 | 37|13 |38 | 12| 85 |26 |41 |53 | 7 38 [ 58|22 | 25| 191 | 291
Felidae 7 |20 5 |13 8 | 35 |14 |18 |16 | 4 | 24 |24 (17| O | 91 | 114
Caprine | 1 | 0 |0 | 3|1 8 2 112 ([13] 5 4 1210 13 | 29
Cabaline | 3 | 0 | 1 1 1 1 2 1 1110 1 2 10| 3 9 8
Porcine | 4 | 0| 2 | 0| O 2 0|2]0 1 2 110]0 8 6
Ovine 113|032 13 | 0 1120 0 1 110 6 21
Maigari 00|00 O 0 0| 0]|]O0|O 0 00| 2 0 2
Leporide | O | 1 | O | 1] O 0 0jJ]0]J]0]O 0 0]0]0 0 2
Total 80 | 83|40 |64 |80 | 187 |77 | 82|94 | 33| 138 |98 |64 | 30 | 573 | 577
H Bovine
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Fig. 4.15 Reprezentarea grafica a cazurilor pozitive de rabie la animalele domestice
Fig. 4.15 Graphical representation of rabies positive cases in domestic animals
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Prevalenta totala a cazurilor pozitive de rabie raportate in rAndul animalelor domestice
n perioada 2010-2016 a fost de 49,82%.

Situatia cazurilor de rabie la animalele salbatice

Tn perioada 2010-2016, 305 probe provenite de la animale silbatice, dar si de la
rozatoare, respectiv chiroptere supecte de rabie au fost primite la laborator pentru testare.

Cele mai multe dintre probe in numar de 227 au provenit de la vulpi, la polul opus
aflandu-se dihorii cu 16 probe, jderii cu 13 probe, caprioarele cu 12 probe, liliecii cu 8 probe,
mistretii i soarecii cu 4 probe fiecare, iepurii de camp, nutriile si sobolanii cu 3 probe fiecare,
cerbii, veveritele si bursucii cu céte 2 probe fiecare si cate o singura probe pentru capre sdlbatice,
sacali, arici, cobai, harciogi si lama (Tabel 4.20).

Din totalul probelor testate, 191 au fost pozitive si 114 negative. Primele 3 specii
afectate au fost in ordine descrescatoare reprezentate de catre vulpi cu 158 de cazuri, dihori cu
12 cazuri si caprioare cu 10 cazuri. La polul opus s-au aflat jderii cu 3 cazuri si céte un singur
caz pentru mistret, capra salbatica, sacal, arici, liliac, soarece, cerb si iepure de cadmp (Tabel
4.20), Inregistrandu-se o prevalenta totald al cazurilor pozitive de 62,62%.

Tabel 4.20/ Table 4.20
Numarul total de cazuri pozitive si negative inregistrate la animalele salbatice pe teritoriul Republicii
Moldova
Total number of positive and negative cases recorded in wild animals in Republic of Moldova

Specia 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 Total
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Fig. 4.16 Reprezentarea grafica a cazurilor pozitive de rabie inregistrate la animalele salbatice, rozatoare si
chiroptere
Fig. 4.16 Graphical representation of rabies positive cases recorded in wild animals, rodents and chiroptera

In ceea ce priveste distributia cazurilor pozitive raportate atat la animalele domestice,

cat si la cele salbatice, cele mai afectate au fost in special raioanele din centrul tdrii si mai putine
din celelalte regiuni: Ungheni, Orhei, Straseni, Calarasi, Falesti, Anenii Noi, Soroca, Edinet si

in municipiul Chiginau. La polul opus s-au aflat raioanele Balti, Basarabeasca, Cimislia, Ocnita,
Riscani si Stefan Voda (Tabel 4.21).

Distributia cazurilor pozitive de rabie pe raioane in perioada 2010-2016

Tabel 4.21/ Table 4.21

Distribution of rabies positive cases on districts during 2010-2016

Nr. Judet Cazuri pozitive de rabie raportate Tn perioada 2010-2016
2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | Total
1 Anenii Noi 4 3 3 7 8 9 3 37
2 Balti 0 0 0 0 2 2 5 9
3 Basarabeasca 0 0 3 1 2 1 2 9
4 Briceni 2 0 2 2 3 0 5 14
5 Cahul 2 2 1 2 5 4 1 17
6 Calarasi 5 4 9 12 3 5 2 40
7 Cantemir 2 2 0 1 1 1 3 10
8 Causeni 0 0 0 0 3 4 4 11
9 Chiginau 5 3 5 6 13 4 3 39
10 Cimislia 1 0 0 2 1 2 1 7
11 Criuleni 4 0 1 0 2 9 6 22
12 Donduseni 1 0 3 1 4 6 7 22
13 Dubasari 0 0 2 3 6 0 1 12
14 Drochia 2 1 9 6 0 5 2 25
15 Edinet 5 4 6 1 2 5 9 32
16 Falesti 6 2 9 4 4 13 0 38
17 Floresti 3 2 3 2 5 3 1 19
18 Glodeni 12 3 1 5 3 2 2 28
19 Hincesti 3 1 1 1 6 1 3 16
20 laloveni 0 0 2 3 3 4 3 15
21 Leova 0 0 0 3 3 2 1 9
22 Nisporeni 5 3 3 2 10 5 1 29
23 Ocnita 0 0 0 0 1 1 1 3
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Nr. Judet Cazuri pozitive de rabie raportate in perioada 2010-2016 |

2010 | 2011 | 2012 | 2013 | 2014 | 2015 | 2016 | Total
24 Orhei 13 2 6 5 10 8 2 46
25 Rezina 7 0 0 5 2 5 2 21
26 Riscani 1 3 1 0 0 3 1 9
27 Singerei 6 5 7 2 3 2 0 25
28 Soldanesti 2 1 0 1 0 0 0 4
29 Soroca 5 3 4 7 2 10 2 33
30 Stefan-Voda 2 1 0 0 0 4 0 7
31 Straseni 2 2 4 5 10 17 1 41
32 Taraclia 3 4 4 3 4 6 1 25
33 Telenesti 2 1 1 5 5 6 0 20
34 Ungheni 5 5 17 3 9 11 2 52
35 | U.T.A Gagauzia 0 0 2 1 4 9 2 18
36 Total 110 57 109 | 101 | 139 | 169 79 764

CONCLUZII PARTIALE

Intrucat Republica Moldova nu dispune de un program de supraveghere si control in
randul vulpilor, situatia cazurilor pozitive de rabie a fost scapatda de sub control de-a lungul
acestor ani $i nu numai.

Cazurile raportate Tn randul animalelor domestice au fost triple comparativ cu cele din
randul animalelor sdlbatice, situatie complet diferitd de cea inregistratd in cele 8 judete din
regiunea Moldovei a tarii noastre.

Astfel, daca in Republica Moldova, de-a lungul celor 7 ani au fost raportate 573 de
cazuri la animalele domestice inregistrandu-se o prevalenta totald de 49,82%, in regiunea luata
in studiu din tara noastra, au fost confirmate 188 de cazuri, de 3 ori mai putine, cu o prevalenta
totala de 24,07%. In ambele tari, cele mai multe cazuri pozitive de rabie la animalele domestice
au fost raportate la bovine.

Lucrurile stau diferit insa, cand vine vorba de animalele silbatice. Astfel, in Republica
Moldova a fost testat un numar mult mai redus de probe (n=305) comparativ cu nord-estul tarii
noastre (n=1314). Astfel, prevalenta cazurilor pozitive de rabie, raportata la cele 305 probe in
Republica Moldova a fost de 62,62%, iar cea din nord-estul Romaniei de 23,05%. Tn ambele
situatii Tnsd, vulpea a fost cea mai afectata din randul animalelor salbatice.
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CAPITOLUL V
CONFIRMAREA DIAGNOSTICULUI DE RABIE PRIN METODA DE
IMUNOFLUORESCENTA DIRECTA
CHAPTER V
RABIES DIAGNOSTIC CONFIRMATION BY DIRECT
FLUORESCENT ANTIBODY TEST

Introducerea testului cu anticorpi fluorescenti in studiul rabiei a revolutionat
diagnosticul si cu toate cd, acesta necesitd tehnici microscopice speciale, este privit in prezent
si specificitatii (99-100%) (Trimarchi s.a., 1974; Palmer s.a., 2005; Rudd s.a., 2005).

Imunofluorescenta directd (IFD) este metoda recomandata de catre OMS si OIE, de
referinta in diagnosticul rabiei, alaturi de proba biologica pe soareci (PBS) si izolarea virusului
rabic pe culturi celulare (RTCIT — Rabies Tissue Cultures Infection Test) (Campbell s.a., 1988).

in vederea obtinerii unui rezultat de o mare acuratete, pe langa utilizarea de aparaturi
in stare optima de functionare, experienta personalului, alegerea unui conjugat calitativ prezinta
o mare importantd. Numeroase tipuri de conjugate se gasesc pe piatd la ora actuald pentru
realizarea IFD-ului, cele mai utilizate la nivel european si nu numai, fiind reprezentate de catre:

- BIO-RAD (BIO-RAD LABORATORIES, Marnes-la-Coquette Franta)
- FUJIREBIO (FDI FITC Antirabies Monoclonal Globulin / Fujirebio Diagnostics, Inc.

Malvern, PA, USA)

- MILLIPORE (Light Diagnostic TM Rabies DFA Reagent, Livingston, United

Kingdom)

- BIOVETA (lvanovice na Hane, Cehia)
- SIFIN (Berlin, Germania)
- RABITEST (ROMVAC S.A. Romania).

Acestea pot prezenta diferite dezavantaje, de la costurile crescute la dificultatea n
achizitionare pana la specificitatea acestora. Astfel, anticorpii monoclonali din compozitia
acestor conjugate prezintd o specificitate mult mai mare fatd de anticorpii policlonali, si asta
datorita faptului cé acestia se fixeazd pe o gama restransd de variante ale virusului rabic, nsa
alegerea tipului de anticorpi trebuie realizata si in functie de variantele de virus rabic circulante
pe teritoriul unei tari (OMS, 2017(a)).

Scopul acestor cercetéri a fost acela de a reconfirma probele luate in studiu atat din
nord-estul Romaniei, cét si din Republica Moldova inaintea caracterizarii moleculare a acestora
in vederea corelarii rezultatelor, dar si de a evidentia conjugatul optim in vederea obtinerii de
rezultate precise si valide.
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5.1 MATERIALE SI METODE
nord-est a Romaniei (Fig. 5.1) insd, odata cu avansarea cercetarilor, au fost introduse noi probe
din Republica Moldova.

Astfel, un total de 59 de probe de creier au fost luate Tn studiu, 38 din nord-estul
Romaniei si 21 din Republica Moldova.

Probele din tara noastra au fost procurate din cadrul Directiilor Sanitar-Veterinare si
pentru Siguranta Alimentelor (DSVSA) judetene, si anume Botosani, Suceava, lasi, Piatra
Neamt, Vaslui, Bacau, Galati, Vrancea si Maramures, dar si din cadrul Institutului de Diagnostic
si Sanatate Animala (IDSA) din Bucuresti. Acestea au fost testate in cadrul laboratoarelor
anterior mentionate prin intermediul tehnicilor de diagnostic de rutind specifice rabiei,
recomandate de catre OMS si OIE, si anume imunofluorescenta directa (IFD) si proba biologica
pe soareci (doar in cazul rezultatelor negative sau dubioase obtinute la IFD), cu exceptia
probelor din Maramures, care au provenit din campaniile de vanatoare, ele nefiind testate pentru
rabie.

Probele au fost izolate Tn perioada 2012-2016 atat de la animale domestice, cat si de la
animale salbatice suspecte de rabie, si anume: 1 pisica (Felix catus), 3 céini (Canis canis), 10
bovine (Bos taurus), 1 lup (Canis lupus), 1 caprior (Capreolus capreolus) si 22 vulpi (Vulpes
vulpes) (Tabel 5.1).

‘\\
\
i) § UKRAINE
Maramures N
Sicsee %\ MOLDAVIA
\
{UNGARY ; - g
Neamt \
Vasiui
Bacau
\ Galat g
Vrancea
Black Se

SERBIA A b

P

Fig. 5.1 Harta Romaniei cu originea geografica a celor 38 de probe (original)
Fig. 5.1. Romanian map with the geographical origin of the 38 samples (original)

In ceea ce priveste probele de creier din Republica Moldova, acestea au fost procurate
din cadrul Centrului Regional de Diagnostic Veterinar (CRDV) din Chisindu. Astfel, au fost
luate Tn studiu 21 de probe, izolate pe parcursul anilor 2016 si 2017 in judetele Anenii Noi,
Briceni, Criuleni, Cilarasi, Camenca, Chigindu, Cahul, Comrat, Cimislia, Causeni, Donduseni,
Edineti, Taloveni, Nisporeni, Orhei, Slobozia si Straseni. Acestea au provenit de la 5 cdini, 4
pisici, 9 bovine, o capra (Capra aegragus hircus), o vulpe si un dihor (Mustela putorius), fiind
testate in cadrul laboratorului prin IFD si proba biologicé pe soareci (doar in cazul rezultatelor
negative sau dubioase obtinute la IFD).
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Tabelul 5.1 descrie originea geografica a probelor, atait din Romania, cat si din
Republica Moldova, sursa, anul izolarii si specia de la care au fost izolate. Probele sunt
introduse 1n tabel in ordinea testarilor efectuate in cadrul laboratorului din Nancy, Franta.

Tabel 5.1/ Table 5.1

Probele testate din Romania si Republica Moldova
Tested samples from Romania and Republic of Moldova

Nr. Tara Oras Specie Cod Anul Sursa Rezultat
proba  izolarii IFD

1 Romania Barlad Vulpe DR1016 2013 DSVSAVS  Negativ
2 Romania Bérlad Pisica DR1017 2014 DSVSA VS Pozitiv
3 Romania Vrancea Vulpe DR1018 2015 DSVSA VN Pozitiv
4 Romania Vrancea Vulpe DR1019 2014 DSVSA VN Pozitiv
5 Romania Vrancea Vulpe DR1020 2013 DSVSA VN Pozitiv
6 Romania Vrancea Lup DR1021 2014 DSVSA VN Pozitiv
7 Romania Vrancea Bovina DR1022 2013 DSVSA VN Pozitiv
8 Romania Vrancea Bovina DR1023 2013 DSVSA VN Pozitiv
9 Romania Bacédu Vulpe DR1024 2012 DSVSABC Pozitiv
10 Romania Baciu Vulpe DR1025 2012 DSVSA BC Pozitiv
11 Romania Bacéu Céine DR1026 2012 DSVSA BC Pozitiv
12 Romania Bacédu Céaprior DR1027 2012 DSVSABC Pozitiv
13 Romania Tasi Bovind DR1028 2013 DSVSA IS Pozitiv
14 Romania Tasi Bovind DR1029 2014 DSVSA IS Pozitiv
15 Romania lasi Bovinda DR1030 2013 DSVSA IS Pozitiv
16 Romania Galati Bovina DR1031 2015 DSVSA GL Pozitiv
17 Romania Neamf Caine DR1032 2012 DSVSA NT Pozitiv
18 Romania Neamt Vulpe DR1033 2013 DSVSA NT Pozitiv
19 Romania Neamt Vulpe DR1034 2013 DSVSA NT Pozitiv
20 Romania Neamt Bovina DR1035 2012 DSVSA NT Pozitiv
21 Romania Neamt Caine DR1036 2013 DSVSA NT Pozitiv
22 Romania Barlad Vulpe DR1187 2014 DSVSA VS Pozitiv
23 Romania Maramures Vulpe DR1188 2016 DSVSAMM  Negativ
24 Romania Maramures Vulpe DR1189 2016 DSVSAMM  Negativ
25 Romania Maramures Vulpe DR1190 2016 DSVSAMM  Negativ
26 Romania Maramures Vulpe DR1191 2016 DSVSAMM  Negativ
27 Romania Maramures Vulpe DR1192 2016 DSVSAMM  Negativ
28 Romania Maramures Vulpe DR1193 2016 DSVSAMM  Negativ
29 Romania Maramures Vulpe DR1194 2016 DSVSAMM  Negativ
30 Romania Maramures Vulpe DR1195 2016 DSVSAMM  Negativ
31 Romania Maramures Vulpe DR1196 2016 DSVSAMM  Negativ
32 Romania Maramures Vulpe DR1197 2016 DSVSAMM  Negativ
33  Republica Moldova 193 Chisinau Capra DR1198 2016 CRDV MD Pozitiv
34 Republica Moldova 182 Chisinau Pisica DR1199 2016 CRDV MD  Negativ
35 Republica Moldova 146 Criuleni Céine DR1200 2016 CRDV MD Pozitiv
36 Republica Moldova 167 Calarasi Bovina DR1201 2016 CRDV MD Pozitiv
37 Republica Moldova 163 Camenca  Céine DR1202 2016 CRDV MD  Negativ
38 Romania Vrancea Vulpe DR1331 2016 IDSA Pozitiv
39 Romania Suceava Bovina DR1332 2016 IDSA Pozitiv
40 Romania Suceava Vulpe DR1333 2016 IDSA Pozitiv
41 Romania Botosani Bovina DR1334 2016 IDSA Pozitiv
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Nr. Tara Oras Specie Cod Anul Sursa Rezultat

proba  izolarii IFD
42 Romania lasi Vulpe DR1335 2016 IDSA Pozitiv
43 Romania Botosani Bovina DR1336 2016 IDSA Pozitiv
44 Republica Moldova Cahul Pisica DR1343 2016 CRDV MD Pozitiv
45  Republica Moldova Orhei Vulpe DR1344 2016 CRDV MD Negativ
46  Republica Moldova Criuleni Bovina DR1345 2016 CRDV MD Pozitiv
47  Republica Moldova Causeni Bovina DR1346 2016 CRDV MD Pozitiv
48  Republica Moldova Edineti Bovina DR1347 2016 CRDV MD Pozitiv
49  Republica Moldova Comrat Pisica DR1348 2017 CRDV MD Pozitiv

50 Republica Moldova Nisporeni Bovina DR1349 2016 CRDV MD Pozitiv
51 Republica Moldova Cimislia Bovina DR1350 2016 CRDV MD Pozitiv
52  Republica Moldova Dondiuseni Pisici DR1351 2016 CRDV MD Pozitiv
53  Republica Moldova Criuleni Bovina DR1352 2016 CRDV MD Pozitiv
54  Republica Moldova Causeni Bovind DR1353 2016 CRDV MD Pozitiv
55  Republica Moldova Anenii Noi Céine DR1354 2016 CRDV MD  Negativ
56  Republica Moldova Slobozia Caine DR1355 2016 CRDV MD  Negativ
57  Republica Moldova Straseni Bovind DR1356 2016 CRDV MD Pozitiv
58 Republica Moldova laloveni Dihor DR1357 2016 CRDV MD Pozitiv
59  Republica Moldova Briceni Céine DR1358 2016 CRDV MD Pozitiv

Aceste probe au fost retestate in cadrul Laboratorului European de Referinta in Rabie
din Nancy, Franta, in stagiile de cercetare efectuate pe parcursul anilor 2015, 2016 si 2017
pentru prezenta antigenului rabic si a virusului rabic prin intermediul tehnicilor de referinta, si
anume IFD si RTCIT, asa cum sunt descrise in “OIE Terrestrial Manual”, 2013.

Toate cele 59 de probe au fost testate initial pentru confirmarea sau infirmarea
diagnosticului de rabie, utilizdind conjugatul frantuzesc Bio-Rad. Odatd cu avansarea
cercetarilor, alte 2 conjugate au fost testate pe un numar diferit de probe, cu scopul de a realiza
un studiu comparativ privind calitatea fiecarui conjugat in parte, capacitatea de detectie a
virusului rabic, intensitatea fluorescentei, distributia si cantitatea de antigen rabic detectat, cat
si coloratia de fundal (Dascalu s.a., 2017(a)). Astfel, cele 3 conjugate folosite au fost (Tabel
5.2):

- BIO-RAD (BIO-RAD LABORATORIES, Marnes-la-Coquette France);
- FUJIREBIO (FDI FITC Antirabies Monoclonal Globulin, Fujirebio Diagnostics, Inc.

Malvern, PA, USA);

- RABITEST (ROMVAC S.A Romania).
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Tabel 5.2/ Table 5.2
Conjugatele utilizate si caracteristicile acestora
The conjugates used and their characteristics
Conjugat BIO-RAD FUJIREBIO RABITEST

Producator BIO-RAD LABORATORIES, Fujirebio Diagnostics, Inc.  ROMVAC S.A

Marnes-la-Coquette France Malvern, PA, USA Romania
Compozitie Anticorpi policlonali Anticorpi monoclonali Ser hiperimun
de iepure/cobai
Detectie Toate genotipurile de Virusul rabic clasic RABV Nu specifica
Lyssavirus, indiferent de (tulpinile fixe si salbatice)
specia de animal testata. si virusurile Tnrudite cu
acesta (Duvenhage, Lagos
Bat si Mokola)
Reconstituire In 3 ml apa distilata, In 5 ml apa distilat, repaus 1 ml apa
centrifugare 5 min, la 1500 30 min pana la dizolvare. distilata,
rpm. centrifugare 10
min, 2000 rpm

Fig. 5.2 A) Conjugatul Bio-Rad; B) Conjugatul Rabitest (activ si martor); C) Aspectul conjugatelor dupa
reconstituire. De la stdnga la dreapta: Fujirebio, Bio-Rad si Rabitest (original)
Fig. 5.2 A) Bio-Rad conjugate; B) Rabitest conjugate (active and martor); C) The aspect of the conjugates after
reconstitution. From left to the right: Fujirebio, Bio-Rad and Rabitest (original)

Cell Inc.), lamele (Knittel glass), spatulda de lemn, acetona, hota clasa a 2-a (Holten LaminAir,
Danemarca), 3 conjugate (Bio-rad, Fujirebio, Rabitest), etuva (Incucell, Fisher Bioblock
Scientific, MMM Medcenter), tampon fosfat salin steril (TFS, Sigma Life Science, UK), apa
distilata (Sigma Life Science, UK), mediu de montare (Light Diagnostics, USA) si de un
microscop cu UV (Microscop UV Olympus BX41).

Tehnica pentru cele 3 tipuri de conjugate a respectat instructiunile descrise in “OIE
Terrestrial Manual”, 2013, singura diferenta fiind reprezentatd de catre reconstituirea
conjugatelor, urmarindu-se recomandarile producatorilor (Bio-Rad, Fujirebio si Rabitest).
contine o cantitate echivalentd a 3 ml de imunoglobuline adsorbite marcate. Acesta a fost
reconstituit in 3 ml de apa distitala si centrifugat timp de 5 minute la 1500 rpm pentru
clarificarea solutiei, supernatantul obtinut fiind cel utilizat pentru colorare.

Conjugatul Fujirebio se prezintd de asemenea sub forma liofilizata. Continutul unui
flacon a fost resuspendat in 5 ml de apa distilata si lasat In repaus timp de 30 de minute pana la
dizolvare, dupa care a fost folosit pentru colorare.
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Conjugatul Rabitest (Fig. 5.2B) se prezinta sub forma a 2 flacoane, si anume: ser

antirabic fluorescent liofilizat activ (fl x 1 ml) si ser antirabic fluorescent liofilizat martor
negativ (fl. x 1 ml). Continutul ambelor flacoane se prezinta sub forma unei pastile pufoase de
culoare galbui-rosietica. Atat flaconul activ, cat si cel martor au fost resuspendate separat intr-
un ml de apa distilata, centrifugate timp de 10 min la 2000 rpm, supernatantul fiind cel folosit
pentru colorare.
(in functie de conjugatul ales), conjugati cu izotiocianat de fluoresceina (FITC), in prezenta
virusului rabic vor forma complexe antigen-anticorp. Daca tesutul examinat nu contine antigen
viral, complexele specifice antigen-anticorp nu se vor forma. FITC este o substanta stabila si
produce o fluorescenta cu aspect de mar verde caracteristica, acestea fiind motivele pentru care
se foloseste in realizarea conjugatelor (Jackson s.a., 2002).

Descrierea metodei:

¢ realizarea amprentelor de creier din zonele tintd pentru virusul rabic (cornul lui
Ammon, bulb, cortex si trunchi cerebral) pe lame de teflon (Fig. 5.3A, B);

+ eliminarea excesului de pe lama cu o spatuld de lemn (Fig. 5.3C) ;

+¢ fixarea lamelor in acetona la -20°C timp de 30 min (Fig. 5.3D, E);

«* uscarea acestora sub hot3;

« adaugarea a 50 pl de conjugat pe fiecare amprenta in parte (Fig. 5.4A);

¢+ incubarea la 37°C timp de 30 min intr-o camera umeda pentru a evita uscarea
conjugatului (Fig. 5.4B);

% indepartarea conjugatului cu TFS, respectiv cu apa distilata (Fig. 5.4C);

¢ uscarea lamelor sub hota;

+ adaugarea unei picaturi de mediu de montare (Fig. 5.4D) si a lamelei;

¢ citirea si interpretarea rezultatelor la microscopul cu UV (Fig. 5.4E).
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Fig. 5.3 A) Pregitirea probelor; B) Realizarea amprentelor; C) indepirtarea excesului cu o spatuld de lemn;
D) Aranjarea lamelor in suport; E) Fixarea lamelor in acetona la -20°C, 30 min. (original)
Fig. 5.3 A) Samples preparation; B) Smears preparation; C) Excess removal with a wood spatula; D) Arranging the
slides in the support; E) Smears fixation in cold acetone for 30 minutes (original)

\‘

Fig. 5.4 A) Adaugarea conjugatului; B) Incubare la 37°C, 30 min.; C) indepértarea conjugatului cu TFS si api
distilata; D) Adaugarea unei picaturi de mediu de montare; E) Citirea la microscopul cu UV (original)
Fig. 5.4 A) Slides staining; B) Incubation at 37°C for 30 min.; C) Conjugate removal with the aid of PBS and
distilled water; D) Mounting medium addition; E) UV microscope reading (original)
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5.2 REZULTATE

Tn realizarea tehnicii IFD, pentru fiecare conjugat testat, au fost utilizate 2 controale
pozitive obtinute de la soareci infectati experimental cu o tulpina fixa de laborator CVS-27
(Challenge Virus Standard), respectiv cu EBLV-1b izolat de la un liliac din specia Epesicus
serotinus, dar si un control negativ (creier provenit de la soarece sanatos), necesare pentru
validarea tehnicii.

Astfel, pentru confirmarea sau infirmarea diagnosticului de rabie pentru cele 59 de
probe luate in studiu, a fost utilizat conjugatul Bio-Rad, obtinand un total de 43 de probe
pozitive (DR1017-DR1036, DR1198, DR1200, DR1201, DR1331-DR1336, DR1343, DR1345-
DR1353 si DR1356-DR1358) si 16 negative (DR1016, DR1188-DR1197, DR 1199, DR1202,
DR1344, DR1354 si DR1355) (Tabel 5.1).

Pentru efectuarea studiului comparativ privind cele 3 tipuri de conjugate utilizate (Bio-
Rad, Fujirebio si Rabitest), au fost testate 21 de probe (DR1016-DR1036). Astfel, pentru
conjugatul Bio-Rad, din totalul celor 21 de probe, 20 au fost pozitive (DR1017-DR1036) si doar
una singura, negativd (DR1016). Rezultatele obtinute pentru celelalte 2 conjugate, au fost in
concordanta cu cele obtinute in cazul conjugatului Bio-Rad.

Probele DR1016 (Fig. 5.5A, B, C), DR1199, DR1202, DR1344, DR1354 si DR1355
considerate a fi pozitive in urma IFD-ului realizate de catre laboratoarelor judetene din cadrul
carora au fost procurate, In urma retestarilor, acestea au fost negative atat la IFD, cat si la
RTCIT, dar si la tehnicile de biologie moleculara, nefiind detectat ARN viral. De asemenea,
cele 10 probe de vulpi provenite din Maramures (DR1188-DR1197) au fost negative, atat prin
IFD, cat si prin celelalte tehnici mentionate anterior.

Fig. 5.5 A) IFD negativa, conjugat Bio-Rad, magnitudine x400, DR1016; B) IFD negativa, conjugat Fujirebio,
magnitudine x400, DR1016; C) IFD negativa, conjugat Rabitest, magnitudine x400, DR1016 (original)
Fig. 5.5 A) Negative FAT, stained with Bio-Rad, x400, DR1016; B) Negative FAT, stained with Fujirebio, x400,
DR1016; C) Negative FAT, stained with Rabitest, x400, DR1016 (original)

In ceea ce priveste interpretarea rezultatelor, acestea au fost clasificate in doui
categorii: intensitatea fluorescentei, aldturi de distributia si cantitatea de antigen rabic detectat.

Astfel, conform producatorilor, intensitatea fluorescentei fost evaluata pe o scara de la
4+ la negativ dupa cum urmeaza: 4+ fluorescenta stralucitoare cu aspect de mar verde; 3+
fluorescenta luminoasa cu aspect de mar verde; 2+ fluorescenta slaba cu aspect de mar verde;
1+ fluorescenta foarte slabd, dar detectabilda cu aspect de mar verde; negativ: nu apare
fluorescenta cu aspect de mar verde.

Tn cazul celor 3 conjugate folosite, atat Bio-Rad (Fig. 5.6 A, 5.7 A, 5.8 A), cit si
Fujirebio (Fig. 5.6 B, 5.7 B, 5.8 B) au prezentat o coloratie de fundal inchisa ceea ce a dus la o
evidentiere foarte buna a complexelor fluorescente atg-atc, comparativ cu Rabitest (Fig. 5.6 C,
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5.7 C, 5.8 C), care a oferit o coloratie de fundal verde deschis spre fluorescent, fiind mult mai
greu de identificat aceste complexe si de a face o delimitare neta fata de artefacte.

Fig. 5.6 A) IFD pozitiva, conjugat Bio-Rad, magnitudine x400, DR1017; B) IFD pozitiva, conjugat Fujirebio, magnitudine x400,
DR1017; C) IFD pozitiva, conjugat Rabitest, magnitudine x400, DR1017 (original)
Fig. 5.6 A) Positive FAT, stained with Bio-Rad, x400, DR1017; B) Positive FAT, stained with Fujirebio, x400, DR1017; C)
Positive FAT, stained with Rabitest, x400, DR1017 (original)

Fig. 5.7 A) IFD pozitiva, conjugat Bio-Rad, magnitudine x400, DR1027; B) IFD pozitiva, conjugat Fujirebio, magnitudine x400,
DR1027; C) IFD pozitiva, conjugat Rabitest, magnitudine x400, DR1027 (original)
Fig. 5.7 A) Positive FAT, stained with Bio-Rad, x400, DR1027; B) Positive FAT, stained with Fujirebio, x400, DR1027; C)
Positive FAT, stained with Rabitest, x400, DR1027 (original)

Fig. 5.8. A) IFD pozitiva, conjugat Bio-Rad, magnitudine x400, DR1028; B) IFD pozitiva, conjugat Fujirebio, magnitudine
x400, DR1028; C) IFD pozitiva, conjugat Rabitest, magnitudine x400, DR1028 (original)
Fig. 5.8 A) Positive FAT, stained with Bio-Rad, x400, DR1028; B) Positive FAT, stained with Fujirebio, x400, DR1028; C)
Positive FAT, stained with Rabitest, x400, DR1028 (original)

Cea mai usoard interpretare si cele mai bune rezultate au fost obtinute in cazul
conjugatului Bio-Rad, coloratia de fundal inchisa oferindu-ne o fluorescenta stralucitoare,
respectiv luminoasa cu aspect de mar verde a complexelor atg-atc n cazul a 15 probe din 21 si
o fluorescenta slaba, dar detectabild in cazul altor 5 probe.

Tabel 5.3/ Table 5.3

Rezultatele obtinute pentru conjugatul Bio-Rad privind intensitatea fluorescentei al probelor luate in studiu
The results obtained for the Bio-Rad conjugate regarding the fluorescence intensity of the tested samples

Scara de evaluare a Probe luate n studiu
intensitatii fluorescentei (DR1016-DR1036)
4+ DR1017, DR1024, DR1025, DR1027, DR1029
3+ DR1018-DR1021, DR1026, DR1028, DR1030,
DR1031, DR1033, DR1034
2+ DR1022, DR1023, DR1032, DR1035, DR1036
1+ -
Negativ DR1016
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Fujirebio s-a clasat pe locul al doilea, 13 probe din cele 21 Tncadrandu-se in categoria
4+ si 3+ in ceea ce priveste intensitatea fluorescentei si doar 7 dintre acestea in categoriile 2+
si 1+ cu o fluorescenta slaba si foarte slaba, dar detectabila.

Tabel 5.4/ Table 5.4

Rezultatele obtinute pentru conjugatul Fujirebio privind intensitatea fluorescentei al probelor luate in studiu
The results obtained for the Fujirebio conjugate regarding the fluorescence intensity of the tested samples

Scara de evaluare a
intensitatii fluorescentei

Probe luate Tn studiu
(DR1016-DR1036)

4+ DR1020, DR1021, DR1024, DR1025, DR1027,
DR1031, DR1033, DR1034
3+ DR1017-DR1019, DR1026, DR1036
2+ DR1022, DR1023, DR1028, DR1029, DR1035
1+ DR1030, DR1032
Negativ DR1016

in cazul Rabitestului, rezultatele obtinute au fost inferioare celorlalte doud conjugate,
nici o probad reusind sd se incadreze in categoria 4+ si doar una singurd 1n categoria 3+.
Majoritatea probelor s-au incadrat in ultimele doua categorii, si anume 2+ si 1+, mai exact 19
dintre acestea fiind incluse ca avand o intensitatea a fluorescentei slaba si foarte slaba si relativ
greu detectabila.

Tabel 5.5/ Table 5.5
Rezultate obtinute pentru conjugatul Rabitest privind intensitatea fluorescentei al probelor luate in studiu
The results obtained for the Rabitest conjugate regarding the fluorescence intensity of the tested samples

Scara de evaluare a Probe luate Tn studiu
intensitatii fluorescentei (DR1016-DR1036)
4+ -
3+ DR1026
2+ DR1019-DR1021, DR1023-DR1025, DR1027,
DR1031, DR1032, DR1034 si DR1035
1+ DR1017, DR1018, DR1022, DR1028-DR1030,
DR1032 si DR1036
Negativ DR1016

Cea de-a doua categorie reprezentata de distributia si cantitatea de antigen rabic detectat
a fost evaluata la fel ca si n cazul intensitatii fluorescentei pe o scara de la 4+ la negativ, dupa
cum urmeaza: 4+ / 3+ / 2+ / 14+ / negativ, antigen prezent in ~ 100% / 75% / 50% / 25% si 0%
din cdmpurile microscopice examinate per amprenta.

Astfel, pentru categoria de 100%, primul clasat a fost conjugatul Bio-Rad cu 5 probe
(23,80%), urmat de Fujirebio cu 3 probe (14,28%) si nici o proba pentru Rabitest. Pentru a doua
categorie de 75%, pe primul loc s-a clasat Fujirebio cu 7 probe (33,33%), urmat indeaproape de
Bio-Rad cu 6 probe (28,57%) si nici una pentru Rabitest.

In ceea ce priveste detectia si distributia antigenului in proportie de 50% din campurile
microscopice examinate, pentru Rabitest s-au incadrat 10 probe (47,61%), pentru Bio-Rad 5
(23,80%), iar pentru Fujirebio 3 (14,28%). Pentru ultima categorie de 25%, 10 probe (47,61%)
s-au Tnregistrat pentru Rabitest, 7 (33,33%) pentru Fujirebio si 4 (19,04%) pentru Bio-Rad.
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Pentru proba DR1016, nu a fost detectat nici o urma de antigen, fiind considerata negativa (Fig.
5.9).
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Fig. 5.9 Reprezentarea grafica a rezultatelor obtinute privind distributia de antigen rabic detectat in cazul celor 3
conjugate analizate Bio-Rad, Fujirebio si Rabitest. Scala de evaluare a fost aceeasi ca si in cazul intensitatii
fluorescentei, si anume de la 4+ la negativ
Fig. 5.9 Graphic representation of the results obtained regarding the distribution of rabies antigen detected in the
three Bio-Rad, Fujirebio and Rabitest conjugates. The evaluation scale was the same as for fluorescence intensity,
from 4+ to negative.

5.3 DISCUTII

Diferentele de rezultate dintre cele obtinute in cadrul laboratoarelor judetene si cele din
cadrul laboratorului din Franta, pot avea la baza mai multe explicatii. Astfel, Tn marea majoritate
a cazurilor, calitatea probelor de testat are o importantd majora in obtinerea unui rezultat valid,
alaturi de cea a conjugatului implementat. Pentru a evita rezultatele fals pozitive sau negative,
trebuiesc indeplinite mai multe criterii, i anume: utilizarea de controale valide, folosirea unui
conjugat calitativ cu o dilutic si reconstituire adecvata, aparatura in conditii optime de
functionare si foarte important, respectarea cu strictete a fiecarei etape in parte pentru a evita
posibilele contaminari incrucisate intre controalele pozitive si negative si intre probele de testat
(Jackson s.a., 2002; Robardet s.a., 2013(a)).

Eventuale erori de citire date de fluorescenta nespecifica pot sa apard in urma utilizarii
de probe aflate in stare de putrefactie sau inadecvat conservate, de aceea este recomandata
examinarea de tesut proaspat si nealterat, pentru a nu denatura exactitatea diagnosticului
(Meslin s.a., 1999). Degradarea probelor, in final va afecta sensibilitea tuturor procedurilor de
diagnostic (Jackson s.a., 2002). De asemenea, calitatea deficitard a conjugatului, uscarea
acestuia in etapa de incubare a lamelor la 37°C (daca nu se adauga apa distilatd in tavita),
precipitarea FITC-ului datorata reconstituirii neadecvate, a depozitarii sau al agentilor de
clarificare sau prezenta de coci pozitivi in proba de testat pot duce la aparitia de fluorescenta
nespecifica (Jackson s.a., 2002).

O coloratie de fundal redusa Tn cazul IFD-ului are o importanta remarcabila pentru un
diagnostic corect si precis in cazul rabiei, facilitindu-ne astfel observarea complexelor
fluorescente virus rabic — anticorpi antirabici. De asemenea, ne poate ajuta in a diferentia mult
mai usor artefactele de complexele atg-atc care, de multe ori pot reprezenta probleme grave ce
pot duce usor la un diagnostic fals pozitiv sau negativ. Zonele de creier examinate, durata si
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tipul fixarii probelor, alcalinitatea substantei de imersie, pH-ul substantei de imersie, folosirea
specificitatii [IFD-ului (Pital s.a., 1963; Durham s.a., 1986; OIE, 2013, Robardet s.a., 2013(a)).
Substanta de imersie cu un pH de 8,5 este de preferat pentru obtinerea unei fluorescente bune
si pentru mentinerea stralucirii acesteia pentru o perioadd mai indelungatd de timp (Durham
s.a., 1986).

Din cunostiintele noastre, acesta este primul studiu ce a implicat conjugatul Rabitest
atat pe probe pozitive, cit si negative. Pentru a putea compara calitatea acestuia, alte 2 conjugate
au fost utilizate (Bio-Rad si Fujirebio). Intr-un studiu realizat de citre Robardet s.a. in anul
2013, acestia au comparat conjugatele Bio-Rad si Fujirebio alaturi de altele utilizate in tehnica
de IFD, obtinand de asemenea rezultate bune. Au fost raportate, in schimb, si probleme precum
fluorescenta nespecifica, fundal deschis la culoare, situatii ce au fost in principal atribuite
dilutiilor si recontituirilor neadecvate ale acestor conjugate, alaturi de performanta scazuta al
unor laboratoare. Rezultatele noastre au aratat faptul ca Bio-Rad se preteaza cel mai bine pentru
a fi folosit in confirmarea diagnosticului de rabie, oferind o intensitate crescutd a semnalului
fluorescent si un fundal intunecat, fiind capabil sa identifice antigenul viral in 100% din
campurile microscopice examinate Tntr-un numar crescut de probe, pe cand Rabitest nu a reusit
sd identifice concentratii atat de ridicate de antigen.

5.4 CONCLUZII PARTIALE

Tehnica de imunofluorescenta directa a fost realizatd in cazul tuturor celor 59 de probe
luate Tn studiu, atat din nord-estul Romaniei, cat si din Republica Moldova, rezultatele obtinute
fiind Tn concordantd cu toate tehnicile realizate ulterior, nefiind inregistrate rezultate fals
negative sau fals pozitive, demonstrandu-se sensibilitatea si specificitatea tehnicii in cauza.

Studiul nostru subliniaza importanta utilizarii unui conjugat calitativ Tn stabilirea unui
diagnostic corect si precis. In majoritatea cazurilor, calitatea probelor de testat alituri de cea a
conjugatului implementat au o importantd majora in obtinerea unui rezultat valid, nerespectarea
acestor recomandari ducand la posibilitatea aparitiilor de rezultate fals pozitive sau fals
negative. Chiar dacd, un rezultat fals pozitiv nu are consecinte severe, unul fals negativ in
schimb, poate avea consecinte tragice atunci cand sunt implicate si victime umane.

Tn cadrul studiului comparativ privind cele 3 tipuri de conjugate utilizate, cele mai bune
rezultate au fost obtinute cu ajutorul conjugatului Bio-Rad, rezultate superioare celorlalte doua,
acesta oferind o intensitate crescuta a semnalului fluorescent si un fundal intunecat, fiind capabil
sd identifice antigenul viral in 100% din cdmpurile microscopice examinate Intr-un numar
crescut de probe.
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CAPITOLUL VI
CONFIRMAREA DIAGNOSTICULUI DE RABIE PRIN TEHNICA DE
IZOLARE A VIRUSULUI RABIC PE CULTURI CELULARE (RTCIT)
CHAPTER VI
RABIES DIAGNOSTIC CONFIRMATION BY RABIES TISSUE
CULTURE INFECTION TEST

In prezent, conform OIE si OMS, sunt recunoscute la nivel mondial trei tehnici de
referintd pentru confirmarea diagnosticului de rabie la animale, si anume: imunofluorescenta
directa (IFD), proba biologica pe soareci (PBS) si izolarea virusului pe culturi celulare (Rabies
Tissue Culture Infection Test - RTCIT) (OIE, 2013).

De-a lungul timpului, numeroase studii comparative au fost realizate intre cele 3 tehnici
de referintd (Webster s.a., 1976; Bourhy s.a., 1989; Chhabra s.a., 2007;). Inainte ca o tehnica sa
poata fi acceptata si consideratd de referintd, sensibilitatea acesteia trebuie comparatd Intr-un
mod riguros cu tehnicile recunoscute de citre OMS. Astfel, dezvoltarea unei proceduri ce
utilizeaza culturi celulare ca si alternativa pentru PBS trebuie sa fie la fel de sensibila (Rudd si
Trimarchi, 1989).

PBS, cunoscuta drept cea mai veche metoda utilizatd in diagnosticul rabiei la animale,
a fost initiatd de catre Webster si Dawson 1n anul 1935 fiind inca realizata in unele tari (Bourhy
s.a., 1989), printre care si In Romania. Punctul forte al acestei metode, consta in abilitatea de a
detecta cantitati reduse de virus rabic din probe slab pozitive (Rudd si Trimarchi, 1989; Chhabra
s.a., 2007).

Aceasta Insa, a fost Inlocuita cu succes de cétre majoritatea tarilor dezvoltate cu RTCIT,
fiind a doua cea mai utilizatd tehnicd de referintd in diagnosticul rabiei. Cea din urma ofera
numeroase avantaje, printre care se numara costurile reduse, rapiditatea, usurinta in realizarea
metodei, sensibilitatea crescuta, capacitatea de a detecta cantitati foarte scazute de virus dintr-0
proba si nu in ultimul rand lipsa utilizarii animalelor de laborator (Rudd si Trimarchi, 1989;
Kuzmin, 2014).

Scopul acestor cercetari a fost de a realiza RTCIT ca si metoda alternativa pentru PBS,
de a evidentia linia celulara optima pentru multiplicarea virusului rabic, dar si sistemul ideal in
izolarea virusului rabic.

Astfel, acest capitol este structurat in 3 subcapitole:
Izolarea virusului rabic pe culturi celulare (RTCIT) ca si metoda alternativa pentru
proba biologica pe soareci;

3

%

3

%

Studiu comparativ privind sensibilitatea a doua linii celulare distincte N2a si BHK-21
pentru izolarea virusului rabic pe culturi celulare.
% Utilizarea a doua sisteme diferite pentru izolarea virusului rabic pe culturi celulare.

*
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6.1. lzolarea virusului rabic pe culturi celulare (RTCIT) ca metoda
alternativa pentru proba biologica pe soareci

Tncepand cu anul 1982, numeroase tiri au optat pentru inlocuirea PBS cu RTCIT, asta
datorita numeroaselor avantaje si facilititi pe care le oferd tehnica (Bourhy s.a., 1989).
Reducerea timpului n obtinerea rezultatului de la 15-30 de zile in cazul PBS la doar 48 de ore
n cazul metodei alternative, dar si sensibilitatea ridicata, egala, chiar superioara PBS, au fost
doar cateva dintre motivele de baza ale implementarii noii metode (Charlton s.a., 1986;
Webster, 1987).

6.1.1 MATERIALE ST METODE

Probe luate Tn studiu

RTCIT ca si metoda alternativa pentru PBS in vederea confirmarii diagnosticului de
rabie a fost realizatd pentru toate cele 59 de probe luate in studiu din nord-estul Romaniei si din
Republica Moldova. Toate detaliile privind originea geografica a probelor, anul, sursa si speciile
de la care au fost izolate, sunt descrise in amanunt in Capitolul V.

Aceste probe au fost testate initial in cadrul laboratoarelor din ambele tari prin
intermediul IFD-ului, iar in cazul rezultatelor negative sau dubioase la prima tehnica si prin
PBS.

Scopul acestei metode a fost de a izola virusul rabic pe culturi celulare, utilizand linia
celulard N2a, ca si metoda alternativa pentru PBS.

Materiale necesare

Metoda a fost realizatd cu ajutorul liniei celulare de referintd N2a (neuroblastome
murine), la concentratia celulara de 8x10° celule/ml, in camera LabTek, cu ajutorul conjugatului
Bio-Rad (Dascalu s.a., 2017(d)).

Materialele folosite au fost atdt biologice, cét si chimice. Cele biologice au fost
reprezentate de catre 2 controale pozitive CVS-27 (creier provenit de la soarece infectat
experimental cu tulpina CVS-27) si EBLV-1 (creier provenit de la un liliac infectat
experimental cu EBLV-1b), 2 controale negative (creier provenit de la soarece sanatos si linie
celulara neinoculatd) si probele de testat.

Cele chimice au implicat utilizarea urmatoarelor elemente: linia celularda N2a (ATCC
CCL-131); mediu de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Gibco by life
technologies, UK); mediu de cultura GMEM (Glasgow Minimum Essential Medium, Sigma-
Aldrich, Germany); ser de vitel nou-nascut 5% (SVNN 5%, SigmaR Life Science, UK); ser fetal
bovin 10% (SFB 10%, SigmaR Life Science, UK); tripsind 10%; acetond 80% (Thermo
Chemical, UK); conjugat BioRad (France, Lot 5K0067); tampon fosfat salin steril (Sigma Life
Science, UK); Apa distilata (Sigma Life Science, UK); glicerind (Light Diagnostic, USA).

Echipamentele necesare acestei metode au fost urmatoarele: hotd laminara, clasa a-2 a,
(Holten LaminAir, Danemarca); centrifugd (Thermo Scientific, Heracus Multifuge X1R);
vortex (Velp Scientifica ZX4 Vortex Mixer); camera Neubauer (Optik Labor, Germany);
camera Labtek (Chamber Slide™ System, Thermo Fisher Scientific Inc, USA); pipeta aspirare
(Vacuubrand, Germany); tuburi Rohren x 11,5 ml (Sarstedt, Germany); pipetd electronica
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Multichannel cu varfuri sterile, pipeta sterild x 25 ml (Sarstedt, Germany); pipeta sterila x 5 ml
/ x 10 ml / x 50 ml (Cellstar Greiner Bio-one); cutit (pentru indepartarea marginilor de silicon
de pe lame ce raméan dupa detasarea casutelor); microscop cu UV Olympus BX41; microscop
cu LED Lordill AXIO cu ecran incorporat; microscop Lordil AE 2000; incubator CO;
(SANYO); lamele (Knittel glass, Cover Slips 24 x 60mm); halat, masca, manusi, ochelari de
protectie.

o ye A L R A A A

Prima etapa a constat 1n pregatirea mediului DMEM prin suplimentarea acestuia cu
antibiotic 1% (Penicilina 10.000 UIl, Streptomicina 10.000 pg, Amfotericin 25 pg),
antimicoplasmic Plasmocin 0,02% (2,5 ug/ml) si SVNN 5% (inactivat la 56°C timp de 30 de
minute). in eprubete Rohren x 11,5 ml s-a realizat suspensia 1/5 de tesut cerebral (1 gram creier
si 4 ml DMEM anterior pregatit), urmata de omogenizarea si centrifugarea acesteia timp de 15
min. la 3000 rpm, fiind depozitata la 4°C pana la inoculare.

Suspensia celulara a fost pregatita utilizand linia celulard N2a la concentratia celulara
de 8x10° celule/ml si mediul de culturd anterior pregatit. Prezenta unui monostratul celular de
minim 80% la microscopul ranversat, a permis realizarea unei actiuni mecanice cu tripsina,
DMEM si SVNN 5%, asupra celulelor, urmate de numararea acestora in camera Neubauer la
microscopul ranversat, cu scopul de a dilua suspensia celulara intr-0 cantitate de mediu
suficientd, care sa asigure concentratia celulara finala.

Astfel, pasii pregatirii celulelor N2a pentru cutia de 75 cm? utilizata in laborator pentru
mentinerea liniei celulare a constat in:

- pregatirea tripsinei 10% (9 ml TFS si 1 ml tripsind);

- pregatirea mediului DMEM prin addugarea serului de vitel nou-ndscut 5%

(inactivat la 56°C timp de 30 min.), al antibioticelor si antimicoplasmelor;

- indepartarea mediului de cultura din cutie;

- tripsinizarea celulelor, realizatd in 2 etape: adaugarea primilor 5 ml, urmati de
miscari usoare de rotire pentru o distributie uniforma a tripsinei peste monostratul
celular; aruncarea tripsinei si addugarea celorlalti 5 ml ramasi, omogenizarea si
indepartarea acesteia, urmate de incubarea la incubatorul cu CO, 5% la 35°C timp
de 2 min, pentru decolarea celulelor;

- dupa incubare, tripsina a fost indepartata, fiind addugati in continuare 10 ml de
mediu DMEM preparat anterior, efectudndu-se pipetari succesive cu scopul de a
neutraliza tripsina ramasa dupa a doua distribuire si de a separa celulele;

- numadrarea celulelor in camera Neubauer pentru a determina concentratia celulara;

- in functie de numarul de celule obtinut, a fost adaugat un volum determinat de
mediu pentru a ajunge la concentratia celulard finald, in cazul nostru de 8x10°
celule/ml.
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Fig. 6.1 Cutie x 75 cm? cu linia celulard N2a (original). Fig. 6.2 Microscop ranversat Lordill (original); A)
Evaluarea confluentei monostratului celular; B) Numérarea celulelor in camera Neubauer

Fig. 6.1 75 cm?flask with the N2a cell line (original). Fig. 6.2 Lordill reversed microscope (original); A)
Evaluation of cellular monolayer confluency; B) Cells counting in the Neubauer chamber

Inocularea si incubarea

in fiecare camer LabTek s-au distribuit cate 400 ul de suspensie celulara, fiind lasate
la temperatura camerei timp de 5-10 min. pentru sedimentarea celulelor, dupa care s-au adaugat
cate 50 de pl de suspensie virald. Acestea au fost mai departe incubate la 37°C, in camera umeda
cu 5% CO; pentru o perioadd de 48 de ore. Dupa incubare, mediul a fost aspirat cu o pipeta
automata, camerele Labtek detasate, iar lamele ramase, uscate sub hota timp de 10 minute.

Fixarea in acetond

Odata uscate, lamele au fost introduse in acetona 80% timp de 30 de minute la - 20°C
pentru fixare. Dupa cele 30 de minute, acestea au fost scoase din recipientul cu acetona si lasate
la uscat la temperatura camerei, sub hota.

Colorarea lamelor

Prepararea conjugatului: Conjugatul liofilizat a fost reconstituit in 3 ml de apa distilata.
Odata omogenizat, acesta a fost transferat intr-un tub steril si centrifugat timp de 5 minute la
1500 rpm pentru clarificare, supernatantul fiind cel recoltat si depozitat la 4°C pana la utilizare.
Conjugatul s-a utilizat concentrat, fara a fi diluat.

Cu ajutorul unei pipete electronice, cate 50 pl de conjugat au fost repartizati in fiecare
casuta de inoculat, urmata de incubarea acestora la 37°C in camera umeda cu 5% CO,, timp de
30 de minute.

Dupa incubare, lamele au fost spélate cu TFS, respectiv cu apd distilata si lasate la uscat
timp de 15 minute, iar marginile siliconate indepartate cu un cutit. Odata uscate, pentru fiecare
lama s-au adaugat céte o picaturd de glicerina si o lamela.

Citirea lamelor a fost realizatd cu ajutorul unui microscop cu led (Fig. 6.3) si cu UV
(Fig. 6.4), cu magnitudinea de x200 si x400. Pentru validarea tehnicii, examinarea lamelor de

control este primordiala.
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Fig. 6.3 A) Microscop cu LED Lordill AXIO cu ecran incorporat; B) Microscop cu UV Olympus BX41 (original)
Fig. 6.3 A) Lordill AXIO LED microscope with incorporated screen; B) Olympus BX41 UV microscope (original)

6.1.2 REZULTATE SI DISCUTII

Din totalul celor 59 de probe luate 1n studiu, 43 au fost pozitive si 16 negative la izolarea
virusului pe culturi celulare, rezultate aflate in concordanta cu cele de la IFD, obtinandu-Se 0
corelatie de 100% intre cele 2 metode, nefiind inregistrate rezultate fals pozitive sau fals
negative (Fig. 6.4). Pentru validarea tehnicii au fost utilizate 2 controale pozitive si 2 negative,
acestea incadrandu-se standardelor.

60
40 16
20 ﬂ
0
Total probe testate Probe pozitive Probe negative

Fig. 6.4 Rezultatele obtinute pentru cele 59 de probe testate prin intermediul RTCIT
Fig. 6.4 The results obtained for the 59 samples tested by RTCIT

Metoda de examinare a culturilor celulare pentru prezenta virusului rabic a fost realizata
prin intermediul colorarii lamelor cu fluoresceina. Astfel, in acest sens a fost utilizat conjugatul
frantuzesc Bio-Rad.

Tehnica este validata atunci cand este detectatd fluorescenta in cazul celor 2 controale
pozitive (Fig. 6.5 A, B) si atunci cand nu este detectata nici o urma de fluorescenta in controalele
negative (Fig. 6.5 C).

Fig. 6.5 A) Control pozitiv CVS 27; B) Control pozitiv EBLV-1; C) Control negativ (original)
Fig. 6.5 A) CVS 27 positive control; B) EBLV-1 positive control; C) Negative control (original)
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Pentru a pune un diagnostic pozitiv, o singura celuld infectatd este considerata a fi
suficienta (Fig. 6.6A).
in concentratia de virus prezentd in fiecare proba, unele dintre ele fiind mult mai intens infectate
de catre virusul rabic (Fig. 6.6B).

Fig. 6.6 A) Cultura celulara pozitiva: DR1034; B) Cultura celulara pozitiva: Vulpe, 2014 (original)
Fig. 6.6 A) Positive cell culture: DR1034; B) Positive cell culture: Fox, 2014 (original)

Cu toate ca, PBS a fost consideratd multa vreme singura tehnica care poate confirma
sau nu diagnosticul de rabie, din cauza perioadei indelungate de observatie a soriceilor, a
costurilor crescute si a necesitatii nlocuirii animalelor de laborator, a fost implementatd o
tehnica alternativa, recunoscuta de catre OMS si OIE, si anume RTCIT.

De asemenea, in cazul victimelor umane consecutive muscaturilor provenite de la
animale suspecte de rabie, decizia in orientarea schemei de vaccinare este dependenta si de
rezultatele tehnicilor de diagnostic furnizate de catre laboratoarele judetene aferente.

Tinédnd cont de faptul c&, rabia are un impact medical major in randul oamenilor, chiar
daca rezultatele fals negative nu sunt comune in cazul tehnicii de IFD, o metoda alternativa care
sa fie rapida, specifica si sensibila trebuie sa fie disponibila ca si back-up pentru IFD.

Perspectivele pentru Tmbunatatiri viitoare ale acestei tehnici includ masuri care ar
reduce timpul necesar pentru un rezultat final de la 48-72 de ore la doar 24 de ore, fara pierderea

6.1.3 CONCLUZII PARTIALE

Tehnica de izolare a virusului rabic pe culturi celulare poate fi realizata cu succes in
caz de rezultate negative sau dubioase obtinute la IFD si ar trebui sa inlocuiasca proba biologica
pe soareci oricand este posibil.

Izolarea virusului rabic pe linia celulard N2a este la fel de sensibila ca si PBS chiar si
in cazul probelor cu o concentratie redusa de virus rabic.

Furnizarea de date corecte si rapide este indispensabila mai ales 1n cazul in care sunt
implicate victime umane si pot fi de un real ajutor pentru personalul medical in orientarea
schemei de vaccinare.
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6.2 Studiu comparativ privind sensibilitatea a doua linii celulare distincte
N2a si BHK-21 utilizate pentru izolarea virusului rabic pe culturi celulare

Prima descriere privind utilizarea culturilor celulare pentru studiul virusului rabic a fost
realizatd 1n anul 1913 de catre Noguchi si Levaditi. De-a lungul timpului, diferite linii celulare
atat de origine neuronala (ex: N2a), dar si non-neuronala (ex: CER (chick embryo-related),
BSR, BHK-21, HEK-293, McCoy, celule provenite de la bovine, lilieci, ratoni, caini si sconcsi),
cat si diferite protocoale, au fost experimentate pand in zilele noastre (Webster s.a., 1988;
Webster s.a., 1989; Meslin s.a., 1999; Webster s.a., 1996; Madhusudana s.a., 2010).

Primele incercéri in izolarea virusului rabic au fost realizate pe celule renale de pui de
hamster BHK-21, insa rezultatele nu au fost incurajatoare, sensibilitatea fiind cu mult inferioara
PBS (Webster s.a., 1996; Madhusudana s.a., 2010).

Celulele neuroblastome murine N2a, derivate din diferite clone, au fost introduse pentru
izolarea virusului rabic Tncepand cu anul 1978 (Nogueira, 2004). De-a lungul anilor, numeroase
studii realizate pe diferite linii celulare, au demonstrat faptul ca, N2a ramane cea mai sensibila
linie celulara, de referintd pentru virusul rabic, fapt recunoscut de catre OMS si OIE
(Madhusudana s.a., 2010).

Scopul acestui studiu a fost de a evidentia si confirma linia celulard optima pentru
izolarea si multiplicarea virusului rabic pe culturi celulare, potrivit cercetarilor realizate la nivel
mondial pana in prezent.

6.2.1 MATERIALE SI METODE

Probe luate Tn studiu

Pentru a compara sensibilitatea izolarii virusului rabic pe cele 2 linii celulare N2a si
BHK-21, un total de 20 probe de creier provenite de la animale suspecte de rabie din nord-estul
Romaniei au fost luate Tn studiu. Acestea au fost izolate Tn perioada 2012-2015, atat de la
animale domestice (1 pisica, 3 cdini, 7 bovine), cat si de la animale salbatice (1 Iup, 1 céprior,
7 vulpi), fiind testate initial prin IFD, confirmandu-se astfel diagnosticul pozitiv de rabie (Tabel
6.1).

Tabel 6.1/ Table 6.1
Probele luate Tn studiu pentru realizarea studiului comparativ
The samples tested for the comparative study

Nr. Tara Oras Specia Cod Anul Sursa
proba izolarii

1 Romania  Barlad Pisica DR1017 2014 DSVSA VS
2 Romania Vrancea Vulpe DR1018 2015 DSVSAVN
3 Romania Vrancea Vulpe DR1019 2014 DSVSAVN
4  Romania Vrancea Vulpe DR1020 2013 DSVSAVN
5 Romania  Vrancea Lup DR1021 2014 DSVSAVN
6 Romania Vrancea Bovina DR1022 2013 DSVSA VN
7 Romania Vrancea Bovina DR1023 2013 DSVSAVN
8 Romania  Bacau Vulpe DR1024 2012 DSVSABC
9 Romania  Bacau Vulpe DR1025 2012 DSVSABC
10 Romania  Bacau Caine DR1026 2012 DSVSABC
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Nr. Tara Oras Specia Cod Anul Sursa
proba izolarii

11 Romania  Baciau  Caprior DR1027 2012 DSVSABC
12 Romania lasi Bovina DR1028 2013 DSVSA IS
13 Romania lasi Bovina DR1029 2014 DSVSA IS
14  Romania lasi Bovina DR1030 2013 DSVSA IS
15 Romania  Galati Bovina DR1031 2015 DSVSA GL
16 Romania  Neamt Céine DR1032 2012 DSVSA NT
17 Romania  Neamt Vulpe DR1033 2013 DSVSANT
18 Romania  Neamt Vulpe DR1034 2013 DSVSANT
19 Romania  Neamt Bovina DR1035 2012 DSVSA NT
20 Romania  Neamf Caine DR1036 2013 DSVSANT

Materiale necesare

Pentru realizarea acestui studiu comparativ, materialele necesare au fost aceleasi cu cele
prezentate in subcapitolul 6.1, la care s-au adaugat linia celulara BHK-21 si serul fetal bovin
10%. S-au folosit de asemenea 2 controale pozitive (CVS 27 si EBLV-1) si 2 controale negative
(creier provenit de la soarece sandtos si linie celulard neinoculatd) pentru fiecare testare
realizatd. Pentru ambele linii celulare, metoda a fost efectuata cu ajutorul camerei LabTek,
utilizand 2 perioade diferite de incubatie, si anume de 48, respectiv 72 de ore.

Etapele metodei pentru cele doua linii celulare, au fost aceleasi cu cele prezentate in
subcapitolul 6.1, cu exceptia pasilor de pregatire a mediului si a suspensiei celulare, care difera
pentru linia celularda BHK-21.

Pregatirea celulelor BHK-21 pentru cutia de 75 cm? utilizatd in laborator pentru
mentinerea liniei celulare a urmarit aceiasi pasi ca si in cazul liniei N2a. Diferenta a constat in
tipul de mediu de cultura utilizat, si anume GMEM si de imbogatirea acestuia cu SVNN 10%
si nu cu SFB 5% cum a fost in cazul liniei N2a.

De asemenea, concentratia celulard necesard pentru linia BHK-21, a fost de 5x10°
celule/ml, diferita de cea a liniei N2a.

6.2.2 REZULTATE SI DISCUTII

In ceea ce priveste linia celulara N2a, din cele 20 de probe testate, toate (100%) au fost
pozitive pentru perioada de incubatie de 48 de ore si 19 (95%) pentru cea de 72 de ore, in timp
ce pentru linia celulard BHK-21, 19 probe (95%) au fost pozitive pentru perioada de incubatie
de 48 de ore (cu exceptia probei DR1032) si doar 14 probe (70%) pentru cea de 72 de ore (cu

exceptia probelor DR1020, DR1022, DR1027, DR1029, DR1030 si DR1036) (Tabel 6.2.).
Tabel 6.2 / Table 6.2
Rezultatele obtinute pentru cele doua linii celulare luate in studiu
The results obtained for the two cel lines used in the study

Linia Concentratia | Perioadade | Metodade | Conjugat | Nr.probe | Rezultate
celulara celulara incubatie inoculare testate probe +
N2a 8x10° 48h LabTek BioRad 20 20
celule/ml 72h 20 19
BHK-21 5x10° 48h LabTek BioRad 20 19
celule/ml 72h 20 14
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In continuare sunt redate pentru linia celulard N2a controalele utilizate pentru validarea
tehnicii, cat si cateva imagini reprezentative pentru cele 2 perioade de incubatie.

Fig. 6.7 A) Cultura celulard N2a pozitiva, Control CVS 27, 48h; B) Cultura celulara N2a pozitiva, Control EBLV-
1, 48h; C) Cultura celulara N2a negativa, Control negativ, 48h (original)
Fig. 6.7 A) N2a positive cell culture, CVS 27 control, 48 h; B) N2a positive cell culture, EBLV-1 control, 48 h; C)
N2a negative cell culture, Negative control 48h (original)

Lo

Fig. 6.8 A) Cultura celulara N2a pozitiva: DR1201, 48h; B) Cultura celulara N2a pozitivd: DR1198, 48h (original)
Fig. 6.8 A) N2a positive cell culture: DR1201, 48h; B) N2a positive cell culture: DR1198, 48h (original)

Fig. 6.9 A) Cultura celulard N2a pozitiva: DR1201, 72h; B) Cultura celulara N2a pozitiva: DR1198, 72h (original)
Fig. 6.9 A) N2a positive cell culture: DR1201, 72h; B) N2a positive cell culture: DR1198, 72h (original)

Diferentele de nuante intre imaginile prezentate sunt date de tipul de microscop utilizat,
astfel imaginile pozitive de un verde fluorescent mai deschis (ex.: Fig. 6.8A, B) sunt cele
obtinute la microscopul cu UV, pe cand cele de un verde smarald (ex.: Fig. 6.9A, B), au fost
redate cu ajutorul microscopului cu led, cele din urma fiind mult mai clare si mai calitative.

Referitor la rezultatele obtinute pentru linia celulara BHK-21, pentru cele 2 perioade de
incubatie de 48, respectiv 72 de ore, inainte de citirea si interpretarea rezultatelor pentru cele 20
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de probe testate, s-au examinat ca si in cazul liniei N2a, controalele utilizate (Fig. 6.18, 6.19,
6.20), pentru validarea tehnicii, acestea incadrandu-se standardelor.

Fig. 6.10 A) Cultura celulara BHK-21, 48h, Control pozitiv CVS 27; B) Cultura celularda BHK-21, 48h,
Control pozitiv EBLV-1; C) Cultura celulara BHK-21, 48h, Control negativ (original)
Fig. 6.10 A) BHK-21 cell culture, 48h, CVS 27 positive control; B) BHK-21 cell culture, 48h, EBLV-1
positive control; C) BHK-21 cell culture, 48h, Negative control (original)

Pentru perioada de incubatie de 48 de ore, 19 dintre cele 20 de probe testate au fost
pozitive, comparativ cu a doua perioada de incubatie de 72 de ore, unde doar 14 probe au fost
pozitive.

Fig. 6.11 A) Cultura celulara BHK-21, 48h, DR1017; B) Cultura celulara BHK-21, 48h, DR1033 (original)
Fig. 6.11 A) BHK-21 positive cell culture, 48h, DR1017; B) BHK-21 positive cell culture, 48h, DR1033 (original)

Fig. 6.12 A) Cultura celularda BHK-21, 72h, DR1017; B) Cultura celulara BHK-21, 72h, DR1018 (original)
Fig. 6.12 A) BHK-21 positive cell culture, 72h, DR1017; B) BHK-21 positive cell culture, 72h, DR1018 (original)

Multiplicarea virusului rabic pentru perioada de incubatie de 72 de ore a fost mult mai
slaba, doar in cazul a 14 probe obtinandu-se rezultate pozitive.
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Evaluéand rezultatele obtinute pentru cele 2 linii celulare, N2a este mult mai sensibild
pentru multiplicarea virusului rabic decat BHK-21, fiind preferata perioada de incubatie de 48
de ore (Dascalu s.a., 2017(c)).

Este cunoscut faptul ca virusul rabic este unul neurotrop, iar dupa multiplicarea acestuia
in SNC, se poate distribui catre majoritatea organelor. Acest lucru a facut posibild izolarea
virusului pe o gama largd de celule, insa cu rezultate mai mult sau mai putin satisfacatoare
(King A.A. 1996). Astfel, s-a demonstrat prin numeroase studii faptul ca, virusul rabic se
multiplicd cel mai bine in celule de origine neuronald si In celule care poseda in structura
membranei celulare receptori de acetilcolina si neurotransmitdtori enzimatici sintetici, asa cum
sunt celulele N2a (Webster s.a., 1989(a); OIE, 2013; Chhabra s.a., 2007; Madhusudana s.a.,
2010; Yang s.a., 2012).

Aceastd tehnica alternativa a fost utilizata in studiul nostru si in cazul probelor slab
pozitive, fapt ce subliniaza sensibilitatea acesteia, de multe ori superioara PBS, asa cum a fost
demonstrata de catre Smith s.a., 1978, Rudd si Trimarchi, 1980, Umoh s.a., 1983, Rudd si
Trimarchi, 1987.

6.2.3 CONCLUZII PARTIALE

Cutoate cd, ambele linii celulare sunt de referintd pentru virusul rabic, linia N2a ramane
cea mai sensibild, rezultatele fiind superioare celor obtinute pentru linia BHK-21.

Studiile noastre sunt in concordanta cu cele raportate si publicate de-a lungul timpului,
acestea sustinand ideea utilizarii liniei celulare N2a in confirmarea diagnosticului de rabie.

6.3. Utilizarea a doua sisteme diferite pentru izolarea virusului rabic pe
culturi celulare

Conform OIE si OMS, RTCIT poate firealizata in diferite sisteme, cum ar fi: microplaci
de titrare n=96 godeuri (Webster, 1987; Rudd s.a., 1989), placi de plastic HLA de 60 sau 96 de
godeuri (Tollis s.a., 1988), pe lamele (Chitra s.a., 1988) sau in camere LabTek (Rudd s.a., 1987,
Barrat s.a., 1988; Bourhy s.a., 1989; Webster s.a., 1989(b)), cu diferite dezavantaje. Daca placile
HLA dau rezultate inconstante in cazul probelor slab concentrate in virus, lamelele ridica unele
probleme de manipulare din cauza fragilitatii acestora, pe cind camerele LabTek pot reprezenta
0 problema economica serioasd atunci cand se doreste testarea unui numar mare de probe
(Meslin s.a., 1999).

Scopul acestui subcapitol a fost acela de a realiza RTCIT utilizadnd 2 sisteme diferite, si
anume: microplacile de titrare n=96 godeuri de plastic si camerele de sticla Labtek (n=8 casute)
in ideea de a observa si de a stabili daca virusul rabic se multiplicé la fel de bine in ambele
sisteme.

6.3.1 MATERIALE SI METODE
de 16 probe din nord-estul Romaniei si din Republica Moldova (Dascalu s.a., 2017), fiind testate
anterior in cadrul acestor laboratoare prin tehnica de IFD si PBS (doar atunci cand rezultatele
IFD au fost negative sau dubioase), confirmandu-se diagnosticul de rabie (Fig. 6.13).
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Fig. 6.13 Harta Romaniei (verde) si a Republicii Moldova (albastru) cu originea geografica a celor 16
probe (original)
Fig. 6.13 Map of Romania (green colour) and Republic of Moldavia (blue colour) representing the
geographical origin of the 16 sampes (original)

(Bos taurus), 4 céini (Canis canis), 1 capra (Capra aegragus hircus), 1 caprior (Capreolus
capreolus) si 4 vulpi (Vulpes vulpes) (Tabel 6.3). Inaintea cercetirilor noastre, probele au fost
retestate pentru detectia antigenului rabic cu ajutorul IFD-ului.

Tabel 6.3/ Table 6.3
Caracteristicile probelor luate in studiu din Roméania si Republica Moldova
Characteristics of the samples tested from Romania and Republic of Moldavia

Nr. Tara Specia Cod Anul Sursa
probd | izolarii
1 Romania Vulpe | DR1025 | 2012 | DSVSA*BC
2 Romania Céine | DR1026 | 2012 DSVSA BC
3 Romania Caprior | DR1027 | 2012 DSVSA BC
4 Romania Bovind | DR1028 | 2013 DSVSA IS
5 Romania Bovind | DR1029 | 2014 DSVSAIS
6 Romania Bovind | DR1030 | 2013 DSVSAIS
7 Romania Bovind | DR1031 | 2015 DSVSA GL
8 Romania Céine | DR1032 | 2012 DSVSA NT
9 Romania Vulpe | DR1033 | 2013 DSVSA NT
10 Romania Vulpe | DR1034 | 2013 DSVSA NT
11 Romania Bovind | DR1035 | 2012 DSVSA NT
12 Romania Caine | DR1036 | 2013 DSVSA NT
13 Romania Vulpe | DR1187 | 2014 DSVSA VS
14 Republica Moldova | Capra | DR1198 | 2016 CRDV* RM
15 Republica Moldova | Caine | DR1200 | 2016 CRDV RM
16 Republica Moldova | Bovina | DR1201 | 2016 CRDV RM

DSVSA#*: Directia Sanitara Veterinara si pentru Siguranta Alimentelor; CRDV*: Centrul Regional de Diagnostic

Veterinar
Materiale necesare. Pentru realizarea acestor cercetari au fost folosite atit materiale

biologice, cat si chimice. Cele biologice au fost reprezentate de cele 16 probe de testat, alaturi
de controalele pozitive (CVS-27 si EBLV-1b) si negative (creier provenit de la un soarece
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sanatos si control celular). Cele chimice au fost aceleasi cu cele prezentate n subcapitolul 6.1,
la care s-au adaugat microplacile (Falcon, USA) si acetona de 80% (Thermo Chemical, UK).
Descrierea_metodei.

mediului, a inoculului, a suspensiei virale, inocularea si incubarea, fixarea in acetona, colorarea
lamelor, spilarea acestora, adaugarea substantei de imersie, citirea rezultatelor la microscopul
cu UV sunt aceiasi cu cei descrisi in subcapitolul 6.1.

celulare diferite, si anume: 5x10° celule/ml si 2,5x10° celule/ml. Pentru fiecare concentratie in
parte, au fost adaugati in fiecare godeu cate 200 pl de suspensie celulard aldturi de 50 pl
suspensie virala. Placile au fost incubate timp de 72 h intr-o camera umeda cu 5% CO». Ulterior,
mediul a fost aruncat, iar placile spalate cu TFS steril. A fost realizatd o prima spalare cu acetona
80%, urmata de o a doua, acestea fiind incubate la temperatura camerei timp de 30 min. Odata
fixate, plicile au fost spalate cu TFS steril si uscate la temperatura camerei. in continuare, 50
ul conjugat au fost adaugati in fiecare godeu, fiind incubate timp de 30 min ntr-o camera umeda
cu 5% CO,. O ultima spalare cu TFS a fost realizata, pentru a indeparta restul de conjugat, dupa
care placile au fost citite la microscopul cu UV la magnitudinea de x200, respectiv x400.

6.3.2 REZULTATE

Aceastd procedurd a fost efectuatd utilizind o singurd concentratie celulard de 8x10°
celule/ml. Asa cum era de asteptat, atat controlul pozitiv CVS-27, cat si EBLV-1b s-au incadrat
standardelor. Dupa o perioada de incubatie de 48 h, din totalul celor 16 probe incluse in studiu,
toate (100%) au fost pozitive In urma izolarii virusului rabic pe linia celulara N2a in sistemul
LabTek.

Cea de-a doua procedura a fost realizata utilizand 2 concentratii celulare diferite, si
anume 5x10° celule/ml si 2,5x10° celule/ml, cu o perioadd de incubatie de 72h, fiecare proba
fiind inoculata in duplicat, toate controalele incadrandu-se standardelor.

Pentru concentratia celulard de 5x10° celule/ml, din cele 16 probe testate, 6 (37,5%) au
fost negative si 10 (62,5%) pozitive, aceeasi situatie Inregistrandu-se si pentru concentratia
2,5x10° celule/ml (Tabel 6.4).

Probele DR1025, DR1027, DR1028, DR1030 si DR1032 au fost negative pentru ambele
concentratii celulare. Pentru alte 2 probe, rezultatele au fost diferite. Astfel, DR1029 a fost
pozitiva pentru prima concentratie celulari, dar negativa pentru cea de-a doua. In mod opus,
proba DR1031 a fost negativa pentru 5x10° celule/ml, dar pozitiva pentru 2,5x10° celule/ml.

Pentru a stabili care sunt factorii ce au determinat aceste rezultate inconstante in cazul
microplacilor, alte 4 concentratii celulare au fost incluse in studiu pe un numar de 5 probe
(DR1033, DR1187, DR1198, DR1200 si DR1201). In acest sens, au fost alese probele care au
fost intens pozitive, dar si slab pozitive la IFD pentru a verifica daca exista vreo corelatie intre
concentratia 1n virus rabic a unei probe si a sistemului utilizat. Cele 4 concentratii celulare per
ml au fost: 2x10°, 1,5x10°, 1x10° si 0,5x10° cu o perioadd de incubatie de 72 h, fiecare proba
fiind inoculata in duplicat.
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Trei dintre probe (DR1198, DR1200 and DR1201) au fost pozitive pentru toate cele 4
concentratii celulare, pe cAnd DR1033 si DR1187 au fost pozitive doar pentru 2x10°si 1,5x10°
(Fig. 6.14 B, C) si negative la concentratii mai scdzute. Sub concentratia 2x10°, izolarea si
multiplicarea virusului rabic pe linia N2a este inconstanta, datoritd numarului redus de celule,
din acest motiv nefiind indicata utilizarea unor concentratii atat de scazute.

Fig. 6.14 A) Control pozitiv CVS-27, sistem microplacd, concentratia celulard 2x10° celule/ml, perioada de
incubatie x72 h (x400); B) Cultura celulard pozitiva (DR1033), concentratia celulard 2x10° celule/ml, perioada de
incubatie x72 h (x400); C) Cultura celulara pozitivd (DR1033), concentratia celulard 1,5x10° celule/ml, perioada de
incubatie x72 h (x400) (original)

Fig. 6.14 A) CVS-27 positive control, microplate system, with a cell concentration of 2x10° cells/ml, 72 hours
period of incubation (x400); B) Positive RTCIT on microplate (DR1033) with a cell concentration of 2x10°
cells/ml, 72 hours period of incubation (x400);C) Positive RTCIT on microplate (DR1033) with a cell
concentration of 1,5x10° cells/ml, 72 hours period of incubation (x400) (original)

Pentru a determina concentratia de virus rabic din probele luate in studiu, a fost realizata
titrarea acestora pe linia celulard N2a, folosind concentratia celulard de 2x10°, fiecare proba
fiind inoculatd in microplaci, in 4 replicate si 6 dilutii, cu o perioada de incubatie de 72h.
Calcularea titrului a fost realizatd cu ajutorul formulei Spearman-Karber. Ca si referinta, 2
controale pozitive (CVS-27 si EBLV-1b) au fost utilizate. Cum era de asteptat, cea mai ridicata
concentratie de virus a fost obtinutd pentru controlul pozitiv CVS-27, inregistrand un titru de
10%%° TCIDso/50ul. Pentru majoritatea probelor (DR1025-DR1027, DR1031, DR1033-
DR1036, DR1198, DR1200 and DR1201) a fost obtinut un titru ce a variat intre 10 §i10>™
TCIDso/50pl.

Pentru probele DR1029 si DR1187, titrul inregistrat a fost scazut, 10%?° TCIDso/50l,
respectiv 10°%° TCIDso/50ul. Pentru probele DR1028, DR1030 si DR1032, titrarea nu a mai fost
realizata, datorita cantitatii insuficiente de probe.

Rezultatele obtinute demonstreaza o concentratie scazutd de virus rabic in probe,
comparativ cu tulpina fixd de laborator CVS-27. De subliniat faptul ca, titrarea a fost realizata
dupd mai multe congelari si decongelari repetate ale probelor in cauza.
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Tabel 6.4/ Table 6.4
Rezultatele obtinute in cadrul RTCIT in sistemele LabTek si microplaci
RTCIT results obtained for LabTek and microplate systems

Nr. Cod Rezultate Rezultate microplaci (concentratie celulard)
probe LabTek
8x10° 5x10° 2,5x10° 2x10° 1,5x10° 1x10° 0,5x10°
celule/ml | celule/ml | celule/ml | celule/ml | celule/ml | celule/ml | celule/ml

1 | DR1025 Poz Neg Neg NT NT NT NT

2 | DR1026 Poz Poz Poz NT NT NT NT

3 | DR1027 Poz Neg Neg NT NT NT NT

4 | DR1028 Poz Neg Neg NT NT NT NT

5 | DR1029 Poz Poz Neg NT NT NT NT

6 | DR1030 Poz Neg Neg NT NT NT NT

7 | DR1031 Poz Neg Poz NT NT NT NT

8 | DR1032 Poz Neg Neg NT NT NT NT

9 | DR1033 Poz Poz Poz Poz Poz Neg Neg
10 | DR1034 Poz Poz Poz NT NT NT NT
11 | DR1035 Poz Poz Poz NT NT NT NT
12 | DR1036 Poz Poz Poz NT NT NT NT
13 | DR1187 Poz Poz Poz Poz Poz Neg Neg
14 | DR1198 Poz Poz Poz Poz Poz Poz Poz
15 | DR1200 Poz Poz Poz Poz Poz Poz Poz
16 | DR1201 Poz Poz Poz Poz Poz Poz Poz

*Poz: pozitiv; Neg: negativ; NT: netestat

6.3.3 DISCUTII

Rezultatele discordante dintre cele obtinute in microplaci de plastic si camerele LabTek
de sticla, se pot datora in principal calitatii acestor probe, tindnd cont de faptul ca unele dintre
ele au fost pastrate o perioadd indelungatd la -20°C incd din anul 2012, congelarile si
decongelarile repetate, dar si anul izolarii acestor probe ar fi putut influenta aceste rezultate
(Dascalu s.a., 2017(b)).

Obtinerea de rezultate nesatisfacatoare se poate datora si calitatii probelor, lizei si
aglutinarii celulelor utilizate, asa cum a fost aratat de catre Rudd s.a. 1989.

In ceea ce priveste fixativul de electie in microscopia imunofluorescenti pentru detectia
virusului rabic, acesta este reprezentat de acetona absoluta, care este foarte bine adaptata pentru
sistemele de sticla (ex. camere de sticla LabTek), dar nu in aceeasi masura si pentru microplacile
de plastic. In aceste sens, se recomanda utilizarea de acetona diluati de 80% pentru o fixare
optima a celulelor de suportul de plastic, asa cum a fost demonstrat de catre Webster, 1987 si
Rudd s.a., 1989, dar si pentru a evita degradarea suportului de plastic.

Referitor la perioada optima de incubatie, diferite variante au fost sugerate, de la 18 h
(Bourhy s.a., 1989) la 24 h (Chitra s.a., 1988; Portnoi s.a., 1982), in timp ce alti cercetatori
recomanda o perioada ntre 3-5 zile pentru obtinerea de rezultate valide (Webster, 1987; Rudd
s.a., 1989).

De asemenea, replicarea virusului rabic in celule poate fi influentata si de concentratia
virusului din probele de testat. Astfel, pentru probele cu o concentratie ridicatd de virus rabic,
infectia 1n celulele N2a poate fi evidentiata in mai putin de 24 h, pe cand 1n cazul probelor cu o
concentratie scazuta de virus, este nevoie intre 3-4 zile pentru multiplicarea virusului in celule
(Umoh s.a., 1983; Webster, 1987).
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De precizat faptul ca, inainte de a testa aceste probe in cadrul cercetérilor noastre,
probele au fost pastrate la -20°C pentru o perioadd indeungata de timp. Acest factor, alaturi de
congelarile si decongeldrile repetate au dus la o pierdere a infectivitatii, din acest motiv
conservarea probelor in timp este recomandata a se efectua la temperaturi foarte scazute de -
80°C, asa cum a fost demonstrat si de Wachendorfer s.a. in 1985.

Ca si un dezavantaj pentru camerele de sticla LabTek, ar putea fi mentionata
posibilitatea contaminarii Tn momentul indepartarii peretilor si sigiliilor, din acest motiv, aceste
manopere trebuie efectuate cu foarte multd atentie. Aceastd problema in schimb, nu este
raportatd in cazul microplacilor, intrucat godeurile nu comunica intre ele. Nu trebuie neglijata
si partea economica, tindnd cont de faptul ca microplacile sunt mult mai ieftine comparativ cu
camerele Labtek.

6.3.4 CONCLUZII PARTIALE

Cele mai bune rezultate au fost obtinute in cadrul sistemului LabTek, concentratia
celulara de 8x10° celule/ml fiind considerata a fi optima pentru o buni izolare si multiplicare a
virusului rabic.

In ceea ce priveste microplicile de plastic, rezultatele au fost inconstante, obtinand
rezultate satisfacdtoare pentru concentratiile celulare per ml de 5x10° si 2,5x10°, dar nu si pentru
cele sub 2x10° celule/ml, intrucit numarul redus de celule nu a permis izolarea, respectiv
multiplicarea virusului, nefiind recomandata utilizarea acestora.

Rezultatele obtinute pentru microplaci este posibil sa fi fost influentate de catre
congelarile si decongelarile repetate, alaturi de conditiile de depozitare ale acestora, ceea ce a
dus la o pierdere a infectivitatii.

Schimbarea mediului de crestere dupa 24 h de incubatie, schimbarea tulpinii de
neuroblastome pentru o mai buna fixare pe suportul plastic, dar si utilizarea unui contracolorant
pentru a reduce nuanta de fond din cauza suportului de plastic, sunt cateva dintre aspectele care
ar putea fi implementate pentru a obtinute rezultate mai bune pentru aceste sistem.
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CAPITOLUL VII
CONFIRMAREA DIAGNOSTICULUI DE RABIE PRIN TEHNICILE
DE BIOLOGIE MOLECULARA REAL TIME PCR SI RT-PCR
CONVENTIONAL
CHAPTER VII
RABIES DIAGNOSTIC CONFIRMATION BY REAL TIME PCR AND
CONVENTIONAL RT-PCR TECHNIQUES

Pana in prezent, a fost dezvoltatd o adevaratd tehnologie PCR care poate fi aplicata
pentru o gama foarte largd de domenii, cum ar fi biologia moleculara, stiintele medicale,
microbiologia, criminalistica, iar lista poate continua (Erlich, 1989; Vassu Tatiana s.a., 2011).

Meritele 1 se cuvin biochimistului american Kary Mullis, initiatorul si dezvoltatorul
tehnicii PCR, in anul 1983, merite ce aveau sa fie recompensate cu un premiu Nobel pentru
chimie, 10 ani mai tarziu.

Pe teritoriul Europei, majoritatea laboratoarelor nationale de referintd in rabie
utilizeaza aceste tehnici PCR de ultima ora, si asta datoritd numeroaselor avantaje, printre care
se numara specificitatea si sensibilitatea foarte ridicate si posibilitatea utilizarii de probe aflate
in stare avansata de putrefactie, lucru nerecomandat in cazul metodei de referinta in diagnosticul
rabiei, si anume imunofluorescenta directa (David s.a., 2002; Beltran s.a., 2014; Picard-Meyer
s.a., 2015).

Desi PCR-ul conventional este foarte sensibil, in timp s-a dovedit faptul ca tehnica
Real-time PCR este de pana la 100-1000 de ori mai sensibila (Nadin-Davis s.a., 2009).

Metoda Real time PCR sau PCR cantitativ (qPCR) a fost creatd in anul 1992 de catre
Higuchi s.a. si reprezinta cea mai performanta strategie de cuantificare a acizilor nucleici, fiind
una dintre cele mai puternice si sensibile tehnici disponibile la ora actuala (Kubista s.a., 2006).
Este o tehnicd ce combina amplificarea si detectia intr-un singur pas, elimindnd astfel
necesitatea utilizarii electroforezei 1n gel si mai important, permite ca metoda sa fie cu adevarat
cantitativd, prin stabilirea unei corelatii directe intre cantitatea produsului de amplificare
acumulat si numarul initial de copii ale moleculei tintd (Kubista s.a., 20006).

In ciuda numeroaselor avantaje, Organizatia Mondialdi a Sanatatii si Oficiul
International de Epizootii nu le recomanda ca si diagnostic postmortem de rutind in rabie la
in timpul realizarii reactiilor, acest lucru ducand la eventuale rezultate fals pozitive sau fals
negative (Nadin-Davis s.a., 2009; OIE, 2013).

Cele mai utilizate tehnici la nivel mondial de Real time PCR pentru detectia
lyssavirusurilor sunt reprezentate de catre SYBR Green Real-time RT-PCR si TagMan Real-
time RT-PCR (Picard-Meyer s.a., 2015).
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Scopul acestor cercetari a fost de a utiliza aceste tehnici de biologie moleculara ca si
instrument aditional pentru detectia lyssavirusurilor atat pentru probele din nord-estul
Romaniei, cat si pentru cele din Republica Moldova.

7.1 MATERIALE SI METODE
Probe utilizate in studiu

Un total de 59 de probe de creier au fost luate in studiu, 38 din nord-estul Romaniei si
21 din Republica Moldova (Fig. 7.1). Toate detaliile privind originea geografica a probelor,
anul, sursa si speciile de la care au fost izolate, sunt descrise in amanunt in Capitolul V.
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Fig. 7.1 Harta Romaniei (portocaliu) si a Republicii Moldova (roz) cu originea geografica a celor 59 de probe
(original)
Fig. 7.1 Map of Romanian (orange) and Republic of Moldavia (pink) with the geographical origin of the 59
samples (original)

- QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix (Qiagen)
- QuantiTect RT Mix (Qiagen)

- QuantiTect Probe Master Mix (Qiagen)

- One step RT-PCR (Qiagen)

- One step RT PCR Enzime mix (Qiagen)

- Iprep™ Pure Link™ Virus Kit (Invitrogen)

- Qubit RNA Assay Kit (Invitrogen)

- Qubit DNA HS kit (Invitrogen)

- Tag Platinum ADN polimeraza (Invitrogen)

- SYBR Safe DNA Gel 10.000x (Invitrogen)

- UltraPure™ 10 x TAE Buffer (Invitrogen)

- Blue Orange Loading Dye (Thermo Scientific)
- 1 kb DNA Ladder (Promega, Spania)

- RNAse Out (Invitrogen)
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- RNAse inhibitor (Thermo Fisher Scientific)

- dNTP (Qiagen)

- PCR Buffer fara MgCI2 10x (Qiagen)

- MgCI2 (Thermo Fisher Scientific)

- TFS (Sigma Life Science, UK)

- Agaroza (Promega, Spania)

- Hota laminar3, clasa a-2 a (Holten LaminAir, Danemarca)
- Centrifuga (Thermo Scientific, Heracus Multifuge X1R)
- Vortex (Velp Scientifica ZX4 Vortex Mixer)

- Aparatul iPrep™ (Invitrogen) pentru extractic ARN

- Aparatul Rotor-Gene Q Real Time Cycler (Qiagen)

- Termociclorul Eppendorf AG (Germania)

- Aparatul BioRad Laboratories (Franta)

- Aparatul Qubit (Invitrogen, Franta)

- Aparat de electroforezd APELEX (PS 304, minipac II)

- Tuburi Rotor-Gene Q x 0,1 ml

- Tuburi sterile x 1,5 ml, 2ml

- Pipete si conuri (0,5-1000 pl).

Inaintea caracterizarii moleculare, aceste probe au fost retestate in cadrul Laboratorului
European de Referintd in Rabie din Nancy, Franta, pe parcursul anilor 2015-2017 pentru
prezenta antigenului rabic si al virusului rabic, prin intermediul tehnicilor de diagnostic de
rutind, si anume IFD si RTCIT, asa cum sunt descrise in ‘Laboratory Techniques in Rabies
(Meslin s.a., 1999).

Pregatirea extractiilor ARN, a reactivilor pentru PCR, dar si efectuarea propriu-zisa a
reactiilor au fost realizate in camere separate pentru a evita contamindrile Incrucisate. De
asemenea, pentru a compensa erorile de pipetare, calcularea numarului total de reactii necesare
n cadrul tehnicilor de PCR a fost efectuat cu un volum cu 10% mai mare.

7.1.1 Extractia ARN

Pregatirea probelor pentru extractiile ARN-ului viral a fost realizatd in cadrul
laboratorului de nivel 3, iar extractia propriu-zisa la aparatul Iprep (Invitrogen), in sala special
destinata acestei tehnici, situatd in afara zonei 3.

Pentru realizarea extractiilor de ARN, s-a recurs la prepararea unei suspensii de tesut
cerebral de 5%, si anume 1 gram de proba si 4 ml tampon fosfat salin (TFS). Toate probele au
fost omogenizate in TFS si centrifugate timp de 15 minute la 3000 rpm/min. Supernatantul
rezultat a fost colectat (200 pl /proba) si resupendat in 200 pl de Viral Lysis Buffer (Invitrogen),
obtinand o cantitate finald de 400 ul. Extractia a fost realizata in continuare cu ajutorul kit-ului
Iprep™ Pure Link™ Virus Kit la aparatul de extractie Iprep, in conformitate cu recomandarile
producatorului. Cantitatea finala per proba de ARN viral a fost de 50 pl. Toate extractiile ARN
au fost pastrate la -80°C pana la utilizare.
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Fig. 7.2 Etapele realizarii extractiilor ARN
Fig. 7.2 RNA extraction steps

Fig. 7.3 Aparatul de extractie Iprep Invitrogen (original)
Fig. 7.3 Iprep machine Invitrogen (original)

Odata realizate extractiile ARN, urmatorul pas a constat in cuantificarea acizilor
nucleici prin intermediul tehnicii Real time SYBRGreen qRT-PCR. Aceasta este considerata a
fi una dintre cele mai sensibile si eficace tehnici din zilele noastre pentru detectia ARN-ului.
Puterea ei reiese din abilitatea de a detecta la fiecare ciclu, cantitatea de produs PCR, cu ajutorul
semnalului fluorescent (Ponchel s.a., 2003).

Pentru realizarea acestei tehnici sunt indispensabile urmatoarele elemente:

» ARN-ul tinta (depozitat la -80°C pana la utilizare)

AN A e

> HO
» QuantiTect SYBR Green RT-PCR Master Mix, ce contine:
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HotStarTaq DNA Polymerase, o forma modificata a polimerazei recombinante
ADN cu greutatea moleculara de 94 kDA, izolatd de la bacteria Thermus
aquaticus si clonata pe tulpini de E.coli (Qiagen, 2011).
QuantiTect SYBR Green RT-PCR Buffer: Prezenta unei solutii tampon este
indispensabild Tn mediul de amplificare si cu toate ca, nu participa direct la
desfasurarea reactiei de polimerizare, are rolul de a asigura un mediu optim din
punct de vedere chimic, pentru activitatea si stabilitatea ADN polimerazei
(Vassu Tatiana s.a., 2011).

dNTP mix: De regula, este utilizat un amestec de 4 nucleotide (dATP, dCTP,
dGTP si dTTP/dUTP), concentratia acestora depinzind de lungimea
fragmentului ce trebuie amplificat, dar si de numarul de cicluri de amplificare
(Qiagen, 2011).

SYBR Green I: Este o substanta fluorescenta care se intercaleaza intre bazele
azotate ale ADNc si astfel intensitatea fluorescentei creste direct proportional



cu acumularea ampliconilor in timpul reactiei PCR. Comparativ cu bromura de
etidiu, aceasta se caracterizeaza printr-0 toxicitate mult mai redusa si o
specificitate mult mai mare si poate fi folosita pentru a monitoriza amplificarea
oricarei secvente de ADN dublu catenar (Qiagen, 2011).

- ROX passive reference dye: Este introdus in reactie cu scopul de a normaliza
semnalul fluorescent, pentru a compensa variatiile de volum, pentru a regla
schimbarile de concentratie dar si pentru a optimiza precizia detectiei (Qiagen,
2011).

- 5 Mm MgCI2; Tonii de magneziu stimuleaza activitatea polimerazei. Cresc
temperatura de denaturare a complexului primer-secventa tinta, conferindu-i
stabilitate. Formeaza un complex solubil cu nucleotidele, fiind esential pentru
Tncorporarea acestora in catena de ADN (Qiagen, 2011).

acestia sa nu fie complementari unul cu celalalt; secventa acestora influenteaza

pozitia si lungimea produsului de amplificare, temperatura de alipire si cantitatea

de produs obtinut (Innis s.a., 1990; Pevsner, 2009).

Sensiscript. Acestea prezinta o afinitate ridicatd pentru ARN, facilitand transcriptia.

Omniscript este conceput pentru revers transcriptia unor cantitati de ARN mai mari

de 50 ng, iar Sensiscript a celor mai mici de 50 ng. Aceastd combinatie de enzime,

asigurd o revers transcriptie extrem de eficienta si sensibila pe o gama larga de

cantitati de ARN (Qiagen, 2011).

Astfel, a fost realizata tehnica One-step SYBRGreen gqRT-PCR, utilizand kit-urile
QuantiTect SYBRGreen Master Mix si QuantiTect RT Mix, in conformitate cu recomandarile
producatorului, cu ajutorul aparatului Rotor-Gene Q, care permit ca atat revers transcriptia, cat
si real time PCR-ul s aiba loc in acelasi tub. Tn cadrul acestei proceduri pot fi procesate rapid
mai multe probe, numarul redus de manipulari conducéand la o inalta reproductibilitate de la o

proba la alta si foarte important la minimizarea riscului de contaminare.
Pasii realizarii acestei tehnici au presupus urmatoarele:

>

>

>

decongelarea ambelor Kit-uri, al extractiilor ARN de testat si al primerilor (in timpul
prepararii mix-urilor, reactivii se mentin in gheata);

pregatirea primerilor JW12 (ATG TAA CAC CYC TAC AAT G) si N165-146
(GCA GGG TAY TTR TAC TCA TA) la o concentratie finald de 0,6 UM,
realizarea mix-ului constituit per proba din: 7,25 ul de H20, 12,5 pl de QuantiTect
SG Master Mix, 0,25 ul de QuatiTect RT Mix, 1,5 pl din fiecare primer, iar la final
2 pl din proba de testat (ARN viral);

pregitirea a 2 controale pozitive ARN (DUVYV si o dilutie seriatd 106 la 10° copii
ARN/pL a unui ARN sintetic) si 2 controale negative (extractie ARN si control
PCR) necesare pentru validarea tehnicii. Astfel, in 7 tuburi eppendorf, au fost
introdusi cate 45 pl H2O. Primul tub de la care s-a pornit dilutia, a cuprins si 5 pl
de GT1 107. Din acest tub au fost recoltati 5 ul de mix realizindu-se dilutiile seriate
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(Fig. 7.4). Este foarte important ca intre etape sa se realizeze o usoara centrifugare
pentru omogenizarea mix-ului.

5ul 5ul 5ul Sul Sul Sul 5ul
H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20 H20
45ul 45pl 45l 45l 45pl 45ul 45l 45r|
+
GT1 L l L L l L
10 7 5pl 106 10 10 103 102 10! 100

Fig. 7.4 Etapele realizdrii dilutiilor seriate pentru GT1 (original)
Fig. 7.4 The steps of serial dilutions for GT1 (original)

- dupa efectuarea dilutiilor seriate, volumul final de 25 pl a fost repartizat in tuburile
speciale Rotor-Gene Q de 0,1 ml (23 pl din mix-ul realizat mai sus si 2 pl de proba
ARN), acestea fiind mai departe numerotate si introduse in suportul aparatului
Rotor Gene Q.

Fig. 7.5 A) Tuburi Rotor-Gene (www.4ti.co.uk); B) Amplasarea tuburilor Tn suportul aparatului (original); C)
Aparatul Rotor-Gene Qiagen (original)
Fig. 7.5 A) Rotor-Gene tubes (www:.4ti.co.uk); B) Placing the tubes in the holder (original); C) Rotor-Gene
machine (original)

Pentru fiecare sesiune de PCR, o dilutie seriata a ARN-ului sintetic a fost realizata cu
scopul de a determina curba standard, eficacitatea PCR-ului si coeficientul de determinare.

in cadrul aparatului, a fost utilizat urmatorul program de functionare: 50°C timp de 30
min (moment Tn care are loc revers transcriptia), 95°C timp de 15 min (activarea ADN
polimerazei), urmate de 45 cicluri la 94°C timp de 30 sec (denaturarea), 55°C timp de 30 sec
(alipirea) si 72°C timp de 30 sec (extensia). Durata totald a programului a fost de 2 h si 48 de
min.

Odata cuantificati acizii nucleici, s-a recurs la testarea si incadrarea probelor luate in
studiu Tntr-unul din cele 3 genotipuri (1, 5 si 6) disponibile a fi testate prin intermediul tehnicii
TagMan Real time RT-PCR.

Péana in prezent, au fost descrise 7 genotipuri si 14 specii de virus rabic si una in curs
de omologare. Cele 7 genotipuri sunt reprezentate de catre: genotipul 1 virusul rabic clasic
(RABYV, distributie globala), genotipul 2: Lagos bat virus (Africa), genotipul 3: Mokola virus
(Africa), genotipul 4: Duvenhage virus (Africa), genotipurile 5 si 6: European bat lyssavirus

106


http://www.4ti.co.uk/
http://www.4ti.co.uk/

(EBLV) tipul 1 si 2 (Europa) si nu in ultimul rand genotipul 7: Australian bat lyssavirus (ABLV)
(Australia) (ICTV, 2016).

Tehnica TagMan Real time RT-PCR a fost descrisa pentru prima oara in anul 2005 de
citre Wakeley si colab. Incorporarea tehnologiei TagMan in tehnica Real time a revolutionat
diagnosticul, fiind o metoda rapida, specifica si sensibila. Aceasta permite pe langa detectia
lyssavirusurilor si incadrarea acestora in unul din cele 3 genotipuri: 1 (RABV), 5 (EBLV-1) si
6 (EBLV-2) (Wakeley s.a., 2005).

Avand ca obiectiv amplificarea specifica a RABV, EBLV-1 si EBLV-2, tehnica a fost
realizata utilizand un ciclor in timp real Rotor-Gene Q. Sondele fluorescente LysGtl, LysGtb
si LysGt6, permit o amplificare specifica a nucleoproteinei rabice a RABV, EBLV-1 si EBLV-
2, respectiv.

Sonda LysGT1 pentru detectia virusului rabic clasic a fost conceputd utilizand 557
secvente nucleotidice ale genei N partiale. Sondele LysGTS5 si LysGT6 au fost realizate pornind
de la 2-3 nucleotide inferioare primerului JW12 a genei N, utilizand secvente derivate de la 35
de izolate ale genotipului 5 si 9 izolate ale genotipului 6 (Wakeley s.a., 2005). Aceste sonde si
primeri descrisi de catre Wakeley si colab. in anul 2005 au fost ulterior validati si in cadrul

Laboratorului European de Referinta in Rabie din Nancy, Franta.
Tabelul 7.1/ Table 7.1
Caracteristicile primerilor si sondelor utilizate in tehnica TagMan Real time RT-PCR
Characteristics of the primers and probes used in the Real time TagMan assay

Sondele Tagman Secventele nucleotidice (5 3°) Localizarea genomului
virusului rabic
JW12 ATG TAACACCYC TAC AAT G 55-73
N165-146 GCA GGG TAY TTRTACTCATA 165-146
LysGTIFAM/BHQ1 ACAAGATTGTATTCAAAGTCAATAATCAG 81-109
LysGT5 Hex/BHQ1 AACARGGTTGTKTTYAAGGTCCATAA 80-105
LysGT6 Cy5/BHQ3 ACARAATTGTCTTCAARGTCCATAAYCAG 81-109

Pentru realizarea acestei tehnici au fost inclusi in reactie urmatorii reactivi: H.O, MgCl,,
primeri (N165-146 Fw si JW12 Rv), QuantiTect Probe Master Mix si QuantiTect RT Mix
(enzimele Omniscript si Sensiscript), sondele Lys-GT1, Lys-GT5 si Lys-GT6 pentru
amplificarea specifici a RABV, EBLV-1 si EBLV-2, si nu in ultimul rand, probele de testat.

Doi pul de proba ARN au fost introdusi in 23 pl QuantiTect Probe Master Mix, 800
nmol din fiecare primer in parte (N165-146 Fw si JW12 Rv) si 0,1 uM de primer specific sondei
(LysGT1, LysGTS5 si LysGT6) (Tabelul 7.1).

Un prag de referintda de 0,05 pentru TagMan a fost setat manual. Pentru fiecare testare
au fost folosite atat controale pozitive cat si negative pentru validarea reactiilor.

7.1.4 Heminested RT-PCR conventional

Cutoate ca, RT-PCR este o tehnica sensibila, sensibilitatea acesteia poate fi sporita prin
efectuarea unui "heminested” RT-PCR, prin realizarea a doua etape succesive de PCR, utilizand
douad seturi diferite de primeri. Aceasta presupune utilizarea produsului obtinut in cadrul primei
etape, ca si matriti pentru PCR-ul secundar. Intrucat, secventele primerilor utilizate in etapa a
doua sunt diferite de cele din prima etapa, acestea nu vor mai amplifica produsii PCR nespecifici
generati in PCR-ul primar, crescand astfel specificitatea reactiei (O’Connell, 2002).

107


https://link.springer.com/search?facet-creator=%22Joe+O%E2%80%99Connell%22

Aceasta tehnica a fost realizatd cu scopul de a amplifica gena partiald si completa N a
virusului rabic, al tuturor probelor luate in studiu, tehnicd necesara in realizarea ulterioard a
secventierii produsilor PCR amplificati.

Pentru toate extractiile de ARN efectuate, a fost realizatd revers transcriptia (RT) reactia
de polimerizare in lant (PCR), utilizand primeri specifici virusului rabic. Un produs final de
amplificare de 606-pb a fost obtinut pentru gena partiala N si 1353-pb pentru gena completa N.
in schema de mai jos (Fig. 7.6) sunt prezentati primerii pentru amplificarea partiala si completa
a nucleoproteinei virusului rabic.

Gena N
57 1353-pb 1423
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400
57 663
JW12 N partiala JW6
606-pb
57 646
Jw12 N partiala JW10
589-ph
57 1581
JW12 N completa PVN8
1530-pb

Fig. 7.6 Gena N a virusului rabic: primerii utilizati pentru amplificarea partiala si completa (original)
Fig. 7.6 N gene: the primers used for both partial and complete amplification of rabies virus (original)
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Heminested RT-PCR a fost realizat utilizand perechile de primeri JW12 / JW6 si JW12
/ JW10 (Tabel 7.3). Prima pereche JW12 / JW6 descrisa de catre Heaton s.a. In anul 1997,
permite amplificarea specificd a nucleoproteinei virusului rabic pentru toate cele 15 specii de
virus rabic (ICTV, 2016), fiind ulterior validata in cadrul Laboratorului din Nancy, Franta
(Picard-Meyer s.a., 2004).

Astfel, pentru amplificarea genei partiale N, au fost realizate 2 etape de RT-PCR
conventional, obtindnd un produs de 606-pb pentru prima etapa, respectiv de 589-pb pentru cel
de-al doilea PCR.

Pentru prima etapa, One step, s-a realizat urmatorul mix de 10 pl per proba: 4,3 ul H20,
3 ul Qiagen One step RT-PCT, 0,6 pl dNTP, 0,6 pl Qiagen One step RT PCR Enzime mix, 0,5
pl RNAse inhibitor, 0,5 pl din fiecare primer JW12 si JW6, la care s-au adaugat la final 5 pl de
ARN viral per proba.

Tn continuare, tuburile au fost introduse in termociclorul Eppendorf AG (Fig. 7.7) la
urmatorul program: 50°C timp de 30 min, 95°C timp de 15 min, 35 de cicluri la 94°C timp de
30 sec, 55°C timp de 30 sec si 72°C timp de 1 min si un ultim ciclu la 72°C timp de 10 min.
Durata totald a programului a fost de aproximativ 2 ore si 25 de minute.

Cea de-a doua etapa in cadrul acestei reactii a fost realizata pentru a creste pragul de
detectie al PCR-ului. Acest sistem de PCR, descris pentru prima data de catre Wakeley si colab.
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in anul 2005, foloseste un cocktail de primeri si un program in cadrul termociclorului, care poate
detecta 6 genotipuri de virus rabic (Wakeley s.a., 2005).

Astfel, mix-ul a fost constituit per proba (47 ul) din: 36 ul H20, 5 pl PCR Buffer fara
MgCI2 10x, 1,5 pl MgClI2, 2,5 ul dNTP, 0,625 pl din fiecare primer in parte M13-JW12 si
M13-JW6, 0,625 Taq Platinum ADN polimeraza, iar la final cate 3 pl din produsul PCR obtinut
in prima etapa. Tuburile au fost introduse in termociclorul Eppendorf AG la urmatorul program:
94°C timp de 5 min, 30 de cicluri la 94°C timp de 30 sec, 61 °C timp de 30 sec, 72°C timp de
30°C si un ultim ciclu la 72°C timp de 10 min. Durata totala a programului a fost de aproximativ
1 ord si 18 minute.

Fig. 7.7 Termociclorul Eppendorf AG, Germania (original)
Fig. 7.7 Eppendorf AG termocycle, Germany (original)

Dupa terminarea celui de-al doilea PCR, a fost realizata electroforeza in gel de agaroza
2%, urmand ca probele sa fie dozate pentru concentratia in acizi nucleici, cu scopul de a fi
trimise mai departe pentru secventierea nucleoproteinei partiale a virusului rabic. Conditia ca o
proba sa poata fi trimisa la secventiere este ca aceasta sa contind o cantitate minima de 15 ng/pl
acid nucleic.

Tabelul 7.2/ Table 7.2
Primerii utilizati pentru amplificarea genei partiale N si pentru secventierea produsilor PCR
The primers used for the amplification of partial N gene and for the sequencong of PCR products

Gena Primeri Secventa (5° 37) Regiunea Fragment Sens
amplificata amplificata PCR (pb)

JW12 ATG TAA CAC CYC TAC AAT G 55-73 PCR 606-pb  Forward
Jwe CAR TTC GCA CAC ATT TTR TG 660-641 PCR 606-pb  Reverse

N JW10-1 GTC ATC AAA GTG TGR TGC TC
Partiald JW10-2 GTC ATC AAT GTG TGR TGT TC 636-617 PCR 606-pb  Reverse

2 JW10-3 GTC ATT AGA GTATGG TGT TC
M13-JW12 5’- TGT AAA ACG ACG GCC AGT 53-73 PCR 606-pb  Forward

ATG TAA CAC CYC TAC AAT G -3’

M13-JW6 5’- GGA TAA CAA TTT CAC ACA GG 660-641 PCR 606-pb  Reverse

CARTTC GCACACATTTTRTG -3°

Aceasta a fost realizatd in 2 serii de PCR. Astfel, pentru prima etapd (One step N full
gene) s-a folosit kit-ul Qiagen One step RT-PCR. Mix-ul realizat per proba a fost compus din:
4,3 pl H20, 3 pl de Qiagen One step RT-PCR 5x, 0,6 pl de mix dNTP, 0,5 pl RNAse Out (40
U/uL), 0,5 pl din fiecare primer in parte JW12 (20pmol/ pl) si PVN8bis (20pmol/ pl), 0,6 pl
mix de enzime si 5 pl proba ARN viral. Tuburile au fost introduse in termociclorul Eppendorf
AG la urmatorul program:
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Tabelul 7.3/ Table 7.3
Etapele programului One step full N gene la termociclorul Eppendorf AG
One step full N gene programme steps on the Eppendorf AG termocycle

One step full N gene Temperaturd | Duratda | Nr. de cicluri
Revers transcriptie 50°C 30 min 1
Activare initiala a PCR-ului 95°C 15 min 1
Denaturare 94°C 30 sec
Hibridare 44°C 30 sec 45
Extensie 72°C 2 min
Extensie finala 72°C 10 min 1

Dupa terminarea primei etape de PCR, din produsul obtinut s-a realizat a doua etapa
(M13 Full Nucleo) pentru amplificarea completa a proteinei N. Mix-ul a fost compus per proba
(18 pl) din: 14,25 ul H20, 2 pl PCR Buffer Il 10x, 1 pl MgCl; (2,5 mM), 1 ul dNTP (2 mM),
0,25 pl din fiecare primer M13-20JW12 si M13RevPVNS8BIs, 0,25 ul Platinum Tag DNA
polymerase si 2 pl produs PCR etapa 1. Tuburile au fost introduse Tn termociclorul Eppendorf
AG la urmatorul program:

Tabelul 7.4 / Table 7.4
Etapele programului M13 Full Nucleo la termociclorul Eppendorf AG
M13 Full Nucleo gene programme steps on the Eppendorf AG termocycle

M13 Full Nucleo Temperaturd | Duratd | Nrde cicluri
1-ul ciclu de denaturare 94°C 2 min 1
Denaturare 94°C 30 sec
Hibridare 48°C 30 sec 45
Extensie 72°C 2 min
Extensie finala 72°C 7 min 1

Tabelul 7.5/ Table 7.5
Primerii utilizati pentru amplificarii genei complete N si pentru secventierea produsilor PCR
The primers used for the amplification of full N gene and for the sequencing of PCR products

Gena Primeri Secventa (5° 3°) Regiunea Fragment Sens
amplificata amplificata PCR (pb)
JW12 ATG TAACAC CYC TAC AAT G 55-73 PCR 1531-pb Forward
N PVN8bis AGTTTCTTCAGCCATCTC 1585-1568 PCR 1531-pb Reverse
full
M13-20JW12 PCR 1531-pb Forward
M13RevPVN8Bis PCR 1531-pb Reverse

Dupa terminarea programelor pentru amplificarea nucleoproteinei partiale si complete,
produsii PCR au fost analizati prin intermediul electroforezei in gel de agaroza 2%, utilizand
un reagent de intercalare SYBR Safe DNA Gel la o concentratie finala de 1/10.000, vizualizati
si fotografiati la aparatul BioRad Laboratories.

Astfel, pentru pregatirea gelului, intr-un pahar Erlenmeyer a fost cantarita agaroza 2%,
fiind utilizata o cantitate cuprinsa intre 1,05 - 1,4 grame, la care s-au adaugat 70 ml de TAE.
Amestecul a fost introdus la cuptorul cu microunde timp de 2-3 minute pentru dizolvarea
agarozei, dupd care, in hota special amenajata pentru substante periculoase au fost adaugati 7
pl de Sybr Safe DNA Gel (Fig. 7.8A).
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Amestecul obtinut a fost introdus in matrita In care au fost fixati pieptenii pentru
formarea godeurilor, timp de 30 de minute, suficient cét acesta si se intareasca (Fig. 7.8B).
Dupa ricirea si intirirea gelului, pieptenii au fost scosi din matrita. Inainte de a aseza gelul in
cuva de electroforeza orizontald, aceasta a fost umpluta cu tampon de electroforeza TAE.

Pentru inoculare, prima linie este de regula rezervata greutatii moleculare (4 pl de 1 kb
DNA Ladder la care s-au adaugat 2 ul de Blue Orange Loading Dye). In continuare, probele de
testat au fost inoculate n cantitate de 5 pl la care s-au adaugat 2 pl de de Blue Orange Loading
Dye. Aparatul de electroforeza a fost pornit pentru o duratd de aproximativ 30-40 de minute la
110 V si 106 Ma (Fig. 7.8C), dupa care gelul a fost vizualizat la aparatul BioRad Laboratories
cu ajutorul luminii UV (Fig. 7.8D).

Fig. 7.8 A) Pregatirea gelului; B) Aplicarea piepten
Laboratories, France
Fig. 7.8 A) Preparation of the gel; B) The combs setting; C) Samples inoculation; D) Results reading using BioRad
Laboratories machine, France (original)

7.2 REZULTATE SI DISCUTII

Dupa realizarea metodelor de referintd in diagnosticul rabiei (IFD si RTCIT), pentru
toate probele luate in studiu, au fost puse in aplicare si tehnicile de biologie moleculara.

Toate probele gésite pozitive prin intermediul metodelor de referinta (n=43), dar si cele
negative (n=16), au fost reconfirmate si prin intermediul celor de biologie moleculard,
rezultatele aflandu-se in concordanta cu cele initiale.

Amplificarea si cuantificarea acizilor nucleici utilizdnd tehnica SYBRGreen, pe langa
numeroasele avantaje pe care ni le oferd, se numara si posibilitatea de a urmari in timp real
rezultatele probelor noastre, nefiind necesar sa asteptam pana la sfarsitul reactiei, in acest fel
reusind sa ne credm deja o imagine de ansamblu asupra rezultatului final.

Aceasta tehnicd este mult mai sensibild, mai rapida si mai usor de realizat comparativ
cu RT-PCR conventional, atat amplificarea cat si cuantificarea realizandu-se in cadrul aceleiasi
reactii, nefiind nevoie de efectuarea electroforezei in gel de agaroza 2%.

Astfel, dupd terminarea programului la aparatul Rotor Gene Q, datele brute au fost
exportate Intr-un fisier Excell (Fig. 7.9).
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Fig. 7.9 Modul de prezentare a datelor analitice obtinute, ale probelor testate in sistemul Real-time RT-
PCR, cu cele 3 ferestre de analiza a software-ului Rotor-Gene Q (original)
Fig. 7.9 The presentation mode of the analytical data obtained for the samples tested with the Real-time
RT-PCR system, with the 3 analyze windows of Rotor-Gene Q software (original)

Un prag de referinta de 0,09 pentru SYBRGreen a fost setat manual. Acesta a fost plasat
in cadrul fazei exponentiale si deasupra semnalului de fond (Fig. 7.10). Odata pozitionat pragul
limita, software-ul a calculat automat valorile Ct.

Pragul limita Faza liniara Faza de plafonare

Threshold]

Norm. Fluoro.

Semnal de fond Numar de cicluri
Fig. 7.10 Reprezentarea fazelor de amplificare a reactiei SYBR Green Real-time RT-PCR (original)
Fig. 7.10 Representation of amplification phases of SYBR Green Real-time gRT-PCR (original)

Ct-ul, ciclul pragului limita sau ciclul de prag (Threshold), reprezinta in esenta o valoare
zecimala, fiind punctul de intersectie dintre o curba de amplificare si o linie de prag. Acesta este
invers proportional cu cantitatea de ADNCc tinta din proba de analizat. Astfel, cu cat cantitatea
initiala de ADNCc tintd este mai mare, cu atat produsul PCR este acumulat si detectat mai repede,
iar valoarea CT este mai mica.

Pentru cuantificarea acizilor nucleici au fost utilizate 2 metode: Ct si curba standard. O
curba standard a fost generatd de catre software-ul RotorGene QMDXx cu ajutorul dilutiilor
seriate ARN (10° 1a10® copii ARN/pI). Aceasta ne oferd valori cu privire la curba standard,
coeficientul de determinare (R?) si eficacitatea PCR-ului, esentiale pentru validarea tehnicii.
Tehnica PCR este validatd doar dacé eficacitatea variaza intre 90% si 110% cu o valoare a lui
R? superioard de 0,98 si dacd atat controalele pozitive cat si cele negative se incadreazi
standardelor (Fig. 7.11B, 7.12B, 7.13B, 7.14B).
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Toate probele au fost pozitive prin tehnica SYBRGreen qRT-PCR, cu exceptia probelor
din Bérlad si Maramures, Romania (DR1016, DR1188 — DR1197) si a 5 probe din Republica
Moldova (DR1199, DR1202, DR1344, DR1354 si DR1355), fiind obtinut un total de 43 de
probe pozitive si 16 negative (Fig. 7.11A, 7.12A, 7.13A, 7.14A).
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Fig. 7.11 A) (stanga) Amplificarea probelor DR1016-DR 1036 si al controalelor prin intermediul
tehnicii SYBRGreen Real-time gRT-PCR; B) (dreapta) Curba standard SYBRGreen Real-time
gRT-PCR aferenta probelor DR1016-DR1036 (original)

Fig. 7.11 A) (left) Amplification of the DR1016-DR1036 samples and of the controls by using
SYBRGreen Real-time gRT-PCR; B) (right) Standard curve of the DR1016-DR1036 samples by

me qRT-PCR (original)
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Fig. 7.12 A) (stanga) Amplificarea probelor DR1187-DR 1202 si al controalelor prin intermediul
tehnicii SYBRGreen Real-time qRT-PCR; B) (dreapta) Curba standard SYBRGreen Real-time
gRT-PCR aferentd probelor DR1187-DR1202 (original)

Fig. 7.12 A) (left) Amplification of the DR1187-DR1202 samples and of the controls by using
SYBRGreen Real-time gRT-PCR; B)(right) Standard curve of the DR1187-DR1202 samples by
using SYBRGreen Real-time qRT-PCR (original)

-

‘ : =

Fig. 7.13 A) (stdnga) Amplificarea probelor DR1331-DR 1336 si al controalelor prin intermediul
tehnicii SYBRGreen Real-time qRT-PCR; B) (dreapta) Curba standard SYBRGreen Real-time
gRT-PCR aferenta probelor probelor DR1331-DR1336 (original)

Fig. 7.13 A) (left) Amplification of the DR1331-DR1336 samples and of the controls by using
SYBRGreen Real-time gRT-PCR; B)(right) Standard curve of the DR1331-DR1336 samples by

using SYBRGreen Real-time gRT-PCR (original)
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Fig. 7.14 A) (stdnga) Amplificarea probelor DR1343-DR 1358 si al controalelor prin intermediul
tehnicii SYBRGreen Real-time qRT-PCR; B) (dreapta) Curba standard SYBRGreen Real-time
gRT-PCR aferenta probelor DR1343-DR1358 (original)
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Fig. 7.14 A) (left) Amplification of the DR1343-DR1358 samples and of the controls by using
SYBRGreen Real-time gRT-PCR; B) (right) Standard curve of the DR1343-DR1358 samples by
using SYBRGreen Real-time qRT-PCR (original)

Astfel, In cazul probelor testate, coeficientul de determinare R?a avut o valoare cuprinsa
ntre 0,85-0,99, fiind considerata satisfacatoare. Acest coeficient are o importanta foarte mare,
intrucat exprima precizia rezultatelor obtinute. Eficacitatea PCR-ului a inregistrat o valoare
cuprinsa intre 1-1,04, fiind ideala pentru curba standard.

Semnalul fluorescent emis de catre SYBRGreen alipit de produsul PCR al probelor
testate a fost emis intre ciclurile 6-14. De regula, dupa 35 de cicluri, intensitatea semnalului
fluorescent a inceput sa scada, indicand faptul cd PCR-ul a ajuns la saturatie.

Valorile Ct obtinute au variat intre 13,71 si 23,64 pentru probele pozitive confirmate.
Numarul de copii/reactie a variat intre 1,37E+05 si 1,34E+08. Aceste valori ne indica faptul ca
unele probe sunt mult mai concentrate in virus rabic decat altele. Concentratia probelor este de
asemenea reflectatd in diferenta numarului necesar de cicluri pentru a dobandi semnalul
fluorescent. Valorile Ct, <Ct si deviatia standard sunt descrise in Tabelul 7.6.

Tabelul 7.6 / Table 7.6
Rezultate obtinute in cadrul tehnicilor SYBRGreen qRT-PCR si TagMan qRT-PCR - sonda GT1
Results of the SYBRGreen gRT-PCR and TagMan qRT-PCR - LysGT1 probe

SYBRGreen qRT-PCR TagMan qRT-PCR, sonda LysGT1,
Probe amplificare RABV
R ct <cCt Deviatia ct <Ct  Deviatia
standard standard
DR1016 neg.
DR1017 15,30 15,36 0,09 21,36 21,47 0,16
15,42 21,58
DR1018 15,86 15,86 0,00 21,66 21,66 0,01
15,86 21,67
DR1019 13,82 13,76 0,08 20,45 20,31 0,20
13,71 20,17
DR1020 16,13 16,21 0,12 20,97 21,06 0,13
16,30 21,16
DR1021 16,00 15,89 0,15 20,95 20,82 0,18
15,78 20,69
DR1022 17,19 17,22 0,04 23,97 23,97 0,00
17,25 23,97
DR1023 15,02 14,93 0,12 22,59 22,56 0,05
14,84 22,53
DR1024 14,72 14,61 0,16 20,77 20,66 0,15
14,49 20,56
DR1025 15,72 15,65 0,10 21,21 21,38 0,25
15,57 21,56
DR1026 13,89 13,97 0,12 19,57 19,64 0,10
14,06 19,71
DR1027 15,17 15,21 0,06 21,22 21,31 0,14
15,25 21,41
DR1028 17,68 17,64 0,06 26,97 26,71 0,38
17,60 26,44
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Probe
testate

SYBRGreen qRT-PCR

TagMan qRT-PCR, sonda LysGT1,

amplificare RABV

Ct <Ct Deviatia Ct <Ct Deviatia
standard standard

DR1029 16,09 16,29 0,29 24,62 25,06 0,63
16,50 25,51

DR1030 19,57 19,55 0,03 26,28 26,45 0,25
19,52 26,63

DR1031 16,03 16,02 0,01 22,01 22,02 0,02
16,01 22,03

DR1032 19,57 19,61 0,06 26,26 26,26 0,00
19,65 26,27

DR1033 16,31 26,35 0,05 22,55 22,77 0,32
16,38 23,00

DR1034 16,15 16,23 0,11 22,54 22,41 0,18
16,30 22,28

DR1035 15,80 15,77 0,04 22,15 22,08 0,10
15,73 22,01

DR1036 17,21 17,21 0,01 235 23,57 0,10
17,20 23,64

DR1187 23,56 21,68 0,17 23,81 23,83 0,03
23,64 23,86

DR1188 - DR1197: neg.

DR1198 16,92 15,49 0,05 18,85 18,92 0,10
16,93 18,98

DR1199 neg.

DR1200 21,93 20,91 0,66 22,31 22,23 0,12
23,41 22,14

DR1201 18,01 16,32 0,02 19,63 19,65 0,03
17,75 19,68

DR1202 neg

DR1331 15,26 15,28 0,02 20,22 20,26 0,09
15,30 20,31

DR1332 15,78 15,81 0,04 28,15 28,15 0,00
15,84 B

DR1333 16,76 16,81 0,08 28,74 28,33 0,19
16,87 27,93

DR1334 16,19 16,20 0,00 22,82 22,65 0,33
16,20 22,49

DR1335 16,10 16,39 0,41 20,49 40,79 0,19
16,68 20,30

DR1336 15,98 15,93 0,08 21,31 21,17 0,27
15,88 21,04

DR1343 17,08 17,33 0,35 21,20 20,95 0,59
17,58 20,79

DR1344 28,73 28,62 0,15 - -
28,51 -

DR1345 19,03 19,05 0,02 24,63 24,54 0,17
19,06 24,46

DR1346 19,81 19,74 0,11 25,26 25,28 0,04
19,66 25,30

DR1347 15,75 15,82 0,10 22,11 22,07 0,07
15,89 22,04

DR1348 17,66 17,60 0,09 22,12 22,09 0,05
17,53 22,07
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Probe SYBRGreen qRT-PCR TagMan qRT-PCR, sonda LysGT1,

testate amplificare RABV
Ct <Ct Deviatia Ct <Ct Deviatia
standard standard

17,68 23,08

DR1350 17,33 17,27 0,08 22,98 22,91 0,13
17,21 22,85

DR1351 14,03 14,00 0,04 18,12 18,09 0,05
13,97 18,07

DR1352 19,24 19,28 0,06 24,76 24,93 0,65
19,32 25,11

DR1353 19,25 19,39 0,20 25,31 25,19 0,24
19,53 25,07

DR1354 35,68 35,24 0,61 -
34,81

DR1355 34,84 35,15 0,44
35,46 _

DR1356 15,57 15,61 0,06 21,94 21,78 0,32
15,65 21,62

DR1357 15,36 15,41 0,06 21,32 21,33 0,03
15,45 21,35

DR1358 19,14 19,11 0,04 23,56 23,51 0,10
19,09 23,46

Sondele TagMan ne permit sd masuram productia produsilor PCR cu un sistem de
sonde marcate cu fluorocromi. Pentru fiecare dintre cele 3 detectii realizate, s-au folosit
controale pozitive specifice LysGT1, LysGT5 si LysGT6 pentru cele 3 genotipuri, si anume
RABV, EBLV-1 si EBLV-2.

Pentru detectia genotipului 1 RABV, tehnica a fost realizatd in cazul tuturor celor 47
de probe testate prin intermediul tehnicilor de biologie moleculara, si anume DR1016-DR1036,
DR1187-DR1202, DR1331-DR1336, DR1343-DR1358. Pentru detectia genotipurilor 5 EBLV-
1 si 6 EBLV-2, tehnica a fost realizatd pentru primele probe luate in studiu in anul 2015, si
anume DR1016-DR1036.

Referitor la primul genotip RABV, toate probele au fost pozitive, cu exceptia DR1016,
DR1188-DR1197, DR1199 si DR1202 (Fig. 7.15 A, B).

Astfel, valorile Ct obtinute pentru genotipul 1 au variat intre 19,57 si 26,97. Valorile
Ct, <Ct si deviatia standard sunt descrise in Tabelul 7.6.

Pentru detectia celorlalte 2 genotipuri, si anume 5 si 6, toate probele au fost negative,
cu exceptia controalelor pozitive care s-au ncadrat in standard (Fig. 7.16 A, B).

Rezultatele pozitive obtinute pentru primul genotip si cele negative pentru genotipurile
5 si 6, confirma si incadreaza izolatele de virus rabic in cadrul primului genotip.

In cazul probelor ulterioare luate in studiu (DR1187-DR1202, DR1331-DR1336,
DR1343-DR1358) provenind din acelasi areal, nu s-a mai repetat tehnica pentru GTS5 si GT6,
cunoscand deja apartenenta virusului la genotipul 1, iar posibilitatea ca acestea si fie pozitive
pentru genotipul 5 sau 6 fiind extrem de mica chiar nuld, ele fiind caracteristice anumitor zone
geografice si specii de animale.
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Fig. 7.15 A) (stdnga) Amplificarea RABV a probelor DR1016-DR1036 utilizand tehnica TagMan
gRT-PCR, sonda LysGT1; B) (dreapta) Amplificarea RABV a probelor DR1187, DR1198,
DR1200 si DR1201 utilizand tehnica TagMan qRT-PCR, sonda LysGT1 (original)

Fig. 7.15 A) (left) Amplification of RABV of the DR1016-DR1036 samples by using TagMan
gRT-PCR, LysGT1 probe; B) (right) Amplification of RABV of the DR1187, DR1198, DR1200

and DR1201 samples by using TagMan qRT-PCR, LysGT1 probe (original)

Fig. 7.16 A) stanga) Amplificarea EBLV-1 a probelor DR1016-DR1036 utilizand tehnica TagMan
gRT-PCR, sonda LysGTS5. Controlul pozitiv este ilustrat in rosu; B) (dreapta) Amplificarea EBLV -
2 a probelor DR1016-DR1036 utilizand tehnica TagMan qRT-PCR, sonda LysGT6. Controlul
pozitiv este ilustrat in rosu (original)

Fig. 7.16 A) (left) Amplification of EBLV-1 of the DR1016-DR1036 samples by using TagMan
gRT-PCR, LysGT5 probe. The positive control is ilustred in red; B) (right) Amplification of
EBLV-2 of the DR1016-DR1036 samples by using TagMan qRT-PCR, LysGT6 probe. The
positive control is ilustred in red (original)

7.2.3 Heminested RT-PCR conventional

- e e - )

RT-PCR-ul conventional a fost realizat cu scopul de a amplifica gena partiala (606-pb)

si completa (1353-pb) N a virusului rabic.

Din totalul celor 59 de probe luate in studiu, 47 de probe au fost testate prin intermediul

tehnicii RT-PCR pentru proteina N partiala, 43 fiind pozitive si 4 negative, iar pentru proteina
N completa au fost testate 43 de probe, doar 2 dintre ele fiind negative, rezultatele fiind n
concordanta cu cele obtinute la diagnosticul de confirmare (Tabel 7.7).

Tabelul 7.7/ Table 7.7

Corelarea rezultatelor obtinute la RT-PCR conventional si la diagnosticul de referinta
Results corelation of the conventional RT-PCR and referenced diagnosis
Nr.  Cod probe Diagnostic RT-PCR Conventional

de referinta Fragment proteina
N606-pb / N1500-pb

1 DR1016 Neg Neg/ -

2 DR1017 Poz Poz / Poz
3 DR1018 Poz Poz / Poz
4 DR1019 Poz Poz / Poz
5 DR1020 Poz Poz / Poz
6 DR1021 Poz Poz / Poz
7 DR1022 Poz Poz / Poz
8 DR1023 Poz Poz / Poz
9 DR1024 Poz Poz / Poz
10 DR1025 Poz Poz / Poz
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Neg: negativ; Poz: pozitiv; -: netestat
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Nr.  Cod probe Diagnostic RT-PCR Conventional
de referinta Fragment proteina
N606-pb / N1500-pb
11 DR1026 Poz Poz / Poz
12 DR1027 Poz Poz / Poz
13 DR1028 Poz Poz / Poz
14 DR1029 Poz Poz / Poz
15 DR1030 Poz Poz / Poz
16 DR1031 Poz Poz / Poz
17 DR1032 Poz Poz / Poz
18 DR1033 Poz Poz / Poz
19 DR1034 Poz Poz / Poz
20 DR1035 Poz Poz / Poz
21 DR1036 Poz Poz / Poz
22 DR1187 Poz Poz / Poz
23 DR1188 Neg -/-
24 DR1189 Neg -/ -
25 DR1190 Neg -/ -
26 DR1191 Neg -/ -
27 DR1192 Neg -/ -
28 DR1193 Neg -/-
29 DR1194 Neg -/-
30 DR1195 Neg -/ -
31 DR1196 Neg - -
32 DR1197 Neg -/ -
33 DR1198 Poz Poz / Poz
34 DR1199 Neg -/ -
35 DR1200 Poz Poz / Poz
36 DR1201 Poz Poz / Poz
37 DR1202 Neg Neg /-
38 DR1331 Poz Poz / Poz
39 DR1332 Poz Poz / Poz
40 DR1333 Poz Poz / Poz
41 DR1334 Poz Poz / Poz
42 DR1335 Poz Poz / Poz
43 DR1336 Poz Poz / Poz
44 DR1343 Poz Poz / Poz
45 DR1344 Neg Neg /-
46 DR1345 Poz Poz / Poz
a7 DR1346 Poz Poz / Neg
48 DR1347 Poz Poz / Poz
49 DR1348 Poz Poz / Poz
50 DR1349 Poz Poz / Poz
51 DR1350 Poz Poz / Poz
52 DR1351 Poz Poz / Poz
53 DR1352 Poz Poz / Poz
54 DR1353 Poz Poz / Poz
55 DR1354 Neg Neg/ -
56 DR1355 Neg Neg/ -
57 DR1356 Poz Poz / Poz
58 DR1357 Poz Poz / Poz
59 DR1358 Poz Poz / Neg




Amplificarea genei partiale N a virusului rabic (606-pb)

Amplificarea partiala a fost realizata pentru 47 de probe (DR1016-DR1036, DR1187, DR1198, DR1200, DR1201, DR1331-
DR1336, DR1343-DR1358). Astfel, din acest total, 43 au fost pozitive si 4 negative (DR1016, DR1344, DR1354, DR1355), rezultatele
fiind 1n concordanta cu cele obtinute la diagnosticul de confirmare (Fig. 7.17 a.b.c.d.).

1 234 56 7 8 910111213 14 1516 123456789 10 1112 13 14 1516
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Fig. 7.17.a. Detectia ARN-ului virusului rabic prin intermediul RT-PCR-ului conventional (Fragment a genei partiale N606-pb): Marker molecular (linia 1), probe
testate DR1016 - DR1036 (liniile 2 - 22), alte probe testate in paralel (liniile 23 - 27), control negativ ARN (linia 28), control pozitiv (linia 29), control negativ
PCR (linia 30) si marker molecular (lina 31) (original). Fig. 7.17.b. Detectia ARN-ului virusului rabic prin intermediul RT-PCR-ului conventional (fragment al
proteinei N partiale 606-pb). Marker molecular (linia 1), probe testate DR1187, DR1198, DR1200 si DR1201 (liniile 2-5), alte 2 probe testate (liniile 6 si 7),
control negativ (linia 8) si control pozitiv (linia 9) (original). Fig. 7.17.c. Detectia ARN-ului virusului rabic prin intermediul RT-PCR-ului conventional (fragment
al proteinei N partiale 606-pb). Marker molecular (linia 1), probe testate DR1331-1336 (liniile 2-7) (original). Fig. 7.17.d. Detectia ARN-ului virusului rabic prin
intermediul RT-PCR-ului conventional (fragment al proteinei N partiale 606-pb). Marker molecular (linia 1), probele testate DR1343-DR1357 (liniile 2-16),
DR1358 (linia 17) (original)

Fig.7.17.a. Rabies RNA detection by conventional RT-PCR (606-bp): Marker weight (line 1), tested samples DR1016 to DR1036 (lines 2 to 22), another samples
tested (lines 23 to 27) at the same time, the RNA negative control (line 28), the positive control (line 29), the PCR negative control (line 30) and the marker weight
(line 31) (original). Fig.7.17.b. Rabies RNA detection by conventional RT-PCR (606-bp): Marker weight (linel), tested samples DR1187, DR1198, DR1200,
DR1201 (line 2-5), another samples tested (lines 6-7), the negative control (line 8), the positive control (line 9) (original). Fig. 7.17.c. Rabies RNA detection by
conventional RT-PCR (606-bp): Marker weight (linel), tested samples DR1331-1336 (lines 2-7) (original). Fig. 7.17.d. Rabies RNA detection by conventional
RT-PCR (606-bp): Marker weight (linel), tested samples DR1343-1357 (lines 2-16), DR1358 (line 17) (original)
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Amplificarea genei complete N a virusului rabic (1353-pb)

Amplificarea completd a fost realizatd pentru 43 de probe care au iesit pozitive la diagnosticul de confirmare, dar si la
amplificarea proteinei N partiale. Din cele 43 de probe testate, 41 au fost pozitive si 2 negative (DR1346 si DR1358) prin intermediul
PCR-ului pentru gena completa N (Fig. 7.18 a.b.c.d.).
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Fig. 7.18.a Detectia ARN-ului virusului rabic prin intermediul RT-PCR-ului conventional (Fragment a genei complete N 1353-bp): Marker molecular (linia 1), probe
testate DR1017- DR1036 (liniile 2 - 21), alte probe testate in paralel (liniile 22 - 30), control negativ (linia 32) (original). Eig. 7.18.b Detectia ARN-ului virusului rabic
prin intermediul RT-PCR-ului conventional Fragment al proteinei N complete 1353-bp): Marker molecular (linia 1), probe testate DR1187, DR1198, DR1200 si
DR1201 (liniile 2-5) (original). Fig. 7.18.c Detectia ARN-ului virusului rabic prin intermediul RT-PCR-ului conventional (Fragment al proteinei N complete 1353-
bp): Marker molecular (linia 1), probe testate DR1331-DR1336 (liniile 2-7) (original). Fig. 7.18.d Detectia ARN-ului virusului rabic prin intermediul RT-PCR-ului
conventional (Fragment al proteinei N complete 1353-bp): Marker molecular (linia 1), probe testate DR1343, DR1345-DR1353, DR1357, DR1358 (liniile 2-14)
(original)

Fig. 7.18.a Rabies RNA detection by conventional RT-PCR (1353-bp): Marker weight (line 1), tested samples DR1017 to DR1036 (lines 2 to 21), another samples
tested (lines 22 to 30) at the same time, negative control (line 31) (original). Fig. 7.18.b Rabies RNA detection by conventional RT-PCR (1353-bp): Molecular marker
(line 1), tested samples DR 1187, DR1198, DR1200 and DR1201 (line 2 to 5) (original). Fig. 7.18.c Rabies RNA detection by conventional RT-PCR (1353-bp):
Molecular marker (line 1), tested samples DR1331-DR1336 (lines 2 to 7) (original). Fig. 7.18.d Rabies RNA detection by conventional RT-PCR (1353-bp): Molecular
marker (line 1), prtested samples DR1343, DR1345-DR1353, DR1357, DR1358 (line 2 to 14) (original)
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7.2.4 Dozarea concentratiei de ARN/ADNc viral

Ultima tehnicd din cadrul acestui capitol, si anume dozarea concentratieci ARN-
ului/ADNc-ului viral a fost realizata, de reguld, dupa amplificarea produsilor PCR. Scopul
acesteia a fost de a determina cu exactitate cantitatea de ARN/ADNCc viral dintr-o proba,
exprimata in nanograme/microlitru (ng/pl). O cantitate minima de 15 ng/ul este necesara pentru
a putea efectua mai departe secventierea produsilor doriti.

Astfel, concentratia probelor a fost determinatd prin intermediul metodei
spectrofluorometrice, utilizand kit-ul Qubit RNA Assay Kit si Qubit DNA HS kit la aparatul
Qubit.

Astfel, intr-un tub Falcon de 15 ml a fost pregatit un mix compus din Qubit dsSDNA Hs
Buffer si Qubit dsDNA Hs Reagent. Cantitatea a fost calculatd in functie de numarul de probe
dorit pentru testare. Tn tuburi special furnizate in kit au fost adaugati per proba 199 pl din mix-
ul preparat anterior si 1 pl din proba de testat, cu o cantitate finald de 200 pl. Fiecare tub a fost
vortexat, centrifugat si citit la aparat (Fig. 7.19, 7.20). Pentru ca o proba sa poata fi trimisa la
secventiere, trebuie sd contind un minim de 15 ng/ul de ARN/ADNCc viral.

Vortexare + Citire Q

centrifugare

199 ul mix +
Mix: Qubit 1 pl proba
dsDNA Hs Buffer '
+ Fig. 7.19 Aparatul QUBIT, Invitrogen, (original)
Qubit dsDNA Hs Fig. 7.19 QUBIT apparatus, Invitrogen (original)
Reagent

Fig. 7.20 Etapele dozarii concentratiei de ARN/ADNCc (original)
Fig. 7.20 The steps of RNA/cDNA concentration determination (original)
Tabelul 7.8/ Table 7.8
Rezultatele determinarilor concentratiei de ARN / ADNc viral din probele pozitive luate in studiu
The results of viral RNA/cDNA concentration determination of the studied samples

Nr.| Cod | QUBIT | QUBIT
proba | N606-pb | N1353-pb
1 | DR1017 | 834 23,5
2 | DR1018 78 9,87
3 | DR1019 | 835 187
4 | DR1020 | 69,3 16,7
5 | DR1021 78 28
6 | DR1022 75 19,7
7 | DR1023 | 79,2 9,01
8 | DR1024 97 38,2
9 | DR1025 | 832 26,1
10 | DR1026 80 28,7
11 | DR1027 | 982 18,1
12 | DR1028 | 844 145
13 | DR1029 | 90,9 127
14 | DR1030 | 77,3 132
15 | DR1031 | 87,3 41,8
16 | DR1032 | 85,3 14.4
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Nr.| Cod | QUBIT | QUBIT
proba | N606-pb | N1353-pb

17 | DR1033 | 72,8 29,6
18 | DR1034 | 841 20,7
19 | DR1035 79 33,9
20 | DR1036 | 77,3 25,4
21 | DR1187 | 729 59,6
22 | DR1198 | 943 64,9
23 | DR1200 | 476 54,8
24 | DR1201 | 89,9 66,8
25 | DR1331 | 739 54,4
26 | DR1332 | 737 74,2
27 | DR1333 | 825 19,1
28 | DR1334 | 86,2 60,3
29 | DR1335 | 70,8 715
30 | DR1336 | 835 63,7
31 | DR1343 | 857 91,6
32 | DR1345 | 50,8 115
33 | DR1346 | 788 -
34 | DR1347 | 836 944
35 | DR1348 | 83,1 84,6
36 | DR1349 | 86,8 87,8
37 | DR1350 51 105
38 | DR1351 | 69,1 69,7
39 | DR1352 | 62,7 99
40 | DR1353 | 855 945
41 | DR1356 | 756 92,8
42 | DR1357 | 828 73,8
43 | DR1358 | 36,1 -

Astfel, determinarea concentratiei acizilor nucleici pentru gena partiala N a celor 43 de
probe pozitive, s-a incadrat valorii minime de 15 ng/pl necesare secventierii ulterioara a
produsilor PCR obtinuti, pe cand in cazul celei complete, doar 38 de probe din cele 43 testate
s-au incadrat in valoarea minima, probele DR1018, DR1023, DR1028, DR1029 si DR1030 fiind
sub nivelul cerut. Pe parcursul realizarii tehnicilor moleculare, nu au fost semnalate contaminari
incrucisate intre probele testate, acest lucru sustinand si intarind ideea conform careia
implementarea acestora in metodele de referinta pentru diagnosticul rabiei este pe cat se poate
de apropiata.

7.3 CONCLUZII PARTIALE

Rezultatele probelor testate prin intermediul tehnicilor de biologie moleculara au
fost in concordantd cu cele obtinute la diagnosticul de confirmare, IFD si RTCIT, nefiind
nregistrate rezultate fals pozitive sau negative. Utilizarea acestora reprezintd un instrument
aditional pentru detectia lyssavirusurilor, fiind utilizate cu succes In cazul probelor aflate in
stare avansata de putrefactie, conservate in conditii improprii sau pentru o perioada indelungata
de timp (-80°C). Sensibilitatea si specificitatea ridicate ale tehnicilor subliniaza necesitatea
implementarii lor ca si metode de referinta alaturi de cele deja cunoscute.
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CAPITOLUL VI
CARACTERIZAREA MOLECULARA A TULPINILOR DE VIRUS
RABIC IZOLATE DIN NORD-ESTUL ROMANIEI SI DIN REPUBLICA
MOLDOVA
CHAPTER VIlII
MOLECULAR CHARACTERIZATION OF RABIES VIRUS STRAINS
FROM NORTH-EAST OF ROMANIA AND REPUBLIC OF MOLDOVA

Ernst Haeckel, biolog si filozof german, a fost prima persoand care a realizat un
arbore filogenetic in anul 1866, de atunci, biologia moleculard aflandu-se intr-o continua
evolutie. Daca n anul 1982, conform GenBank, erau inregistrate doar 606 secvente nucleotidice
in baza de date, in luna aprilie a anului 2017 acestea au ajuns la un numar urias de 200.877.884
de secvente.

8.1. Secventierea si analiza filogenetica a nucleoproteinei virusului rabic

Amplificarea partiald si completd a nucleoproteinei N a virusului rabic a fost pe larg
discutata in capitolul VII. Pentru realizarea secventierii au fost luate Tn studiu probele
amplificate atdt pentru gena partiala N, fragment de 606-pb, cét si pentru gena completd N,
fragment de 1353-pb (detaliile privind amplificarea proteinei N se regasesc in capitolul VII).

Cu toate cd, zona initiala de studiu a fost reprezentatd de catre partea de N-E a
Romaniei, pe parcursul avansarii cercetarilor s-a considerat necesara marirea ariei de studiu prin
includerea de probe din Republica Moldova (Fig. 8.1), cu scopul de a realiza o analiza
filogenetica cat mai ampla si completd a variantelor de virus rabic circulante.
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Fig. 8.1 Reprezentarea probelor luate in studiu din N-E-ul Roméniei si din Republica Moldova. Cercurile rosii
reprezintd probele pozitive, iar cercurile verzi, probele negative. Harta a fost realizata cu ajutorul programului
ArcView (ArcMap) (original)

Fig. 8.1 The samples tested from the N-E of Romania and Republic of Moldavia. The red cercle represents the
positive samples and the green ones, the negative samples. The map was performed with the ArcView (ArcMap)
programme (original)
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8.1 MATERIALE SI METODE

Secventierea genei partiale N, fragment de 606-pb a virusului rabic a fost realizata
pentru 39 de probe, si anume: DR1017, DR1019-DR1022, DR1024-DR1027, DR1030-
DR1036, DR1187, DR1198, DR1200, DR1201, DR1331-1336, DR1343, DR1345-DR1353,
DR1356-DR1358.

Secventierea genei complete N, fragment de 1353-pb a virusului rabic a fost realizata
pentru un numar de 37 de probe, acestea fiind reprezentate de catre DR1017, DR1019-DR1022,
DR1024-DR1027, DR1030-DR1036, DR1187, DR1198, DR1200, DR1201, DR1331-DR1336,
DR1343, DR1345, DR1347-DR1353, DR1356 si DR1357.

Atat gena partiald, cat si cea completd a nucleoproteinei virusului rabic au fost
secventiate de catre Compania Genoscreen din Lile, Franta prin intermediul metodei enzimatice
Sanger.

Aceastd metoda a fost descrisa in anul 1977 de cétre cel care i-a dat numele, si anume
Frederick Sanger, descoperirea fiindu-i rasplatita cu un premiu Nobel. Elementele
indispensabile realizarii secventierii au fost reprezentate de citre probele noastre de secventiat
(lant simplu de ADN), primeri specifici, ADN polimeraza si nu in cele din urma de nucleotide
marcate fluorescent sau radioactiv (ddA: verde, ddT: rosu, ddG: galben, ddC: albastru).

Pentru realizarea analizei filogenetice, variabilitatea genetica a diferitelor izolate
incluse in studiul nostru a fost apreciatad utilizind metoda Neighbour Joining (NJ), creata de
catre Naruya Saitou si Masatoshi Nei in anul 1987, fiind destinatd realizarii de arbori
filogenetici.

Construirea unui arbore filogenetic a presupus mai multe etape, si anume: alegerea
secventelor de referintd din baza de date pe baza cdrora se va face analiza, stabilirea
similaritatilor si realizarea propriu-zisa a arborelui.

Astfel, in realizarea analizei filogenetice pentru gena partiala N, diferite programe si
soft-uri au fost utilizate in studiul nostru. Primul dintre acestea a fost reprezentat de catre Vector
NTI, un soft creat de catre compania InforMax Inc, fiind destinat analizei secventelor. Prin
intermediul acestui soft au fost stocate si prelucrate secventele obtinute, au fost create contig-
uri, iar 1n cele din urma, secventele au fost ansamblate, editate si realizata o aliniere multipla a
acestora.

in continuare, a fost implementati metoda Neighbour Joining (NJ) bazata pe distante,
cu ajutorul soft-ului MEGAG. Prin intermediul acestui soft creat de catre Tamura s.a. in anul
2013 a fost realizatd o analiza statistica si o aliniere a secventelor; acesta contindnd functie
pentru NJ, a fost realizata constructia propriu-zisa al arborelui filogenetic. Pentru vizualizarea
arborelui a fost utilizat soft-ul SeaView. Acesta a fost dezvoltat de catre Manolo Gouy, fiind in
esentd o multiplatforma pentru alinierea multipla a secventelor si filogeniei moleculare, avand
capacitatea de a citi diferite formate (FASTA, Clustal).

In ceea ce priveste analiza filogenetica pentru gena completi N, pe 1anga utilizarea soft-
urilor Vector NTI si MEGA 6, constructia arborelui a fost realizatd cu ajutorul programului
PhyML, fiind consideratd cea mai buna si cea mai puternica metoda in realizarea unui arbore
filogenetic, bazatd pe principiu ,,maximum-likelihood”, mai exact pe metoda verosimilitatii
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maxime. Acesta a fost vizualizat intr-un program diferit de cel al proteinei partiale N, si anume
Evolview, dezvoltat de catre Zhang s.a. in anul 2012, fiind 1n esentd o aplicatie online pentru
vizualizarea, adnotarea si gestionarea arborelui filogenetic, avand capacitatea de a citi in diferite
formate.

8.2 REZULTATE SI DISCUTII

Toate secventele obtinute au fost prelucrate cu ajutorul programelor si soft-urilor
mentionate mai sus.

Tn continuare este prezentat un exemplu de secventa nucleotidica a nucleoproteinei
complete a virusului rabic (DR1017). Secventa nucleotidica este reprezentata in albastru, iar
aminoacizii sunt reprezentati in celelalte culori imediat sub secventa nucleotidica.
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Fig. 8.2 Exemplu de secventd nucleotidica a nucleoproteinei complete a virusului rabic (DR1017)
Fig. 8.2 Example of a nucleotide sequence of the full N gene (DR1017)

Un arborele filogenetic a fost realizat pentru gena partiald si completa N cu scopul
de a determina dacé arborele generat prezintad aceeasi topologie. Astfel, acesta a fost efectuat
comparand secventele obtinute in cadrul studiului pentru gena partiala (n=39) si completa
(n=37) N cu secvente nucleotidice de referinta extrase din baza de date internationalda GenBank
(Tabel 8.6 si 8.7).

In ceea ce priveste gena partiali N (606-pb), au fost obtinute 39 de secvente
nucleotidice atat din nord-estul Romaniei (n=23), cat si din Republica Moldova (n=16), fiind
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comparate cu 59 de secvente nucleotidice de referinta (Tabel 8.6) extrase din baza de date
internationala GenBank, secvente reprezentative grupurilor filogenetice NEE (Ucraina n=5,
Polonia n=1, Romania n=9, Rusia n=1, Bulgaria n=2), D (Rusia n=2, Romania n=6, Bulgaria
n=2), C (Rusia n=4, Kazakstan n=1), WE (Franta n=1, Polonia n=3), EE (Muntenegru n=1,
lugoslavia n=1, Macedonia n=1, Ungaria n=2, Romania n=1, Polonia n=1, Bulgaria n=2, Serbia
n=1), SF (Roméania n=3, Bulgaria n=2, Serbia n=3), arctic (Nepal n=1, Pakistan n=1, Afganistan
n=1) si asiatic (China n=1, Filipine n=1).

A fost evaluata pentru toti arborii generati prin intermediul metodei NJ, confidenta
arborilor. Cea mai utilizatd metoda statistica, bootstrap a fost calculata in programul de analiza
filogenetica (MEGAG®6, optiunea bootstrap). Aceasta a fost propusa de catre Felsenstein in anul
1985, fiind ulterior dezvoltata de catre Efron si Tibshirani in anul 1993.
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Tabel 8.1/ Table 8.1

Caracteristicile secventelor utilizate in studiul epidemiologic molecular pentru gena partiala N, fragment de 606-pb
Characteristics of rabies viruses used in the molecular epidemiology study for the partial N gene, fragment of 606-bp

Nr. Tara Nr. izolat Specia Anul Grup Nr. acces Sursa
izolarii  filogenetic GenBank

1 Roménia DR1334 bovina 2016 NEE Acest studiu

2 Ucraina Rvu10-08 jder 2010 NEE JN656507 Picard-Meyer s.a., 2011
3 Republica Moldova DR1352 bovini 2016 NEE Acest studiu

4 Republica Moldova DR1351 pisica 2016 NEE Acest studiu

5 Republica Moldova DR1345 bovina 2016 NEE Acest studiu

6 Romania DR1031 bovina 2015 NEE Acest studiu

7 Romania DR1017 pisica 2014 NEE Acest studiu

8 Romania DR1336 bovina 2016 NEE Acest studiu

9 Republica Moldova DR1347 bovini 2016 NEE Acest studiu
10  Republica Moldova DR1200 céine 2016 NEE Acest studiu
11  Republica Moldova DR1358 céine 2016 NEE Acest studiu
12 Romania DR1030 bovina 2013 NEE Acest studiu
13  Republica Moldova DR1201 bovina 2016 NEE Acest studiu
14  Republica Moldova DR1349 bovina 2016 NEE Acest studiu
15  Republica Moldova DR1350 bovina 2016 NEE Acest studiu
16  Republica Moldova DR1356 bovina 2016 NEE Acest studiu
17 Roméania DR1335 vulpe 2016 NEE Acest studiu
18  Republica Moldova DR1357 dihor 2016 NEE Acest studiu
19  Republica Moldova DR1198 capra 2016 NEE Acest studiu
20 Polonia Rv10-14141-ZW-2Pol vulpe 2010 NEE JN656512 Picard-Meyer s.a., 2011
21 Romania RO-RV-61-07-SV vulpe 2007 NEE GU086623 Turcitu s.a., 2010
22 Romania DR1332 bovina 2016 NEE Acest studiu
23 Roméania DR1333 vulpe 2016 NEE Acest studiu
24 Romania RO-RV-37-08-HR vulpe 2008 NEE GU086649 Turcitu s.a., 2010
25 Romania DR1035 bovina 2012 NEE Acest studiu
26 Romania DR1027 céprior 2012 NEE Acest studiu
27 Romania RO-RV-2537-06-VL vulpe 2006 NEE GU086619 Turcitu s.a., 2010
28 Ucraina Rvu10-04 céine 2010 NEE JN656503 Picard-Meyer s.a., 2011
29 Roméania DR1024 vulpe 2012 NEE Acest studiu
30 Romania DR1026 caine 2012 NEE Acest studiu
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Nr. Tara Nr. izolat Specia Anul Grup Nr. acces Sursa
izolarii  filogenetic GenBank

31 Romania RO-RV-58-07-SV céine 2007 NEE GU086620 Turcitu s.a., 2010
32 Roméania DR1033 vulpe 2013 NEE Acest studiu

33 Roménia DR1034 vulpe 2013 NEE Acest studiu

34 Romania DR1036 céine 2013 NEE Acest studiu

35 Romania RO-RV-09-07-SV céine 2007 NEE GU086635 Turcitu s.a., 2010
36 Romania DR1032 céine 2012 NEE Acest studiu

37 Romania DR1019 vulpe 2014 NEE Acest studiu

38 Romania DR1022 bovina 2013 NEE Acest studiu

39 Romania DR1025 vulpe 2012 NEE Acest studiu

40 Romania DR1187 vulpe 2014 NEE Acest studiu

41 Romania RO-RV-26-08-BC vulpe 2008 NEE GU086641 Turcitu s.a., 2010
42 Rusia RV245 om ? NEE AY352475 Kuszmin g.a., 2004
43 Republica Moldova DR1346 bovina 2016 NEE Acest studiu

44 Republica Moldova DR1353 bovini 2016 NEE Acest studiu

45  Republica Moldova DR1348 pisica 2017 NEE Acest studiu

46 Romania DR1020 vulpe 2013 NEE Acest studiu

47 Romania DR1021 lup 2014 NEE Acest studiu

48 Republica Moldova DR1343 pisica 2016 NEE Acest studiu

49 Ucraina Rvu09-39 pisica 2009 NEE JN656500 Picard-Meyer s.a., 2011
50 Bulgaria 09-25 vulpe 2009 NEE JX679403 Robardet s.a., 2012
51 Bulgaria 10-27 pisica 2010 NEE JX679405 Robardet s.a., 2012
52 Ucraina Rvul10-26 céine 2010 NEE JN656497 Picard-Meyer s.a.,2011
53 Romania RO-TL vulpe 2005 NEE DQ443535 Turcitu s.a., 2010
54 Romania RO-RV-208-07-BR vulpe 2007 NEE GU086615 Turcitu s.a., 2010
55 Roméania DR1331 vulpe 2016 NEE Acest studiu

56 Romania RO-RV-207-06-BR pisica 2006 NEE GU086627 Turcitu s.a., 2010
57 Ucraina Rvul10-31 vulpe 2010 NEE JN656498 Picard-Meyer s.a., 2011
58 Rusia RV234 céine ? D AY352476 Kuzmin s.a., 2004
59 Rusia RV299 vulpe ? D Ay352479 Kuzmin s.a., 2004
60 Romania RO-RV-201-07-CJ vulpe 2007 D GU086608 Turcitu s.a., 2010
61 Romania RO-RV-38-08-HR vulpe 2008 D GU086650 Turcitu s.a., 2010
62 Romania RO-RV-57-06-NT lup 2006 D GU086616 Turcitu s.a., 2010
63 Romania RO-RV-43-08-GJ vulpe 2008 D GU086654 Turcitu s.a., 2010
64 Romania RO-122-TR vulpe 2005 D DQ443538 Turcitu s.a., 2010
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Nr. Tara Nr. izolat Specia Anul Grup Nr. acces Sursa

izolarii  filogenetic GenBank
65 Romania RO-RV-2536-06-VL vulpe 2006 D GU086618 Turcitu s.a., 2010
66 Bulgaria RV8 vulpe 2009 D JQ973866 Picard-Meyer s.a., 2012
67 Bulgaria 09-08 vulpe 2009 D JX679399 Robardet s.a., 2012
68 Rusia Rus (Omsk) 7444f 2008 vulpe 2008 C KJ958247 Poleshchuk s.a., 2014
69 Kazakstan KZ/cattle/4867 bovina © KT965738 Strochkov s.a., 2015
70 Rusia Rus (Voronezh) 7513f 2008 vulpe 2008 C KC794010 Poleshchuk s.a., 2013
71 Rusia Rus (Lipetsk) 8064f 2012 vulpe 2012 C KC538854 Poleshchuk s.a., 2013
72 Rusia PO-01_2014_Primorye urs 2014 C KP997032 Deviatkin s.a., 2015
73 Franta 8663 vulpe 1984 WE U42605 Bourhy s.a., 1999
74 Polonia 96045 vulpe 1993 CE KX148119 Troupin s.a., 2016
75 Polonia 96256 vulpe 1996 CE KX148116 Troupin s.a., 2016
76 Polonia 97046 vulpe 1997 CE KX148117 Troupin s.a., 2016
77 Muntenegru RV1268 cal 2000 EE JF973802* McElhinney s.a., 2011
78 lugoslavia 86054 lup 1986 EE KX148145 Troupin s.a., 2016
79 Macedonia DR400 vulpe 2011 EE JQ973880 Picard s.a., 2012
80 Ungaria 93080 vulpe 1993 EE KX148143 Troupin s.a., 2016
81 Romania RO-132-BH pisica 2005 EE DQ443539 Turcitu s.a., 2010
82 Polonia 96135POL vulpe 1992 EE KX148141 Troupin s.a., 2016
83 Ungaria 93091HON vulpe 1993 EE KX148138 Troupin s.a., 2016
84 Bulgaria RV10 vulpe 2009 EE JQ973867 Picard-Meyer s.a., 2012
85 Serbia RV1290 vulpe 1999 EE JF973807 McElhinney s.a., 2011
86 Bulgaria 09-44 vulpe 2009 EE JX679402 Robardet s.a., 2012
87 Romania RO-RV-47-05-MH oaie 2005 SF GU086629 Turcitu s.a., 2010
88 Bulgaria Bul#9 lup ? SF DQ300295 Johnson s.a., 2005
89 Bulgaria Bul#73 vulpe ? SF DQ300300 Johnson s.a., 2005
90 Serbia RV1162 pisica 1977 SF JF973779 McElhinney s.a., 2011
91 Serbia RV1151 vulpe 1972 SF JF973775 McElhinney s.a., 2011
92 Serbia RV1154 vulpe 1976 SF JF973776 McElhinney s.a., 2011
93 Nepal 99001NEP céine 1998 Arctic KX148228 Troupin s.a., 2016
94 Pakistan Pk23 bovina 2010 Arctic HE802675 Hussain s.a., 2014
95 Afganistan 02052 céine 2002 Arctic KX148225 Troupin s.a., 2016
96 China CJS0621D caine 2006 Asiatic JQ970481 Tang s.a., 2014
97 Filipine 04030PHI céine 2004 Asiatic KX148260 Troupin s.a., 2016

*NEE: North-Eastern Europe; D: Centre of the European part of Russia; C: European part of Russia; WE: Western Europe; EE: Eastern Europe; SF: Serbian fox.
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Fig. 8.3 Arbore filogenetic generat pe baza metodei NJ (original) a nucleoproteinei partiale N a virusului rabic.
Animalele domestice din Romania sunt reprezentate cu cercuri negre, iar cele silbatice cu cercuri rosii.
Triunghiurile negre reprezinta animalele domestice din Republica Moldova, pe cand triunghiurile rosii, cele
salbatice (original)

Fig. 8.3 Phylogenetic tree generated by NJ programme for the partial N gene. Domestic animals coming from
Romania are represented by black circles and the wild ones by red circles. The black triangles represents domestic

animals from Moldavia and the red ones, wild animals (original)
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Pentru gena completd N (1353-pb), au fost obtinute 32 de secvente nucleotidice din ambele tari (Romania n=23, Republica Moldova
n=14), fiind comparate ca si In cazul proteinei partiale N cu secvente de referintd extrase din baza de date internationald GenBank, secvente
reprezentative grupurilor filogenetice D (Rusia n=3), C (Rusia n=3), SF (Serbia n=3), EE (lugoslavia n=1, Muntenegru n=1, Ungaria n=2,
Macedonia n=1, Polonia n=1, Serbia n=1), CE (Polonia n=3), WE (Iugoslavia n=1, Franta n=2), NEE (Estonia n=2, Polonia n=1, Rusia n=2), asiatic
(China n=1, Filipine n=1) si arctic (Nepal n=1, Afganistan n=1, Pakistan n=1) (Tabel 8.2).

Tabel 8.2/ Table 8.2

Caracteristicile secventelor utilizate in studiul epidemiologic molecular pentru gena completd N, fragment de 1353-pb
Characteristics of rabies viruses used in the molecular epidemiology study for the N gene, fragment of 1353-bp

Nr. Tara Regiunea Nr. izolat Specia Anul Grup Nr. Acces Sursa
izolarii  filogenetic GenBank

1 Rusia Tver Rus(Tver) 7574f 2008 vulpe 2008 D KJ958266 Poleshchuk s.a., 2014
2 Rusia Tver Rus(Tver) 7573d_2008 céine 2008 D KJ958265 Poleshchuk s.a., 2014
3 Rusia - 1564NNO vulpe 2008 D JQ944708 Chupin s.a., 2012

4 Rusia Omsk Rus(Omsk) 7444f 2008 vulpe 2008 C KJ958247 Poleshchuk s.a., 2014
5 Rusia Voronezh Rus(Voronezh) 7513f 2008 vulpe 2008 C KC794010 Poleshchuk s.a., 2013
6 Rusia Lipetsk Rus(Lipetsk) 8064f 2012 vulpe 2012 C KC538854 Poleshchuk s.a., 2013
7 Serbia RV1154 vulpe 1976 SF JF973776 McElhinney s.a., 2011
8 Serbia RV1162 felind 1977 SF JF973779 McElhinney s.a., 2011
9 Serbia RV1151 vulpe 1972 SF JF973775 McElhinney s.a., 2011
10 Yugoslavia 86054 lup 1986 EE KX148145 Troupin s.a., 2016
11 Muntenegru RV1268 cal 2000 EE JF973802 McElhinney s.a., 2011
12 Ungaria 93080 vulpe 1993 EE KX148143 Troupin s.a., 2016
13 Macedonia DR400 vulpe 2011 EE JQ973880 Picard s.a., 2012
14 Polonia 96135 vulpe 1992 EE KX148141 Troupin s.a., 2016
15 Ungaria 93091 vulpe 1993 EE KX148138 Troupin s.a., 2016
16 Serbia RV1290 vulpe 1999 EE JF973807 McElhinney s.a., 2011
17 Polonia 96045 vulpe 1993 CE KX148119 Troupin s.a., 2016
18 Polonia 97046 vulpe 1997 CE KX148117 Troupin s.a., 2016
19 Polonia 96256 vulpe 1996 CE KX148116 Troupin s.a., 2016
20 lugoslavia 86111YOU vulpe 1986 WE KX148133 Troupin s.a., 2016
21 Franta 9223 vulpe 1974 WE U43433 Bourhy s.a., 1999
22 Franta 8663 vulpe 1984 WE U42605 Bourhy s.a., 1999
23 Estonia 9339EST raton 1991 NEE u42707 Bourhy s.a., 1999
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Nr. Tara Regiunea Nr. izolat Specia Anul Grup Nr. Acces Sursa
izolarii  filogenetic GenBank

24 Estonia 9342EST raton 1991 NEE U43432 Bourhy s.a., 1999
25 Polonia 96097 raton 1996 NEE KX148153 Troupin g.a., 2016
26 Romania Vrancea DR1331 vulpe 2016 NEE Acest studiu
27 Romania Vrancea DR1020 vulpe 2013 NEE Acest studiu
28 Republica Moldova Caugeni DR1353 bovina 2016 NEE Acest studiu
29 Republica Moldova Cahul DR1343 pisica 2016 NEE Acest studiu
30 Republica Moldova Comrat DR1348 pisica 2017 NEE Acest studiu
31 Romania Vrancea DR1021 lup 2014 NEE Acest studiu
32 Rusia VNO? 184VNO raton 2009 NEE JQ944704 Chupin s.a., 2012
33 Rusia ? RV1596 ? 1990 NEE AY352474 Kuzmin s.a., 2003
34 Romania Suceava DR1333 vulpe 2016 NEE Acest studiu
35 Romania Suceava DR1332 bovina 2016 NEE Acest studiu
36 Romania Vrancea DR1022 bovina 2013 NEE Acest studiu
37 Romania Vrancea DR1019 vulpe 2014 NEE Acest studiu
38 Romania Barlad DR1187 vulpe 2014 NEE Acest studiu
39 Romania Bacdu DR1025 vulpe 2012 NEE Acest studiu
40 Romania Bacau DR1026 céine 2012 NEE Acest studiu
41 Romania Bacdu DR1024 vulpe 2012 NEE Acest studiu
42 Romania Neamt DR1032 caine 2012 NEE Acest studiu
43 Romania Neamg DR1036 caine 2013 NEE Acest studiu
44 Romania Neamt DR1034 vulpe 2013 NEE Acest studiu
45 Romania Neamt DR1033 vulpe 2013 NEE Acest studiu
46 Romania Neamg DR1035 bovina 2012 NEE Acest studiu
47 Romania Bacidu DR1027 caprior 2012 NEE Acest studiu
48 Republica Moldova Edineti DR1347 bovina 2016 NEE Acest studiu
49 Republica Moldova Criuleni DR1200 céine 2016 NEE Acest studiu
50 Romania Botosani DR1336 bovina 2016 NEE Acest studiu
51 Republica Moldova Dondiuseni DR1351 pisica 2016 NEE Acest studiu
52 Republica Moldova Criuleni DR1345 bovina 2016 NEE Acest studiu
53 Republica Moldova Criuleni DR1352 bovina 2016 NEE Acest studiu



Nr. Tara Regiunea Nr. izolat Specia Anul Grup Nr. Acces Sursa
izolarii  filogenetic GenBank
54 Romania Tasi DR1030 bovina 2013 NEE Acest studiu
55 Romania Galati DR1031 bovina 2015 NEE Acest studiu
56 Romania Bérlad DR1017 pisica 2014 NEE Acest studiu
57 Republica Moldova Nisporeni DR1349 bovina 2016 NEE Acest studiu
58 Republica Moldova Straseni DR1356 bovina 2016 NEE Acest studiu
59 Republica Moldova laloveni DR1357 dihor 2016 NEE Acest studiu
60 Republica Moldova Chisinau DR1198 capra 2016 NEE Acest studiu
61 Republica Moldova Cimisglia DR1350 bovina 2016 NEE Acest studiu
62 Romania Tasi DR1335 vulpe 2016 NEE Acest studiu
63 Republica Moldova Calarasi DR1201 bovini 2016 NEE Acest studiu
64 Romania Botosani DR1334 bovina 2016 NEE Acest studiu
65 China CJS0621D caine 2006 Asiatic JQ970481 Tang s.a., 2014
66 Filipine 04030PHI céine 2004 Asiatic KX148260 Troupin s.a., 2016
67 Nepal 99001 céine 1998 Arctic KX148228 Troupin s.a., 2016
68 Afganistan 02052 céine 2002 Arctic KX148225 Troupin s.a., 2016
69 Pakistan Pk 23 bovina 2010 Arctic HEB02675 Hussain s.a., 2014

* D: Centre of the European part of Russia; C: European part of Russia; SF: Serbian fox; EE: Eastern Europe; CE: Central Europe; WE: Western Europe; NEE: North-

Eastern Europe;
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Fig. 8.11 Arbore filogenetic generat pe baza programului PhyML / EvolView pentru gena completa N a virusului
rabic (1353-bp). Numerele adiacente ramurilor reprezinta in esenta procentele Bootstrap. Probele provenite de la
animalele domestice din zona de studiu a Romaniei sunt reprezentate cu patratele albastre, iar cele de la animalele
salbatice cu patratele rosii. Pentru Republica Moldova, animalele domestice sunt reprezentate cu stelute mov, iar
cele salbatice cu triunghi verde (original)

Fig. 8.11 Phylogenetic tree generated by PhyML / Evolview programmes for the full N gene (1353-bp). The branch
numbers represent the Bootstrap percentages. The samples coming from domestic animals from the studied area
from Romania are represented in blue squares and from wild animals in red squares. For Republic of Moldavia,
domestic animals are represented in purple stars and the wild ones in green triangle (original)
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Fig. 8.12 Arbore circular generat pe baza programului
PhyML / EvolView pentru proteina completda N a virusului
rabic (1353-bp). Ca si in cazul arborelui filogenetic clasic,
numerele ramurilor reprezinta procente bootstrap, iar
probele sunt identificate cu aceleasi figurine ca si in cazul
celui clasic (original)

Fig. 8.12 Circular tree generated by PhyML / Evolview
programmes for the full N gene (1353-bp). As with the
classic phylogenetic tree, the branch numbers are bootstrap
percentages and the samples are identified with the same
figurines as in the classical tree (original)
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In ciuda implementirii programelor de vaccinare orala la vulpi, dar si a vaccinarii
obligatorii la animalele de companie, rabia Inca este prezenta pe teritoriul multor tari europene.
Cu toate acestea, majoritatea tarilor din Vestul Europei, au reusit eradicarea bolii cu ajutorul
unui program strict de vaccinare a vulpilor, a unei gestionari corecte a miscarilor de animale
domestice de pe un teritoriu pe altul si a respectarii obligativitatii vaccinarii animalelor de
companie.

Realizarea unui studiu epidemiologic molecular ne ajuta sa intelegem mai bine
distributia virusului rabic, evolutia acestuia si nu in cele din urma mecanismele moleculare ale
adaptarii virale.

Obiectivul principal al acestui studiu a fost de a realiza o analiza filogenetica cu scopul
de a urmari circulatia virusului rabic in tara noastra si in Republica Moldova si de a face o
comparatie cu tarile vecine. Gena N a virusului rabic a fost cea aleasa pentru efectuarea analizei
filogenetice intrucat a fost demonstrat faptul ca, aceasta codifica o proteind interna implicata in
reglarea transcriptiei si replicarii, un factor important in adaptarea la specie (Kissi s.a., 1995,
Bourhy s.a., 1999).

Tncepand cu anul 1999, la nivel european, au fost descrise 7 grupuri filogenetice ale
virusului rabic clasic, si anume: C (European part of Russia), CE (Central Europe), D (Centre
of the European part of Russia), EE (Eastern Europe), NEE (North-Eastern Europe), SF
(Serbian Fox) si WE (West Europe) (Picard s.a., 2012). Aceste grupuri dispersate la nivel
european pot coexista pe teritoriul unei singure tari si sa infecteze o gama larga de specii de
animale.

Tn urma analizei filogenetice realizate Tn studiul nostru pe probe provenite din N-E-ul
Romaniei, dar si din Republica Moldova, s-a ardtat apartenenta la un singur grup filogenetic, si
anume NEE (North-Eastern Europe). Acest grup are o distributie geografica ampla, fiind
identificat de-a lungul anilor in diferite tari precum Polonia, Estonia, Lituania, Bulgaria, estul
Slovaciei, Ucraina si Rusia, asa cum a fost demonstrat de cétre Bourhy s.a., 1999, Kuzmin s.a.,
2004, McElhinney s.a., 2006, Picard s.a., 2012, Robardet s.a., 2013(b). In aceste tari, izolatele
au provenit atét de la vulpi, cat si de la ratoni, ceea ce evidentiaza faptul cd, ambele specii sunt
rezervoare pentru aceastd varianta de virus. Tn studiul nostru, grupul NEE a fost identificat la
toate speciile testate si anume: cdine, pisicd, bovind, vulpe, lup, caprior si dihor, ceea ce
demonstreaza faptul cd, aceasta varianta se poate adapta la diferite specii de animale.

Tn Roménia a mai fost realizat un singur studiu de citre Turcitu s.a. in anul 2010 privind
caracterizarea moleculard a tulpinilor de virus rabic izolate atat de la animale domestice, cat si
de la cele sdlbatice, circulante pe teritoriul tarii noastre, realizdnd doar secventierea partiala a
nucleoproteinei. Luand in considerare faptul ca, a fost testat un numar mai mare de probe si
dintr-un areal mai extins, vizand in cea mai mare parte intreg teritoriul tarii (insa doar o mica
parte din regiunea Moldovei), pe langa grupul NEE identificat de catre noi in N-E-ul Romaniei
(dar si in Republica Moldova), au mai fost identificate grupurile D si SF. Grupul D a fost regasit
in judete precum Arges, Braila, Cluj, Dambovita, Giurgiu, Gorj, Harghita, Mures, Satu-Mare si
Neamt, iar cel din urma grup doar in cazul unei probe din Mehedinti.
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Péna in prezent, la noi in tard nu a mai fost realizatd secventierea completd a
nucleoproteinei virusului rabic, implicit o analiza filogenetica aferentd, acestea fiind primele
date raportate pana in prezent. Referitor la rezultatele obtinute pentru probele luate in studiu din
Republica Moldova, acestea sunt singulare, pdna in momentul de fata nefiind realizata nici o
secventiere a nucleoproteinei partiale si complete N, respectiv o analiza filogenetica,
necunoscandu-se pana in prezent ce variante ale virusului rabic circula pe teritoriul acestei tari.

Tn efectuarea acestei analize filogenetice, majoritatea probelor din zona de studiu a
Romaniei au provenit de la animalele salbatice, pe cand cele din tara vecind de la animalele
domestice. Astfel, pentru tara noastrd au fost testate 24 de probe provenite de la animale
salbatice si 14 de la cele domestice, pe cand in tara vecina, ponderea cea mai mare de probe a
fost cea de la animalele domestice cu un total de 19 probe si doar 2 de la cele salbatice.

Studiul epidemiologic realizat Tn perioada 2010-2016 ce a vizat Republica Moldova a
aratat o incidenta crescutd a cazurilor de rabie la animalele domestice, cea intalnita la animalele
salbatice fiind cu mult inferioara, acest trend fiind observat si 1n alte tari, precum Ucraina, Rusia
si Turcia (Picard s.a., 2012).

Térile de granita joacd un rol important in circulatia diferitelor grupuri filogenetice.
Intreaga frontiera dintre tara noastra si Moldova este in exclusivitate fluviald cu o lungime de
681,3 km, cele doua fiind despartire de raul Prut. Cu toate ca, apa este considerata o bariera
naturald, aceasta nu este insa una absoluta, ea limitadnd circulatia animalelor infectate dintr-0
regiune in alta si respectiv a distributiei bolii, in acest mod zonele geografice fiind caracteristice
unor anumite variante de virus rabic circulante. Trebuie luat insa in considerare faptul ca, astfel
de granite, pot permite circulatia animalelor pe timp de iarna, de exemplu, cand apa ingheata,
ducand astfel la raspandirea bolii si implicit la extinderea variantelor de virus rabic dintr-o zona
geografica in alta.

Intrucat atat tara noastra, ct si Republica Moldova sunt inconjurate de tiri unde rabia
incd este prezenta, este importanta si cunoasterea celorlalte variante care se regasesc pe teritoriul
tarilor vecine, cu scopul de a urmari circulatia si distributia acestora.

Cu toate cd, Rusia nu Tmparte granita cu zonele noastre de studiu, grupurile filogenetice
prezente in aceasta tara se pot dispersa catre restul tarilor vecine. Astfel, conform ultimului
studiu ce a vizat Rusia publicat de catre Deviatkin s.a. in anul 2016, acesta a identificat doua
linii majore ale virusului rabic, si anume cea arctica (care reprezinta de fapt vechile grupuri A
si B) si cea cosmopolitd (care cuprinde grupurile C, D, E si F).

In ceea ce priveste Ucraina, au fost identificate pani in prezent doud grupuri
filogenetice ale virusului rabic clasic, si anume C si NEE, conform unui studiu realizat de citre
Picard s.a. In anul 2012. Primul dintre acestea a fost izolat cu precadere in partea de est a tarii,
dincolo de fluviul Nipru, considerat o barierd naturald in limitarea, chiar stoparea circulatiei
rezervoarelor de rabie, pe cand grupul NEE a avut o rata de distributie mai larga si foarte
important de precizat de jur imprejurul Republicii Moldova, ceea ce poate explica pe de o parte,
existenta acestui grup in analiza filogenetica obtinuta in studiul nostru.

Bulgaria si Roménia Tmpart o granitd cu o lungime de 631,3 km, dintre care 470 km
reprezintd o frontiera fluviala, 22,2 km una maritima, iar restul de 139,1 km una terestra. Un
studiu recent realizat de catre Robardet s.a., 2013(b), a scos in evidenta 3 grupuri filogenetice
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ce se regisesc pe teritoriul acestei tari, si anume: D, EE si NEE. Intrucat grupurile D si NEE au
fost de asemenea identificate pe teritoriul tarii noastre in studiul realizat de catre Turcitu s.a. in
anul 2010, prezenta acestora in partea de N-V a Bulgariei poate fi datorata circulatiei animalelor
infectate, fie prin intermediul frontierei terestre (130 km), fie prin intermediul podurilor,
barajelor sau al altor infrastructuri, animale ce pot proveni din tara noastra sau cele care o
tranziteaza din Ucraina sau Republica Moldova.

Romaénia se invecineaza la sud-vest cu Serbia, Tnsuméand o frontierd de 543,4 km, dintre
care 256,8 reprezinta frontiera terestra, iar ceilalti 289,6, fluviala, fiind asadar o bariera naturala.
Pana in momentul de fatd, in Serbia au fost identificate 2 grupuri filogenetice, si anume SF si
EE, astfel explicAndu-se prezenta acestora si in tara noastra.

Tara noastra dispune de un program strategic privind supravegherea si controlul rabiei
la vulpi Incd din anul 2011, efectudndu-se o distributie bianuald a vaccinurilor orale,
Tnregistrandu-se o scadere substantiala a cazurilor pozitive de rabie inregistrate la vulpi
(rezervorul silvatic), dar si in cazul animalelor domestice. Efectuarea in continuare cu strictete
al acestui program impreuna cu respectarea vaccindrii obligatorii ale animalelor de companie,
pot duce in timp la eradicarea rabiei in Romania.

Din nefericire, Republica Moldova inca nu dispune de un astfel de program, pana in
prezent nefiind realizatd vaccinarea orala a vulpilor. O astfel de masura este primordiald in
reducerea numarului de cazuri.

De-a lungul timpului, virusul rabic a demonstrat o adaptabilitate de zond geografica si
fiind implementarea in continuare o programelor strategice de vaccinare orala la vulpi si implicit
vaccinarea obligatorie al animalelor de companie.

8.3 CONCLUZII PARTIALE

Secventierea partiald si completd a nucleoproteinei virusului rabic a fost realizatd pentru
prima datd pe probe provenite atit de la animale domestice, cat si sdlbatice din Republica
Moldova, semnalandu-se primul grup filogenetic identificat pe teritoriul acestei tari.

in ceea ce priveste analiza filogenetica realizatd pentru partea de nord-est a tarii noastre,
a fost identificat grupul filogenetic NEE, fiind semnalata pentru prima data prezenta acestuia in
judetele Botosani, lasi, Vaslui, Galati si Vrancea.

Secventierea completd a nucleoproteinei a fost pentru prima data realizatd pe probe
provenite din zonele noastre de studiu, nefiind Inregistrate secvente complete in GenBank pana
n prezent.
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CAPITOLUL IX
SECVENTIEREA COMPLETA A GENOMULUI VIRUSULUI RABIC
CHAPTER IX
THE COMPLETE SEQUENCING OF RABIES VIRUS FULL GENOME

De la publicarea primei secvente complete a genomului virusului rabic clasic RABV in
anul 1988 (Tordo s.a., 1988) pana la completarea acesteia cu alte 11 specii de virus rabic Tn anul
2010 (LBV, MOKYV, DUVV, EBLV-1, EBLV-2, ABLV, ARAV, KHUV, IRKV, WCBYV si
SHIBV), metodologia implementata in obtinerea intregului genom a fost relativ neschimbata,
utiliznd transcriptia inversa, clonarea ADNc sau a produsilor PCR amplificati, respectiv
secventierea Sanger (Delmas s.a., 2008; Kuzmin s.a., 2008; Marston s.a., 2013).

Odata cu aparitia tehnologiilor de secventiere de noua generatie (NGS), capacitatea de
a genera mari cantititi de date secventiale a revolutionat domeniul genomicii. Utilizarea
acestora a devenit din ce in ce mai comuna pe plan mondial, oferind numeroase avantaje, de la
rapiditate, costuri reduse pana la acuratete si utilizarea unor cantitdti mici de acizi nucleici
(Marston s.a., 2013).

Datorita abundantei relativ scazute a ARN-ului viral in raport cu cel al gazdei, virusurile
ARN s-au dovedit a fi relativ dificile de secventiat prin intermediul tehnologiei NGS (Marston
s.a., 2013).

Istoria evolutiva a rhabdovirusurilor a fost puternic influentata de modul de transmitere,
specia gazda si vector (Bourhy s.a., 2005). Caracterizarea intregului genom a virusului rabic ne
poate ajuta si orienta citre o mai bund intelegere a diversitdtii lyssavirusurilor, dar si in
investigarea amanuntita a imunitatii si protectiei induse de catre vaccinare (Marston s.a., 2012).
Aplicarea secventierii de noud generatie in studiul virusurilor va conduce cétre o noud erd a
descoperirii si caracterizarii acestora, revolutionand studiile filogeografice in domeniul
virologiei.

Scopul acestor cercetari a fost de a realiza secventierea de noud generatie pe un numar
selectiv de probe in vederea identificarii existentei unor posibile modificari de patogenitate la
nivel de specie animala, dar si pentru o mai buna intelegere a diversitatii lyssavirusurilor.

9.1 MATERIALE SI METODE

Probe luate in studiu

In vederea efecturii secventierii de noua generatie a genomului virusului rabic, au fost
selectate 23 de probe atét din nord-estul Romaniei, cat si din Republica Moldova. Acestea au
fost izolate in perioada 2012-2017 de la 9 vulpi (Vulpes vulpes), 5 bovine (Bos taurus), 3 pisici
(Felix catus), 3 céini (Canis canis), 1 capra (Capra aegragus hircus), 1 caprior (Capreolus
capreolus) si 1 lup (Canis lupus) (Tabel 9.1).
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Tabel 9.1/ Table 9.1
Probe selectate in vederea efectudrii secventierii de noua generatie
The selected samples for next generation sequencing

Nr. | Cod proba Tara Oras Anul izoldrii | Specia
1 DR 1017 Romania Barlad 2014 Pisica
2 | DR1018 Romania Vrancea 2015 Vulpe
3 DR 1024 Romania Bacau 2012 Vulpe
4 DR 1025 Romania Bacau 2012 Vulpe
5 DR 1026 Romania Bacau 2012 Caine
6 DR 1027 Romania Bacau 2012 Caprior
7 DR 1031 Romania Galati 2015 Bovina
8 DR 1034 Romania Neamt 2013 Vulpe
9 | DR1035 Romania Neamt 2012 Bovina
10 | DR 1036 Romania Neamt 2013 Caine
11 | DR 1187 Romania Barlad 2014 Vulpe
12 | DR 1198 | Republica Moldova | Chisinau 2016 Capra
13 | DR1331 Romania Vrancea 2016 Vulpe
14 | DR 1333 Romania Suceava 2016 Vulpe
15 | DR 1335 Roméania Tasi 2016 Vulpe
16 | DR1345 | Republica Moldova | Criuleni 2016 Bovind
17 | DR1348 | Republica Moldova | Comrat 2017 Pisica
18 | DR1349 | Republica Moldova | Nisporeni 2016 Bovini
19 | DR1350 | Republica Moldova | Cimislia 2016 Bovina
20 | DR1351 | Republica Moldova | Dondiuseni 2016 Pisicd
21 | DR1019 Romania Vrancea 2014 Vulpe
22 | DR1021 Romania Vrancea 2014 Lup
23 | DR1200 | Republica Moldova | Criuleni 2016 Caine

’

(Macherey-Nagel, Germania), ,, Rnase-Free DNase Set” (Qiagen, Germania), kit de purificare
ARN ,, RNeasy Mini Kit” (Qiagen, Germania); centrifuga Eppendorf 5427 R, termostatul
Eppendorf ThermoStat Plus, ciclor Rotor Gene Q (Qiagen, Germania), spectrofotometrele
Qubit (Invitrogen) si NanoDrop 2000 (Thermo Scientific), kit-ul Qubit RNA Assay
(Invitrogen), consumabile aferente.

Tnaintea secventierii propriu-zise a probelor n cadrul laboratorului ANSES
Ploufragran, respectiv Helixio din Franta, au fost realizate urmatoarele etape: extractia ARN-
ului viral, digestia DN-azelor si purificarea ARN-ului, dozarea acizilor nucleici, amplificarea si
cuantificarea acizilor nucleici prin intermediul tehnicii One step SYBRGreen Real time RT-PCR,
respectiv amplificarea partiald si completd a nucleoproteinei virusului rabic utilizind un
Heminested RT-PCR conventional.

Aceasta a fost realizati cu ajutorul kit-ului NucleoSpin® RNA Virus n 2 sili diferite, si
anume in sala de biologie moleculara din cadrului laboratorului de nivel 3 si in sala de extractie
ARN situata in afara acestuia. In prima sald a fost efectuatd suspensia virala, etapele fiind
urmatoarele:
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etape:

decongelarea probelor de testat; realizarea unei dilutiei de 1/5 a probei (1 gram de creier
si 4 ml de TFS), urmata de omogenizarea acesteia si centrifugarea timp de 15 minute la
3000 rpm;

transferarea supernatantului obtinut dupa centrifugare intr-un alt flacon pentru a
minimiza riscurile de contaminare;

pregétirea pentru fiecare proba in parte a cate 10 tuburi cu 600 pul de RAV1 (solutie de
liza reconstituita anterior), in fiecare dintre acestea fiind adaugati cate 150 pl
supernatant, obtinand o cantitate finald de 750 pl;

depozitarea tuburilor intr-o punga inchisa etans si transferarea acestora in sala de
extractie situatd in afara zonei 3.

Tn cea de-a doua sala a fost realizatd extractia propriu-zisa, fiind realizate urmatoarele

centrifugarea celor 10 tuburi/proba realizate anterior si introducerea acestora timp de 5
minute la 70°C la aparatul Eppendorf ThermoStat Plus, alaturi de H,O, care va fi lasata
in aparat pana la utilizarea ei in reactie;

addugarea 1n fiecare tub a cate 600 pl de etanol 96% sub hota de protectie, obtinand o
cantitate de 1350 pl;

pregatirea coloanelor furnizate in kit si transferarea in 2 ture a celor 1350 pl, urmata de
centrifugarea acestora timp de 1 minut la 8000 rpm si schimbarea tuburilor colectoare;
addugarea 1n fiecare tub a cate 500 pl solutie de spalare RAW, urmata de centrifugare
timp de 1 minut la 8000 rpm si schimbarea tubului colector;

adaugarea n fiecare tub a cate 600 pul de RAV3, urmata de centrifugare timp 1 minut
la 8000 rpm si schimbarea tubului colector;

o a doua adaugare a RAV3, in cantitate de 200 ul/tub, centrifugarea acestora 5 minute
la 11.000 rpm si schimbarea tubului colector;

introducerea coloanelor in tuburi eppendorf de 1,5 ml si addugarea a cate 50 pl H,O
pastratd la temperatura de 70°C, Inchiderea capacelor si incubarea acestora la
temperatura camerei timp de 2 minute;

o ultima centrifugare timp de 1 minut la 11.000 rpm, aruncarea coloanelor si pastrarea
tuburilor eppendorf, toata cantitatea obtinuta (400 ul) fiind depozitata intr-un singur tub
si pastrata la -80°C pana la utilizare.

Digestia DN-azelor, cea de a doua etapa a pregatirii probelor pentru NGS a fost realizata

cu ajutorul Kit-ului ,,RNase-Free DNase” cu scopul de a obtine ARN de inalta calitate liber de
ADN, fnaintea purificarii acestuia. in compozitia kit-ului se regisesc solutia RDD si enzima
liofilizata DNase, cea din urma fiind reconstituita in 550 pl H2O. Fiecare din cele 23 de probe
au fost lucrate la dublu. Astfel, pentru fiecare proba in parte au fost adaugati intr-un tub
eppendorf 87,5 ul ARN, 10 pl solutie RDD si 2,5 ul enzima DNase, acestea fiind mai departe
incubate la temperatura camerei (20-25°C) timp de 10 minute, pasul urmator constand in
purificarea ARN-ului viral.

Purificarea ARN-ului viral a fost realizata cu ajutorul kit-ului ,,RNeasy Mini Kit” fiind

realizate urmatoarele etape:
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- adaugarea peste mix-ul din cea de a doua etapa (digestie Dnaze) a cate 350 ul solutie
RLT, urmata de vortexarea si centrifugarea usoara a acestora;

- adaugarea a cate 250 pl etanol pur/tub; transferarea continutului prin pipetare in coloane
furnizate n kit (~700 ul); centrifugarea timp de 15 secunde la 8000 rpm, schimbarea
tuburilor colectoare;

- adaugarea a cate 500 ul RPE/tub, centrifugarea timp de 15 secunde la 8000 rpm,
schimbarea tuburilor colectoare; o a doua adaugare de RPE (500 pl), centrifugare timp
de 2 minute la 8000 rpm, schimbarea tuburilor colectoare si 0 noua centrifugare timp
de 1 minut la viteza maxima (19.090 rpm);

- aruncarea tuburilor colectoare si amplasarea coloanelor in tuburi eppendorf de 1,5 ml;

- adaugarea a cate 50 pul H>O / tub, centrifugare timp de 1 minut la 8000 rpm, urmata de
o recentrifugare prin trecerea continutului din tubul eppendorf in coloand;

- o ultimi centrifugare timp de 1 minut la 8000 rpm si depozitarea Intregii cantitati intr-
un singur tub, acesta fiind pastrat la -80°C pana la utilizare.

Cuantificarea acizilor nucleici prin intermediul tehnicii One step SYBRGreen Real time
RT-PCR, respectiv amplificarea partiald si completa a nucleoproteinei virusului rabic utilizand
un Heminested RT-PCR conventional au fost realizate conform procedurilor descrise in
amanunt in capitolul VIL

Dupa finalizarea extractiilor ARN, acestea au fost dozate prin intermediul metodei
spectrofotometrice Qubit, rezultatele fiind exprimate Tn ng/pl (conform tehnicii descrise in
capitolul VII), iar dupd finalizarea tehnicilor de biologie moleculard, prin metoda
spectrofotometricai Nanodrop, fiind evaluate valorile DO260, DO280 si raportul
D0260/D0280.

9.2 REZULTATE SI DISCUTII

In cadrul rezultatelor obtinute la amplificarea si cuantificarea acizilor nucleici prin
intermediul tehnicii SYBRGreen real time RT-PCR, toate probele selectate in vederea efectuarii
NGS-ului au fost pozitive. Astfel, valorile Ct obtinute au variat intre 10,22-16,87, iar deviatia
standard intre 0,01-0,28. Referitor la amplificarea partiald a nucleoproteinei virusului rabic prin
tehnica Heministed RT-PCR conventional, utilizand primeri specifici virusului rabic (descrisi
pe larg in capitolul VII), toate probelor au fost pozitive. Tn cazul nucleoproteinei totale, a fost
identificata o proba negativa (DR1018), dar cu toate acestea a fost supusa secventierii de noua
generatie.

In ceea ce priveste dozarea acizilor nucleici prin intermediul metodei
spectrofotometrice Qubit, valorile au fost cuprinse intre 22,2-190 ng/ul, Tncadrandu-se
cerintelor minime de 15 ng/ul, necesare secventierii ulterioare. Dozarea acizilor nucleici
utilizand metoda spectrofotometrica a fost realizata si cu ajutorul aparatului Nanodrop, fiind
evaluate urmatoarele valori: DO260, DO280 si raportul DO260/280.

Raportul DO260/280 este de regula utilizat pentru a evalua puritatea si calitatea ARN-
ului viral, fiind dependent intr-o oarecare masura si de pH-ul solutiei tampon utilizate pentru
efectuarea masuratorilor, o valoarea de ~2 fiind acceptata ca ,,purd” pentru ARN. Solutiile acide
pot influenta valorile acestui raport prin adaugarea unei valori suplimentare de 0,2-0,3, pe cand
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o solutie alcalini poate avea un efect opus. In cazul obtinerii de valori inferioare, acestea ne pot
indica prezenta unor proteine, fenoli sau de alti contaminanti care absorb puternic la 280 nm. in
cazul probelor noastre, acest raport a avut o valoare aproximativa de 2, fiind acceptata ca ,,pura”
pentru ARN.

NGS a fost realizata de catre laboratoarele Ploufragran, respectiv Helixio din Franta
utilizdnd platforma Génomique a laboratorului ANSES-Ploufragran din Franta, secventiatorul
Proton (Life Technologies).

Secventierea de ultima generatie, cat si analizele bioinformatice au fost efectuate de
catre echipa de bioinformaticieni ai platformei nationale franceze Génomique (ANSES-
Ploufragan), furnizand de asemenea si secventele consensus pentru realizarea studiului. Fiecare
secventa consensus a fost verificata cu ajutorul soft-ului IGV V2.3.97 si vizualizate alinierile de
contig-uri inainte de a genera secventa in cauza. Acestea au fost mai departe analizate
(nucleotidele si aminoacizii) cu ajutorul soft-ului BioEdit, iar alinierea secventelor a fost
realizatd prin intermediul programului MEGAG.

Din totalul celor 23 de probe selectate pentru NGS, 4 dintre acestea (DR1345, DR1348-
DR1350) nu au putut fi secventiate complet, datorita degradarii structurii ARN-ului viral,
respectiv a unei cantitati insuficiente de ARN, iar pentru 6 dintre acestea (DR1018, DR1034,
DR1035, DR1036, DR1187, DR1331) a fost realizatd o secventiere partiala a genomului
virusului rabic (Tabel 9.2). Consecutiv amplificarii, a fost obtinut un fragment de 1353-pb
pentru gena N, un fragment de 894-pb pentru gena P, un fragment de 609-pb pentru gena M, un
fragment de 1575-pb pentru gena G si un fragment de 6384-pb pentru gena L.

Analiza similaritatilor secventelor nucleotidice si ale aminoacizilor ale celor 5 gene ale
virusului rabic au Inregistrat urmatoarele procentaje de similaritati: gena N 96-100%, gena P
96-100%, gena M 96-100%, gena G 97-100%, iar gena L 97-99%. Alinierea, analiza si
evaluarea similaritatilor aminoacizilor genelor virusului rabic au fost realizate prin intermediul
programelor GraphicView si Sequence ldentity Matrix in cazul a 15 probe.
urma analizelor celor 450 secvente de aminoacizi pentru gena N a celor 15 probe (DR1017,
DR1019, DR1021, DR1024-DR1027, DR1031, DR1036, DR1198, DR1200, DR1331,
DR1333, DR1335, DR1351) au fost identificate urmatoarele modificari in pozitiile acestora:
proba DR1036 la pozitiile 66, 322 si 329, proba DR1331 la pozitiile 111, 183 si 379, proba
DR1027 la pozitia 189 si proba DR1333 la pozitia 332. Procentele de similaritate ale
aminoacizilor au fost cuprinse intre 98-100%, 6 dintre probe Tnregistrand un procentaj maxim,
si anume: DR1019, DR1024, DR1025, DR1026, DR1335 si DR1198 (Fig. 9.1). in cadrul
genului Lyssavirus, stabilirea si incadrarea de noi genotipuri a fost realizata de-a lungul timpului
pe baza procentelor de similaritate a nucleoproteinei N a virusului rabic (Bourhy s.a., 1993;
Arai s.a., 2003; Kuzmin s.a, 2003). De asemenea, gena N este preferata pentru efectuarea
analizelor filogenetice, intrucat a fost demonstrat faptul ca, aceasta codifica o proteind interna
implicata in reglarea transcriptiei si replicarii, un factor important in adaptarea la specie (Kissi
s.a., 1995; Bourhy s.a., 1999).
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Tabel 9.2/ Table 9.2
Rezultatele probelor supuse secventierii de noud generatie / The samples results obtained for NGS

Nr oud QUBIT Nanodrop SYRBTF_QPCC'\’:";en RT-PCR conventional Gena (pb) g;llj(ilm
proba (ng/ul) (pb)
D0260 | DO280 | DO260/280 | ng/ul <Ct *DS | N606-pb | N1500-pb N P M G L

1 DR 1017 53,7 0,719 0,283 >2 288 14,22 | 0,11 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11801
2 DR 1018 95,9 0,775 0,313 >2 310 15,8 0,03 Pozitiv Negativ 1353 894 609 1575 6384 11765
3 DR 1024 495 0,531 0,214 >2 212 14,05 0,12 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11923
4 DR 1025 74 0,642 0,262 >2 257 13,57 | 0,08 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11910
5 DR 1026 82 0,65 0,259 >2 260 13,05 | 0,01 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11801
6 DR 1027 26,1 0,446 0,159 >2 178 14,37 | 0,06 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11801
7 DR 1031 28,2 0,516 0,194 >2 205 16,71 | 0,01 Pozitiv Pozitiv 1353 894 - - 6384 11923
8 DR 1034 31,3 0,773 0,285 >2 309 14,7 0,02 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11918
9 DR 1035 37,1 0,52 0,195 >2 208 14,86 | 0,02 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 - 6384 11923
10 | DR 1036 37,7 0,531 0,188 >2 212 16,87 0,11 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11801
11 | DR 1187 37,5 0,438 0,183 >2 175 1546 | 0,17 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11801
12 | DR 1198 222 0,525 0,19 >2 210 10,22 | 0,05 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11923
13 | DR 1331 63,3 0,528 0,208 >2 211 1421 | 0,07 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11797
14 | DR 1333 72,5 0,739 0,299 >2 295 16,34 | 0,12 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11902
15 | DR 1335 50,8 0,461 0,181 >2 184 14,33 | 0,08 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11902
16 | pR134s 276 0,21 0,1 >2 83 | 1683 | 0.2 Pozitiv Pozitiv - - - - - -

17 | DRr134s 160 0,56 0,24 >2 226 | 16,36 | 0,15 | Pozitiv Pozitiv - - - - - -

18 | pr13ag | 421 0,58 0,22 >2 234 | 16,33 | 0,01 | Pozitiv Pozitiv - - - - - -

19 | pRri3s0 371 0,22 0,1 >2 90 1596 | 022 | Pozitiv Pozitiv - - - - - -

20 DR1351 190 1 0,44 >2 399 12,63 | 0,28 Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11801
21 | pRr1019 - - - >2 - - - Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11910
22 | DPR1021 - - - >2 - - - Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11915
23 | DR1200 - - - >2 - - - Pozitiv Pozitiv 1353 894 609 1575 6384 11916

*DS: deviatia standard
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Fig. 9.1 Alinierea aminoacizilor genei N a virusului rabic pentru cele 15 probe prin intermediul programului
GraphicView (original)
Fig. 9.1 Alignment of the rabies virus N gene amino acids for the 15 samples by GraphicView programme
(original)
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Pentru gena P au fost obtinuti 287 de aminoacizi in cadrul celor 15 probe (idem gena N) cu
urmatoarele modificari in pozitiile acestora: proba DR1036 la pozitiile 34 si 259, proba DR1351
la pozitia 72, proba DR1017 la pozitia 107, proba DR1019 la pozitia 168, proba DR1021 la
pozitiile 138,140 si 248, proba DR1198 la pozitia 173, proba DR1333 la pozitia 165, proba
DR1335 la pozitia 141 si proba DR1331 la pozitia 239. Procentele de similaritate ale

aminoacizilor au fost cuprinse intre 97-98% (Fig. 9.2).
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9.2 Alinierea aminoacizilor genei P a virusului rabic pentru cele 15 probe prin intermediul programului
GraphicView (original)
Fig. 9.2 Alignment of the rabies virus P gene amino acids for the 15 samples by GraphicView programme

(original)

Pentru gena M, au fost analizate 14 probe (cu exceptia DR1036), cu una mai putin decét in cazul
genelor anterioare, fiind obtinuti 189 de aminoacizi, cu urmatoarele modificari in pozitiile
acestora: proba DR1031 la pozitia 59, proba DR1331 la pozitia 50, proba DR1333 sa pozitia
12, proba DR1351 la pozitia 80, proba DR1027 la pozitia 155 si proba DR1036 la pozitiile 183,
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184, 185 si 186. Procentele de similaritate ale aminoacizilor au fost cuprinse intre 98-99% (Fig.
9.3).
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DR1351-KX148150_Cat_ MOLD 2016 MNFLRKIVKN CRDEDTQK[F|S PVSAPPDDDD LWLPPPEYVP LKELTSKKNM KNFCINGEVK VCSPNGY ILRHILRSFE}E
KF154997_RV437_EST NFLRKIVKN CRDEDTQKfS PVSAPPDDDD LWLPPPEYVP LKELTSKKNM[ BNFCINGEVK VCSPNGYSFR ILRHILRSFD |
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DR1017-KX148147_Cat ROM 2014 [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL W
DR1019 _KF154997_Fox ROM 2014 [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL
DR1021_KF154997_Wolf ROM 2014  [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL VGLQI R QCHIQGRIWC INMNSRACQL W
DR1024-KF154997_Fox ROM 2012 [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL ) VGLQI R QCHIQGRIWC INMNSRACQL W
DR1025-KC252633_FOX_ROM_ 2012 [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL DSRGP LEGEELEYSQ ¥ TEF VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL
DR1026-KX148150_Dog_ROM 2012 [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL IFQWADSRGP LEGEELEYSQ EITWDDDTEF VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL W.

DR1027-KX148150 Deer ROM 2012  [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL IFQWADSRGP LEGEELEYSQ EITWDDDTEF VGLQB?VSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL W:
DR1031-KF154997_Cattle ROM_201 [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL IFQWADSRGP LEGEELEYSQ EITWDDDTEF VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL
DR1036-KX148150_Dog ROM 2013 p [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL IFQWADSRGP LEGEELEYSQ EITWDDDTEF VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL
DR1198-KF154997_Goat MOLD_2016 [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL IFQWADSRGP LEGEELEYSQ EITWDDDTEF VGLOIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL W

DR1200_KF154997_Dog MOLD_2016  [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL IFQWADSRGP LEGEELEYSQ EITWDDDTEF VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL WSDMSLQ

DR1331-KX148153 Fox ROM 2016 [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL IFQWADSRGP LEGEELEYSQ EITWDDDTEF VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL WSDMSLQ
DR1333-KC252633_Fox_ROM 2016 [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL IFQWADSRGP LEGEELEYSQ EITWDDDTEF VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL WSDMSLQ
DR1335-KC252633_Fox_ROM 2016 [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL IFQWADSRGP LEGEELEYSQ EITWDDDTEF VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL WSDMSLQ
DR1351-KX148150_Cat_MOLD 2016 [LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL IFQWADSRGP LEGEELEYSQ EITWDDDTEF VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL WSDMSLQ
KF154997_RV437_EST LSGAPVPEGM NWVYKLRRTL IFQWADSRGP LEGEELEYSQ EITWDDDTEF VGLQIRVSAR QCHIQGRIWC INMNSRACQL WSDMSLQ
DR1017-KX148147_Cat_ROM 2014 @8
DR1019_KF154997_Fox ROM_2014 L
DR1021_KF154997_Wolf ROM 2014  [LEf
DR1024-KF154997_Fox ROM 2012  [LEf
DR1025-KC252633_FOX_ROM 2012  [LEf
DR1026-KX148150_Dog_ROM 2012  [LEf

DR1027-KX148150_Deer_ROM_2012 [LE|

DR1031-KF154997_Cattle ROM 201 [LEf
DR1036-KX148150_Dog_ROM_2013_p [LEf
DR1198-KF154997_Goat_MOLD_2016 [LEf
DR1200_KF154997_Dog_MOLD_2016  [LEf
DR1331-KX148153_Fox ROM 2016  [LE

DRI1333-KC252633_Fox_ROM_2016 Ef
DRI1335-KC252633_Fox_ROM_2016 LEf
DR1351-KX148150_Cat_MOLD 2016  [LE[
KF154997_RV437_EST LE*

9.3 Alinierea aminoacizilor genei M a virusului rabic pentru cele 14 probe prin intermediul programului
GraphicView (original)
Fig. 9.3 Alignment of the rabies virus M gene amino acids for the 14 samples by GraphicView programme
(original)

cazul genei G, au fost obtinuti 524 de aminoacizi pentru cele 15 probe (idem gena N), fiind
identificate urmatoarele modificari in pozitiile acestora: proba DR1021 la pozitiile 2 si 424,
proba DR1019 la pozitiile 104 si 265, proba DR1025 la pozitia 180, proba DR1036 la pozitiile
106, 235 si 481, proba DR1333 la pozitiile 145, 455 si 458, proba DR1198 la pozitia 283, proba
DR1200 la pozitia 223 si proba DR1331 la pozitiile 202, 266 si 485. Procentele de similaritate
ale aminoacizilor au fost cuprinse intre 98-99% (Fig. 9.4). Este cunoscut faptul ca, aceastd gena
este implicata in tropism si patogenitate si induce un raspuns imun complet, fiind si singura
proteina externa a virionului (Dietzschold s.a., 1983; Prehaud s.a., 1988; Badrane s.a., 2001).
Caracteristicile antigenice ale acestei gene au fost studiate utilizdnd mutanti rezistenti
la anticorpii monoclonali neutralizanti, fiind distinse 2 mari site-uri, unul recunoscut n
proportie de 70% (situl II) de anticorpii monoclonali (Lafon s.a., 1983) si altul recunoscut in
proportie de 20% (situl IIT). Situl III se extinde de regula de la aminoacizii in pozitia 330 la 340,
anumiti mutanti in acest site pierzandu-si virulenta la soareci, vulpi si rozatoare. Investigatii
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ulterioare care au localizat aceste mutatii la aminoacidul din pozitia 333 arginina, cu Inlocuirea
de catre glutaminad, glicina si izoleucina, duc la pierderea capacitatii virusului de a penetra
terminatiile nervoase oculare parasimpatice, n acelasi timp pastrandu-si capacitatea de a

patrunde in terminatiile trigeminale (Seif s.a., 1985; Prehaud s.a., 1988).
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DR1017-KX148147_Cat_ROM_2014 TLGFSLCFK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1019_KF154997_Fox_ROM_2014 LLGFSLCFEK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1021_KF154997_Wolf ROM_2014 LLGFSLC[LEK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEG SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1024-KF154997_Fox_ROM_2012 LLGFSLC|5K FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1025-KC252633_FOX_ROM_2012 LLGFSLCFEK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1026-KX148150_Dog_ROM_2012 < 5K FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1027-KX148150_Deer_ROM_2012 LLGFSLCFGK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1031-KF154997_Cattle ROM 201 LLGFSLClEK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1036-KX148150_Dog_ROM_2013_p LLGFSLC[5K FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1198-KF154997_Goat_MOLD_2016 LLGFSLC/GK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1200_KF154997_Dog_MOLD_2016 GK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEG SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1331-KX148153_Fox_ROM_2016 LLGFSLC[SK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1333-KC252633_Fox_ROM_2016 LLGFSLC[EK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1335-KC252633_Fox_ROM_2016 LLGFSLC|/5K FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
DR1351-KX148150_Cat_MOLD_2016 LLGFSLCFGK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGF SYMELKVGYI SSIKVNGFTC TGVVTEA
KF154997_RV437_EST LLGFSLClEK FPIYTIPDKL GPWSPIDIHH LSCPNNLVVE DEGCTNLSGE SYMELKVGYI SSIKVNGETC TGVVTEA
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DR1017-KX148147_Cat_ROM_2014 FRRKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVKTTKES LJf[IISPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1019_KF154997_Fox_ROM_2014 FREEHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVKTTKES LfIIISPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1021_KF154997_Wolf ROM_2014  [FRRKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVKTTKES LIITSPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1024-KF154997_Fox_ROM_2012 FRERKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVKTTKES LfIJIISPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG_ITVSSTY
DR1025-KC252633_FOX_ROM_2012 RRKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVKTTKES L[EfIISPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSR JiTvssTy
DR1026-KX148150_Dog_ROM_2012 FRRKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVKTTKES LfITSPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1027-KX148150_Deer_ROM_2012  [FRRKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVKTTKES L{IISPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1031-KF154997_Cattle ROM 201 [FRRKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW Ll 1SPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1036-KX148150_Dog_ROM_2013_p [FRRKHKRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LI ISPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1198-KF154997_Goat_MOLD_2016 [FRRKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVKTTKES LIIISPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1200_KF154997_Dog_MOLD_2016  [FRRKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRY LHNPYPDYHW LRTVKTTKES LfITSPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1331-KX148153_Fox_ROM_2016 FREKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVKTTKES LMIISPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1333-KC252633_Fox_ROM_2016 RRKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTV[JPTKES LffiISPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1335-KC252633_Fox_ROM_2016 FRRKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVKTTKES LITTSPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
DR1351-KX148150_Cat_MOLD_2016  [FRRKHFRPTP DACRAAYNWK MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVKTTKES L{IISPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
KF154997_RV437_EST RRKHFRPTP_DACE NWK_MAGDPRYEES LHNPYPDYHW LRTVK Lt 1SPSVAD LDPYDKSLHS RVFPSGKCSG ITVSSTY
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DR1017-KX148147_Cat_ROM_2014 FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMQTSDETKW CPPDOLVNLH DFRSDEL
DR1019_KF154997_Fox_ROM_2014 FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMOTEETKW CPPDOLVNLH DFRSDET
DR1021_KF154997_Wolf ROM_2014 FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMQTSDETKW CPPDOLVNLH DFRSDET
DR1024-KF154997_Fox_ROM_2012 FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMQTSDETKW CPPDOLVNLH DFRSDET
DR1025-KC252633_FOX_ROM_2012 FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMOTSDETKW CPPDOLVNLH DFRSDET
DR1026-KX148150_Dog_ROM_2012 LGTSCDI FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMQTSDETKW CPPDOLVNLH DFRSDET
DR1027-KX148150_Deer ROM_2012 LGTSCDI FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMOTSDETKW CPPDOLVNLH DFRSDEI
DR1031-KF154997_Cattle_ROM_201 FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMQTSDETKW CPPDOLVNLH DFRSDET
DR1036-KX148150_Dog_ROM_2013_p FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGRKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMOTSDETKW CPPDQLVNLE DFRSDEL
DR1198-KF154997_Goat MOLD 2016 FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMOTSDETKW CPPDQLVNLH DFEEDET
DR1200_KF154997_Dog_MOLD_2016 FTNSRGKRAS KGLKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMQTSDETKW CPPDOLVNLH DFRSDET
DR1331-KX148153_Fox_ROM_2016 FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMOTSEETKW CPPDOLVNLE DFRSDEI
DR1333-KC252633_Fox_ROM_2016 FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMQTSDETKW CPPDOLVNLH DFRSDET
DR1335-KC252633_Fox_ROM_2016 FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMQTSDETKW CPPDQLVNLH DFRSDEI
DR1351-KX148150_Cat_MOLD_2016 FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMOTSDETKW CPPDOLVNLH DFRSDET
KF154997_RV437_EST FTNSRGKRAS KGSKTCGFVD ERGLYKSLKG ACKLKLCGVL GLRLMDGTWV AMQTSDETKW CPPDOLVNLH DFRSDET
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DR1017-KX148147_Cat_ROM_2014 FCLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRIWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVEEN GIILGED
DR1019_KF154997_Fox_ROM_2014 [ECLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVFFN GIILGPD
DR1021_KF154997_Wolf ROM_2014  ECLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVFFN GIILGPD
DR1024-KF154997_Fox_ROM_2012 ECLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVFEFN GIILGED
DR1025-KC252633_FOX_ROM_2012 ECLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVFFN GIILGPD
DR1026-KX148150_Dog_ROM_2012 ECLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVFEFN GIILGED
DR1027-KX148150_Deer ROM_2012  |CLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVEFN GIILGPD
DR1031-KF154997_Cattle_ROM_201 [CLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVFFN GIILGPD
DR1036-KX148150_Dog_ROM_2013 p [ECLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVEFN GIILGPD
DR1198-KF154997_Goat_ MOLD_2016 [ECLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVEFN GIILGPD
DR1200_KF154997_Dog_MOLD_2016  [ECLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVEGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVFFN GIILGED
DR1331-KX148153_Fox_ROM_2016 ECLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVFFN GIILGED
DR1333-KC252633_Fox_ROM_2016 ECLDALESIM SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVFFN GIILGPD
DR1335-KC252633_Fox_ROM_2016 ECLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVFEFN GIILGED
DR1351-KX148150_Cat_MOLD_2016  |[CLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVEFN GIILGED
KF154997_RV437_EST ECLDALESIM TTKSVSFRRL SHLRKLVPGF GKAYTIFNKT LMEADAHYKS VRTWNEVIPS RGCLRVGGRC HPHVNGVFEN GIILGED
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DR1017-KX148147_Cat_ROM_ 2014 OHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVEKDGDE AEPFVEVHLE DVHKQVSGVD LGLENWGKYV RRVNEPE
DR1019_KF154997_Fox_ROM_2014 OHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE AEPFVEVHLP DVHKQVSGVD LGLPNWGKYV RRVNRPE
DR1021_KF154997_Wolf ROM_2014 OQHIELLESS VIPLMHPLAD PSTFKDGDE AEPFVEVHLP DVHKQVSGVD LGLPNWGKYV RRVNRPE
DR1024-KF154997_Fox_ROM_2012 OHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE AERFVEVHLE DVHKQVSGVD LGLENWGKYV RRVNRPE
DR1025-KC252633_FOX_ROM_2012 OQHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE FVEVHLP DVHKQVSGVD LGLPNWGKYV RRVNRPE
DR1026-KX148150_Dog_ROM_2012 QHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE [FVEVHLP DVHKQVSGVD LGLPNWGKYV RRVNRPE
DR1027-KX148150_Deer ROM_2012 OHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE - VEVHLE DVHKQVSGVD LGLPNWGKYV RRVNRPE
DR1031-KF154997_Cattle ROM 201 PDOHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE [FVEVHLP DVHKQVSGVD LGLPNWGKYV LITCC_RRVNRPE
DR1036-KX148150_Dog_ROM_2013 p hOHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE [FVEVHLE DVHKOVSGVD LGLENWGKYV Lircc[ZRVNRPE
DR1198-KF154997_Goat_MOLD_2016 POHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE FVEVHLP DVHKOQVSGVD LGLPNWGKYV LITCC RRVNRPE
DR1200_KF154997_Dog_MOLD_2016 QHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE [FVEVHLP DVHKQVSGVD LGLPNWGKYV LITCC RRVNRPE
DR1331-KX148153_Fox ROM_2016 QHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE fFVEVHLP DVHKQVSGVD RRVNBPE
DR1333-KC252633_Fox_ROM_2016 OQHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE FVEVHLP DVHKQVSGVD RRVNRPE
DR1335-KC252633 Fox ROM 2016 QHIELLESS VIPLMHPLAD PSTVFKDGDE [FVEVHLP DVHKQVSGVD LGLPNWGKYV RRVNRPE

DR1351-KX148150_Cat_MOLD_2016
KF154997_RV437_EST
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DR1017-KX148147_Cat_ROM_2014 FITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRL
DR1019_KF154997_Fox_ROM_2014 EITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRL{
DR1021_KF154997_Wolf ROM_2014  [SITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRLf
DR1024-KF154997_Fox_ROM_2012 EITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRL{
DR1025-KC252633_FOX_ROM_2012 EITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRL{
DR1026-KX148150_Dog_ROM_2012 EITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRL|
DR1027-KX148150_Deer_ROM_2012  |SITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRL*
DR1031-KF154997_Cattle_ROM 201 [SITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRLf
DR1036-KX148150_Dog_ROM_2013_p |SITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRLM
DR1198-KF154997_Goat_MOLD_2016 [SITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRL[*
DR1200_KF154997_Dog_MOLD_2016  [SITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRL[
DR1331-KX148153_Fox_ROM_2016 EITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRL{
DR1333-KC252633_Fox_ROM_2016 EITSOSGKVI SSWESYKSGG ETRL{
DR1335-KC252633_Fox_ROM_2016 EITSOSGKVI SSWESYKSGG

DR1351-KX148150_Cat_MOLD_2016 [SITSQSGKVI SSWESYKSGG

KF154997_RV437_EST EITSOSGKVI SSWESYKSGG

9.4 Alinierea aminoacizilor genei G a virusului rabic pentru cele 15 probe prin intermediul programului
GraphicView (original)
Fig. 9.4 Alignment of the rabies virus G gene amino acids for the 15 samples by GraphicView programme
(original)
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Pentru utima gena studiatd L, au fost analizate de asemenea 14 probe, ca si in cazul genei M,
fiind obtinuti 2087 de aminoacizi. Fiind si cea mai mare dintre gene, au fost identificate cele
mai multe modificari in pozitiile aminoacizilor, astfel: proba DR1331 la pozitiile 75, 605,
1180,1273, 1578, 1620 si 1980, proba DR1021 la pozitiile 205, 273, 1273, 1620, 1719 si 1986,
proba DR 1027 la pozitia 986, proba DR1335 la pozitiile 974 si 1548, proba DR1351 la pozitia
1021, proba DR1200 la pozitia 1284, proba DR1024 la pozitia 1320, proba DR1333 la pozitiile
1629 si 1739 si proba DR1017 la pozitia 1960. Procentele de similaritate ale aminoacizilor au

fost de 99% (Fig. 9.5 — 9.8).
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9.5 Alinierea aminoacizilor genei L a virusului rabic pentru cele 14 probe prin intermediul programului

Fig. 9.5 Alignment of the rabies virus L gene amino acids for the 14 samples by GraphicView programme
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Fig. 9.6 Alignment of the rabies virus L gene amino acids for the 14 samples by GraphicView programme
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9.8 Alinierea aminoacizilor genei L a virusului rabic pentru cele 14 probe prin intermediul programului
GraphicView (continuare 3) (original)
Fig. 9.8 Alignment of the rabies virus L gene amino acids for the 14 samples by GraphicView programme
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Fig. 9.9 Arbore filogenetic a secventelor complete a genomului virusului rabic generat pe baza programului
PhyML. Numerele adiacente ramurilor reprezintd procentele Bootstrap. Patratelele rosii reprezinta animalele
salbatice, iar cele verzi animalele domestice din nord-estul Romaniei. Stelutele mov reprezintd animalele domestice
din Republica Moldova (original)

Fig. 9.9 Phylogenetic tree of rabies virus genome full sequences, generated by PhyML. The branch numbers
represent the Bootstrap percentages. The red squares represents the wild animals and the green ones represents the
domestic animals from the north-eastern Romania. The purple stars represents the domestic animals from Republic
of Moldova (original)

Pentru realizarea arborelui filogenetic au fost incluse 18 probe ale studiului nostru,
dintre care 14 secvente complete ale virusului rabic si 4 partiale. Acestea au fost comparate la
randul lor cu 41 de secvente nucleotidice de referintd, extrase din baza de date GenBank,
secvente reprezentative urmatoarelor grupuri filogenetice: asiatic (n=3), arctic (n=3), Asia
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centrala CA2 (n=3), Orientul Mijlociu ME1 (n=4), Asia Centrala CA3 (n=2), Asia Centrala
CAL (n=5), Europa EE (n=3), Europa CE (n=3), Europa WE (n=4), Europa-Rusia NEE (n=11).
Prin intermediul metodei PhyML a fost evaluata confidenta arborelui, fiind implemntata metoda
statistica bootstrap. Astfel, s-a aratat in cadrul analizei filogenetice efectuate apartenenta la un
singur grup filogenetic NEE (North-Eastern Europe).

Virusul rabic clasic se regaseste la nivel global si circuld intr-o gama variatd de
rezervoare de mamifere din ordinele Chiroptera si Carnivora, evolutia sa naturala oferind un
exemplu ilustrativ de schimbare multipla a gazdelor, dar si o oportunitate importanta de a
determina mecanismele care stau la baza aparitiei virale (Troupin s.a, 2016).

Cu toate ca, majoritatea speciilor de mamifere par a fi sensibile la infectia cu virusul
rabic, cel din urma este capabil de a stabili retele sustinute de transmitere intr-un numar relativ
mic, indicand faptul ca exista bariere majore in calea transmiterii intre specii (Troupin s.a,
2016).

Ca si alte virusuri ARN, lyssavirusurile prezinta rate ridicate de mutatii datorita lipsei
activitatii de corectare a proteinei L. O analiza complexa a virusului rabic clasic, ce presupune
in special secvente complete ale genomului virusului in cauzd este necesard pentru a stabili
factorii care stau la baza schimbarii speciilor gazde (Troupin s.a, 2016).

Tn urma analizelor bioinformatice ntreprinse, probele noastre au Tnregistrat un
procentaj de similaritate a secventelor nucleotidice ale nucleoproteinei virusului rabic cuprins
intre 97-98% dupa cum urmeaza:

s 97%: DR1331,

s 98%: DR1021, DR1200, DR1031, DR1198, DR1024, DR1019, DR1026, DR1027,

DR1036, DR1025, DR1335, DR1331, DR1017.

Consecutiv studierii pozitiilor de aminoacizi ale genei G a virusului rabic, cunoscute ca
fiind implicate In patogenitate, nu au fost identificate modificari care pot sugera diferente de
patogenitate la nivel de specie animald. Genele N si P a virusului rabic, conform analizelor
similaritatii aminoacizilor, sunt cele mai conservate regiuni ale virusului in cauza, asa cum a
fost demonstrat si de-a lungul timpului.

9.3 CONCLUZII PARTIALE

Secventierea de noud generatie a fost realizatd pentru prima data atat in tara noastra, cat
si in Republica Moldova pe probe provenite de la animale domestice si sdlbatice.

Tn urma analizelor bioinformatice intreprinse, probele noastre au inregistrat un
procentaj de similaritate a secventelor nucleotidice, respectiv ale aminoacizilor celor 5 gene ale
virusului rabic cuprins intre 96-100%.

Consecutiv studierii pozitiilor de aminoacizi ale genei G a virusului rabic, cunoscute ca
fiind implicate in patogenitate, nu au fost identificate modificari care pot sugera diferente de
patogenitate la nivel de specie animala.

Pentru o mai buna intelegere a diversitatii lyssavirusurilor, respectiv a diferentelor de
patogenitate sunt necesare studii aprofundate care sa implice un areal geografic mai extins, dar
si un numdr mai ridicat de probe.
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CAPITOLUL X
CERCETARI PRIVIND STRATEGIA DE SUPRAVEGHERE SI
CONTROL A INFECTIEI RABICE LA ANIMALE TN NORD-ESTUL
ROMANIEI
CHAPTER X
RESEARCHES REGARDING THE SURVEILANCE AND
CONTROL STRATEGY OF ANIMALS RABIES INFECTION IN THE
NORT-EAST OF ROMANIA

De-a lungul anilor, implementarea cu strictete a programelor de supraveghere, control
si eradicare, prin distribuirea de momeli vaccinale vulpilor, aldturi de vaccinarea obligatorie a
animalelor de companie, au dus la eradicarea rabiei 1n vestul si centrul Europei, acestea fiind
considerate singurele metode pentru a elimina, dar si pentru a tine sub control aceasta zoonoza.

Tara noastra a pus in aplicare acest program incepand cu anul 2011, verificarea si
monitorizarea eficacitatii vaccindrii antirabice in randul animalelor fiind realizate prin
intermediul serologiei (Servat s.a., 2006).

Scopul acestor cercetari a fost de a verifica eficacitatea acestor campanii in nord-estul
tarii noastre prin determinarea anticorpilor antirabici postvaccinali, respectiv deteminarea
marketului vaccinal la vulpi. In ideea de a confirma sau nu ipoteza conform cireia mistretii ar
constitui potentiali competitori pentru aceste momeli, o serie de probe au fost colectate si testate
n acest sens.

Cercetdrile Intreprinse in cadrul acestui capitol au urmarit mai multe obiective, fiind
divizate in 2 subcapitole:

+ Detectia anticorpilor antirabici postvaccinali, respectiv determinarea markerului
vaccinal - tetraciclina - la vulpi;
+ Detectia anticorpilor antirabici la mistreti.

10.1. Detectia anticorpilor antirabici postvaccinali si determinarea
markerului vaccinal - tetraciclina - la vulpi

Pentru realizarea acestui studiu, cadrul organizatoric si institutional a fost conferit de
catre Directiile Sanitar Veterinare si pentru Siguranta Alimentelor (DSVSA) din judetele
regiunii Moldova, alaturi de Buzau si Maramures, Laboratorul de Serologie din cadrul Facultatii
de Medicind Veterinara lasi, determinarile propriu-zise fiind efectuate Tn cadrul Laboratorului
European de Referintd in Rabie din Nancy, Franta.
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10.1.1 MATERIALE SI METODE

lasi, Neamt, Vaslui, Bacau, Galati, Vrancea, Buzau si Maramures, zone unde s-a desfasurat
vaccinarea antirabicd orald la vulpi. Cu scopul de a verifica eficacitatea campaniilor de
vaccinare a vulpilor, 392 probe reprezentate de lichid toracic si 72 mandibule de vulpi (Fig.
10.1) au fost supuse testarilor.
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Fig. 10.1 Harta Romaniei cu originea geografica (portocaliu) a probelor de vulpi (original)
Fig. 10.1 Romanian map with the geographical origin (orange colour) of foxes samples (original)

lichid toracic au fost luate Tn studiu, acestea fiind testate Tn cadrul DSVSA-urilor pentru
verificarea eficacitdtii campaniilor de vaccinare orald din cadrul programului strategic cu
ajutorul kit-ului Platelia Rabies Il. Toate aceste probe au fost colectate Th perioada 2014-2016
dupa efectuarea campaniilor de vaccinare orald, respectiv dupa sezonul de vanatoare. Alte 72
de probe, reprezentate de mandibule de vulpi, din perioada noiembrie 2015 — ianuarie 2016, au
fost supuse testarilor pentru determinarea markerului tetraciclina.

Detectia si titrarea anticorpilor antirabici postvaccinali la vulpi a fost realizata prin
intermediul metodei serologice ELISA.

Materiale necesare:

=  kit-ul BioPro Rabies ELISA (BioPro, Prague, Czech Republic);

= kit-ul Platelia™ Rabies 1l Kit ad usum veterinarium (BioRad, Franta);
= spectrofotometru Thermo Scientific™ Multiskan™ FC Microplate;

* incubator si termo-agitator placi ELISA: Grant-bio PHMP (10-001);

* masina pentru spalat placi ELISA: Wellwash Thermo Scientific;

= placd ELISA n=96 godeuri cu fund plat (Falcon, USA);

» apa distilatd; pipete si conuri aferente;

= probele de testat; halat, masca, manusi, boneta, ochelari de protectie.

Detectia si titrarea anticorpilor antirabici pentru cele 392 de probe a fost realizata prin
intermediul metodei imunoenzimatice ELISA de blocare, 345 dintre acestea fiind lucrate cu
ajutorul kit-ului BioPro Rabies ELISA Ab Kit (BioPro, Republica Ceha), iar restul de 47 cu
ajutorul kit-ului Platelia™ Rabies 11 Kit ad usum veterinarium (BioRad, Franta), respectind
recomandarile si instructiunile producitorilor. Intrucit marea majoritate a probelor au fost
lucrate cu ajutorul Kit-ului ceh, in continuare va fi descrisa doar procedura aferenta acestuia.
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Metoda a fost realizati pe parcursul a dou zile. In prima zi, microplicile, acoperite cu
antigenul rabic, au fost aduse la temperatura camerei Tnainte de a fi utilizate. Tn fiecare godeu,
au fost distribuiti cate 50 pl de diluant pentru probe. Controalele pozitive si negative furnizate
de catre producétor au fost addugate in duplicat in godeurile special destinate acestora, alaturi
de controalele pozitive calibrate (CS1, CS2 si CS3). Fiecare proba de testat, a fost distribuita in
godeuri in cantitate de 50ul, microplacile fiind acoperite cu o folie adeziva si incubate peste
noapte (18-24h) la 2-8°C cu o agitare usoara in termo-agitatorul orbital.

In ziua a doua, solutia concentrati de spalare (10x) a fost pregatita prin adaugarea unui

volum de solutie concentratad de spalare si 9 parti de apa distilata. Atit pentru anticorpul
biotinilat antirabic, cat si pentru conjugatul streptavidina-peroxidaza s-a realizat dilutia acestora
(1/100) cu ajutorul diluantilor furnizati in kit. Dupa incubare, folia adeziva a fost indepartata,
continutul eliminat, realizdndu-se 6 spalari cu solutia de spalare pregétitd anterior.
Cate 100ul de anticorpi biotinilati diluati anterior au fost distribuiti in fiecare godeu, placile
fiind acoperite cu folie adeziva si incubate la 37°C timp de 30 de min. cu o agitare usoara in
termo-agitatorul orbital, fiind realizate mai departe 4 spalari cu scopul de a indeparta anticorpii
biotinilati antirabici nelegati.

Tn continuare, 100 pl de conjugat streptavidind-peroxidaza diluat au fost adaugati in
fiecare godeu, placile fiind acoperite cu folie adeziva, incubate la 37°C timp de 30 de min. cu o
agitare usoara in termo-agitatorul orbital, realizindu-se ulterior 4 spalari pentru a indeparta
conjugatul nelegat.

Prezenta complexelor atg-atc a fost pusa in evidenta prin addugarea in fiecare godeu a
cate 100 pl de solutie de substrat TMB. Placile au fost incubate la temperatura camerei timp de
15-30 de min cu o agitare usoard in termo-agitatorul orbital, reactia enzimatica fiind stopata
prin adaugarea solutiei H>SO4, formandu-se o culoare galbena. Densitatea opticd a
microplacilor a fost cititd la 450nm.

Pregatirea mandibulelor pentru citirea acestora la microscopul cu UV a fost realizata
de catre persoanele abilitate din cadrul DSVSA-urilor judetelor aferente studiului nostru. Astfel,
au fost testate un numar total de 72 de probe din judetele Botosani (n=10), Bacau (n=10), lasi
(n=10), Galati (n=10), Neamt (n=10), Vrancea (n=10) si Vaslui (n=12), din campania a doua
de vaccinare a anului 2015, acestea provenind de la vulpi impuscate in perioada noiembrie 2015
— ianuarie 2016.

Tn cadrul laboratorului din Nancy, au fost pregitite controalele pozitive si negative,
necesare validarii tehnicii.
realizarea sectiunilor; cutit, cleste, ciocan; lame si lamele; mediu de montare; microscop cu UV,
halat, manusi, masca, ochelari de protectie.
doud, a fost aleasd o parte, dupd care s-a extras caninul cu tot cu radacind si o parte din
mandibula (Fig. 10.3 A,B,C).

Realizarea_sectiunilor: Sectiunile au fost realizate transversal la baza radacinii

___________ A bt A

caninului, la 2-3 mm de capatul radacinii (Fig. 10.2 B). Daca sectionarea se face prea departe
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de capatul radacinii, liniile de ciment nu se evidentiazd bine, Thgreunand stabilirea varstei
animalului 1n cauza.

X

Fig. 10.2 A) Pregétirea mandibulei cu sectionarea acesteia in doud parti; B) Individualizarea caninului
de mandibula cu ajutorul unui cleste; C) Aspectul final al caninului inaintea realizarii sectiunilor transversale
(original) / Fig. 10.2 A) Jaw preparation by performing the section in two halfs; B) Canine extraction from the jaw
with a forceps; C) Final results of the canine before performing transverse sections (original)

LA e

Fig. 10.3 A) Aparatul Buehler, Isomet; B) Efectuarea propriu-zisa a sectiunilor la fierdstraul cu diamant
(original) / Fig. 10.3 A) Buehler, Isomet machine B) Sections performing with the help of diamond saw (original)

realizati a fost depusi pe o lama, peste care s-a adaugat o picaturd de mediu de montare. Inainte
de analizarea probelor in cauzd, au fost examinate controalele (pozitiv si negativ) pentru
validarea tehnicii.

10.1.2 REZULTATE

Aceste determinari au fost efectuate in cadrul Laboratorului European de Referinta in
Rabie din Nancy, Franta, cu ajutorul kit-ului BioPro ELISA pe un numar de 345 de probe, restul
de 47 de probe fiind lucrate in tara noastri cu ajutorul kit-ului Platelia™ Rabies I1.

Probele lucrate cu kit-ul BioPro ELISA.

Pentru validarea tehnicii, trebuie respectate criteriile stabilite de catre producétor.
Astfel, densitatea optica (DO) pentru controlul negativ trebuie sa fie >1, iar diferenta dintre DO
a controlului negativ si cel pozitiv trebuie sa fie mai mare sau egal cu 0,8. Valori diferite de cele
recomandate de catre producator duc la nevalidarea rezultatelor, respectiv la refacerea testarilor.

In ceea ce priveste procentajul de blocare (PB), acesta trebuie sa fie cuprins Tntre 45-
70% pentru CS1, intre 25-45% pentru CS2 si sub 30% pentru CS3. Aceste valori s-au incadrat
standardelor pentru toate cele 345 de probe.

Calcularea PB-ului pentru fiecare proba in parte a fost efectuatd dupa urmatoarea formula:
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PB% = DOCNf Doprobgl DOCNf DOCPX 100 unde,
DOcn reprezinta densitatea optica a controlului negativ, DOcp
reprezinta densitatea optica a controlului pozitiv, iar DOprobs,

densitatea optica a probei.

O proba este considerata pozitivd dacd PB este egal sau mai mare de 40% si negativa
daca PB este mai mic de 40%. Conform producatorului, un PB egal sau mai mare de 70% este
echivalent cu 0,5UI/ml in cadrul metodei de referinta FAVN. In scopul evaludrii eficacitatii
campaniilor de vaccinare, se recomanda ca si referintd valoarea PB-ului >40%.

Din cele 345 de probe, 133 au provenit din judetul Neamt, 54 din judetul Vaslui, 50 din
judetul Bacau, 42 din judetul Galati, 38 din judetul Botosani, 22 din judetul Vrancea si 6 din

judetul Maramures.
Tabel 10.1/ Table 10.1
Rezultatele obtinute pentru cele 345 de probe de vulpi prin intermediul testului ELISA (Kit-ul BioPro)
The results obtained for the 345 foxes samples by ELISA (BioPro kit)

Judet Total probe testate | Pozitive % Negative %
Neamt 133 39 29,32 94 70,68
Vaslui 54 9 16,67 45 83,33

Bacéu 50 11 22 39 78
Galati 42 11 26,19 31 73,81
Botosani 38 17 44,74 21 55,26
Vrancea 22 10 45,46 12 54,54
Maramures 6 1 16,67 5 83,33
Total 345 98 28,40 247 71,60

Astfel, din totalul celor 345 de probe de vulpi lucrate cu ajutorul acestui kit ELISA,
98 au fost pozitive (28,40%) si 247 negative (71,60%) (Fig. 10.4).

400
300
200
100

Total probe Probe pozitive ~ Probe negative
lucrate
Fig. 10.4 Reprezentarea grafica a rezultatelor obtinute pentru probele de vulpi prin intermediul testului
ELISA / Fig. 10.4 Graphical representation of the results obtained for the foxes samples by ELISA
In ceea ce priveste judetul Neamt, din totalul celor 133 de probe testate, 39 (29,32%)
dintre acestea au fost pozitive si 94 (70,68%) negative la detectia anticorpilor antirabici
postvaccinali (Tabel 10.2). In judetul Vaslui, din totalul celor 54 de probe testate, 9 (16,67%)
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dintre acestea au fost pozitive si 45 (83,33%) negative, pe cand 1n judetul Bacau, din cele 50 de
probe testate, doar 11 (22%) au fost pozitive, restul de 39 (78%) fiind negative (Tabel 10.2).

In judetul Galati, 31 (73,81%) de probe din totalul celor 42 au negative in urma
testarilor si doar 11 (26,19%) dintre acestea au fost pozitive. Din totalul celor 38 de probe testate
din judetul Botosani, 17 (44,74%) dintre acestea au fost pozitive si 21 (55,26%) negative (Tabel
10.2).

Tabel 10.2 / Table 10.2
Procentul de blocare de 40-70%, respectiv >70% si densitatea optica aferenta probelor pozitive de vulpi
al judetelor luate in studiu / Blocking percentage of 40-70% and >70%, the optical density, respectively, for the
positive foxes samples of the studied counties

Judet Probe PB 40-70% DO PB >70% DO
pozitive | Nr. Pb. Valori Nr. Ph. Valori

Neamt 39 20 40,12-66,08 | 0,879-1,505 19 70,44-100,95 | 0,178-0,877
Vaslui 9 7 54,26-68,46 | 0,826-1,204 2 70,39-74,48 | 0,705-0,787
Bacau 11 7 41,43-68,82 | 0,928-1,543 4 79,92-98,20 | 0,269-0,836
Galati 11 6 45,13-68,91 | 0,817-1,460 5 79,91-89,39 | 0,405-0,612
Botosani 17 5 41,27-68,77 | 0,895-1,456 12 75,09-98,11 | 0,271-0,761
Vrancea 10 2 66,43-69,36 | 0,883-0,982 8 81,68-91,69 | 0,407-0,639

Maramures 1 0 - - 1 81,06 0,610

Pentru ultimile 2 judete luate in studiu, numarul de probe testate a fost mai redus.
Astfel, pentru judetul Vrancea au fost testate un numar total de 22 de probe, dintre care 10
(45,46%) au fost pozitive si 12 (54,54%) negative, iar pentru judetul Maramures, din totalul
celor 6 probe testate, doar una singura a fost pozitiva (16,67%), restul celorlalte 5 (83,33%),
fiind negative (Tabel 10.2).
Astfel, din totalul celor 345 de probe de vulpi lucrate prin intermediul acestui kit, 247
(71,60%) au Tnregistrat un PB <40%, 47 (13,62%) s-au Tncadrat in categoria unui PB de 40-
70%, iar restul de 51 (14,78%) in ultima categorie cu un PB >70% (Fig. 10.5).

14,78%
N 13.62%

= PB <40%
PB 40-70%
PB>70%

Fig. 10.5 Reprezentarea grafica a procentului de blocare (PB) al celor 345 probe de vulpi testate. PB
<40% reprezinta probele negative, PB 40-70% reprezinta probe pozitive, iar PB >70%, probe pozitive cu un nivel
mai mare de 0,5 Ul/ml de anticorpi postvaccinali / Fig. 10.5 Graphical representation of the blocking percentage
(PB) of the 345 foxes samples tested. PB <40% represents negative samples, PB 40-70% positive samples and PB>
70% positive samples with a level equal or greater than 0.5 U / ml of postvaccinal antibodies
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Probele lucrate cu Kit-ul Platelia™ Rabies Il

Acest kit permite detectia si titrarea anticorpilor antirabici, prin intermediul unei
tehnici imunoenzimatice, cunoscuta ca si ELISA indirecta.

Cu ajutorul acestui kit, a fost lucrat un numar redus de doar 47 probe. Dintre acestea,
19 au provenit de pe raza judetului Buzau (Basca Mare, Aldeni, Rusetu, Siriu, Amara, Luciu,
Braesti, Dedulesti, Calnau, Moieni, Boldu, Paltinis, Beceni si Piciorul Caprei), 10 din judetul
Neamt, 8 din judetul Galati, 5 din judetul Suceava, 4 din judetul Vaslui si doar o singura proba
din judetul Iasi (Tabel 10.3) (Dascalu s.a., 2016(a), 2016(b)).

Tabel 10.3/ Table 10.3
Rezultatele obtinute pentru cele 47 de probe de vulpi prin intermediul testului ELISA (kit-ul Platelia™
Rabies I1) / The results obtained for the 47 foxes samples by ELISA (Platelia™ Rabies |1 kit)

Judet | Total probe testate | Pozitive | Negative
Buzau 19 3 16
Neamt 10 2 8
Galati 8 3 5
Suceava 5 3 2
Vaslui 2 2
Tasi 1 1 0
Total 47 14 33

Dupa citirea rezultatelor la spectrofotometru la 450-620 nm, acestea sunt redate ca si
densitati optice (DO), interpretarea fiind atat calitativa, cat si cantitativa.

a martorului negativ trebuie sa fie sub valoarea de 0,05, cea a martorului pozitiv (R4a) intre
0,300-1,200, iar pentru cel de-al doilea martor pozitiv intre 1,500-3,500.

Acestea au fost Incadrate in 3 categorii: protectie (seroconversie) ridicata (+++),
protectie suficienti si protectie absenta. In ceea ce priveste judetul Buziu, din totalul celor 19
de probe testate, doar 3 dintre acestea au fost pozitive cu un nivel de protectie suficient, restul
probelor fiind negative. Dintre cele 8 probe din judetul Galati, doar 3 au fost pozitive,
inregistrand un nivel de protectie suficient. Referitor la judetul Neamt, doar pentru 2 din cele
10 probe testate a fost obtinut un nivel de protectie suficient. Din cele 5 probe testate din judetul
Suceava, doar 3 dintre acestea s-au incadrat Tntr-un nivel protector, iar din cele 4 probe provenite
de pe raza judetului Vaslui, doar 2 s-au incadrat cerintelor. Pentru judetul lasi, a fost testata o
singurd proba prin intermediul acestui kit, aceasta inregistrind un nivel suficient de
seroconversie (Tabel 10.4).
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Tabel 10.4 / Table 10.4
Interpretarea calitativa a probelor luate in studiu pe baza criteriilor de validare recomandate de catre
producator / Qualitative interpretation of the samples on the basis of validation criteria recommended by the

manufacturer
Judet Nr. probe Criteriu validare
testate Protectie Protectie Protectie
ridicatd (+++) | suficientd absenta
Buzau 19 0 3 16
Neamt 10 0 2 8
Galati 8 0 3 5
Suceava 5 0 3 2
Vaslui 0 2 2
lasi 1 0 1 0
Total 47 0 14 33

determinata prin compararea DO a probei de testat si curba standard, titrul obtinut fiind exprimat
in Unitati Echivalente per ml (EU/ml).

Conform producatorului, rezultatele cantitative au fost impartite in 4 categorii de
seroconversie: ridicatd (>4 EU/ml), suficienta (0,5-4 EU/ml), insuficienta (0,125-0,5 EU/ml) si
nedetectabila (<0,125 EU/ml).

Din cele 19 probe testate din judetul Buzau, 3 dintre acestea au inregistrat un nivel
suficient de seroconversie (0.736 EU/mI-Beceni; 0.933 EU/mI-Basca Mare si 2.362 EU/ml-
Braesti), altele 5 au prezentat un nivel insuficient de seroconversie, fiind unul neprotectiv (0.204
EU/ml-Moieni; 0.274 EU/ml-Luciu; 0.359 EU/mI-Boldu; 0.374 EU/mI-Paltinis si 0.522 EU/ml-
Piciorul Caprei), iar pentru restul celor 11 probe nu a fost detectat nici un semnal de
seroconversie, acesta fiind situat sub nivelul <0.125 EU/ml (Basca Mare, Calnau, Aldeni,
Amara, Siriu, Rusetu (n=2), Luciu, Dedulesti (n=2) si Piciorul Caprei).

Din cele 10 probe testate pentru judetul Neamt, pentru 2 dintre probe s-a inregistrat
un nivel suficient de seroconversie (0,769 si 1,777 EU/ml), restul celorlalte § fiind sub nivelul
0,125 EU/ml, considerat unul neprotectiv.

In ceea ce priveste judetul Galati, 3 dintre acestea au inregistrat un nivel suficient de
seroconversie (2.963 EU/ml, 3.177 EU/ml si 3.456 EU/ml), 2 dintre acestea s-au Situat sub
nivelul minim de protectie (0.372 EU/ml si 0.439 EU/ml), iar pentru 3 probe nu a fost detectat
nici un semnal de seroconversie (<0.125 EU/ml).

Pentru Suceava, din cele 5 probe testate, 3 au inregistrat un nivel de seroconversie
suficient (0,697, 0,915 si 3,487 EU/ml), o proba s-a incadrat sub nivelul de protectie, cu o
valoare de 0,238 EU/ml, iar pentru cea din urma sub valoarea de 0,125 EU/mI. Din cele 4 probe
testate pentru judetul Vaslui, 2 au Inregistrat o seroconversie suficienta (1,218 si 2,630 EU/ml),
o alta proba o seroconversie insuficientd (0,176 EU/ml), iar cea din urma sub nivelul cerut
(0,125 EU/ml). Ultima proba testata din lasi a Inregistrat o seroconversie suficientd, cu o valoare
de 1,610 EU/mI (Fig. 10.6).
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Fig. 10.6 Titrul de anticorpi antirabici obtinut pentru probele testate prin intermediul kit-ului Platelia™ Rabies 1.
Interpretarea cantitativa cu cele 4 categorii de seroconversie: < 0,125 EU/mI: nivel nedetectabil de seroconversie,
0,125-0,5: nivel insuficient de seroconversie, 0,5-4 EU/ml: nivel suficient de seroconversie si >4 EU/ml: nivel
ridicat de seroconversie / Fig. 10.6 The antirabies antibody titre obtained for the samples tested using the Platelia
T™ Rabies II kit. Quantitative interpretation with the four categories of seroconversion: <0.125 EU / ml:
undetectable level of seroconversion, 0.125-0.5: insufficient seroconversion, 0.5-4 EU / ml: sufficient
seroconversion and > 4 EU / ml: high level of seroconversion

Astfel, din totalul celor 47 de probe testate prin intermediul acestui kit, nici una dintre
probe nu s-a incadrat in prima categorie de >4 EU/mI, iar pentru 24 dintre acestea nu s-a
Tnregistrat nici un semnal de seroconversie, fiind situate sub valoarea de 0,125 EU/ml. Un nivel
insuficient de anticorpi antirabici a fost detectat in cazul a 9 probe, cu valori cuprinse intre
0,125-0,5 EU/mI, considerat a fi unul neprotectiv in cazul unei infectii cu virusul rabic. Doar
14 probe s-au incadrat in categoria 0,5-4 EU/mI, cu un titru de anticorpi suficient pentru a
contracara o eventuala infectie cu virusul rabic (Fig. 10.5).

Inainte de examinarea la microscopul cu UV, fiecare proba a fost acoperita cu cite o
picaturd de mediu de montare, indispensabild pentru o mai mare acuratete a rezultatelor, dar si
pentru un mai bun contrast. La examinarea probelor se stabilesc: varsta animalului, prezenta
sau absenta tetraciclinei 1n os, ciment sau dentind, numarul liniilor de tetraciclind, perioada
ingerarii momelilor, intensitatea semnalului fluorescent, dar si calitatea sectiunilor realizate.

Din totalul celor 72 de probe, 60 dintre acestea au fost pozitive si 12 negative la detectia
markerului vaccinal (Fig. 10.7).

72
80 60
70 ===
60 i
50 i
40 i
30 %g 12
20 :;; .“““f«.‘:g“j
10 o o
0

Total testate  Probe pozitive Probe negative

Fig. 10.7 Rezultatele obtinute pentru cele 72 de mandibule de vulpi pentru detectia markerului vaccinal
Fig. 10.7 The results obtained for the 72 foxes mandibles for vaccine marker detection
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Rezultatele obtinute pentru fiecare judet in parte, data recoltarii probelor si

determinarea categoriilor de varsta sunt descrise in tabelul 10.5.
Tabel 10.5/ Table 10.5
Rezultatele obtinute la detectia markerului tetraciclinei si determinarea categoriilor de varsta pentru probele luate
n studiu / The results obtained for the detection and determination of the tetracycline marker and determination of
age categories of samples used in the study

Judet | Probe testate Data recoltarii Varsta
+ - *Nec. | <lan | adult

BC 9 1 29.12.15-21.01.16 6 4 0
BT 9 1 21.12.15-21.01.16 8 2 0
IS 9 1 29.11.16-10.12.16 8 2 0
GL 7 3 - 6 3 1
NT 7 3 06.01.16-13.01.16 4 5 1
VS 9 1 05.01.16-11.01.16 4 5 1
VN 10 | 2 27.12.15-10.01.16 9 3 0

Total 60 12 - 45 24 3

*Nec. Nu s-a putut determina varsta pe baza sectiunilor realizate.

Metoda cea mai precisa pentru determinarea varstei la vulpi este reprezentata de analiza
dentitiei. Numararea liniilor de ciment si latimea canalului medular sunt de ajutor in stabilirea
Cu exactitate a varstei. Astfel, un canal medular larg si lipsa cimentului sunt observate in cazul
animalelor tinere (Robardet s.a., 2012). Data mortii, alaturi de dimensiunea canalului medular,
prezenta sau absenta cimentului sunt factori care pot distinge adultii de tineri (Johnston s.a.,
1999).

Stabilirea varstei a fost posibila doar pentru 27 din cele 72 de probe (Fig. 10.8A, B),
intrucat sectiunile au fost realizate pe orizontala si nu pe transversald asa cum este recomandat.

- palilectic 4V (=] -

Fig. 10.8 Determinarea varstei la vulpi pe baza dentitiei A) Vulpe adultd, aprox. 6 ani; 1: cavitate
pulpara, 2: dentina, 3: ciment; B) Vulpe tanara <1 an, 1: dentina, 2: cavitate pulpara largd, 3: ciment, 4: os
mandibular (original)

Fig. 10.8 Age determination in foxes A) Adult fox, aprox. 6 year, 1: pulp cavity, 2: dentine, 3:
cementum; B) Youg fox <1 year, 1: dentine, 2: large pulp cavity, 3: cementum, 4: mandibular bone (original)

De asemenea, prezenta tetraciclinei in os, ciment sau dentind, poate fi un indicator
important in stabilirea momentului precis in care au fost ingerate momelile (Robardet s.a.,
2012). Astfel, daca la examenul probelor la microscopul cu UV se observa:
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- prezenta unei linii de fluorescenta n dentind, in apropierea pulpii cavitare, indica
consumul momelii Tnaintea varstei de 1 an;
- prezenta unei linii in ciment, indicad consumul momelii la varsta de 1-2 ani;
- prezenta unei linii In ciment, intre liniile 3-5 ale cimentului, indicd consumul
momelii acum 3,5 ani;
- prezenta a 3 linii In dentina, in apropierea pulpei cavitare, indica consumul momelii
Tnainte varstei de 1 an (Robardet, 2012).
Tn cadrul probelor noastre, au fost detectate linii fluorescente in ciment, doar in cazul
a 2 probe din totalul celor 72, in dentina un numar de 33 de probe, iar in os 60 de probe. De
precizat faptul ca, aceste linii se pot regasi concomitent atat in dentina, cat si in os (Fig. 10.9 A,
B; Fig. 10.10 A, B).
In ceea ce priveste intensitatea semnalului fluorescent detectat, aceasta a variat de la
+ pentru 17 probe, ++ pentru 13 probe si +++ pentru 30 de probe.

Fig. 10.9 A) Depozit de tetraciclina in dentina (3 linii), cu o intensitate a fluorescentei redusa B) Depozit
de tetraciclind in dentina (2 linii) si os mandibular, cu o intensitate a fluorescentei medie (original)
Fig. 10.9 Tetracycline deposits in dentine (3 lines) with a reduced fluorescent intensity B) Tetracycline
deposits in dentine (2 lines) and mandibular bone, with a medium fluorescent intensity (original)

Fig. 10.10 A) Depozit de tetraciclina in dentina (o linie) si os mandibular, cu o intensitate a fluorescentei
medie B) Depozit de tetraciclina in dentina (o linie) si os mandibular, cu o intensitate a fluorescentei ridicata
(original)
Fig. 10.10 Tetracycline deposits in dentine (one line) and mandibular bone, with a medium fluorescent
intensity B) Tetracycline deposits in dentine (one line) and mandibular bone, with an increased fluorescent
intensity (original)
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10.1.3 DISCUTII

Conform producatorilor, un nivel insuficient sau nedectabil de seroconversie in cazul
testului ELISA, poate sd apara la animalele vaccinate recent, in urma unui raspuns imun
intirziat, de aceea se recomanda realizarea acestui test (valabil pentru ambele kit-uri) la minim
30-45 de zile dupa distributia momelilor vaccinale.

In esenta, diferiti factori pot influenta rezultatul testului, precum calitatea deficitara a
probelor, conditiile de mediu si a carcasei Tnainte de recoltarea probei, dar si timpul scurs de la
decesul animalului pana la recoltare.

Dinamica populatiei de wvulpi, sezonul de reproductie, imunitatea maternala si
raspunsul imunologic al puilor de vulpe la vaccinarea orala sunt factori de care trebuie sa se tina
cont atunci cand se efectueaza aceste campanii (Vos s.a., 2001). Daca vaccinarea se adreseaza
vulpilor adulte, perioada propice in distribuirea momelilor vaccinale este reprezentatd de prima
jumatate a lunii martie. Daca targetul cuprinde si puii de vulpi, atunci momelile nu trebuie
distribuite mai devreme de sfarsitul lunii mai, intrucat acestia detin anticorpi antirabici maternali
(Vos s.a., 2001).

Asa cum a fost demonstrat in mai multe studii, acesti anticorpi antirabici pot fi
transferati de la mama (vaccinatd 1n timpul gestatiei) la pui fie transplacentar, fie prin
intermediul lactatiei (colostrului) (Vos s.a., 2003), anticorpi ce pot persista intre 45-75 de zile
dupa nastere (Blasco s.a., 2001; Bugnon s.a., 2004). Insi, intr-un alt studiu publicat de citre
Miiller s.a. in anul 2001, raspunsul imun pentru puii sub varsta de 8 sdptaméani proveniti din
mame vaccinate a fost unul insuficient, nefiind protejati in cazul unei infectii cu virusul rabic.

Un alt studiu privind persistenta anticorpilor antirabici in serul puilor de vulpi a fost
realizat de catre Hostnik s.a. in anul 2003, dovedind faptul ca anticorpii antirabici maternali la
puii de vulpe persista in organismul acestora doar 2 Iuni dupa nastere.

In majoritatea tarilor europene unde s-a instituit acest program de vaccinare orala la
vulpi, distribuirea momelilor s-a realizat bianual (primavara si toamna), momentul optim fiind
sfarsitul lunii noiembrie, inceputul lunii decembrie (Vos, 2003). Intrucit primivara proportia
cea mai mare a populatiei de vulpi este reprezentatd de catre pui, pentru o eficacitate crescuta
al acestor campanii de vaccinare se recomanda distribuirea momelilor direct in vizuini (Blasco
s.a., 2001).

Realizarea unui vaccin eficace si sigur, a unei momeli atractive din punct de vedere
olfactiv, implementarea unei strategii eficace pentru a acoperi o populatie cat mai larga de vulpi
(Debbie, 1974; Kappeler s.a., 2000), respectarea acelorasi reguli de catre toate tarile care
implementeaza acest program, continuarea distributiei de momeli inca 2 ani de la ultimul caz
de rabie, sunt doar cateva dintre conditiile pentru ca programul sa dea rezultate (Cliquet s.a.,
2004).

In ceea ce priveste determinarea markerului vaccinal, obtinerea de date valide si
interpretarea cu usurintd a rezultatelor sunt in mare parte dependente de tipul sectiunilor
realizate. Astfel, comparativ cu sectiunile orizontale, cele transversale sunt mai usoare si mai
practice de realizat. Acestea trebuie realizate la 2-3 mm de radacina dintelui cu scopul de a
maximiza vizibilitatea liniilor succesive de ciment (Robardet s.a., 2012). Sectiunile orizontale
cum a fost si in cazul mai multor probe testate in studiul nostru, pot ingreuna foarte mult
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aprecierea varstei animalului, dar si determinarea cu precizie a momentului in care a avut loc
ingerarea momelilor.

De asemenea, diferite avantaje si dezavantaje pot fi intanite in functie de prezenta
tetraciclinei Tn mandibula, ciment sau dentina.

Astfel, avantajele prezentei tetraciclinei in mandibuld, sunt reprezentate de pozitivitatea
intensa 1n cazul ingerarii recente, dar si de sensibilitatea crescuta in ceea ce priveste detectia,
mai ales Tn cazul animalelor tinere (Robardet, 2012). Insa, sunt numeroase dezavantaje precum:
luni unde cresterea osoasa are loc Intr-un ritm alert, instabilitatea biomarkerului in os, dar si
varsta fata de metabolismul animalului apar atunci cand vine vorba de aceasta localizare
(Johnston s.a., 1999).

In ceea ce priveste localizarea tetraciclinei in dentini, aceasta este foarte sensibila in
cazul vulpilor sub 1 an si jumatate si totodata permite stabilirea momentului ingerarii momelii
(Robardet, 2012). Ultima localizare in ciment este cea mai importantd ntrucat ne permite sa
stabilim cu precizie varsta vulpilor (>10 luni) (Johnston s.a., 1999), singurul dezavantaj fiind
reprezentat de faptul ca fixarea tetraciclinei in ciment poate fi slaba (Robardet, 2012).

10.1.4 CONCLUZII PARTIALE

Efectuarea vaccinarii antirabice a carnivorelor domestice si a celor silbatice reprezinta
singura cale prin care rabia poate fi prevenitd, controlatd si eradicatd. Prezenta anticorpilor
antirabici neutralizanti in sdngele animalelor este un indicator precis al eficacitatii vaccinarii.

Din totalul celor 345 de probe de vulpi analizate cu ajutorul Kit-ului ELISA BioPro, 98
au fost pozitive (28,40%) si 247 negative (71,60%). Astfel, 247 (71,60%) dintre acestea au
Tnregistrat un PB <40%, 47 (13,62%) s-au incadrat Tn categoria unui PB de 40-70%, iar restul
de 51 (14,78%) Tn ultima categorie cu un PB >70%.

In urma testirii celor 47 de probe prin intermediul kit-ului Platelia Rabies, 14 dintre
acestea au fost pozitive si 33 negative la detectia anticorpilor antirabici.

Numarul redus de probe pozitive inregistrat la vulpi pentru detectia anticorpilor
antirabici prin testul ELISA, poate fi atribuit unor factori ce nu au fost respectati atunci cand au
fost puse in aplicare aceste campanii de vaccinare. Astfel, dinamica populatiei de vulpi, sezonul
de reproductie, imunitatea maternald si raspunsul imunologic al puilor de vulpe si momentul
optim pentru vaccinarea acestora sunt doar cativa factori ce pot avea un impact puternic atunci
cand este vorba de campanii eficiente.

Prezenta markerului vaccinal in mandibulele vulpilor a fost mult mai mare comparativ
cu detectia anticorpilor antirabici postvaccinali, 60 (84%) din totalul celor 72 de probe lucrate
fiind pozitive. Obtinerea de date valide si interpretarea cu usurintd a rezultatelor sunt in mare
parte dependente de tipul sectiunilor realizate.

10.2 Detectia anticorpilor antirabici la mistreti

In ideea de a stabili daca mistretii intervin asupra rezultatelor acestor campanii, prin
consumul necontrolat al momelilor, au fost incluse in studiu si destinate testarilor 312 probe.
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10.2.1 MATERIALE SI METODE
Maramures (Fig. 10.11), zone unde a fost pus in aplicare programul strategic privind vaccinarea
orala a vulpilor, fiind testate in cadrul DSVSA-urilor pentru pesta porcina clasica.
toracic, iar 89 de seruri. Toate aceste probe au fost colectate Tn perioada 2014-2016 dupa
efectuarea campaniilor de vaccinare orala, respectiv dupa sezonul de vanatoare.

UKRAINE

Musiniies

HUNGARY

Ducuu

Black Sou

Fig. 10.11 Harta Romaniei cu originea geografica (verde) a probelor de mistreti (original)
Fig. 10.11 Romanian map with the geographical origin (green colour) of the wildboars samples (original)

Detectia si titrarea anticorpilor antirabici postvaccinali la vulpi a fost realizata prin
intermediul a 2 metode serologice ELISA (kit-ul BioPro) si FAVN, prima dintre acestea fiind
descrisa pe larg in cadrul subcapitolului 10.1. In continuarea este descrisa metoda de referinti
FAVN.

» incubator CO, SANYO; vortex: IKAR Vortex 4 basic;
= microscop UV (Olympus BX41); microscop Lordil AE 2000; camera Neubauer (Optik

Labor, Germania); mediul de culturda DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,

Gibco by life technologies, UK); ser fetal bovin 10% (SFB 10%, SigmaR Life Science,

UK);

= linia celulara BHK-21; conjugat FUJIREBIO (Fujirebio Diagnostics, Inc. Malvern, PA,
USA); plasmocin 0,02% (antimicoplasmic); penicilina 10.000 Ul, Streptomicina
10.000 pg, Amfotericin 25 pg; acetona 80% (Thermo Chemical, UK).

______________________________________________________________

Testul FAVN a fost realizat conform metodologiei descrise de catre Cliquet s.a. In anul
1998.

suplimentat cu antibiotic 1% (Penicilina 10.000 Ul, Streptomicina 10.000 pg, Amfotericin 25
ug), antimicoplasmic Plasmocin 0,02% (2,5 pg/ml) si 10% ser fetal bovin.

Numerotarea placilor si distribuirea mediului in godeuri a fost realizatd dupa cum
urmeaza: 150 pl in godeurile destinate controlului CVS-11 si celor destinate controlului celular;
100ul in godeurile destinate controlului pozitiv (ser provenit de la cdine vaccinat) si negativ
(ser provenit de la cdine nevaccinat); 100 pl in godeurile unde vor fi inoculate probele de testat.
De regula, prima placa ELISA este destinatd doar controalelor.
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vortexate, inoculandu-se in godeurile destinate, cate 50 ul in 4 replicate, realizandu-se mai
departe dilutiile seriate (per placa au fost inoculate 3 probe).

CVS-11) in gheata si resuspendarea unei cantitdti de 25 pl in 30 ml mediu DMEM. Odata
reconstituit, acesta a fost distribuit in cantitate de 50 pl in fiecare godeu Tn parte (in placa control
a fost realizata dilutia seriatd).

atmosferd cu 5% CO; timp de 1 h. Este foarte importantd utilizarea acestui tip de incubator
pentru a impiedica mediul sd devina acid, ceea ce ar duce la moarte celulara.

Odata scoase placile de la incubat, in fiecare godeu in parte au fost adaugati cate 50 pl
din suspensia celularda BHK-21, la concentratia finald de 4x10° celule/ml (pregatirea celulelor
BHK-21 a fost realizatd conform procedurilor descrise in capitolul VI). In continuare, placile
au fost introduse n incubator la 37°C timp de 48 h.
verificate pentru citotoxicitate. Aceasta apare n special ih cazul lichidelor toracice provenite de
la animalele silbatice si poate fi observata de regula in prima linie (n=4 godeuri) unde este
inoculata proba, posibil chiar si la linia urmatoare. Verificarea a fost realizata prin analiza
placilor la lumina zilei, astfel Tncat un substrat celular transparent sau translucid a indicat un
semn clar de citotoxicitate, acesta fiind in conditii normale opac. O altd varianta de verificare a
fost cea realizatd la microscop, unde a fost folosita lumina alba (nu UV) pentru a observa
prezenta sau absenta celulelor BHK-21. De precizat faptul cd, daca se analizeaza la lumina UV,
citotoxicitatea nu poate fi diferentiatd de un rezultat negativ.

Astfel, continutul placilor a fost indepartat, acestea fiind spalate cu TFS pentru a
indeparta orice urma de mediu si probe. A fost realizatd o prima spalare cu acetond, pentru a
indeparta resturile de TFS; daca nu se realizeaza acest pas inainte de fixarea in acetona, TFS-ul
rdmas se va amesteca cu acetona, iar cea din urma nu va mai fi in concentratie de 80%, ci mai
scazuta, si asta datorita diluarii celor 2 substante. Ulterior a fost realizatd fixarea in acetond 80%
(800 ml acetona pura + 200 ml apa distilatd) urmata de incubarea placilor in hotd, la temperatura
camerei, timp de 30 minute. Pentru fixarea acetonei in celule este nevoie si de prezenta apei,
acesta fiind motivul pentru care nu se foloseste acetona pura.

Dupa scurgerea timpului, continutul a fost aruncat, iar placile au fost lasate sa se usuce
in hota. Urmatorul pas a constat n colorarea placilor prin adaugarea a cate 50 pl per godeu de
conjugat Fujirebio urmata de o incubare la 37°C, timp de 30 minute. A fost ales pentru colorare
acest conjugat n favoarea Bio-Rad-ului, intrucat acesta nu se fixeaza pe toate variantele de
virus rabic, fiind mai specific (RABV clasic). In continuare, continutul a fost indepartat, iar
placile spélate cu TFS, lasate la uscat n hotd timp de 10 minute si citite la microscopul cu UV.

10.2.2 REZULTATE

S L L e L ey S SR P A Al ot Al A

Criteriile de validare sunt descrise in subcapitolul 10.1. Pentru detectia anticorpilor
antirabici, a fost utilizate kit-ul ceh BioPro ELISA. Astfel, au fost luate in studiu, un total de
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312 probe, din care 154 de pe raza judetului lasi, 42 din judetul Buzau, 106 din judetul Galati
si 10 din judetul Maramures, numarul de probe pozitive si negative regasindu-se in tabelul 10.6.

Tabel 10.6 / Table 10.6
Numarul total de probe de mistreti testate, din judetele luate in studiu / The total number of the wild
boars samples from the study area

Judet Total probe testate | Probe pozitive | Probe negative
lasi 154 71 83
Buzau 42 1 41
Galati 106 50 56
Maramures 10 10 0
Total 312 132 180

Astfel, din totalul celor 312 probe de mistreti testate, 132 au fost pozitive (42,30%) si
180 negative (57,70%) prin intermediul metodei serologice ELISA (Fig. 10.12).

312
400
300 180
132 P
200 4.
100
0
Total testate Pozitive Negative

Fig. 10.12 Rezultatele obtinute in cadrul metodei serologice ELISA pentru detectia anticorpilor antirabici la
mistreti / Fig. 10.12 The results of the serological ELISA method for the detection of antirabies antibodies in wild
boars

Din judetul lasi a fost luat in studiu cel mai mare numar de probe de mistreti, si anume
un total de 154, din diferite fonduri de vanatoare (FC 8 Siretel, FC 9 Bahlui, FC 22 Turia-
Perieni, FV 37 Gheorghitoaia, FC 38 Horlesti, FC 40 Mogosesti, FC 41 Barnova, FC 42 Poieni,
FC 43 Schitu-Duca, FC 49 Gorban, FV 44 Pietrosu/ FV 46 Bradicesti, FC 50 Raducaneni, FV
51 Grajduri, FC 52 Mironeasa, FC 53 Tibana, Gheorghitoaia / Comuna Sinesti, OS Podu
lloaiei). Astfel, in urma detectiei anticorpilor antirabici, 71 au fost pozitive, reprezentand
46,10% din totalul probelor testate, iar 83 au fost negative reprezentand 53,90%.

Astfel, Tn categoria PB >70% s-au incadrat 60 de probe, cu o DO cuprinsa intre 0,230-
0,934 si o variatie a PB-ului intre 71,29-100,56. Tn categoria PB 40%-70% au fost incadrate 11
probe, cu o DO cuprinsa intre 0,843-1,581 si un PB cuprins intre 42,94-69,81 (Tabel 10.7).
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Tabel 10.7 / Table 10.7
Procentul de blocare 40-70%, respectiv >70% si densitatea optica aferenta probelor pozitive de mistreti
din judetele luate in studiu / Blocking percentage of 40-70% and >70%, the optical density, respectively, for the
wildboars positive samples of the studied counties

Judet Probe PB 40-70% DO PB >70% DO
pozitive | Nr. Pb. Valori Nr. Ph. Valori
lasi 71 11 42,92-69,81 | 0,843-1,581 60 71,29-100,56 | 0,230-0,934
Galati 50 8 53,58-67,83 | 0,922-1,230 42 73,19-100,65 | 0,165-0,815
Buzau 1 1 58,46 0,745 0 0 0
Maramures 10 1 51,75 1,374 9 51,75-84,81 0,596-1,374

Din cele 106 seruri testate din judetul Galati, 50 au fost pozitive (47,17%) la detectia
de anticorpi antirabici, iar 56 negative (52,83%). In categoria PB 40%-70% s-au incadrat 8
probe din cele 50 pozitive, PB-ul variind intre 53,58-67,83, iar DO fintre 0,922-1,230. n
categoria PB >70% s-au incadrat 42 de probe din cele 50 pozitive, PB-ul situandu-se ntre 72,19-
100,65, iar DO intre 0,165-0,815 (Tabel 10.7).

Din judetul Buzau au fost testate 27 de lichide toracice provenite din diferite fonduri
de vanatoare (FV 19, 24, 26, 27, 28, 31, 40, 41, 42, 45, 46 si 48). In urma testarii acestora prin
intermediul metodei serologice ELISA, doar o singura proba a fost pozitiva, inregistrandu-se 0
DO de 0,745 si un PB de 58,46 (Tabel 10.7).

Din totalul celor 10 probe de lichid toracic provenite din judetul Maramures, toate
(100%) au fost pozitive pentru detectia de anticorpi antirabici consecutiv ingerarii de momeli
vaccinale. Astfel, 9 dintre acestea s-au incadrat in categoria PB >70%, cu o variatie a DO intre
0,596-1,374 si a PB-ului intre 51,75-84,81. O singura proba s-a incadrat in categoria PB 40-
70%, inregistrand o DO de 1,374 si un PB de 51,75% (Tabel 10.7).

In cadrul judetelor Suceava si Baciu, au fost testate 4, respectiv 11 probe de mistreti,
toate fiind negative la detectia de anticorpi antirabici.

Din totalul celor 312 probe testate, 180 de probe au fost negative cu un PB situat sub
40%, 20 de probe au fost pozitive cu un PB 40%-70% si 111 intens pozitive, cu un PB >70%,
echivalent cu o valoare egala sau mai mare de 0,50 Ul/ml (Fig. 10.13).

E PB <40%
PB 40-70%
mPB >70%

Fig. 10.13 Reprezentarea graficd a procentului de blocare al celor 312 probe de mistreti testate. PB
<40% reprezinta probele negative, PB 40-70% reprezintd probe pozitive, iar PB >70%, probe pozitive cu un nivel
mai mare de 0,5 Ul/ml de anticorpi postvaccinali / Fig. 10.13 Graphical representation of the blocking percentage

171



(PB) of the 312 wildboars samples tested. PB <40% represents negative samples, PB 40-70% positive samples and
PB> 70% positive samples with a level equal or greater than 0.5 U / ml of postvaccinal antibodies

referinta FAVN

Rezultatele obtinute sunt de tip cantitativ, ,totul sau nimic”. Pentru validarea
rezultatelor, citirea placii de control este indispensabila.

Astfel, in cazul in care existd anticorpi postvaccinali in proba de testat, acestia vor
neutraliza virusul, care la rAndul lui nu va mai patrunde in celula, si astfel nu va mai fi observata

fluorescenta la examinarea cu microscopul UV.

[ Log10 (dilutie 50) =- (x0 — 5 + dz;—"i) unde, ]

Log 10 (dilutie 50): logaritmul dilutiei unde gasim 50% din godeurile pozitive;
X0: - (logl0 a celei mai mici dilutii cu toate godeurile negative);

d: log10 al etapei de dilutie;

ri: numarul godeurilor negative;

ni: numarul replicatelor.

Rezultatele (numarul de godeuri negative/pozitive) au fost trecute intr-un tabel excell,
unde s-a calculat automat titrul pe baza formulei mai sus mentionate. Pentru ca o proba sa fie
considerata pozitiva este nevoie de un titru minim de 0,50 Ul/ml.

Pentru a verifica sensibilitatea testului serologic ELISA, 56 dintre probele confirmate
pozitive au fost retestate si prin metoda de referintdi FAVN. Acestea au provenit de pe raza
judetului lasi, selectia probelor pentru realizarea testului FAVN facandu-se in functie de

cantitatea de proba ramasa disponibila.
Tabel 10.8 / Table 10.8
Rezultatele obtinute pentru cele 56 de probe testate prin intermediul testelor serologice ELISA si
FAVN / The results obtained for the 56 samples tested by ELISA and FAVN serological tests

Nr. Rezultat ELISA | Rezultat FAVN | Concordanta
proba PB% Ul/ml
1 95,22 1,51 Da
2 89,79 1,15 Da
3 96,38 7,92 Da
4 64,33 1,51 Da
5 95,33 18,15 Da
6 96,47 3,46 Da
7 88,44 0,02 Nu
8 98,50 4,56 Da
9 96,35 4,56 Da
10 68,23 2,62 Da
11 85,17 10,45 Da
12 88,86 0,87 Da
13 95,66 10,45 Da
14 78,87 2,62 Da
15 86,22 6,01 Da
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Nr. Rezultat ELISA | Rezultat FAVN | Concordanta
proba PB% Ul/ml
16 97,34 1,51 Da
17 61,26 0,66 Da
18 84,44 1,51 Da
19 100,56 4,56 Da
20 96,15 3,46 Da
21 56,85 0,66 Da
22 91,90 1,51 Da
23 102,02 31,55 Da
24 54,98 0,66 Da
25 93,33 6,01 Da
26 86,00 1,15 Da
27 88,08 0,66 Da
28 77,68 1,51 Da
29 98,55 6,01 Da
30 94,90 4,56 Da
31 83,91 0,22 Nu
32 96,41 6,01 Da
33 91,63 1,51 Da
34 79,25 0,87 Da
35 86,09 18,15 Da
36 96,58 1,99 Da
37 88,86 1,51 Da
38 91,31 4,56 Da
39 96,04 4,56 Da
40 92,52 4,56 Da
41 71,29 3,46 Da
42 70,45 4,56 Da
43 92,48 4,56 Da
44 85,31 2,62 Da
45 74,73 31,55 Da
46 98,93 13,77 Da
47 96,89 13,77 Da
48 95,22 4,56 Da
49 99,55 3,46 Da
50 49,92 1,51 Da
51 100,08 1,51 Da
52 47,07 1,51 Da
53 87,80 2,62 Da
54 86,87 1,15 Da
55 96,21 2,62 Da
56 75,30 2,62 Da

Astfel, in urma efectuarii celor 2 teste serologice, sensibilitatea testului FAVN a fost
de 100%, iar pentru ELISA de 96,42%. Pentru 2 din cele 56 de probe testate prin intermediul
FAVN-ului, titrul de anticorpi a fost de 0,02 Ul/ml, respectiv 0,22 Ul/ml, rezultate aflate Tn
discordanta cu cele obtinute la ELISA.
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Tabel 10.9/ Table 10.9
Repartizarea rezultatelor obtinute prin intermediul metodei de referintda FAVN in 5 categorii in functie
de titrul de anticorpi antirabici postvaccinali obtinut / Distribution of the results obtained by FAVN reference
method in 5 categories according to the postvaccinate antirabies antibody titre obtained
FAVN
Categorie titru de atc Ul/ml | <0,5Ul/ml | 0,5-1Ul/ml | 1—-2 Ul/ml | 2-5Ul/ml | >5 Ul/ml

Nr. probe 2 6 15 20 13

Astfel, sub nivelul de 0,5 UI/ml considerat unul neprotectiv fata de o posibila infectie
cu virusul rabic, s-au incadrat 2 probe (nr. 7 si 31). Prima proba testata prin intermediul ELISA
a inregistrat un PB de 88,44%, aceastd valoare fiind consideratd echivalentd cu 0,5 Ul/ml atc
anti-rabici postvaccinali, iar la reconfirmarea prin testul FAVN, aceasta a inregistrat o valoare
de 0,02 UI /ml, fiind considerata negativa. Intrucat valoarea de diagnostic finala ii este atribuita
testului de referintd FAVN, in cazul de fata poate fi vorba de un rezultat fals pozitiv obtinut in
cadrul testului ELISA.

Pentru cea de-a doua probd, a fost obtinut un PB de 83,91% la testul ELISA,
considerata o valoarea intens pozitiva ca si in cazul primei probe, iar la FAVN un titru de 0,22
Ul/ml, sub nivelul de protectie. Totusi, aceastd valoare scazuta poate fi un indicator cd, mistretul
in cauza a ingerat o mica parte dintr-o momeala. De asemenea, nu trebuie ignoratd influenta
genetica asupra raspunsului imunologic al fiecarui individ n parte.

Fig. 10.14 A) FAVN negativ, mistret SV, 2014, magnitudinea x400; B) FAVN negativ, mistret SV, 2014,
magnitudinea x400; C) FAVN pozitiv, mistret, BC, 2015, magnitudinea x400 (original)
Fig. 10.14 A) Negative FAVN, wildboar, SV city, 2014, magnitude of x400; B) Negative FAVN, wildboar, SV
city, magnitude of x400; C) Positive FAVN, wilboar, Babau city, 2015, magnitude of x400 (original)

10.2.3 DISCUTII

Putine cercetari ce au avut ca scop detectia anticorpilor antirabici la mistreti au fost
realizate pana in prezent. Cu toate acestea, aceastd specie a trezit interesul unor cercetatori,
obtindnd rezultate neasteptate.

Primul studiu ce a vizat mistretii, dar si caprioarele, respectiv cerbii, a fost intreprins in
anul 1988 de catre Paquot A. s.a. pe teritoriul Belgiei, unde au reusit sd pund in evidenta
markerul vaccinal in oasele acestor animale, consecutiv distributiei de momeli vaccinale in
teritoriu, demonstrand faptul ca aceste specii reprezintd potentiali competitori pentru consumul
momelilor. Un alt studiu realizat de catre Kierdorf si Ruhe in anul 2002 a aratat prezenta
markerului vaccinal 1n dintii mistretilor.
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Insa, cativa ani mai tarziu, in urma unor cercetiri realizate de catre Cliquet s.a. in anul
1995 pe teritoriul Frantei, pe langa determinarea markerului vaccinal in mandibulele mistretilor
au reusit sa puna in evidenta si anticorpii antirabici in serul acestor animale intr-un procentaj
crescut de 40% (43/107 probe), fiind primul studiu ce a aratat prezenta acestor anticorpi la
mistreti dupa efectuarea campaniilor de vaccinare orala.

Cel de-al doilea studiu ce a vizat detectia anticorpilor antirabici a fost realizat de catre
Vengust s.a. in anul 2011 1n Slovenia, unde a fost analizat un numar mult mai mare de probe de
mistreti, 28% (209/746) dintre acestea prezentand anticorpi antirabici postvaccinali.

In cadrul studiului nostru, din totalul celor 312 probe de seruri si lichid toracic din zona
de cercetare (lasi, Buzau, Galati si Maramures), 42,30% (132/312) au prezentat anticorpi
antirabici prin intermediul testului ELISA, consecutiv distributiei de momeli vaccinale. Pentru
a face o comparatie cu metoda de referintda FAVN, 56 de probe confirmate pozitive prin ELISA
au fost retestate si prin FAVN. Astfel, din totalul celor 56 de probe, 54 dintre acestea au fost
pozitive la ambele metode. Pentru 2 dintre probe, rezultatele au fost diferite, acestea fiind
pozitive la ELISA, insa au reactionat negativ la FAVN cu un titru de 0,02 si 0,22 Ul/ml. Titrul
de 0,22 Ul/ml indica totusi o prezenta al acestor anticorpi, fie el chiar si intr-o cantitate scazuta.
Intrucat valoarea finald de diagnostic fi este atribuita testului FAVN, fiind cel de referinti, am
putea vorbi de 2 rezultate fals pozitive in cadrul testului ELISA, Tnregistrand o sensibilitate de
96,43%.

Tntrucat valorile acestor anticorpi au variat, unele probe fiind intens pozitive, altele mai
putin, pot fi datorate mai multor situatii, fie unii dintre mistreti au ingerat mai multe momeli,
fie au muscat doar o mica parte din momeald, dar nu trebuie omise si influenta genetica alaturi
de raspunsul imunologic al fiecarui individ in parte.

Aceste studii scot in evidenta faptul ca, mistretii reprezintd un adevarat pericol pentru
buna desfasurare a campaniilor de vaccinare orala a vulpilor, fiind principalii competitori pentru
consumul momelilor. Tindnd cont de faptul cd, sunt zone unde densitatea acestor animale este
foarte mare, ar trebui luat n calcul suplimentarea momelilor vaccinale in cadrul campaniilor de
vaccinare orala.

10.2.4 CONCLUZII PARTIALE

Detectia anticorpilor antirabici din probele de mistreti prin testul ELISA a evidentiat un
numar surprinzator de probe pozitive (132/312), acestea fiind primele date raportate la aceasta
specie pand in prezent in tara noastra.

Tn urma testirii a 56 de probe in paralel prin intermediul celor 2 metode (ELISA si
FAVN), testul ELISA a prezentat o sensibilitate de 96,43%.

Rezultatele noastre, aldturi de cele publicate pana in prezent, scot in evidenta faptul ca,
aceste animale sdlbatice reprezintd un adevarat pericol pentru buna desfasurare a campaniilor
de vaccinare orald a vulpilor, fiind principalii competitori pentru consumul momelilor.
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CAPITOLUL XI
CONCLUZII FINALE

In urma cercetarilor epidemiologice, serologice si moleculare realizate in cadrul tezei
de doctorat privind rabia la animale, se desprind urmatoarele concluzii finale:

1. Prevalenta cazurilor pozitive de rabie la animalele domestice, raportata la cele 781
de probe primite la laborator cu suspiciunea de rabie, in perioada 2010-2016 in nord-estul tarii
noastre a fost de 24,07%. Specia domestica cea mai afectata a fost reprezentatd de catre bovine
cu un total de 103 cazuri (13,19%); cele mai multe cazuri pozitive de rabie la animalele
domestice au fost confirmate pe raza judetului Iasi cu un total de 48 de cazuri (6,14%).

2. Prevalenta cazurilor pozitive de rabie la animalele salbatice, raportata la cele 1314
probe pentru aceeasi perioada luata in studiu a fost de 23,05%. Cele mai afectate au fost vulpile
cu un total de 284 de cazuri (21,61%); cele mai multe cazuri pozitive de rabie la animalele
sdlbatice au fost raportate in judetul Suceava cu un total de 93 de cazuri (7,07%).

3. In ceea ce priveste situatia cazurilor de rabie din Republica Moldova, din totalul celor
1150 de probe provenite de la animalele domestice din perioada 2010-2016, 573 au fost
pozitive, iar diferenta de 577 negative, inregistrandu-se o prevalenta totala de 49,82%. Cele mai
multe cazuri au fost confirmate la bovine cu un total de 255, reprezentand 22,17%.

4. Din totalul celor 305 probe provenite de la animalele silbatice din Republica
Moldova, 191 au fost confirmate pozitive si 114 negative, inregistrandu-se o prevalenta totala
de 62,62%. Specia salbaticad cea mai afectatd a fost vulpea, cu un total de 158 de cazuri pozitive
(51,80%).

5. Confirmarea diagnosticului de rabie a probelor luate in studiu, utilizand tehnica de
imunofluorescenta directd (IFD), a fost realizatd in cazul tuturor celor 59 de probe, atat din
nord-estul Romaniei, cat si din Republica Moldova, rezultatele obtinute fiind in concordanta cu
toate tehnicile realizate ulterior, nefiind Tnregistrate rezultate fals negative sau fals pozitive,
demonstrandu-se sensibilitatea si specificitatea tehnicii in cauza.

6. In cadrul studiului comparativ privind cele 3 tipuri de conjugate utilizate Tn cadrul
tehnicii IFD, cele mai bune rezultate au fost obtinute cu ajutorul conjugatului Bio-Rad, rezultate
superioare celorlalte doud, acesta oferind o intensitate crescutd a semnalului fluorescent si un
fundal Intunecat, fiind capabil sa identifice antigenul viral in 100% din cdmpurile microscopice
examinate Tntr-un numar crescut de probe.

7. Tehnica de izolare a virusului rabic pe culturi celulare a fost realizata pentru toate
cele 59 de probe, rezultatele fiind in concordanta cu cele obtinute la IFD si tehncile de biologie
moleculard. Aceasta poate fi realizatd cu succes in caz de rezultate negative sau dubioase
obtinute la IFD si ar trebui sa inlocuiasca proba biologica pe soareci oricand este posibil.
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8. Izolarea virusului rabic pe linia celulard N2a este la fel de sensibila ca si proba
biologica pe soareci, chiar si in cazul probelor cu o concentratie redusa de virus rabic.

9. Linia celulard N2a este cea mai sensibila pentru izolarea si multiplicarea virusului
rabic, rezultatele studiilor noastre fiind in concordantd cu cele raportate in literatura de
specialitate.

10. In cadrul cercetarilor privind utilizarea unor sisteme diferite pentru izolarea
virusului rabic 1n culturi celulare, cele mai bune rezultate au fost obtinute in cadrul sistemului
LabTek, concentratia celulard de 8x10° celule/ml fiind consideratd a fi optima pentru o buna
izolare si multiplicare a virusului rabic.

11. Rezultatele probelor testate prin intermediul tehnicilor de biologie moleculara au
fost in concordanta cu cele obtinute la diagnosticul de confirmare (IFD si RTCIT), nefiind
Tnregistrate rezultate fals pozitive sau negative.

12. Utilizarea tehnicilor moleculare reprezintd un instrument aditional pentru detectia
lyssavirusurilor, fiind utilizate cu succes in cazul probelor aflate in stare avansata de putrefactie,
conservate in conditii improprii sau pentru o perioada indelungata de timp (-80°C).

13. Secventierea partiald si completa a nucleoproteinei virusului rabic a fost realizata
pentru prima data pe probe provenite atat de la animale domestice, cat si salbatice din Republica
Moldova, semnalandu-se primul grup filogenetic identificat pe teritoriul acestei tari.

14. In ceea ce priveste analiza filogenetica realizata in nord-estul tarii noastre, a fost
identificat grupul filogenetic NEE, fiind semnalatd pentru prima datd prezenta acestuia in
judetele Botosani, lasi, Vaslui, Galati si Vrancea.

15. Secventierea completa a nucleoproteinei a fost pentru prima data realizata pe probe
provenite din zonele noastre de studiu, nefiind raportate date pana in prezent.

16. Secventierea de noua generatie a fost realizata pentru prima data atat in tara noastra,
cat si in Republica Moldova pe probe provenite de la animale domestice si salbatice.

17. Tn urma analizelor bioinformatice Tntreprinse, probele noastre au nregistrat un
procentaj de similaritate a secventelor celor 5 gene ale virusului rabic cuprins intre 96-100%.

18. Consecutiv studierii pozitiilor de aminoacizi ale genei G a virusului rabic, cunoscute
ca fiind implicate 1n patogenitate, nu au fost identificate modificari care pot sugera diferente de
patogenitate la nivel de specie animala.

19. Pentru o mai buna intelegere a diversitatii lyssavirusurilor, respectiv a diferentelor
de patogenitate sunt necesare studii aprofundate care sa implice un areal geografic mai extins,
dar si un numar mai ridicat de probe.

20. Tn cadrul tehnicilor serologice, din totalul celor 345 de probe (lichid toracic) de
vulpi lucrate cu ajutorul kit-ului BioPro, 98 au fost pozitive (28,40%) si 247 negative (71,60%)
prin intermediul testului ELISA la detectia anticorpilor antirabici consecutiv distributiei
momelilor vaccinale. Astfel, 247 (71,60%) dintre acestea au inregistrat un PB <40%, 47
(13,62%) s-au incadrat Tn categoria unui PB de 40-70%, iar restul de 51 (14,78%) in ultima
categorie cu un PB >70%.

21. In urma testarii a 47 de probe prin intermediul kit-ului Platelia Rabies pentru
detectia anticorpilor antirabici din lichidele toracice ale vulpilor, 14 (29,79%) dintre acestea au
fost pozitive si 33 (70,21%) negative.
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22. Prezenta markerului vaccinal in mandibulele vulpilor a fost intr-o prezenta mult mai
mare comparativ cu detectia anticorpilor antirabici postvaccinali, 60 (84%) din totalul celor 72
de probe lucrate fiind pozitive. Obtinerea de date valide si interpretarea cu usurinta a rezultatelor
sunt in mare parte dependente de tipul sectiunilor realizate.

23. Detectia anticorpilor antirabici din serurile, respectiv lichidele toracice de la mistreti
prin intermediul testului ELISA a evidentiat un numar surprinzator de probe pozitive, si anume
un total de 132 (42,30%) din totalul celor 312 testate, acestea fiind primele date raportate la
aceasta specie pana in prezent in tara noastrd. Rezultatele noastre scot in evidentd faptul ca,
aceste animale salbatice reprezintd un adevarat pericol pentru buna desfasurare a campaniilor
de vaccinare orala a vulpilor, fiind principalii competitori pentru consumul momelilor

24. Tn urma testirii a 56 de probe pozitive de mistreti utilizand atat metoda de referinta
FAVN, cit si testul ELISA, cel din urma a Inregistrat o sensibilitate de 96,43%.
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CHAPTER XI. FINALS CONCLUSIONS

Following the epidemiological, serological and molecular researches performed in the
Phd thesis, regarding animal rabies, this final conclusions are drawn:

1. The prevalence of positive rabies cases in domestic animals from the total of 781
samples received at the laboratory with rabies suspicion, collected between 2010-2016 from the
north-est of our country was 24,07%. The most affected domestic species was bovines with a
total of 103 cases (13,19%); most of them confirmed in lasi county area with a total of 48 cases
(6,14%).

2. The prevalence of positive rabies cases in wild animals from the total of 1314 samples
collected in the same period was 23,05%. The most affected were foxes with a total of 284 cases
(21,61%); the highest number of positive cases in wild animals was reported in Suceava county
with a total of 93 cases (7,07%).

3. Regarding the rabies cases situation in the Republic of Moldova, from the total of
1150 samples collected from domestic animals during 2010-2016, 573 were found positive with
a prevalence of 49,82%. The highest number of confirmed cases were from bovines with a total
of 255, representing 22,17%.

4. From the total of 305 samples collected from wild animals from Republic of
Moldova, 191 were confirmed to be positive with a prevalence of 62,62%. The most affected
wild species was the fox with a total of 158 positive cases (51,8%).

5. Confirming the rabies diagnostic for the samples taken into study, using the FAT
technique was done for all the 59 samples, both from the North-Est of Romania and Republic
of Moldova, the results obtained being in accordance with those obtained using all the
techniques done afterwards, without having any false positive or negative, this way
demonstrating the specificity an sensitivity of the technique in cause.

6. Within the comparative study between the 3 conjugates used for FAT, the best results
were obtained for the BioRad conjugate, the results being superior in comparison with the other
two, offering a high intensity of the fluorescent signal and a dark background, being able to
identify the viral antigen in 100% of the microscopic examined fields for a high number of
samples.

7. The rabies virus isolation technique on cell cultures was performed for all the 59
samples, the results being in accordance with those obtained using FAT and the molecular
biology techniques. This can be used with success for negative or dubious results obtained with
FAT and should replace the mice biological sample whenever possible.

8. The isolation of the rabies virus on the cell line N2a is as sensitive as mouse
inoculation test, even for samples with a low virus concentration.

9. The cellular line N2a is the most sensitive for isolation and multiplication of the
rabies virus, the results of our studies being in accordance with those reported in the specialty
literature.

10. During the researches regarding the use of different systems for isolating the rabies
virus in cell cultures, the best results were obtained for the LabTek system, the cell
concentration being considered optimal for the isolation and multiplication of the virus.
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11. The results obtained using molecular biology techniques were in accordance with
those obtained for diagnostic confirmation, without any false positive or negative results.

12. The use of molecular techniques represents an additional instrument in detecting
lyssaviruses, being successfully used for samples that are in an advance state of decomposing,
conserved in improper conditions or for a long period of time (-80 C).

13. Partial and complete sequencing of rabies virus nucleoprotein was realized for the
first time on samples collected from both domestic and wild animals from Republic of Moldova,
noticing the first phylogenetic group identified on the territory of this country.

14. Regarding the phylogenetic analyze performed in the north-est of our country, the
phylogenetic group NEE was identified, being found for the first time in the counties Botosani,
lasi, Vaslui, Galati and Vrancea.

15. The complete sequencing of the nucleoprotein was performed for the first time on
samples collected from our study areas; no complete sequences being reported until now.

16. Next generation sequencing was performed for the first time in our country and
Republic of Moldova on samples from both domestic and wild animals.

17. Following the bioinformatic analysis undertaken our samples showed a similarity
percentage of the five rabies genes sequences between 96-100%.

18. As a consequence of studying the amino acid positions of the rabies virus gene G,
known to be involved in pathogenicity, no changes have been identified that may suggest
differences in pathogenicity at the animal species level.

19. For a better understanding of the diversity of lyssaviruses and pathogenicity
differences, in-depth studies involving a larger geographic area and a larger number of samples
are required.

20. For the serological techniques, out of the total of 345 samples (thoracic liquid)
collected from foxes using the Bio-Pro kit, 98 were positive (28.4%) and 247 negative (71,6%)
trough ELISA test for detection of antibodies after vaccine bait distribution. This way, 247
(71,6%) registered a PB<40%, 47 (13,62%), were registered in the category of a PB of 40-70%
and the rest of 51 (14,78%) in the last category with a PB>70%.

21. After testing 47 samples of thoracic fluid from foxes, using the Platelia Rabies kit
for detecting rabies antibodies, 14 (29,79%) were found positive and 33 (70,21%) negative.

22. The presence of vaccine marker in foxes mandibles was much higher in comparison
with post vaccine anti rabies antibodies detection, 60 (84%) out of the total of 72 samples found
positive. Obtaining valid data and the ease of interpretation of the results is mostly dependent
on the type of sections done.

23. The anti rabies antibodies detection from serums and thoracic liquid collected from
wild boars using ELISA has shown a surprisingly high number of positive samples, 132 (42.3%)
out of 312, this being the first data for this species reported in our country. This results underline
the fact that, this wild animals represent a real danger for the oral vaccination program for foxes,
being the main competitors for consuming the baits.

24. After testing a number of 56 positive wild boar samples using the reference method
FAVN as well as ELISA, the second one has registered a sensitivity of 96,43%.
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ANEXE
LISTA DE FIGURI

1. Fig. 1.1 Sectiune transversala si longitudinald a virusului rabic (Sursa: http://www.who-rabies-bulletin.org/site-
page/virus-structure)

2. Fig. 1.2 Ciclul de infectie si replicare a virusului rabic (sursa: https://www.cdc.gov/rabies/transmission/virus.html)
3. Fig. 1.3 Cele 15 specii de virus rabic si zonele geografice aferente izolarii acestora (Sursa: Banyard AC s.a., 2014)
4. Fig. 1.4 Analiza filogeneticd a Lyssavirusurilor (Sursa: Banyard AC s.a., 2014)

5. Fig. 1.5 Rezervoarele de virus rabic clasic si distributia acestora la nivel mondial (Sursa: http://www.who-rabies-
bulletin.org/site-page/epidemiology-rabies)

6. Fig. 1.6 Zonele geografice unde au fost raportate cazurile de rabie la om in urma contactului cu caini infectati in
perioada 2010-2014. Albastru: prezenta bolii; Gri: Suspiciune; Alb: Absent
(Sursa:http://www.who.int/rabies/Presence_dog_transmitted_human_Rabies_2014.png?ua=1)

7. Fig. 1.7 Cazurile de rabie raportate la om in urma contactului cu céinii infectati in anul 2016

8. Fig. 1.8 Situatia cazurilor de rabie raportate la animalele domestice si sélbatice pe teritoriul Romaniei: A) Anul
2010; B) Anul 2011; C) Anul 2012; D) Anul 2013; E) Anul 2014; F) Anul 2015; G) Anul 2016 (Sursa:
http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/queries)

9. Fig. 2.1 Testul rapid de imunohistochimie directd A) Frotiu negativ B) Frotiu pozitiv (Sursa: CDC Atlanta, USA)
10. Fig. 4.1 Harta Romaniei cu reprezentarea geografica a celor 8 judete luate in studiu (original)

11. Fig. 4.2 Cazurile pozitive de rabie inregistrate la animalele domestice Tn perioada 2010-2016 in judetele Moldovei
12. Fig. 4.3 Numarul total al cazurilor pozitive de rabie inregistrate la animalele domestice pentru cele 8 judete luate
Tn studiu

13. Fig. 4.4 Cazurile pozitive de rabie inregistrate la animalele salbatice in perioada 2010-2016 in judetele Moldovei
14. Fig. 4.5 Numarul total de cazuri pozitive de rabie inregistrate in judetele Moldovei

15. Fig. 4.6 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie Tnregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Suceava

16. Fig. 4.7 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Iasi

17. Fig. 4.8 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Bacau

18. Fig. 4.9 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 n judetul Botosani

19. Fig. 4.10 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Vaslui

20. Fig. 4.11 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice Tn perioada
2010-2016 in judetul Vrancea

21. Fig. 4.12 Numarul total al cazurilor pozitive si negative de rabie inregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Galati

22. Fig. 4.13 Numidrul total al cazurilor pozitive si negative de rabie Tnregistrate la animalele domestice in perioada
2010-2016 in judetul Neamt

23. Fig. 4.14 Harta Republicii Moldova (sursa: wikipedia.org)

24. Fig. 4.15 Reprezentarea grafica a cazurilor pozitive de rabie la animalele domestice

25. Fig. 4.16 Reprezentarea grafica a cazurilor pozitive de rabie inregistrate la animalele salbatice, rozatoare si
chiroptere

26. Fig. 5.1 Harta Romaniei cu originea geografica a celor 38 de probe (original)

27. Fig. 5.2 A) Conjugatul Bio-Rad; B) Conjugatul Rabitest (activ si martor); C) Aspectul conjugatelor dupa
reconstituire. De la stinga la dreapta: Fujirebio, Bio-Rad si Rabitest (original)

28. Fig. 5.3 A) Pregitirea probelor; B) Realizarea amprentelor; C) Indepirtarea excesului cu o spatuli de lemn; D)
Aranjarea lamelor in suport; E) Fixarea lamelor in acetona la -20°C, 30 min. (original)

29. Fig. 5.4 A) Adaugarea conjugatului; B) Incubare la 37°C, 30 min.; C) Indepartarea conjugatului cu TFS si apa
distilata; D) Adaugarea unei picaturi de mediu de montare; E) Citirea la microscopul cu UV (original)

192


http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/virus-structure
http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/virus-structure
https://www.cdc.gov/rabies/transmission/virus.html
http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/epidemiology-rabies
http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/epidemiology-rabies
http://www.who-rabies-bulletin.org/site-page/queries

30. Fig. 5.5 A) IFD negativa, conjugat Bio-Rad, magnitudine x400, DR1016; B) IFD negativa, conjugat Fujirebio,
magnitudine x400, DR1016; C) IFD negativa, conjugat Rabitest, magnitudine x400, DR1016 (original)

31. Fig. 5.6 A) IFD pozitiva, conjugat Bio-Rad, magnitudine x400, DR1017; B) IFD pozitiva, conjugat Fujirebio,
magnitudine x400, DR1017; C) IFD pozitiva, conjugat Rabitest, magnitudine x400, DR1017 (original)

32. Fig. 5.7 A) IFD pozitiva, conjugat Bio-Rad, magnitudine x400, DR1027; B) IFD pozitiva, conjugat Fujirebio,
magnitudine x400, DR1027; C) IFD pozitiva, conjugat Rabitest, magnitudine x400, DR1027 (original)

33. Fig. 5.8. A) IFD pozitiva, conjugat Bio-Rad, magnitudine x400, DR1028; B) IFD pozitiva, conjugat Fujirebio,
magnitudine x400, DR1028; C) IFD pozitiva, conjugat Rabitest, magnitudine x400, DR1028 (original)

34. Fig. 5.9 Reprezentarea grafica a rezultatelor obtinute privind distributia de antigen rabic detectat in cazul celor 3
conjugate analizate Bio-Rad, Fujirebio si Rabitest. Scala de evaluare a fost aceeasi ca si in cazul intensitatii
fluorescentei, si anume de la 4+ la negativ.

35. Fig. 6.1 Cutie x 75 cm? cu linia celulard N2a (original)

36. Fig. 6.2 Microscop ranversat Lordill (original). A) Evaluarea confluentei monostratului celular; B) Numararea
celulelor in camera Neubauer

37.Fig. 6.3 A) Microscop cu LED Lordill AXIO cu ecran incorporat; B) Microscop cu UV Olympus BX41 (original)
38. Fig. 6.4 Rezultatele obtinute pentru cele 59 de probe testate prin intermediul RTCIT

39. Fig. 6.5 A) Control pozitiv CVS 27; B) Control pozitiv EBLV-1; C) Control negativ (original)

40. Fig. 6.6 A) Cultura celulara pozitiva: DR1034; B) Cultura celulara pozitiva: Vulpe, 2014 (original)

41.Fig. 6.7 A) Cultura celulard N2a pozitiva, Control CVS 27, 48h; B) Cultura celulard N2a pozitiva, Control EBLV-
1, 48h; C) Cultura celulara N2a negativa, Control negativ, 48h (original)

42. Fig. 6.8 A) Culturd celulara N2a pozitiva: DR1201, 48h; B) Culturd celulard N2a pozitiva: DR1198, 48h
(original)

43. Fig. 6.9 A) Cultura celularda N2a pozitivd: DR1201, 72h; B) Culturd celulard N2a pozitiva: DR1198, 72h
(original)

44. Fig. 6.10 A) Cultura celularda BHK-21, 48h, Control pozitiv CVS 27; B) Cultura celularda BHK-21, 48h, Control
pozitiv EBLV-1; C) Cultura celularda BHK-21, 48h, Control negativ (original)

45. Fig. 6.11 A) Culturi celulara BHK-21, 48h, DR1017; B) Cultura celulara BHK-21, 48h, DR1033 (original)

46. Fig. 6.12 A) Cultura celulara BHK-21, 72h, DR1017; B) Cultura celulara BHK-21, 72h, DR1018 (original)

47. Fig. 6.13 Harta Romaniei (verde) si a Republicii Moldova (albastru) cu originea geografica a celor 16 probe
(original)

48. Fig. 6.14 A) Control pozitiv CVS-27, sistem microplacd, concentratia celulard 2x10° celule/ml, perioadd de
incubatie x72 h (x400); B) Culturi celulard pozitivd (DR1033), concentratia celulard 2x10° celule/ml, perioada de
incubatie x72 h (x400); C) Cultura celulara pozitiva (DR1033), concentratia celulard 1,5x10° celule/ml, perioada de
incubatie x72 h (x400) (original)

49. Fig. 7.1 Harta Romaniei (portocaliu) si a Republicii Moldova (roz) cu originea geografica a celor 59 de probe
(original)

50. Fig. 7.2 Etapele realizarii extractiilor ARN

51. Fig. 7.3 Aparatul de extractie Iprep Invitrogen (original)

52. Fig. 7.4 Etapele realizarii dilutiilor seriate pentru GT1 (original)

53. Fig. 7.5 A) Tuburi Rotor-Gene (www.4ti.co.uk); B) Amplasarea tuburilor in suportul aparatului (original); C)
Aparatul Rotor-Gene Qiagen (original)

54. Fig. 7.6 Gena N a virusului rabic: primerii utilizati pentru amplificarea partiald si completa (original)

55. Fig. 7.7 Termociclorul Eppendorf AG, Germania (original)

56. Fig. 7.8 A) Pregatirea gelului; B) Aplicarea pieptenilor; C) Inocularea probelor; D) Citirea la Aparatul BioRab
Laboratories, France

57. Fig. 7.9 Modul de prezentare a datelor analitice obtinute, ale probelor testate in sistemul Real-time RT-PCR, cu
cele 3 ferestre de analiza a software-ului Rotor-Gene Q (original)

58. Fig. 7.10 Reprezentarea fazelor de amplificare a reactiei SYBR Green Real-time RT-PCR (original)

59. Fig. 7.11 A) (stdnga) Amplificarea probelor DR1016-DR1036 si al controalelor prin intermediul tehnicii
SYBRGreen Real-time qRT-PCR; B) (dreapta) Curba standard SYBRGreen Real-time gRT-PCR aferenta probelor
DR1016-DR1036 (original)
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60. Fig. 7.12 A) (stdnga) Amplificarea probelor DR1187-DR1202 si al controalelor prin intermediul tehnicii
SYBRGreen Real-time gqRT-PCR; B) (dreapta) Curba standard SYBRGreen Real-time gRT-PCR aferenta probelor
DR1187-DR1202 (original)

61. Fig. 7.13 A) (stdnga) Amplificarea probelor DR1331-DR1336 si al controalelor prin intermediul tehnicii
SYBRGreen Real-time qRT-PCR; B) (dreapta) Curba standard SYBRGreen Real-time gRT-PCR aferenta probelor
probelor DR1331-DR1336 (original)

62. Fig. 7.14 A) (stdnga) Amplificarea probelor DR1343-DR1358 si al controalelor prin intermediul tehnicii
SYBRGreen Real-time qRT-PCR; B) (dreapta) Curba standard SYBRGreen Real-time gRT-PCR aferenta probelor
DR1343-DR1358 (original)

63. Fig. 7.15 A) (stanga) Amplificarea RABV a probelor DR1016-DR1036 utilizand tehnica TagMan gRT-PCR,
sonda LysGT1; B) (dreapta) Amplificarea RABV a probelor DR1187, DR1198, DR1200 si DR1201 utilizand tehnica
TagMan gRT-PCR, sonda LysGT1 (original)

64. Fig. 7.16 A) stanga) Amplificarea EBLV-1 a probelor DR1016-DR1036 utilizand tehnica TagMan gRT-PCR,
sonda LysGT5. Controlul pozitiv este ilustrat in rosu; B) (dreapta) Amplificarea EBLV-2 a probelor DR1016-
DR1036 utilizand tehnica TagMan qRT-PCR, sonda LysGT6. Controlul pozitiv este ilustrat in rosu (original)

65. Fig. 7.17.a. Detectia ARN-ului virusului rabic prin intermediul RT-PCR-ului conventional (Fragment al proteinei
N partiale 606-pb): Marker molecular (linia 1), probe testate DR1016 - DR1036 (liniile 2 - 22), alte probe testate in
paralel (liniile 23 - 27), control negativ ARN (linia 28), control pozitiv (linia 29), control negativ PCR (linia 30) si
marker molecular (lina 31) (original). Fig. 7.17.b. Detectia ARN-ului virusului rabic prin intermediul RT-PCR-ului
conventional (fragment al proteinei N partiale 606-pb). Marker molecular (linia 1), probe testate DR1187, DR1198,
DR1200 si DR1201 (liniile 2-5), alte 2 probe testate (liniile 6 si 7), control negativ (linia 8) si control pozitiv (linia
9) (original). Fig. 7.17.c. Detectia ARN-ului virusului rabic prin intermediul RT-PCR-ului conventional (fragment
al proteinei N partiale 606-pb). Marker molecular (linia 1), probe testate DR1331-1336 (liniile 2-7) (original). Fig.
7.17.d. Detectia ARN-ului virusului rabic prin intermediul RT-PCR-ului conventional (fragment al proteinei N
partiale 606-pb). Marker molecular (linia 1), probele testate DR1343-DR1357 (liniile 2-16), DR1358 (linia 17)
(original)

66. Fig. 7.18.a Detectia ARN-ului virusului rabic prin intermediul RT-PCR-ului conventional (Fragment al proteinei
N complete 1353-bp): Marker molecular (linia 1), probe testate DR1017- DR1036 (liniile 2 - 21), alte probe testate
n paralel (liniile 22 - 30), control negativ (linia 32) (original). Fig. 7.18.b Detectia ARN-ului virusului rabic prin
intermediul RT-PCR-ului conventional Fragment al proteinei N complete 1353-bp): Marker molecular (linia 1),
probe testate DR1187, DR1198, DR1200 si DR1201 (liniile 2-5) (original). Fig. 7.18.c Detectia ARN-ului virusului
rabic prin intermediul RT-PCR-ului conventional (Fragment al proteinei N complete 1353-bp): Marker molecular
(linia 1), probe testate DR1331-DR1336 (liniile 2-7) (original). Fig. 7.18.d Detectia ARN-ului virusului rabic prin
intermediul RT-PCR-ului conventional (Fragment al proteinei N complete 1353-bp): Marker molecular (linia 1),
probe testate DR1343, DR1345-DR1353, DR1357, DR1358 (liniile 2-14) (original)

67. Fig. 7.19 Aparatul QUBIT, Invitrogen, (original)

68. Fig. 7.20 Etapele dozarii concentratiei de ARN/ADNCc (original)

69. Fig. 8.1 Reprezentarea probelor luate in studiu din N-E-ul Romaniei si din Republica Moldova. Cercurile rosii
reprezintd probele pozitive, iar cercurile verzi, probele negative. Harta a fost realizatd cu ajutorul programului
ArcView (ArcMap) (original)

70. Fig. 8.2 Exemplu de secventa nucleotidica a nucleoproteinei complete a virusului rabic (DR1017)

71. Fig. 8.3 Arbore filogenetic generat pe baza metodei NJ (original) a nucleoproteinei partiale N a virusului rabic.
Animalele domestice din Romania sunt reprezentate cu cercuri negre, iar cele salbatice cu cercuri rosii. Triunghiurile
negre reprezinta animalele domestice din Republica Moldova, pe cand triunghiurile rosii, cele salbatice (original)
73. Fig. 8.4 Arbore filogenetic generat pe baza programului PhyML / EvolView pentru gena completd N a virusului
rabic (1353-bp). Numerele adiacente ramurilor reprezinta in esentd procentele Bootstrap. Probele provenite de la
animalele domestice din zona de studiu a Romaniei sunt reprezentate cu patratele albastre, iar cele de la animalele
salbatice cu patratele rosii. Pentru Republica Moldova, animalele domestice sunt reprezentate cu stelute mov, iar cele
salbatice cu triunghi verde (original)

74. Fig. 8.5 Arbore circular generat pe baza programului PhyML / EvolView pentru proteina completd N a virusului
rabic (1353-bp). Ca si in cazul arborelui filogenetic clasic, numerele ramurilor reprezinta procente bootstrap, iar
probele sunt identificate cu aceleasi figurine ca si in cazul celui clasic (original)
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75. Fig. 9.1 Alinierea aminoacizilor genei N a virusului rabic pentru cele 15 probe prin intermediul programului
GraphicView (original)

76. Fig. 9.2 Alinierea aminoacizilor genei P a virusului rabic pentru cele 15 probe prin intermediul programului
GraphicView (original)

77. Fig. 9.3 Alinierea aminoacizilor genei M a virusului rabic pentru cele 14 probe prin intermediul programului
GraphicView (original)

78. Fig. 9.4 Alinierea aminoacizilor genei G a virusului rabic pentru cele 15 probe prin intermediul programului
GraphicView (original)

79. Fig. 9.5 Alinierea aminoacizilor genei L a virusului rabic pentru cele 14 probe prin intermediul programului
GraphicView (original)

80. Fig. 9.6 Alinierea aminoacizilor genei L a virusului rabic pentru cele 14 probe prin intermediul programului
GraphicView (continuare 1) (original)

81. Fig. 9.7 Alinierea aminoacizilor genei L a virusului rabic pentru cele 14 probe prin intermediul programului
GraphicView (continuare 2) (original)

82. Fig. 9.8 Alinierea aminoacizilor genei L a virusului rabic pentru cele 14 probe prin intermediul programului
GraphicView (continuare 3) (original)

83. Fig. 9.9 Arbore filogenetic a secventelor complete a genomului virusului rabic generat pe baza programului
PhyML. Numerele adiacente ramurilor reprezintd procentele Bootstrap. Patratelele rosii reprezintd animalele
salbatice, iar cele verzi animalele domestice din nord-estul Romaniei. Stelutele mov reprezinta animalele domestice
din Republica Moldova (original)

84. Fig. 10.1 Harta Romaniei cu originea geografica (portocaliu) a probelor de vulpi (original)

85. Fig. 10.2 A) Pregatirea mandibulei cu sectionarea acesteia in doud parti; B) Individualizarea caninului de
mandibula cu ajutorul unui cleste; C) Aspectul final al caninului inaintea realizarii sectiunilor transversale (original)
86. Fig. 10.3 A) Aparatul Buehler, Isomet; B) Efectuarea propriu-zisa a sectiunilor la fierastraul cu diamant (original)
87. Fig. 10.4 Reprezentarea grafica a rezultatelor obtinute pentru probele de vulpi prin intermediul testului ELISA
88. Fig. 10.5 Reprezentarea grafica a procentului de blocare (PB) al celor 345 probe de vulpi testate. PB <40%
reprezinté probele negative, PB 40-70% reprezinta probe pozitive, iar PB >70%, probe pozitive cu un nivel mai mare
de 0,5 Ul/ml de anticorpi postvaccinali

89. Fig. 10.6 Titrul de anticorpi antirabici obtinut pentru probele testate prin intermediul kit-ului Platelia™ Rabies
I Interpretarea cantitativa cu cele 4 categorii de seroconversie: < 0,125 EU/mI: nivel nedetectabil de seroconversie,
0,125-0,5: nivel insuficient de seroconversie, 0,5-4 EU/ml: nivel suficient de seroconversie si >4 EU/ml: nivel ridicat
de seroconversie

90. Fig. 10.7 Rezultatele obtinute pentru cele 72 de mandibule de vulpi pentru detectia markerului vaccinal

91. Fig. 10.8 Determinarea varstei la vulpi pe baza dentitiei A) Vulpe adultd, aprox. 6 ani; 1: cavitate pulpara, 2:
dentind, 3: ciment; B) Vulpe tanara <1 an, 1: dentind, 2: cavitate pulpara larga, 3: ciment, 4: os mandibular (original)
92. Fig. 10.9 A) Depozit de tetraciclind in dentinad (3 linii), cu o intensitate a fluorescentei redusa B) Depozit de
tetraciclind 1n dentina (2 linii) si os mandibular, cu o intensitate a fluorescentei medie (original)

93. Fig. 10.10 A) Depozit de tetraciclind in dentina (o linie) si os mandibular, cu o intensitate a fluorescentei medie
B) Depozit de tetraciclina in dentina (o linie) si os mandibular, cu o intensitate a fluorescentei ridicata (original)

94. Fig. 10.11 Harta Romaniei cu originea geografica (verde) a probelor de mistreti (original)

95. Fig. 10.12 Rezultatele obtinute in cadrul metodei serologice ELISA pentru detectia anticorpilor antirabici la
mistreti

96. Fig. 10.13 Reprezentarea grafica a procentului de blocare al celor 312 probe de mistreti testate. PB <40%
reprezintd probele negative, PB 40-70% reprezinta probe pozitive, iar PB >70%, probe pozitive cu un nivel mai mare
de 0,5 Ul/ml de anticorpi postvaccinali

97. Fig. 10.14 A) FAVN negativ, mistret SV, 2014, magnitudinea x400; B) FAVN negativ, mistret SV, 2014,
magnitudinea x400; C) FAVN pozitiv, mistret, BC, 2015, magnitudinea x400 (original).
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