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INTRODUCERE

Prima descriere a tantarilor ca vectori pentru agenti patogeni transmisibili la om a
fost realizata de catre Sir Patrick Manson, ca o consecinta a descoperirii rolului acestora in
transmiterea filariei. in anul 1881, Carlos Finlay emitea ipoteza conform cireia agentul
etiologic responsabil de Febra Galbena poate fi vehiculat de catre tantari. Ulterior, aceasta
ipoteza a fost confirmata de catre Walter Reed, care, in 1900, afirma ca virusul Febrei
Galbene poate fi transmis la oameni de catre tantari. Conceptul ,,arthropod-borne” ca
mecanism de transmitere a virusurilor a fost introdus pentru prima data in domeniul
virologiei 1n anul 1942, termenul de ,,arbovirus” fiind actualizat permanent. in raportul
,Arthropod-borne and rodent-borne viral disease” publicat de Organizatia Mondiald a
Sanatatii (OMS), arbovirusurile au fost definite ca virusuri, care au ca si caracteristica
comund, capacitatea de a fi mentinute in naturd prin transmiterea biologica intre gazde
vertebrate susceptibile prin intermediul unui artropod hematofag sau/si prin transmiterea
trans-ovariand de la femela infectatd in descendentd (Huang, Higgs, si Vanlandingham
2019).

Desi transmiterea de la om la om prin intermediul schimbului de fluide infectate a
fost raportatd in cazul catorva arboviroze, majoritatea mecanismelor de transmitere au la
baza hrinirea artropodului infectat pe oameni. In cazul infectiei cu virusul West Nile
(VWN), virusul este transmis, prin intermediul tantarilor, pasarilor, ce au rol de rezervor si
de gazde de amplificare.

Aparitia si raspandirea virusurilor transmise prin intermediul artropodelor
(arbovirusuri) ntr-un teritoriu este dependentd, in egala masura, de prezenta virusului, a
gazdelor susceptibile si a vectorilor competenti. Desi mentionate de secole, in ultimii ani
raportarea epidemiilor cauzate de arbovirusuri a crescut dramatic. Sporirea densitatii
populatiei, defrisarile, deplasarile oamenilor, animalelor si a vectorilor au contribuit la
diseminarea arbovirusurilor. Impactul schimbarilor climatice asupra acestor infectii este
controversat, atata timp cat poate influenta, in diverse moduri, atit abundenta insectelor cu
rol de vectori cat si transmiterea virusului (Sebastian Napp, Petri¢, si Busquets 2018).

Alegerea biotopului tantarilor este dependenta de existenta vegetatiei. Perdeaua de
vegetatie propice ecosistemelor pentru tantari furnizeaza atat hidrati de carbon, necesari in
timpul zborului cét si un habitat propice pentru numeroase specii de pasari, furnizand astfel
sursa de sdnge necesard atat pentru depunerea pontei cat si pentru preluarea agentilor
patogeni (Brownstein s.a., 2002).

11
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Pentru a putea transmite agenti patogeni cu caracter zoonotic si, in consecinta, sa
poata avea rol de vectori intermediari (,,bridge vectors”), anumite specii de tantari trebuie
sd aiba un comportament alimentar oportunist care sd le permitd sa se hraneasca pe o
diversitate mare de gazde, de-a lungul scarii evolutive zoologice (Brownstein s.a., 2002).

Actualmente, arbovirusurile sunt foarte raspandite la nivel mondial, pe toate
continentele, cu exceptia Antarcticii. Ca urmare a exigentelor specifice, dependente de
gazdele vertebrate, de vectori si factori ecologici, necesare mentinerii circuitului de
transmitere, fiecare virus are o distributie focala (Sebastian Napp, Petri¢, si Busquets 2018).

Pentru a estima riscul de transmitere reprezentat de mobovirusuri (,,mosquito-borne
viruses "), este esentiald cunoasterea tuturor factorilor biologici si ecologici care guverneaza
transmiterea virala. Factorii asociati vectorilor sunt reprezentati de: (i) abundenta si
dinamica Tn timpul sezonului; (ii) comportamentul alimentar; (iii) capacitatea de dispersie;
(iv) competenta vectoriala; (v) disponibilitatea si tipul locurilor de reproducere (Napp,
Petri¢ si Busquets 2018). Pe langa factorii asociati insectelor cu rol de vectori, o importanta
deosebitda o au si factorii ecologici, respectiv conditiile de mediu. Relevante pentru
transmiterea vectoriald, sunt precipitatiile si temperatura ambientald, cu efecte asupra ratei
de replicare virald si de scurtare a perioadei de incubatie extrinsecd, precum si
disponibilitatea nutritiva din timpul stadiilor de dezvoltare a tantarilor.

Ca urmare a tendintei ascendente a unor factori antropici, cum ar fi populatia
umand, defrisarile, urbanizarea, deplasarile oamenilor, miscarile animalelor si ale vectorilor
precum si schimbarile climatice, este anticipata o expansiune importanta a mobovirusurilor
in Europa (Sebastian Napp, Petri¢, si Busquets 2018).

Conform Catalogului international al arbovirusurilor, publicat de Centrul pentru
Prevenirea si Controlul Bolilor, Statele Unite ale Americii, in momentul actual sunt
Tnregistrate peste 530 de specii virale (CDC.gov), transmise in principal prin intermediul
tantarilor si al capuselor. Dintre acestea, aproximativ 134 de specii de arbovirusuri produc
boli la oameni (Gubler 2001). Majoritatea acestor virusuri sunt sunt incluse in familii virale
precum Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae si Reoviridae.

12
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INTRODUCTION

The first description of mosquitoes as vectors for human pathogens was made by
Sir Patrick Manson, as a consequence of the discovery of their role in the transmission of
filaria. In 1881, Carlos Finlay hypothesized that the etiological agent responsible for Yellow
Fever could be carried by mosquitoes. This hypothesis was later confirmed by Walter Reed,
who in 1900 stated that the Yellow Fever virus could be transmitted to humans by
mosquitoes. The concept of ,,arthropod-borne” as a mechanism of virus transmission was
first introduced in the field of virology in 1942. Since then, the term ,,arbovirus” being
constantly updated. In the ,,Arthropod-borne and rodent-borne viral disease” report,
published by the World Health Organization (WHQO), arboviruses were defined as viruses,
which share as a common feature, the ability to be maintained in nature by biological
transmission between vertebrate hosts susceptible via a hematophagous arthropod and/or by
trans-ovarian transmission from infected female offspring (Huang, Higgs, and
Vanlandingham, 2019).

Although human-to-human transmission through the exchange of infected fluids
has been reported in several arboviruses, most of the transmission mechanisms are based on
feeding the infected arthropod to humans. In the case of West Nile virus (VWN) infection,
the virus is transmitted to the host, which acts either as a reservoir and amplifier, through
mosquitoes.

The emergence of viruses transmitted by arthropods (arboviruses) is equally
dependent on the virus, susceptible hosts and competent vectors. Although mentioned for
centuries, in the last years the reporting of epidemics caused by arboviruses has increased
dramatically. Increasing population density, deforestation, movement of people, animals
and vectors have contributed to the spreading of arboviruses. The impact of climate change
on these diseases is controversial, as long as it can influence, in various ways, both the
abundance of vectors and the transmission of the virus (Sebastidn Napp, Petri¢, and
Busquets 2018).

The establishment of the mosquito biotope is dependent on the existence of
vegetation, for mosquito ecosystems and blood source. The vegetation provides both
carbohydrates, necessary during the flight, and a suitable habitat for many species of birds,
providing the blood source necessary both for laying eggs and for taking up pathogens
(Brownstein et al., 2002).

To be able to transmit zoonotic pathogens and, consequently, to act as bridge
vectors, certain species of mosquitoes must have an opportunistic feeding pattern that allows
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them to feed on a wide variety of species. Of hosts, along the evolutionary zoological scale
(Brownstein s.a., 2002).

Currently, arboviruses are spread worldwide, on all continents except Antarctica.
Due to the specific requirements, dependent on vertebrate hosts, vectors and ecological
factors, necessary to maintain the transmission circuit, each virus has a focal distribution
(Sebastian Napp, Petri¢, and Busquets 2018).

Due to the upward trend of anthropogenic factors, such as human population,
deforestation, urbanization, human movements, animal and vector movements, and climate
change, the expansion of moboviruses in Europe is expected (Sebastian Napp, Petri¢, and
Busquets 2018).

To estimate the risk of transmission posed by moboviruses (mosquito-borne
viruses), it is essential to know all the biological and ecological factors that are involved in
viral transmission. These include factors associated with vectors: (i) abundance and
dynamics during the season; (ii) feeding preferences; (iii) dispersion ability; (iv) vector
competence; (v) the availability and type of breeding sites (Napp, Petri¢ and Busquets
2018).

According to the International Catalog of Arboviruses, currently lists more than 530
viral species (CDC.gov), transmitted mainly through mosquitoes and ticks. Of these, about
134 species of arboviruses cause disease in humans (Gubler 2001). Most of these viruses
belong to viral families such as Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae and Reoviridae.
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REZUMAT

Cuvinte cheie: arboviroze, zoonoze, sero-neutralizare, High-Throughput Real-
Time PCR

Prezenta lucrare de doctorat, intitulatda ,,Arboviroze cu caracter zoonotic
transmise de tantari in Romania”, este structurata, conform normelor in vigoare, in doua
parti principale: prima parte, reprezentata de ,Stadiul actual al cunoasterii”, ce
condenseaza informatii actualizate din literatura de specialitate privind tema abordata si
partea a Il-a, respectiv cea de ,,Contributii personale”, in care sunt descrise metodele de
lucru si rezultatele obtinute ca urmare a cercetarilor intreprinse pe parcursul perioadei de
studii doctorale.

Prima parte, ,,Stadiul actual al cunoasterii”, structurata in trei capitole, cuprinde
o0 sistematizare succintd a informatiilor extrase din literatura de specialitate cu privire la
principalele arbovirusuri, manifestarile clinice la om si animale, principalele insecte cu rol
de vectori si capacitatea vectoriald a acestora, cu factorii implicati in transmiterea agentilor
patogeni pe cale vectoriala.

Primul capitol, cu titlul ,,Principalele arbovirusuri zoonotice cu potential de
emergentd si re-emergentd in Romania” descrie, asa cum reiese din titlu, principalele familii
si genuri virale ce includ virusuri a caror transmitere implica participarea unei insecte
hematofage. Pe langd acestea, mai sunt redate sindroamele clinice asociate infectiei cu
virusurile mentionate, la om si animale. Principalele familii virale descrise in acest capitol
sunt reprezentate de familia Flaviviridae, cu virusurile West Nile, Usutu si virusul
encefalitei de capusa, familia Togaviridae, cu virusul Sindbis si familia Peribunyaviridae,
cu virusul Tahyna.

In ceea ce priveste principalele specii de tAntari implicate in transmiterea virusurilor
descrise anterior, cel de-al doilea capitol, denumit ,,Principalele specii de culicide cu rol
in transmiterea agentilor patogeni la animale si oameni in Romdnia”, descrie specii
indigene si invazive, ce se regdsesc in tara noastrd. Din cele 55 de specii de tantari
recunoscute ca native pentru Romania, in acest capitol sunt redate speciile: Culex pipiens,
cu cele doua bioforme, Culex modestus, Aedes vexans si specia invaziva Aedes albopictus.

Capitolul 111, intitulat ,,Capacitatea vectoriala a tantarilor”, pune accentul pe
capacitatea vectoriala si vector-competenta, aspecte cheie pentru a intelege transmiterea
patogenilor.

Cea de-a doua parte a tezei, ,,Contributii personale”, este structuratd in cinci
capitole (IV=VIII), in fiecare fiind prezentate metodele de lucru abordate, rezultatele
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obtinute in cursul perioadei de studii doctorale si concluziile rezultate din prelucrarea
informatiilor expuse.

Capitolele IV si V, respectiv ,,Scopul si obiectivele cercetarilor” si ,Descrierea
cadrului organizatoric §i insitutional in care s-au desfdsurat cercetarile”, descriu succint
scopul si obiectivele urmarite precum si locul de desfasurare a activitdtilor necesare
realizarii obiectivelor propuse.

Astfel, prezenta lucrare a rezultat ca urmare a implementarii unui Studiu de
supraveghere in zona de est a tarii. Actiunea de supraveghere a fost centrata pe trei aspecte
majore implicate in ciclul de viatd arboviral: (i) comunitatile de tantari; (ii) detectia si
caracterizarea arbovirusurilor prezente in tantarii capturati; (iii) supravegherea serologica
activa a speciilor receptive.

Capitolul VI, intitulat ,,/nvestigatii serologice privind principalele infectii
transmise de tantari la om si animale”, este structurat la randul sau 1n patru subcapitole.
Divizarea in subcapitole denota abordarea ampla a subiectului si a speciilor receptive vizate,
ce reprezintd verigi estentiale in circuitul de transmitere si mentinere a arbovirusurilor in
naturd. Astfel, investigatiile serologice au urmadrit detectia si prevalenta anticorpilor
specifici In probe de ser provenite de la cai, paséri, cdini si oameni din zona de est a
Romaniei.

Prima anchetd sero-epidemiologicd a urmadrit detectia anticorpilor impotriva
virusurilor West Nile, Usutu si encefalitei de capusd, in probe de ser de la cai clinic sanatosi,
in 14 locatii din trei judete. Astfel, probele testate au provenit din judetele Iasi (n = 118),
Vaslui (n =208) si Tulcea (n = 28) si au fost recoltate concomitent cu esantioanele destinate
testarii pentru anemia infectioasd ecvind, in perioada februarie - aprilie si in lunile mai si
iulie. Datele individuale ale animalelor incluse in studiu au fost obtinute de la apartinatori
si au fost sistematizate In doud variabile: categorie de varsta si sex.

Testarea serologica a celor 354 de probe s-a realizat, intr-o prima etapa, prin tehnica
imunoenzimatica (ELISA) pentru detectia 1gG, utilizand kit-ul comercial ID-Screen West
Nile Competition (IDVet Diagnostics, Montpellier, Franta). Ulterior, probele pozitive au
fost retestate, pentru confirmare, prin tehnica de seroneutralizare. Tehnicile de lucru s-au
realizat conform protocoalelor interne ale ANSES, Franta.

Rezulatele primei testéri serologice a relevat o prevalenta a anticorpilor anti-VWN
de 46,6%, respectiv 165 de probe pozitive. In ceea ce priveste variabilele considerate, s-a
observat ¢ ponderea cea mai mare a corespuns categoriei de varsta ,,adult” (5 - 14 ani), in
timp ce intre sexe nu au fost diferente notabile. Pentru a exclude rezultatele fals pozitive, ca
urmare a reactiilor serologice incrucisate cu alte flavivirusuri, probele pozitive si cele
dubioase prin tehnica ELISA au fost retestate prin tehnica de virus micro-neutralizare
(MNT). Astfel, anticorpii neutralizanti anti-VWN au fost detectati in 136 din cele 168 de
probe retestate, ceea ce reprezinta o seroprevalentd cumulata de 38,4 % (136/354).

Caurmare a testarii prin tehnica de micro-neutralizare, au fost depistate patru probe
pozitive atit pentru VWN cat si pentru VUSU. Intrucat conditia pentru ca anticorpii
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specifici sa fie atribuiti unui anumit virus este ca un virus sa aiba titrul anticorpilor de patru
ori mai mare decét al celui de-al doilea, cele patru probe au fost considerate pozitive doar
pentru VWN.

In ceea ce priveste detectia anticorpilor neutralizanti impotriva virusului encefalitei
transmise de capuse, acestia nu au fost detectati in nici una din probele de ser testate.

Cea de-a doua ancheta serologica a urmarit detectia anticorpilor IgG in probe de ser
provenite de la pasari salbatice din patru locatii diferite din Rezervatia Biosferei Delta
Dundrii (DDBR), respectiv din Caraorman, Furtuna, Murighiol si Salcioara. Pasarilor
capturate li s-au stabilit statusul: migrator sau rezident, precum si categoria de varsta: tineret
sau adult. Pentru realizarea scopului, Tn mod etapizat s-au recoltat 68 probe din cele patru
locuri mentionate anterior. Probele au fost testate utilizand kit-ul comercial ID Screen®
West Nile Competition Multi species (IDVet, Grabels, Franta) pentru detectia anticorpilor
anti-VWN, respectandu-se instructiunile mentionate de producator.

Din cele 68 de pasari silbatice, 22 au fost incadrate in categoria ,,tineret” (eclozate
n sezonul 2016) iar 46 au in categoria ,,adulti”. In ceea ce priveste pasarile adulte, 12 au
fost femele si 14 masculi iar pentru alte 20 de pasari sexul nu a fost determinat.

In urma testdrii prin tehnica ELISA de competitie, prezenta anticorpilor specifici
anti-VWN a fost evidentiata la opt pasari salbatice din totalul de 68 testate (11,8%, C195%=
11,5% —12,1%). Seroneutralizarea In vederea confirmarii probelor pozitive a fost efectuata
pe 51 de probe din doud locatii, in timp ce pentru 17 probe cantitatea initiald de ser nu a
permis alte testari ulterioare. Astfel, din totalul probelor testate pentru detectia anticorpilor
neutralizanti anti-VWN, sase probe au fost confirmate [11,8%, CI95% =2,92%-20,61%)].

Cea de-a treia ancheta sero-epidemiologica a cuprins probe recoltate de la céini cu
diferite afectiuni sau clinic sanatosi, din sase judete din partea de est a tarii. Pentru realizarea
obiectivului propus, s-au recoltat 363 de probe de la céini din padocuri, gospodarii private
si clinici veterinare, din judetele: Suceava (n = 12), lasi (n = 237), Bacdu (n = 24), Braila (n
=16), Galati (n = 53) si Tulcea (n = 21).

Detectia anticorpilor specifici (IgG) anti-VWN s-a realizat etapizat, prin tehnica
ELISA de competitie, utilizand doua kit-uri pentru uz veterinar, ready-to-use, ambele fiind
comerciale: ID-Screen West Nile Competition (IDVet Diagnostics, Montpellier, Franta) si
Ingezim WNV Compagq kit (Ingenasa).

In prima etapa, 179 de probe au fost testate serologic prin tehnica imunoenzimatica
ELISA, utilizand kit-ul comercial ID-Screen West Nile Competition (IDVet Diagnostics,
Montpellier, Franta), urmarind protocolul de lucru derivat din instructiunile furnizorului. in
cea de-a doua etapa, au fost testate 184 probe recoltate in timpul consultatiilor oferite in
clinicile FMV Tasi si din gospodariile private din lasi si Faurei (Braila), utilizand kit-ul
comercial INGEZIM West Nile COMPAC (Ingenasa, Madrid, Spania).

In functie de disponibilitatea datelor individuale, s-au luat Tn considerare ca
variabile: genul animalului, varsta, talia si gradul de expunere.
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Ca urmare a testarii celor 179 de probe, in cursul primei etape, anticorpii specifici
anti-VWN au fost detectati in 79 de probe [(44,1%) 95% CI 36,86-51,41] iar in cea de-a
doua etapa, in urma testarii a 184 de probe, s-a obtinut o prevalenta a anticorpilor specifici
anti-VWN de 51% [(94/184) 95% Cl 43,86-58,31].
pozitive rezultate in urma testarii in cadrul celei de-a doua etape au fost retestate prin tehnica
de competitie, utilizand kit-ul ID Screen WNV Competition. Astfel, din cele 94 de probe
pozitive, in functie de cantitatea de ser disponibild, au fost reanalizate 86 de probe,
obtinandu-se un grad de fidelitate si o pozitivitate de 100% intre cele doua kit-uri.

Pentru a reduce erorile date de valorile intrinseci ale celor doua teste de depistare
folosite si pentru a avea importantd statisticd in vederea stabilirii unei seroprevalente
globale, s-au considerat doar rezultatele obtinute ca urmare a testarii utilizand kit-ul ID
Screen WNV Competition. Astfel, din totalul de 363 de probe testate, anticorpii specifici
virusului WN si altor flavivirusuri inrudite antigenic au fost detectati in 165 de probe (79
din prima etapa si 86 confirmate ca urmare a celei de-a doua analize), cu o seroprevalenta
cumulata de 45,5 % (95% CI: 40,33 - 50,58).

Probele seropozitive rezultate in urma testarii prin tehnica imunoenzimatica ELISA
au fost retestate prin tehnica de micro-virus neutralizare (MNT), pentru detectia anticorpilor
neutralizanti specifici pentru virusurile West Nile, Usutu si virusul encefalitei de cépusa.
disponibild, au fost testate 161 din cele 165 pozitive la ELISA.

Prin tehnica de micro-virus neutralizare, anticorpi specifici neutralizanti impotriva
VWN au fost detectati in 131 din 363 de probe, anticorpi neutralizanti anti-VUSU (titrul
anticorpilor 160) la o singura proba iar pentru TBEV in nicio proba.

Aparitia simultana a anticorpilor anti-VWN si anti-VUSU a fost observata la 10,3%
din probe (17/165), la 16 dintre acestea titrul anticorpilor neutralizanti specifici anti-VWN
fiind semnificativ mai mare, comparativ cu cel al anticorpilor specifici virusului Usutu.

Ultima etapd a investigatiilor serologice a urmarit detectia anticorpilor IgG si IgM
impotriva virusului West Nile si a IgG pentru virusul Usutu la om.

In vederea stabilirii prevalentei anticorpilor la oameni, s-au analizat probe recoltate
in doua etape (2015 si 2019) de la pacienti ai Spitalului de Boli Infectioase "Sfanta
Parascheva" din lasi. Pacientii, care si-au dat acordul pentru prelevarea probelor, au
completat un chestionar menit sa colecteze informatii demografice, clinice precum si locul
de provenienta.

Ca urmare a analizarii celor 176 de probe de ser de la oameni recoltate Tn anii 2015
si 2019, s-a putut detecta o prevalentd a anticorpilor specifici anti-VWN (1gG) de 3,4%
(6/176).

In urma testarii pentru detectia IgM anti-VWN a celor 88 de probe recoltate Tn anul
2019, a rezultat o seroprevalenta de 9,1% (8/88).
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In ceea ce priveste detectia anticorpilor anti-VUSU (IgG) la oameni, in nici una din
cele 88 de probe recoltate in 2019 nu s-au depistat markeri specifici. Astfel, nici o proba nu
a fost pozitiva pentru infectia cu VUSU la oameni.

Capitolul VI, intitulat ,,/dentificarea agentilor patogeni de naturda virald in tantari
prin intermediul Sistemului High-Throughput Real-Time PCR” insumeazd rezultatele
obtinute in urma realizarii supravegherii vectorilor in doua judete din partea de est a tarii.
De asemenea, sunt cuprinse si rezultatele obtinute in urma detectiei si izolarii agentilor
patogeni de naturd virala din tantari, prin tehnici de biologie moleculara si tehnici de
cultivare de in vitro.

In cadrul studiului, s-au analizat tantari capturati in timpul sezoanelor de
transmitere din anii 2018 si 2019, din sapte puncte de colectare, distribuite pe raza a doua
judete din partea de est a Romaniei (Iasi si Tulcea).

Capturarea tantarilor s-a realizat utilizdnd patru tipuri de dispozitive, automate si
manuale. Specimenele colectate au fost stocate la -20°C pentru 5 minute si ulterior
identificate pe baza caracterelor morfologice si a stadiului gonotrofic (hranite/nehranite,
pregatite pentru depunerea pontei) pe placi de gheata. Ulterior, au fost grupate in pool-uri
in functie de data colectdrii, sex, specie, punct de colectare si stadiul gonotrofic. Pentru
detectarea arbovirusurilor, femelele hranite au fost grupate in pool-uri de 1 pana la 19
specimene iar femelele nehranite au fost analizate in pool-uri monospecifice, continand 20
- 50 de specimene/esantion.

ARN-ul total din pool-urile monospecifice de tantari a fost extras automat. Pentru
obtinerea ADN-ului complementar, revers-transcriptia extractelor din pool-urile de tantari
a fost realizata folosind kit-ul Reverse Transcriptase Master Mix (Fluidigm Corporation,
USA) iar pre-amplificarea reactiilor s-a realizat utilizdnd kit-ul PreAmp Master Mix Kit
(Fluidigm corporation, USA).

in cele din urma, probele de ADNc pre-amplificat au fost testate pentru prezenta a
41 agenti virali vectorizati de tantari, prin PCR in timp real microfluid utilizand sistemul
BioMark™ real-time PCR (Fluidigm, USA), tehnica dezvoltata de Moutailler s.a., 2019.

Probele corespunzatoare semnalelor positive obtinute in urma tehnicii PCR in timp
real microfluid au fost retestate ulterior pentru confirmare, printr-o serie de tehnici care s-
au succedat 1n cascada. Astfel, probele pozitive au fost retestate prin TagMan PCR 1n timp
real, izolare pe culturi celulare (Vero si C6/36), testarea prin RT-qPCR a supernatantului de
la culturile celulare, rt-PCR Pan-flavivirus si secventiere.

Din cei 17.694 tantari identificati, 16.827 au fost analizati si grupati in 365 pool-uri
care au facut obiectul detectiei virale. In total, au fost colectate si identificate 11 specii de
tantari si un taxon nespecificat. Dintre acestea, sase specii si taxonul neidendentificat au
fost analizate pentru prezenta posibilelor arbovirusuri.

Ca urmare a testarii prin tehnica PCR in timp real microfluid, din 365 pool-uri de
tantari testate, 11 pool-uri cu tantari, incadrati in trei taxoni (Culex pipiens s.I, Culex
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modestus si Aedes vexans) au fost pozitive pentru arbovirusuri. Cel mai frecvent detectat a
fost virusul West Nile, in zece probe iar un singur pool a fost pozitiv pentru virusul Sindbis.

Probele pozitive pentru VWN prin tehnica PCR in timp real microfluid, au fost
confirmate prin realizarea unui duplex PCR in timp real, tintind pentru amplificare regiunile
3’NC si ProC ale genomului.

Confirmarea rezultatelor pozitive obtinute prin RT-PCR, a fost urmata de izolarea
sl propagarea in vitro a virusului pe culturi celulare de mamifere si culturi celulare derivate
din insecte. Interactiunea virus - celule a evidentiat aparitia de celule rotunjite si refringente
in culturile celulare de tip Vero, dupa patru zile de la infectie.

Efectul citopatic reprezentat de modificarile de tip degenerativ a fost observat in
trei flacoane de culturi celulare infectate. Un prim pasaj pe celule derivate din tantari s-a
realizat pentru probele inoculate initial pe culturi celulare de mamifere. Supernatantul de la
ambele tipuri de culturi celulare a fost supus detectiei genomului viral prin PCR in timp
real, utilizand ca tinte regiunile 3'NC si ProC ale VWN.

Virusul a fost detectat in supernatantul celular de la o singurd proba, utilizand ca
tinta regiunea ProC.

Ulterior amplificarii prin PCR Pan-flavivirus (regiune de interes NS5), au putut fi
obtinute doud secvente iar analiza bioinformaticd a fragmentelor a indicat ca izolatele
apartin VWN, linia genetica 2.

In cazul probei pozitive pentru virusul Sindbis, interactiunea dintre inocul si
monostratul celular nu a relevat aparitia modificarilor morfologice ale celulelor, detasarea
sau individualizarea acestora.

Amplificarea virala prin PCR clasic pentru proteina de invelis ,,E” a virusului
Sindbis, pentru ARN-ul provenit din tantari din supernatantul celulelor Vero si cel al liniei
C6/36, nu a confirmat semnalul pozitiv obtinut in urma tehnicii de amplificare initiala.

Capitolul V111, ,,Concluzii finale” concentreaza concluziile esentiale desprinse din
actiunile de supraveghere ale vectorilor si de realizare a patru anchete seroepidemiologice
pentru detectia anticorpilor specifici impotriva unor flavivirusuri.

Prezenta teza aduce o contributie insemnatd si subliniazd dinamica circulatiei
VWN, sustinuta de o plaja variatd de vectori si gazde receptive in zonele cuprinse in studiu.

Caracterul de noutate al prezentei teze este dat de prima raportare a detectérii, prin
tehnici de biologie moleculara, a virusului Sindbis si, prin teste serologice, a virusului
Usutu.

In ceea ce priveste cele doua virusuri mentionate anterior, afirmam ca sunt necesare
investigatii entomologice, moleculare si serologice sincronizate si aprofundate pe un areal
mai extins, pentru a putea izola si caracteriza virusurile Sindbis si Usutu.

Cu toate acestea, rezultatele obtinute servesc ca date de baza pentru cercetarile
ulterioare ce vor viza atat studiul populatiilor de vectori cat si implementarea unui sistem
interdisciplinar de supraveghere activa si pasivd pentru controlul arbovirusurilor cu
potential de emergentd in Romania.
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SUMMARY

Key words: arboviruses, zoonosis, sero-neutralisation, High-Throughput Real-
Time PCR

The present PhD thesis, entitled "Arboviruses with zoonotic character transmitted
by mosquitoes in Romania", is structured according to the rules in force in two main parts:
the first part, represented by "Current state of knowledge" which summarises updated
information from the literature on the topic addressed and the second part, that of ,,Personal
Contributions”, in which are described the working methods and the results obtained as a
result of the research undertaken during the doctoral period.

The first part, "The current state of knowledge", structured in three chapters
includes a brief systematization of information identified from the literature on the main
arboviruses, clinical manifestations in humans and animals, the main insects that can act as
vectors and vectorial capacity with the factors involved in transmission of pathogens.

The first chapter entitled "The main zoonotic arboviral infections with emergence
and re-emergence potential in Romania" describes, as the title shows, the main families and
viral genera that include viruses whose transmission involves the participation of a
hematophagous insect. Besides, the clinical syndromes associated with the infection with
the mentioned viruses in humans and animals are also reported. The main viral families
described in this chapter are the Flaviviridae family, with the viruses: West Nile, Usutu and
tick-borne encephalitis virus, the Togaviridae family, with the Sindbis virus and the
Peribunyaviridae family, with the Tahyna virus.

Regarding the main species of mosquitoes involved in the transmission of viruses
described above, in the second chapter entitled "The main culicidae involved in the
transmission of pathogens to human and animals in Romania”, describes indigenous and
invasive species, which are found in our country. Out of the 55 species of mosquitoes
recognized as native to Romania, this chapter describes the species: Culex pipiens, with the
two bioforms, Culex modestus, Aedes vexans and the invasive species, Aedes albopictus.

Chapter 111 "Vectorial capacity of mosquitoes” focuses on vector capacity and
vector competence, crucial aspects for the transmission of pathogens.

The second part of the thesis "Personal contributions" is structured in five chapters
(IV - VI1II), each of them presenting the working methods approached, the results obtained
during the doctoral period and the conclusions drawn from the analysis presented.

Chapters 1V and V, respectively "The aims and objectives of research” and
"Description of the organizational and institutional framework in which the research was
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conducted" briefly describe the purpose and objectives pursued, as well as the place of
activities necessary to achieve the proposed objectives.

Thus, this thesis resulted from the implementation of a surveillance program in the
eastern part of the country. Surveillance action focused on three major aspects involved in
the arboviral life cycle: (i) mosquito communities (Diptera: Culicidae); (ii) detection and
characterization of arboviruses found in captured mosquitoes; (iii) active serological
surveillance of susceptible species.

Chapter VI, entitled ,,Serological investigations regarding the main arboviral
infection in animals and human”, is structured in four subchapters. The division into
subchapters emphasize the broad approach of the topic and of the targeted receptive species,
which represent essential links in the transmission and maintenance cycle of arboviruses in
nature. Thus, the serological investigations aimed the detection and prevalence of specific
antibodies, in serum samples from horses, birds, dogs and people, from the eastern part of
Romania.

The aim of the first seroepidemiological investigation was the detection of
antibodies against West Nile, Usutu and tick-borne encephalitis viruses, in clinically healthy
horse serum samples from three counties and 14 places. For the mentioned purpose, the
tested samples were harvested from lasi (n = 118), Vaslui (n = 208) and Tulcea (n =28) and
were collected simultaneously with the samples intended for testing for equine infectious
anaemia, during February - April and in May and July. The individual data of the animals
included in the study were obtained from the owners and were systematized in two
variables: age category and gender.

Serological testing of the 354 samples was initially performed by enzyme-linked
ELISA assay, for IgG detection, using the commercial ID-Screen West Nile Competition
kit (IDVet Diagnostics, Montpellier, France). Subsequently, the positive samples were
analysed for confirmation by the seroneutralization assay. The techniques were performed
according to the internal ANSES protocols.

The results of the first serological assay revealed a prevalence of anti-WNV
antibodies of 46.6% (165 positive samples). Regarding the studied variables, the largest
percentage corresponded to the age category "adult" (5-14 years), while there were no
noticeable differences between the sexes.

To rule out false-positive results, due to cross-serological reactions with other
flaviviruses, positive and doubtful samples by ELISA technique, were analysed by micro-
neutralization virus (MNT) test. Thus, neutralizing anti- WNV antibodies were detected in
136 out of the 168 tested samples, with an overall seroprevalence of 38.4% (136/354).

As a result of micro-neutralization assay testing, four positive samples were found positive
for WNV and USUV. Because the condition for specific antibodies to be assigned to a
particular virus is that a virus has an antibody titre four times higher than the second, the
four samples were considered positive for WNV. Regarding the detection of neutralizing
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antibodies against tick-borne encephalitis virus, there was no antibody detection in any of
the tested serum samples.

The second serological investigation aimed at the detection of IgG antibodies in
serum samples from wild birds from four different locations in the Danube Delta Biosphere
Reserve (DDBR): Caraorman, Furtuna, Murighiol and Salcioara. The status (migratory or
resident) of the captured birds was established as well as the age category: youth or adult.
To achieve the goal, 68 samples were collected in stages from the four places mentioned
above. The samples were tested using the ID Screen® West Nile Competition Multispecies
commercial kit (IDVet, Grabels, France), for the detection of anti-WNV antibodies,
following the manufacturer's instructions.

Out of the 68 wild birds, 22 were grouped in the “youth” category (hatched in the
2016 season) and 46 were classified as “adult”. Regarding adult birds: 12 were females and
14 males, and for another 20 birds, sex was not determined.

Following testing by the competition ELISA assay, the presence of specific anti-
WNV antibodies were detected in eight samples out of 68 tested (11.8%, CI195% 11.5% —
12.1%). The confirmation of the positive samples by seroneutralization was performed on
51 samples from two sites, while for 17 samples, the initial amount of serum did not allow
further testing. Thus, out of the total samples tested for the detection of neutralizing anti-
WNYV antibodies, six samples were confirmed [11.8%, C195% 2.92% -20.61%)].

The third seroepidemiological survey included samples from dogs, with various
diseases or healthy, from six counties in the eastern side of the country. To achieve the
proposed objective, 363 samples were collected from dogs from paddocks, private
households and veterinary clinics, from: Suceava (n = 12), lasi (n = 237), Bacéu (n = 24),
Briila (n = 16), Galati (n = 53) and Tulcea (n = 21).

Detection of specific anti-WNV antibodies (IgG) was performed gradually, using
the competition ELISA assay, with two ready-to-use veterinary commercial kits: ID-Screen
West Nile Competition (IDVet Diagnostics, Montpellier, France) and Ingezim WNV
Compagq kit (Ingenasa).

In the first phase, 179 samples were serologically tested by ELISA enzyme
immunoassay, using the commercial ID-Screen West Nile Competition kit (IDVet
Diagnostics, Montpellier, France), following the protocol, derived from the supplier's
instructions. In the second step, 184 samples were tested using the commercial kit
INGEZIM West Nile COMPAC (Ingenasa, Madrid, Spain).

Depending on the availability of individual data, the animal gender, age, breed size

and degree of exposure were considered as variables.
Following the testing of the 179 samples, in the first stage, anti-WNV antibodies were
detected in 79 samples [(44.1%) 95% CI 36.86-51.41], while in the second stage, after
testing 184 samples, we obtained a prevalence of anti-WNV antibodies of 51% [(94/184)
95% CI 43,86-58,31].
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In order to verify the sensitivity and specificity of the used test, the 94 positive
samples resulting from the testing in the second stage, were analysed by the competition
technique, using the ID Screen WNYV Competition kit. Thus, out of the 94 positive samples,
depending on the amount of serum available, 86 samples were reanalysed, obtaining a
degree of fidelity and a positivity of 100% between the two kits.

In order to reduce the bias given by the intrinsic values of the two screening tests
used and to have statistical significance, to establish an overall seroprevalence, were
considered only the results obtained from the test using the ID Screen WNV Competition
kit. Thus, out of 363 tested samples, specific antibodies for WN virus and other antigenically
related flaviviruses were detected in 165 samples (79 from the first stage and 86 confirmed
as a result of the second analysis), with an overall seroprevalence of 45.5% (95% CI: 40.33
- 50.58).

ELISA seropositive samples were retested by micro-virus neutralization (MNT)
technique for the detection of specific neutralizing antibodies for West Nile, Usutu and tick-
borne encephalitis viruses. Thus, in order to confirm seropositivity and depending on the
amount of sample available, 161 out of 165 positives were tested.

Specific neutralizing antibodies against WNV were detected in 131 out of 363 samples,
anti-USUV antibodies (antibody titre 160) were detected in a single sample, while for
TBEV there was no positive sample.

The simultaneous reveal of anti-WNV and anti-USUV antibodies was observed in
10,3% of the samples (17/165). In 16 of them, the titre of anti-WNV-specific neutralizing
antibodies was significantly higher, compared to that of Usutu virus-specific antibodies.
The last step of the serological investigations aimed at the detection of 1gG and IgM
antibodies against West Nile virus and IgG for Usutu virus. In order to establish the
prevalence of antibodies in humans, samples collected in two phases (2015 and 2019) from
patients of the "Sfanta Parascheva" Infectious Diseases Hospital in lasi were analysed.
Patients who agreed to take the samples filled a questionnaire designed to collect
information regarding demographic and clinical dates, or the place of origin.

The analysis of 176 human serum samples, revealed a prevalence of specific anti-
WNV antibodies (IgG) of 3.4% (6/176). Following the testing of 88 samples, collected in
2019, for the detection of anti-WNV IgM, a seroprevalence of 9.1% (8/88) was observed.
Regarding the detection of anti-USUV (IgG) antibodies, out of 88 serum samples collected
in 2019 and tested, there was no positiveness.

Chapter V11, entitled " High-Throughput detection of moboviruses" encompass the
results obtained from vector surveillance conducted in two counties from the eastern part of
the country. This chapter includes the results obtained from the detection and isolation of
viral pathogens from mosquitoes, through molecular biology techniques and in vitro culture
techniques.
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In the framework of this study were analysed mosquitoes captured during the
transmission seasons in seven collection points, distributed within two counties in the
eastern part of Romania (Iasi and Tulcea), in 2018 and 2019.

Mosquitoes were captured using four types of automatic and manual devices. The
collected specimens were stored at -20 ° C for 5 minutes and subsequently identified based
on morphological characteristics and gonotrophic stage (fed / not fed, pregnant) on ice
plates. Subsequently, the specimens were grouped into pools according to the date of
collection, sex, species, collection point and gonotrophic stage. For arboviruses detection,
fed females were grouped in pools of 1 to 19 specimens, and unfed females were analysed
in monospecific pools containing 20 up to 50 specimens per pool.

The total RNA from monospecific mosquito pools was extracted automatically. To
obtain complementary DNA, reverse transcription of extracts was performed using the
Reverse Transcriptase Master Mix kit (Fluidigm Corporation, USA) while the pre-
amplification of reactions was performed using the PreAmp Master Mix Kit (Fluidigm
Corporation, USA).

Eventually, pre-amplified cDNA samples were tested for the detection of 41
mosquito-borne viruses by the microfluidic real-time PCR assay, using the BioMark real-
time PCR system (Fluidigm, USA) developed by Moutailler and others, 2019.

The corresponding samples to the positive signals in microfluid real-time PCR
assay were subsequently tested for confirmation, by a series of techniques that followed
each other in cascade. Thus, the positive samples were retested by real-time TagMan PCR,
isolated on cell cultures (Vero and C6 / 36), specific sequences were obtained, by Pan-
flavivirus RT-PCR and sequencing.

Out of the 17.694 mosquitoes identified, 16.827 mosquitoes were analysed and
grouped in 365 pools, and subjected to viral detection.

In total, 11 species of mosquitoes and an unspecified taxon were collected and
identified. Of these, six species and the unidentified taxon were analysed for the presence
of possible arboviruses.

As aresult of microfluidic real-time PCR method, out of 365 tested mosquito pools,
11 pools belonged to three taxa (Culex pipiens s.I, Culex modestus and Aedes vexans) were
positive for arboviruses. The most commonly detected virus was West Nile - in ten samples
and one pool was positive for Sindbis virus.

The WNV positive samples by real-time microfluidic PCR technique were
confirmed performing a duplex real-time PCR, targeting for amplification the 3'NC and
ProC regions of the genome.

Confirmation of the positivity of molecular results, followed by in vitro isolation
and disseminated of the virus on mammalian cell cultures and insect-derived cell cultures,
revealed the appearance of rounded and refractive cells in Vero-type cell cultures four days
post-infection. The cytopathic effect of degenerative changes was noticed in three flasks of
infected cell cultures. A first passage on mosquito-derived cells was performed for samples
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initially inoculated on mammalian cell cultures. The supernatant from both types of cell
cultures was subjected to viral genome detection by real-time PCR, using as targets, the
3'NC and ProC regions of WNV.

The virus was detected in the cell culture supernatant from a single pool, using the
ProC region as a target.

Subsequently, amplification by Pan-flavivirus PCR (NS5 region of interest), two
sequences could be obtained, and the bioinformatics analysis of the fragments indicated that
the isolates belong to WNV, genetic line 2.

For the sample positive for Sindbis virus, the interaction between the inoculum and
the cell monolayer did not reveal the appearance of any morphological changes of the cells,
their detachment or individualization.

This thesis brings a significant contribution and emphasizes the dynamics of WNV
circulation, supported by a wide range of receptive vectors and hosts, in the areas covered
in framework of the study.

The last chapter, "Final Conclusions” focuses on the essential conclusions drawn
from the actions of vectors surveillance and four seroepidemiological investigations for the
detection of specific antibodies against flaviviruses.

Viral amplification by classical PCR, for Sindbis virus envelope protein “E”, for
mosquito RNA, from Vero cell supernatant and C6 / 36 line supernatant, did not confirm
the positive signal obtained after the initial amplification technique.

The novelty of this thesis is given by the first molecular reporting of Sindbis virus
and Usutu virus, by serological tests.

Regarding the investigations on the two viruses mentioned above, synchronized
entomological, molecular and serological researches are needed, over a wider area, in order
to succeed the isolation and characterisation of Sindbis and Usutu viruses.

However, the results obtained serve as basic data for further studies that will focus
on the study of vector populations and the implementation of an interdisciplinary system of
active and passive surveillance for the control of arboviruses with emergency potential in
Romania.
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CAPITOLUL |
PRINCIPALELE ARBOVIRUSURI ZOONOTICE CU
POTENTIAL DE EMERGENTA SI RE-EMERGENTA iN
ROMANIA

CHAPTER I
THE MAIN ZOONOTIC ARBOVIRAL INFECTIONS
WITH EMERGENCE AND REEMERGENCE POTENTIAL
IN ROMANIA

De la inceputul secolului doudzeci, Europa numara pana la zece virusuri transmise
prin intermediul tantarilor (mosquito-borne viruses = virusuri transmise de tantari), virusuri
endemice sau care circuld temporar n anumite tari de pe continent. Aceste mobovirusuri
sunt incadrate in trei familii: Togaviridae (virusurile Chickungunya si Sindbis),
Flaviviridae (virusurile West Nile, Usutu si Dengue) si Bunyaviridae (virusurile Batali,
Tahyna, Inkoo, Lednice, Snowshoe hare) (Hubalek 2008). Dintre acestea, cea mai mare
parte dintre virusurile circulante apartin familiei virale Flaviviridae (Torok E. s.a., 2016).

Pana in prezent, s-a demonstrat ca virusuri precum Usutu (VUSU), Sinbis (VSIN),
Batai (VBAT), Tahyna (VTAH), Inkoo (VINK), virusul Lednice (VLED), West Nile,
(VWN), Chickungunya (VCHIK) si virsul Dengue (VDEN) sunt endemice sau circuld
temporar in tari din Europa. Exceptand virusul Lednice, toate celelalte opt virusuri sunt
potential patogene pentru oameni si animale, majoritatea infectiilor trecind neobservate sau
prezentdnd semne clinice usoare, frecvent asociate cu o gripa de vara (Scheuch D. s.a.,
2018a). Cu toate acestea, virusuri precum WN, CHIK si DEN sunt asociate cu boli fatale,
fiind transmise, alaturi de celelalte virusuri, prin intermediul speciilor de tantari indigene
dar si de specia invaziva Aedes albopictus, depistata si in Romania in anul 2012 (Prioteasa,
Dinu, Falcuta, 2015).

In ceea ce priveste situatia epidemiologica a arbovirozelor in Romania, in intervalul
2010-2020, conform rapoartelor publicate de Centrul National de Supraveghere si Control
al Bolilor Transmisibile (CNSCBT) si de Centrul European de Prevenire si Control al
Bolilor (ECDC), au fost notificate cazuri de infectie cu virusurile West Nile, Zika si Dengue.
Astfel, in perioada mentionatd au fost raportate trei cazuri de infectie cu virusul Zika si 43
de cazuri de infectie cu virusul Dengue, pentru ambele boli cazurile fiind de import. Situatia
epidemiologica pentru infectia cu virusul West Nile a fost una in dinamica, prezenta anual,
la finele anului 2020 prevalenta cumulativa fiind de 665 de cazuri (CNSCBT, ECDC).
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1.1 Familia Flaviviridae
1.1 Flaviviridae family

Din punct de vedere taxonomic, familia Flaviviridae include patru genuri
(Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus si Pegivirus), cu o organizarea similard a genomului,
dar cu strategii de replicare si proprietati fizico-chimice distincte din punct de vedere
biologic (Simmonds s.a., 2017).

Genul Flavivirus cuprinde 53 de specii virale, majoritatea avand actiune patogena
asupra oamenilor (Beck s.a., 2013) si este constituit din serocomplexe virale cu o relevanta
epidemiologica considerabila. Multe din ariile naturale Tn care acestea evolueaza detin atat
fauna vectoriald, céat si conditii geografice compatibile co-circulatiei, ,,importului” si
emergentei virusurilor din aceste serocomplexe (dos Santos Franco s.a., 2019). Desi
imprecise, studiile serologice au permis diferentierea flavivrusurilor in seromplexe precum:
Seromplexul Encefalitelor Japoneze (VWN si VUSU, in Europa), virusul febrei galbene
(ellow Fever), cele patru serotipuri ale virusului Dengue sau serocomplexul Ntaya (virusul
Bagaza in Europa) (Beck s.a., 2013; Dong, Zhang, si Shi, 2008).

Toate virusurile incadrate in genul Flavivirus posedd un genom ARN, monocatenar,
Cu sens pozitiv, de aproximativ 11kb. De cele mai multe ori, genomul (fig 1.1) virusurilor
codificd un singur cadru de citire (ORF), flancat la capetele 5 ' si 3' de regiuni netraduse
(NTR), de aproximativ 100 pana la 400-700 nucleotide (nt), existand si flavivirusuri la care
genomul codifica o proteina aditionala. Cadrul de citire al ARN-ului de transcriptie codifica
o singurd poliproteind, care prin clivaj co- si post-translational genereaza trei proteine
structurale desemnate ca fiind capsidala (C), premembranard/membranara (prM/M) si
proteina de invelis (E), precum si sapte proteine nestructurale (NS) in ordinea genelor: 5'-
C —prM (M) —E — NS1 — NS2A — NS2B— NS3 — NS4A — 2K — NS4B — NS5-3 * (Blitvich
si Firth 2015).

5'NCR 3'NCR
57 G e Structural | Non-Structural e 3'OH

[ Polyprotein |

-@*_*- mEr -I]+- [__R]

NS1 NS2A NS2B NS3  NS4A NS4B NS5

OCerM
Figura 1.1 Structura genomului la flavivirusuri, cu proteinele structurale si nestructurale
Figure 1.1 Flaviviruses genome organization and it’s structural and non-structural proteins
(talk.ictvonline.org)

Replicarea virusurilor din familia Flaviviridae se produce prin sinteza unui
antigenom ca matrice pentru productia ARN-ului genomic. La randul lui, ARN-ul genomic
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actioneazd ca un sablon de translatie pentru sinteza proteinelor virale. Complexele de
replicare sunt retinute in structurile membranoase ale reticulului endoplasmatic.
Asamblarea virionului, cu dobandirea invelisului lipidic ce contine glicoproteina, se
produce prin inmugurire iar particulele virale sunt transportate in vezicule citoplasmatice si
eliberate prin exocitoza (Simmonds s.a., 2017).

Cea mai mare parte dintre flavivirusurile cunoscute sunt transmise pe cale
orizontald intre artropode hematofage si gazde vertebrate, fiind considerate virusuri cu
gazda dubla. Acestea sunt divizate in virusuri tantar/vertebrat (virusul Dengue, virusul
febrei galbene, virusul encefalitei Japoneze, VWN), agenti patogeni de interes pentru
sanatatea publica si virusuri capusa/vertebrat, cum ar fi: virusul encefalitei transmise de
capuse, virusul Langat si virusul Powassan (Blitvich si Firth 2015).

In ceea ce priveste ciclul de mentinere a virusurilor in natur, contrar mecanismului
majoritar (insectd hematofaga/vertebrat), exista flavivirusuri ce sunt mentinute in cicluri ce
includ doar vertebratele, fara implicarea artropodelor, cunoscute ca virusuri ,,no known
vector” si virusuri specifice insectelor ,,insect-specific flaviviruses”. In prima categorie sunt
incluse izolate obtinute de la rozatoare si lilieci iar cea de-a doua categorie cuprinde virusuri
precum Culex flavivirus (CxFV), virusul Kamiti River si virusul Chaoyang (Blitvich si Firth
2017; Bolling s.a., 2011).

Virusurile cu gazda dubla, din cadrul familiei Flaviviridae, au fost subdivizate Tn
doua grupuri in functie de vector: flavivirusuri transmise de Culex spp. si respectiv cele
transmise prin de Aedes spp. Virusurile incadrate in primul grup au ca rezervor pasarile,
prezintd neurotropism si produc frecvent meningo-encefalite, in timp ce virusurile din cel
de-al doilea grup au ca rezervor primatele, nu au neurotropism si determind, in principal,
boli hemoragice (fig. 1.2).

Gazda de amplificare  Vector Flavivirus

Pasari Tantari West Nile virus
(Culex) —| I
K Japanese encephalitis virus

St. Louis encephalitis virus

Primate Tantari Dengue virus 1
(Aedes) _E Dengue virus 3
K Dengue virus 2

A

Dengue virus 4

I Zika virus

Spondweni virus

Yellow fever virus

I Tick-borne encephalitis virus

Powassan virus

Rozatoare Capuse

Figura 1.2 Inrudirea genetica a flavivirusurilor
Figure 1.2 Genetic relateness of flaviviruses
(Lazearlab.org)
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Virusurile transmise prin intermediul capuselor pot fi subdivizate, la randul lor, in
doua grupuri. Un grup se regaseste la pasarile marine iar ce de-al doilea grup, cel al
encefalitelor transmise de capuse, este asociat, in primul rand, cu rozatoarele. Comparativ
cu mobovirusurile, virusurile transmise prin intermediul capuselor evolueaza cu 0 frecventa
mai redusa, probabil ca urmare a unui nivel mai scdzut al replicarii virale si o perioada mai
indelungata de timp intre generatii (Beck s.a., 2013).

1.1.1 Virusul West Nile (VWN)
1.1.1 West Nile Virus (WNV)

Virusul West Nile este Tncadrat in familia Flaviviridae, genul Flavivirus. VWN este
un membru al serocomplexului Encefalitelor Japoneze, ce incadreaza virusuri importante
din punct de vedere medical, asociate cu encefalite la oameni (encefalitele Japoneze,
encefalitele Saint Luis). Stransa inrudire antigenica dintre flavivirusuri, in special cele
apartinand complexului encefalitelor Japoneze, are o implicatie importantd in diagnostic
datorita reactiilor serologice incrucisate (Petersen & Marfin, 2002).

Circulatia VWN implicéd insectele hematofage si pasarile salbatice. Acestea din
urma indeplinesc rolul de gazde rezervor iar insectele hematofage, in special tantarii, au
rolul de vectori biologici. Tiparul de raspandire al VWN este unul complex, implicand
diferite specii de vectori si gazde - rezervor din diverse zone si conditii ecologice, depinzand
in principal atat de abundenta cat si de densitatea speciilor celor doud verigi implicate.
Adaptabilitatea virusului la diferite habitate a permis expansiunea mondiala, Tngreunand
monitorizarea acestuia (Calzolari s.a., 2015).

Caracteristicile virusului. Studiile referitoare la structura virionului, efectuate cu
ajutorul microscopiei electronice, au evidentiat faptul ca acesta este asemanator celorlalte
flavivirusuri. Virionul, este sferic, are invelis si un diametru de aproximativ 40-60 nm
(Kramer, Styer, si Ebel 2008).

VWN are un genom ARN monocatenar, de aproximativ 11 Kb, ce contine zece
gene flancate de regiunile necodante 5 si 3 (Chancey s.a., 2015). Regiunea non-structurala
5" are o lungime de 96 nucleotide iar regiunea 3' are o lungime ce variaza intre 337 si 649
nucleotide (Brinton, 2013).

Proteine structurale [Proteine nestructurale |

Figura 1.3 Structura genomului VWN, ce cuprinde ambele tipuri de proteine: structurale si nestructurale
Figure 1.3 WNV genomic structure, encompassing both structural and non-structural proteins
(Dupi Lwande s.a, 2015)
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Regiunile necodante ale genomului viral formeazd structuri esentiale pentru
replicarea virala. Genomul codifica o singurd poliproteina si sapte proteine nestructurale
(NS). Poliprotenina este scindata co si post-translational in trei proteine structurale (fig.1.3):
premembranard/membranara (preM/M), proteina capsidei si una de invelis, E (Chancey s.a.,
2015).

La nivel structural, virionul este o particula icosaedrica, inconjuratd de un strat
bilipidic. Nucleocapsida este compusa din proteina C, asociatd genomului ARN si mediaza
asamblarea virala. In timpul asamblarii, heterodimerii proteinelor prM si E se integreaza in
stratul bilipidic al virusului, fiind exprimati la suprafata virionului. Proteina prM, de la
suprafata virionului imatur, are rolul de a-l proteja de fuziunea prematura, ce se produce
Tnaintea Tnmuguririi virale de la suprafata celulei si este scindata in timpul procesului de
maturare virala. In timpul infectiei, particulele de virus matur, partial matur sau imatur sunt
produsi de replicare ce au pe suprafatd un numar variabil de molecule de proteine prM
imature. Proteina E mediaza atat legarea de receptorul de la suprafata celulei, cat si fuziunea
cu membrana celulei gazda. Hemaglutinina viralad E are o importantd imunologica mare prin
inducerea anticorpilor neutralizanti. Proteina E prezinta trei domenii structurale, dintre care
ultimul (domeniul III) reprezinta tinta anticorpilor neutralizanti (Chancey C. s.a., 2015).
Glicoproteina E reprezintd hemaglutinina virala si mediazd legarea virusului de celula
gazda. Fiind cea mai importanta proteina structurald cu rol imunologic, glicoproteina E
atrage majoritatea anticorpilor neutralizanti (Petersen si Marfin 2002).

Cele sapte proteine nestructurale (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B si NS5)
joaca un rol critic atat in sinteza cat si in asamblarea ARN-ului, fiind responsabile de
reglarea mecanismelor de transcriptie, translatie si replicare si de a atenua raspunsul
antiviral al gazdei (Valiakos s.a., 2013). NS1 are un rol precoce in reglarea replicarii virale.
NS3 are multiple functii enzimatice iar aldturi de NS2B scindeza alte proteine nestructurale
din poliproteina virald. Proteina NS5 este necesara replicarii virale si contine un domeniu
ARN polimeraza la capatul C terminal esential pentru replicarea virusului si un domeniu
metiltransferaza la capatul terminal al regiunii N. Proteinele NS2A, NS2B, NS4A si NS4B
sunt proteine de mici dimensiuni, hidrofobe, ce nu au functii enzimatice, dar pot actiona ca
si cofactori pentru replicare, asamblare si localizare virala. Proteinele NS ale VWN pot
modula raspunsul imun. In mod particular, proteina NS1 are efect antagonist asupra
mecanismelor de aparare antivirald ale gazdei, inhiband activarea complementului. De
asemenea, suprafata celulara asociatd NS1 constituie o {intd majora pentru anticorpii gazdei,
ceea ce contribuie la clearence-ul celulelor infectate prin fagocitoza (Chancey C. s.a., 2015).

Epidemiologie. VWN prezinta importanta de ordin medical atat din punctul de
vedere al sanatatii omului cat si al sanatatii animalelor, respectiv al conceptului One Health,
prin prisma abilitatii virusului de a infecta oameni si alte specii de mamifere, Tn special caii
(Calzolari s.a., 2015).
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VWN este mentinut in natura printr-un ciclu enzootic ce implica tantarii si pasarile.
Dupa ce au trecut prin trei stadii acvatice (ou, larva, pupa), tantarii adulti incep sa apara
primavara, Tn regiunile cu clima temperati. Amplificarea virala are loc in ciclul de
transmitere pasare-tAntar-pasare pand toamna devreme, cand femelele de tantari intra in
diapauza. Acest ciclu de amplificare virala poate fi afectat de o serie de factori de mediu,
cum ar fi: clima, pradatorii, parazitii gazda si vector sau statusul imunitar al gazdelor. Atunci
cand conditiile de mediu sunt favorabile amplificarii virale, un numar considerabil de tantari
cu rol de vectori intermediari sau de legatura (,,bridge vectors™) - care se hranesc atét pe
oameni cat si pe pasari - se infecteaza la sfarsitul verii, reprezentand o reala sursa de infectie
pentru oameni. (Petersen si Marfin 2002).

Desi studii experimentale au dovedit ca transmiterea VWN se poate realiza eficient
de catre majoritatea speciilor de tantari, VWN este vehiculat, la nivel mondial, n special
de catre membrii complexului Culex pipiens (Colpitts s.a., 2012). Aceasta specie de tantari
este divizata in doua bioforme: Culex pipiens-biotipul pipiens si Culex pipiens-biotipul
molestus (Ciota 2017).

VWN este transmis gazdelor vertebrate in timpul procesului de hranire al tantarilor
infectati. Téantarii inspecteaza tesutul epidemic cu ajutorul proboscisului, pentru a injecta
saliva ce contine substante active din punct de vedere farmacologic si pentru a localiza
vasele superficiale, respectiv, sursa de sange. Desi multe insecte hematofage pot priza sange
fara ajutorul unor glande salivare functionale, eficienta comportamentului hematofag este
strict dependentd de combaterea sistemului hemostatic al gazdei. In timpul hranirii, toate
insectele hematofage inoculeaza cel putin o substantd vasodilatatoare, un inhibitor al
coaguldrii si un inhibitor plachetar iar de cele mai multe ori saliva mai contine si proteine
imunomodulatoare si antimicrobiene (Colpitts s.a., 2012).

Desi vasele de sange de la nivelul pielii reprezinta locul de electie pentru insectele
hematofage, in timpul sondarii saliva tantarului este injectata, in mare parte, extravascular,
in straturile dermice. Pentru a localiza aceste structuri, proboscisul trebuie sa parcurgd un
mediu foarte elastic, ce are o rezistentd crescuta. Pentru a putea actiona eficient prin acest
mediu, saliva poate contine componente care lichefiaza locul de patrundere (Colpitts s.a.,
2012).

Structurile pielii gazdelor actioneaza ca o bariera importanta pentru multe infectii,
cu toate ca antigenul VWN a fost detectat in piele in mai multe faze ale infectiei. Replicarea
virald a fost observata in tesutul dermic, la locul de inoculare, la una si la trei zile post-
infectie iar In cazul VWN s-a dovedit ca difuzeaza si in zonele laterale ale pielii fata de
locul de inoculare si ca virusul infectios persistad pe piele la locul de inoculare timp de cel
putin 14 zile dupa infectare (Colpitts s.a., 2012).

Replicarea virala are loc in citoplasma celulei gazda, dupd care virionii sunt
asamblati in reticulul endoplasmatic si sunt transportati prin formarea de vezicule in afara
celulei, prin exocitoza (Garcia, Hasbun, si Murray 2015).
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Principalul vehicul epidemiologic ce asigura dispersia virusului in diferite zone
geografice este reprezentat de pasarile migratoare. Acestea sunt infectate de catre tantarii
care in timpul prizei de sange inoculeaza saliva incarcata viral. In cazul pasarilor naive din
punct de vedere imunologic, pot dezvolta o viremie de pana la 100 de zile, timp in care pot
infecta tantarii (Garcia, Hasbun, si Murray 2015).

Tn ciclul de transmitere al virusului (fig. 1.4), atat oamenii cat si restul mamiferelor
au rolul de ,,fundatura epidemiologica”, datorita incapacitatii acestora de a asigura un nivel
suficient de crescut al viremiei pentru a permite infectarea ulterioara a tantarilor. Gazdele
accidentale sunt capabile sa genereze un raspuns imunologic si semne clinice, ca rezultat al
infectarii (Garcia, Hasbun, si Murray 2015). Aproximativ 8% din caii infectati cu VWN
dezvolta semne clinice neurologice, in special encefalomielita si ataxie, in timp ce la oameni
infectia se manifesta clinic la aproximativ 20-40% din subiectii umani (Calzolari M. s.a.,

2015).
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Transfuzii
de sange
Ciclu de ,
transmitere
enzootic /
Vector de legatura
Gazda accidentala
Fenomen
epizootic
Vectorde Tra;;«smitere
mentinere s
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Figura 1.4 Mecanismele de transmitere ale VWN
Figure 1.4 Overview of WNV transmission cycle
(Dupa Tomazatos A., 2020)

Infectia cu VWN la gazdele incidentale, nu este importantd pentru integritatea
ciclului de transmitere a virusului. Prin urmare, cazurile umane si cele de la cai apar dupa
amplificarea virald, ce are loc intre tantari si gazdele vertebrate competente (Calzolari M.
s.a., 2015). Tn ceea ce priveste transmiterea interumana a virusului, studiile au confirmat
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vehicularea virusului ca urmare a expunerii in timpul sarcinii (de la mama la fat) sau prin
intermediul altor rute, cum ar fi transfuziile de sange sau transplantul de organe (Pisani s.a.,
2016; Paty s.a., 2013).

Epidemiologie moleculard. In prezent, VWN poate fi incadrat in noud linii
genetice posibile (Benzarti s.a., 2019, Ciota s.a., 2017), desi, ca urmare a gradului ridicat de
divergente a secventelor si a diferentelor ecologice si biologice, multe dintre acestea ar
putea fi incadrate ca sublinii (fig. 1.5).

Intre liniile genetice si intre tulpinile virale apartinand aceleasi linii, pot exista
variatii care vizeaza patogenitatea si virulenta (Benzarti s.a., 2019). De exemplu, virusul
Rabensburg, izolat in Cehia si Tncadrat initial in linia 3 a VWN, prezinta o divergenta a
secventelor de peste 25%, neavand nici o gazda vertebrata (Ciota 2017) si nici nu a infectat,
in conditii experimentale, culturile celulare de mamifere sau aviare ori oudle embrionate
(SPF) (Benzarti s.a., 2019).
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Figure 1.5 Major WNV lineages
(Dupa Chancey s.a., 2015)

Clasificarea filogenetica a izolatelor nu este corelatd in mod consecvent cu
distributia geografica a VWN, aflata intr-o continua dinamica, repartitia focarelor de boala
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putdnd fi atribuitd disemindrii complexe prin intermediul pasarilor migratoare (Gray si
Webb 2014).

Dintre cele noua linii genetice, importantd medicald evidenta au doar liniile 1 si 2,
ambele fiind considerate endemice in partea de sud-est a Europei (Kolodziejek s.a., 2018).
Primele doud linii genetice au fost, de asemenea, responsabile pentru focarele majore
inregistrate la animale si la oameni (Benzarti s.a., 2019).

Majoritatea tulpinilor responsabile de epidemiile din Europa au fost incluse in
prima linie genetica iar mare parte dintre acestea sunt grupate Intr-o ramurd denumita
»grupul Mediteranean European/Kenyan”. Tulpinile apartinand acestui grup au o
patogenitate redusa pentru cai si oameni iar fata de pasari au un grad redus de patogenitate
sau nu sunt patogene. In schimb, tulpinile grupate in ramura Israeliani/Americani, se
individualizeaza printr-0 patogenitate exaltata fata de pasari iar in Statele Unite determina
imbolnaviri si mortalitate la cai (Chancey s.a., 2015).

Prima linie genetica este divizata la randul sau in trei ramuri, 1a, 1b (sau virusul
Kunjin) si 1c, fiind cea mai raspandita in SUA (tulpina NY99), Africa (KN3829), Europa
si Orientul Mijlociu. Ramura 1a include izolate din Africa, Europa, Orientul Mijlociu, Asia
si America. Ramura 1b este reprezentatd sub forma virusului Australian Kunjin (VKUN)
(Lanciotti s.a., 2002). Tn ceea ce priveste ramura la, Zehender si autorii, au divizat aceasti
ramura in subramurile A si B, acestea continand majoritatea izolatelor din estul si vestul
Europei (Zehender s.a., 2011). Ultima ramura a liniei 1 include izolate din India (Lanciotti
s.a., 2002; Ciccozzi s.a., 2013)

Pana in anul 2000, cea de-a doua linie genetica cuprindea tulpini endemice din
Africia Sub-Sahariana si Madagascar, fiind considerate ca avand o patogenitate redusa (Tsali
s.a., 1998). Dupa anul 2005, episoadele cauzate de aceasta linie au inceput sa se extinda in
Europa, ulterior aceasta fiind implicata in aparitia cazurilor umane cu forme neuro-invazive
si deznodamant fatal in Rusia, Italia, Ungaria si Grecia dar si in focare de boala la cabaline
si pasari (Gray si Webb 2014). Analizele filogenetice au relevat faptul ca linia genetica 2
detectata in estul Europei este impartita in doud ramuri: central europeana/Ungara si est-
Europeand/Rusa. Prima ramurd a provocat epidemii explozive in Grecia si Serbia, iar cea
de-a doua, in VVolvograd si in Romania (Zehender s.a., 2017).

Studiile bazate pe analiza filogenetica si filogeograficd, efectuate pe baza secventei
intregului genom, au demonstrat ca majoritatea tulpinilor din ramura central europeana, sunt
impartite in doua grupuri: central/sud-vest european si unul balcan. De asemenea, s-a
demonstrat ca o datd patrus intr-o regiune, virusul suferd modificari locale (Christova s.a.,
2020)

Tn Romania, linia genetica 2 a VWN a fost detectata Tn anul 2010, cand a provocat
57 de cazuri umane. Spre deosebire de distributia geografica din alte tari, unde cazurile au
fost grupate in anumite zone, in Romania distributia cazurilor este extinsad pe cea mai mare
parte a teritoriului. Pana in anul 2015, prevalenta la om a fost cuprinsa intre 11 si 32 de
cazuri iar in anul 2016 a ajuns la 93 de cazuri confirmate. Investigatiile moleculare au
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relevat faptul ca tulpina virald implicata Tn episoadele din perioada 2010-2013 este Tnrudita
cu tulpina Volgograd 2007 (Sebastian Napp, Petri¢, si Busquets 2018).

Persistenta virusului in tantarii aflati in diapauza, urmata de transmiterea acestuia
pe cale verticala si apoi completarea ciclului de transmitere prin infectarea pasarilor, fara a
fi necesara reintroducerea virala, se presupune ca ar fi mecanismul de continuitate virala si
endemizare in Europa a liniei genetice 2 (Rudolf s.a., 2017).

Linia genetica 3 a VWN este reprezentata de o pereche de izolate de la specia de
tantari Culex pipiens colectati din regiunea de granita a Republicii Cehe cu Austria in anii
1997 si 1999. Studiile experimentale au demonstrat ca aceasta linie afecteaza doar tantarii,
fiind denumita si virusul Rabensburg (Chancey s.a., 2015).

Linia 4 cuprinde virusuri circulante n Rusia inca din 1988, incluzand un izolat de
la 0 capusa (Dermacentor marginatus) din Caucaz si izolate de la reptile si tantari din zona
raului Volga. Linia 5, considerata initial ca fiind ramura 1c a primei linii genetice, include
izolate de la oameni si tantari din India incepand cu anul 1955 (Chancey s.a., 2015; (Gray
si Webb 2014).

Alte linii genetice potentiale ale VWN mai includ: tulpina Sarawak a virusului
Kunjin, izolatd din Malaezia si care a fost incadratd ca fiind linia genetica 6, virusul
Koutango din Africa, care este strans Tnrudit cu celelalte linii ale virusului si care poate fi
considerat a saptea linie genetica a VWN (Chancey s.a., 2015) iar o line raportata in Senegal
a fost considerata o posibild a opta linie (Pachler s.a., 2014).

Pe langa liniile genetice propuse, analiza filogenetica a unui izolat detectat intr-un
extras dintr-un esantion de tantari din specia Uranotenia unguiculata a dus la propunerea
includerii liniei WNV-Uu-LN-AT-2013, din Austria, fie ca o posibild noua linie sau ca
sublinia 4c a liniei genetice 4 (Pachler s.a., 2014).

Iernarea VWN si sezonalitatea infectiilor. VWN a fost izolat pentru prima datd in
anul 1937, in districtul West Nile din Uganda. Tn Europa, virusul a fost detectat in anul
1958, in Albania iar ulterior a fost detectat Tn mod curent, atit la oameni céat si la cai
(Chaskopoulou s.a., 2016).

Amplificarea virala si infectivitatea tantarilor este dependentd complet de prezenta

unei populatii-rezervor de pasari, naive din punct de vedere imunologic, acestea fiind
responsabile de mentinerea virusului in mediu si ca o veriga critica in lantul de transmitere
a virusului (Montgomery si Murray 2015).

Conform Napp, Petri¢, & Busquets (2018), tarile care au fost afectate intr-un an de
episoade de infectie cu VWN vor avea cazuri noi in urmatorul an, mentinandu-se focalitatea
din anii precedenti. Rezultatele studiului respectiv au demonstrat cd existd o
proportionalitate directd intre numarul de cazuri dintr-o anumita regiune si probabilitatea
reaparitiei cazurilor in zona respectiva in urmatorul an. Astfel, in 100% dintre situatii, daca
intr-un an incidenta cazurilor umane este de minim 15, in urmatorul an focalitatea se
mentine in zona respectiva. Probabilitatea reaparitiei cazurilor de infectie cu VWN scade la
73%, daca indicenta este cuprinsa intre 10 si 15 cazuri sau la 40%, daca sunt raportate intre
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patru si noua cazuri. Asadar, numarul cazurilor umane dintr-o anumita zona, intr-un anumit
an, pare sa fie corelat pozitiv cu riscul reaparitiei VWN 1in zona respectiva in urmatorul an
(Sebastian Napp, Petri¢, si Busquets 2018).

Evaluarea sezonalitatii transmiterii VWN indicd faptul cd, de obicei, cazurile
umane incep sa fie raporatate la debutul lunii iulie. Transmiterea virusului continua pana in
lunile august, septembrie, uneori chiar si in octombrie sau chiar mai tarziu (Sebastian Napp,
Petri¢, si Busquets 2018).

Durata relativ redusa a sezonului de transmitere a VWN evidentiaza faptul ca
fenomenul de iernare sau ,,overwintering”, indiferent de mecanism, trebuie sa permita
supravietuirea Vvirusului timp de mai multe luni in absenta difuzarii sale de catre vectori.
Infectia virald la anumite specii de pasari pare sa determine persistenta si evolutia virusului
in unele tesuturi (creier), chiar si pentru cateva luni de la prima infectie (Sebastidn Napp,
Petri¢, si Busquets 2018). Aceasta forma cronica de infectie, cu persistenta virusului la
nivelul creierului, ar putea contribui la propagarea prin transmitere orala la pasarile de
prada. Pe de alta parte, persistenta virusului in femelele de tantari aflate in hipobioza, in
locurile ferite de inghet, explicd supravietuirea virusului in timpul iernilor europene
(Bakonyi s.a., 2016; Montecino-Latorre si Barker, 2018).

Tn ciuda progresului inregistrat in domeniul medical, epidemiile infectioase inca au
efecte nefaste si imprevizibile asupra oamenilor. Un astfel de agent patogen, a carui infectie
are ca rezultat o plaja variata de simptome clinice, este infectia VWN, un agent patogen din
categoria B, endemic in diferite parti ale Africii, Asiei si Europei. VWN prezinta tropism
neurologic, are capacitatea de provoca epidemii de mare intensitate si imprevizibile
(Chaskopoulou s.a., 2016), fiind strans Tnrudit cu virusurile ce provoaca febra Dengue, febra
galbena si encefalita Japoneza (Bigham s.a., 2011).

Factori ce contribuie la implicarea neurologicd. Cresterea permeabilitdtii barierei
hemato-encefalice, ca urmare actiunii citokinelor, prezintd o importanta deosebitd in
susceptibilitatea la neuroinfectia cu VWN. Elementele care duc la scaderea integritatii
Pasajul virusului catre sistemul nervos central poate fi facilitat de actiunea citokinelor,
moleculele de adeziune, proteaze, de pasajul leucocitelor si al macrofagelor infectate, de
celule T sau neutrofile. Factorii de necroza tumorala alfa (casectina) pot contribui in formele
severe de boala la cresterea permeabilitatii barierei hemato-encefalice sau pot avea rolul de
a proteja encefalul, prin sustinerea pasajului monocitelor in creier (Montgomery & Murray,
2015).

Imunitatea adaptativa. In infectia cu VWN, imunitatea adaptativi are rolul de a

produce anticorpi specifici protectivi, [gM si IgG. Acesti anticorpi apar la scurt timp dupa
instalarea viremiei si inainte ca nivelul de ARN sa devina nedetectabil, fenomen ce are loc,
in medie, la 13,2 zile post-infectie. Diferite studii au demonstrat ca nivelul seric al
anticorpilor anti-VWN (anti proteina de invelis) a ramas relativ constant pana la un an iar
uneori pana la opt ani de la infectie, neexistand diferente notabile intre nivelurile
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anticorpilor pacientilor ce au suferit de forme severe si cei cu un istoric asimptomatic de
infectie cu VWN (Montgomery & Murray, 2015).

Manifestari clinice. De cele mai multe ori, infectia cu VWN este asimptomatica,

semnele clinice fiind reprezentate de episoade febrile si simptome aseméandtoare gripei
(artralgie, mialgie si slibiciune muscular, cefalee, si frisoane). In cazurile grave, cu forme
nervoase neurodegenerative (aprox. 1% din cazuri), aspectele clinice sunt caracterizate prin
meningita, encefalitd, paralizie flasca acuta si sechele neurologice (Montgomery & Murray,
2015; Jean, Honarmand, Louie, & Glaser, 2007).

Factorii individuali de risc, dependenti de subiecti, ce au fost identificati in mod
particular ca determinanti, sunt reprezentati de varsta inaintata precum si de imunosupresia.
De asemenea, s-a demonstrat ca oamenii care locuiesc in proximitatea apelor statute, unde
femelele de tantari isi depun ponta si unde acestea isi au habitatele, sunt mai expusi riscului
de a fi infectati (Montgomery & Murray, 2015).

Studii efectuate pe pacienti internati inca de la debutul infectiei cu VWN, confirma
invariabil ca factorii de risc implicati frecvent in dezvoltarea formelor severe de infectie cu
virusul West Nile sunt reprezentati de véarsta inaintatd, imunosupresia, bolile
cardiovasculare, hipertensiunea si diabetul (Bode, Sejvar, Pape, Campbell, & Marfin, 2006;
Jean s.a., 2007). De asemenea, pacientii care au raportat un consum excesiv de alcool si
tutun au fost mai expusi riscului. In cazul pacientilor cu encefalitd cu virus West Nile
(EWN), deznodamantul fatal a fost asociat cu varsta Tnaintatd, imunosupresia, intubarea
endotraheald si un istoric de accident vascular cerebral. Alaturi de acestia, alti factorii
individuali incriminati sunt reprezentati de bolile renale in forme cronice, infectia cu virusul
hepatitei C (Montgomery & Murray, 2015) dar si sexul masculin (Jean s.a., 2007).

Dintre factorii mentionati, hipertensiunea si diabetul au ponderea cea mai crescuta
in randul pacientilor, aportul celor doua afectiuni asociate la formele severe de infectie cu
VWN datorandu-se slabirii sistemului imunitar si cresterii intensitatii nivelului si duratei
viermiei, Tn cazul diabetului, Tn timp ce hipertensiunea arteriala perturba bariera hemato-
encefalicd, favorizand patrunderea virusului in sistemul nervos central (Jean s.a., 2007).

Febra West Nile (FWN). Din punct de vedere clinic, FWN este o boala
autolimitativa ce afecteaza toate categoriile de varsta dar cu preponderenta tineretul, febra
WN fiind forma cea mai frecventa de infectie. Dupa o perioada de incubatie de pana la 14

zile, apar manifestarile clinice sub forma unui puseu febril, dureri de cap, oboseald si
mialgii. Alaturi de aceste forme, mai sunt prezente simptome gastrointestinale ce includ
nausea si voma, manifestari ce conduc la deshidratare. Sindromul febril mai poate fi asociat
si cu aparitia unor eruptii cutanate nepruriginoase la nivelul extremitatilor, palme sau talpi.
FWN este urmata de vindecarea completd, uneori persistaind unele sechele manifestate
printr-o stare de oboseald, cefalee sau dificultati de concentrare. Cazurile de mortalitate
intalnite ca urmare a acestei forme de boala au fost remarcate la persoanele in varsta sau
imunocompromise, mortalitate cauzata frecvent de aparitia complicatiilor cardio-pulmonare
(Sejvar, 2014).
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Forme neuroinvazive apar in mai putin de 1% dintre cazuri, fiind frecvente la
persoanele regasite in categoriile de risc: varsta inaintata, imunosupresie si boli cardio-
vasculare.

Desi incércatura virald a urinei la pacientii cu forme neuroinvazive este mai
crescutd, comparativ cu cea a pacientilor cu febra, acestia din urma, cei fara implicatii
neurologice, elimind virusul prin urina o perioada mai indelungata decat cei cu forme neuro-
invazive. Urina pacientilor infectati este un mediu complex ce contine numerosi inhibitori
ai reactiei de polimeraza in lant (PCR) si factori care contribuie la alterarea conservarii
probei. (Garcia, Hasbun, si Murray 2015).

Meningita West Nile (MWN). Debuteaza brusc, cu un sindrom febril, dureri de
cap si rigiditate nucald. La acestea se mai asociaza fotofobie, simptome gastrointestinale
(nausea, voma, diaree) si deshidratare, exacerband durerea de cap. MWN este asociata
frecvent cu un prognostic favorabil, desi, ca in cazul FWN, pot persista cefaleea, oboseala
si mialgia (Sejvar, 2014).

Encefalita West Nile. In ceea ce priveste semnele clinice intalnite in Encefalita
West Nile (EWN), acestea variaza de la forme usoare pana la encefalopatii, coma si in final
exitus. Manifestarile acestei forme sunt mai frecvente la indivizii mai in varsta, in special

la cei peste 55 de ani, precum si la cei imunocompromisi (Ravindra s.a., 2004). Pacientii cu
EWN dezvoltd un tremur bilateral, in special la nivelul extremitatilor superioare, acest
tremur tinzand si fie postural. In aceasti formd se mai intdlnesc mioclonii in timpul
somnului, predominant la nivelul fetei si a extremitatilor superioare. Alaturi de aceste semne
clinice, mai poate fi prezentd o formd de Parkinson, ce include bradikinezie, astazie,
simptome asociate cu ataxie si dificultati functionale. A mai fost descrisa si ataxia
cerebeloasa asociata cu instabilitatea truncala si dificultati de deplasare (Sayao s.a., 2004).
Aceste miscari anormale apar dupa debutul schimbadrilor statusului mental si, Tn mod
normal, se remit cu timpul. In cazul pacientilor care se recupereazi din forme severe de
encefalita, tremurul si parkinsonismul mai pot persista (Sejvar 2014).

Formele clinice de evolutie din EWN denota neurotropismul specific al virusului
pentru structurile extrapiramidale (Sejvar, 2014).

Poliomielita cu virus West Nile (PWN). Acest sindrom apare la aproximativ 13 %
din pacientii care prezintd forme neuroinvazive. PWN este produsd ca urmare a afectarii

neuronilor motori de la nivelul maduvei spinarii, concretizandu-se clinic prin parezie sau
paralizia flascd a membrelor. Aceste caracteristici clinice dramatice permit diferentierea fata
de starea de slabiciune musculara difuza descrisa de pacientii cu alte forme ntalnite in
infectia cu VWN. De obicei, PWN apare la scurt timp de la debutul bolii, in general in
decursul a 24-48 de ore, paralizia fiind asimetrica. In aceasta forma clinici mai poate fi
observatd o slabiciune bilaterald a nervilor faciali. Cea mai severa manifestare a PWN
presupune implicarea structurilor respiratorii, ceea ce duce la paralizia muschilor
intercostali si diafragmatici si, In consecinta, la stop respirator (Hayes s.a., 2005).
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Alte manifestari clinice mai comune intanite in infectia cu VWN sunt reprezentate
de corioretinita si vitrita, aceste manifestari aparand dupa FWN si boala neuroinvaziva
(Sejvar 2014). La pacientii cu infectie cu VWN au mai fost raportate disfunctii ale vezicii
urinare si modificari ale transpiratiei, inclusiv hiperhidroza si anhidroza (Bai s.a., 2019).

1.1.2 Virusul Usutu (VUSU)
1.1.2 Usutu Virus (USUV)

Virusul Usutu are un genom ARN, monocatenar si este inclus in grupul mobo-
virusurilor din genul Flavivirus, familia Flaviviridae. Apartinand complexului antigenic al
encefalitelor Japoneze, VUSU este stréns inrudit cu agenti patogeni precum VWN, virusul
encefalitei Murray Valley (VEMYV) si virusul encefalitei St Louis (VESL) (Gaibani si
Rossini 2017). Asemeni VWN, ciclul de transmitere al VUSU este dependent de existenta
tantarilor si a pasarilor iar oamenii, precum si alte mamifere, reprezintd gazde accidentale
(Benzarti s.a., 2019).

Structura genomului. VUSU este un virus de mici dimensiuni, sferic cu un invelis
lipidic derivat din membrana celulei gazda. Virionul are intre 40 si 60 nm in diametru si
contine un genom ARN cu sens pozitiv, cu lungimea de 11 Kb. Genomul este de tip ARN
monocatenar, cu un cadru unic de citire deschis (ORF) si doua regiuni necodate (UTR).
Capetele 5 si 3 au o lungime variabild la diferite tulpini, cuprinsd intre 95-96 nt si 63-664
nt (Gaibani si Rossini 2017).

Cadrul de citire prevazut este tradus printr-o poliproteina unica de 3434 aminoacizi,
care este clivata post-translational 1n trei proteine structurale (a capsidei, de invelis si pre-
membranara) si opt proteine nestructurale (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, 2K, NS4B si
NS5) (fig. 1.6). Asemandtor altor flavivirusuri transmise de tantari, genele care codifica
proteinele structurale sunt localizate la capatul 5’ al genomului viral (Gaibani si Rossini
2017).

Proteine structurale Proteine nestructurale
5UTR SUTR
NS2B NS4A
cap -clod| E || Nt ||| |. K (. NS5 J—cvo
NS2A NS48
1kb
—_—

Figura 1.6 Organizarea genomului VUSU
Figure 1.6 Genomic structure of USUV
(Dupa Saiz si Blazquez, 2017)
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Proteina capsidei (C) formeaza nucleul central al virionului si este asociata ARN-
ului viral. Glicoproteina de invelis (E) mediaza leagarea de celulele gazda si sustine
patrunderea virusului in celulele gazdei. Proteina pre-membranard (prM) este necesara
asamblarii si maturdrii virionului. Proteinele nestructurale deservesc diferite functii in
timpul infectiei virale (Gaibani si Rossini 2017).

Confirmand apartenenta la grupul arbovirusurilor, VUSU prezinta un aspect valabil
pentru toate virusurile transmise prin intermediul insectelor hematofage, justificand evolutia
in continua dinamica a acestora: abilitatea de a invada teritorii noi (Benzarti s.a., 2019).
Astfel, mecanismul natural de transmitere implica ciclul tAntar-pasare-tantar, in care tantarii
cu rol de vectori faciliteaza transmiterea virala la pasarile cu rol de gazde amplificatoare,
dar si la oameni, cai si rozatoare, acestea din urma fiind gazde accidentale (Ashraf s.a.,
2015).

La vertebratele cu rol de gazde amplificatoare (pasari), virusurile Usutu, West Nile,
Tembusu si Bagaza, sunt considerate epornitice, capabile sd cauzeze epizootii in randul
pasarilor (Benzarti s.a., 2019).

VUSU a fost izolat pentru prima data din tantarii din specia Culex neavei, capturati
n proximitatea raului Usutu, in Swaziland, Africa de Sud Tn anul 1959, virusul dispersandu-
se ulterior pe continentul african. Tn ultimele decenii, virusul a fost introdus n repetate
randuri si in Europa, de catre pasarile migratoare.

In ceea ce priveste tropismul virusului, s-a demonstrat ci acesta prezinti capacitate
infectantd asupra unui numar mare de linii celulare provenite de la diferite specii: oameni
(celule dendritice si Hela), ecvine (ED), bovine (MDBK), porcine (PK —15), hamster (BHK
— 21, BF), canine (MDCK, DK), feline (CR), maimuta (LLC-MK2, Vero), iepure (RK —
13), sobolan (C6), testoasa (THI1), pasari (GEF). Efectul citopatic a fost observat pe
urmatoarele linii celuleare: Vero, GEF, CRFK, DNI1.Tr, E, EA.hy.926, FoLu, OHH1.K,
OK, PK(15), Sf 1 Ep, A549, Hep-2, KB si Mv 1 Lu (CIé s.a., 2019).

Epidemiologie. Desi prima raportare a VUSU in Europa a fost asociata unei
mortalitati considerabile in populatiile de mierle (Turdus merula), randunici (Hirundo
rustica) si huhurezi barbosi (Strix nebulosa) din imprejurimile Vienei, in anul 2001
(Benzarti s.a., 2019), introducerea virusului a fost dovedita retrospectiv, in urma analizei
unor esantioanelor de tesut colectate de la pasari moarte in regiunea Toscana (Italia), Tn anul
1996 (Weissenbdck s.a., 2013). In anii urmatori, a fost confirmati extinderea virusului in
tarile vecine, inclusiv Italia, Germania, Spania, Ungaria, Elvetia, Polonia, Anglia, Republica
Ceha, Belgia, Serbia si Grecia (Sebastian Napp, Petri¢, si Busquets 2018). Locul de
provenienta a virusului izolat in centrul Europei s-a considerat a fi Senegal iar identificarea
unei tulpini africane Tn august 2015 in Berlin (Germania) a relevat re-introducerea continua
virusului (Benzarti s.a., 2019).

Tn anul 2018, virusul s-a extins rapid Tn partea de vest a Europei, asociat unei
epidemii de amploare cu VWN (fig. 1.7). Aceasta raportare nu sugereaza doar expansiunea
continua a virusului dar si colonizarea unor noi nise ecologice.

44



Teza de doctorat — 2021

Endemizarea in diferite tari din Europa ar putea fi explicatd prin transmiterea
remanentd in populatia de pasari din regiunile cu focalitate, dar fard semne clinice
semnificative sau detectabile. Mai mult decat atat, presupusele mecanisme ale persistentei
virale intre doud episoade epizootice implica fie tantarii infectati aflati in diapauza, fie
gazdele naturale cu rol de rezervor, fie transmiterea verticald, in descendenta, a virusului la
tantari (CIé s.a., 2019).

Figura 1.7 Distributia virusurilor Usutu (rosu) si WN (verde) la nivelul Europei
Figure 1.7 Geographic distribution of Usutu (red) and West Nile (green) viruses in Europe
(Dupa Zannoli si Sambri, 2019)

Gazde, vectori si mecanismul de transmitere. Ciclul natural de transmitere al VUSU
implica tantarii ornitofili ca vectori si pasarile ca si gazda amplificatoare. Mecanismul de
transmitere a virusului este similar cu cel al altor flavivirusuri incadrate in serocomplexului
VEJ, oamenii fiind considerati gazde accidentale. Pasarile din diferite specii pot fi infectate
cu VUSU iar o parte dintre ele pot dezvolta simptome ale infectiei. Virusul a fost detectat
la 62 de specii de pasari din tarile africane si europene (Gaibani si Rossini 2017).

Principalul agent de difuzare pe distante mari si de introducere a virusului in Europa
este reprezentat de pasarile migratoare, structura geneticd a virusului urmarind geo-
localizarea si tiparul rutelor migratorii ale pasarilor (Benzarti s.a., 2019). S-a demonstrat ca
VUSU are capacitatea de a infecta 58 de specii de pasari din 13 ordine si 16 familii (CIé
s.a., 2019). Diferite specii de pasari salbatice migratoare (de exemplu, Falco tinnunculus,
Acrocephalus scirpaceus, Sylvia curruca, Sylvia communis si Ficedula hypoleuca) sunt
considerate ca fiind responsabile de introducerea USUV in Europa din Africa, in timp ce
paseriformele (Pica pica, Passer domesticus, Gallus gallus si T. merula), cu rol de gazde
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amplificatore, sunt considerate responsabile de diseminarea si mentinerea virusului intr-un
ciclu enzootic in Europa (Gaibani si Rossini 2017).

In ceea ce priveste vectorii, virusul a fost izolat de la diferite specii de tantari dar
spre deosebire de VWN, acesta nu a fost gasit in capuse. Desi virusul a fost depistat in
tantari din genurile Aedes, Anopheles, Ochlerotatus, Coquillettidia si Mansonia, cel mai
frecvent vector pentru VUSU in Europa este tantarul din specia Culex pipiens (Gaibani si
Rossini 2017). La aceasta specie, studiile de vector-competenta au demonstrat o capacitate
de transmitere mai mare a VUSU decét pentru VWN, in conditii climatice de 28 °C (Clé
s.a., 2019).

Privitor la transmiterea prin contact direct a virusului, studiile experimentale
efectuate pe gini si gaste domestice, specii la care infectia letald nu a fost descrisa, nu au
demonstrat aceastd modalitate de transmitere (Benzarti s.a., 2019).

Epidemiologie moleculard. Variabilitatea genetici a VUSU a fost explorata
utilizand analiza filogenetica, prin secventierea intregului genom dar si prin secventierea
partiald a genelor de invelis si a proteinei nestructurale 5 (NS5) (Roesch s.a., 2019). Pana
in prezent, izolate virale au fost incadrate Tn opt linii genetice, impartite, pe baza originii
geografice a izolatelor, in doud grupuri majore: African si European. Pe baza analizelor
filogenetice utilizdnd gena NS5, s-a demonstrat ca tulpinile izolate din Africa sunt incadrate
n trei linii distincte, in timp de grupul european este compus din cinci linii diferite (Gaibani
si Rossini 2017): Africa 1, 2 si 3 si Europa 1, 2, 3, 4 si 5. Studiile moleculare efectuate pe
secventele de nucleotide si aminoacizi ale acestor izolate de la vectori, oameni si pasari,
evidentiaza substitutii semnificative, pentru unele dintre ele sugerandu-se legatura cu neuro-
invazivitatea virala (Benzarti s.a., 2019).

Manifestarile clinice la om. Daca la inceputul anilor 2000 infectia cu VUSU era

consideratd a fi non-patogenica pentru om, nefiind cazuri clinice confirmate (Hubalek
2008), in anul 2009, doud cazuri neuro-invazive asociate virusului Usutu au fost raportate
in Italia. Actualmente, desi infectiile asociate VUSU sunt de cele mai multe ori
asimptomatice sau cu un tablou clinic pauper (Clé s.a., 2019), co-existenta cu VWN
reprezinta un real risc pentru transfuziile de sange (Domanovic¢ s.a., 2019).

Atunci cand sunt exprimate clinic, simptomele variazd de la febra persistenta,
migrene (Vazquez s.a., 2011) si eruptii cutanate, la meningoencefalitid. Recent, VUSU a
fost detectat si la donatorii de sange din Austria (Sebastidn Napp, Petri¢, si Busquets 2018).

Studii recente, efectuate prin PCR, pe probe de ser obtinute de la donatori de sange
din Germania, au demonstrat portajul virusului la subiectii asimptomatici, situatie similara
observata si la donatorii din Austria (Zaaijer HL s.a., 2019).

Péana in prezent, in Europa au fost confirmate 46 de cazuri de infectie acuta cu
VUSU la oameni, mare parte dintre acestea fiind descoperite la donatorii de sange (Clé M
s.a., 2019).

Co-circulatia VUSU impreuna cu VWN a fost confirmata la oameni, atat serologic,
prin detectia anticorpilor neutralizanti (Vilibic-Cavlek s.a., 2014), cat si prin detectia ARN-
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ului (Aberle s.a., 2018). Co-existenta celor doud virusuri, in acelasi areal geografic si in
aceleasi nise ecologice, ar putea conduce la o competitie intre cele doua entititi. O
competitie asemanatoare intre doud flavivirusuri inrudite a fost observatda intre VWN si
virusul Encefalitei St. Louis (VESL). Desi ESL era endemica in sudul Californiei, circulatia
virala a scazut drastic in 2003, dupa emergenta VWN. Aceasta a condus la ipoteza conform
careia VESL mai poate produce doar re-emergente sporadice, atat timp cait VWN infecteaza
aceleasi gazde si are aceleasi specii de tantari ca vectori (Roesch s.a., 2019).

Manifestari clinice la animale. In infectia naturald, pasarile prezinta manifestari
clinice la extreme: fie simptome usoare, fie forme severe. Acestea din urma includ ence-
falita, degenerare miocardica si necroza ficatului si a splinei (Gaibani si Rossini 2017).

Infectia cu VUSU, la pasérile sdlbatice si la cele captive, are un caracter inalt
patogen, ca o consecinta a tropismului si a virulentei intr-o varietate mare de organe si
tesuturi. In infectia naturala la pasari au fost descrise multiple tulburiri ale sistemului nervos
central. Cele mai frecvente semne clinice sunt reprezentate de prostratie, dezorientare,
ataxie si pierderi in greutate. Anatomopatologic, au fost observate infiltrate inflamatorii,
formate din celule limfoide si histiocitare, in cord, ficat, rinichi, spind si creier iar
principalele aspecte macroscopice remarcate au fost hepato- si splenomegalia (Clé s.a.,
2019).

Excepténd pasarile, virusul a mai fost detectat si la mamifere, fiind izolat din creier
de la lilieci (Pipistrellus) in Germania. Semnale serologice au fost raportate si la cai, in
Italia, Serbia, Croatia, Polonia si Spania, la cdini militari, In Maroc, la porci mistreti, n
Serbia, la rumegatoare salbatice, in Spania (Clé s.a., 2019), la rozatoare, in Senegal (Diagne
s.a., 2019), precum si la caprioare si veverite, Specii la care virusul nu are un efect patogen
la fel de puternic ca la gazdele aviare (Roesch s.a., 2019).

1.1.3 Virusul encefalitei de capusa (VEC)
1.1.3 Tick borne encephilitis virus (TBEV)

Encefalita transmisa de capusa/Tick borne encephalitis (TBE) este o importanta
infectie virala a sistemului nervos central (Bogovic 2015), produsa de un virus de mici
dimensiuni, anvelopat, ce apartine familiei Flaviviridae, genul Flavivirus, serocomplexul
Encefalitelor transmise de capusele din specia Ixodes ricinus. TBEV este endemica intr-un
areal geografic extins, din Europa Centrald si Peninsula Scandinavd pana in Japonia
(Vilibi¢-Cavlek b s.a., 2014). Tn Europa, primul caz de infectie cu TBEV la oameni a fost
raportat la Tnceputul anilor 1930 iar anual sunt inregistrate peste 3000 de cazuri (Knap si
Avsig-Zupanc, 2015).

Etiologie. Virionul matur este compus din trei proteine structurale: capsida (C),
membrana (M) si de invelis (E). Proteina E este antigenul major care induce productia de
anticorpi neutralizanti. Pe baza analizelor genetice, TBEV prezinta trei subtipuri, strans
nrudite din punct de vedere genetic: European (Eu), Siberian (Sib) si Orientul Indepartat
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(FE), variatiile dintre secventele aminoacizilor fiind de 5 — 6% (Bogovic, 2015) dar
diferentiate din punct de vedere geografic, clinic si al capuselor implicate in transmitere
(Vilibié-Cavlek b s.a., 2014). Tn ciuda similaritatii genetice pronuntate, fenomenele de
sanitate induse individual de fiecare subtip nu sunt echivalente (Bogovic, 2015).

Epidemiologie. TBE este endemica in tari din Europa, Siberia, nordul Chinei si
Japonia. Tn ultimele decenii, arealul geografic al regiunilor endemice s-a extins,
concomitent cu cresterea numarului de cazuri raportate. Cresterea ratei incidentei in zonele
endemice poate fi consecinta interactiunilor complexe dintre factorii socio-ecologici dar si
ca urmare constientizarii riscului in randul populatiei precum si a evolutiei metodelor de
diagnostic (Bogovic, 2015). Alti factori ce au concurat la acest trend sunt reprezentati de
schimbarea climatica, ce atrage dupa sine extinderea zonelor endemice la altitudini mai mari
(pana la 1500 m) si de schimbarea habitatului capuselor dar si activitatile desfasurate in aer
liber (Vilibi¢-Cavlek b s.a., 2014). Desi tendinta incidentei este in crestere, numarul
cazurilor umane raportate anual este subestimat, deoarece TBE se declara obligatoriu doar
in 16 din cele 27 de tari endemice din Europa (Bogovic 2015).

Virusul este mentinut in natura in cadrul asa-numitelor ,.focare naturale”, prin
interactiuni dintre cdpuse si vertebrate silbatice, in principal rozdtoare mici -soricide si
muridele (Vilibi¢-Cavlek s.a., 2014) si mamifere insectivore (Jaenson s.a., 2012). Tn ciclul
de transmitere a virusului, rozatoarele au rol atat de gazde cat si de rezervor primar (Bogovic
2015). La acestea, nivelul viremic ajunge la un titru suficient de crescut pentru a infecta
capusele, pentru cateva zile (Jaenson s.a., 2012). De asemenea, rozatoarele au si rol de
santineld (Knap si Av§i¢-Zupanc 2015), in timp ce oamenii nu au un rol semnificativ in
mentinerea virusului in naturd, fiind gazde incidentale, ca in cazul VWN, VUSU sau VSIN
(Bogovic 2015). Mamiferele de talie mare, cum ar fi cerbii, caprele, oile si vitele, in
comparatie cu mamiferele mici, se considera ca au o viremie de scurta durata, acest mod de
transmitere prin intermediul ungulatelor avand o importanta nesemnificativa in intretinerea
TBEV (Jaenson s.a., 2012).

In Europa, transmiterea TBEV la oameni se realizeaza prin intermediul cipuselor
tari (familia Ixodidae), principalul vector fiind reprezentat de Ixodes ricinus (1. ricinus). n
estul Europei, in Rusia si partea de est a Asiei, capusele din specia Ixodes persulcatus
(I.persulcatus) reprezinta vectorul implicat in mecanismul de transmitere (Bogovic, 2015).
Un rol primordial in transmiterea virului la oameni 7l au nimfele de Ixodes ricinus, in timp
ce de la Ixodes persulcatus femelele adulte transmit virusul la oameni (Vilibi¢-Cavlek s.a.,
2014). Se presupune ca aproximativ 1% din totalul cazurilor de infectie cu TBEV la oameni
sunt dobandite ca urmare a consumului produselor lactate nepasteurizate (virusul putand fi
inactivat prin pasteurizare) provenite din turme infectate, in special de la capre. Aceasta
modalitate de transmitere trebuie considerata in special, Tn epidemiile locale. Focare cauzate
de transmiterea orald a virusului se regédsesc in tari precum Cehia (Kriz B s.a., 2009) si
Slovenia (Hudopisk N s.a., 2013) si in tarile baltice (Bogovic, 2015). O alta modalitate de
transmitere este reprezentati de infectia dobanditi in laborator (Avsi¢-Zupanc s.a.,1995).
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In ceea ce priveste caracterele demografice ale indivizilor afectati, in toate grupele
de varsta barbatii sunt mai afectati decat femeile si, in medie, pana la 10 - 20 % dintre
subiecti sunt reprezentati de copii. La aceasta din urma categorie, stabilirea diagnosticului
poate fi indusa in eroare din cauza exprimarilor clinice nespecifice, infectia cu TBEV fiind
confundatd cu o meningita aseptica sau de etiologie necunoscuta (Bogovic 2015).

Frecventa cazurilor de infectie cu TBEV este mai crescuta in lunile calde, intre
aprilie si noiembrie, perioadd ce corespunde activitdtii capuselor (Bogovic, 2015).
Intensitatea transmiterii TBEV, in timp si spatiu, depinde de prevalenta infectiei in populatia
de cdpuse, de densitatea si activitatea gazdelor susceptibile si a gazdelor competente.
imature care cautd gazde vertebrate competente pentru transmitere, indeosebi specii de
mamifere mici (Jaenson s.a., 2018) iar cazurile par a fi mai dependente de dinamica
populatiei gazda decat de factorii climatici (Palo, 2014).

in populatia de cipuse, TBEV se mentine in cadrul unui ,,triunghi” biologic ce
implica interactiunile dintre capusa-vector, virus si gazda capusei (Raileanu, 2016). Virusul
poate fi vehiculat in timpul hranirii pe aceeasi gazda (Vilibi¢-Cavlek s.a., 2014), vertical,
transovarian, trans-stadial (de la o etapa de dezvoltare la alta) si in timpul copulatiei, prin
intermediul salivei sau lichidului seminal (Jaenson s.a., 2012). Vectorii biologici, o data
infectati, transmit virusul toatd viata (Vilibié-Cavlek s.a., 2014).

Dupa inocularea virusului, odata cu saliva infectanta iIn momentul hranirii, acesta
se replica local, la nivelul celulelor dendritice (celulele Langerhans) iar ulterior este
transportat catre limfonodurile locale. De la nivelul situsului initial, virusul disemineaza
catre tesuturile extraneurale (splind, ficat si maduva osoasd), unde multiplicarea mentine
viremia pentru céteva zile. in timpul fazei viremice, care clinic corespunde fazei initiale a
TBEV, virusul ajunge in creier (Bogovic, 2015).

in ceea ce priveste infectia la oameni, ponderea cea mai mare a cazurilor este
reprezentatd de formele asimptomatice. Perioada de incubatie este cuprinsa intre doua si 28
de zile iar n cazul transmiterii pe cale orala, perioada de incubatie este redusa la trei - patru
zile. La aproximativ 75% dintre pacientii diagnosticati cu TBE cu subtipul european,
fenomenul de sanatate are un curs bifazic. La pacientii cu forma monofazica apar
manifestari ale sistemului nervos central (meningitd, meningoencefalitd), In timp ce o mica

parte dintre pacienti prezintd febrd cu dureri de cap, dar fard meningita, forma clinica
denumita ,,abortivd”. Faza initiald este corelatd cu viremie si semne nespecifice (febrad
moderatd, dureri de cap, mialgii si artralgii, oboseala, anorexie), avand o durata de pana la
0 saptamana si este urmata de ameliorarea starii de sandtate, cu o durata de pana la 21 de
zile. Ulterior, Tn cea de-a doua faza, la aproximativ 50% dintre pacienti sunt prezente semne
de meningita, la 40% meningoencefalita si la 10% din pacienti sunt prezente semne de
meningoencefalomielitd (Bogovic, 2015). Rata letalitatii pentru subtipul european este de
1% - 2% (Vilibi¢-Cavlek s.a., 2014) si pani la 50% dintre pacienti au sechele pe termen
lung (Bogovic, 2015).
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Manifestari clinice la animale, (maimute, céni si cai), Encefalita transmisa de

capuse poate fi consideratd o boala a sistemului nervos central, cu potential fatal (Rushton
s.a., 2013). Rumegatoarele, precum caprele, oile si bovinele, pot fi sporadic infectate,
prezentand manifestari subclinice (Holzmann s.a., 2009; Rushton s.a., 2013). La céini,
semnele clinice sunt severe, avand exclusiv un deznodamént fatal. Cele mai comune
manifestdri somatice sunt reprezentate de hipertermie, schimbari in comportament (refuzul
hranei, agresivitate, apatie), paralizii, ataxie, mioclonii, sindrom vestibular (strabism),
pierderea sensibilitatii in zona capului, nistagmus, miozd sau pierderea reflexului de
inchidere a pleoapelor. Toate aceste semne indicd o tulburare neurologicd multifocala
(Pfeffer si Dobler, 2011).

1.2 Alphavirusuri (genul Alphavirus, familia Togaviridae)
1.2 Family Togaviridae, Genus Alphavirus

1.2.1 Virusul Sindbis (VSIN)
1.2.1 Sindbis Virus (SINV)

Alphavirusurile sunt virusuri mici, cu invelis, monocaternare si cu polaritatea
pozitivd. Majoritatea virusurilor incadrate Tn acest gen sunt transmise prin intermediul
tantarilor, putand infecta o mare varietate de pasari si mamifere (Atkins, 2013).

Din punct de vedere taxonomic, genul Alphavirus cuprinde 31 de virusuri iar pe
baza analizelor filogenetice si a distributiei geografice au fost propuse doua ramuri majore:
alphavirusuri ale Lumii Vechi ,,Old World” (Europa, Africa si Asia) si alphavirusuri ale
Lumii Noi ,,New World” (America de Nord si de Sud, Oceania). in afard de cele doui
ramuri, genul Alphavirus mai cuprinde patru subgrupe: virusul Semliki Forest, virusul
encefalitelor ecvine de Venezuela, virusul encefalitei ecvine de est si complexul
encefalitelor ecvine de vest, VSIN fiind incadrat Tn ultimul complex viral (Lundstrom si
Pfeffer, 2010; Adouchief s.a., 2016).

Pe baza exprimdrilor somatice, virusul Sindbis, aldturi de virusul Chikungunya,
virusul Ross River, Barmah Forest, Mayaro si O’nyong, este incadrat in grupa
alphavirusurilor artritogenice. Virusurile care produc sindroamele encefalitice ecvine de
vest, est si de Venezuela apartin categoriei virusurilor encefalitice (Adouchief s.a., 2016).
Implicatiile pentru sanatatea publica, atat in zonele endemice cat si in cele ne-endemice,
sunt redate de caracterul slab recognoscibil al aspectelor clinice (Adouchief s.a., 2016).

VSIN a fost izolat pentru prima datd in anul 1952, din speciile de tantari Culex
pipiens si Culex univittatus, capturati in districtul Sindbis din Cairo (Napp, Petri¢, si
Busquets, 2018).
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Structura virusului. VSIN are un genom de tip ARN monocatenar, cu o dimensiune
de aproximativ 11,7 kb si doua cadre de citire (fig. 1.8), ce codificd patru proteine
nestructurale (NSP1, NSP2, NSP3, NSP4) si cinci proteine structurale:C, E3, E2, 6K/TF si
E1 (Navaratnarajah si Kuhn 2007; Ling s.a., 2019).

Proteine nestructurale Proteine structurale

[ | |
5°cap—{ nsP1 | nsP2 | nsP3 -—| c |es| e |GKE3'pOIy(A)

Figurd 1.8 Organizarea genomului la alphavirusuri — Sindbis
Figurel.8 Genome organization of alphaviruses — SINV
(Dupa Ong, Lum, si Ng, 2014)

Pe baza analizelor filogenetice a genei E2, au fost identificate sase genotipuri
virale, de la I la VI, (Ling s.a., 2019), ce reflecta principalele rute migratorii ale pasarilor
salbatice (Adouchief s.a., 2016). Astfel, genotipul SIN-I a fost izolat in Europa, Africa si
Orientul Mijlociu, genotipurile SIN-II si VI au fost izolate in Australia, al treilea genotip,
n partea de sud-est a Asiei, SIN-IV a fost izolat in Asia si Orientul Mijlociu iar cel de-al
cincilea genotip, regasit si sub denumirea de virusul Whataroa, a fost izolat din Noua
Zeelanda. Primul tip, SIN-I este asociat epidemiilor din Africa de sud, precum si din nordul
Europei (Ling J s.a., 2019), reprezentand de altfel primul izolat din tantari (Cairo, 1952) si
prima raportare a acestui virus epornitic (Ling J s.a., 2019).

Epidemiologie. Virusul are o distributie la nivel mondial, inclusiv in Eurasia, Africa
si Oceania, fiind transmis gazdelor aviare, Tn special paseriformelor, care au rol de gazde
amplificatoare, prin intermediul tantarilor (Napp, Petri¢, si Busquets, 2018). Cu toate ca a
fost izolat si din capuse, principalii vectori implicati in transmitere sunt tantarii, in mod
particular cei din specia Culex torrentium/pipiens s.l. (inclusiv forme hibride), Culiseta
morsitans, dar si speciile Aedes cinereus si Ochlerotatus annulipes, acestia din urma fiind
considerati ca avand potential de vectori intermediari pentru oameni (Turell, Lundstrom, si
Niklasson, 1990). Abundenta principalilor vectori ornitofili (Culex si Culiseta) din ultima
parte a verii justificd numarul mare de cazuri clinice in intervalul iulie - octombrie din
Finlanda (Kurkela s.a., 2005).

Desi au o distributie cosmopolita, infectiile exprimate clinic sunt raportate cu
preponderentd in partea de nord a Europei si in sudul Africii, aceastd focalitate fiind
motivata de circumstante ecologice si de factori genetici dependenti de gazde (Adouchief
s.a., 2016). In Suedia, infectia cu VSIN poarta numele de boala Ockelbo, in Finlanda,
Pogosta iar n Rusia, febra Karelian (Tingstrom s.a., 2016).

La pasari, virusul poate provoca episoade sporadice (encefalita porumbeilor) si
rareori mortalitate la exemplarele batrane (Napp, Petri¢, si Busquets, 2018).
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Primele semnale serologice la subiecti sanatosi, in Europa, au fost raportate in anul
1965, in Ttalia si Finlanda iar ulterior, in anul 1967, fiind depistati pacienti si in Suedia.
Consecutiv acestor raportari, in Finlanda, in intervalul 1974 - 2002, epidemiile s-au
desfasurat cu un caracter ciclic de aproximativ sapte ani (Lundstrom s.a., 2019), cu un varf
al incidentei in anul 1995 (1310 pacienti diagnosticati). In anii urmatori, numarul de cazuri
raportate in Finlanda a avut tendintd descrescdtoare comparativ cu anul 1995. Ca o
consecinta a persistentei virale, actualmente, Finlanda este singura tara care are implementat
un sistem de supraveghere a virusului (Adouchief s.a., 2016).

Prin tehnici de biologie moleculara si serologice, prezenta virusului a fost depistata
pe continentul european in Germania, unde virusul a fost izolat din tantari capturati in
asezdrile urbane in 2009 (Jost s.a., 2010) si de la ciori in 2010 (Eiden s.a., 2014). Tot in
acelasi an, analiza serologica a relevat prezenta anticorpilor si in populatia umana (Jost s.a.,
2011). in Cehia, circulatia virusului la oameni a fost demonstrati serologic, in anul 2002
(Hubdlek s.a., 2005) iar la pasari in anul 2006 (Juficova s.a., 2009). Tot la pasari, au fost
depistati anticorpi specifici in Marea Britanie, Tn anii 2001, 2002 si 2004 (Adouchief s.a.,
2016).

La oameni, simptomatologia somatica este reprezentata de episoade febrile, stari de
indispozitie, mialgii si artralgii. Cele din urma simptome debilitante pot persista, la o parte
semnificativa a pacientilor, cativa ani (Napp, Petri¢, si Busquets, 2018). Un alt aspect clinic
indus de agentul cauzal este reprezentat de eruptiile cutanate maculo - papulare (Jost s.a.,
2010). Desi circulatia virusului este una ,,silentioasda”, ea nu trebuie desconsiderata, atata
timp cat simptomele corespund si altor boli infectioase (Napp, Petrié, si Busquets, 2018).

1.3 Familia Peribunyaviridae, Genul Orthobunyavirus
1.3 Family Peribunyaviridae, Genus Orthobunyavirus

1.3.1 Virusul Tahyna (VTAH)
1.3.1 Tahyna virus (TAHV)

Virusul are apartenenta la familia Peribunyaviridae, genul Orthobunyavirus, fiind
totodata incadrat in serocomplexul bunyavirusurilor de California (Li s.a., 2014). VTAH
este stréns inrudit cu virusurile LaCrosse si Snowshoe Hare (Hubalek, 2008).

Virusul a fost izolat pentru prima data dintr-un esantion de tantari din specia Aedes
caspius (Lu s.a., 2009), in Slovacia, in anul 1958. Prima raportare a infectiei la oameni a
fost Tn anii 1960 (Li s.a., 2014), fiind primul mobovirus patogen pentru om izolat in Europa
(Hubalek, 2008).
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Epidemiologie. Atat prezenta virusului cat si a cazurilor umane este documentata
in multe tari din Europa de est, de vest (Li s.a., 2014) si, unde au fost obtinute izolate virale
din tantari si au fost detectati anticorpi specifici anti VTAH. Semnale serologice au fost
detectate la diferite specii de mamifere si pasari, in timp ce la oameni s-a putut observa o
prevalenti a anticorpilor de 13% (Lu s.a., 2009). Tn Romania, anticorpii anti-VTAH au fost
detectati in probe de ser recoltate de la porci mistreti din Galati, Bacau si lagi (Camp J.V.
s.a., 2018).

Tn sudul Europei, vectorii implicati in transmiterea virusului Tahyna sunt
reprezentati de insectele aedine (Aedes vexans, cinereus, caspius, cantans, punctos,
communis, flavescens, excrucians), culicini (Culex modestus si Culex pipiens), culisetine
(Culiseta annulata) si de tantarii din specia Anopheles hyrcanus (Hubélek, 2008).

Principalele gazde vertebrate sunt lagomorfele (Lepus europaeus), ariciul
(Erinaceus roumanicus) si rozatoarele (Hubalek, 2008).

Manifestéri clinice la oameni si animale. VTAH este agentul cauzat al ,,Febrei
Valtice”, un sindrom febril ce poate avea o duratd de pana la o saptdmana, ce afecteaza mai
frecvent copiii dar si adultii (Hubalek s.a., 2014).

Manifestarile clinice la oameni sunt descrise ca fiind nediferentiate de cele din
gripa, incluzand febra, tulburari digestive, forme atipice de pneumonie, pleurezie si mai rar

tulburari ale sistemului nervos, cu meningoencefalitd si artralgii (Gao, Nasci, si Liang,
2010; Li s.a.,. 2014; Lu s.a., 2009).

La animale, manifestarile clinice nu sunt cunoscute, in schimb seroconversia a fost
demonstrata la caprioard (Capreolus capreolus), cerb (Cervus elaphus) si mistret (Sus
scrofa) (Camp s.a., 2018).
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CAPITOLUL 11
PRINCIPALELE SPECII DE CULICIDE CU ROL TN
TRANSMITEREA AGENTILOR PATOGENI LA
ANIMALE SI OAMENI TN ROMANIA

CHAPTER 11
MAIN CULICIDAE SPECIES INVOLVED IN THE
TRANSMISSION OF HUMAN AND ANIMAL PATHOGENS

2.1 Culex (Culex) pipiens (Linnaeus, 1758)

Taxonul Cx.pipiens s.l. este nativ in Europa, avand o distributie intr-o continua

dinamica (ECDC; 2020), fiind foarte frecvent in partea centrala a continentului (Becker N
s.a., 2012).

&
LI -5 St
Legenda

I specie stabilita
Specie nou introdusad
Specie absenta

I Specie absenta

I Nu exista date
Necunoscut

7 in afara scopului

w,

)

Figura 2.1 Distributia tantarilor din taxonul Cx.pipiens la nivel European, In luna octombrie, 2020
Figure 2.1The current known distribution of the Cx.pipiens group in Europe, in October 2020
(ECDC, EFSA 2020)

Aceasta specie cuprinde doud biotipuri identice din punct de vedere morfologic:
pipiens si molestus, precum si hibrizii lor. Cele doua biotipuri, precum formele lor hibride,
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prezinta aspecte morfologice similare cu specia Culex torentium, cu care sunt simpatrice n
mare parte din tarile din Europa. Acesti taxoni pot dezvolta pana la cateva generatii pe an,
dependent de conditiile climatice (Napp, Petri¢, si Busquets, 2018).

Larvele acestei specii isi pot avea habitatele in aproape orice tip de apa colectata,
artificiald sau naturala, tolerand chiar si 0 salinitate moderata (Napp, Petri¢, si Busquets,
2018).

Bioformele taxonului Culex pipiens sunt cel mai frecvent asociate atat VWN cat si
USUV (Napp, Petri¢, si Busquets, 2018), cresterea temperaturii sporind competenta
vectoriala pentru VUSU (Herndndez-Triana s.a., 2018), in timp ce studiile de vector
competentd efectuate au demonstrat ca aceastd specie reprezintd unul dintre principalii
vectori implicati in transmiterea flavivirozelor (Mancini s.a., 2017).

2.1.1 Culex pipiens biotipul pipiens (Linnaeus, 1758)

Culex pipiens, biotipul pipiens, are un comportament alimentar strict ornitofilic si,
prin urmare, are un rol major atat in transmiterea VWN cét si in cea a VUSU.

Tn timpul iernii, femelele intra in diapauza, iar primavara cand temperatura medie
zilnica creste peste 10 ° C, acestea cautd sange pentru a-si depune ponta (150-240 de ouad)
pe suprafata apei. Larvele eclozeazd in decurs de una sau doud zile si 1n functie de
temperatura, ajung la maturitate in 1-4 saptamani (Napp s.a., 2018).

2.1.2 Culex pipiens biotipul molestus (Forskal, 1775)

Biotipul molestus apare mai frecvent in agezarile umane, cele mai frecvente habitate
larvare fiind reprezentate de canalizarea rutiera, de spatii subterane de canalizare si alte vase
de colectare a apei. Acest biotip are un comportament alimentar mamalofil - antropofil,
exofag, endofag, manifestat dupa apusul soarelui si in cursul noptii. Deoarece este o specie
autogena, femelele au capacitatea de a depune ponta fara sa se hraneasca cu sange (Napp,
Petri¢, si Busquets, 2018). Atunci cand larvele provin din locuri de reproductie eutrofice
(de exemplu, rezervoarele septice), ele pot dezvolta un strat de grasime proeminent datorita
nivelului ridicat de nutrienti. Stratul de grasime, transferat in stadiul de adult, devine o sursa
de proteina (vitelind), necesara formarii ovulelor si totodata suficienta finalizarii dezvoltarii
ovariene (Becker s.a., 2010).

Culex pipiens molestus, prezinta patru criterii biologice: este autogen, stenogam (se
poate imperechea in spatii restrdnse), antropofil si homodinam — cu crestere continua
(Osorio H s.a., 2008) si ramane activa in perioada de iarna (Becker s.a., 2010)

Hibrizii celor doua biotipuri sunt vectori de legatura/intermediari (,,bridge vectors™)
ideali pentru virusurile West Nile si Usutu iar in ceea ce priveste competenta vectoriala,
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formele hibride europene s-au dovedit a fi capabile pentru a transmite VWN si virusul
Febrei Vaii Rift (Napp, Petri¢ and Busquets, 2018).

In raport cu eficienta competentei vectoriale, cele doud biotipuri ale speciei Culex
pipiens se raporteaza diferit cerintelor de temperatura. Astfel, temperaturile inalte cresc rata
de transmitere a biotipului pipiens si a hibrizilor, fenomenul nefiind valabil si in cazul
bioformei molestus (Vogels s.a., 2017).

2.2 Culex (Barraudius) modestus (Ficalbi, 1889)

Specia Culex modestus are o distributie vasta in ecozona Palearctica, in timp ce in
Europa, prezinta o distributie neuniforma, n special in partea de sud, unde se comporta ca
si vector intermediar pentru VWN. Din anul 2012, specia a fost semnalatd si in Marea
Britanie (Golding N s.a., 2012).

Culex modestus, Septembrie 2020
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Figura 2.2: Distributia tantarilor din specia Cx.modestus la nivel European, in luna septembrie, 2020
Figure 2.2: The current known distribution of the Cx.modestus in Europe, in September 2020
(ECDC, EFSA 2020)

De obicei, existenta habitatelor larvare este limitatd la apele proaspete sau usor
saline ale mlastinilor, la canalele de irigare si zonele de inundare.

Abilitatea de dispersie a acestei specii este foarte scazuta, astfel incat femelele
agresive raman localizate 1n jurul locurilor de reproducere, ceea ce 1i diminueaza importanta
n transmiterea mobovirusurilor la oameni Tn mediul semi-urban si urban. Cu toate acestea,
ar putea servi ca un vector enzootic important dar si ca vector de legatura in medii umede
naturale/rurale din intreaga Europa (Napp, Petri¢, si Busquets, 2018).
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in functiile de conditiile meteorologice, abundenta speciei este maxima de la
inceputul lunii iulie pana la sfarsitul lunii Septembrie. Femelele prezinta un comportament
alimentar oportunist (ornitofil si mamalofil), exofil, aproape de locul de depunere a pontei,
diurn, chiar si in zonele expuse vantului sau la soare (Napp, Petrié, si Busquets, 2018).

2.3 Aedes (aedimorphus) vexans (Meigen, 1830)

Aedes vexans este o specie autohtona, cu o distributie pe scard larga in intreaga
Europi de est. In functie de nivelul apelor si ale temperaturii unde s-a depus ponta (peste
9°C), ar putea avea chiar mai multe generatii pe an. Locurile preferate pentru depunerea
pontei sunt reprezentate de zonele inundate, in care se formeaza portiuni de acumulare a
apei. Femelele depun ponta intr-un interval de cinci pana la opt zile dupa hranire, Tn locurile
ce urmeaza si fie inundate. In zonele cu clima temperati, ponta poate rezista citeva zile la
-10°C, diapauza persistand din luna septembrie pana in luna martie. Femelele se pot deplasa
pe distante cuprinse intre 10 si 30 km de la locul depunerii pontei (Napp, Petri¢, si Busquets,
2018).

Aedes vexans s.l., Octombrie 2020
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Figura 2.3 Distributia tantarilor din specia Ae.vexans la nivel European, in luna octombrie, 2020
Figure 2.3 The current known distribution of the Ae.vexans in Europe, in October 2020
(ECDC, EFSA 2020)

Datorita comportamentului alimentar mamalofil, importanta medicald a acestei
specii este datd de capacitatea de a transmite virusuri precum Tahyna si Zika, avand o
implicare minima in transmiterea VWN (Napp, Petri¢, si Busquets, 2018).
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2.4 Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1895)

Tantarul tigru (asiatic) este una dintre cele mai raspandite specii invazive de insecte
in regiunile tropicale si temperate. Aceastd specie este incriminata Tn transmiterea unor
virusuri precum Chikungunya, Dengue si potential vectorial pentru Zika, LaCrosse, virusul
Encefalitei Japoneze, West Nile si pentru virusul Febrei galbene (Ponce s.a., 2018).

Aedes albopictus, 0 specie cu origini tropicale si subtropicale, a invadat zone
temperate si tropicale din America, Europa, Australia sau Africa (Ponce s.a., 2018). Acest
taxon, recunoscut ca fiind unul dintre 100 cele mai invazive specii din lume, a fost detectat
pentru prima data in Europa in anul 1979, in Albania (Di Luca s.a., 2017). Tn Romania,
prima raportare a acestei specii a fost facuta in anul 2012 (Prioteasa s.a., 2015), in Bucuresti,
pentru ca in urmitorii ani si devini o specie stabilitd in capitala. In anul 2018, prezenta
vectorului in stadiu de adult a fost confirmata in noud localitati din Romania (Bucuresti,
Petru Rares, Jilava, Bragadiru, Giurgiu, Ploiesti, Constanta, Dubova si Oradea) iar in Sibiu
au fost colectate oua de Ae. Albopictus (Prioteasa s.a, 2020).

Aedes albopictus, Septembrie 2020
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Figure 2.4 The current known distribution of the Ae.albopictus in Europe, in September 2020
(ECDC, EFSA 2020)

Globalizarea Tn  domeniul comertului, intensificarea miscarii populatiei si

schimbdrile climatice, faciliteazd introducerea si raspandirea speciei invazive in afara
arealului geografic nativ (Benallal s.a., 2016). Introducerea si raspandirea rapida, in cea mai
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mare parte a Europei, este pusa pe seama dispersiei pasive, prin comertul cu anvelope uzate
si cu plante ornamentale (Dracaena sp.) (Becker s.a., 2010).

Stadiile imature se regasesc intr-0 mare varietate de recipiente sau locuri de
acumulare a apei iar ponta depusa in astfel de locuri este rezistenta la desicare, ceea ce
faciliteaza transportul pe distante lungi. In timpul iernii, in Europa, ouile tantarului tigru
intrd in diapauza in stadiul de embrion (Becker s.a., 2010).

Comportamentul alimentar al femelelor, majoritar antropofil, ocazional mamalofil
(se pot hrani pe iepuri, caini, veverite si bovine) sau ornitofil (se hranesc pe passeriforme
sau columbiforme), se preteaza pentru transmiterea diferitelor arbovirusuri ce folosesc ca si
gazde principale mamiferele sau pasarile. Pentru a-si manifesta comportamentul antropofil,
femelele patrund in locuinte la amurg si seara (Becker s.a., 2010).

Luand n considerare comportamentul invaziv si competenta vectorialda pentru
diverse entitati patologice ce produc imbolnaviri supravegherea si strategiile de control ale
tantarului tigru reprezintd puncte de referintd si ar trebui sa fie implementate la nivel
national (Di Luca s.a., 2017) .
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CAPITOLUL 111
CAPACITATEA VECTORIALA A TANTARILOR

CHAPTER 111
VECTORIAL CAPACITY OF MOQUITOES

Mentinerea si perpetuarea ciclurilor de transmitere a arbovirusurilor, in natura, sunt
dependente de o serie de factori. Acesti factori, intrinseci si extrinseci, influenteaza biologia
virusurilor, vectorilor si a gazdelor, dar si interactiunile corespunzatoare.

Importanta factorilor implicati in transmiterea si mentinenea arbovirusurilor este
evaluatd 1n contextul capacitatii vectoriale (CV).
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Figura 3.1 Prezentarea schematica a factorilor ce influenteaza capacitatea vectoriald
Figure 3.1 Schematic representation of factors involved in vectorial capacity
(Dupa Leggewie M., 2016)

60



Teza de doctorat — 2021

Episoadele de boala provocate de mobovirusuri sunt influentate de factori extrinseci
(ex. temperaturile, precipitatiile, practicile agricole) si intrinseci (evolutia virala, imunitatea
specifica a gazdei si a vectorilor, competenta de vector si cea a gazdei), ce au impact asupra
activitatii virale si asupra biologiei tantarilor in diverse moduri. Factorii dependenti de
gazda includ: competenta gazdei, dinamica populatiei si statusul imun, pot influenta, de
asemenea, dinamica transmiterii arbovirusurilor. Complexitatea acestor interactiuni este
exacerbata de faptul ca nu numai gazdele divergente pot produce o alterare virald, insusi
virusul poate afecta atat gazda vertebrata cat si cea nevertebrata, in moduri prin care poate
altera semnificativ tiparul de transmitere (Ciota si Kramer, 2013).

Capacitatea vectoriald defineste eficienta unei populatii de vectori de a transmite
un patogen catre o populatie susceptibila. Capacitatea vectoriald integreaza factori precum:
numarul de femele de pe o gazda (m), comportamentul alimentar, rata zilnica de hranire (a),
rata de transmitere printre tAntarii expusi (b), perioada de incubare extrinseca (EIP) (n), rata
de supravietuire zilnica (p), dar si abundenta tantarilor. CV se poate calcula matematic
utilizdnd urmatoarea formula:
mx*a?xb*p"

—log.p
Deoarece numai vectorii competenti pot asigura vehicularea virusurilor, un aspect

CV =

esential si determinant pentru capacitatea vectoriala este competenta vectoriala (Vogels s.a.,
2017; Ciota si Kramer, 2013).

Pentru a putea persista Tn naturd, agentii virali infectiosi trebuie sa fie transmisi de
la 0 gazda susceptibila la alta, unde sa induca manifestari somatice. Perpetuarea agentilor
infectiosi necesitd multiple mecanisme de transmitere, care includ atat contactul direct
dintre gazde, cat si cel indirect. O mare parte dintre acesti agenti virali, pentru a putea fi
transmisi gazdelor vertebrate, necesitd implicarea artropodelor, in principal tantari si cdpuse
(Riickert si Ebel, 2018).

In general, pentru a putea fi perpetuate, arbovirusurile necesita o viremie indusa de
o gazda vertebratd, astfel incat, o data cu asimilarea nutrientilor, in momentul hranirii cu
sange, insectele hematofage sa poata prelua si particulele virale (Riickert si Ebel, 2018).

Asadar, arbovirusurile sunt entititi care, pentru a putea persista in naturda, au
dezvoltat o interdependenta intima intre doua gazde indepértate din punct de vedere evolutiv
(vertebrat - artropod) si, desi acestea pot fi transmise de diferite insecte hematofage, printre
care capuse si flebotomi, cel mai adesea ele sunt transmise prin intermediul tantarilor.
Comportamentul hematofag al acestora influenteaza caracterul emergent si re-emergent al
arbovirusurilor (Riickert si Ebel, 2018).
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3.1 Factori intrinseci implicati in transmiterea agentilor patogeni
3.1 Intrinsic factors involved in pathogen transmission

Factori intrinseci implicati in transmiterea vectoriald, sunt reprezentati de
longevitatea vectorilor, evolutia virala, competenta vectoriald, imunitatea specifica. Alti
factori ce au un impact considerabil asupra capacitatii vectoriale, sunt reprezentati de co-
infectiile cu alte microorganisme, cum ar fi flavivirusuri specifice insectelor sau
proteobacteria din genul Wolbachia, precum si de preferintele trofice.

3.1.1 Competenta vectoriala

Pentru ca artropodul sid poatd transmite virusul catre o gazda vertebrata, acesta
trebuie sa fie vector competent (fig. 3.1). In entomologia medicala, notiunea de ,,competenta
vectoriald” se refera la abilitatea inerenta a unei insecte hematofage de a transmite un anumit
virus. Vectorii competenti dobandesc agentul patogen in momentul hranirii cu snge, sustin
replicarea acestuia la nivelul tesutului intestinal si ulterior diseminarea catre situsurile
secundare de replicare, in special in glandele salivare. De la acest nivel, virusul este eliminat
o datd cu secretiile salivare si inoculat, ulterior, in tesutul vascular cutanat al gazdei
vertebrate (Ruckert si Ebel, 2018).

Figura 3.2 Etapele transmiterii virusului de cétre un vector competent (Vector competenta): 1) Preluarea
virusului o data cu sdngele in momentul hranirii, 2) infectarea celulelor epiteliale de la nivelul intestinului
mediu si replicarea virusului la acelasi nivel, 3) diseminarea virusului la nivelul hemocelului, 4) infectia si

replicarea virusului la nivelul tesuturilor periferice, 5) infectia glandelor salivare, 6) descarcarea particulelor
virale la nivelul cavitatilor apicale ale acinilor descarcarea particulelor virale la nivelul cavitatilor apicale ale
acinilor salivari si prezenta virusului 1n salivari si prezenta virusului in saliva
Figure 3.2 Sequential steps in viral transmission (Vector competence): 1) Viral loading during feeding
process, 2) infection and viral replication in midgut epithelial cells, 3) viral dissemination to hemolymph, 4the
infection of and replication in peripheral tissues, 5) the infection of salivary glands, 6) shedding the viral
particles into the apical cavities of acinar cells and its presence in mosquito saliva
(Dupa Azar si Weaver, 2019)
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Competenta vectoriald, proprietate determinatd atat de factori genetici cat si de
factori de mediu, este o caracteristicd cantitativd exprimatd procentual, dependentd de
speciile de tantari si de tipul de virus ce urmeaza sa fie transmis. Astfel, competenta
vectoriala a unui tantar devine irelevanta daca se hraneste doar rareori pe gazde susceptibile
(Riickert si Ebel, 2018), in schimb speciile de tantari fard competentd vectoriala pot
contribui la intretinerea focarelor cu arbovirusuri (Ciota si Kramer, 2013)

Tn general, pentru a putea fi transmis, virusul trebuie si depaseasca patru bariere
(fig. 3.2). Dupa ingerare, particulele virale trebuie sa se replice la nivelul celulelor epiteliale
din intestin. Prima bariera, cu potential de limitare a infectiei virale, atdt mecanic cat si prin
raspunsuri imune, este membrana peritrofica. Aceasta structurd, cu aspect de sac, are in
compozitia sa chitind, proteine si glicoproteine ce formeaza, In primele ore de la ingestia
prizei de sdnge, o matrice filamentoasa cu pori de aproximativ 20 nm. Desi dimensiunile
porilor sunt reduse, flavivirusurile reusesc sa patrunda in celulele epiteliale in primele opt
ore de la ingestia de sange, evitand genele ce determind generarea membranei peritrofice
(Vogels s.a., 2017). La acest nivel apar primele interactiuni virus - tantar, ce pot contura
rezultatul infectiei (Ruckert & Ebel, 2018).

Bariere fizice ce pot impiedica transmiterea agentilor patogeni
1.Bariera de infectie (intestinul mediu)

2.Bariera de diseminare
3.Bariera de infectie de la nivelul glandelor salivare
4.Bariera de diseminare de la nivelul glandelor salivare

Figura 3.3 Prezentarea schematicd a barierelor anatomice pe care virusul trebuie sa le depaseasca pentru a
putea fi transmis.
Figure 3.3 Overview of the anatomical barriers involved in virus transmission
(Dupa Grubaugh s.a., 2016)

Dupa traversarea primei bariere, pentru a putea disemina, virusul trebuie sa
traverseze lamina bazald ce inconjoara epiteliul intestinului, pentru a ajunge in hemocel.
Lamina bazald este o matrice densd constituitd din proteine care blocheaza trecerea
entitatilor de mari dimensiuni (bacterii, fungi si virusuri de mari dimensiuni). Densitatea
acesteia prezintd particularititi printre speciile de tantari, putdnd impiedica progresarea
virionilor catre hemocel. Ca in cazul membranei peritrofice, lamina bazald nu reprezinta o
bariera solida pentru flavivirusuri (Vogels s.a., 2017).
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O datd depasita bariera fizica si infectarea hemolimfei, diseminarea particulelor
virale este urmata de replicarea in tesuturile secundare (grasime corporald, hemocite,
tesuturi nervoase si musculare), precedand bariera anatomica de la nivelul glandelor
salivare. Aici virusul se replica si creste titrul viral pana la nivelul de platou, fiind cantonat
n polul apical al acinilor salivari, pentru ca apoi sa fie expectorat o data cu saliva in timpul
hranirii (Riickert si Ebel, 2018). La randul lor, lobii glandelor salivare sunt inveliti in lamina
bazala, cu rol de bariera fizica (Vogels s.a., 2017).

In ceea ce priveste vector competenta pentru virusuri precum West Nile, in cazul
lui Culex pipiens si al lui Culex modestus studiile experimentale au demonstrat lipsa barierei
de la nivelul glandelor salivare, obtindndu-se o rata de transmitere de 100% pentru Culex
pipiens inoculati intratoracic (Vogels s.a., 2016), in timp ce pentru Culex modestus, rata de
transmitere a fost de 40 - 50% iar cea de de diseminare de 89 - 91%, sugerand prezenta
acestei barierei pentru VWN (Balenghien s.a., 2008). In consecinti, competenta vectoriald
a speciilor de tantari din Europa depinde strict de depasirea barierelor de la nivelul
intestinului si a celei de la nivelul glandelor salivare (Vogels s.a., 2017).

Priza de sange si ulterior depasirea barierelor de la nivelul intestinului si glandelor
salivare este succedatd de perioada de incubatie extrinsecd, reprezentatd de numarul de zile
parcurse de la ingerarea sangelui viremic pana la atingerea viremiei suficiente pentru
infectarea unei noi gazde (Ciota si Kramer, 2013).

Evaluarea ratei de infectie, diseminare si transmitere ofera o intelegere mai
profunda a diferitelor stadii ale dispersiei virale, dependente de cele doua bariere anatomice
principale: intestin si glande salivare (Vogels s.a., 2017).

In studiile de vector competentd, rata de infectie se stabileste prin utilizarea
intregului corp al tantarului si denota depasirea barierei de la nivelul intestinului. Rata de
diseminare se determind prin testarea portiunilor periferice ale corpului tantarilor (capul si
picioarele), oferind o perspectivd asupra ponderii de tantari la care particulele virale au
patruns in hemocel. Rata de transmitere se stabileste prin testarea salivei pentru prezenta
virusului, oferind o perspectivd asupra proportiei de tintari care pot transmite efectiv
virusului. Aceasta din urma reprezintd cel mai relevant parametru pentru competenta
vectoriald, intrucat doar tantarii a caror salivd contine particule virale pot contribui la
vehicularea virusurilor (Vogels s.a., 2017).

Competenta vectoriald a unei populatii de tantari poate varia in timp si este
modulata de prezenta si interactiunea factorilor intrinseci si extrinseci (genetici si de mediu)
(Ciota si Kramer, 2013).
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3.2 Factori extrinseci implicati Tn transmiterea agentilor patogeni
3.2 Extrinsic factors involved in pathogen transmission

Factorii extrinseci sunt focalizati pe elementele ce moduleaza interactiunile dintre
gazda si vector.

Factori extrinseci ce au un impact considerabil asupra competentei vectoriale sunt
reprezentati de doza infectanta, temperatura si densitatea ambelor populatii. Probabilitatea
infectiei, a diseminarii si a transmiterii virale este strict dependentd de doza virala. Titrul
viral este un produs al competentei gazdei de amplificare, intensitatea si durata viremiei
setand incarcatura virald iar nivelul acesteia prezentand variatii printre speciile de pasari
receptive (Ciota, 2017).

Arbovirusurile reprezinta sisteme dinamice cu o ecologie complexa, ce tind sa se
ajusteze permanent in functie de temperatura. Conditiile climatice au o influenta directa
asupra competentei vectoriale, asupra dinamicii populatiei de vectori si asupra replicarii
virale Tn tantari (Paz, 2015)

in ceea ce priveste temperatura ambientala, rata de replicare in tintari este direct
proportionala cu temperatura, accelerand diseminarea particulelor virale si scurtand
perioada de incubatie extrinseca (Ciota, 2017; Paz, 2015). Cresterea temperaturilor curente
si preconizate la nivel global, induse de modificarile climatice, tinde sa afecteze in mod
semnificativ mecanismele de transmitere a arbovirusurilor. Studiile experimentale efectuate
pe specimene din genul Culex indica faptul ca la temperaturi crescute dezvoltarea tantarilor
este acceleratd, demonstrand corelatia pozitiva dintre temperatura si rata de dezvoltare. In
contrast, o corelatie negativa intre temperaturile crescute si longevitatea tantarilor adulti si
a stadiilor imature, duce la un declin al capacitatii vectoriale, in pofida ratei de dezvoltare
accelerata (Ciota si Kramer 2013). Alte efecte ale temperaturilor sporite sunt reprezentate
de scdderea intervalului dintre hraniri, de reducerea perioadei de incubatie extrinseca, de
accelerarea evolutiei virale si cresterea eficientei competentei gazdelor aviare. De
asemenea, temperaturile extreme micsoreaza activitatea tantarilor (Paz, 2015).

In privinta precipitatiilor, interferenta dintre acest fenomen si populatiile de tantari
este una dinamicd, specificd speciei. Scaderea precipitatiilor a fost asociatd cu cresterea
prevalentei infectiei cu VNW la cai, pasari si oameni. Acest lucru s-ar putea datora partial
cresterii densitatii populatiei de vectori, a sporirii ratei de dezvoltare dar si ca urmare a
intensificarii activitatii acestora (Crowder s.a., 2013). O dogma frecventa in epidemiologia
bolilor vectoriale, conform céareia, precipitatiile abundente ar putea favoriza abundenta
speciilor de tantari si, totodata, dezvoltarea epidemiilor, a fost demonstrata pentru VWN.
Desi aceastd asociere pozitivd este confirmatd in cazul infectiilor cu VWN, corelatia
negativa dintre nivelul precipitatiilor peste medie si supravietuirea tantarilor se explica prin
diluarea nutrientilor necesari diferitelor stadii larvare (Paz, 2015).
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Eficienta competentei vectoriale poate fi influentata, din punct de vedere
nutritional, de compozitia mediului unde se dezvolta larvele, de densitatea acestora si de
temperatura de pe parcursul stadiilor de dezvoltare (Vogels s.a., 2017). Impactul pe care
disponibilitatea nutritiva o are asupra stadiilor si a vector-competentei sunt particulare
virusului si vectorului. Studiile efectuate pe Culex tarsalis au demonstrat ca privarea
larvelor de nutrienti determind un timp de dezvoltare mai indelungat si scaderea ratei de
dezvoltare intre stadii, iar femelele adulte sunt tarate. In ceea ce priveste ratele de infectie,
diseminare si transmitere, acestea nu sunt influentate de nivelul nutritiv. La tantarii din
specia Cx. pipens, rata de supravietuire este direct proportionala cu aportul de zaharoza. in
schimb, specimenele cu rezerve nutritive reduse, ca o consecinta a unui aport de zaharoza
mai redus, sunt mai predispuse sd transmitd agenti virali pe cale orald (Ciota si Kramer,
2013).

Un factor care moduleaza capacitatea vectoriald este reprezentat de
comportamentul alimentar al insectelor hematofage. Preferintele trofice ale tantarilor pot
varia de la un comportament strict fatd de o singurd specie pand la un comportament
oportunist sau generalist. Insectele hematofage cu niveluri variate ale competentei vectorial
pentru VWN se pot hrani atat pe gazde aviare cat si pe mamifere iar vectorii intermediari,
pentru a transmite virusul, se hrdnesc prima datd pe o gazda aviara si ulterior pe oameni
(Ciota si Kramer, 2013).

Fiind determinate genetic, preferintele pot fi inlocuite cu disponibilitatea gazdelor
preferate. De exemplu, vectorii ornitofili vor fi afectati de locul unde este amplasat cuibul
pasarilor, de momentul cand acestea sunt active si de locul unde se hranesc. Distributia
populatiei aviare este un factor critic, secetele ducand adesea la agregarea tantarilor din
genul Culex si a pasarilor sélbatice (Ciota si Kramer, 2013) in jurul surselor de apa, ceea ce
conduce la accelerarea ciclului epizootic si a amplificarii virale. Interactiunile dintre vectori
si gazdele aviare sunt accentuate in timpul perioadelor de canicula, cind acumularile de apa,
habitate propice depunerii pontei, devin bogate in nutrienti si atrag astfel diverse specii de
pasari (Paz, 2015).

De asemenea, competenta vectoriald mai este influentata de variabilitatea genetica
a susei virale (Hernandez-Triana s.a., 2018), de interactiunile complexe dintre genotipul
viral, genotipul tantarului si comunitatile microbiene. Acestea din urma pot influenta
considerabil competenta vectoriala, Tn special prin capacitatea endosimbonului Wolbachia
pipientis de a modula competenta diferitelor virusuri (Ciota, 2017) cat si prin efectul
antiviral al acestuia. Wolbachia se gaseste in mod normal in insecte, inclusiv in tantari.
Aceasta bacterie are capacitatea de a media protectia antivirala impotriva anumitor virusuri
cu genom ARN, interferand cu mecanismul de transmitere al acestora (Johnson, 2015).

Complexitatea interactiunilor dintre virusuri si gazda nevertebratd poate avea efecte
si asupra insectelor hematofage. Daca acest tipuri de interactiuni sunt in mod normal
descrise ca fiind avirulente, si de cele mai multe ori necaracterizate, infectiile arbovirale pot
afecta in mod considerabil carcateristicile insectelor in care se replica, afectand totodata si
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capacitatea vectoriald. Studiile experimentale, efectuate pe tantari din speciile Cx.tarsalis si
Cx.pipiens, au demonstrat ca aceste interferente sunt foarte specifice, avand ca rezultat
scaderea fecunditatii si cresterea ratei de hranire si scdderea longevitatii la cei din urma
(Schwartz si Koella, 2001). Un alt studiu, efectuat pe Cx. Quinquefasciatus, a demonstrat
ca infectia poate fi asociata lizei tisulare la nivelul glandelor salivare si apoptoza celulelor
de la nivelul intestinului (Vaidyanathan si Scott, 2006).

Alaturi de competenta vectoriald, competenta si disponibilitatea gazdelor reprezinta
alti factori care au impact asupra transmiterii virale. Competenta gazdei-rezervor este un
indice ce reflectd numarul relativ de tantari deveniti infectiosi dupd hranirea pe fiecare
specie gazda. Aceastd valoare depinde de susceptibilitatea gazdei, de concentratia
particulelor virale din sange si de durata viremiei la speciile studiate. Lu&nd n considerare
nivelul viremiei, la gazdele aviare, in mod particular paseriformele si pasarile migratoare,
intensitatea transmiterii este cea mai crescutd. La mamifere, competenta gazdei este limitata
datorita viremiei si perioadei de incubatie scazute, neputand infecta alti tantari (Ciota si
Kramer, 2013).
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CAPITOLUL IV
SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR

CHAPTER IV
GOAL AND OBJECTIVES

In ultimul deceniu, cea mai vizibila consecinti a incilzirii globale, a antropizirii si
a schimbarii rutelor migratorii ale vectorilor, capabili si se deplaseze pe distante
considerabile, este reprezentata de cresterea impactului agentilor patogeni cu caracter
zoonotic. De asemenea, bolile transmise prin intermediul vectorilor au cunoscut o
expansiune atat la nivel teritorial cat si in ceea ce priveste diversitatea agentilor patogeni
transmisi. De un real interes pentru sandtatea publicd sunt arbovirusurile (virusurile
transmise prin intermediul artropodelor), in special virusurile cu genom ARN.
Arbovirusuile sunt cunoscute pentru ciclul de viata complex determinat de evolutia rapida
si de rolul insectelor hematofage cu o inalta adaptabilitate ecologica.

Vectorii frecvent implicati in transmiterea agentilor patogeni, sunt reprezentati de
tantari, capuse, culicoizi, flebotomi, muste, purici si paduchi. Dintre antropodele
hematofage, principalii vectori implicati In transmiterea agentilor patogeni de natura virala
sunt reprezentati de tantari.

Deoarece mentinerea arbovirusurilor in naturd este in stransa si inextricabila
legaturd cu ecologia vectorilor si a gazdelor, anumite zone, datoritd caracteristicilor
geografice, sunt mai predispuse introducerii si persistentei agentilor patogeni vectorizati de
insecte. Romania, prin particularitatile geo-climatice, cu cinci ecoregiuni, cu 0o mare
biodiversitate, cu puncte de hrana si odihna pentru pasarile migratoare, reprezinta un punct
important pentru Europa Tn ceea ce priveste potentialul emergent si re-emergent al
arbovirozelor.

Aflata sub egida conceptului One health, lucrarea intitulata ,,Arboviroze cu caracter
zoonotic transmise de tantari in Romdnia” si-a propus ca scop studiul infectiilor vectorizate
de tantari, la diferite niveluri si din perspective interdisciplinare. Astfel, S-a urmarit
cercetarea nisei entomologiei medicale responsabild de tantari, nisa aflatd la jonctiunea
circuitului de transmitere a arbovirusurilor de la animale la om.

Primul obiectiv vizat In cadrul tezei, ce a urmarit sa confirme gama variata de gazde
receptive, |-a reprezentat efectuarea unor investigatii sero-epidemiologice in zona de est a
Romaniei, pentru a putea detecta potentiale semnale serologice. Actvitatile conexe acestui
obiectiv au fost reprezentate de recoltarea de probe de sange de la gazde receptive
incidentale sau cu rol de gazde amplficatoare si realizarea a patru anchete sero-
69



Crivei Luciana Alexandra

epidemiologice. Primele douda anchete au urmarit detectia anticorpilor IgG anti-
flavivirusuri, la gazde incidentale, respectiv la cai din gospodarii private si la cdini din
padocuri, gospodarii si clinci. Cele doua specii au fost alese pe baza studiilor anterioare, ce
au avut ca substrat investigatii serologice publicate in literatura de specialitate, conform
carora ambele specii pot avea rol de santinele in infectiile cu diferite arbovirusuri. A treia
ancheta seroepidemiologicd a avut ca scop detectia anticorpilor anti-VWN la pasari din
Rezervatia Biosferei Delta Dunarii. Cele trei anchete au fost realizate folosind doud metode
de depistare serologice (tehnica imunoenzimatica ELISA si testul de seroneutralizare).
Ultima analiza serologica, aflata sub umbrela conceptului ,,One health”, a vizat detectia
anticorpilor specifici anti-VWN (IgG si IgM) si anti-virusului Usutu (1gG), pe cohorte din
zona de est a Romaniei.

Al doilea obiectiv urmarit in cadrul studiului a fost reprezentat de detectia agentilor
patogeni de natura virald din tantari, din doua zone din partea de est a Romaniei, utilizand
tehnici clasice si in timp real de biologie moleculara si tehnici in vitro (cultivarea pe culturi
celulare de mamifere si derivate din tantari). Activitatile ce au stat la baza acestui obiectiv
si care au precedat detectia virald propriu-zisa, au fost reprezentate de colectarea tantarilor,
sortarea lor pe specii, sex si stadiu gonotrofic si aplicarea unor tehnici de laborator ce s-au
succedat in cascada, tehnici aliniate la cele mai actualizate standarde.

Ultimul obiectiv din cadrul tezei a urmarit identificarea si caracterizarea suselor
virale ale VWN circulante in zonele de studiu si analiza filogentica a acestora, cu stabilirea
relatiilor filogenetice cu celelalte tulpini identificate anterior in Romania si Europa si care
se regasesc Tn GenBank.
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CAPITOLUL V
DESCRIEREA CADRULUI ORGANIZATORIC SI
INSITUTIONAL iIN CARE S-AU DESFASURAT
CERCETARILE

CHAPTER V
DESCRIPTION OF THE ORGANIZATIONAL AND
INSTITUTIONAL FRAMEWORK WHERE THE
RESEARCH WAS DEVELOPED

Activitatile de cercetare menite sa concure la realizarea scopului si a obiectivelor
propuse in cadrul tezei, s-au desfasurat etapizat in patru institutii:

- Laboratorul de Serologie din cadrul Facultatii de Medicina Veterinara Iasi
(FMV-IS);

- Spitalul Clinic de Boli Infectioase "Sfanta Parascheva" lasi;

- Laboratorul pentru entomologie medicald si capacitate vectorialda, din
cadrul Institute of Infectology (IMED), Friedrich-Loeffler, Germania;

- Departamentul pentru Sandtatea Animald, Unitatea de Virusologie, din
cadrul Agence nationale de sécurité sanitaire de [’alimentation, de
[’environnement et du travail, Maisons-Alfort, Franta (ANSES-FR).

Tn cadrul Facultitii de Medicini Veterinara lasi s-au realizat activititile de-a lungul
perioadei studiilor doctorale (2015-2020). Tn laboratorul de Serologie au fost realizate o
parte din studiile serologice desfasurate pe cdini, pasari, cai si oameni. De asemenea, in
cadrul aceleasi unitati, s-au realizat activitatile de entomologie medicala: colectarea,
sortarea si depozitarea specimenelor colectate.

Pentru realizarea analizei sero-epidemiologice conduse pe cohorta de pacienti
umani, activitatea de recoltare a probelor si de colectare a datelor individuale ale pacientilor
s-a realizat in cadrul Spitalului Clinic de Boli Infectioase "Sfanta Parascheva“din lasi.
Activitatea s-a desfasurat in intervalul mai-septembrie 2019.

Tn perioada iulie-august 2018, activitatea s-a desfasurat in cadrul Laboratorului de
Infectiologie al Institului Friedrich-Loeffler, Germania, laborator de referintd OIE, unde
s-a realizat testarea serologica prin tehnica de seroneutralizare a probelor recoltate de la
pdsari.

n perioada octombrie 2019-februarie 2020, activitatea doctorald s-a derulat in
cadrul Departamentului pentru Sanatate Animala, Unitatea de Virusologie, ANSES, Franta.
Tn cadrul laboratoarelor din acest departament s-au desfasurat activitatile din cadrul tezei
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doctorale ce necesita existenta facilitatilor dintr-un laborator cu nivel de biosecuritate 3
(BSL3). Astfel, s-au realizat testari serologice prin tehnica imunoenzimatica ELISA,
confirmarea rezultatelor pozitive prin tehnica de micro-virus neutralizare precum si
exractiile de ARN din esantioanele de tantari, urmate de amplificare virala, izolare virala si
secventiere.
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CAPITOLUL VI
INVESTIGATII SEROLOGICE PRIVIND
PRINCIPALELE INFECTII TRANSMISE DE TANTARI
LA OM SI ANIMALE

CHAPTER VI
SEROEPIDEMIOLOGICAL INVESTIGATION
REGARDING THE MAIN ARBOVIRAL INFECTION IN
ANIMALS AND HUMAN

Pentru realizarea detectiei anticorpilor specifici in populatiile de animale clinic
sanatoase, abordarea de prima intentie este reprezentatd de testarea prin tehnica
imunoenzimatica - ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Aceasta tehnica se
preteaza screening-ului serologic cat si supravegherii epidemiologice, fiind cea mai uzitata
si facila metodd pentru acest scop, nefiind necesare conditii stricte de biosecuritate.
Deoarece, prin tehnicile de detectie indirecte sau de competitie, poate fi detectata orice clasa
de imunoglobuline (IgG, IgM etc.) si din cauza reactiilor antigenice incrucisate cu alte
flavivirusuri din acelasi serocomplex, o proba consideratd pozitiva prin ELISA necesita
confirmare prin teste mai specifice: seroneutralizare sau metoda plajelor de liza (OIE.int
2020).

In cadrul raspunsului umoral, majoritatea anticorpilor neutralizanti impotriva
flavivirusurilor recunosc proteina structurala E, inalt imunogena, desi exista si anticorpi care
se atagseaza de prM/M. De asemenea, anticorpii pentru proteina nestructurald 1 (NS1), care
este absentd din virion, sunt protectivi impotriva VWN in vivo (Diamond, Pierson, si
Fremont, 2008).

Glicoproteina E este cea mai mare proteind de suprafata de la nivelul virionului si
reprezintd principalul antigen care determina aparitia anticorpilor neutralizanti. Aceasta
proteina prezintd insusiri comune la virusuri precum Dengue, virusul encefalitei de capusa
sau VWN. Ectodomeniul solubil al proteinei E prezintd trei domenii structurale DI, DI,
DIl (Diamond, Pierson, si Fremont, 2008) dintre care DIl este inalt conservat printre
flavivirusuri iar domeniile DI si DIII contin epitopii specifici virusului (Beck s.a., 2017),
DIl mediind, de asemenea si atasarea la membrana celulei (Beck s.a., 2015).
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6.1 Ancheta sero-epidemiologica privind infectia cu flavivirusuri la cai
din zona de est a Romaniei
6.1 Seroepidemiological investigations regarding flavivirus infections
in horses in the Eastern Romania

Infectia cu VWN la cai determina aparitia unui sindrom neuro-invaziv sever, la 1%
pana la 10% din caii infectati. Febra cu VWN este o boald declarabila, fiind obligatorie
raportarea cazurilor la Oficiul International de Epizooti cat si la Comisia Europeana (Beck
s.a., 2017).

In tarile din Europa, screening-ul variazi de la supravegherea clinici a cailor si
oamenilor pana la supravegherea activa prin teste serologice la pasari si alte specii infectate,
dar si prin capturarea tantarilor si ulterior detectia virala prin tehnici de biologie moleculara.
Actiunile de supraveghere activa se desfasoara in tarile sau zonele unde s-a demonstrat
infectia cu VWN la cai sau unde se practicd vaccinarea (Chevalier, Lecollinet, si Durand,
la infectie, caii au rol de santinele, cazurile la aceastd specie putand fi depistate Tnaintea
aparitiei cazurilor umane (Beck s.a., 2017).

Programele de supraveghere serologica realizate pe cai utilizeazd ca metode de
depistare tehnica imunoenzimatica ELISA indirecta pentru depistarea IgG si IgM, iar pentru
confirmare, tindnd cont de gradul ridicat de inrudire antigenica cu alte virusuri din aceeasi
familie, se practica testele de neutralizare ale virusului (VNT), respectiv metoda plajelor de
liza (PRNT) si seroneutralizarea. Aceste metode ofera detalii privind dinamica temporo-
spatiald a dispersiei virale iar caii si alte ecvine care prezinta un deznodamant clinic fatal ca
urmare a simptomelor de naturd neurologica, trebuie si fie testate prin tehnici virusologice
si de biologie moleculard, initial pentru rabie si ulterior pentru infectia cu VWN (Kauffman
s.a., 2016).

In infectia cu VWN la cai, asemeni oamenilor, raspunsul imun utilizeaza atat
raspunsuri Inndscute cat si adaptative, in reactia imuna precoce aparand un raspuns imun ce
utilizeaza interferonii (Ahlers si Goodman, 2018). Acestia induc aparitia raspunsului imun
bazat pe oligoadenilat sintetaza (OAS1) iar variatiile in gena OAS] la cai a fost asociata cu
schimbari in susceptibilitatea la infectia cu VWN (Rios s.a., 2010). Asemeni pasarilor, la
cai se declanseaza un raspuns imun umoral, cu productie de anticorpi (Bielefeldt-Ohmann
s.a., 2017), in timp ce la ponei este intalnita imunitatea pasiva prin anticorpi maternali. Acest
tip de imunitate foloseste anticorpii pentru activarea rapida a raspunsului imun, in vederea
protectiei manjilor de infectia cu VWN (Wilkins, Glaser, si McDonnell, 2006).

Pentru determinarea certa a etiologiei bolii, testarea esantioanelor prin tehnica de
micro-virus neutralizare se recomandd sa se practice simultan pentru virusurile strans
inrudite antigenic. Departajarea rezultatelor se bazeaza pe cuantificarea titrului de anticorpi
neutralizanti, iar conditia pentru ca anticorpii specifici sa fie atribuiti unui anumit virus este
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ca acesta sa aiba titrul anticorpilor de patru ori mai mare decat al celui de-al doilea (Di
Gennaro s.a., 2014).

Scopul studiului de fata a fost reprezentat de estimarea complexitatii riscului de
difuzare a virusului pe baza capacitatii sale de a traversa bariera de specie pentru mai multe
gazde incidentale si anticiparea fenomenelor de sadndtate ulterioare, pe baza detectiei
anticorpilor specifici virusului West Nile in probe de ser recoltate de la cai din zona de est
a Romaniei. Pentru indeplinirea obiectivului, s-a realizat o investigatie serologica in trei
judete: unul cu o endemicitate confirmata la oameni anual din 2011 (Iasi), un alt judet in
care evolutia infectiei cu VWN a fost sporadica iar varful incidentei a fost reprezentat de
cinci cazuri (Tulcea) si unul in care infectia la oameni a debutat n anul 2018, cu trei cazuri
raportate (Vaslui).

6.1.1 Material si metode
6.1.1 Materials and methods

6.1.1.1 Recoltarea si conditionarea probelor

Cercetarile au vizat determinarea prevalentei anticorpilor anti-VWN si celor contra
virusurilor Usutu si encefalitei de capusa, la cai din regiunea de est a tarii, respectiv din 14
locatii de pe raza judetelor Iasi, Vaslui si Tulcea. Probele de ser din Iasi si Vaslui (n= 326),
pentru ca au provenit din zone in care nu au fost raportate cazuri la OIE, au fost recoltate
concomitent cu esantioanele destinate testarii pentru anemia infectioasa ecvina, in perioada
februarie - aprilie conform Ordinului ANSVSA 35/2016 iar probele de la Tulcea (n = 28),
in lunile mai si iulie (fig. 6.1.).
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Figura 6.1 Zonele de recoltare a probelor incluse n studiu (original)
Figure 6.1 Collection points for counted for study (original)
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Zonele au fost alese prin prisma continudrii cercetarilor efectuate pe aceasta specie
(Ludu Oslobanu L. s.a., 2015; Crivei L. s.a., 2019) pe raza judetului Iasi, unde, conform
ECDC, evolutia infectiei cu VWN la oameni este una endemica, prin integrarea unui judet
unde pana in anul 2018 nu au fost raportate cazuri la oameni, respectiv judetul Vaslui si
intr-o zona care, desi abunda in factori biotici si abiotici favorabili circulatiei intense ale
virusului (Tulcea), evolutia infectiei a fost una sporadica, cu un maxim de cazuri (n = 5) in
anul 2019.

Probele au fost recoltate de catre personalul veterinar autorizat cu acordul
apartinatorilor. Acestea au fost recoltate prin punctia venei jugulare, transportate la
laborator, centrifugate 10 min la 2000x g, pentru clarificare si ulterior stocate la -20°C.

Esantioanele au provenit de la cai crescuti pentru tractiune, reproductie sau pentru
echitatie. In timpul perioadelor de odihna, animalele au fost cazate in adaposturi colective
semi-inchise sau deschise, impreund cu alte specii de animale. Caii inclusi in studiu au
provenit din gospodarii cu un numar mic de cai, respectiv unul sau doi.

Datele individuale ale animalelor, colectate de la apartinatori, au fost impartite in
doua variabile: categorie de varsta si sex. Prima variabild a fost clasificatd, dupd Epp s.a.,
in trei categorii de varsta: tineret (<5 ani), adult (intre 5 si 14 ani) si senior (>14 ani) (Epp
s.a., 2007) iar cea de-a doua variabild, in doud categorii: masculi (ce include atat armasarii

cat si exemplarele castrate) si femele (Tabelul 6.1).
Tabel 6.1/ Table 6.1
Numadrul de probe si variabilele luate Th considerare n studiu
Number and variables included in study

Sex Categorie de virsta
Judet Femele Masculi NE Total Tineret Adult  Senior NE Total
’ probe probe
Iasi 49 69 - 118 22 54 42 - 118
Vaslui 141 67 - 208 54 123 31 - 208
Tulcea 3 7 18 28 3 6 1 18 28
Total 193 143 18 354 79 183 74 18 354

NE:necunoscut

6.1.1.2 Testarea serologica

Testarea prin tehnica imunoenzimaticd ELISA. Cele 354 probe de ser au fost testate
utilizand kit-ul comercial ID-Screen West Nile Competition (IDVet Diagnostics,
Montpellier, Franta), ce utilizeaza godeuri captusite cu un antigen purificat al virusului West
Nile. Tehnica de lucru s-a realizat conform protocolului intern ANSES, fiind derivat din
recomandarile producatorului.

Tehnica permite identificarea anticorpilor impotriva virusului West Nile in probele
de ser, diluate in prealabil %. In cazul in care, in serul de testat exista anticorpi specifici
anti-prM-E, acestia se ataseaza de antigen formand complexul antigen-anticorp. Dupa o
etapa de incubare si de spalari succesive, conjugatul (anticorp secundar anti-prM-E, cuplat
cu peroxidaza) este distribuit in godeuri, fixdndu-se de situsurile antigenice, pentru a se
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forma complexul antigen-conjugat. Dupa cea de a doua etapa de incubare-spélare, se adauga
substratul cromogen, ce va determina virarea culorii in albastru, in cazul in care existad
complexul antigen-conjugat, deci lipsesc anticorpii specifici dirijati contra proteinelor prM
si E. Dimpotriva, daca atasarea conjugatului la antigen este blocata de prezenta anticorpilor
specifici prezenti in proba de testat, conjugatul va fi eliminat prin spalare, nedeterminand
schimbarea culorii in produsul de reactie.

In acest scop, prima etapa a constat in dilutia probelor de testat, alaturi de martorii
pozitiv si negativ si controlul intern, intr-o placa de dilutie de 96 de godeuri. Astfel, n toate
godeurile s-au repartizat 60ul solutie Tampon de Dilutie 2 si 60 pl din probele de testat si
martorul pozitiv intern iar solutiile pentru validarea rezultatelor, furnizate de producator, au
fost repartizate la dublu. Ulterior dilutiei, din solutia rezultata, 100 pl au fost repartizati in
placa ELISA, fiind urmata o perioada de incubatie de 90 minute, la temperatura ambientala
(21 °C). Dupa perioada de incubatie, s-a realizat un lavaj triplu, cu 300 pl solutie, preparata
in prealabil (10 ml solutie de spdlare concentratd si 190 ml apd). Fixarea conjugatului s-a
realizat prin addugarea a 100 pl solutie 1X, preparata anterior (1 ml conjugat 10X cu 9 ml
Tampon de Dilutie 2), urmata de o a doua incubatie de 30 minute, la temperatura de 21 °C
(= 5°C) si o noua etapa de spalare, identicd primei spalari. Urmatoarea etapia a fost
reprezentatd de addugarea substratului cromogen, prin depunerea a 100 pl solutie
revelatoare si incubarea pentru 15 minute, la 21 °C (£ 5°C), intr-un loc Tntunecat iar dupa
cele 15 minute necesare timpului de contact aceeasi cantitate de solutie stop a fost depusa
n godeuri.

Tn maxim 5 minute de la adidugarea solutiei stop, s-a realizat masurarea densitatii
optice (DO), cu ajutorul unui spectofotometru, la 450 nanometri (hm). Conform
protocolului, interpretarea rezultatelor este precedatd de calcularea mediilor DO pentru
perechile de martori: DOcn (Densitatea optica pentru martorul negativ) si DOcp (Densitatea
optica pentru martorul pozitiv). Interpretarea rezultatelor implica calcularea procentului de
negativitate (S/N), reprezentand raportul dintre valorile corectate ale densitatii optice ale

esantionului si respectiv ale controlului negativ, conform formulei:

S DO a esantionului
%= = — , — x 100
N DO pentru media martorilor negativi

Validarea rezultatelor presupune integrarea valorilor obtinute intre 0,700 si 0,300.
Astfel, testul este considerat valid, daca sunt indeplinite urmatoarele criterii:

- Media valorilor densitatii optice pentru martorii negativi, depédseste 0,700
(DOcn>0,700);

- Raportul dintre media densitatii optice pentru martorii pozitivi si media valorilor
densitatii optice pentru martorii negativi este mai mica decat 0,3 (DOcp/DOcn
<0,3);

- Coeficientul de variatie (CV) al martorilor negativi trebuie sa fie mai mic decat 10%
(CVen <10%0).
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Pentru validarea testului, valoarea procentuald a raportului S/N pentru probele
pozitive (tabel 6.2) trebuie sa fie mai mare sau egala cu 40% iar pentru cele negative
mai micd sau egala cu 50%.

Tabel 6.2/Table 6.2

Valorile de referinta pentru raportul S/P pentru interpretarea rezultatelor
Reference values of the S/P ratio for results interpretation

Rezultat Status
S/N<40% Pozitiv
40%<S/N%=<50% Dubios
S/IN%>50% Negativ

Testarea prin tehnica de virus micro-neutralizare (MNT). Datorita gradului ridicat
de inrudire antigenica existent Tntre virusurile ce apartin familiei Flaviviridae si pentru a
exclude rezultatele fals pozitive, probele rezultate pozitive prin tehnica de detectie a IgG au
fost testate printr-o tehnica de discriminare, mai specificd, respectiv tehnica de
seroneutralizare. Aceasta este recomandatd ca fiind tehnica ,,gold-standard”, conform
Manualului de Diagnostic si Vaccinuri pentru Animalele Terestre elaborat de catre Oficiul
International de Epizootii (OIE). Aceastd metoda ofera un grad ridicat de specificitate
(capacitatea unui test de depistare de a oferi un raspuns negativ pentru o pondere crescuta
de animale indemne) (Savuta, 2007), dar pare sa fie mai putin sensibila (capacitatea unui
test de depistare de a oferi un raspuns pozitiv pentru un numar mare de animale real
infectate) (Savuta, 2007) decat tehnica imunoenzimatica ELISA si este de obicei folosita ca
un instrument de confirmare si de titrare a anticorpilor neutralizati 1n infectia cu virusul
West Nile (Beck s.a., 2017).

Deoarece prezenta sistemului complement din probele de testat ar putea determina

activarea acestuia in mecanismele de aparare impotriva agentilor patogeni, acesta
reprezentind o punte functionald fintre raspunsul imun inndscut si cel adaptativ
(Dunkelberger si Song, 2010), Tnainte de a fi testate, probele de ser au fost diluate si
inactivate.

Dilutia probelor s-a realizat 1/5, insemnand 50 sau 100 pl ser si 200 sau 400 pl
MEM fara ser fetal bovin (in functie de cantitatea de ser disponibild) iar inactivarea
complementului s-a realizat la bain-marie, prin imersia tuburilor in apa, la 56 °C, pentru 30
de minute. Ulterior, probele au fost stocate la -20°C péana la testarea prin tehnica de
seroneutralizare.

Procedura urmareste cuantificarea titrului de anticorpi specifici diferitelor
flavivirusuri si alphavirusuri, conform tehnicii de microneutralizare de referinta descrisa in
Manualul de Diagnostic pentru Animalele Terestre, editia a saptea, publicatd in 2016 de
catre Oficiul International de Epizootii (OIE), intreg protocolul desfasurandu-se in conditii
de biosecuritate de nivel 3.
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Tehnica este utilizatd pentru diagnosticul serologic, in cazul unei suspiciuni de
infectie cu virusurile West Nile, Usutu, encefalite Japoneze, Bagaza sau virusul encefalitei
de capuse.

Testul de microneutralizare este o tehnicd de seroneutralizare realizata in placi de
96 de godeuri, ce urmareste detectia anticorpilor neutralizanti in proba ce urmeaza sa fie
testatd. Principiul se bazeaza pe inhibarea in vitro a puterii infectioase a virusurilor de catre
anticorpii neutralizanti prezenti in proba si directionati in mod specific impotriva agentului
infectios de interes. Prezenta anticorpilor neutralizanti specifici va bloca patrunderea
virusului intr-o cultura de celule sensibile (celule VERO) si aparitia efectelor citopatice
(ECP).

Organizarea placilor. Etapa premergatoare tehnicii propriu-zise constd in
organizarea placilor pentru dilutii. Astfel, linia A a fost utilizatd pentru urmarirea efectului
citotoxic al esantioanelor.

Linia H a fost utilizatd pentru controlul suspensiei virale (in godeuri se regasea doar
suspensie celulard si suspensie virala, fard probd) si controlul suspensiei de celule (in
godeuri se regdsea doar suspensia de celule, fara proba sau suspensie virala).

Coloanele 11 si 12 din prima placd au fost utilizate pentru verificarea titrului
suspensiei virale (retro-titraj).

Coloanele de la 1 la 4, din prima placa, au fost utilizate pentru martorii pozitivi si
negativi, depusi in duplicat.

Liniile de la B pana la G au fost folosite pentru esantioanele de testat, la diferite
dilutii: de la 1/5 1a 1/160.

Inainte de adaugarea probelor de testat, in toate godeurile, exceptand coloanele 11
si 12 de la prima placa si liniile A si B, s-au adaugat 50 pl mediu de intretinere DMEM.

Distribuirea si dilutia serurilor. Urmatoarea etapd a constat in depunerea si
realizarea dilutiilor seriate ale esantioanelor. Astfel, Th prima linie, respectiv linia menita
verificarii efectului citotoxic al probelor, au fost distribuiti 50 pl proba, in timp ce in linia
B au fost distribuiti 100pl proba. Ulterior, s-a realizat dilutia seriaté a probelor, pornind de
la 1/5 pana la 1/160, extragand 50 pl proba din godeurile din linia B si addugandu-i in
urmatoarea linie, peste cei 50 pl mediu de intretinere DMEM. Tehnica a continuat in acelasi
maniera (50 pul proba din linia anterioara, peste 50 ul mediu existent) pana la linia G, cand
dupd mixarea volumului final de 100 pl (proba + mediu), se ejecteaza 50 pl din proba diluata
1/160. La finalul etapei de dilutie, in fiecare godeu se regaseau 50 pl proba de diferite dilutii.

Distribuirea suspensiei virale si incubarea placilor. Stocul viral necesar tehnicii de
seroneutralizare (Tabelul 6.3) a fost produs prin pasaje pe linii celulare de mamifere
(VERO) sau derivate din insecte (C6/36).
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Tabel 6.3/Table 6.3
Susele virale si dilutiile necesare pentru testul de seroneutralizare
Viral strains used for seroneutralisation test

. — Dilutia necesara pentru o placa
Virus Susa virala de 96 de godeuri
West Nile (WNV) 1S98 1/1000
Usutu (USUV) FR2018 1/500
Virusul encefalitei de capusa (TBEV) TBEV Hypr 1/4000

Anterior repartizarii s-a procedat la prepararea unei suspensii virale
100TCIDso/50ul si s-a continuat cu realizarea retro-titrajului, cu patru godeuri/dilutie
(coloanele 11 si 12). Astfel, s-au adaugat:

- 50ul din dilutia 10 a suspensiei in godeurile corespunzitoare (de la E12 la
H12);

- 50ul din dilutia 10" a suspensiei in godeurile corespunzitoare (de la E11 la
H11);

- 50ul din dilutia 10 a suspensiei in godeurile corespunzitoare (de la A12
la D12);

- 50ul din dilutia 10! a suspensiei in godeurile corespunzitoare (de la A1l
la D11).

Ulterior retro-titrajului, s-au depus 50ul suspensie virala in toate godeurile
coloanelor de la 1 la 10, exceptand godeurile corespunzatoare verificarii efectului citotoxic
(linia A) si cele pentru controlul celulelor (linia H, coloanele 6 - 10), godeuri Tn care
suspensia a fost substituitd cu 50ul mediu de intretinere DMEM.

In vederea realizirii fazei de absorbtie, s-a realizat o etapa de incubare in care
placile au fost introduse la 37°C (x 1 °C) si 5% de COz, pentru 90 de minute (+ 9 minute),
interval de timp Tn care s-a realizat prepararea suspensiei celulare.

Distribuirea suspensiei de celule. Pentru prepararea suspensiei de celule au fost
tripsinate monostraturi de celule din flacoane cu o suprafatd de 75cm? (tip T75) cu celule
renale de maimuta (Vero), in numar dependent de numarul placilor integrate pentru analiza,
dupa ce in prealabil a fost estimat gradul de confluenta al celulelor. Tripsinarea s-a realizat
dupa ce mediul de intretinere a fost indepartat si monostratul de celule a fost spélat cu solutie
PBS. Dupé adéugarea a 2-4 ml Tripsina, flacoanele au fost introduse la incubator (37°C)
pentru cinci minute pentru detasarea celulelor de pe suprafata de crestere. Actiunea tripsinei
a fost stopata prin adaugarea de 6-8 ml mediu DMEM, cu care s-a realizat lavajul flaconului
pentru detasarea completa a celulelor.

Dupa resuspendarea celulelor in mediu de intretinere complet, s-a determinat
numdrul de celule viabile per ml, intr-o dilutie de 1/10. Pentru aceasta, s-au introdus in
camera de numarare 10 pl celule si 90 pl albastru Trypan, numararea celulelor realizdndu-
se automat, utilizand robotul TC10 Automated Cell Counter (Bio-Rad, California, U.S.A).
Pentru realizarea suspensiei virale, cu o concentratie finald de 2x10° celule/ml pentru
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virusurile West Nile si Usutu si de 4x10* celule/ml pentru virusul encefalitei de capusa, s-a
utilizat formula:

Vix Ci=VfxCf,
unde: - Vi = volumul initial; Ci = concentratia initiala; Vf = volumul final si Cf =

concentratia finala.

Calcularea necesarului de celule pentru toate placile analizate a fost urmata de
distribuirea a 100 pl suspensie de celule in toate godeurile si ulterior, incubarea placilor la
37°C (£ 1°C)panala3 -5zile.

Validarea testului. Citirea placilor s-a realizat la microscop inversat, pentru a
observa absenta sau prezenta efectului citopatic (observarea celulelor rotunjite si
refringente, in infectia cu flavivirusuri). Pentru validarea testului, initial s-a verificat titrul
suspensiei virale. Astfel:

- la o dilutie de 10, efectul citopatic (ECP) trebuia sa fie prezent in toate cele patru
godeuri (A1l - D11);

- la o dilutie de 102, efectul citopatic trebuia si fie prezent in unul pana la trei
godeuri, din cele patru (Al12 — D12);

- pentru urmatoarele dilutii (102, 10*), ECP nu trebuie sa fie prezent Tn nici un godeu.

Verificarea godeurilor martorilor. Pentru validarea tehnicii, probele martor pentru

suspensiile virale si celulare si linia pentru verificarea citoxicititii, trebuie sa fie conforme:

- godeurile din ultima linie, cele menite ,,controlului suspensiei celulare”, permit
verificarea cresterii si starii corespunzatoare a celulelor, precum si lipsa ECP;

- godeurile din ultima linie, cele menite ,,controlului suspensiei virale”, permit
vizualizarea ECP, specific infectiei cu virusul de interes;

- monostratul de celule din godeurile din prima linie (A), trebuie sa fie intact, fara
efect citotoxic. Tn eventualitatea in care proba de testat are efect citotoxic, aceasta
trebuie retestata;

- serul de referintd pozitiv are un efect neutralizant asupra virusului si blocheaza
formarea ECP pana la dilutia corespunzatoare reversului titlului sau de anticorpi
neutralizanti;

- serul de referintd negativ nu are efect neutralizant, deci ECP este prezent pentru
toate dilutiile.

Citirea probelor. Un esantion este considerat pozitiv daca nu se observa niciun ECP la

prima dilutie testata.

Titrul anticorpilor din ser corespunde inversului ultimei dilutii la care nu a fost
observat niciun ECP. Serurile fiind diluate cu un factor de 2 in timpul distributiei virusului,
titrurile sunt astfel intre 10 si 320.
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6.1.2 Rezultate si discutii
6.1.2 Results and discussion

Rezultatele au fost validate dacd au fost indeplinite urmatoarele criterii: daca
celulele nu sunt protejate (ECP prezent), indiferent de concentratia serului, proba este
considerata negativa; dacd, in schimb, celulele sunt protejate de la prima dilutie, proba este
considerata pozitiva iar titrul anticorpilor prezenti in proba corespunde inversului ultimei
dilutii fara ECP.

S-a considerat negativa proba la care infectia s-a produs indiferent de concentratia
serului (Ayadi s.a., 2017). O proba de ser a fost considerata pozitiva daca celulele au fost
protejate la prima dilutie pentru unul dintre cele doua virusuri (WN si USUV).

Identificarea flavivirusului infectant, pentru probele testate Tn paralel, s-a bazat pe
considerarea virusului cu cea mai mare capacitate neutralizantd si cu un factor de
diferentiere pentru titrul anticorpilor de minim patru (Beck s.a., 2015).

6.1.2.1 Rezultate obtinute in urma testarii prin tehnica imunoenzimatica (ELISA).

In urma testarii serologice de prima intentie, din totalul de 354 de esantioane
provenite de la cai sanatosi din punct de vedere clinic, din trei judete (lasi, Vaslui si Tulcea),
anticorpii anti-VWN au fost depistati in 165 de probe, corespunzand unei prevalente de
46,6% (95% CI 41,4 — 51,8%) iar sase probe au avut un rezultat dubios.

Ca urmare a acestei testari initiale, s-a obtinut astfel un prim semnal al existentei
anticorpilor anti-VWN 7n probele de ser studiate.

Intre judetele incluse in studiu existi diferente notabile, ce pot fi corelate cu

......

observata in judetul Iasi, urmatd de Vaslui si Tulcea (tabelul 6.4).
Tabel 6.4/Table 6.4
Numarul total de probe ELISA pozitive in judetele incluse in studiu
Number of ELISA positive samples by county

Judet Nr. probe Nr.prob_e_ 1C 95% pe Procent
’ testate ELISA pozitive Judet (%)/Judet
Tasi 118 74 53,99 - 71,44 62,71
Vaslui 208 86 34,65 - 48,04 41,34
Tulcea 28 5 3,67 -32,04 17,9
Total probe 354 165

In ceea ce priveste variabilele analizate, din totalul probelor testate (n = 354), intre
cele doud sexe nu a existat o diferentd semnificativa: prevalenta la femele a fost de 25,7%
iar la masculi de 20,33%. Tn schimb, s-a putut observa o diferentd remarcabila intre
categoriile de varsta (tabelul 6.5). Astfel, varful detectiei anticorpilor anti-VWN a fost
depistat la animalele adulte, cu varsta cuprinsa intre cinci si 14 ani, respectiv, 27,4 %, urmate
de animalele de peste 14 ani (categoria senior) cu 15,25 %, iar la tineret s-a Thregistrat o
prevalenta de 3,38%.
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6.1.2.2 Rezultate obtinute prin testul de virus neutralizare (MNT)

Pentru excluderea raspunsurilor fals-pozitive ca urmare a reactiilor incrucisate cu
alte flavivirusuri, dupa testarea serologica, probele pozitive (n = 165) si cele cu rezultat
dubios (n = 5) au fost testate prin tehnica de neutralizare discriminanta. Astfel, din totalul
de 170 de probe, pozitive si dubioase, dependent de cantitatea de ser, din proba, disponibila,
au fost retestate 168 de probe, urmarindu-se confirmarea legaturii directe dintre rezultatele
pozitive obtinute prin ELISA cu prezenta anticorpilor neutralizanti specifici flavivirusurilor.

In urma testirii prin tehnica de virus micro-neutralizare (MNT), s-a dovedit
prezenta anticorpilor specifici anti-VWN in 136 din cele 168 probe retestate (grad
discriminare = 80,95 %), cu o seroprevalentd cumulata de 38,4 % (136/354) fata de 46,6 %
la ELISA, cu valori ale titrului de anticorpi intre 10 si peste 320, cele mai multe probe avand
valori ale titrului de 1:80 si 1:160 (tabelul 6.6). Aceste rezultate sustin gradul mai mare de

specificitate al MNT fata de ELISA.
Tabel 6.5/Table 6.5
Rezultatele obtinute prin ELISA, in functie de variabile
ELISA results according to varables considered in study

Variabila: Sex Variabila: Categorie de varsta
Nr probe | Ponderea (%) | Ponderea (%) Nr Ponderea Ponderea (%)
pozitive din totalul din totalul probe (%) din din totalul
prin probelor probelor pozitive totalul probelor
ELISA pozitive testate prin probelor testate
(n=165) (n=354) ELISA pozitive (n=354)
(n=165)
Femele 91 55,15 25,7 Tineret 12 7,27 3,38
Masculi 72 43,63 20,33 Adult 97 58,78 27,4
NE 2 1,21 0,56 Senior 54 32,72 15,25
Total 165 100 - NE 2 1,21 0,56
Total 165 100 -

in ceea ce priveste variabilele luate in studiu, valorile cele mai crescute ale
exemplarele adulte, cu varsta cuprinsa intre cinci si 14 ani, repectiv 22,88% (tabelul 6.7).

De asemenea, au fost depistate patru probe pozitive atat pentru VWN cat si pentru
VUSU, cu valori ale titrului pentru cel din urma situate intre 10 si 20. Intrucat conditia
pentru ca anticorpii specifici sa fie atribuiti unui anumit virus este ca acesta sa aiba titrul
anticorpilor de patru ori mai mare decét al celui de-al doilea, cele patru probe reactionate
au fost considerate pozitive doar pentru VWN (tabelul 6.8).

De asemenea, doua probe pozitive prin ELISA, provenite din Tulcea, au fost
considerate negative prin MNT ca urmare a efectului citotoxic al serului.

In ceea ce priveste detectia anticorpilor neutralizanti impotriva virusului encefalitei
transmise de capuse, acestia nu au fost detectati in nici una din probele de ser testate.
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Titrul anticorpilor anti-VWN obtinuti n urma testarii prin MNT a probelor pozitive prin ELISA
Anti WNV antibodies titre resulted after MNT testing

Tabel 6.6/Table 6.6

Nr.
Total probe probe Total probe
Judet testate testate Titrul anticorpilor specifici VWN pozitive pentru
serologic prin VWN prin MNT
MNT
1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 >320
Vaslui 9 9 11 11 14 11 0 65
Tasi 354 168 9 11 6 18 13 2 10 69
Tulcea 0 0 0 0 1 1 0 2
18 (5%) 20 (5,6%) 17 (4,8%) 29 (8,2%) 28 (8%) 14 (4%) 10 (2,8%) 136
Tabel 6.7/Table 6/7
Rezultatele pozitive obtinute In urma testarii prin MNT, in functie de variabilele incluse in studiu
MNT positive results based on studies variables
Variabile
Variabila: Sex Variabila: Categorie de varsta
Ponderea Ponderea
Ponderea (%) (%) din @) din | "onderea (%)
Nr probe . Nr probe din totalul
pozitive din totalul totalul pozitive totalul probelor
prin MNT _p_robelor probelor prin MNT prot_>e_|0r testate
pozitive (n=136) testate pozitive (n=354)
(n=354) (n=136)
Femele 76 55,88 21,46 Tineret 8 5,88 2,259
Masculi 60 44,11 16,94 Adult 81 59,55 22,88
Total 136 100 Senior 47 34,55 13,27
Total 136 100
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Tabel 6.8/Table 6.8
Titrul comparativ al anticorpilor pentru probele pozitive pentru VWN si VUSU, prin testul de virus
microneutralizare
Comparable antibodies titre in pozitive samples for WNV and USUV, by MNT

R . Titru anticorpi | Titru anticorpi
ID probi sexul © ) Varsta |- Categorie | i \vwN7 | anti-vUsU 3

animalului n ani de varsta . . . .

zile p.i zile p.i
VS 20 F 9 Adult 320 20

VS 48 F 6 Adult 160 10-20
VS 77 F 12 Adult 160 10
VS 2019 F 11 Adult 320 20

Studiul desfasurat pe probele de ser colectate de la cai din trei judete din estul
Romaniei (lasi, Vaslui si Tulcea), a relevat o prevalenta a anticorpilor anti-VWN de 38,4 %
(136/354), aceasta pondere reprezentand animalele infectate dar care nu manifesta semne
clinice si care nu au fost raportate la Oficiul International de Epizootii (OIE).

In ceea ce priveste focarele notificate la OIE, in intervalul ianuarie 2006 - decembrie
2019, Romania a raportat focare in anii 2010 si in 2018. In anul 2010, au fost notificate Tn
Briila doui focare, cu cinci cazuri si in Constanta un focar, cu un caz. Tn anul 2018 au fost
confirmate, prin detectia IgM, doua focare in judetele Ilfov si Covasna, la caii de munca
(tractiune) din gospodariile populatiei. Astfel, in llIfov, din cele 56 animale susceptibile,
doua au fost confirmate iar in Covasna, din cele 78 de animale susceptibile, patru au fost
confirmate (OIE.int).

Valorile prevalentei anticorpilor specifici la cai din zonele de studiu din judetul lasi
[19,5 % (CI o5% 15,36-23,62)] si din judetul Vaslui [18,4 % (Cl o5 9 14,33-22,39)] sunt
pozitiv corelate cu existenta habitatelor larvare artificiale si a zonelor de acumulare a apei
antropizate, precum si cu abundenta speciilor de animale sinantrope si a vegetatiei existente
in gospodariile private. In schimb, prevalenta anticorpilor in serurile de la cai din Tulcea,
desi redusa [0,6 % (2/354)] comparativ cu valorile observate in celelalte doud judete, este
pozitiv corelatd cu prezenta zonelor umede, CuU prezenta pésérilor salbatice si cU abundenta
si diversitatea speciilor de vectori. Numarul relativ mic de probe recoltate din aceastd zona
poate fi considerat o limitare a studiului, ceea ce poate conduce la probabilitatea
subaprecierii valorii reale a seroprevalentei la cai.

In ceea ce priveste valoarea seroprevalentei constatatd de noi, comparativ cu
studiile desfasurate anterior in zone endemice, aceasta este apropiata de cele obtinute in
urma unor actiuni de supraveghere serologica din alte tari: 38% in regiunea Toscana din
Italia (Autorino s.a., 2002), 34% in Andaluzia, Spania (Garcia-Bocanegra s.a., 2011) si 34%
in departamentul Var din Franta (Durand s.a., 2005). Valori usor mai scazute au fost
obtinute in cadrul unui studiu derulat in patru insule din Oceanul Indian, care a urmarit
stabilirea prevalentei anticorpilor anti-VWN cét si corelarea variabilelor sex, varsta si loc
de provenienta cu riscul de infectie al animalelor. Ca urmare a obtinerii unei seroprevalente
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acumulate de 27%, s-au putut corela in mod semnificativ doud variabile, respectiv varsta si
locul de provenienta a animalelor (Cardinale s.a., 2017).

Rate superioare ale seroprevalentei au fost descrise in Maroc (60%) (Durand s.a.,
2016) si in Senegal (85%) (Chevalier s.a., 2010). La polul opus, valori inferioare celei
observate Tn cadrul studiului nostru (38,4%) au fost observate in Ucraina, unde prevalenta
anticorpilor specifici a fost detectata la 16,6% din cei 310 cai inclusi in studiu (Ziegler s.a.,
2013a) si in Spania 7,1 % (Garcia-Bocanegra s.a., 2012).

Tn schimb, un studiu realizat Tn Germania intre 2010 si 2012, ce a avut ca scop
detectia anticorpilor specifici in serurile a 5178 de cai, a demonstrat totodata si
sensibilitatea/specificitatea relativa a testelor de depistare comerciale ca urmare a reactiilor
serologice incrucisate pentru virusurile din aceeasi familie. Tn urma studiului,
seroprevalenta initiald pentru virusul West Nile, obtinuta ca urmare a testarii prin ELISA,
nu a putut fi confirmata prin seroneutralizare, probele pozitive fiind legate de prezenta
anticorpilor anti-TBEV (Ziegler s.a., 2013b) .

in privinta variabilei ,categoria de varstd”, se poate observa o directd
proportionalitate Intre varsta animalelor si seroprevalenta. Astfel, la animalele in varsta de
peste cinci ani s-a remarcat o0 seroprevalentd crescutd, semnificativa din punct de vedere
statistic comparativ cu cele din categoria tineret, la care prevalenta a inregistrat o pondere
de 5,88%.

Rezultatele obtinute sunt comparabile unui alt studiu, in urma caruia s-a demonstrat
ca valorile prevalentei sunt mai crescute la adulti, ca urmare a expunerii de-a lungul timpului
si a persistentei anticorpilor anti-VWN pentru minim 15 luni (Franson s.a., 2011). Varsta
animalelor ca factor de risc a mai fost demonstrata intr-un studiu condus in 2004, de Salazar
si autorii., conform caruia animalele de peste trei ani ar fi fost mai afectate, comparativ cu
cele cu varsta sub doi ani (Salazar s.a., 2004).

In ceea ce priveste sexul animalelor, desi diferenta dintre femele si masculi nu este
una semnificativa (patru cai), acesta ar putea influenta seropozitivitatea cumulata.
Rezultatele cercetarilor noastre sunt in conformitate cu un alt studiu, Tn care s-a observat
faptul cad femelele erau de 2,9 ori mai predispuse sd moard in urma infectiei cu VWN,
comparativ cu masculii (Salazar s.a., 2004). Contrar rezultatelor (predispozitia fatalitatii
femelelor) si a studiului respectiv, Epp s.a., 2007, in urma unui studiu descriptiv, au
demonstrat faptul ca masculii ar putea fi mai afectati decat femelele, in cadrul investigatiilor
rata fatalitatii la acestia fiind de 1,9 ori mai mare comparativ cu cea a femelelor. Argumentul
ar fi sustinut de faptul ca, la unele mamifere, este Intalnit un aspect dihotomic al secretiei
de testosteron, respectiv sporirea caracterelor sexuale si afectarea functionalitatii sistemului
imunitar, acestia avand o imunitate mai redusa comparativ cu femelele (Epp s.a., 2007).

Valoarea relativ crescutd a seroprevalentei cumulate (38,4%) constatata de noi
poate fi explicatd prin existenta unor posibili factori de risc, cum ar fi numarul mic de cai
(unul sau doi) pe gospodarie si miscarea animalelor in ultimele sase luni. Ipoteza primului
factor de risc este sustinutd in cadrul studiului condus de Garcia-Bocanegra s.a. in 2012,
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conform céruia probabilitatea ca un cal sa fie seropozitiv este de 4,6 ori mai mare la caii
proveniti din grupuri cu maxim sase cai. Acest lucru este justificat prin faptul ca animalele
crescute 1n colectivitati mai mari beneficiaza de conditii de management sau bunastare mai
bune, la care se adauga imunitatea de grup (un vector nu se poate hrani decat pe un numar
mic de animale intr-o perioada de timp datd). Aceeasi ipoteza este demonstrata si intr-un
studiu condus de Epp s.a., in 2007, unde majoritatea cailor afectati (73%) proveneau din
turme de maxim zece indivizi. In cadrul aceluiasi studiu, cel de-al doilea factor de risc,
respectiv, miscarea animalelor, a avut o pondere de 3,8% din totalul animalelor afectate,
acestea deplasandu-se minim 15 km de la locul de provenienta, cu trei saptamani inainte de
aparitia semnelor clinice (Epp s.a., 2007).

Un alt factor de risc, citat in acelasi studiu, ar putea fi reprezentat de culoarea
animalului, remarcandu-se faptul ca animalele cu o culoare a robei mai inchisa ar fi mai
afectate de infectia cu VWN. In studiul de fatd, aceastd variabila este luati in considerare
numai pentru caii din lasi, la care culorile roib (n = 46) si murg (n = 46) sunt majoritare si
la care seroprevalenta este mai crescutd 14,7 % (52/92) (95% IC 11 - 18,3).

Desi virusul s-a dovedit infectios la un numar crescut de mamifere, cercetarile s-au
focalizat asupra ecvinelor, specie la care infectia este, in mod particular, mai prevalenta, cu
exprimari clinice, fie sterse, fie fatale (Sejvar, 2003).

Tn Romania, studii efectuate de Ludu si colab., pe probe de ser provenite de la cai
au fost desfasurate in trei ani succesivi (2006, 2007 si 2008). in urma acestora, au fost
obtinute valori ale seroprelaventei cuprinse intre 15,2 % si 65,4%. Maximul a fost inregistrat
in anul 2007, in timp ce valorile sub 20 % (15,2 si 17,4 %) au fost remarcate Tn anul 2006
si respectiv Tn anul 2008.

Tn anul 2011, din 808 probe testate, anticorpii specifici VWN au fost detectati in
58,5% din esantioane (Ludu Oslobanu s.a., 2014) iar in anul 2013 seroprevalenta constatata
a fost de 53,33% pentru probe recoltate din judetele Buzau, Braila si Tulcea (Ludu Oslobanu
s.a., 2015). O valoare a seroprevalentei apropiatd de cea din anul 2011 a fost observata in
cadrul unui studiu desfasurat pe cai din judetul Iasi Tn anul 2018, respectiv 59,7 % (Crivei
s.a., 2019). Tot n anul 2018, intr-o actiune de Xxenomonitorizare, ce utilizeaza insectele
hematofage in vederea studierii preferintelor trofice si a infectiilor la nivel de comunitate,
s-a obtinut o seroprevalentd de 3,1% la cai din Delta Dunarii (Tomazatos s.a., 2019).

Rezultatele obtinute de cétre noi ca urmare a testarii pentru detectia anticorpilor
anti-TBEV prin tehnica gold standard - seroneutralizare, au infirmat circulatia acestui
flavivirus Tn populatia de cabaline din zonele incluse in studiu.

In Romania, virusul encefalitei de cipusa a fost detectat in cipusele ixodide, prin
tehnici de biologie moleculara, prin amplificarea regiunii 3’ non-codante a virusului
(Raileanu, 2016). In ceea ce priveste detectia semnalelor serologice la animale, anticorpii
specifici anti-TBEV au fost detectati la oi, cu valori ale seroprevalentei de 10% in Sibiu
(Chitimia-Dobler s.a., 2019) si de 15,02% in zona de nord a tarii (Salat s.a., 2017) si la
capre, in cadrul unui studiu desfasurat in 2011 si 2012 (Chitimia-Dobler s.a., 2019).
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6.1.3 Concluzii partiale
6.1.3 Partial conclusion

1. Cercetarile noastre au demonstrat existenta anticorpilor anti-VWN la cai din toate
cele trei judete luate in studiu, cu o seroprevalenta cumulata de 38,4% (136/354),
profilul serologic al cailor putand reprezenta un indicator util in vederea evaluarii
riscului de infectie pentru oameni din zonele rurale.

2. Seroprevalenta inregistratd in studiul nostru (38,4%) este comparabila cu
rezultatele altor studii desfasurate iTn Romania si in alte tari din regiune si din lume.

3. Seroprevalenta constatata de noi la cai in fiecare judet luat in studiu este corelata
Tn mod direct cu prevalenta cazurilor de infectie cu VWN inregistrate la oameni in
aceleasi judete.

4. In urma testarii prin tehnica de virus micro-neutralizare (MNT) a celor 168 probe
pozitive initial la ELISA, s-a dovedit prezenta anticorpilor specifici anti-VWN 1n
136 de probe (grad discriminare = 80,95 %), cu o seroprevalentd cumulata de
38,4 % (136/354) fata de 46,6 % la ELISA. Aceste rezultate sustin puterea
discriminatorie si gradul mai mare de specificitate al MNT fata de ELISA.

5. Referitor la variabilele asociate infectiei cu VWN analizate prin MNT in studiul
nostru, au fost observate 0 seroprevalentd usor mai mare, dar nesemnificativa, la
sexul femel (55,88% fata de 44,11%) si o seroprevalenta semnificativa din punct
de vedere statistic la categoria de varsta adult comparativ cu categoria tineret (59,55
fata de 5,88 %), rezultate comparabile cu cele relatate in alte studii.

6. Circulatia virusului in populatiile de cai din zone rurale si peri-urbane din partea de
est a tarii, demonstratd prin existenta anticorpilor specifici in serul animalelor,
denota faptul ca in aceste areale ecosistemele antropizate intretin populatiile de
vectori competenti si propagarea virala.

7. Investigatiile intreprinse in cadrul studiului nostru nu au putut confirma serologic
infectia cu VUSU, desi au existat semnale de co-infectie cu VWN 1in patru probe de
ser testate prin MNT dar care au prezentat un titru insuficient (intre 10 si 20).

8. Testarea serologica pentru detectia anticorpilor specifici virusului encefalitei de
cipusa nu a confirmat prezenta acestuia in populatia de cai din zona de est a
Romaniei, nefiind remarcate nici semnale de co-infectie.

9. Considerdm ca lipsa unui sistem organizat si integrat (uman si veterinar) de
supraveghere sistematicad conduce la subestimarea capacitatii infectioase si a
expansivitatii virusului WN 1in diverse zone din tara.
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6.2 Ancheta sero-epidemiologica privind infectia cu flavivirusuri la
pasiri din zona de est a Romaniei
6.2 Seroepidemiological investigations regarding flavivirus infections
in birds in the Eastern Romania

Integrate Tn ciclul de transmitere al celui mai important arbovirus, pasarile au un rol
de pivot in transmiterea si vehicularea virusului West Nile, prin rolul lor de gazde
amplificatoare sau rezervoare, atat prin efectul direct asupra populatiilor de pasari, cat si
prin rolul lor in vehicularea virala pe distante mari. Astfel, infectia cu virusul WN poate
duce la decimarea populatiilor de pasari (Kain si Bolker., 2019), in timp ce comportamentul
migrator al acestora contribuie in mod direct atat la translocarea VWN din Africa catre alte
zone, cat si la mentinerea fenomenului de emergenta si re-emergenta virala (Brugman s.a.,
2018).

Rolul de gazde amplificatoare al pasarilor este dependent de interactiunea unor
factori cum ar fi: (i) susceptibilitatea la infectie; (ii) persistenta viremiei la niveluri suficient
de ridicate pentru a infecta tantarii; (iii) densitatea indivizilor naivi din punct de vedere
imunologic; (iv) ,.atractivitatea” speciei fata de vectori (ornitofili si oportunisti); (v) rata
mortalitatii, inclusiv a mortalitatii specifice pentru VWN (Taieb s.a., 2020).

Desi peste 50% dintre pasarile din diferite ordine sunt susceptibile la infectia letala
cu VWN, in Europa, pasarile din familia Corvidae pot avea rol de santinele pentru detectia
virala precoce (Koraka s.a., 2016). Dintre acestea, cotofana (Pica pica), datorita
comportamentului sedentar, poate fi folosita cu eficientd pentru detectia circulatiei virale in
zonele endemice (Napp s.a., 2019).

6.2.1 Material si metode
6.2.1 Materials and methods

6.2.1.1 Descrierea zonei de recoltare a probelor de la pasari

Rezervatia Delta Dundrii este o zond relativ mica (580.000 de hectare/5800 km?),
finalizand cei 2860 km pe care Dunarea ii parcurge pe teritoriul Europei, din Germania pana
la Marea Neagra. Habitatul si biodiversitatea Deltei Dundrii sunt protejate de Romania si
UNESCO din 1990. Faimoasa pentru diversitatea si abundenta speciilor de pasari, cu 331
de specii salbatice (Vasi¢ s.a., 2019), Delta Dunarii reprezinta principala escala a acestora
in rutele migratorii spre Africa si inapoi spre Europa (ddbra.ro, 2020).

Zona Silcioara este situata 1n partea sudica a Deltei Dunarii, in mijlocul si partea
vestica a Lagunei Razim-Sinoe. Punctul de colectare a probelor din studiul nostru este situat
la intersectia dintre satul Salcioara si lazul 6 Martie, fiind reprezentat de asezarea agricola
antropica si agezarea umana, iazuri, stufarisuri si ecosisteme lacustre ntinse, intens populate
de tantari precum si de specii de pasari indigene i migratoare.
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Zonele Furtuna si Stipoc sunt situate in partea de mijloc a Rezervatiei Deltei
Dunarii, in centrul deltei fluviale. Aria este alcatuita din canale naturale, paduri inundate,
lacuri, stufarisuri si cu o fauna bogata.

Zona Caraorman este de asemenea situatd in centrul Rezervatiei Biosferei Delta
Dunarii, dar 1n partea vestica a deltei marine. Habitatul este format in mare parte din canale
naturale, paduri inundate, lacuri, stufarisuri si dune de nisip acoperite sau nu de vegetatie si
populate de numeroase pasari migratoare.

Zona Murighiol se regdseste in partea vesticd a Deltei Dunarii, la sud de satul
Murighiol, fiind cel mai antropic punct de colectare a probelor. Tn perimetrul punctului de
colectare existd mai multe zone antropice si naturale, cdmpii, zone agricole, paduri, lacuri
cu apd dulce, lacuri cu apa sarata si fluviul Dunarea. Asemenea celorlalte puncte de recoltare
si acestd zona este populatda de numeroase specii de pasari indigene si migratoare (fig. 6.2.).

S 'Legendé

Puncte prelevare
@ 1 Silcioara; 2 Murighiol; 3 Caraorman; 4 Lac Fortuna
RBDD

Figura 6.2 Punctele de prelevare a probelor din Rezervatia Biosferei Delta Dundrii (original)
Figure 6.2 Danube Delta Reservation collection points (original)

6.2.1.2 Recoltarea si conditionarea probelor

Prelevarea probelor de sange de la pasari salbatice s-a realizat etapizat, in al doilea
semestru al anului 2016, esantioanele fiind recoltate cu acordul Comisiei de Etica a
Consiliului Stiintific al Institutului National de Cercetare si Dezvoltare Delta Dunarii. Prima
etapa a fost reprezentata de trei zile din sezonul de vara (19, 21, 23 iulie 2016) iar cea de-a
doua Tn luna noiembrie (17 noiembrie 2016).

Scopul studiului a fost reprezentat de stabilirea seroprevalentei specifice VWN 1in
patru locatii diferite din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii (DDBR), respectiv din
Caraorman, Furtuna, Murighiol si Salcioara.

90



Teza de doctorat — 2021

Pasarile salbatice au fost capturate prin amplasarea plaselor (dimensiuni: 12 m
lungime, 2,5 m indltime, 5 buzunare de capturd, 16 x 16 mm), dupa tehnica descrisa de
Keyes si Grue, 1982.

Prelevarea probelor de sénge s-a realizat prin punctia venei jugulare, utilizand
seringi pentru insulina de 1ml, sdngele fiind ulterior transferat in tuburi Eppendorf de 2 ml
si centrifugat pentru 10 min la 10.000 rpm pentru exprimarea serului. Esantionajul probelor
s-a realizat 1n functie de cantitatea de ser disponibila si marimea pasarii, urmata de stocarea
serurilor la -20 ° C pana la utilizarea ulterioara.

Categoria de varsta (adult sau tineret) si genul au fost identificate pentru aproape
toate pasarile de la care a fost recoltat singe. Toate pasarile salbatice capturate au fost in
stare clinica buna. Dupa recoltarea probei de sange, pasarile au fost masurate, cantarite, i
s-a aplicat un inel ornitologic si in cele din urma au fost eliberate.

6.2.1.3 Testarea serologica

Tehnica imunoenzimaticd (ELISA). Pentru realizarea obiectivului propus, 68 de
probe de ser recoltate din cele patru locuri mentionate anterior au fost testate utilizand Kit-
ul comercial ID Screen® West Nile Competition Multi species (IDVet, Grabels, Franta)
pentru detectia anticorpilor anti-VWN, respectandu-se instructiunile mentionate de
producator, protocolul respectand succesiunea etapelor de la punctul 6.1.1.2, cu exceptia
faptului ca pentru acest studiu nu s-au folosit martori pozitivi interni.

Tehnica de virus neutralizare (VNT). Pentru confirmarea rezultatelor pozitive
obtinute prin tehnica ELISA de competitie s-a folosit un protocol de virus neutralizare in
microformat, conform Manualului de Diagnostic al Animalelor Terestre, OIE, 2018.
Prelucrarea propriu-zisa a probelor de ser a fost precedata de inactivarea acestora la 56 °C,

timp de 30 de minute, 1n baie de apd (Memmert, Germania). Astfel, in fiecare godeu s-au
adaugat volume egale (cate 25 uL) de dilutie dubla din serul de testat al pasarilor si din
mediul de intretinere (MEM) (de la 1/5 la 1/640) si suspensie de virus 100 TCIDso tulpina
de VWN linia genetica 1 (Italia, tulpina 204913/09).

Placile cu amestecul ser/virus au fost incubate ulterior, pentru o ora, la 37 °C in
atmosfera cu 5% CO2, Tn incubator MCO-19AIC (Sanyo, Japonia). Dupa incubare, in
godeuri s-a addugat suspensie de celule in concentratie de 1x10° celule Vero (Cell Bank,
FLI), intr-un volum de 50 pL mediu MEM (Minimal Essential Medium, Zellbank, FLI), cu
adaos de Penicilind/Streptomicina (Sigma Aldrich, Germania).

Dupa cea de-a doua incubare, timp de cinci zile, s-a evaluat prezenta efectului
citopatic pentru fiecare proba, utilizand un microscop inversat (TMS-F, Nikon, Japonia), la
0 magnificatie de 40x.
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6.2.2 Rezultate si discutii
6.2.2 Results and discussion

6.2.2.1 Rezultatele obtinute in urma testarii prin tehnica imunoenzimatica (ELISA)

In cadrul acestui studiu, in patru locatii diferite din Rezervatia Biosferei Delta
Dunarii (DDBR), au fost capturate in total 68 de pasari sdlbatice (10 in iulie si 58 in
noiembrie 2016) de la care s-au recoltat probe (tabelul 6.9) care au fost supuse testarilor
serologice (Caraorman n = 3, Furtuna n = 7, Murighiol n = 20 si Salcioara n = 38). Din cele
68 de pasari salbatice, 22 au fost incadrate in categoria ,,tineret” (eclozate in sezonul 2016)
si 46 au fost in categoria ,,adulti”. In ceea ce priveste pasarile adulte, 12 au fost femele si 14
distinctiei genului pe baza penajului la momentul capturarii.

In ceea ce priveste compozitia speciilor, acestea au inclus pasiri migratoare
(Acrocephalus scirpaceus / lacar de stuf, n = 3, Coracias garrulus / dumbraveanca, n = 1),
pasari rezidente (Cyanistes caeruleus / pitigoiul albastru, n = 1, Parus major / pitigoiul
mare, n = 1, Passer domesticus / vrabia de casa, n = 23, Passer montanus / vrabia de camp,
n = 15, Picus canus / ciocanitoarea verzuie, n = 2, Streptopelia decaocto /gugustiucul, n =
1) si specii partial migratoare (Sturnus vulgaris / praurul, n = 21).

Tabel 6.9/Table 6.9

Speciile, genul si statusul pasarilor salbatice luate in studiu
The bird species and their migratory status

Status
. - . . . Nr. probe
Locatie Familie Specie Denumire comuna migrator (Mg /
’ . tesate

rezident (Rz)

Passeridae Passer montanus Vrabia de cadmp R 2
Caraorman — - -
Coraciidae Coracias garrulus Dumbraveanca M 1
Paridae Parus major Pitigoiul mare R 1
. Acrocephalus
Acrocephalidae . P Lacar de stuf M 3
Furtuna scirpaceus
Paridae Cyanistes caeruleus Pitigoiul albastru R 1
- . Ciocanit
Picidae Picus canus tocantioarea R 2
verzuie
N Passeridae Passer domesticus M | Vrabia de casa R 11
Muringhiol - - - —

Passeridae Passer domesticus F Vrabia de casa R 7
Passeridae Passer montanus Vrabia de camp R 2
Passeridae Passer montanus Vrabia de camp R 11
Salcioara | Sturnidae Sturnus vulgaris Graurul Partial migrator 21
Columbidae Streptopelia decaocto | Gugustiucul R 1
Passeridae Passer domesticus Vrabia de casa R 5
Total probe 68

In urma testarii prin tehnica ELISA de competitie, prezenta anticorpilor specifici
anti-VWN a fost evidentiatd la opt pasari salbatice din totalul de 68 testate (11,8%, Closy
11,5%-12,1%). Patru probe pozitive au fost recolectate de la tineret (trei din locatia
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Salcioara si una din locatia Furtuna) si trei au fost prelevate de la pasari adulte (una la fiecare
locatie: Murighiol, Furtuna si Salcioara), In timp ce pentru vrabia de cdmp (de la Salcioara)
nu a fost posibila identificarea sexului si a varstei.

Cele mai multe probe pozitive au fost depistate in Salcioara, 5/38 (13,2%, Clgss
12,7%—-13,7%), in Furtuna au fost depistate doud probe pozitive din sapte (28,5%, Close
22,8%-33,9%), in Murighiol, una singura din 20 (5%, Clgse 4,6% —5,4%) iar in Caraorman,
din cele trei probe recoltate, nici una nu a fost pozitiva.

Tn ceea ce priveste raportul dintre seroprevalenta depistati la pasarile salbatice si
cele migratoare, din cele 43 de probe de ser provenite de la pasarile sedentare, sase au fost
pozitive iar din 25 de probe provenite de la pasarile migratoare, doua au fost pozitive

(tabelul 6.10).
Tabel 6.10/Table 6.10
Seroprevalenta obtinuta in functie de statusul pasarilor
Seroprevalence obtained according to bird status

Statusul pasérilor Testate Pozitive Seroprevalenti
Pasari sedentare 43 6 13,95%
Pasari migratoare 25 2 8%

6.2.2.2 Rezultate obtinute prin testul de virus neutralizare (VNT)

Seroneutralizarea, efectuata in vederea confirmarii probelor pozitive, a fost
realizatd pe 51 de probe provenite din doua locuri (Murighiol si Salcioara), in timp ce pentru
17 probe cantitatea redusd de ser nu a permis alte testari ulterioare. Din aceleasi
considerente, cele 51 de probe nu au fost testate pentru alte flavirusuri circulante in Europa.
Astfel, din totalul probelor testate pentru detectia anticorpilor neutralizanti anti-VWN, sase
probe au fost confirmate pozitive [11,8%, Clgsy 2,92%-20,61%)], cu un titru al anticorpilor
cuprins intre 1:10 si 1:80 (tabelul 6.11).

In ceea ce priveste riscul de infectie pentru oameni, pasirile silbatice pot fi
considerate selectiv folositoare in anticiparea fenomenelor de sanatate ulterioare (Cooke,
Grala, si Wallis, 2006). Pe plan local, amplificarea virusului este sustinutd de pasarile
rezidente, in timp ce pasarile migratoare sunt implicate 1n vehicularea si dispersia virusului
pe distante considerabile (Semenza s.a., 2016). Un rol important in ciclul de transmitere
epizootic il au pasdrile care au eclozionat in cursul anului (Hamer s.a., 2008).

In urma acestui studiu, la pasarile silbatice provenite din doua din cele patru locatii
studiate (Murighiol si Salcioara) din RBDD s-a inregistrat o seropozitivitate de 8,8% (6/68).
Rezultatele obtinute sunt in concordanta cu cele obtinute in Serbia (8%) (Petrovi¢ s.a.,
2013), Polonia (13,3%) (Niczyporuk s.a., 2015), Spania (14,41%) (Figuerola s.a., 2008) sau
Tunisia (17%) (Ayadi s.a., 2017).
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Tabel 6.11/Table 6.11
Exemplarele séalbatice din RBDD depistate pozitive pentru West Nile prin ELISA de competitie si rezultatul
corespunzator prin virus-neutralizare (VNT)
Wild birds tested positive for WNV by ELISA and VNT

. ) Data ELISAde | ol
Specia Varsta Sex apturirii Loc Competiti pentru
capturarii ompetitie VNT
P . - .
asser . I Indisponibil © Sélcioara Pozitiv 1:10
montanus Indisponibil =
8_
—
Passer Adult M o Silcioara |  Poxzitiv 1:40
domesticus ~
Passer Adult M 17.11.2016 | Murighiol |  Pozitiv 1:10
domesticus
Picus canus Tineret F Furtuna Pozitiv Indisponibil
19.07.2016
Picus canus Adult F Furtuna Pozitiv Indisponibil
Streptopelia Tineret Indisponibil Salcioara |  Pozitiv 1:20
decaocto 9
o
Sturnu_s Tineret Indisponibil S Sélcioara Pozitiv 1:20
vulgaris —
Sturnus i o N . -
. Tineret Indisponibil Sélcioara Pozitiv 1:80
vulgaris

Tn Romania, studiile efectuate pe pasarile silbatice si rezidente au demonstrat o
seroprevalentd de 5,2% in intervalul 2006 - 2008 (Ludu Oslobanu s.a., 2014). n cadrul
studiului mentionat, valorile individuale ale prevalentei anticorpilor anti-VWN la pasarile
salbatice si cele domestice au fost 3,5% si respectiv 7,9% iar in functie de specii, cele mai
multe probe de la pasarile salbatice au provenit de la Corvidae si Passeriformes (Ludu
Oslobanu s.a., 2014), rezultatele confirmand faptul ca, in cadrul actiunilor de supraveghere,
prevalenta cea mai crescutd a anticorpilor neutralizanti anti-VWN se regéseste la pasarile
din familia Corvidae (Sejvar, 2003). O valoare mai mare a prevalentei anticorpilor specifici
la pasarile salbatice a fost raportata in Romania in intervalul 2011 - 2012, in cadrul studiului
respectiv obtinandu-se o seroprevalenta de 32,14 % (Pastiu s.a., 2016).

Majoritatea speciilor de pasari salbatice la care s-au depistat anticorpi specifici
apartin grupului de pasari rezidente implicate in ciclul de transmitere a VWN in RBDD. In
contrast, in Germania, unde VWN nu a fost detectat pana in anul 2018, anticorpii au fost
detectati exclusiv la pasarile migratoare, cu exceptia unei pasari ce migreaza pe distante
scurte, respectiv cioara griva (Corvus corone cornix) (Michel s.a., 2018; Ziegler s.a., 2012).

Circulatia VWN sau a altor flavivirusuri strans inrudite antigenic in sezonul de
transmisie 2016 in RBDD, poate fi indicata cu ajutorul provenientei geografice a pasarilor
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migratoare seropozitive. Rutele migratorii ale pasarilor salbatice, evidentiaza vehicularea
arbovirusurilor.

Desi probele provenite de la doua ciocanitori verzui (Picus canus) pozitive prin

ELISA au fost prelevate in iulie, restul pasarilor salbatice seropozitive au fost capturate si
esantionate in luna noiembrie, cand probabilitatea detectiei anticorpilor anti-VWN la
pasdrile silbatice este crescuta ca urmare a timpului de expunere mai lung in timpul
sezonului de transmitere.

95

6.2.3 Concluzii partiale
6.2.3 Partial conclusion

1. Cele 68 de pasari capturate din patru zone din Delta Dunarii in timpul sezonului
de vara-toamna din anul 2016 fac parte atat din categoria celor sedentare (n = 43),
cat si migratoare (n = 25), compozitie ce asigura un cadru propice pentru
intretinerea si difuzarea infectiilor cu VWN si cu alte flavivirusuri.

2. Majoritatea speciilor de pasari salbatice la care s-au depistat anticorpi specifici
apartin grupului de pasari rezidente implicate n ciclul de transmitere a VWN in

Rezervatia Biosferei Delta Dunarii.

2. Detectia anticorpilor specifici pentru infectia cu VWN prin tehnica ELISA a
relevat o prevalenta a anticorpilor de 11,8% in probele testate (8/68), rezultate care
sunt in concordanti cu cele obtinute in alte studii publicate.

3. Testarea prin tehnica de seroneutralizare, menitd a exclude rezultatele fals-
pozitive ca urmare a reactiilor serologice incrucisate, a relevat o seroprevalenta de
11,8% raportat la probele analizate (6/51). Acest rezultat denota faptul ca VWN
este circulant, atat in populatiile de pasari rezidente cat si in cele migratoare.

4. Detectia anticorpilor specifici la pasarile silbatice tinere rezidente indica
existenta si persistenta infectiei cu VWN (si, posibil, cu alte flavivirusuri din acelasi
serocomplex) in sezonul de transmitere 2016.

5. Referitor la riscul de infectie pentru oameni, investigarea pasarilor salbatice
poate fi considerata utila pentru anticiparea fenomenelor de sanatate ulterioare ce
pot fi induse de aceste virusuri.

6. Pe plan local, amplificarea virusului este sustinutd de pasarile rezidente, in timp
ce pasdrile migratoare sunt implicate in vehicularea si dispersia virusului pe
distante considerabile.
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6.3 Ancheta sero-epidemiologica privind infectia cu flavivirusuri la
caini din zona de est a Romaniei
6.3 Seroepidemiological investigations regarding flavivirus infections
in dogs in the Eastern Romania

Infectia cu VWN la céini a fost mentionata prima data ca urmare a izolarii virusului
de la un caine cu encefalita din Africa, Tn anul 1977 (Buckweitz s.a., 2003), acest lucru
putdnd reprezenta un real pericol pentru oameni. Ulterior, ca urmare a densitatii
populationale crescute si a cresterii in proximitatea oamenilor (Austgen s.a., 2004), infectia
cu VWN a prezentat interes prin prisma rolului pe care céinii 1l pot avea in ciclul de
transmitere a virusului. Astfel, studiile experimentale conduse pe aceastd populatie tinta,
prin inoculdri directe ale virusului, subcutanat si intravenos (Blackburn, 1989) sau prin
expunerea la tantari infectati (Aedes albopictus), au demonstrat ca rolul acestora in
epidemiologia virusului este insignifiant sau putin probabil. Totodatd, desi acestia nu
participa activ la transmitere ca si gazde amplificatoare, sunt depistati ca urmare a testarilor
serologice: 24% India, 5% New York (Lichtensteiger s.a., 2003). La aceasta specie,
exprimarile clinice sunt paupere, viremia se instaleaza la patru zile post-infectie, nivelul
viremic este redus si fluctuant (Austgen s.a., 2004) iar durata persistentei anticorpilor este
necunoscuta (Buckweitz s.a., 2003).

In infectia naturald, fenomenul de sanitate este mediat-imunologic, ceea ce creste
susceptibilitatea la infectia cu VWN (Lichtensteiger s.a., 2003). Manifestarile clinice au fost
raportate la céinii de exterior crescuti in conditii asemandtoare celor din padocuri
(Buckweitz s.a., 2003) iar semnele frecvent descrise sunt reprezentate de miocardita,
encefalita si poliartrita (Cannon s.a., 2006).

Scopul studiului nostru I-a reprezentat stabilirea prevalentei anticorpilor anti-VWN
si a altor virusuri inrudite antigenic Tn populatia de caini din zona de est a tarii. De asemenea,
s-a urmarit estimarea gradului de expansiune silentioasa a virusului cat si aprecierea rolului
coabitarii sau locuirii in arealul locuintelor oamenilor, cainii atragand tantarii, mai expusi
riscului fiind cei care locuiesc Tn zonele de oprire pentru pasarile migratoare (Davoust s.a.,
2008). Obiectivele studiului au fost focalizate asupra populatiei de caini din zonele urbane
si periurbane, pentru simularea riscului de transmitere din aceste areale, datd fiind
plasticitatea circulatiei virale in diferite ecosisteme, respectiv in zone uscate, urbane sau in
ecosisteme forestiere cu zone inundabile (Chevalier s.a., 2020).

6.3.1 Material si metode

6.3.1 Materials and methods

Pentru realizarea obiectivului, s-au recoltat 363 de probe de la caini din padocuri,
gospodarii private si de la cdini consultati in clinici (tabelul 6.12), cu diferite afectiuni sau
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clinic sanatosi (fig. 6.3). Alegerea indivizilor nu a tinut cont de varstd, Sex sau existenta
altor comorbiditati. Recoltarea probelor s-a realizat de catre personalul medical autorizat,
cu acordul apartinatorilor. Toate probele au fost obtinute prin punctia venei jugulare,
utilizdnd materiale sterile iar exprimarea serului s-a realizat prin centrifugare timp de 10

minute la 2000 rpm, ulterior fiind depozitate la -20°C.
Tabelul 6.12/ Table 6.12
Zonele de recoltare si provenienta probelor de sange de la céini
Collection points for for dogs blood samples

Judet Nr.probe testate Provenienta probelor
Suceava 12 Padoc
170 Clinici FMV
Lasi 39 Padoc 1
sl 21 Padoc 2
7 Gospodariile populatiei

Total probe lasi 237

Bacau 24 Gospodarii private
Braila 16 Gospodarii private
Galati 53 Clinica veterinard
Tulcea 21 Padoc

Total probe testate 363

Briila Tulcea

16 21

Figura 6.3 Zonele de recoltare a probelor de sange de la céini (original)
Figure 6.3 Collection points for dogs blood samples (original)

Detectia anticorpilor anti-VWN din probele de ser recoltate s-a realizat etapizat prin
tehnica ELISA de competitie, utilizind doua Kit-uri pentru uz veterinar, ready-to-use,
ambele fiind comerciale: ID-Screen West Nile Competition (IDVet Diagnostics,
Montpellier, Franta) si Ingezim WNV Compaq kit (Ingenasa). Kit-urile pot fi utilizate
pentru detectia anticorpilor anti-proteina E, indusi ca urmare a infectiei naturale sau prin
vaccinare la mai multe specii. Ambele kit-uri ELISA utilizeaza placi pre-captusite cu un
antigen recombinant VWN, baz&ndu-se pe competitia dintre anticorpii prezenti in probele
de testat si un anticorp monoclonal anti-E conjugat cu peroxidaza din hrean (HRP). Aceste
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kit-uri ELISA de competitie pot detecta virtual orice izotip de imunoglobulind dar uzual
sunt folosite pentru detectia IgG, fiind incadrate, in consecintd, ca instrumente pentru
detectia acesteia (Beck s.a., 2017).

In functie de conjugatul VWN utilizat in kit (anti-domeniu 111 al proteinei E n Kit-
ul Ingezim WNV Compag sau anticorpi anti-E directionati impotriva domeniilor mai putin
specifice, din ID Screen WNV Competition), au fost observate reactii incrucisate cu alte
flavivirusuri.

Astfel, ntr-o prima etapa, 179 probe au fost testate serologic prin tehnica
imunoenzimaticd ELISA, utilizdnd kit-ul comercial ID-Screen West Nile Competition
(IDVet Diagnostics, Montpellier, Franta) si urmarind protocolul de lucru derivat din
instructiunile furnizorului. Etapele de lucru s-au desfasurat conform tehnicii descrise la
punctul 6.1.1.2.

Probele au provenit de la caini din padocuri, gospodarii si clinici veterinare,

detaliile legate de provenienta probelor fiind redate in tabelul 6.13.
Tabel 6.13/ Table 6.13
Numarul si provenienta probelor incluse in prima etapa a studiului
The number and origin of the tested samples

Judet Nr. probe Provenienta Total probe/Judet
Suceava 12 Padoc 12
Tasi 4 Padoc -
65 Clinica FMV 69
Bacidu 24 Gospodarii private 24
Galati 53 Gospodarii private 53
Tulcea 21 Padoc 21
Total probe 179

Tn cea de-a doua etapa (tabelul 6.14), au fost testate 184 probe recoltate Tn timpul
consultatiilor oferite in clinicile FMV Iasi, din doud padocuri din Iasi si de la céini din
gospodarii private din lasi si Faurei (Braila).

Probele incluse Th cea de-a doua etapa au fost testate utilizand Kit-ul comercial
INGEZIM West Nile COMPAC (Ingenasa, Madrid, Spania), ce foloseste un anticorp
monoclonal (MADb) specific domeniului Il al proteinei E a VWN.

La acest kit, placile sunt captusite cu un antigen viral inactivat iar pentru reactie
sunt necesari 10 pl de proba. Aditia MAb specific proteinei E din conjugat determina
aparitia unei reactii colorimetrice, in cazul in care acesta este atasat de proteina (animal
indemn). Tn cazul in care animalul este infectat, epitopul este blocat de anticorpii specifici
existenti in esantion iar addugarea substratului nu va determina virarea culorii produsului
de reactie.
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Tabel 6.14 /Table 6.14
Numadrul si provenienta probelor incluse in a doua etapa a studiului
Number and the source of the samples tested in the second part of the study

Judet Nr. probe Provenienta probe Total probe/Judet
105 Clinica FMV 105
Tasi 39 Padoc 1 56
17 Padoc 2
7 Gospodarii private 7
Braila 16 Gospodarii private 16
Total probe 184

Tehnica de lucru s-a desfasurat conform instructiunilor furnizate de producator.
Astfel, incarcarea probelor in placa a fost precedata de dilutia acestora 1/5 (40pul tampon de
dilutie si 10 pl proba), cu un volum final de 50ul, dupa care au fost addugati martorii pozitivi
si negativi, Tn duplicat si in aceeasi cantitate. Dupa o agitare usoara a placii, aceasta a fost
sigilata si incubatd peste noapte (16-24 ore), la temperatura camerei (20-25°C). Dupa
perioada necesara legarii anticorpilor de antigen, placa a fost descarcata si apoi s-a realizat
o etapa de spalare tripla, cu cate 300ul/godeu, folosindu-se o solutie de spalare 1/24 (40 ml
solutie de spalare concentratd cu 960 ml apa distilata) preparata in prealabil iar ulterior s-au
adaugat 50ul conjugat (MAb conjugat cu peroxidaza) ready-to-use, in fiecare godeu. Dupa
a doua perioada de incubatie de 60 minute la 20-25 °C si a doua etapa de spalare, pentru
eliminarea excesului de conjugat si a materialului nefixat s-au adaugat 50l substrat, pentru
a releva complexul antigen-conjugat. Adaugarea substratului TMB (tetrametilbenzidina)
este urmata de o perioadad de incubatie de 15 minute, la intuneric, ce va determina virarea
produsului de reactie in albastru, in cazul in care proba este negativa. Reactia enzimatica
este opritd prin addugarea aceluiasi volum de solutie stop (acid sulfuric), ce va produce
schimbarea culorii produsului de reactie, din albastru in galben. In decurs de cinci minute
dupa adaugarea solutiei stop, s-a realizat masurarea valorilor absorbantei, la o lungime de
unda de 450 nm.

Pentru validarea rezultatelor, densitatea opticd (DO) pentru martorii negativi
trebuie sa fie mai mare decat 0.8, iar pentru martorii pozitivi DO trebuie sa fie mai mica
decat 0.35.

Interpretarea rezultatelor s-a realizat prin calcularea procentului de inhibitie (IP)
pentru fiecare proba, conform formulei:

IPproni= 100 — [(5onlr o) 4 100]

DO martor negativ
Probele au fost considerate pozitive daca IP >40%. Daca IP < 30%, proba a fost
consideratd negativa iar probele cu IP cuprins intre 30 si 40 % au fost considerate dubioase.
Esantioanele rezultate pozitive in urma testarii cu Kit-ul Ingezim au fost retestate

99



Crivei Luciana Alexandra

etape, timpi si conditii diferite. Tehnica de lucru s-a desfagurat respectand succesiunea
etapelor de la punctul 6.1.1.2.

Tn ceea ce priveste originea probelor analizate, acestea au provenit majoritar de la
caini prezentati pentru diverse consultatii sau clinic sanatosi (223/363) din gospodarii si din
padocuri (93/363).

In functie de disponibilitatea datelor individuale, pentru 271 de caini s-au luat in
considerare urmatoarele variabile: sexul animalului, varsta, talia si gradul de expunere.

Datele referitoare la distributia pe sexe sunt redate in tabelul 6.15.
Tabel 6.15/Table 6.15
Repartitia pe sexe a cainilor inclusi in studiu
Distribution per sexes of tested samples

Sex Mascul Femel Total
Nr. probe 142 129 271
Pondere (%) 52,39 47,6 100

In ceea ce priveste varsta animalelor, acestea au fost impdrtite in sase categorii de
varsta, conform clasificarii lui Studzinski CM s.a., 2006: junior (< un an), tineret (intre un
an si 2,99 ani), adult (intre trei si 5,99 ani), caini de varsta mijlocie (sase si 7,99 ani), batrani
(opt 51 9,99) si categoria de seniori (>10 ani) (Studzinski s.a., 2006), distributia pe categorii
de varsta fiind redata in tabelul 6.16.

Tabel 6.16/Table 6.16
Repartitia pe categorii de varsta a cainilor inclusi in studiu
Distribution per age of tested samples

CateAgor[e Junior Tineret Adult V.?m? Bitran Senior Total
de varsta mijlocie
Nr. probe 23 54 86 40 27 41 271
Pondere (%) 8,48 19,92 31,73 14,76 9,96 15,12 100

in functie de talie, animalele au fost repartizate n trei categorii, respectiv: talie

mica, medie si mare (tabelul 6.17), cele mai multe probe provenind de céini de talie medie

151/271 (55,71%). Ponderea mai crescuta pentru aceasta talie este pusa pe seama numarului

mare de céini de rasd mixta, din padocuri si din gospodariile private, a caror greutate la
maturitate depaseste 10 kg.

Tabel 6.17/Table 6.17

Distributia pe categorii de talie a probelor testate
Distribution per breeding size of tested samples

Talia animalelor Mica Medie Mare Total
Nr. probe 100 151 20 271
Pondere (%) 36,9 55,71 7,38 100

Ultima variabila luatd in considerare este reprezentatd de gradul de expunere,
respectiv, animale de exterior sau de interior (tabelul 6.18). Cele mai multe animale incluse
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n studiu au fost animale cu un grad ridicat de expunere, respectiv animale de exterior sau

provenite din gospodarii private si padocuri (196/271).
Tabel 6.18/Table 6.18
Distributia probelor testate in functie de gradul de expunere
Distribution of tested samples by exposure

Expunere Exterior Interior | Total
Nr. probe 196 75 271
Pondere (%) 72,32 27,67 100

Din totalul animalelor de exterior analizate (n = 196), 71 de cini au provenit de la
doud padocuri din lasi (padoc 1 =39, padoc 2 = 21) si unul din Tulcea (n= 11).

Pentru o analiza retrospectiva a probelor incluse intr-un alt studiu, 92 de seruri,
obtinute in cadrul unei monitorizari separate de la animale din padocuri ori detinute de
persoane private, au fost testate pentru detectia anticorpilor anti-flavivirusuri. Pentru aceste
probe nu exista date privind sexul si varsta (tabelul 6.19), fiind considerate ca provenind de
la animale de talie medie, cu un grad ridicat de expunere si cu varsta cuprinsa intre sase luni
si 14 ani (Raileanu, 2016).

Tabel 6.19/Table 6.19

Probe suplimentare analizate in cadrul studiului
Additional samples tested during the study

Judet Provenienti Nr.probe
Briila (Faurei) | Gospodarii private 16
Baciu Gospodirii private 24
lasi Padoc Tomesti 30
Tulcea Padoc 10
Suceava Padoc 12
Total probe 92

Datorita gradului ridicat de inrudire antigenica intre virusurile incluse in familia
Flaviviridae si pentru a exclude rezultate fals pozitive, probele rezultate pozitive prin
tehnica de detectie a IgG au fost retestate printr-o tehnica de discriminare, mai specifica,
respectiv tehnica de seroneutralizare, conform punctului 6.1.1.2.

Titrul anticorpilor neutralizanti Tmpotriva virusurilor WN si Usutu a fost
determinat prin tehnica de virus micro-neutralizare (MNT) pe celule Vero, utilizand pentru
VWN tulpina 1S-98-ST1 iar pentru VUSU tulpina France 2018. Pe scurt, probele de ser
diluate si inactivate (30 de min la 56 °C) au fost Incarcate in placi de 96 de godeuri si supuse
dilutiilor seriate de la 1/5 la 1/160. Ulterior, 50 pul suspensie virala 100 TCID50 (100 ,.tissue
culture infective dose”) au fost adaugati peste fiecare proba diluatda, urmata de faza de
absorbtie, de 90 min, la 37°C. Dupa incubare, in toate godeurile s-a addugat suspensie
celulard cu o concentratie de 2x10° celule/ml pentru VWN si VUSU, in timp ce pentru
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TBEV s-a folosit o concentratie de 4x10* celule/ml, urméand o noud incubare de 5 zile iar
incepand cu ziua 3 placile au fost verificate zilnic pentru aparitia ECP.

6.3.2 Rezultate si discutii
6.3.2 Results and discussion

6.3.2.1 Rezultatele obtinute in urma testarii prin tehnica imunoenzimatica ELISA

Compararea kit-urilor de detectie a anticorpilor specifici. Ca urmare a testarii din
cursul primei etape a celor 179 de probe provenite de la caini din padocuri, clinici veterinare
si gospodariile populatiei (tabelul 6.13) utilizand kit-ul comercial ID VET, anticorpii anti-
VWN au fost detectati in 79 de probe [(44,1%) 95% CI 36,86-51,41].

Tn cea de-a doua etapa, in urma testarii a 184 de probe din padocuri, gospodarii si
clinicaFMV (tabelul 6.14), utilizand kit-ul Ingezim WNV Compag, s-a obtinut o prevalenta
a anticorpilor specifici anti-VWN de 51% [(94/184) 95% CI 43,86-58,31].

In vederea verificarii sensibilitatii si specificitatii testului utilizat, cele 94 de probe
pozitive rezultate in urma testarii celor 184 de probe in cadrul celei de-a doua etape au fost
retestate prin tehnica de competitie, utilizand kit-ul ID Screen WNV Competition. Astfel,
din cele 94 de probe pozitive initial, in functie de cantitatea de ser disponibila, au fost
reanalizate doar 86 de probe (tabelul 6.20). Prin comparatie, desi unii autori au descris
sensibilitatea mai crescuta a Kit-ului Ingezim WNV Compagq si capacitatea de a detecta
niveluri reduse ale 19G (Beck s.a., 2017), in cadrul studiului nostru s-a obtinut un grad de
fidelitate si 0 pozitivitate de 100% a probelor, intre cele doua kit-uri utilizate pentru detectia
IgG anti-VWN.

Rezultate ELISA, distributia pe zone, variabile si circumstantele de expunere. n
urma testarii probelor incluse in prima etapa (n = 179) si utilizand kit-ul ID Screen WNV
Competition, anticorpi anti-VWN si contra altor flavivirusuri inrudite antigenic au fost
detectati in 79 de probe, cu o seroprevalentd de 44,1 % (C.I 95% 36,86 — 51,41). Referitor
la repartitia pe judete, prevalenta cea mai crescutd a fost remarcatd in judetele Galati
(47,2%) si lasi (36,2%).

In cea de-a doua etapi, prin utilizarea kit-ului Ingezim WNV Compag pentru
probele cu o provenientd majoritara din judetul lasi, s-a constatat o seroprevalenta de 51 %
[43,86 — 58,31] (94/184).

Pentru a reduce erorile date de valorile intrinseci ale celor doua teste de depistare
folosite si pentru a avea importanta statistica, in vederea stabilirii seroprevalentei cumulate,
s-au luat In considerare doar rezultatele obtinute ca urmare a testarii probelor utilizdnd
kit-ul ID Screen WNV Competition. Astfel, din totalul de 363 de probe testate, anticorpii
specifici virusului WN si altor flavivirusuri inrudite antigenic au fost detectati in 165 de
probe (79 din prima etapa si 86 confirmate ca urmare a celei de-a doua analize), cu o
seroprevalenta cumulata de 45,5 % (95% CI: 40,33-50,58).
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Tabel 6.20/Table 6.20
Testarea fidelitatii rezultatelor obtinute in urma testarii prin metoda imunoenzimaticd ELISA,

utilizdnd doua Kit-uri de detectie
Fidelity of the results obtained after testing by the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) method,
using two different detection kits

Judet/Provenienta Iasi Braila
Clinici Padoc Padoc  Gospodirii Gospodirii Total

Kit comercial | FMV 1 2 private private
Testate Ingezim WNV 105 39 17 7 16 184
Compaq
Pozitive Ingezim WNV 46 20 10 4 14 94
Compaq
Testate_I_D Screen WNV 43 15 10 4 14 86
Competition
Pozitive ID WNV
ozitive D Screen 43 15 10 4 14 86
Competition

Referitor la distributia geograficda a probelor pozitive prin ELISA, anticorpii
specifici au fost detectati in toate judetele incluse in studiu, varful prevalentei fiind observat
in Braila (87,5%), unde, din 16 probe testate, 14 au fost pozitive prin tehnica ELISA (fig.

6.4.).
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Figura 6.4 Distributia probelor pozitive in functie de originea geografica
Figure 6.4 Seroprevalence distribution of samples based on their collection site

Desi cele mai multe probe au provenit din judetul lasi (n = 237), valoarea

procentuala a seroprevalentei (40,9%) a fost inferioara celor din Briila (87,5%), Galati
(47,2%), Tulcea (57,1%) sau Bacau (66,6%).

In functie de disponibilitatea datelor individuale, rezultatele pozitive au fost
distribuite pe categorii cu potential de risc. Astfel, raportat la distributia probelor in functie
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de variabilele considerate Th cadrul studiului, exceptiand probele despre care nu existi date
individuale (n = 46), cele mai multe probe seropozitive au provenit de la masculi, de la
adultii de talie medie si cu un grad ridicat de expunere, respectiv de la animale din

gospodarii si padocuri (tabelul 6.21).
Tabel 6.21/Table 6.21
Seropozitivitatea animalelor pe baza caracteristicilor individuale
Animals seropositivity based on their individual characteristics

e B
Masculin 64 Junior 3 Mica 31 Exterior 94
Feminin 55 Tineret 20 Medie 76 Interior 25
Adult 39 Mare 12
X?jrli)tzie 19
Batrani 12
Senior 26
Total 119

Pentru una din cele mai importante variabile, respectiv gradul de expunere,
animalele seropozitive (n = 94) au provenit din doua padocuri din Iasi, un padoc din Tulcea
si din gospodariile populatiei.

In ceea ce priveste probele adiugate in vederea realizarii studiului retrospectiv (n =
92) considerate ca provenind de la animale de talie medie si cu grad ridicat de expunere,
anticorpii specifici pentru flavivirusuri au fost detectati in 46 de probe [50%; (95%ClI: 39,78
— 60,22)]. Tn cazul acestora, seroprevalenta cea mai crescuti a fost obtinuti la cainii din
gospodariile populatiei din Bacau (16/92, 17,39%) si Braila (14/92, 15,21%), in timp ce la
cainii din padocurile din Iasi, Tulcea si Suceava s-au descris valori ale seroprevalentei de
9,78% (9/92), 6,52% (6/92) si 1 % (1/92).

6.3.2.2 Rezultate obtinute in urma testarii prin tehnica de micro-virus neutralizare (MNT)
Probele seropozitive rezultate in urma testarii prin tehnica imunoenzimatica
(ELISA) au fost testate din nou prin tehnica de micro-virusneutralizare (MNT), pentru
detectia anticorpilor neutralizanti specifici pentru virusurile West Nile, Usutu si virusul
encefalitei de capusa.
disponibild, au fost testate prin tehnica de seroneutralizare 161 probe din cele 165 pozitive
in urma testérii cu kit-ul ID Screen WNV Competition.
Anticorpii specifici neutralizanti impotriva VWN au fost detectati in 131 probe din
363 recoltate pentru studiul nostru [36,1%; 95%CI: 31,15 — 41,03 (P = 0,08), Pearson’s
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correlation = 0,99], distributia seroprevalentei in functie de variabile pentru probele cu date
individuale disponibile (n = 98) fiind redata in tabelul 6.22.

Pentru probele pozitive dar fara detalii legate de sex si categorie de varsta, valorile
seroprevalentei au fost cuprinse intre 3,9% (14/363 95% CI: 1,88 — 5,84) la céini din
gospodarii din Braila si 0,3% (1/363; 95% CI: -0,26 — 0,81) la cei din Suceava.

Referitor la seropozitivitatea in functie de variabilele analizate in cadrul studiului
nostru, nu au existat diferente semnificative in ceea ce priveste sexul animalelor,
pastrandu-se o proportie similard intre rezultatele obtinute la tehnicile aplicate pentru
categoriile de sex. Astfel, din totalul de 142 de probe provenite de la masculi, au fost
pozitive prin ELISA 64 de probe, confirmandu-se prin MNT 51 de probe, cu o
seroprevalentd de 35,9%. La femele, din 129 de probe testate, 55 au fost pozitive prin
tehnica initiald si 47 (36,4%) confirmate prin MNT.

Seroprevalenta pentru variabila clasa de varsta, consideratd ca un potential factor
de risc, a prezentat alternante considerabile pentru categoriile de varsta. Seropozitivitatea
nu a fost confirmata la categoria de varsta ,,junior” (0/23) iar cele mai multe probe pozitive
au provenit de la seniori (24/41; 58,5%), animale de varsta mijlocie (16/40; 40%) si de la

adulte (34/86; 39,5%).
Tabel 6.22/Table 6.22
Distributia probelor in functie de variabilele individuale
Samples distribution based on individual variables

Pozitive Pozitive Pozitive Pozitive
Variabile MNT MNT WNV MNT MNT
WNV + USUV usuv TBEV
Masculin 51 8
Sex Feminin 47 5 1
Total 98 13 1 0
Junior 0
Tineret 15 2
Categorie de Adult 34 6 1
varsta Varsta mijlocie 16 1
Batrani 9 1
Senior 24 3
Total 98 13 1 0
Mica 19 4
Talie Medie 67 7 1
Mare 12 2
Total 98 26 1 0
Exterior 79 10 1
Expunere Interior 19 3
Total 98 13 1 0
33 NE* 4 NE*
NE* Nu sunt detalii disponibile, referitoare la gen si
talie
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Raportat la numarul de probe recoltate pentru fiecare categorie de talie, cea mai
crescutd valoare a prevalentei anticorpilor neutralizanti specifici flavivirusurilor a fost
observatd la cdinii de talie mare, 60 % (12/20), in timp ce la céinii de talie medie
seroprevalenta a fost de 44,34% (67/151) iar la cainii de talie mica de 19% (19/100).

Pentru animalele cu un grad ridicat de expunere din gospodatrii si padocuri, valoarea
seroprevalentei [60,3% = 79/131 (95% CI: 51,93 - 68,68)] este semnificativ mai mare
comparativ cu cea a cainilor de interior - 14,3% (95% ClI: 8,47 - 20,53).

Seroprevalentei obtinute in probele recoltate pentru studiul nostru de la cainii de
exterior (60,3%), se adauga valoarea anticorpilor neutralizanti specifici detectati la caini din
gospodarii si padocuri, inclusi dintr-o altd monitorizare si pentru care s-a facut testarea
retrospeciv - 25% ( 95%Cl: 17,76 - 32,62).

Testarea serologica prin metoda discriminatorie de detectie a anticorpilor
neutralizanti a relevat prezenta anticorpilor specifici pentru VWN la 79,4% din probele
ELISA-pozitive (131/165), cu valori ale titrului intre 10 si 320 si la o singura proba au fost
detectati anticorpi neutralizanti anti-VUSU (titrul anticorpilor = 160).

Aparitia simultana a anticorpilor anti-VWN si anti-VUSU a fost observata la 10,3%
din probe (17/165), la 16 dintre acestea titrul anticorpilor neutralizanti specifici anti-VWN
fiind semnificativ mai mare comparativ cu cel al anticorpilor specifici virusului Usutu
(tabelul 6.23). La o proba, provenita de la un cdine in varsta de noud ani la momentul
recoltarii probei de sange, titrul anticorpilor neutralizanti a avut aceeasi valoare (160) pentru
ambele virusuri, sugerandu-se atéat co-circulatia celor doua flavivirusuri strans inrudite cat

si co-infectia cu acestea.
Tabel 6.23/Table 6.23
Valorile titrurilor anticorpilor neutralizanti impotriva virusurilor West Nile si Usutu la céini din
judete din estul Romaniei
Neutralizing antibodies titre against WNV and VUSU in dogs from Eastern side of Romania

Titrul anticorpilor neutralizanti specifici anti-flavivirusuri
Flavivirus + MNT + 10 20 40 80 160 320 Total
VWN+ 131 15 37 33 19 18 9 131
VWN + VUSU 17 5 6 4 1 1 17
VUSU+ 1 1 1

intre judetele incluse in studiu (fig. 6.5.), cele mai multe probe pozitive fiind confirmate in
Tasi — 22,9% (83/363; 95% CI: 18,54 - 27,19) si in Galati - 4,4 % (16/363; 95%Cl: 2,3 -
6,52).

106



Teza de doctorat — 2021

WNV+
83
Weeaa
1 42
/ 1
Bachu ‘
3
P TE {»
16
SN
= £ 5 Tukea
’ j

Figura 6.5 Distributia probelor pozitive obtinute prin MNT la cainii inclusi in studiu (original)
Figure 6.5 Distribution of positive samples MNT in dogs (original)

Studiul de fata a urmarit continuarea investigatiilor intreprinse in anul 2018, privitor
la stabilirea prevalentei anticorpilor anti-VWN si demonstrarea rolului de santineld al
cainilor. Totodata, cercetarile au vizat explorarea principalilor factori de risc implicati n
infectia cu flavivirusuri transmise de tantari la aceasta specie (Crivei s.a., 2018).

Tabel 6.24/Tabel 6.24
Seroprevalenta (%) si intervalul de confidenta (95%) pe judete, obtinute prin tehnica MNT

la probele de céini
MNT seroprevalence (%) distribution Tn counties and confidence interval (95%) in dogs serum

samples
Judet Nr. probe testate | WNV+ | Seroprevalenta/Judet 95%ClI

Suceava 12 1 8,3 [-7,3 -23,97]
Tasi 237 83 35 [28,95-41,09]
Baciu 24 8 333 [14,47-52,19]
Briila 16 14 87,5 [71,29-103,71]
Galati 53 16 30,2 [17,83-42,55]
Tulcea 21 9 429 [21,69-64,02]

Total probe testate 363 131 36,1 [31,15-41,03]

Actiunile de supraveghere realizate pe aceastd specie la nivel mondial au detectat
virusurile West Nile si Usutu (tabelul 6.25), Th SUA seroconversia fiind detectata la cinii
mai mici de un an, cu sase saptamani inainte de aparitia primului caz la oameni (Kile s.a.,
2005).

Seroprevalenta constatata de noi, in urma testarii a 363 de céini din sase judete din
partea de est a Romaniei (36,1%), este in concordanta cu cea raportatd in Turcia, In anul
2006 (37,7%) dar inferioara valorilor obtinute in Italia (55,5 %, 2011; 40,43%, 2018),
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Maroc (62%) sau Statele Unite ale Americii (55,9%, 2011; 56,5%, 2004). Tn Romania,
anticorpi specifici impotriva VWN au fost detectati in anul 2018, cu o prevalenta de 42,1%
in probele testate (Crivei s.a., 2018) si In 2019, cu o seroprevalentd de 6,3%, 1n cadrul unei
actiuni de xenomonitorizare care a avut ca scop utilizarea tantarilor ca si ,,seringi biologice”
pentru a obtine sange de la mamifere (Tomazatos s.a., 2019).

Desi exista diferente ale seroprevalentei intre zonele luate Tn studiu, acestea pot fi
puse pe seama limitarilor determinate de prelevarea probelor, seroprevalenta redusd din
Suceava (8,3%; 1/12) putand fi din cauza numarul redus de probe analizate (n = 12). Totusi,
valoarea seroprevalentei poate fi justificata si prin caracteristicile geo-climatice ale Sucevei,
unde clima este racoroasa iar ecosistemul nu este favorabil circulatiei virale. De asemenea,
rezultatul monitorizarii este pozitiv corelat cu evolutia infectiei cu VWN la oameni, in
judetul Suceava primele cazuri fiind raportate in 2018 (n = 5) (ECDC, 2018).

Tabel 6.25/Table 6.25

Seroprevalenta constatata la cdini, in studii efectuate la nivel mondial
Dogs seroprevalence obtained in worldwide studies

Nr. probe % %
Tara tesr'zate VWN | VUSU Referint
Canada 143 28 Gaunt s.a., 2015
Ciad 55 30,9 Davoust s.a., 2014
China 367 4,6 Lan s.a., 2011
Republica Democrati Congo 24 12,5 Davoust s.a., 2014
Djibouti 47 12,8 Davoust s.a., 2014
Franta 71 84 Magquart s.a., 2017
Franta 104 6,7 Davoust s.a., 2014
Italia 36 55,5 Busani s.a., 2011
Coasta de Fildes 137 2,2 Davoust s.a., 2014
Maroc 231 62 80 Durand s.a., 2016
Puerto Rico 269 85 Phoutrides s.a., 2011
Senegal 141 4,9 Davoust s.a., 2014
1,3-
Spania 810 1,6 03 Garcia-Bocanegra s.a., 2018
Statele Unite ale Americii 442 26 Kile s.a., 2005
Statele Unite ale Americii 189 53 ;;)0”113& ranele, and Boyee s
Statele Unite ale Americii 414 55,9 Levy s.a., 2011
Statele Unite ale Americii 154 56,5 Lillibridge s.a., 2004
Turcia 114 37,7 Ozkul s.a., 2006
MISSOURI 169 2,36 Buckweitz S. s.a., 2003
Quebec, Canada 1442 3,1 Rocheleau J. P. s.a., 2017
Italia 183 4043 | 13,11 | Montagnaro S s.a., 2018
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Valori semnificativ superioare ale prevalentei anticorpilor specifici au fost obtinute
la categorile de caini cu un grad ridicat de expunere, respectiv la cei din padocuri si
gospodarii (60,3%, 79/196; 25%, 33/92), comparativ cu cainii de companie (14,3%, 19/75).

Diferenta notabila dintre cele doua categorii de animale poate fi atribuita mediului
in care cainii sunt crescuti, studii desfasurate anterior demonstrand faptul cd animalele care
petrec un timp considerabil in exterior si sunt adapostite Tn conditii asemanatoare celor din
padocuri sunt predispuse infectiilor cu flavivirusuri (Buckweitz s.a., 2003; Gaunt s.a, 2015;
Lan s.a., 2011).

Factorii favorizanti care se regasesc in mediile de crestere ale animalelor de exterior
sunt reprezentati de standardele reduse de igiend, densitatea crescutd a animalelor cat si de
activitatea intensa a tantarilor din adaposturile pentru cinii fara stapan (Ozkul s.a,. 2006).

Seropozitivitatea din cadrul studiului nostru este sustinuta si de rezultatele obtinute
ca urmare a analizei femelelor din genul Cx.pipiens, care au aratat ca acesti vectori s-au
hranit preponderent de la caini (Mufoz s.a., 2011).

Deoarece 1n toate studiile desfasurate pe caini rata seropozitivitatii la animalele de
exterior este superioara celei de la animalele crescute in interior, gradul de expunere poate
fi considerat un factor de risc 1n infectia cu flavivirusuri.

Prin tehnica de MNT, au fost remarcate co-infectii la 17 cdini, detectati seropozitivi
atat pentru virusul West Nile cat si pentru Usutu. Cu un titru al anticorpilor specifici
neutralizanti pentru primul virus superior celui de-al doilea, la 16 animale probele au fost
considerate pozitive doar pentru VWN.

Totusi, circulatia simultand a celor doud virusuri a fost demonstrata in cadrul
studiului printr-o proba pentru care titrul anticorpilor neutralizanti a fost egal (160/160).
Lipsa diferentei dintre nivelurile anticorpilor face dificila excluderea infectiei duble,
datorita prezentei sero-receptorilor pentru ambele virusuri, proba fiind clasificata ca VWN/
VUSU. Proba a fost recoltata in luna Septembrie 2017, in Galati si a provenit de la un
mascul Samoyed clinic sanatos, in varsta de noui ani.

Pentru singura proba pozitiva doar pentru virusul Usutu, conform protocolului,
anticorpii specifici au fost atribuiti acestui flavivirus, cu un titru al anticorpilor neutralizanti
de patru ori mai mare decét cel pentru VWN (10/160). Proba a fost recoltata pe 25.03.2019,
ntr-un padoc din judetul Iasi si a provenit de la o femela in varsta de patru ani, de culoare
negru, rasa mixta si talie medie.

Aceasta este prima raportare a infectiei cu virusul Usutu la animale Tn estul
Romaniei, pana in prezent infectia cu virusul Usutu nefiind semnalata la pasari sau la alte
mamifere.

Referitor la infectia cu virusul encefalitei transmise de cdpusa, in probele testate in
cadrul studiului nostru, nu s-au putut detecta anticorpii specifici infectiei, neputdndu-se
confirma circulatia virusului in populatiile de caini luate in studiu.
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6.3.3 Concluzii partiale

6.3.3 Partial conclusion

1. In cadrul cercetarilor noastre s-au analizat 363 de probe de ser recoltate de la caini din
sase judete din zona de est a Romaniei: lasi, Suceava, Galati, Bacau, Braila si Tulcea.
Probele au fost analizate etapizat, utilizand doua kit-uri comerciale ELISA pentru detectia
anticorpilor specifici VWN, obtinandu-se 0 seroprevalenti cumulata de 44,1% (165/363),
valoare comparabila cu rezultatele altor studii publicate.

2. Analizénd rezultatele obtinute de noi in urma utilizarii comparative a doua Kit-uri
comerciale de competitie, kit-ul ID Screen WNV Competition si kit-ul Ingezim WNV
Compag, s-a constatat o corelare de 100% pentru probele testate in conditii si timpi diferiti,
ceea ce denota acuratetea rezultatelor obtinute si valori intrinseci de diagnostic identice
ale celor doua kit-uri.

3. Pentru stabilirea potentialilor factori de risc, datele individuale ale cainilor au fost
sistematizate in cinci categorii de variabile: originea probelor, sex, categorie de varsta, talie
si gradul de expunere. Rezultatele noastre au aratat ca cele mai multe probe seropozitive au
provenit de la masculi, de la adultii de talie medie si cu un grad ridicat de expunere,
respectiv de la animale din gospodarii si padocuri.

4. Rezultatele studiului nostru, in special valoarea crescutd a seropozitivitatii la cainii
crescuti in exterior (variabila gradul de expunere), denotd faptul cd aceste animale pot fi
utilizate ca santinele pentru monitorizarea activitatii flavivirusurilor in zonele urbane si
periurbane.

5. Pentru evitarea rezultatelor fals pozitive obtinute ca urmare a reactiilor de incrucisare
serologica cu alte flavivirusuri ce ar putea circula in zona de interes, probele pozitive la
ELISA au fost testate si prin tehnica de seroneutralizare pentru VWN, TBEV si VUSU.
Din cele 161 probe testate, anticorpi specifici neutralizanti anti-VWN au fost detectati la
131 de probe, ceea ce semnifica o circulatie virala crescuta in populatia de céini din zona
de est a Romaniei.

6. Studiul de fatd evidentiazd amploarea distributiei infectiei cu VWN la céini in estul
Romaniei. Profilul serologic la caini poate reprezenta un parametru demn de luat n
considerare in vederea stabilirii riscului de infectie cu VWN pentru oameni din zonele
urbane si periurbane.

7. Identificarea unei probe pentru care titrul anticorpilor neutralizanti anti-VWN si anti-
VUSU a fost egal (160/160), demonstreaza circulatia simultana a celor doua virusuri, chiar
daci lipsa diferentei dintre nivelurile anticorpilor face dificild excluderea infectiei duble,
proba fiind clasificata ca VWN/VUSU.

8. Singura proba pozitiva doar pentru VUSU, cu un titru al anticorpilor neutralizanti de
patru ori mai mare decat cel pentru VWN (10/160), ne indreptéteste sd raportim prima
semnalare a circulatiei virusului Usutu in populatia de céini in zona de est a Romaniei.

9. Cainii pot fi o alegere relevanta pentru monitorizarile serologice in vederea detectiei
precoce a circulatiei virusurilor West Nile si Usutu.
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6.4 Ancheta sero-epidemiologica privind infectia cu arbovirusuri la
oameni Tn zona de est a Romaniei
6.4 Seroepidemiological investigations regarding flavivirus infections
in humans in the Eastern Romania

6.4.1. Infectia cu virusurile West Nile si Usutu la oameni
6.4.1 Human infection with West Nile and Usutu viruses

Re-emergenta virusului West Nile in Europa a fost marcata de epidemia din
Romania din anul 1996. Recurenta circulatiei virale In Romania ar putea fi explicata prin
doud fenomene posibile, care nu se pot exclude reciproc, respectiv: reintroducerea periodica
a virusului prin intermediul pasarilor migratoare din zonele endemice ale Africii, si
propagarea virusului in timpul perioadelor nefavorabile in locatii specifice, gratie unor
mecanisme de persistentd. Acestea din urma pot fi reprezentate de fenomenul de
iernare/overwintering-ul, transmiterea in descendenta la tantari precum si transmiterea intre
pasari sau persistenta infectiei la pasari (Chevalier s.a., 2011).

Dupa evolutia celor mai notabile episoade de infectic cu VWN din Franta, 1962 si
Romania, 1996 (Sejvar 2003), incepand cu anul 2010, infectiile cu VWN au fost raportate
in mod constant in tarile din bazinul Mediteraneean si in alte tari precum: Bulgaria, Croatia,
Romania, Grecia, Italia, Macedonia, Maroc, Portugalia si Spania (Angenvoort g.a., 2013).

In infectiile simptomatice cu VWN, productia si persistenta pe termen lung a
anticorpilor specifici (IgG si uneori IgM) ar putea fi explicata printr-o stimulare initiala
puternica a Sistemului imun, ce duce la un raspuns umoral semnificativ si stabil de-a lungul
timpului. Aceastd persistentd a fost explicatd si prin alte mecanisme dependente sau
independente de antigen (Papa s.a., 2015). De asemenea, studiile experimentale efectuate
pe soareci au evidentiat faptul cd in timpul proceselor inflamatorii de la nivel renal sunt
prezente, In principal, celule plasmatice secretoare de IgG, spre deosebire de maduva osoasa
hematogena si splina, la care exista o predominata a celulelor plasmatice secretoare de IgM
(Mumtaz s.a., 2012).

Aparitia cazurilor de infectie cu arbovirusuri este dependenta de o serie de factori
conectati in mod direct si indirect la cele trei niveluri de difuzare si amplificare virala:
vectori, gazde amplificatoare si gazde incidentale (Montgomery & Murray, 2015).
Conditiile climatice influenteaza populatiile de vectori prin corelatia pozitiva dintre
precipitatii, temperatura ambientala si abundenta speciilor de tantari (Kilpatrick s.a., 2008).
Amplificarea virala si infectivitatea tantarilor se bazeazd pe prezenta gazdelor
amplificatoare, responsabile de mentinerea virusului in natura (Murray s.a., 2013), mai ales
in sezoanele calde, cand interactiunile dintre pasari si tantari sunt sporite (Esser s.a., 2019).
In cele din urma, aparitia cazurilor umane este influentata si de factori de risc obiectivi
precum si de factori individuali. Privitor la factorii obiectivi, studiile au demonstrat ca
oamenii care locuiesc in proximitatea locurilor cu apa stagnanta si, implicit, habitate ale
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tantarilor, au fost mai expusi infectiei virale. Alti factori de risc, care ar putea creste
probabilitatea infectarii cu arbovirusuri, sunt reprezentati de timpul de expunere (Han s.a.,
1999) si de adoptarea preventiei nespecifice impotriva tantarilor, prin utilizarea substantelor
repelente (Montgomery & Murray, 2015).

Tiparul de distributie al arbovirusurilor in randul populatiei este influentat si de
variabile socio-economice (Hernandez, Torres, & Joyce, 2019), cum ar fi nivelul de
educatie, existenta comunitatilor defavorizate cu vulnerabilitate familiald (persoane
neintegrate social, fard acces la servicii de sdndtate sau la educatie si cu venituri reduse). Un
studiu condus de N.C. Pinheiro Rodrigues si autorii, in 2017, in Brazilia, a relevat faptul
ca, in zonele defavorizate din centrele urbane, existenta conditiilor sanitare precare si lipsa
retelei de apa curentd, asociate colectarii deseurilor, favorizeaza crearea habitatelor pentru
speciile de tantari antropofile (Rodrigues s.a., 2018). Persistenta acestor predispozitii,
dublate de lipsa programelor eficiente de control ale vectorilor, concura la asigurarea unui
ciclu de transmitere pentru arbovirusuri (Marchi, Trombetta, & Montomoli, 2018).

In ceea ce priveste factorii de risc la nivel individual cét si la nivel de agregate
sociale, acestia includ atat raspunsul imun inndscut cat si cel adaptativ si contribuie la
aparitia formelor neuroinvazive (Montgomery & Murray, 2015). Studiile clinice desfasurate
pe cohorte au inclus, ca factori individuali de risc pentru dezvoltarea formei neuroinvazive,
existenta altor comorbiditati, varsta inaintata si in unele cazuri sexul masculin (Jean s.a.,
2007; Lindsey, Staples, Lehman, & Fischer, 2012).

Excepténd factorii de risc obiectivi, populationali (variatiile in structura populatiei)
si individuali, cresterea temperaturii din timpul sezonului de iarna este predictiva pentru
incidenta crescutd din timpul sezonului de transmitere (Mallya s.a., 2018).

Comorbiditatile indentificate Tn mod frecvent au fost reprezentate de boli
cardiovasculare, boli renale cronice, infectia cu virusul hepatitei C, imunosupresia
(Montgomery & Murray, 2015), consumul abuziv de alcool si procesele tumorale (Garcia,
Hasbun, & Murray, 2015).

Tn cazul suprapunerii infectiei cu VWN la pacienti cu diabet, se constata un deficit
al statusului imun, ceea ce conduce la cresterea intensitatii si a duratei viremiei. La pacientii
cu hipertensiune arteriald, infectia cu VWN produce perturbarea barierei hemato-encefalice
si accelerarea pasajului viral citre sistemul nervos central (Jean s.a., 2007). Imbitranirea
este asociatd unui declin al functiei imunitare si a eficientei mecanismelor anti-virale
innascute. Aceste deficiente imunitare in raspunsul anti-viral contribuie la permeabilizarea
Murray, 2015).

In ceea ce priveste infectia cu VUSU la oameni In Europa, au fost descrise cazuri
clinice insotite si de unele fenomene neurologice (pareza faciala, encefalite, meningite) la
pacientii imunocompromisi (Cle M s.a., 2020). Tn contrapartida cu exprimirile clinice,
studii moleculare si serologice, desfasurate pe donatori de sange in tari precum Olanda
(Zaaijer HL s.a., 2019), ltalia (Carletti F s.a., 2019), Germania (Cadar D s.a., 2017) si
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Austria (Bakonyi T s.a., 2017), au demonstrat ca virusul circuld in mod silentios in randul
pacientilor asimptomatici. Rezultatele acestor studii confirma faptul ca prevalenta portajului
viral nu este pe deplin cunoscuta in randul acestei categorii, aspectul reprezentand o reala
preocupare medicala (Cle M s.a., 2020).

6.4.2 Material si metode
6.4.2 Materials and methods

6.4.2.1 Esantionajul si conditionarea probelor

in vederea detectiei infectiei cu VWN si VUSU la oameni, Tn intervalul aprilie -
septembrie 2019, au fost prelevate probe de ser de la pacienti ai Spitalului de Boli
Infectioase "Sfanta Parascheva" din Iasi.

Probele incluse in studiu au fost prelevate cu consimtamantul pacientilor, pe baza
Hotararii numarul 2101/07.02.2019, eliberata ca urmare a cererii formulate de catre Centrul
Universitar de Cercetari Medicale Veterinare al USAMV lasi, In scopul realizarii
cercetarilor din cadrul tezei de doctorat.

Ca urmare a colabordrii cu unitatea sanitard, Tn sezonul de transmitere mai -
octombrie au fost prelevate 104 probe de ser de la pacienti spitalizati care nu au prezentat
simptome corespunzatoare definitiei de caz, respectiv orice persoand cu varsta peste 15 ani
care manifesta febra si meningoencefalita sau encefalitd (Sribu s.a., 2011).

Pacientii care si-au dat acordul pentru prelevarea probelor, au completat un
chestionar menit sa colecteze informatii demografice (sex si grupe de varsta), clinice
(existenta unor conditii medicale preexistente), precum si locul de provenienta. Datele
individuale de interes, integrate in chestionar, au fost extrase din categoriile de risc
mentionate anterior. In ceea ce priveste istoricul medical, chestionarul aplicat persoanelor a
cuprins intrebari referitoare la existenta unor comorbiditati precum: diabet, hipertensiune,
afectiuni cardiovasculare, neurologice sau renale (tabelul 6.26).

Probele recoltate au provenit de la persoane cu varsta cuprinsa intre 16 si 98 ani
(media de varsta = 59 de ani), cele mai multe probe provenind de la pacienti in varsta de 61,
63, 64, 65, 69 si 70 de ani. Din totalul de 104 probe, dependent de capacitatea kit-ului, 88
au fost incluse 1n studiul pentru detectia anticorpilor specifici anti-VWN si anti-VUSU, fiind
excluse astfel serurile provenite de la persoane care nu nu se incadrau n categoriile de risc:
afectiuni preexistente sau varsta inaintata (tabelul 6.26).
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Tabel 6.26/ Table 6.26

Comorbiditatile pacientilor inclusi in studiul pentru detectia arbovirusurilor (Dupa Lindsey s.a.,

2012)
Comorbidities of tested patients (After Lindsey et al. 2012)
Nr. probe recoltate de la | Pacienti testati cu
Conditii medicale pre-existente pacien(i cu una .sa.u ,nfai unasau m,a i.nju.lte
multe comorbidititi comorbiditati
asociate asociate
Hipertensiune 24 23
Diabet 5 5
Boli cardiovasculare 6 5
Imunosupresie 1 1
Boli renale cronice 12 12
Boli hepatice cronice 23 21
Transplant de organe/Transfuzii de sange 0 0
Alte afectiuni
Fenomene digestive 11 10
Respiratorii 7 6
Neurologice 13 13
Clinic sanatos 3 3
Sepsis 7 7
Infectii diverse 12 10

Tabel 6.27/ Table 6.27

Caracterele demografice ale pacientilor inclusi in studiu
Demographic characters of tested patients

Variabila Nr. p(rr?t;elr;:)oltate Nr. pro(tr)]e:tegs;)ate 19G
Grupa de varsta

16-58 39 33
60-69 35 31

>70 30 24
Varsta medie 57,27 60,70
Varsta mediana 63 63
Repartitie pe sexe

Barbati 48 38
Femei 56 50

Sex ratio (Femei : Barbati) 56 :48 (1:1,16) 50:38 (1,31)
Mediul de provenienta

Urban 30 26
Peri-urban 18 14
Rural 56 48
Total 104 88
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Aditional, au fost introduse in studiu si alte 88 de probe (tabelul 6.27), analizate
initial Tn cadrul unui alt studiu, al carui obiectiv 1-a reprezentat detectia infectiei cu virusul
hepatitei E. Probele au fost recoltate cu acordul pacientilor, in baza Hotararii eliberate de
Comisia de Etica a Spitalului de Boli Infectioase "Sfanta Parascheva" lasi (Hotararea
numarul 8/18.02.2015). Esantioanele au fost recoltate de la pacienti cu diferite forme de

hepatita, avand varsta cuprinsa intre un an si 73 de ani (Porea, 2018).
Tabel 6.28/ Table 6.28
Distributia numarului de pacienti inclusi in studiul retrospectiv, in functie de varsta si sex
Number and distribution of retrospectively tested patients, according to age and gender

Grupa de virsti Probe testate 1gG
(n=188)

<16 4

16-58 51

60-69 4

>70 1

Varsta medie 36,1

Varsta mediana 35,5

Sex ratio (Femei : Barbati) 41 : 19 2,15:1

6.4.2.2 Testarea serologica

in scopul identificarii anticorpilor specifici anti-VWN 1n probele de ser provenite
de la pacienti umani, au fost utilizate Kit-urile Anti-West Nile Virus ELISA (IgG) si Anti-
West Nile Virus ELISA (IgM) de la Euroimmun (Germania). Testarea serologica s-a
realizat respectand instructiunile furnizate de producator si particularitatile fiecarui Kit.
Probele au fost testate initial pentru detectia IgG si ulterior pentru IgM.

Ambele kit-uri furnizeazd o metoda de detectie semicantitativa, in vitro, a
anticorpilor specifici (Ig G sau [gM) directionati impotriva virusului West Nile in probele
de ser de la oameni. In functie de anticorpii targhetati, au fost introdusi in analiza trei
calibratori cu valori ale unitatilor relative diferite (200 RU/ml, 20 RU/ml si 2 RU/ml), in
cazul detectiei anticorpilor IgG sau un singur calibrator, pentru detectia anticorpilor IgM.

Protocolul de lucru, pentru ambele determinari, a constat in dilutia probelor 1:101,
n buffer de dilutie (10ul ser si 1 ml buffer de dilutie), incarcarea in placa captusita cu antigen
West Nile a cate 100 pl proba de analizat, martorii pozitivi, negativi si calibratorii
corespunzatori in duplicat. Consecutiv incarcarii in placa, s-au respectat trei incubari: prima
de 60 de minute, a doua, de 30 de minute dupa adaugarea enzimei conjugat (anticorpi
secundari anti-specie, conjugati cu peroxidaza din hrean) si a treia de 15 minute, dupa
addugarea solutiei substrat (TMB - tetrametilbenzidind). Reactia a fost oprita prin addugarea
solutiei stop (acid sulfuric) iar densitatea optica a fost masuratd la lungimea de unda de
450nm.
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Evaluarea rezultatelor s-a realizat semicantitativ, prin calcularea raportului dintre
valorile densitatii optice a probelor de testat si densitatea optica a celui de-al doilea

calibrator, in cazul detectiei IgG si a singurului calibrator, pentru detectia IgM.
Densitatea optica a probei

= Raport
Densitatea oprica a calibratorului numarul 2 sau a unicului calibrator P

Astfel, o valoare a acestui raport mai mare sau egala cu 1,1 a corespuns unei probe
pozitive, o valoarea mai mica decat 0,8 - unei probe negative iar probele ale caror valori au
fost cuprinse intre 0,8 si 1,1 au fost considerate dubioase.

Dupa testarea pentru detectia IgG, probele au fost retestate pentru detectia
anticorpilor IgM anti-VWN si pentru detectia IgG anti-VUSU. Pentru detectia celui din
urmd, s-a folosit Kit-ul Anti-Usutu virus ELISA pentru IgG (Euroimmun, Germania).
Testarea s-a realizat respectdnd instructiunile furnizorului, cantitatile reactivilor,
succesiunea etapelor, evaluarea si interpretarea rezulatelor fiind aceleasi ca pentru detectia
IgG anti -VWN.

6.4.3 Rezultate si discutii
6.4.3 Results and discussion

6.4.3.1 Rezultatele obtinute n urma testarii serologice pentru detectia anticorpilor

anti-VWN (IgG)

In urma analizei serologice a celor 176 de probe provenite de la pacienti umani,
valoarea seroprevalentei totale este de 3,4 % [95% CI (0,73 — 6,09)]. Astfel, din totalul celor
88 de probe recoltate strict pentru studiul de fata, doua probe au fost pozitive si una dubioasa
[2,3%, 95%CI (-0,84 — 5,39)]. Din cele 88 probe recoltate in anul 2015, testate in scopul
realizarii unui studiu retrospectiv, In patru probe au fost detectati anticorpi anti-VWN
[4,5%, 95% CI (0,19 - 8,9)].

Cele doud probe pozitive pentru IgG au provenit de la pacienti din zona rurala si
din categoria de vérsta de risc de peste 55 de ani (81 si 56 de ani). In ceea ce priveste
prezenta afectiunilor preexistente, una dintre probe (ID proba: 44) a fost recoltata de la o
femeie cu afectiuni cardio-vasculare iar cealaltd a provenit de la un barbat ce prezenta febra
si tuse (ID proba: 55).

Tn cazul probelor recoltate Tn anul 2015, cele patru pozitive la VWN au provenit de
la pacienti pozitivi si pentru infectia cu virusului hepatiei E.

6.4.3.2 Rezultatele obtinute n urma testarii serologice pentru detectia anticorpilor
anti-VWN (IgM)

In urma retestirii probelor pentru detectia IgM (tabelul 6.28), s-a obtinut o
seroprevalenta de 9,1 % [95% CI (3,08 - 15,1)], cu opt probe pozitive si opt cu rezultat
dubios (ID probe: 22, 106, 52, 105, 65, 70, 90, 109). Dintre cele opt probe confirmate, una
a fost pozitiva atat pentru IgG, cat si pentru IgM (ID proba: 44).
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Tabel 6.29/ Table 6.29
Informatii privind probele pozitive pentru detectia anticorpilor IgM anti-VWN
Data regarding positive samples for anti-WNV IgM

Dp rol:?:i' IgM Sex Varsta Resedinta
pozitiv ’ ’
10 F 69 Urban
12 M 34 Peri-urban
20 F 61 Rural
38 F 65 Peri-urban
40 F 70 Rural
91 M 45 Rural
44 F 81 Rural
92 M 64 Peri-urban
RaportF: B 5:3
Varsta medie 61,1
Varsta mediana 64,5
Varsta minima 34
Virsta maxima 81
Provenienta Urban
Peri-urban
Rural 4
IgG + IgM pozitive | 1D probd 44

In ceea ce priveste comorbidititile asociate, declarate in chestionar, trei pacienti au
mentionat pneumonie $i cite un pacient a mentionat una sau mai multe afectiuni asociate:
diabet, hipertensiune, afectiuni cardio-vasculare, febra si reactie alergica la intepaturd de
insecta.

6.4.3.3 Rezultatele testarii serologice pentru detectia IgG anti-VUSU

in urma testirii serologice a celor 88 de probe provenite de la pacientii de la
Spitalului de Boli Infectioase "Sfanta Parascheva" lasi, nu a fost confirmatd serologic
infectia cu VUSU la oameni, o singura proba avand rezultat dubios (ID proba: 68). Proba a
fost recoltatd de la o femeie in varstd de 56 de ani, din zona periurbana.

In Romania, conform rapoartelor Centrului European de Prevenire si Control al
Bolilor, infectia cu VWN a fost raportata anual, incepand cu 2010. Dupa acest an, tendinta
cazurilor a fost in descrestere, pentru ca Incepand cu anul 2012 sé se inregistreze un trend
ascendent (Crivei s.a., 2018b), cu un varf al incidentei in anul 2018 (n =277), in anul 2019
nregistrandu-se 62 de cazuri. In ceea ce priveste evolutia cazurilor umane in lasi in
intervalul de timp mentionat, varful incidentei a fost inregistrat tot in anul 2018 (n = 26) iar
in anii 1n care au fost prelevate probe de la pacienti pentru studiul nostru, respectiv 2015 si
2019, s-au inregistrat trei si respectiv patru cazuri (ECDC, 2018; 2019).

Prin acest studiu s-a urmarit detectia anticorpilor specifici la pacienti asimptomatici
si totodatd stabilirea factorilor de risc incriminati In epidemiologia bolii la oameni.
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Seroprevalenta de 3,4 %, observatd ca urmare a testarii pentru detectia IgG anti-VWN pe
probe umane, arata ca sase din cei 176 pacienti inclusi in studiu au intrat in contact cu VWN
dar nu au exprimat clinic boala.

Imunitatea umorald este un aspect critic al protectiei impotriva flavivirusurilor,
avand o importanta deosebita atat in clearance-ul infectiei cat si in protectia in cazul unei
reinfectii ulterioare (Carson s.a., 2014), productia de IgG debutand la patru - cinci zile post
infectie (Murray, Garcia, Yan, & Gorchakov, 2013). Studii efectuate pe cohorte de donatori
de sange au demonstrat cd infectia cu VWN determind aparitia unui raspuns umoral de
durata si stabil de-a lungul timpului, cu o persistenta a anticorpilor specifici 1gG, de la un
an pentru 100% dintre donatori (Prince s.a., 2007), pana la cinci ani post-infectie (Carson
s.a., 2014).

Raportand datele privitoare la durata persistentei IgG, conform Prince s.a., 2007 si
Carson s.a., 2014, pentru cele doud probe recoltate in lunile mai si iunie, se poate aprecia o
interactiune virus-organism de minim un an pana la maxim cinci ani.

Tn cazul markerilor umorali pentru infectia recenta, aparitia IgM debuteazi a doua
zi de la expunere (Murray, Garcia s.a., 2013) si atinge un varf al titrului seric la 18 zile post-
infectie (Diamond s.a., 2009). Pe baza analizei de regresie, studii efectuate pe cohorte au
demonstrat ca persistenta anticorpilor IgM in serul pacientilor poate varia de la doua luni
(Murray, Garcia s.a., 2013) pana la 180 zile post infectie (Papa s.a., 2011), la sapte-opt luni
(Diamond s.a.,2009), la un an (Prince s.a., 2007) sau pana la 1 an si 4 luni (Roehrig s.a.,
2003).

In acest context, rezultatele obtinute in prezentul studiu demonstreazi ca opt din 88
de pacienti testati au intrat in contact cu virusul West Nile (seroprevalenta IgM=8,9%).
Extrapoland rezultatele studiilor mentionate anterior privind persistenta anticorpilor
specifici IgM si raportandu-ne la momentul recoltarii probelor pozitive [aprilie (n = 2), mai
(n = 4) si iulie (n = 2)], putem aprecia ca infectia s-a produs la inceputul sezonului de
transmitere al anului 2019 pentru probele recoltate in luna iulie, la debutul aceluiasi sezon
(infectie timpurie) pentru probele recoltate in luna mai din anul 2019, sau in sezonul de
transmitere 2018, pentru probele pozitive, recoltate in luna aprilie, in cazul celor din urma
fiind remarcata persistenta indelungata a IgM (un an).

Pentru proba pozitiva (ID proba = 44) atét pentru IgM (DO = 0,414) cét si pentru
IgG (DO = 0,665), recoltata la finele lunii mai 2019, coexistenta celor doud imunoglobuline
poate fi pusd pe seama unei reinfectii, sau pe suprapunerea celor doud clase de
imunoglobuline incepand cu a doua saptimani post-infectie, cand IgG Incep si fie
detectabile Tn probele de ser (Musso s.a., 2020).

Privitor la semnificatia factorilor de risc, prin prezentul studiu nu s-a putut
demonstra cd o anumitd afectiune pre-existentd poate influenta seroconversia. Totusi,
considerand cele patru rezultate pozitive pentru IgG din studiul retrospectiv pe pacienti
pozitivi pentru HEV, se poate afirma ca infectia cu virusul hepatitei E poate reprezenta un
potential factor de risc pentru infectia cu VWN, alaturi de infectia cu virusurile hepatice B
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si C (Murray s.a., 2006; Philpott s.a., 2019). In ceea ce priveste ceilalti factori de risc
mentionati In literatura de specialitate, rezultatele noastre nu au putut demonstra o influenta
a unei afectiuni existente sau vreo diferenta semnificativa din punct de vedere statistic in
privinta sexului in randul pacientilor.

Abordarea recoltarii selective a probelor, pe baza criteriilor de risc (varsta, afectiuni
preexistente si provenientd), in vederea realizarii testarii pe subiecti asimptomatici pentru
infectia cu VWN, ar putea constitui o limitare a studiului nostru, desi aceste criterii de
selectie sunt frecvent intinite in cazul pacientilor care exprimi clinic infectia. In
perspectiva, se urmareste realizarea unor studii epidemiologice longitudinale de durata, cu
un numar mai mare de pacienti selectati stocastic, fara criterii discriminatorii, pentru a se
putea detecta o valoare fideld a seroprevalentei.

Seroprevalenta IgG obtinutd in urma analizei celor 176 de probe este apropiata de
cea obtinuta in Italia (3,7%), desfasurata pe 2.507 subiecti (Pezzotti s.a., 2011) si in Tunisia
(4,3%), desfasurata pe 742 pacienti, in 2003 (Riabi s.a., 2010) si mai micd comparativ cu
cele obtinute in Algeria (9,8%) (Hachid s.a., 2019), Zambia (10,3%) (Mweene-Ndumba
s.a., 2015) sau Gabon (27,2%) (Pourrut, Nkoghé, Paweska, & Leroy, 2010).

Lipsa rezultatelor pozitive la testarea probelor pentru detectia anticorpilor specifici
anti-VUSU denota faptul ca acest virus nu este circulant la oameni, in zona luata in studiu,
cu atat mai mult cu cat probele pozitive pentru VWN au fost negative pentru VUSU,
excluzandu-se astfel coinfectia sau reactiile serologice incrucisate pentru virusurile din
acelasi serocomplex.

6.4.3 Concluzii partiale

6.4.3 Partial conclusions
1. Investigatiile serologice (ELISA) efectuate pe un numar de 176 de probe provenite de la
pacienti umani, internati la Spitalul de Boli Infectioase "Sfanta Parascheva" din Iasi au
relevat o prevalenta a anticorpilor specificic VWN (1gG) de 3,4 %, valoare care este
apropiata de cea obtinuta de cétre alti autori 1n Italia (3,7%) si in Tunisia (4,3%) si mai mica
comparativ cu cele obtinute in Algeria (9,8%), Zambia (10,3%) sau Gabon (27,2%).
2. Testarea a 88 de probe pentru detectia markerilor infectiei recente (IgM) a evidentiat 0
seroprevalenta de 9,1% 1n populatia testatd, ceea ce denota faptul cé opt pacienti din 88
testati au intrat in contact cu VWN la Tnceputul sezonului de transmitere.
3. Seroprevalenta constatata de noi atat pentru IgG cat si pentru IgM, alaturi de prevalenta
anuald a cazurilor clinice la om, confirma caracterul endemic al infectiei cu VWN 1in zona
de est a Romaniei.
4. In ceea ce priveste detectia markerilor umorali (IgG) ai infectiei cu VUSU, cu exceptia
unui rezultat dubios, nici o proba din cele 88 testate nu a fost pozitiva, ceea ce sugereaza
faptul ca VUSU inca nu este circulant la oameni in zona studiata.
5. In vederea stabilirii factorilor de risc incriminati in infectia cu VWN, datele individuale
ale pacientilor, obtinute cu acordul acestora, au fost sistematizate in urmatoarele variabile:
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grupa de varsta, sex, mediu de provenienta si existenta unor conditii medicale preexistente.
Din analiza datelor noastre, nu s-a putut confirma implicatia acestor factori si influenta
anumitor comorbiditati pre-existente Th seroconversia specifica.

6. Rezultatele obtinute in urma studiului nostru evidentiaza necesitatea implementarii unui
sistem de supraveghere si control al infectiei cu VWN la donatorii de sange
asimptomatici.

7. In perspectiva, este necesara realizarea unor studii epidemiologice longitudinale de
durata, cu un numar mai mare de pacienti selectati stocastic, fara criterii discriminatorii,
pentru a se putea determina o valoare reali a seroprevalentei flavivirusurilor.
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CAPITOLUL VII
IDENTIFICAREA AGENTILOR PATOGENI DE NATURA
VIRALA iN TANTARI PRIN INTERMEDIUL
SISTEMULUI HIGH-THROUGHPUT REAL-TIME PCR

CHAPTER VII
HIGH-THROUGHPUT DETECTION OF MOBOVIRUSES

Tantarii sunt responsabili de transmiterea biologicd a unei mari diversitati de
arbovirusuri ce pot produce tulburari de sanatate la oameni si animale de companie sau de
rentd. Dintre cele circa 3500 de specii de tantari descrise pana in prezent, numai un numar
redus de specii au un rol principal Tn transmiterea arbovirusurilor la oameni. Speciile care
pot indeplini acest rol tind sa dezvolte un comportament alimentar antropofilic, fiind
abundente in proximitatea gazdelor susceptibile, Tn principal ca urmare a exploatarii
situsurilor propice dezvoltarii larvare, create de oameni.

In Europa, emergenta si re-emergenta unor mobovirusuri a determinat focalizarea
atentiei asupra identificarii speciilor de tantari implicate activ in transmiterea virusurilor.
Acest trend s-a desfasurat simultan cu invazia si stabilirea unor specii exotice de tantari,
asociate comertului de la nivel global (Brugman s.a., 2018a).

7.1 Material si metode
7.1 Materials and methods

7.1.1 Zona luata in studiu

Prin prezentul studiu s-au analizat tantari capturati in anii 2018 si 2019, in timpul
sezoanelor de transmitere, din luna mai pand in luna septembrie. Specimenele au fost
capturate pe parcursul sezonului de vard, in doua judete din estul Romaniei (lasi si Tulcea).
In anul 2018, tantarii au fost capturati in lunile iunie, august si septembrie, in 2 locatii, in
timp ce in 2019 capcanele au fost amplasate din luna mai pana in luna septembrie, in 5
locatii.

Capturarea tantarilor s-a realizat utilizand patru tipuri de dispozitive, automate si
manuale. Astfel, femelele aflate in cautarea unei surse de singe sau de nectar au fost
capturate folosind capcanele de tip Miniature CDC Light Trap (BioQuip, USA), adaptate
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cu gheatd carbonica ca atractant. Pentru capturarea specimenelor aflate In cautare de gazde
sau cele retrase in locurile de odihna, s-au folosit capcanele de tip BG-Sentinel (Biogents,
Regensburg, Germania), ce utilizeazd ca atractant octenolul si/sau gheata carbonica.
Suplimentar, pentru capturarea femelelor hranite aflate in addpost sau pe oameni din
punctele de colectare ocazionale, s-au folosit aspiratorul manual "Pooter” Style (BioQuip,
SUA) si aspiratorul manual Heavy Duty Hand-Held DC Vac (BioQuip, SUA). Utilizarea
celor doua tipuri de substante atractante are la baza comportamentul de cautare a hranei de
catre tantari, ce consta in semnalele olfactive emise de gazde. Compusii volatili, precum 1-
octen 3-ol (octenol) — kairomon (Pinto s.a., 2011) si CO», rezultati in urma sublimarii ghetii
carbonice, directioneaza zborul si comportamentul de orientare al insectelor hematofage
(Won Jung s.a., 2015).

Capturarea tantarilor s-a realizat in sapte puncte de colectare, distribuite pe raza a
dous judete din partea de est a Romaniei. Inglobarea tuturor habitatelor propice transmiterii
virusurilor, preferinta alimentard a femelelor si abundenta gazdelor amplificatoare sau
incidentale au stat la baza rationamentului alegerii zonelor de colectare a tantarilor. Astfel,
raportat la doua tipuri de circuite de transmitere ale unor arbovirusuri, respectiv unul silvatic
sau rural, ce implica pasarile salbatice si speciile de tantari ornitofili si altul urban, cu
speciile de pasari sinantrope si tantarii cu un comportament alimentar oportunist sau
mamalofil (Zannoli si Sambri, 2019), punctele au fost sistematizate in trei zone peri-urbane
si patru urbane. Dintre acestea, trei puncte de capturare au fost considerate ocazionale,
nefiind constante de-a lungul intervalului luat in studiu.

Capcanele au fost amplasate in punctele de colectare in amurg si recuperate
dimineata, la maxim doua ore de la rasarit, o datd pe sdptdmana, dependent de conditiile de
temperatura si precipitatii, In cinci locatii din judetul Iasi si doua din Tulcea. Capcanele de
tip CDC au fost amplasate la 1,5 - 2 m deasupra solului, Tn coronament, in timp ce capcanele
de tip BG-Sentinel au fost plasate la nivelul solului, protejate de vant sau de interferenta
oamenilor si a animalelor.

Cele cinci zone de colectare de pe raza judetului Iasi sunt reprezentate de doud zone
periurbane si trei zone urbane, din care 0 zona este reprezentata ca un punct ocazional,
aleasd in scopul colectarii specimenelor hranite din interiorul locuintelor.

In judetul Iasi, cele mai importante culoare de migratie ale pasarilor includ raurile
Prut si Siret. Primul dintre acestea, impreuna cu afluentii, este folosit de pasarile migratoare
in drumul lor citre Delta Dunarii si Marea Neagra, in timp ce raul Siret reprezintd unul
dintre principalele puncte de odihna si de hrana pentru speciile de pasari acvatice (ANPM -
Agentia Nationala pentru Protectia Mediului).

Judetul Tulcea, ca parte integrantd a Dobrogei, prezintd o inaltd biodiversitate
(Fulop s.a., 2012), fiind 0 zona de tranzit pentru pasarile migratoare de-a lungul culoarului
Eurasiatic - African estic (Fulop s.a., 2018).

Din cele cinci puncte de colectare din judetul Iasi, doua dintre acestea sunt
reprezentate de zone periurbane. Dintre acestea, o singura locatie, respectiv fondul de
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vanatoare Cotu Morii (47°309684 N; 27°563414 E), impadurit si cu afluenti ai raului Jijia,
a fost ales din considerente ecologice: densitatea faunei, disponibilitatea speciilor de pasari
salbatice si abundenta insectelor hematofage. Cea de-a doua locatie, dintr-o gospodarie
privata [Miroslava (47°144705 N; 27°54456 E)], a fost ales arbitrar, pe baza amprentei
antropice si a existentei mamiferelor domestice si a pasarilor sinantrope.

Pentru colectarea speciilor mamalofile-antropofile din zona urbana, au fost
amplasate capcane in trei puncte de colectare, Tn unul dintre acestea fiind folosit aspiratorul
manual. Primul punct urban inclus in studiu, amplasat intr-o zona recreationald si de
agrement, cu zona impadurita si lac de baraj [Ciric (47°167086 N, 27°616814 E)], a fost
cercetat n cei doi ani consecutivi. Considerentele pentru care acest loc a fost ales tin cont
de amplasarea strategica, cu zone umede si flora densa si abundenta gazdelor incidentale
(oameni) si amplificatoare in sezonul de transmitere. Al doilea punct de colectare, amplasat
in zona urbana, a fost reprezentat de un campus universitar cu zona impadurita [Agronomie
(47°195297N; 27°56073 E)]. Alegerea acestui punct a fost facutd pe baza criteriilor
specifice unei zone impadurite, proximitatii unei biobaze si a caracterului urban. Cel de-al
treilea punct [cartier Alexandru (47°144705 N, 27°54456 E)], puternic antropizat, a fost
investigat ocazional, tindnd cont de proximitatea zonelor umede, a existentei atelierelor de
mecanica auto cu depozite de anvelope si a cladirilor vechi cu subsoluri (fig. 7.1).

. = Punct de colectare saptamanal
() = Punct de colectare ocazional

() = Puncte de colectare incluse in anii 2018 si 2019

Figura 7.1 Punctele de colectare din judetul Iasi, incluse in studiu in anii 2018 si 2019 (original)
Figure 7.1 Collection points from Iasi county, in 2018 and 2019 (original)
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Tn sud-estul tirii, in judetul Tulcea, au fost incluse pentru cercetare doud puncte de
colectare: unul, intr-o zona urbana (45°17047 N; 28°792729 E) si cel de-al doilea, la o
locatie naturala cu un grad relativ mic de antropizare, cu zone umede adiacente (45°166376
N, 28°856166 E) si cu un adapost pentru cai (Satul Pescaresc) (fig. 7.2). Ambele puncte de
colectare, considerate ocazionale, au fost utilizate in doua etape de colectare a specimenelor,
in lunile iulie si septembrie 2019.

Pentru prima zona de colectare, urbana, s-au utilizat capcanele de tip CDC si BG
sentinel, cu gheata carbonica si octenol folosite ca atractanti.

Tn cel de-al doilea punct, cel din zona periurbana, pe langa cele doud tipuri de
capcane mentionate, au mai fost utilizate aspiratorul manual Heavy Duty Hand-Held DC
Vac/Aspirator — BioQuip si aspiratorul "Pooter” Style , ambele pentru colectarea femelelor
hranite cu sange de la animalele din adapost.

5\ 15
G\

Nl

Tulcea

sl A

R O e S
Figura 7.2 Punctele de colectare din judetul Tulcea, incluse in studiu in anul 2019 (original)
Fig.7.2 Collection points from Tulcea county, in 2019 (original)
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7.1.2 Identificarea si stocarea specimenelor

Specimenele colectate au fost stocate la -20°C pentru 5 minute si ulterior
identificate pe baza caracterelor morfologice si a stadiului gonotrofic (hranite/nehranite,
pregatite de ovipozitie) pe placi de gheata, cu ajutorului unui stereomicroscop (StereoBlue,
Euromex). Tantarii au fost identificati pe baza caracterelor morfologice, utilizand cheile
dihotomice de identificare (Becker s.a., 2010) si cheile interactive din programul
MosKeyTool (Institutul Pasteur, Franta) si ulterior grupate in pool-uri in functie de data
colectarii, sex, specie, punct de colectare si stadiul gonotrofic.

Pentru detectarea arbovirusurilor, femelele hranite au fost grupate in pool-uri de 1
pana la 19 specimene (tabelul 7.1), dependent de datele mentionate anterior, in timp ce
femelele nehranite au fost analizate in pool-uri monospecifice continand 20 - 50 de
specimene/esantion.

Tabel 7.1/ Table 7.1
Repartitia in pool-uri a specimenelor hranite
The distribution in pools of bloodfed specimens

Specimene Pool-uri Total pool-uri
individuale monospecifice (<19) | femele hranite
15 13 28

7.1.3 Extractia ARN-ului din pool-urile de tintari

ARN-ul total din pool-urile monospecifice de tantari a fost extras utilizindu-se Kit-
ul MagVet™ Universal Isolation (Lifetechnology) si robotul pentru extractii MagMAX™
Express-96 Deep Well Magnetic Particle Processor (Thermo Fisher, SUA).

Etapa de liza a fost precedata de transferul tantarilor in tuburi cu bile de silicon cu
un diametru de 0,1 mm (BioSpec) si cu 500 pl mediu clasic pentru culturi celulare (D-
MEM) si 10% ser fetal bovin (Gibeco). Omogenizarea tantarilor s-a realizat utilizand
trituratorul de organe Precellys®24 Dual’/homogenizer (Bertin, Franta) timp de 40 de
secunde la 5500 rpm. Dupa triturare, amestecul fluid/tantari a fost centrifugat la 1500 rpm
timp de 2 minute pentru clarificare. Etapa ulterioara triturdrii si centrifugarii probelor s-a
realizat n hota de securitate biologica, pe gheata iar pentru alicotarea supernatantului, 120
pl din cantitatea totala au fost depusi in placi de dilutie de 96 de godeuri. Restul
supernatantului a fost depozitat in tuburi Eppendorf de 1,5 ml, la -80°C, pentru izolare
virald.

Etapa de extractie automatd, ce foloseste robotul Kingfisher, utilizeaza tehnica
bilelor magnetice, de care se atageaza acizii nucleici. O data atasati, acestia sunt capturati si
transferati, cu ajutorul barelor metalice, in placi cu godeuri adanci (de tip Deepwell) ce
contin reactivii de spélare si de elutie. Acidul nucleic astfel extras reprezinta matricea ce va
fi analizata prin tehnici de biologie moleculara.
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In hota de securitate biologica, cantitatea de 120 pl supernatant a fost transferata in
placi cu godeuri adanci, peste care s-au adaugat 250 pl tampon de liza, solutie NM1 si 620
ul solutie tampon de Incércare cu bile. Pentru fiecare placa de 96 de godeuri au fost adaugati
patru martori, reprezentati de mediu clasic pentru culturi celulare (D-MEM) si un martor
pozitiv (10 ul WNV). Solutia de incércare a fost preparata in prealabil, din 600 pl tampon
de incarcare cu 20 pl bile pentru fiecare godeu. Etapa de liza si de legare, cu o durata de 10
minute, a presupus liza matricei prin agitatii lente si eliberarea acizilor nucleici, fixarea lor
de bilele magnetice si capturarea bilelor prin barele magnetice si transferul acestora in
placile cu solutiile de spalare.

Urmatoarea etapd, reprezentatd de spalari succesive, a presupus eliberarea bilelor
pe care sunt atagati acizii nucleici in diferite solutii de spilare, agitarea medie in timpul
purificarii (spalari cu o duratd de 1 - 2 minute), capturarea si transferul bilelor dintr-o placa
ce contine o solutie de spélare in urmatoarea. Astfel, pentru primele doua etape de spéilare
s-au folosit cate 600 pl tampon de spalare, NM3 si NM4 iar pentru ultima spalare s-a folosit
etanol 80%, in aceeasi cantitate. Dupa ultima etapa de spélare, bilele magnetice sunt uscate
timp de 5 minute si transferate in tamponul de elutie NM6, intr-o cantitate de 60 pl. Tn etapa
de elutie, bilele magnetice sunt agitate lent timp de 10 minute, pentru eliberarea acizilor
nucleici.

7.1.4 Revers-transcriptia ARN-ului din pool-urile de tintari

Pentru obtinerea ADN-ului complementar, revers-transcriptia extractelor din pool-
urile de tantari a fost realizata folosind kit-ul Reverse Transcriptase Master Mix (Fluidigm
Corporation, USA), respectand instructiunile producatorului. Cantitatii de ARN folosita
pentru aceasta reactie (1pl) i s-au adaugat 1 pl Reverse Transcription Master Mix si 3 ul de
apa lipsitd de ribonucleaze, respectandu-se urmatorul profil termic:

« 5 minute la 25 °C
+ 30 minute la 42°C
5 minute, la 85°C
* racire la 10°C

7.1.5 Pre-amplificarea ADN-ului si testarea probelor pentru agentii virali
selectati

Pre-amplificarea reactiilor s-a realizat utilizand kit-ul PreAmp Master Mix Kit
(Fluidigm corporation, USA), intr-un volum final de 5 pl conform instructiunilor
producdtorului. Astfel, s-au folosit 1 pL master mix, 1. 25 uL ADN extras din tantari, 1.25
pL mix de primeri (0.2X) si 1.5 pL apa distilata. Etapa de pre-amplificare se bazeaza pe
urmatorul protocol termic: 95 °C pentru 2 minute, 14 cicluri la 95°C pentru 15 sec si apoi
4 minute la 60°C.

Dupa pre-amplificare, produsii de reactie au fost centrifugati la 1500 rpm timp de
1 minut si diluati 1:5 pana la utilizarea ulterioara.
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7.2 Detectia agentilor de natura virala din tantari utilizind sistemul
High-Throughput Real-Time PCR
7.2 High-Throughput Real-Time PCR detection of viruses from
mosquitoes

Probele de ADNc pre-amplificat au fost testate pentru prezenta a 37 agenti virali
vectorizati de tantari, prin tehnica PCR in timp real microfluid, utilizand sistemul BioMark
real-time PCR (Fluidigm, USA) dezvoltata de Moutailler s.a.,. 2019.

Sistemul BioMark™ dynamic array Fluidigm are capacitatea de a executa reactii
paralele PCR in timp real, utilizAnd cipuri specifice de 96.96 sau 48.48 reactii, efectudndu-
se astfel un numar de 9.216, respectiv 2.304 de reactii individuale (Michelet s.a., 2014).
Pentru studiul prezent s-au utilizat cipuri de 96.96, rezultand astfel 9.216 reactii.

Pentru studiul nostru, cele 365 de pool-uri de tantari au fost testate pentru virusuri
precum: Batai, Chickungunya, Dengue, Zika, West Nile, Usutu, Tahyna, Semliki Forest,
virusul febrei Vaii Rift, virusul Ross River, virusul febrei galbene si altele (Anexa nr.1).

Dupa etapa de pre-amplificare, esantioanele au fost incluse intr-o reactie qPCR
folosind sonde Tagman, marcate FAM si BHQ1 (black hole quencer) si mix-ul TagMan
Gene Expression Master Mix, utilizate conform instructiunilor furnizate de producator
(Applied Biosystems, Franta).

Prepararea placii cu amorse corespunzatoare coloanei pentru primeri, a presupus ca
n fiecare godeu, reprezentativ pentru un design, sa fie introdus amestecul format din: 3,6
ul primer sens 100 uM, 3,6 pl primer antisens, 4 pl sonda 20 uM si 8,8 pl apa. Peste acest
miX s-au adaugat 3 pl solutie de incarcare 2X, si 3 pul primer stock 20x.

Seturile de primeri si sondele utilizate sunt cele folosite de Moutailler si autorii in
2019 (Moutailler s.a., 2019).

Prepararea placii cu esantioane, corespunzatoare coloanei pentru probe, a presupus
pregétirea pre-mix-ului, cu un volum final de 374 pl pentru 96 de godeuri iar apoi s-au
adaugat 340 pl 2x tagMan Gene expression master mix si 34 pl solutie de Incarcare 20x.

Astfel, Tn coloana pentru primeri, Tn fiecare godeu, s-au depozitat 45 pl pre-mix iar in
coloana pentru esantioane s-au depus 3,3 pl pre-mix si 2,7 ul ADN. Placa a fost vortexata
si centrifugata timp de 1 minut si 30 sec la 1500 g. Profilul termicC pentru realizarea reactiei
a constat In: 5 min la 95°C , 45 cicluri la 95°C pentru 10 s, 15 s la 60°C, si 10 s la 40°C.
Rezultatele obtinute au fost analizate utilizand softul Fluidigm Real Time PCR Analysis.

Pentru validarea reactiei, pentru fiecare placa analizata, au fost introdusi patru martori
negativi (apd). De asemenea, pentru a verifica prezenta factorilor de inhibitie PCR in
probele testate, s-a adaugat o tulpina de Escherichia coli, ca un control intern de inhibitie,
folosind primeri si sonda specifica pentru gena E. coli. Un al doilea control intern, f-actina
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(“housekeeping” gene), a fost adaugat cu scopul de a normaliza expresia genica si pentru a
eficientiza etapele de amplificare (Bjarnadottir s.a., 2005).

7.3 Confirmarea rezultatelor pozitive obtinute in urma detectiei
utilizand sistemul High-Throughput Real-Time PCR
7.3 Confirmation of positive results obtained by High-Throughput Real-Time
PCR system

Probele corespunzatoare semnalelor positive obtinute in urma tehnicii PCR n timp
real microfluid au fost retestate, pentru confirmare, prin Real Time PCR, inocularea
omogenatului de tantari pe culturi celulare si secventiere.

7.3.1 Reactia in lant a polimerazei (PCR) pentru confirmarea genomului
viral

Probele cu rezultate pozitive pentru virusul West Nile, constatate prin tehnica PCR
n timp real microfluid, au fost retestate prin duplex RT-PCR in timp real.

Tehnica a avut drept scop amplificarea ARN-ului virusului West Nile, fiind bazata
pe metoda descrisa de (Linke s.a., 2007), pentru regiunea ProC si pe o metodad interna
(ANSES), pentru regiunea 3°’NC. Prin tehnica duplex PCR in timp real, pentru amplificarea
ARN-ului celular al B-actinei, s-a folosit metoda descrisa de Moutailler si autorii in 2019
(tabelul 7.2).

Tabel 7.2/ Tabel 7.2.

Primeri folositi pentru amplificarea genelor specifice virusului West Nile
Primer sets used for specific WNV amplification

G.ena Primeri Secvente de nucleotide (5°- 3”) Amplicon
tinta ’ (bp)
WNproC-F (10 -33) CCTGTGTGAGCTGACAAACTTAGT
ProC WNproC-R (132-153) | GCGTTTTAGCATATTGACAGCC 144
WNproC-probe CCTGGTTTCTTAGACATCGAGATCT
WN3’NC-F (10538) GAGTAGACGGTGCTGCCTGC
3'NC WN3’NC-R (10627) CGAGACGGTTCTGAGGGCTTAC 89
WN3’'NC (10564) ACCCAGTCCTCCTGGGGT
Beta-actine_F GCTACGTCGCCCTGGACTT
BETA A | Beta-actine_R AGG AAC GAC GGC TGG AAG A 151
Beta-actine_P AGG AAA TGG CCA CCG CTG CCT CGT

(Linke s.a.,2007; Moutailler s.a., 2019.)

Prin aceasta tehnica au fost folosite doua seturi de primeri si sonde: un set de primeri
si sonda specifice regiunii 3’°NC si un set de primeri si sonda specifice regiunii ProC a
virusului West Nile.

Protocolul de lucru pentru PCR n timp real a presupus utilizarea termociclorului
Applied Biosystems StepOnePlus TM Instrument iar amplificarea s-a realizat folosindu-
se kit-ul AgPath-ID TM One Step RT-PCR kit (ThermoFisher), cu o concentratie finala a
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primerilor de 0,4 pM si 0,2 uM a sondei si controlului intern, B-actind. Reactiile s-au
desfasurat intr-un volum final de 25 pl, insumand: 4.1 pl apa ultrapura (firda DNaze sau
RNaze), 12.5 pl 2x tampon PCR, 1 pl enzimd RT-PCR mix 25x, 1 pl enhancer 1x, cate 1 pl
pentru fiecare amorsa si sonda si 5 pl ARN. Pentru validarea reactiei s-au adaugat un martor
pozitiv (apa bidistilatd) si unul pozitiv.

Pentru aceastd tehnicd, s-au utilizat sonde marcate FAM - TAMRA si FAM -
MGB/NFQ pentru virusul de interes si VIC - TAMRA, pentru B-actind. Conditiile termice
necesare amplificarii au fost: 45°C pentru 10 min, 95 °C pentru 10 min si 45 cicluri la 95°
C pentru 15 s, si 60°C pentru 1 min.

7.3.2 Izolarea flavivirusurilor si alphavirusurilor pe culturi celulare

7.3.2.1 Principiul metodei

Pentru izolarea virala, doud tipuri de culturi celulare au fost inoculate cu
omogenatul din probele de tintari si verificate zilnic pentru aparitia efectului citopatic
(ECP). Tehnica se bazeaza pe detectia in vitro a capacitatii infectioase a virusului, rezultata
in urma replicarii acestuia pe celule pentru care are tropism (Vero) sau prin replicarea pe
celule de insecte (C6/36).

Virusul a fost izolat doar din omogenatele de tantari pozitive prin RT-PCR in timp
real. Primul pasaj pe culturi celulare s-a realizat prin inocularea broiajului de tantari,
clarificat in prealabil, pe monostrat de celule Vero (celule epiteliale de maimuta) de 24 de
ore. Dupa inoculare, celulele au fost incubate la 37°C timp de sapte zile, in atmosfera cu
COs,. Pentru urmarirea efectului citopatic, celulele au fost verificate zilnic la microscopul
cu inversie. La finalul perioadei de incubatie, sau dupa aparitia efectului citopatic, S-a
realizat colectarea supernatantului celulelor si testarea prin tehnica de extractie ale ARN-
ului si PCR in timp real, specific virusului de interes.

Supernatantul obtinut in urma primului pasaj s-a inoculat pe celule de insecte C6/36
derivate din Aedes albopictus si s-a incubat la 28°C timp de sapte zile, in atmosfera fara
CO,. Dupa inoculare, celulele au fost verificate zilnic, in vederea observarii aparitiei
efectului citopatic. Dupa sapte zile post-infectie (p.i), din supernatantul celular au fost
efectuate tehnicile de extractice ARN si RT-PCR 1n timp real.

7.3.2.2 Inocularea culturilor celulare de tip Vero

Inocularea omogenatului de tantari a fost precedatd de pregatirea celulelor de tip
Vero, cu 24 de ore nainte, utilizandu-se flacoane pentru culturi celulare sterile cu suprafete
de cultivare de 25cm? (T25), in numar egal cu numarul probelor pozitive, la care s-a adiugat
un flacon pentru validare (martor negativ).

Astfel, cu o zi inainte de inocularea virala, celulele Tn monostrat din flacoanele de
tip T75 au fost detasate prin tripsinare, cu 2ml tripsind, dupa ce mediul de intretinere a fost
aspirat iar stratul de celule a fost spalat de doud ori cu cate 8 ml solutie PBS. Dupa o incubare
de cateva minute la 37° C, celulele detasate de pe suprafata flaconului au fost distribuite in
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cantitate de cate 0,5 ml in flacoane de tip T25, peste care s-au adaugat 9,5 ml mediu clasic
de intretinere.

In ziua inoculirii, celulele din flacoanele de tip T25, cu un grad de confluenti a
stratului celular de minim 80%, au fost infectate cu inoculul filtrat prin centrifugare,
utilizand tuburi cu filtre cu dimensiunea porilor de 0,45um, timp de 5 min x 10.000g.

Tnainte de izolare, mediul complet a fost aspirat, urmat de lavajul dublu al stratului
de celule cu mediu de intretinere fara ser fetal bovin. Ulterior, in functie de cantitatea
filtratului (50-100 pl), s-au adaugat 900 - 950 ul mediu pentru culturi celulare (D-MEM)
fara ser fetal bovin, urmat de 0 perioada de incubatie de 90 min, timp necesar fazei de
absorbtie si atasarii virusului de celule. Dupa perioada de incubatie, peste celulele infectate
s-au adaugat 5 ml mediu complet cu 10% ser fetal bovin si au fost introduse la 37° C timp
de sapte zile. Pentru martorul negativ, stratul confluent de celule a fost acoperit cu 1ml
mediu de Intretinere, respectandu-se aceeasi procedura ca si in cazul celulelor infectate.

Tncepand cu a treia zi post-infectie, celulele au fost observate zilnic la microscopul
inversat pentru verificarea aparitiei efectului citopatic. In cazul in care s-au constatat
modificari morfologice, specifice sau nespecifice, la nivel celular, in mai putin de sapte zile,
supernatantul a fost aspirat si alicotat pentru realizarea etapelor ulterioare, respectiv pentru
extractia de ARN si pentru PCR Tn timp real. La sapte zile post-infectie, supernatantul din
toate flacoanele, inclusiv martorul negativ, a fost colectat si divizat in cantitati de 1ml,
pentru cel de-al doilea pasaj si de 200 pl pentru extractiile de ARN si apoi depozitat la
-70°C pana la utilizare.

7.3.2.3 Extractia ARN din supernatantul colectat de la culturile celulare Vero

Extractia ARN din supernatantul culturilor celulare au fost efectuate utilizand
robotul QIAcube (Qiagen, Germania) si kit-ul de extractie QIAamp Viral RNA Mini
QIlAcube kit (Qiagen, Germania).

Protocolul de lucru a urmarit extractia ARN-ului total din supernatantul colectat
dupa primul pasaj pe culturi celulare al omogenatului de tantari. Astfel, ludnd in considerare
caracterul zoonotic al virusurilor de interes, liza esantioanelor s-a realizat manual, n
platforma de biosecuritate de nivel 3. Pentru aceasta, in microtuburi de 2 ml s-au adaugat
140 pl proba de testat si 560 pl tampon solutie AVL-carrier pe proba, preparata in prealabil,
din 0,56 ml Buffer AVL si 5,6 ARN-AVL carrier. La numarul total de esantioane de testat,
s-a addugat un martor negativ, reprezentat de 140 pl mediu pentru culturi celulare (MEM),
cu scopul de a confirma lipsa contaminarii intre probe. Restul etapelor, de transfer al
lizatului in coloanele QIAmp, fixarea ARN de membrana de siliciu, etapele de spalare cu
solutiile AW1 si AW2, transferul coloanelor in tuburile de elutie si elutia au fost realizate
automat. Dupa recuperarea produsilor de elutie, in cantitate de 60 pl, acestia au fost stocati
la-70 °C pana la utilizarea ulterioara.

Detectia ARN-ului genomic prin duplex PCR 1n timp real s-a realizat conform
punctului 7.3.1.
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7.3.2.4 Realizarea primului pasaj pe culturi celulare C6/36

Pentru izolarea virusului pe culturi celulare de insecte C6/36, tehnica de inoculare
s-a realizat conform punctului 7.3.2.2, cu diferente in ceea ce constau modalitatea de pasare
si incubare a celulelor.

Pasajul celulelor dintr-un flacon de tip T75 in flacoane cu o suprafatd de 25 cm?
s-a realizat fara tripsinare si fara lavaj, mediul de intretinere folosit fiind Leibovitz's L-15
iar incubarea s-a realizat la 28°C in atmosfera fara CO,. La sapte zile post infectie,
supernatantul a fost colectat si divizat pentru pasajul secundar si pentru extractia ARN-ului.

Tehnica de amplificare prin duplex PCR, pentru verificarea prezentei virusului de
interes, s-a realizat conform punctului 7.3.1.

7.3.2.5 Realizarea celui de-al doilea pasaj pe culturi celulare C6/36

Pentru cel de-al doilea pasaj pe culturi celulare derivate din Aedes albopictus s-a
utilizat 1ml supernatant de la primul pasaj pe culturile renale de maimuta sau de la celulele
C6/36. Astfel, supernatantul corespunzator probelor pozitive prin RT-PCR ( Ct <45) si care
au indus un efect citopatic, a fost supus celui de-al doilea pasaj, respectand tehnica de la
punctul 7.3.2.4.

7.3.3 Amplificarea ARN-ului viral prin reactia de polimerizare in lant (PCR)
clasica

7.3.3.1 Amplificarea zonei de interes prin tehnica RT-PCR panflavivirus.

In vederea obtinerii secventelor specifice de virus si pentru caracterizarea agentilor
virali, ARN-ul extras din omogenatele din tantari si supernatantul culturilor celulare a fost
testat prin tehnica PCR Pan-flavivirus.

Revers-transcriptia si amplificarea s-au realizat utilizand kit-ul ,,QIAGEN one-step
RT-PCR”, intr-un volum final de 25 pl [13 pl apd ultrapura, 5 pl tampon 5x PCR, 1 ul INTP
(10mM), 1 pul ADN polimeraza si cate 2 pl pentru fiecare primer si 1 pl ARN], cu urmétorul
profil termic:

Amplificarea s-a realizat utilizand primeri

Temperatura Durata Nr. cicluri
50°C 30 min 1
95°C 15 min

94°C 30 sec 45
60°C 30 sec

72°C 1 min

72°C 10 min 1
4°C )

virusului WN (tabelul 7.3).
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Tabel 7.3/ Tabel 7.3
Setul de primeri utilizati pentru amplificarea si secventierea genei specifice VWN
Primer sets used for specific amplification and sequencing of WNV

Primeri Secvente de nucleotide
WNV9040 (Forward) 5' TACAACATGATGGGVAARAGAGAGA-3'
WNV10124 (Reverse) 5-AGCATGTCTTCYGTBGTCATCCAYT-3'

Analiza ampliconilor s-a realizat prin electroforeza. Astfel, migrarea produsilor de
amplificare, cu o dimensiune preconizata la 1085 nt s-a realizat in gel de agaroza de
concentratie 1%, timp de 30 min la un voltaj de 90V. Alaturi de probele testate, au fost
inclusi, pentru validarea reactiei, un martor pozitiv (tulpina virala isracliana 1S98) si unul
negativ (apd).

7.3.3.2 Reactia de polimerizare in lant clasica pentru amplificarea segmentului de
genom pentru VSIN

Pentru a obtine secventele de interes si ulterior pentru a le caracteriza, au fost testate
extractele de ARN obtinute din omogentale de tantari si din supernatantul culturilor celulare
(Vero si C6/36) corespunzatoare probelor pozitive obtinute prin tehnica de PCR in timp real
microfluid. Astfel, reactiile au fost desfasurate folosind kit-ul QIAGEN one-step RT-PCR,
intr-un volum final de 25ul, pastrand proportia reactivilor, asemeni punctului 7.3.3.1: 13 pl
apa ultrapurd, 5 pl tampon 5x PCR, 1 ul ANTP (10mM), 1 ul ADN polimeraza si céte 2 pl
pentru fiecare primer si 1 pl ARN. Amorsele folosite, dupa Lundstrom si Pfeffer, 2010
(tabelul 7.4), au fost specifice regiunii proteinei de invelis (,,E”), respectand urmatoarele
conditii termice:

Temperatura Durata Nr. cicluri
50°C 30 min 1
95°C 15 min

55°C 30 sec 40
72°C 1 min

72°C 1 min

72°C 10 min 1
4°C 0

Tabel 7.4/ Tabel 7.4
Setul de primeri utilizati pentru amplificarea genei specifice ale virusului Sindbis
Primer sets used to amplify specific region of Sindbis virus

Primeri Secvente de nucleotide
Al-F (Forward) 5’-AAAGGATACTTTCTCCTCGC-3’
A2-R (Reverse) 5’-TGGGCAACAGGGACCATGCA-3’

(Lundstrom & Pfeffer, 2010)
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7.4 Secventierea nucleotidelor
Secventierea ampliconilor pozitivi a fost realizatd prin utilizarea metodei
enzimatice Sanger, care are la baza tehnica de electroforeza capilard de 1naltd rezolutie.
Secventierea s-a realizat Tn ambele sensuri, cu primeri WNV9040 si WNV 10124 (tabel 7.3).

7.4.1 Analiza bioinformatica a secventelor de nucleotide

Secventele nucleotidice obtinute au fost editate utilizand programul BIOEDIT.
Ulterior, secventele au fost analizate bioinformatic in serverul BLAST (Basic Local
Alignment Serch Tool).

7.4.2 Analiza filogenetica

Secventele editate au fost aliniate cu secventele omoloage disponibile in baza de
date GenBank. Izolatul uman GP78 (numar de acces in GenBank: AF075723), apartinand
virusului encefalitei japoneze, a fost utilizat ca taxon extern grupului de secvente virale
West Nile (,,outgrup™).

Arborele filogenetic a fost generat cu ajutorul programului MEGA 7 (Kumar s.a.,
2016) prin utilizarea metodei Neighbor-Joining (Saitou si Nei, 1987) si a modelului
matematic de estimare a substitutiilor nucleotidice - distanta p (proportia de aminoacizi prin
care doua secvente proteice difera). Topologia arborelui filogenetic a fost evaluata prin 1000
de replicari.

7.5 Rezultate si discutii
7.5 Results and discussion

7.5.1 Evaluarea abundentei si diversititii speciilor de tintari din zonele luate in
studiu

Tn intervalul iunie 2018 - septembrie 2019 au fost capturati 17694 tantari (tabelul
7.5). Specimenele au fost colectate in sapte locatii din zone urbane si peri-urbane din doua
judete din zona de est a Romaniei. Siturile de colectare au cuprins zone relevante din punct
de vedere epidemiologic, cum ar fi un adapost de animale, un fond de vanatoare sau o zona
de agrement. In total, au fost colectate si identificate 11 specii de tantari (figurile 7.3 si 7.4)
si un taxon neincadrat (specimene din genul Aedes neidentificate pana la nivelul de specie).
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Figura 7.3 Specimene colectate (femele), magnificatie WF 10X/20: a) Aedes sticticus; b) Culex modestus; c)
Aedes vexans; d) Uranotaenia unguiculata (Original)
Figure 7.3 Collected specimens, (females) magnification WF 10X/20: a) Aedes sticticus; b) Culex modestus;
c) Aedes vexans; d) Uranotaenia unguiculata (Original)

Figura 7.4 Specimene colectate (femele) din specia Aedes caspius, magnificatic WF 10X/20
(Original)
Figure 7.4 Aedes caspius collected specimens, (females) magnification WF 10X/20 (Original)
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Tabel 7.5/ Tabel 7.5

Numarul total de tantari colectati si ponderea lor pe specii
Total number of collected specimens by species and their proportion

Specie Numirul de specimene Ponderea specim_enelor
colectate colectate pe specie (%)

Aedes vexans 7745 43.77

Culex pipiens 5169 29.21

Culex modestus 1300 7.35

Aedes caspius 1044 5.90

Aedes sticticus 400 2.26

Aedes spp. 1119 6.32

Aedes intrudens 50 0.28

Anopheles hyrcanus 278 1.57

Anopheles maculippennis 470 2.66

Coquillettidia richiardii 101 0.57

Uranotenia unguiculata 11 0.06

Culiseta annulata 7 0.04

Total 17694 100

Dintre acestea, sase specii si taxonul neidendentificat au fost analizate pentru
prezenta posibilelor arbovirusuri. In total, 16827 tantari grupati in 365 pool-uri au ficut
obiectul detectiei virale.

Raportat la abundenta speciilor de tantari inclusi in studiu, constante si dominante
de-a lungul perioadei au fost specimenele apartindnd speciei Ae.vexans (46%) si Culex
pipiens s.I - 31% (figura 7.5). Restul speciilor pentru care s-a efectuat detectia agentilor
patogeni virali au reprezentat intre 0,3% si 6% specimene pe taxon (fig.7.6).

2%

0.30 %

= Aedes vexans
Culex pipiens complex

= Culex modestus

= Aedes genus

Aedes caspius

31%
Aedes sticticus

Aedes intrudens

Figura 7.5 Ponderea speciilor de tantari incluse in studiu
Figure 7.5 Percentage of analized mosquitoes by species
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Figura 7.6 Specimene colectate din specia Culex pipiens s.l., magnificatie WF 10X/20; a si b femele
nehranite, ¢) femela preatita pentru ovipozitie; d) femeld hranita (Original)
Figure 7.6 Culex pipiens s.l.collected specimens, magnification WF 10X/20; a + b) unfed females; c)
gravid female; d) blood-fed female (Original)

Privitor la abundenta speciilor pe luni (tabelul 7.6), limita superioara a fost atinsa
in luna iunie a anului 2019 (n = 7179), urmata de luna iulie a aceluiasi an (n = 6127). In
cadrul acestor luni, abundenta cea mai crescutd a fost remarcata pe 26 iunie la fondul de
vanitoare, cu 4433 specimene, dintre acestea 2879 apartinand speciei Ae. vexans. In luna
iulie, varful abundentei a fost in ziua de 9 iulie, la herghelie (n = 4171), cu 1828 tantari
incadrati in specia Ae. vexans. Pentru anul precedent (2018), cel mai mare numar de
specimene testate au fost colectate in luna iunie (n = 1054) si in luna august (n = 825). In
cadrul lunilor mentionate, cel mai mare numar de tantari a fost capturat pe 14 iunie, la fondul
de vanatoare, cu speciile Cx. pipiens (n = 354) si Cx. modestus (n = 350), aceste doua specii
fiind cele mai abundente. Tn luna august cele mai multe specimene au fost colectate in ziua
de 23, in aceeasi locatie, speciile cele mai abundente fiind Ae. vexans (n = 250) si Cx. pipiens
(n=174).
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Diversitatea si distributia speciilor de tantari colectate si analizate Tn 2019
Diversity and distribution of adult mosquitoes of six species collected at seven study sites in 2019

Tabel 7.7/ Tabel 7.7

Specil Fond de Gospodarie Campus ?Ona . Zona . Zonav Total
Punct . DN . . recreationali si de Herghelie urbani . .
vanatoare privati universitar ’ Alexandru specimene/specie
colectare 2019 agrement Tulcea

Aedes vexans 3507 52 901 0 0 2878 0 7338
Culex pipiens complex 2115 150 251 50 10 1463 2 4041
Culex modestus 450 100 550
Aedes caspius 50 51 134 0 0 808 1 1044
Aedes sticticus 150 250 400
Aedes genus 350 769 1119
Aedes intrudens 50 0 50

Total  specimene/ 6672 253 1286 150 10 6168 3 14542
punct de colectare

Diversitatea si distributia speciilor de tantari colectate si analizate in 2018
Diversity and distribution of adult mosquitoes of six species collected at seven study sites in 2018

punct de colectare

Specii . Zona de recreationala si de Total specimene/
Fond de vanatoare i K .
unct de colectare 2018 agrement specie
Aedes vexans 407 0 407
Culex pipiens complex 828 300 1128
Culex modestus 650 100 750
Total specimene/ 1885 400 2985
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Tabel 7.11/ Table 7.11

Validarea rezultatelor obtinute prin tehnica PCR in timp real microfluid, prin amplificarea regiunilor de interes

din genomul VWN prin duplex PCR n timp real

Microfluidic RT rtPCR results confirmation by RT-rtPCR

ID Specie Punct de colectare Media Ct pentru Media Ct pentru
proba tinta ProC tinta 3'NC
28 Culex pipiens s.1 Herghelie 32,6 Nedeterminat
129 Culex pipiens s.1 Fond de vanatoate 23,18 20,71

135 Culex pipiens s.| Zona de agrement 24,11 20,87

136 Culex pipiens s.1 Fond de vanatoate 24,7 21,13

216 Culex pipiens s.| Fond de vanatoate 22,98 32,40

223 Culex modestus Zona de agrement 27,32 30,16

224 Aedes vexans Herghelie 26,39 28,47

257 Culex pipiens s.I Fond de vanatoate 25,01 25,18

316 Culex pipiens s.I Herghelie 26,71 25,57

353 Culex pipiens s.1 Fond de vanatoate 23,47 23,37
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Conform protocolului de lucru intern, un esantion este considerat pozitiv daca
valoarea Ct-ului este mai mica sau egala cu 35.

Figura 7.8 Curba de amplificare pentru confirmarea semnalelor pozitive
obtinute prin tehnica PCR 1in timp real microfluid, regiunea 3’NC (a) si regiunea ProC (b)
(Probele 140, 216, 223, 224, 257, 353)
Figure 7.8 Amplification curve for samples 140, 216, 223, 224, 257, 353,
region 3’UTR (a) and region ProC (b)
(Samples 140, 216, 223, 224, 257, 353)
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Figura 7.10 Cultura celulard Vero (proba 353), infectatd cu omogenat de tantar la 1 zi (a), 2 zile (b), 3 zile (c)
si 6 zile p.i (d), magnificatie 10x

Figure 7.10 Vero cell culture, sample 353, infected with mosquito homogenate at 1dpi (a), 2 dpi (b), 3dpi (c)
and 6dpi (d), magnification 10x

Figura 7.11. Aspecte morfologice ale monostratului de celule Vero, proba 224, la 4 zile p.i,
magnificatie 5X, proba 224

Figure 7.11. Morphological aspects of Vero cell culture, infected with mosquito homogenate at 4

dpi, magnification 5X, sample 224
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Figura 7.12 Aspecte morfologice ale monostratului de celule Vero, probele 257 (A si B) si 223 (C si
D) la 4 zile p.i, magnificatie 10X
Figure7.12 Morphological aspects of Vero cell culture, infected with mosquito homogenate at 4 dpi,
magnification 10X, samples 257 (A and B) and 223 (C and D)

Rezultatele PCR-ului in timp real au fost pozitive pentru ambele tinte, la cinci
probe, cu media valorilor Ct-ului cuprinsa intre 15,36 si 42,33. Doar pentru regiunea ProC
a fost identificata o singurd proba pozitiva iar pentru regiunea 3'NC au fost evidentiati doi
ampliconi pozitivi. Conform protocolului de lucru, pentru probele obtinute din supernatant
celular, rezultatul se considera pozitiv daca valoarea Ct-ului este mai mica decét 45.

Ulterior inoculdrii virale pe linie celulara de mamifere, s-a realizat primul pasaj pe
linia de celule C6/36, cu omogenat de tantari din teren. La sapte zile post-infectie,
supernatantul a fost colectat si testat prin PCR in timp real, tintindu-se amplificarea
acelorasi doud regiuni de interes pentru VWN (ProC si 3'NC) in cinci probe iar pentru
regiunea (ProC) pentru patru probe.

Din cele noud probe (omogenat din tantari) inocultate pe culturi celulare de tip
C6/36, una a fost pozitiva (Ct<45) pentru ambele tinte (proba 216) si cinci pentru regiunea
ProC, singura regiune pentru care au fost testate (tabelul 7.13).
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Tabel 7.12/ Tabel 7.12
Tipul de inocul viral si rezultatele obtinute in urma amplificarii in timp real
Type of viral inoculum and the real-time PCR results

Primul pasaj (P1) Media Ct pentru tinta Media Ct pentru tinta
ID proba pe linia celulard ProC (P1) 3NC (P1)

C6/36 (Ct<45) (Ct<45)
28 Omogenat de tantari 37,93 Nedeterminat
216 Omogenat de tantari 34,82 32,88
223 Omogenat de tantari Nedeterminat 38,74
224 Omogenat de tantari Nedeterminat Nedeterminat
257 Omogenat de tantari Nedeterminat Nedeterminat
129 Omogenat de tantari 38,4 Netestat
135 Omogenat de tantari 36,9 Netestat
136 Omogenat de tantari 334 Netestat
316 Omogenat de tantari 40,9 Netestat

Pe baza rezultatelor obtinute in urma testarilor prin PCR 1in timp real, cel de-al
doilea pasaj pe linia de celule C6/36, obtinut prin inocularea supernatantului colectat de la
de la primul pasaj pe linia Vero, a fost realizat pentru trei probe: 136, 216 si 353.

Prezenta replicarii virale a fost evidentiata prin aparitia modificarilor morfologice
celulare ntr-un flacon din cele trei inoculate. Modificarile remarcate la celulele inoculate
cu supernatantul de la primul pasaj pe linia C6/36 au fost reprezentate de aparitia celulelor
individualizate, rotunjite si detasate in supernatantul celular (fig. 7.13).

La o saptiména post infectie, supernatantul a fost colectat pentru evidentierea
genomului viral prin PCR in timp real, utilizdnd ca tinte regiunile 3'NC si ProC ale VWN.
Din cele trei probe inoculate, semnale pozitive pentru ambele regiuni de interes au fost
detectate In supernatantul celular de la o singura proba, respectiv proba 353 iar la o singura
probad semnalul pozitiv a fost detectat in urma amplificarii tintei regiunea ProC (tabelul
7.13).
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neinfectate; (b) celule infectate cu omogenatul de tantari: proba 257 si (c) proba 216 si (d) celule infectate cu
supernatant de la celule Vero, proba 353
Figure 7.13. C6/36 cells infected with mosquito homogenate and Vero cells supernatant, at 5 dpi,
magnification 10x (a) uninfected cells; (b) sample 257; (c) sample 216; (d) sample 353

Tabel 7.13/ Table 7.13
Tipul de inocul viral pentru al doilea pasaj pe linia C6/36 si rezultatele obtinute in urma amplificarii

n timp real
Type of viral inoculum for the second passage on C6/36 cells and the real-time PCR results
1D Al doilea pasaj (P2) Media Ct pentru Media Ct pentru tinta
probd  pe linia C6/36 tinta 3'NC (P2) ProC (P2)
216 Supernatant celule Vero Nedeterminat Nedeterminat
353 Supernatant celule Vero 13,73 15,39
136 Supernatant celule Vero 35,55 Nedeterminat

7.5.2.4 Confirmarea prezentei virusului Sindbis
semnale pozitive prin tehnica PCR in timp real microfluid pentru virusul Sindbis (genul
Alphavirus, familia Togaviridae), s-a realizat, ca si in cazul celorlalte probe, prin inocularea
omogenatului de tantari pe culturi celulare renale de maimuta (Vero) si pe culturi celulare
derivate din insecte (C6/36).
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Interactiunea dintre inocul: proba 140 (omogenat de tantari), supernatantul de la
culturile celulare Vero infectate cu omogenatul de tantari din proba 140 si monostratul
celular (celule Vero si C6/36), nu a relevat aparitia modificarilor morfologice ale celulelor
(ECP). Astfel, 1a 7 zile de la infectie, celulele in monostrat nu au prezentat modificari
specifice, cum ar fi aspectul rotunjit, detasarea, citoliza sau individualizarea acestora (fig.
7.14).

Absenta efectului citopatic din culturile celulare ne arata o viabilitate virald scazuta,
datorita lipsei de propagare si de replicare a virusului in celulele selectionate. Aceasta
capactitate replicativa scidzutd poate fi pusd pe seama unei denaturari virale sau prezentei
unor inhibitori de transcriptie sau translatie virala.

Figura 7.14 Aspectul culturilor celulare infectate cu omogenat de tantari, magnificatie 10x, proba 140. (a)
celule linia Vero neinfectate, la 7 zile p.i; (b) celule Vero infectate, la 7 zile p.i; (c) celule linia C6/36
neinfectate la 5 zile p.i; (d) celule linia C6/36 infectate la 5 zile p.i.

Figure 7.14 Vero and C6/36 cells at 5 and 7 days post-infection, sample 140

Amplificarea virala prin PCR conventional, avand ca regiune de interes, proteina
de invelis ,,E” a virusului Sindbis, realizata pentru ARN-ul extras din tantari, pentru cel din
supernatantul celulelor Vero si cel al liniei C6/36, nu a confirmat semnalul pozitiv obtinut
in urma tehnicii de amplificare initiala prin tehnica PCR n timp real microfluid.

Analiza profilului electroforetic releva lipsa migrarii produsilor de amplificare
(proba 140 — omogenat de tantari, supernatantul de la culturile celulare Vero si
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supernatantul de la culturile celulare C6/36) in gel de agaroza de concentratie 1%, la un
voltaj de 100V, timp de 20 si 30 minute la (fig. 7.15).

Quick-Load® Purple 140 140 140 T+SINV T

1kb Pilus DNA Ladder
Mass (ng) Kilobases Mq Vero C6/36 13024

57 - ‘ ) .
45 - *

Quick Load® Puple
1kb Plus DNA Ladder 140 140 140 T4SINV

Mass (ng) Kiobases Mq Vero C6/36 13024

(o

Figura 7.15 Profilul electroforetic al ampliconilor RT-PCR pentru detectia VSIN, la 20 si 30 minute la 100V
Figure 7.15 Electrophoretic profile of RT-PCR amplicons for detection of SINV, at 20 and 30 minutes at 100V

7.5.3 Secventierea nucleotidelor si analiza filogenetica a VWN

7.5.3.1 Revers transcriptie-Pan flavivirus PCR

In vederea obtinerii secventei specifice, extractele ARN din tantari corespunzitoare
probelor pozitive pentru VWN si ARN-ul provenit de la primul pasaj pe celule Vero al unei
singure probe (ID proba 353cc), au fost testate prin Pan-flavivirus PCR (ID probe: 129, 135,
136, 216, 223, 224, 257, 316, 353mq), avand ca regiune de interes proteina nestructurald 5
(NS5) a genomului VWN.

Astfel, migrarea produsilor de amplificare In gel de agaroza denota o amplificare
redusd pentru probele 257 si 129 (667 pb), in timp ce pentru proba 353cc produsul de
amplificare a avut o dimensiune de 1003 pb (fig. 7.16).
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SIZE (bp) | ng/BAND 129 135° 136 216 223 224 257 316 353 353 T+ T- 140 T-
— 10037 | 100 N3 2
— 800 | 80
— 6000 | 60
— 5000 | 50
— 2000 | 40
— 3000 | 20
— 2500 | 25
— 2000 | 20
——1500/1517 | 15/15

1000 | 100
— 800 80

600 60

400 40
— 200 20

Figura 7.16 Profilul electroforetic al produsilor RT-PCR
Figure 7.16 Electrophoretic profile of RT-PCR products

7.5.3.2 Analiza filogenetica a izolatelor obtinute

Din trei produsi supusi amplificarii prin PCR Pan-flavivirus au putut fi obtinute
doua secvente pentru izolatele 129 si 353cc. Analiza bioinformatica a fragmentelor de 667
si 1003 pb in serverul BLAST a indicat ca izolatele apartin VWN, linia genetica 2.

Pe baza secventierii partiale, a fost construit un arbore filogenetic ce a demonstrat
apartenenta izolatelor din probele 129 si 353cc, provenite din pool-uri de Cx. pipiens
colectate la fondul de vanatoare pe data pe 14 septembrie 2018 si pe 11 august 2019, la
linia genetica 2 a VWN (fig. 7.17).
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Figura 7.17 Arbore filogenetic generat prin alinierea secventelor obtinute cu cele omoloage din baza
de date GenBank (tulpinile VWN obtinute in acest studiu sunt evidentiate prin buline: alb si negru)
Figure 7.17 Phylogenetic tree based on the alignment of the generated sequences with the best hits to
our sequences in GenBank (the mosquitoes WNYV strains obtained in our study are highlighted through dark
and white dots)

In ultimul deceniu, in Romania, dinamica infectiei cu VWN a cunoscut atit o
crestere a numarului de cazuri umane cat si o expansiune la nivel teritorial. Astfel, conform
raportarilor Centrului European pentru Prevenirea si Controlul Bolilor (ECDC, 2019), in
Roméania infectia cu virusul West Nile a prezentat o evolutie fluctuantd, cu varful incidentei
in anul 2018, cand au fost inregistrate 277 cazuri. Dinamica si persistenta endemicitatii
acestui virus evidentiaza necesitatea constientizarii populatiei umane in ceea ce priveste
riscurile expunerii la infectia cu mobovirusuri.

Prin utilizarea combinata a doua metode de identificare a tantarilor capturati pe baza
caracterelor morfologice, studiul nostru confirma 11 din cele 55 specii de tantari
recunoscute anterior ca fiind native pentru Roméania (Nicolescu, 1995; Nicolescu s.a., 2002;
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Nicolescu s.a 2003; Nicolescu s.a 2003a; Nicolescu s.a 2003b; Pastrav s.a 2020),
neincluzand doua subfamilii descoperite ulterior, An. algeriensis, Ae. hungaricus (TOrok
s.a., 2016) si o specie invaziva aedina, Ae. albopictus (Prioteasa s.a., 2015; Bellini s.a 2020).
Din cele 11 specii colectate, doua specii sunt clasificate ca vectori principali pentru VWN
si VUSU (Cx. pipiens si Cx. modestus) (Zannoli si Sambri 2019), in timp ce Ae. vexans
poate avea un rol important in transmiterea VWN (Tiawsirisup s.a., 2008) si este vector
competent pentru virusul febrei Vaii Rift (Ndiaye s.a., 2016).

Raportat la diversitatea speciilor prezente in cadrul studiului nostru, taxonul
dominant a fost reprezentat de specia Aedes vexans (46 %), urmata de specia culicini, Culex
pipiens s.1 (30,7%).

Luand in considerare faptul ca specia Ae. vexans a fost foarte abundenta in timpul
lunilor de vara, rezultatul nostru este in conformitate cu literatura de specialitate, conform
careia temperatura optima de dezvoltare este 30° C. Importanta medicald a acestei specii
rezida in portajul multor arbovirusuri si in capacitatea de transmitere a unor virusuri precum
Tahyna (Becker s.a., 2010), Febra Viii Rift (Birnberg s.a., 2019) si Zika (O’Donnell s.a.,
2017) in timp ce comportamentul alimentar generalist mamalofilic, atat pe oameni cét si pe
animale domestice, reprezinta un inconvenient considerabil (Becker s.a., 2010).

Versatilitatea comportamentului alimentar al celor doua bioforme (pipiens si
molestus) apartinand celei de-a doua cea mai abundenta specie (Cx. pipiens s.I, n = 5169
specimene), subliniazd importanta majorda pe care o are in vehicularea diferitelor
arbovirusuri, precum: virusul Batai, Chickungunya, Dengue, Inkoo, Lednice, Sindbis,
Snowshoe hare, Tahyna si nu in ultimul rand virusurile West Nile si Usutu (Brugman s.a.,
2018).

in ceea ce priveste diversitatea specimenelor in functie de punctele de colectare, cea
mai mare diversitate de tantari a fost remarcatd la fondul de vanatoare - biotop natural,
respectiv sase specii plus un gen si la herghelia din judetul Tulcea, unde au fost identificate
patru specii si un gen. Pentru ambele locuri, cele mai abundente specii au fost tantarul de
apa, Ae. vexans (45,74 % la fondul de vanatoare si 46,66 % la hergehlie) si Cx. pipiens s.1
(34,39 % la fondul de vanatoare si 46,66 % la herghelie).

Utilizarea tehnicii de amplificare in timp real microfluid a urmarit detectia pe scara
largad a unui numar mare de agenti virali cu potential patogen pentru om si animale.

Sistemul BioMark™ dynamic array, folosit in vederea realizarii detectiei virale
pentru cele sase specii colectate din judetele Iasi si Tulcea, a permis detectia semnalelor
pozitive pentru doud arbovirusuri cu importantd medicald pentru oameni, unul dintre ele
semnalat pentru prima datd in Romania (VSIN).

Utilizand tehnici de biologie moleculara pe pool-urile monospecifice de tantari
colectati, virusul epornitic cu caracter zoonotic, West Nile, a fost depistat Tn trei specii de
tantari: Culex pipiens s.l, Culex modestus si Aedes vexans.

Pentru cele trei specii pentru care s-au detectat semnale pozitive, a fost calculata
rata minima a infectiei (MIR). Rezultatele studiului au indicat faptul ca rata minima a
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infectiei a fost cea mai ridicatd pentru specia Cx pipiens s.l, colectatd in judetul Iasi, in
sezonul 2018 (MIR = 3,54).

Predictia valorilor MIR a fost urmarita si intr-un studiu din 2001, (Bernard s.a.,
2001), unde s-a obtinut o valoarea apropiata pentru Cx. pipiens s.I (3,53), in timp ce valori
superioare celei obtinute in cadrul studiului nostru (3,54) au fost obtinute in cadrul unul alt
studiu, derulat de Kulasekera s.a., 2001 (8-14).

Valoarea crescuta a ratei de infectie tantari, pentru judetul lasi, din anul 2018, este
direct corelatd cu numarul de cazuri de infectie cu VWN la om din anul 2018 (n = 26).
Pentru anul 2019, s-a constat o valoarea MIR mai redusa la Cx. pipiens s.I (0,77), in timp
ce prevalenta infectiei la Cx. modestus este mai crescuta (1,81). Valorile mai mici obtinute
in urma calcularii prevalentei infectiei in tantarii colectati in anul 2019, sunt corelate direct
cu prevalenta infectiei la oameni din acelasi an (n = 4), din judetul Iasi.

Rata minimd a infectiei tantarilor contribuie la evaluarea activitatii virale si la
anticiparea riscurilor de infectie la oameni si alte specii de animale. O valoare crescuta a
MIR este adesea asociatd unui risc crescut de transmiterii a virusului la oameni. De
asemenea, conform Centrului pentru controlul si prevenirea bolilor (CDC), MIR este un
indicator important in actiunile de monitorizare pentru VWN si pentru anticiparea
paternului activitatii virale si a cazurilor umane dintr-o anumitd zona. Prin urmare, predictia
MIR este o prioritate de sandtate publica in zonele endemice pentru WNV (Chakraborty si
Smith, 2019).

Investigatiile in vitro, prin inocularea pe culturi celulare foarte permisive infectiei
cu VWN (Vero si C6/36), au dus la eliberarea unui numar mare de copii de ARN in
supernatantul celular, ceea ce a indicat o replicare virald intensa. Prezenta virusului a fost
exprimata prin aparitia efectului citopatic specific in culturile celulare, pentru ca ulterior,
prin reactia de polimerizare in lant clasica si secventiere, prezenta virusului sa fie confirmata
in doud probe (129 si 353cc).

Primul izolat a provenit dintr-un pool de tantari din specia Culex pipiens s.l
capturati pe 14 septembrie 2018, la fondul de vanatoare. Anul de provenienta al probei este
totodatd anul in care, In multe tari din Uniunea Europeana, cazurile de infectie cu VWN a
crescut exponential, numarul de cazuri umane depasind numarul total de cazuri din ultimii
sapte ani. La finalul sezonului de transmitere au fost detectate 2083 de infectii cu VWN in
Europa, cele mai multe cazuri fiind raportate in Italia si in trei tari balcanice: Serbia, Grecia
si Roménia (Christova s.a., 2020)

Secventierea partiald a genomului, avand ca tinta gena NS5, a evidentiat faptul ca
izolatul apartine liniei genetice 2. Aceasta tulpina este prezenta in zone unde cazurile umane
sunt raportate anual iar seroconversia specifici VWN a fost depistata la cai (Ludu Oslobanu
s.a., 2014) si caini (Crivei s.a., 2018). Rezultatele noastre sunt in concordanta cu cele
obtinute de catre alti autori Tn anii anteriori, atat in ceea ce priveste principalul vector
implicat in transmitere cat si linia geneticé depistatd (Papa s.a., 2020).
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Tn Europa, linia genetici 2 a VWN a fost detectatd prima data in Ungaria, n anul
2004, prin descrierea ramurei central Europeana/Ungara si ulterior in 2007, in Rusia, a
ramurei est-Europeana/Rusa, aceastd linie, si in special ramura Ungard, predominand
momentan pe continent (Christova s.a., 2020). In Ungaria, linia 2 a fost detectati ca urmare
a izolarii virale dintr-o proba de creier de la un uliu (Accipiter gentilis). Monitorizarile si
testdrile efectuate pe pasarile de prada consecutiv primei detectii, in intervalul 2004-20009,
au condus la izolarea repetata a virusului n aceastd tara. Pana in anul 2013, aceasi linie
virald a fost izolata si 1n alte tari din Europa, precum Rusia, Austria, Serbia, Romania,
Grecia si Italia (Hernandez-Triana s.a., 2014).

Analiza filogeneticd din cadrul studiului nostru a relevat ca tulpinile VWN
identificate la tantarii din Romania sunt inrudite genetic cu tulpini umane, animale $i de la
tantari din Europa. Cele doua izolate de la tantari prezinta o identitate la nivel de nucleotide
ridicata Tn raport cu tulpini VWN umane izolate de la cazuri de import.

Astfel, in functie de procentul de similititudine al secventelor nucleotidelor, izolatul
353cc, din cadrul studiului nostru, prezinta un grad de inrudire genetica de 99.8% (numar
de acces GenBank: MN966983.1) cu un izolat din Spania, detectat in urina unui pacient in
anul 2018. Izolatul respectiv, a fost obtinut de la un pacient roman in varsta de 60 de ani,
depistat pozitiv prin PCR pentru VWN la intorcerea din tara, din municipiul Adjud (Velasco
s.a., 2020).

De asemenea, tulpinile noastre au prezentat un grad ridicat de inrudire genetica si
cu un izolat de la un pacient de 83 de ani, din Belgia (numdr de acces GenBank:
MHO021189.1). Stransa inrudire cu tulpinile din Ungaria si din alte tari balcanice a
concluzionat faptul ca pacientul a dobandit infectia in Ungaria, fiind vorba despre un caz de
import (Wollants s.a., 2018).

Izolatele mentionate prezinta acelasi grad de inrudire si cu tulpina izolata in Grecia
in 2011 (numar de acces GenBank: MN481596.1). Tn contrast cu fenomenele din Ungaria,
epidemia din Grecia din anul 2010, cu 262 de cazuri clinice, a fost mult mai severa, virusul
fiind detectat in partea de nord a tarii (Thessaloniki). Cazurile umane au debutat la inceputul
lunii iulie, varful epidemiei a fost raportat la jumatatea lunii august, in timp ce la finele lunii
octombrie a fost confirmat ultimul caz uman (Danis s.a., 2011). Aceeasi tulpind virala a fost
identificata Tn tantarii din specia Cx. Pipiens din Nea Santa (Grecia), locul de provenienta
al primului caz de encefalita cu VWN (Patsoula s.a., 2016), de la pasarile salbatice (G.
Valiakos s.a., 2011) si de la donatorii de sange (Papa s.a., 2012) in timpul sezoanelor de
transmitere (iunie-octombrie) din anii 2010 si 2011.

In ceea ce priveste inrudirea cu izolate de la animale, tulpina din cadrul studiului
nostru prezinta un grad de similitudine nucleotidica de 99.8 % cu un izolat de la uliu din
Austria. Izolatul obtinut Tn cadrul studiului respectiv prezinta un grad de omologie de
99,77% cu izolatele din Ungaria (Wodak s.a., 2011).

In Italia, linia 2 a fost izolata, in 2011, initial din urina unui pacient febril, pentru
ca ulterior sa fie izolata si din alte probe biologice. Analiza filogenetica a izolatelor virale a
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demonstrat o inrudire stransa cu tulpinile implicate in focarele umane din Grecia si Ungaria
(Magurano s.a., 2012). Susa virala a mai fost izolata si din pool-uri de tantari din specia CX.
pipiens precum si de la gugustiuci (Streptopelia decaocto), in zone unde linia 1 era
endemica din anul 2008. Caracterizarea, incadrarea filogenetica si compararea secventelor
genelor NS3 si NS5 au prezentat o similitudine de 100% si 99% cu aceleasi gene obtinute
de la pasarile de prada din Ungaria (Savini s.a., 2012).

Referitor la izolatul 129 din studiul nostru, acesta prezinta un grad de similitudine
de 96,27% cu linia genetica 2, izolatul Thessaloniki_MC139m/2018 din Grecia, din 2018
(numar de acces GenBank: MN480794.1) si de 96,12% cu tulpina (linia genetica 2) izolata
in Spania (numar de acces GenBank: MN966983.1).

Compararea secventelor de nucleotide ale celor doua izolate din Iasi (129 si 353cc)
in cadrul studiului nostru evidentiaza un procent de similaritate nucleotidica de 64%.
Procentul de similaritate dintre secventele obtinute in cadrul studiului, reprezinti 0
cuantificare a legaturii dintre cele doud secvente si denota faptul ca acestea prezinta origini
comune si au evoluat dintr-o susd comuna (Heringa J., 2008). Argumentul este sustinut de
provenienta comuna a celor doud izolate (fond de vanatoare) si de specia de la care au fost
izolate (Cx.pipiens s.l).

Tn Romania, prima raportare a acestei linii genetice a fost facuta in anul 2010, an
asociat celei de-a doua epidemii de amploare si schimbarii profilului genetic, respectiv
inlocuirea liniei genetice 1 cu linia 2, o linie neuroinvaziva (Sribu s.a., 2011).

Tot n tara noastra, linia geneticd 2 a mai fost detectatd Tn intervalul 2011-2015, in
partea de sud-est, prin secventierea partiala a genomului - regiunea NS5. Analiza filogentica
a relevat faptul ca virusul circulant era foarte similar liniei 2 izolate in anul 2007 in
Volvograd, Rusia. Astfel, in anul 2011, izolate asemanatoare tulpinii Volvograd 2007 au
fost detectate Tn pool-uri de Cx. pipiens colectate in Delta Dundrii. In urmatorii doi ani, in
aceeasi regiune, acelasi izolat a fost gasit in speciile Cx. pipiens s.I, Cx. modestus si An.
hyrcanus (2012) precum si in Cx. pipiens si Coquillettidia richiardii in anul 2013 (Dinu
s.a., 2015). In anul 2015, o tulpina aseminitoare cu Volovograd 2007 a fost depistata co-
circuland in populatiile de tAntari cu alti tulpind inruditi cu grupul Nea Santa 2010. In
urmatorul an, in populatiile de tantari testate din Bucuresti si Delta Dunadrii, a fost depistata
doar cea din urma tulpina (linia geneticd 2 — Nea Santa), care a fost detectata inclusiv intr-
o proba de sange colectata de la un donator (Cotar s.a., 2018).

Amplificarea regiunii NS5 - proteina nestructurala, functionala - are importanta prin
prisma rolului acesteia in translatie si sinteza ARN-ului viral. NS5 este cea mai mare
proteind din structura genomului (are o lungime de aproximativ 900 de aminioacizi), fiind
conservata (Laurent-Rolle s.a., 2010). Flavivirusurile codifica o metiltrasferaza (MT) virala,
la capatul N-terminal al NS5, cu scopul de a cataliza metilarea atat a guaninei N-7 si a
ribozei 2'-OH, in timpul replicarii virale (Zhou s.a., 2007 ) si ARN polimeraza (RdRp), la
capatul terminal al regiunii C a proteinei nestructuale. De asemenea, NS5 are un puternic
efect antagonist asupra productiei de IFN (Laurent-Rolle s.a., 2010).
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Cel de-al doilea arbovirus detectat in cadrul studiului nostru, virusul Sinbis, este
ncadrat Tn familia Togaviridae, acesta determinand la oameni aparitia unui sindrom febril
asociat cu dureri articulare si eruptii cutanate (Kurkela s.a., 2008). Desi, intr-un studiu
condus de Lundstrom s.a.,2019, s-a concluzionat ca perioada de timp cuprinsd intre
jumatatea lunii iulie si sfarsitul lunii septembrie este intervalul cu activitatea virala cea mai
intensa in Europa, Tn cazul nostru semnalul pozitiv provine dintr-o proba colectatd pe 14
iunie 2018. Detectia virala la inceputul verii poate fi o consecinta a iernarii virusului prin
supravietuirea femelelor adulte infectate de la un an la altul.

Numarul de probe pozitive provenite din pool-uri de tantari colectati Tn trei locatii
cu fauna abundenta si zone umede (fondul de vanatoare, zona de agrement, herghelia) poate
reflecta potentialele cai de patrundere a diferitelor arbovirusuri pe traseul zonelor de acces
pentru pasarile migratoare, migratia fiind consideratd unul dintre principalele mecanisme
de expansiune a VWN (Herndndez-Triana s.a., 2014). Ipoteza este sustinutd de faptul ca
zona Tulcea reprezintd o sectiune a culoarului de migrare Eurasian-est-African, ce are rolul
de zona de tranzit pentru pasarile migratoare ce traverseaza zona de est a Romaniei sau
Moldova, in drumul lor catre Bosfor (FUIOp s.a., 2018), in timp ce judetul Iasi, cu lunca
Prutului, reprezintd una din cele cinci locatii principale din Romania unde pasarile
stationeaza in cursul migrarii. Aceste zone sunt totodatd asociate cu o densitate crescuta a
populatiilor de tantari, in special cei din complexul Culex pipiens.

Studiul nostru subliniaza importanta speciei de tantari Cx. pipiens s.l., ca specie
competenta pentru transmiterea VWN in Romania. Desi au existat semnale pozitive si de la
alte doua specii (Aedes vexans si Culex modestus), cel mai important vector implicat in
ambele cicluri de transmitere virala, silvatic si urban, este reprezentat de Cx. pipiens s..
(Tomazatos s.a., 2019).

Exceptéand o singura proba ce a fost colectata in luna iunie, restul probelor pozitive
au provenit din pool-uri colectate in a doua jumatate a verii, respectiv din luna iulie pana in
septembrie, perioada cu intensa activitate virala in Europa (Scheuch s.a., 2018b). Tn cadrul
studiului nostru, prezenta VWN a fost detectata in pool-uri din perioada mentionata (9 iulie
2019) iar Tn anul precedent prima proba pozitiva a fost colectata pe 19 august. Detectia
virald pentru anul 2019 a precedat raportarea primului caz uman (15 iulie), in timp ce pentru
anul 2018 raportarea primului caz uman a fost anterioara detectiei virale (13 iulie 2018).
Cu prevalenta anuala crescutd la oameni, subliniazd necesitatea si importanta programelor
de supraveghere si a strategiilor de control a vectorilor, ce ar putea permite detectia rapida
si timpurie a virusurilor cu potential patogen, inaintea aparitiei primelor cazuri clinice la
oameni. De asemenea, luand in considerare schimbarile climatice majore, ce favorizeaza
abundenta si diversitatea speciilor de tantari, precum si diseminarea rapida si atipica a
vectorilor prin intermediul transporturilor si a implicdrii umane, un program de
supraveghere este necesar pentru determinarea diversitatii speciilor, a abundentei sezoniere
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precum si a expansiunii speciei invazive Ae. albopictus, deja stabilitd in Romania (Prioteasa
s.a.,2015).

7.6 Concluzii partiale
7.6 Partial conclusions

1. Investigatiile entomologice desfasurate in sapte puncte de colectare din doud judete din
partea de est a Romaniei au relevat faptul ca, intre cele 11 specii autohtone identificate,
taxonul dominant a fost reprezentat de specia Aedes vexans (46 %), urmata de specia Culex
pipiens s.l (30,7%). Avand in vedere faptul ca specia Ae. vexans a fost prezenta si foarte
abundenta in timpul lunilor de vara, afirmam ca rezultatul nostru este in conformitate cu
literatura de specialitate.

2. Tn urma testarii prin tehnica PCR in timp real microfluid a 365 de pool-uri monospecifice,
in 11 dintre ele au fost detectate semnale pozitive pentru doua arbovirusuri cu importanta
medicala pentru oameni: West Nile, in zece probe si virusul Sindbis (VSIN), intr-un singur
pool.

3. Testarea unui numar considerabil de probe prin PCR in timp real microfluid n cadrul
sistemului BioMark real-time PCR subliniaza utilitatea si importanta unei astfel de tehnici
pentru realizarea detectiei rapide si precoce a agentilor patogenilor din vectori, unul

dintre acestia fiind astfel semnalat pentru prima data in Roménia (VSIN).

4. Utilizdnd tehnicile de biologie moleculard pe pool-urile monospecifice de tantari
colectati, virusul epornitic cu caracter zoonotic, West Nile, a fost depistat in trei specii de
tantari: Culex pipiens s.I, Culex modestus si Aedes vexans.

5. Studiul nostru subliniaza importanta speciei de tantari Cx. pipiens s.l., ca specie
competenta pentru difuzarea VWN in Romania, in ambele cicluri de transmitere virala,
silvatic si urban.

6. Ulterior amplificarii prin tehnica PCR in timp real microfluid, probele la care s-au
observat semnale pozitive au fost testate pentru confirmarea VWN prin TagMan PCR in
propagarea in vitro a virusului pe culturi celulare de mamifere si culturi celulare derivate
din insecte.

7. Utilizand tehnicile de biologie moleculara si cultivare in vitro, prin studiul nostru s-a
reusit detectia, izolarea si caracterizarea virusului West Nile, un agent patogen de o
deosebita importantd medicala prin prisma incidentei crescute dar si a tenditei expansive la
nivel geografic.

8. Secventierea partiald a genomului, avand ca tintd gena NS5, a evidentiat faptul ca
izolatul apartine liniei genetice 2, din trei produsi supusi amplificarii prin PCR Pan-
flavivirus fiind obtinute doua secvente. Analiza bioinformatica a fragmentelor de 667 si
1003 pb in serverul BLAST a indicat ca izolatele apartin VWN, linia genetica 2. Pe baza
secventierii partiale, a fost construit un arbore filogenetic.
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9. Rezultatele noastre sunt in concordanta cu cele obtinute de catre alti autori in anii
anteriori, atat in ceea ce priveste principalul vector implicat in transmitere cat si linia
genetica depistata.

10. Rezultatele obtinute in cadrul studiului nostru confirma intensa circulatie a VWN 1n
populatia de tantari din zone peri-urbane din judetele lasi si Tulcea. Varful circulatiei virale
a fost observat 1n lunile iulie si august.

11. Dinamica si persistenta endemicitatii acestui virus evidentiazd necesitatea
constientizarii populatiei umane In ceea ce priveste riscurile expunerii la infectia cu
mobovirusuri.

12. Amplificarea virald prin PCR clasic pentru ARN-ul extras din tantari, pentru cel din
supernatantul celulelor Vero si cel al liniei C6/36, tintind ca regiune de interes proteina de
invelis ,,E” a virusului Sindbis, nu a confirmat semnalul pozitiv obtinut in urma testarii
initiale prin tehnica PCR Tn timp real microfluid.

13.Acesta este primul studiu intreprins in tara noastrd in care s-au detectat semnale
moleculare pentru virusul Sindbis. Confirmarea prezentei VSIN in Romania este
importanta, tinand cont ca acesta este un agent patogen cu implicatii in sdnatatea publica.
14. Analiza filogenetica din cadrul studiului nostru a relevat ca tulpinile VWN identificate
la tantarii din Romania sunt inrudite genetic cu tulpini umane, animale si de la tantari din
Europa.

noi, corelat cu prevalenta anuala crescutd la oameni, subliniazd necesitatea si importanta
programelor de supraveghere a virusurilor si a strategiilor de control a vectorilor, ce ar
putea permite detectia rapida si timpurie a cu potential patogen, naintea aparitiei primelor
cazuri clinice la oameni.
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CAPITOLUL VI
CONCLUZII FINALE

Ca urmare a cercetarilor intreprinse asupra infectiilor de natura virala transmise prin
intermediul tantarilor la animale si oameni In zona de est a Romaniei, se pot retine
urmatoarele concluzii finale:

1. Investigatiile desfasurate in cadrul tezei de doctorat au estimat prevalenta, gradul de
difuzare, transmisibilitatea si circulatia unor arbovirusuri in zona de est a Romaniei,
tindnd cont de cele trei verigi implicate Tn vehicularea acestora: vectori, gazde incidentale
si gazde amplificatoare.

2. Infectia cu VWN este endemici in Romania, evolutia acesteia cunoscand o expansiune
in timp si la nivel teritorial, intretinerea focalitatii fiind sustinutd prin particularitatile
ecologice ale teritoriului, abundenta vectorilor competenti si a gazdelor amplificatoare.

3. Rezultatele obtinute de noi Tn cadrul anchetelor sero-epidemiologice prin utilizarea a doua
tehnici de serologie: ELISA si seroneutralizarea, o confirma pe cea din urma ca fiind
metoda de detectie gold-standard si o recomandam a fi utilizatd pentru eliminarea
raspunsurilor fals-pozitive datorate reactiilor serologice incrucisate cu alte flavivirusuri.

4. Prin utilizarea celor doua tehnici serologice, au fost testate probe de ser provenite de la
cai din trei judete din partea de est a Romaniei: lasi, Vaslui si Tulcea. Anticorpi specifici
pentru VWN au fost detectati la 38,4% (136/354) din caii testati, semnale serologice fiind
prezente in toate cele trei judete analizate, cu cea mai ridicatd valoare a prevalentei
anticorpilor observata in judetul lasi (19,5%), unde circulatia virala este confirmata anual
prin cazuri de infectie la oameni.

5. Ca urmare a testarii probelor de la cai prin doud tehnici serologice (ELISA si MNT) si
pentru trei virusuri cu apartenenta la aceeasi familie (West Nile, Usutu si virusul encefalitei
de capusd), in cadrul studiului nostru nu s-a putut demonstra prezenta anticorpilor
specifici Tmpotriva virusurilor Usutu si encefalitei de ciapusa.

6. Profilul serologic al cailor privind infectia cu VWN poate fi considerat un indicator al
circulatiei virale si al potentialului de risc pentru oameni din zonele rurale. Circulatia
virusului in populatia de cai din aceste zone este o consecintd a ecosistemelor antropizate
ce intretin populatiile de vectori.

7. Testarea serologicd privind infectia cu VWN la pasari migratoare si rezidente din
Rezervatia Biosferei Delta Dunarii, a relevat o prevalentd a anticorpilor de 11,8%.
Seroprevalenta astfel constatata confirma atat persistenta virala cat si dispersia virusului
prin intermediul pésarilor migratoare.
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8. Ancheta serologica de prevalenta a flavivirusurilor circulante la céini, care a constat in
testarea a 363 de caini din padocuri, clinici si gospodarii din sase judete din partea de est a
Romaniei, a relevat o seroprevalentd cumulatd a VNW de 36,1%, ceea ce evidentiaza
amploarea distributiei la nivel geografic a acestei infectii, inclusiv in populatiile de ciini.
ca santinela pentru monitorizarea activitatii flavivirusurilor, putdndu-se stabili astfel
potentialul de risc al infectiei cu arbovirusuri la oameni si facand posibila si mai facila
detectia precoce a circulatiei virale.

10. Rezultatele obtinute in urma testarii pentru prezenta anticorpilor specifici anti-VUSU la
caini au demonstrat atat co-infectia cu VWN dar mai ales infectia unica cu virusul Usutu.
Aceasta este prima raportare serologica a infectiei cu virusul Usutu la animale in partea
de est a Romaniei.

11. Comparand rezultatele utilizarii a doua Kit-uri serologice (Ingezim WNV Compaq si ID
Screen WNV Competition) pentru detectia anticorpilor specifici (IgG) dirijati impotriva
VWN, prin retestarea probelor rezultate pozitive (n = 86) in prima etapa a investigatiei, s-a
constatat o corelare de 100% fintre rezultatele obtinute in urma testarii probelor utilizand
doua kit-uri comerciale de detectie.

12. Analiza serologicd desfasuratd pe o cohortd de 176 de pacienti, utilizdind tehnica
imunoenzimaticd ELISA pentru detectia anticorpilor specifici (IgG) pentru VWN, a condus
la constatarea unei prevalente a infectiei de 3,4% in populatia testata si la categoriile luate
in studiu, ceea ce denotd caracterul silentios si o circulatie virala fara exprimari clinice.
13. Depistarea infectiei cu VWN in randul pacientilor umani asimptomatici evidentiaza
necesitatea implementarii unui sistem de prevenire si supraveghere desfasurat in centrele
de donare a sangelui.

14. Cercetarile efectuate in directia identificarii unei corelatii pozitive intre comorbiditati
pre-existente in randul populatiei asimptomatice si seroconversia specifica, nu au avut
rezultatul anticipat. Desi corelatia nu a fost confirmata, sustinem abordarea unei strategii de
recoltare a probelor de la pacienti selectati aleatoriu, fara criterii discriminatorii privitoare
la alte comorbiditati, in cadrul unui studiu epidemiologic longitudinal mai complex, sub
egida concepului ,,One health”.

15. In urma testarii a 88 de probe de la pacienti asimptomatici, in vederea identificarii
semnalelor serologice (IgG) pentru infectia cu virusul Usutu, nu s-a putut confirma
circulatia acestuia in randul populatiei umane incluse in studiu.

16. Investigatiile entomologie desfasurata in doud judete din zona de est a Romaniei au
condus la identificarea a 11 specii indigene de tantari. Dintre acestia, un grad ridicat al
abundentei a fost remarcat la speciile competente pentru virusuri precum: Tahyna, Zika sau
West Nile (Aedes vexans, Culex pipiens s.l. si Culex modestus).

17. Detectia unui numar considerabil de agenti patogeni prin tehnica PCR in timp real
microfluid, Tn cadrul sistemului BioMark real-time PCR, poate sta la baza unui sistem de
supraveghere preliminara a agentilor patogeni cu transmitere vectoriala.
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18. Supravegherea constanta a vectorilor si a speciilor cu rol de santineld, in cadrul unei
strategii de monitorizare a infectiei cu VWN la oameni si la alte specii de animale, reprezinta
aspecte critice pentru sanitatea publicd. De asemenea, calcularea prevalentei ratei de
infectie la tantari (MIR), reprezinta un indicator sigur in vederea stabilirii riscului de
infectie la oameni.

19. Confirmarea prezentei virusului Sindbis in Romania este o premisa a studiilor
ulterioare, tindnd cont de faptul ca acest virus are o importanta deosebitd pentru sanatatea
omului.

20. Caracterizarea celor doua izolate virale (129 si 353cc) obtinute de la tantari releva
apartenenta acestora la linia geneticia 2 a VWN, fiind inrudite cu tulpini virale izolate de la
pacienti umani si de la pasari din Europa.

21. Rezultatele obtinute in acest studiu au condus la stabilirea unor zone de risc pentru
infectiile cu VWN si Sindbis si au generat informatii cu privire la distributia acestor agenti
patogeni in judetul Iasi.

22. Caracterul de noutate al prezentei lucrari este sustinut de prima semnalare a prezentei
virusului Sindbis (VSB), detectat prin biologie moleculara in populatiile de tantari din estul
tarii si de semnalele serologice specifice anti-Usutu (VUSU) obtinute ca urmare a testarii
cainilor prin tehnica de seroneutralizare.
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CHAPTER VIlII
FINAL CONCLUSIONS

Following the research undertaken on viral infections transmitted by mosquitoes to
animals and humans in the eastern part of Romania, the following conclusions can be drawn:
1. The investigations underwent in the frame of the PhD thesis estimated the prevalence,
the degree of propagation, the transmissibility and the circulation of some arboviruses
in the eastern part of Romania, considering the three links involved in their circulation:
vectors, incidental hosts and amplifying hosts.

2. WNYV infection is endemic in Romania, its evolution experiencing an expansion over
time and at the regional level, with the focal maintenance supported by the ecological
features of the territory, the abundance of competent vectors and amplifying hosts.

3. Our results obtained in the sero-epidemiological investigations using two serology
techniques, namely ELISA and seroneutralization, confirm the latter as the gold-standard
detection method and we recommend it to be used to eliminate false-positive responses due
to serological cross-reactions with other flaviviruses.

4. By using the two serological assays, horse serum samples from three counties in the
eastern part of Romania were tested: lasi, Vaslui and Tulcea. Specific antibodies for WNV
were detected in 38,4% (136/354) of the samples, serological signals being present in all
the analyzed counties, with the highest value of antibody prevalence observed in Iasi county
(19,5%), where viral circulation is confirmed yearly by human cases.

5. Following the testing of horse samples by two serological methods (ELISA and MNT)
and for three viruses belonging to the same family (West Nile, Usutu and tick-borne
encephalitis virus), the presence of specific antibodies against Usutu viruses and tick-
borne encephalitis could not be demonstrated.

6. The horses serological profile on WNV infection can be acknowledged as an indicator
of viral circulation for people in rural areas. The viral circulation in the horse population
in these areas is a consequence of anthropogenic ecosystems that support vector
populations.

7. The WNV serological testing in migratory and resident birds in the Danube Delta
Biosphere Reservation revealed an antibody prevalence of 11,8%. The obtained
seroprevalence confirms both viral persistence and virus spread through migratory
birds.

8. The serological investigations regarding the prevalence of circulating flaviviruses in
dogs, consisted of testing 363 samples collected from dogs from paddocks, clinics and
households, in six counties in eastern Romania, revealed a cumulative seroprevalence of
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WNYV of 36,1%, which emphasize the extent of the geographical distribution of this
infection in dog populations.

9. The increased value of seropositivity in dogs indicates that this species can serve as a
sentinel to monitor the activity of flaviviruses, thus establishing the potential risk of
arbovirus infection in humans and enabling even easier early detection of viral circulation.
10. The results obtained after testing for the presence of specific anti-USUV antibodies in
dogs demonstrated both co-infection with WNV but especially unique infection with
Usutu virus. This is the first serological report of Usutu virus infection in animals in the
eastern part of Romania.

11. Comparing the results obtained by the use of two serological kits (Ingezim WNV
Compaq and ID Screen WNV Competition) for the detection of specific antibodies (IgG)
directed against VWN, by retesting the positive results (n = 86) obtained in the first stage
of the investigation, we found a correlation of 100% of the test results using two
commercial detection Kits.

12. Serological analysis performed on 176 patients, using the ELISA enzyme-linked
immunosorbent assay (1gG) for WNV, showed a prevalence of 3,4% in the tested population
and emphasise the silent circulation without clinical expressions.

13. The detection of WNV infection among asymptomatic human patients highlights the
need to implement a prevention and surveillance system developed in blood donation
centres.

14. Although the correlation between pre-existing comorbidities in the asymptomatic
population and specific seroconversion has not been confirmed, we support the approach of
a randomized sampling strategy, without any discriminatory criteria in a longitudinal
epidemiological study, under the "One health" concept.

15. Following the testing of 88 samples collected from asymptomatic patients, in order to
detect serological signals (IgG) for Usutu virus infection, we did not succeed to confirm
its circulation among the human population.

16. The entomological investigations conducted in two counties in the eastern part of
Romania led to the identification of 11 native species of mosquitoes. Of these, a high
degree of abundance was noted in competent species for viruses such as Tahyna, Zika or
West Nile (Aedes vexans, Culex pipiens s.l. and Culex modestus).

17. The detection of a considerable number of pathogens by the microfluid real-time PCR
assay can determine the basis of a preliminary surveillance system of vector-borne
pathogens.

18. Regular surveillance of vectors and sentinel species as part of a strategy to monitor
VWN infection in humans and other animal species is a critical aspect of public health.
Also, calculating the prevalence of the mosquito infection rate (MIR) is a certain indicator
to determine the risk of infection in humans.

19. Confirmation of the Sindbis virus in Romania is a premise of further studies,
considering the fact that this virus has a special importance for human health.
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20. The characterization of the two viral isolates (129 and 353cc) from mosquitoes reveals
their belonging to lineage 2 of WNV, related to viral strains isolated from human patients
and birds from Europe.

21. The obtained results led to the establishment of risk areas for WNV and Sindbis
infections and provide information on the distribution of these pathogens in lasi County.
22. The novelty of this PhD thesis is supported by the first signalling of the Sindbis virus
(SINV) circulation, detected by molecular biology in mosquito populations in the eastern
part of the country and by specific anti-Usutu serological signals (USUV) obtained as a
result of testing dogs by seroneutralization.
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Anexa 1/Annex 1

Dispunerea regiunilor virale de interes Tn placa 96x96, pentru tehnica RT-PCR Microfluid
Arrangement of viral designs in 96x96 Microfluidic plate

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | Germiston Saboya+ Kok_I1 RVFV Ndumu Spond_| Sindbis YRV Middelburg WN_1B | Zika4 D1
B | Pongola ONN Kok_Bai JEV KedV Spond_Il | Sind_|I FJ_AO_1 Chik_ECSA WN_1C | Zika6 D2
C | Orungo Inkoo Kok_Tor JEV_I BannaVS7 Tahyna Sind_2 3 | FJ_AO_3 6 | Chik_IndECSA | WN_2.1 | Zika7 D3
D | batai_1 Unganda-NS2B | Kok _Map | JEV_II Simbu_polyP | EnM_gl Sind_IV | FJ_AO 4 Chik_Asia WN_2.2 | Zika8 D4
E | batai_2 llesha-L Kok_Strat | JEV_Illa | Bwamba EnM_gll | Sind_V FJ_AC_AE | Chik_Wafri WN_3 Deng_1 | Rossl
F | Ngari SemlikiForest-1 | Nyando_|I JEV_IlIb | Banzi EnM_glll | Sind_ VI | FJ. AmS_1 | ChikV WN 4 Deng_2 | Ross2
G | Barmah Forest | SemlikiForest-1l | Nyando_Il | JEV_IV | Wesselbron EnM_glV | Kout I FJ_ AmS 2 | Zika2 WN Deng_3 | Actine
H | Yaounde_polyP | Kok_I RVF_SEgS | JEV_V Usutu EnM_gV | Kout Il RossRiver WN_1A Zika3 Deng_4 | E.Coli
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Anexa 2 / Annex 2

Lista virusurilor transmise de tintari, familia virali, genul si specia, utilizate pentru detectia virald in

tehnica RT-PCR Microfluid, placa 96x96

List of mosquito-borne viruses, targets, viral family, genus and species, used for viral detection in 96x96
Microfluidic assay

Familie Gen Virus/specie Abreviere
Banzi Banzi
Dengue DENV
Japanese Encephalitis JEV
Kedougou Kedougou
Koutango Kout
Kokobera virus groupe Kok
Flaviviridae Flavivirus Murray Encephalitis EnM_gl
Spondweni Spond
Saboya Saboya+
Wesselshron Wesselbron
Yellow fever YFV
Zika Zika
Usutu Usutu
West Nile WN
Phenuiviridae Phlebovirus Rift VValley fever RVFV
Batai batai
Bwamba/Pongola Bwa
llesha ile
Inkoo Inkoo
Peribunyaviridae Orthobunyavirus Ngari Ngari
Nyando Nyando
Tahyna Tahy
Germiston Germi
Yaounde Yaounde
Simbu Simbu
Barmah Forest Barmah
Chikungunya Chik
Ross River RRV
Togaviridae Alphavirus Semliki forest SemFvV
Sindbis Sindbis
O'Nyong-Nyong ONN
Middelburg
Ndumu Ndumu
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Familie Gen Virus/specie Abreviere
. Seadornavirus Banna BannaV
Reoviridae
Orbivirus Orungo Orungo
Control intern Beta-actine beta-actine
Control intern de inhibitie PCR Escherichia coli eae
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Figura 7.5 Ponderea speciilor de tintari incluse in studiu/ Figure 7.5 Percentage of analized
mosquitoes by species;

Figura 7.6 Specimene colectate din specia Culex pipiens s.l., magnificatie WF 10X/20; a si b femele
nehranite, ¢) femeld gravida; d) femeld hranita (Original)/ Figure 7.6 Culex pipiens s.l.collected
specimens, magnification WF 10X/20; a + b) unfed females; c) gravid female; d) blood-fed female
(Original);;

Figura 7.7 Detectia agentilor virali utilizind sistemul BioMark™ dynamic array (cip 96.96)/ Figure
7.7 Viruses detection using BioMark™ dynamic array system (cip 96.96);

Figura 7.8 Curba de amplificare pentru confirmarea semnalelor positive obtinute prin tehnica PCR in
timp real microfluid, regiunea 3°’NC (a) si regiunea ProC (b) (Probele 140, 216, 223, 224, 257, 353)/
Figure 7.8 Amplification curve for samples 140, 216, 223, 224, 257, 353, region 3’UTR (a) and region
ProC (b) (Samples 140, 216, 223, 224, 257, 353);

Figura 7.9 Cultura celulard Vero, infectata cu omogenat de tantari la 4 zile p.i, magnificatie 10x (a-
proba 129, b-probal35, c-proba 136)/ Figure 7.9 Vero cells 4 dpi, magnification 10x, samples 144
a)129,b)135, ¢)136;

Figura 7.10 Cultura celulard Vero (proba 353), infectata cu omogenat de tantar la 1 zi (a), 2 zile (b),

3 zile (¢) si 6 zile p.i (d), magnificatie 10x/ Figure 7.10 Vero cell culture, sample 353, infected with 145
mosquito homogenate at 1dpi (a), 2 dpi (b), 3dpi (c) and 6dpi (d), magnification 10x;

Figura 7.11 Aspecte morfologice ale monostratului de celule Vero, proba 224, la 4 zile p.i,
magnificatie 5X, proba 224 /Figure 7.11. Morphological aspects of Vero cell culture, infected with 145
mosquito homogenate at 4 dpi, magnification 5X, sample 224
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Figura 7.12 Aspecte morfologice ale monostratului de celule Vero, probele 257 (A si B) si 223 (C si

D) la 4 zile p.i, magnificatie 10X /Figure7.12 Morphological aspects of Vero cell culture, infected 146
with mosquito homogenate at 4 dpi, magnification 10X, samples 257 (A and B) and 223 (C and D)

Figura 7.13 Aspectul culturii celulare, linia C6/36, la 5 zile p.i., magnificatie 10x (a) celule
neinfectate; (b) celule infectate cu omogenatul de tantari: proba 257 si (c) proba 216 si (d) celule
infectate cu supernatant de la celule Vero, proba 353/ Figure 7.13 C6/36 cells infected with mosquito 148
homogenate and Vero cells supernatant, at 5 dpi, magnification 10x (a) uninfected cells; (b) sample
257; (c) sample 216; (d) sample 353;

Figura 7.14 Aspectul culturilor celulare infectate cu omogenat de tntari, magnificatie 10x, proba 140.
(a) celule linia Vero neinfectate, la 7 zile p.i; (b) celule Vero infectate, la 7 zile p.i; (c) celule linia
C6/36 neinfectate la 5 zile p.i; (d) celule linia C6/36 infectate la 5 zile p.i./ Figure 7.14 Vero and
C6/36 cells at 5 and 7 days post-infection, sample 140;

Figura 7.15 Profilul electroforetic al ampliconilor RT-PCR, pentru detectia VSIN, la 20 si 30 minute
la 100V/ Figure 7.15 Electrophoretic profile of RT-PCR amplicons for detection of SINV, at 20 and 150
30 minutes at 100V;

Figura 7.16 Profilul electroforetic al produsilor RT-PCR / Figure 7.16 Electrophoretic profile of RT-
PCR products;

Figura 7.17 Arbore filogenetic generat prin alinierea secventelor obtinute cu cele omoloage din baza
de date GenBank (tulpinile VWN obtinute in acest studiu sunt evidentiate prin buline: alb si negru) /
Figure 7.17 Phylogenetic tree based on the alignment of the generated sequences with the best hitsto 152
our sequences in GenBank (the mosquitoes WNYV strains obtained in our study are highlighted through

dark and white dots);
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Abreviere

100 TCIDso
ADN

ADNCc

Ae. albopictus
An.

ANPM

ANSES

ANSVSA
ARN
BLAST
bp

BSL3

Cf

Ci

Ct

cv

Cx.
Cx.pipiens s.1.
DDBR
ECDC
ECP

EFSA

EIP
ELISA
EWN
FMV-IS
FWN
19G
IgM
IMED
IP

M
MAb
MIR
MNT
MWN
NS

nt
NTR
OAS1
oD

LISTA ABREVIERILOR
ABBREVIATIONS

Descrierea completa

100 tissue culture infective dose;

Acid dezoxiribonucleic;

Acid dezoxiribonucleic complementar;

Aedes albopictus;

Anopheles;

Agentia Nationala pentru Protectia Mediului;

Departamentul pentru Sanatatea Animala, Unitatea de Virusologie, din
cadrul Agentiei nationale pentru siguranta sanitard a alimentelor, mediului
si muncii, Maisons-Alfort, Franta;

Autoritatea Nationald Sanitard Veterinara si pentru Siguranta Alimentelor;
Acid ribonucleic;

Basic Local Alignment Search Tool;

Base pairs (perechi de baze);

Nivel de biosecuritate 3 ;

Concentratia finala;

Concentratia initiala;

Threshold cycle (ciclul prag);

Coeficientul de variatie ;

Culex;

Culex pipiens sensu lato;

Danube Delta Biosphere Reserve (Rezervatia Biosferei Delta Dunarii);
European Centre for Disease Prevention and Control

Efect citopatic;

European Food Safety Authority (Autoritatea Europeana pentru Siguranta
Alimentara);

Extrinsic incubation period (perioada de incubare extrinsecd);
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (reactia imunoenzimaticd ELISA);
Encefalita West Nile;

Facultatii de Medicina Veterinara lasi ;

Febra West Nile;

Imunoglobulina G;

Imunoglobulina M;

Institutul de Infectiologie, Friedrich-Loeffler, Germania;

Inhibition percentage (procentului de inhibitie);

Micromolar;

Monoclonal antibody (anticorp monoclonal);

Minimum infection rate (rata minima a infectiei);

Testul de virus micro-neutralizare;

Meningita West Nile;

non-structual protein (proteine nestructurale);

Nucleotide;

Regiuni netraduse;

Oligoadenilat sintetaza

Densitatea optica
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= OIE

= OMS

= ORF

= P

n p|

= PCR

= pr-E

= prM/M
=  PWN

=  rRT-PCR
= RT-PCR
= RU

= sl

" Spp

= TBE

= TBEV

=  UNESCO
= UTR

=  VBAT
=  VCHIK
=  VDEN

=  VESL

= Vf

= Vi

= VINK

= VLED

=  VNT

= VSIN

= VTAH
=  VUSU

=  VWN

[ ul

= F

= M

= Rz

" Mg

= RdRp

= N

= Nt

[ Np
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Oficiul International al Epizootiilor

Organizatia Mondiald a Sanatatii

Open reading frame (cadru deschis de citire)

Pearson’s correlation

Post-infectie

Polymerase chain reaction (reactia de polimerizare in lant)
Proteina de invelis

Proteina premembranard/membranara

Poliomielita cu virus West Nile

Real time reverse transcription-polymerase chain reaction
Reverse transcription-polymerase chain reaction (revers transcriptie PCR)
Unitatilor relative

Sensu lato

Species

Tick-borne encephalitis (encefalita de capusa);

Tick borne encephalitis virus (virusul encefalitei de capusa)
United Nations Educational, Scientific and Cultural Organization
(Organizatia Natiunilor Unite pentru Educatie, Stiinta si Cultura);
Regiune necodanta

Virusul Batai

Chickungunya

virsul Dengue

virusul Encefalitei St. Louis

volumul final

volumul initial

Virusul Inkoo

Virusul Lednice

Testul de virus neutralizare

Virusul Sindbis

Virusul Tahyna

Virusul Usutu

Virusul West Nile

Microlitri

Femela

Mascul

Rezident

Migrator

ARN polimeraza-ARN dependenta

Numarul de tantari testati

Numarul de pool-uri testate

Numarul de pool-uri pozitive pentru virusurile West Nile si Sindbis
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