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INTRODUCERE

Bluetongue (boala limbii albastre) cunoscuta si sub denumirea de febra catarala
este o boald infectioasda, de naturd virala, necontagioasd, cu transmitere vectoriald, ce
afecteaza rumegatoarele domestice (ovine, caprine, bovine) si salbatice (bivoli, cerbi, mai
multe specii de antilope africane si alte specii ale ordinului Artiodactyla).

Bluetongue este intalnita in teritorii cuprinse intre 40° latitudine nordica si 35°
latitudine sudica, putandu-se raspandi,datorita extinderii arealului speciilor vectori
Culicoides,pana la 55° latitudine nordica, regiuni in care boala are un pronuntat caracter
sezonier.

Tn epidemiologia Bluetongue, bovinele au un rol deosebit de important, datorat
viremiei prelungite in absenta semnelor clinice ale bolii. Boala este cunoscuta din a doua
jumatate a secolului al XIX-lea, odata cu intensificarea cresterii ovinelor din rasa Merinos
n Africa de Sud. Primele relatari privind evolutia Bluetongue dateaza din 1876, cand sunt
semnalate mbolnéviri cu mortalitate ridicata. Ulterior, prezenta bolii a fost semnalata in
numeroase state din Africa si Orientul apropiat, Asia, Europa, precum si in Australia si
SUA.

Bluetongue nu este o zoonoza dar evolutia sa la animalele receptive duce la
importante repercusiuni economice. Importanta economica a bolii rezida din pierderile
importante, consecutivdiminuarii capacitatii  productive a animalelor, aparitia
malformatiilor fetale, mortalitate dar si datorita cheltuielilor cu imunizarea animalelor
receptive, restrictii comerciale, reducerea pretului de valorificare a animalelor din speciile
receptive si a produselor provenite de la acestea. Focarele de Bluetongue pot influenta
semnificativ cantitatea de carne, lapte si alte produse comercializate si din aceasta
perspectiva, boala limbii albastre poate fi consideratd o potentiala arma biologica
(Blancou si Pearson, 2003; Sperlova si Zendulkova, 2011).Pierderile economice globale
datorate bolii limbii albastre nu pot fi calculate exact dar existd estimari care le
aproximeaza la aproximativ 3 miliarde USD / an (Tabachnick 1996).

Potrivit ANSVSA, o evaluare completd a pierderilor economice ar trebui sa
includa costul operatiunilor de supraveghere si eradicarea bolii (compensatia pentru
animalele ucise, costurile specifice activitatilor de eradicare legate de personal, materiale,
echipamente etc.) pentru ingrijirea terenurilor si activitati de combatere si dezinfectie a
daunatorilor).
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In Romania, supravegherea serologici a fost introdusi inci din 2000, iar
supravegherea entomologica din anul 2005, cand au fost identificatespeciile
culicoidevectoriale C. obsoletus si C. pulicaris.

Aparitia bolii limbii albastre in Romania a fost un fenomen neasteptat, care a
surprins autoritatile romane, desi au existat alerte de boala (Bulgaria - iunie 2014, Grecia -
iulie 2014, Turcia - august 2014).

Primul focar a fost semnalat in august 2014 la bovinele din judetul Buzau, dupa
care epidemia s-a raspandit rapid in sectorul animalelor domestice, numarul de cazuri
raportate avand o evolutie fulminanta.

Pe langa pierderile imediate,aparitia bolii poate genera efecte pe termen lung,
care pot afecta decisiv sectorul zootehnic roménesc, recuperat usor dupa o lunga perioada
de declin. Romania, avea la momentul declansarii epidemiei, o piatda de desfacere a
ovinelor si bovinelor catre Tordania, Siria si Israel, dar care a fost blocata prin interzicerea

exporturilor. Aceeasi restrictie a fost impusa si in spatiul intracomunitar.

Pierdereapietelor iordaniene, siriene si isracliene si a unui segment de piata
comunitar, posibilitatea limitarii exportului de bovine, ovine si caprine romanesti catre alti
parteneri comerciali majori precum China, Turcia §i alte tari arabe, arata importanta
acestei boli pentru sectorul zootehnic din Romania.

Usurinta cu care boala limbii albastre S-a raspandit, demonstreaza ca teritoriul
Romaniei este afectat de schimbarile climatice generate in urma incélzirii globale, care au
permis vectorilor transmitatori s prolifereze si sa raspandeasca virusul Bluetongue la
animalele receptive.

In egald masura, reiesefragilitatea si lipsa unor masuri adecvate care si asigure
continuarea activitatii zootehnice.

Controlul si eradicarea Bluetongueprin metode conventionale, cum ar fi restrictiile
de miscare sunt dificil de realizat datorita infectiilor asimptomatice, viremiei prelungite la
bovine si persistenta virusului in populatia animalelor receptive. Prin urmare, vaccinarea
utilizdnd vaccinuri specifice serotipului identificat, este singura metoda eficienta de a
controla aceasta boala.

Tn lucrare, ne-am propus si realizim un studiu de epidemio-supraveghere al bolii
limbii albastre, care a evoluat in regiunea de Sud-Est a Romaniei,in perioada 2014-2017,
bazat pe analiza datelor obtinute in urma examenelor serologice, virusologice si clinice la
rumegatoarele domestice, precum si analiza datelor obtinute in urma supravegherii
entomologice.

12
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INTRODUCTION

Bluetongue disease, also known as catarrhal fever, is an infectious, viral, non-
contagious vector-borne disease that affects domestic (sheep, goat, bovine) and wild
(buffalo, deer, more species of African antelopes and other species of the order
Artiodactyla) ruminants.

Bluetongueevolves on territories between 40° North latitude and 35° South
latitude, being able to extend up to 55° North latitude due to the extension of the
Culicoides vector species area, regions in which the disease has a pronounced seasonal
character, evolving during the activity period of adult culicoides.

In Bluetongue epidemiology, cattle play a particularly important role, due to
prolonged viremia in the absence of clinical signs of the disease. The disease is known
from the second half of the 19th century, with the increase of Merino sheep breeding in
South Africa. The first reports on the evolution of Bluetongue date from 1876, when
diseases with high mortality are reported. Subsequently, the presence of the disease has
been reported in many countries in Africa and the Near East, Asia, Europe, as well as in
Australia and the USA.

Bluetongue is not a zoonosis but its evolution in receptive animals leads to
important economic repercussions. The economic importance of the disease resides in the
important economic losses consequently of diminishing the productive capacity of the
animals, the appearance of the fetal malformations, mortality, but also due to the expenses
with the immunization of the receptive animals, commercial restrictions, the reduction of
the price of economic valorization of the animals of the receptive species and of the
products derived from them.Bluetongue outbreaks can significantly influence the quantity
of meat, milk and other products marketed and from this perspective.Bluetongue disease
can be considered a potential biological weapon (Blancou and Pearson, 2003; Sperlova
and Zendulkova, 2011). The global economic losses due to the disease cannot be
accurately calculated, but there are estimates that approximate them to about 3 billion
USD / year (Tabachnick 1996).

According to ANSVSA, a comprehensive assessment of economic losses should
include the cost of disease surveillance and eradication (compensation for killed animals,
specific costs for eradication activities related to personnel, materials, equipment, etc.), for
land care, control activities and pest disinsection.

13
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In Romania, serological surveillance has been introduced since 2000, and
entomological surveillance from 2005, when the vector culicoid species C. obsoletus and
C. pulicaris were identified.

The emergence of the Bluetongue disease in Romania was an unexpected
phenomenon, which surprised the Romanian authorities, although there were disease alerts
(Bulgaria - June 2014, Greece - July 2044, Turkey - August 2014).

The first outbreak was reported in August 2014 in cattle from Buzau County, after
which the epidemic spread rapidly in the domestic sector, the number of cases reported
having a rapid evolution.

In addition to the immediate losses, the onset of the disease can generate long-
term effects, which can decisively affect the Romanian animal breeding sector, easily
recovered after a long period of decline. Romania, at the time of the outbreak, had a
market for the sheep and cattle sale to Jordan, Syria and Israel, but which was blocked by
a ban on imports. The same restriction was imposed in the intra-Community area.

The loss of Jordanian, Syrian and Israeli markets and a segment of the EU market,
the possibility of limiting the export of Romanian cattle, sheep and goats to other major
trading partners such as China, Turkey and other Arab countries, showed the importance
of this disease for the Romanian livestock sector.

The ease with which the Bluetongue disease has spread, shows that the territory of
Romania is affected by climate change caused by global warming, which allowed the
transmitting vectors to proliferate and spread the Bluetongue virus to the receptive
animals.

Equally, it also shows the fragility and lack of adequate measures to ensure the
continuation of the zootechnical activity.

Control and eradication of Bluetongue by conventional methods, such as
movement restrictions, is difficult to achieve due to asymptomatic infections, prolonged
viremia in cattle and the persistence of virus in the receptive animal population. Therefore,
vaccination using vaccines specific to the identified serotype is the only effective way to
control this disease.

In this thesis, we followed an epidemiological study of the Bluetongue disease
during 2014-2017, which evolved in the South-East region of Romania, based on the
analysis of the data obtained from serological, virological and clinical examinations of
domestic ruminants in this region, as well as the analysis of data obtained from
entomological surveillance.

In Romania, according to ANSVSA in the Declaration of Romania regarding the
regaining of the free country status formulated in 2018, the last Bluetongue outbreak
(BTV4) was reported on November 24, 2015 and was inactivated on January 4, 2016.

14
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REZUMAT

Cuvinte cheie:epidemiologie, virus, Bluetongue, rumegdtoare domestice,

Prezenta tezd de doctorat, intitulata ,,.Cercetari privind epidemio-supravegherea
bolii limbii albastre(Bluetongue) in unele judefe din Sud- Estul Romaniei”,este structurata
in doud parti principale: Partea |- ,,Stadiul actual al cunoasterii”, care cumuleaza un
numar de 55 pagini si cuprinde o sistematizare a informatiilor extrase din literatura de
specialitate si Partea a ll-a- ,,Contributii personale”, care cuprinde un total de
136pagini, in care sunt prezentate rezultatele cercetarilor intreprinse in perioada 2014-
2017.

Prima parte, ,,Stadiul actual al cunoasterii”, cuprinde o sistematizare a
principalelor aspecte de actualitate, identificate Tn literatura de specialitate privind boala
limbi albastre si situatia epidemiologica a bolii, in Europa si Romania.

Primulcapitolul intitulat,,Date bibliografie privind boala limbii albastre
(Bluetongue)™ prezintd cele mai importante aspecte referitore la descrierea bolii si a
agentului etiologic.

Tn al doileacapitol, intitulat ,Situatia epidemiologici a bolii Bluetongue in
Europa si Romdnia’. sunt prezentate principalele efecte produse de Bluetongue in acest
areal. Bluetongue a avut un impact economic semnificativ, ca urmare a efectului asupra
animalelor (morbiditate, mortalitate, incapacitate de reproducere, reducerea productiei de
lapte, etc.) si a perturbarii comertului international cu animale si produse animaliere.

Partea a Il-a, ,,Contributii personale” este structurata in sase capitole (Il —
VII1), in fiecare dintre acestea fiind descrise studiile efectuate privind tema de cercetare
propusa, material, metoda si rezultatele obtinute, iar n ultimul capitol sunt sistematizate
concluziile desprinse n urma analizei de ansamblu.

Capitolul 111,,Scopul cercetarilor, obiectivele propuse si cadrul organizatoric”
aflat in deschiderea partii a doua a tezei, cuprinde, conform uzantelor, descrierea succinta
a scopului si a obiectivelor urmarite cat si cadrul organizatoric in care au fost efectuate
cercetirile. In ultimele decenii, Europa a devenit un spatiu tot mai expus pentru
Bluetongue. Cauzele care stau la baza propagarii bolii sunt diverse si ca urmare,
distribuirea a fost aproape uniforma traversadnd intreg continentul, ajungand inclusiv in
Nordul Europei. Tn Romania, primul caz de Bluetongue a fost semnalat pe 22 august 2014
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in judetul Buzau. Dupa prima notificare, numarul cazurilor semnalate a avut o evolutie
fulminanta. Astfel, la doar 5 zile de la confirmarea primului caz, ANSVSA a confirmat la
Buzau 28 de focare de infectie, fiind identificate 73 de bovine si 5 ovinecu forme clinice
de Bluetongue. Tn doar 7 zile de la alerti, boala s-a extins in judetele invecinate, fiind
semnalate 49 de focare. Pe 4 septembrie,Bluetongue s-a raspandit in 12 judete, declansand
63 de focare fiind afectate 447 de animale.Distributia rapida a virusului Bluetongue 1in
lunile august-septembrie a fost consecinta conditiilor climatice prielnice proliferarii
vectorilor culicoizi existenti la acea datd in regiune. In aceste conditii, posibilitatea ca
virusul Bluetongue sa persiste si sa fie distribuit in toate regiunile tarii, era o certitudine.
Avand Tn vedere situatia epidemiologica declansata in 2014, ne-am propus ca in perioada
2014-2017, sa participam la colectarea probelor de sange, evaluarea si testarea de
laborator a probelor prelevate, centralizarea si compararea datelor obtinute la
monitorizarea Bluetongue in Vrancea, Galati, Braila si Tulcea, trei dintre aceste judete
fiind Tnvecinate cu zona unde a evoluat primul focar de boala.

Pentru realizarea acestui deziderat, Tn perioada 2014-2017, s-au monitorizat patru
judete din regiunea de Sud Est a Romaniei ( Galati, Vrancea, Briila, Tulcea) si au fost
stabilite urmatoarele obiective: - supravegherea serologica a bolii limbii albastre la
rumegatoare domestice; - supravegherea virusologica a bolii limbii albastre la
rumegatoare domestice; - capturarea si identificarea vectorilor transmitatori ai virusului
Bluetongue si - identificarea aspectelor clinice si lezionale la rumegatoarele cu infectii
specifice virusului Bluetongue.

Capitolul 1V, denumit ,,Investigatii privind supravegherea serologici in boala
limbii albastre la rumegitoarele din regiunea de Sud-Est a Romaniei”’a urmarit
realizarea unor investigatii epidemiologice privind incidenta anticorpilor anti-Bluetongue
in probele de ser prelevate de la rumegitoarele din cele 4 judete monitorizate. Tn perioada
2014-2017, in regiunea de Sud-Est a Romaniei, au fost testate serologic 12846 de animale
receptive, iar incidenta anticorpilor anti-BTV, a fost variabild in functie de perioada si
arealul geografic luat in studiu. In anul 2014, judetul Vrancea a avut cea mai ridicata
incidenta (58,5%) a animalelor seropozitive, urmat de Galati (3,21%), Braila (2,24%) si
Tulcea ( 0, 58%).

Tn anul 2015, incidenta animalelor seropozitive la Bluetongue s-a aflat intr-o
usoara regresie, diminuandu-se la 32% in Vrancea, la 2,74% in Galati, si la 0% Tn Tulcea,
cu exceptia judetului Braila, unde ponderea a crescut la 6,62%.

Tn anul 2016, s-a remarcat judetul Galati, printr-o crestere semnificativi a
incidentei de la 2,74% (2015) la 15,35% (2016), comparativ cu judetul Vrancea, unde
incidenta a scazut semnificativ de la 32% (2015) la 10,48%, iar in judetul Briila, indicele
de incidenta (6,21%) a fost apropiat valoric de cel din anul anterior (6,62%).

Tn anul 2017, incidenta animalelor seropozitive: a suferit o diminuare
semnificativa de la 15,35% (2016) la 0,81% (2017) 1in judetul Galati, de la 6,21% (2016)
la 3, 35% (2017) in judetul Bridila, si a crescut de la 10,48% la 15,85% in judetul
Vrancea, iar in judetul Tulcea,in acest an, nu au fost identificate animale seropozitive la
virusul Bluetongue. Variabilitate indicelui de incidenta, in cadrul monitorizarii serologice,

18



Teza de doctorat - 2020

a aratat caracterul oscilant si capacitatea de propagare a virusului in regiunea de Sud-Est
a Romaniei. Monitorizarea serologica efectuatd in perioada 2014-2017, la rumegatoarele
domestice, a evidentiat prezenta continud a anticorpilor specifici pentru virusul
Bluetongue, in regiunea de Sud-Est a Romaniei.

Capitolul V, intitulat ,,Investigatii virusologice Tn Bluetongue” cuprinde datele
obtinute in urma efectudrii examenului virusologic prin testului RT-PCR (Real-Time
Polymerase Chain Reaction Assays) in vederea identificarii genomului viral la
rumegatoarele domestice din cele 4 judete monitorizate si de a stabili indicele de
incidenta in regiunea de Sud-Est a Romaniei. Tn perioada 2014-2017, au fost
diagnosticate 1024 animale seropozitive la Bluetongue, de la care s-au prelevat probe de
sange, In vederea efectudrii examenului virusologic.

Tn judetul Vrancea, in perioada 2014-2017, examenul virusologic a fost efectuat
pe 429 probe de sdnge prelevate de la animalele cu seroconversie aflate in exploatatiile
santineld si 370 de animale cu suspiciuni de boald, care au fost identificate cu anticorpi
anti-BTV.Diagnosticul virusologic a confirmat prezenta genomului viral la 47,83% (n=77)
din probele de sange bovin (n=161) si 50% (n=102) din probe de sange ovin (n=204),
prelevate de la animalele seropozitive cu suspiciune de boala, identificate in anul 2014.1n
perioada 2015-2017, nu a fost identificat genomul viral Bluetongue la animale
seropozitive din judetul Vrancea. Confirmarea prezentei virusului Bluetongue la bovinele
si ovinele din judetul Vrancea, corelatd cu rezultatele supravegherii entomologice din
arealul acestui judet, a dus la declararea a 179 focare de Bluetongue semnalate in 43
localitati.

Tn judetul Galati, examenul virusologic s-a efectuat pe 61 probe de sange
recoltate de la animalele santineld cu seroconversie si 35 de animale cu suspiciuni de
boald, la care s-au identificat anticorpi anti-BTV.Diagnosticul virusologic a confirmat
prezenta genomului viral la 50% (n=2) din probele de sange bovin (n=4) prelevate de la
animalele seropozitive cu suspiciune de boald, identificate in anul 2014.In perioada 2015-
2017, nu a fost identificat genomul viral Bluetongue la animale seropozitive din judetul
Galati.Confirmarea prezentei virusului Bluetongue la bovinele si ovinele din judetul
Galati, corelata cu rezultatele supravegherii entomologice din arealul acestui judet, a dus
la declararea a 2 focare de Bluetongue, in anul 2014.

In judetul Briila, examenul virusologic prin tehnica Real-Time- RT-PCR s-a
efectuat pe 114 probe de sange recoltate de la animalele santinela cu seroconversie i 11
probe de sange prelevate de la animale cu suspiciuni de boala, la care s-au identificat
anticorpi anti-BTV. Diagnosticul virusologic a confirmat prezenta genomului viral la
66,66% (n=2) din probele de sange bovin (n=161) prelevate de la bovinele cu
seroconversie si 100% (n=3) din probe de sange prelevate de la bovinele seropozitive cu
suspiciune de boald, identificate in anul 2014.In perioada 2015-2017, nu a fost identificat
genomul viral Bluetongue la animale seropozitive.Confirmarea prezentei virusului
Bluetongue la bovine si ovine, corelatd cu rezultatele supravegherii entomologice din
arealul acestui judet, a dus la declararea a 4 focare de Bluetongue n anul 2014.
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In judetul Tulcea, examenul virusologic s-a efectuat pe 4 probe de sange
prelevate in anul 2014 de la 2 bovine si 2 ovine cu seroconversie.Diagnosticul virusologic
a confirmat prezenta genomului viral la 50% (n=1) dintre bovinele (n=2) si 50% (n=1)
dintre ovinele (n=2) cu seroconversie, identificate in anul 2014.1n perioada 2015-2017, nu
a fost identificat genomul viral Bluetongue la animale seropozitive.Confirmarea prezentei
virusului Bluetongue la bovinele si ovinele din judetul Tulcea, corelatid cu rezultatele
supravegherii entomologice din arealul acestui judet, a dus la declararea a 2 focare de
Bluetongue, in anul 2014.

Infectia cu virusul bolii limbii albastre nu este persistentd. Datorita caracterelor de
patogenitate, infectia cu virusul Bluetongue poate sd nu fie diagnosticata o anumita
perioada de timp, timp In care totusi boala existd si evolueazd, animalele infectate
constituind surse de infectie pentru insectele culicoide.

Tn epidemiologia Bluetongue, bovinele au un rol deosebit de important, datorat
viremiei prelungita in absenta semnelor clinice ale bolii. Cu toate acestea, nu existd o
explicatie pentru rata foarte ridicata de morbiditate la bovinele din Romania.

Capitolul VI, intitulat ,,Investigatii privind aspectele clinice si
anatomopatologice in boala limbii albastre la rumegdatoarele domestice din regiunea de
Sud-Est a Romaniei” sunt prezentate aspectele clinice si lezionale ale infectiei cu virusul
Bluetongue, la bovinele, ovinele si caprinele din cele 4 judete monitorizate. La bovine,
boala evolueaza frecvent fara aspecte clinice evidente, cu exceptia serotipului 8 (BTVS)
care se exprima clinic cu febra, inflamatie de tip cataral sau ulcero-necrotic la nivelul
mucoasei nazale, bucale si a bureletului coronarian. Cu toate acestea, in Romania a fost
identificat serotipul BTV4, care s-a manifestat clinic si lezional cu simptomatologie
asemandtoare serotipului BTVS8. In perioada luatdi in studiu (2014-2017), au fost
examinate clinic 1437 de rumegitoare domestice, dintre acestea 418 (29,08%) au
prezentat aspecte clinice asemanatoare celor specifice infectiei cu virusul(Bluetongue).

Tabloul clinic in infectia cu virusul Bluetongue, la bovine a fost reprezentativ,
fiind identificate urmatoarele semne clinice: 100% (n=209) cu hiperemia mucoasei
conjunctivale, 98,56% (n=206) cu epifora, 98,56%(n=206) cu sialoree,97,6% (n=204)
ulceratii gingivale, 95,7% (n=200) cu tumefierea si cianoza limbii, 95,7% (n=200) cu
edem nazal, 90,43% (n=189) cu ulceratii ale mucoasei nazale, 88,90% (n=186) cu jetaj
muco-purulent, 80,38% (n=168) necroze circumscrise, ulceratii la nivelul ugerului,
76,07% cu slabire accentuata; 73,2% (n=153%) congestia zonei coronare,57,9% (n=121)
cu fenomene nervoase (torticolis), 48,32% (n=101) cu diaree,45,93% (n=96) cu
imobilitate, 44,01% (n=92) cu exongulari, 13,88% (n=29) cu ulcere pe trenul posterior si
5,26% (n=11) cu avorturi.

Tabloul clinic la ovine a fost similar cu cel de la bovine, evoluand la 94,66 %
(n=195) cu stare de prostratie, 100% (n=206) cu secretii nazale muco-purulente, 100%
(n=206) cu edeme si ulceratii nazale, 97,10% (n=200) cu cianoza mucoasei bucale si
100% (n=206) cu ulceratii ale buzelor, 100% (n=206) cu ulceratii si necroze circumscrise
la nivelul mucoasei bucale, 99,5% (n=205) cu sialoree, 53,4% (n=110) cu epifora, 99,5%

20



Teza de doctorat - 2020

(n=205) tumefierea si cianoza limbii, 96,6% (n=199) au fost in incapacitatea de a se
deplasa si 64,10% (n=132) prezentau slabire accentuata.

La caprine,infectia cu virusul Bluetongue, a avut 0 exprimare clinica redusa, fiind
observate urmatoarele: 100% (n=3) caprine cu stare de prostratie, 100% (n=3) cu jetaj
muco-purulent, 100% (n=3) cu edeme si ulceratii nazale, 66,6% (n=3) cu cianoza
mucoasei bucale si 100% (n=3) cu schiopaturi.

Tabloul lezional a fost descris doar la bovinele sacrificate de necesitate, unde
incidenta leziunilor a variat in functie de evolutia clinica: la 100 % (n=8) s-au identificat
petesii extinse la nivelul tesutului conjunctiv subcutanat, 75% (n=6) au fost cu congestii
si hemoragii la nivelul pilierului anterior al rumenului, 100% (n=8) au fost cu hipertrofie
splenicd, 87,5% (n=7) au fost cu hemoragii multifocale splenice si 100% cu hemoragii la
baza arterei pulmonare, 87,5% (n=7) cu congestia, edemul si cianoza laringelui si
faringelui si 75% (n=6) prezentau edem pulmonar si spumozitati traheo-bronsice.

Coreland rezultatele epidemiologice obtinute prin investigatiile serologice,
virusologice si entomologice, putem conchide faptul ¢ virusul Bluetongue se gaseste intr-
o stare latentd, care nu a permis identificarea sa in perioada 2015-2017, dar care se poate
reactiva sub influenta principalilor factori predispozanti: prezenta insectelor vectoriale din
genul Culicoides si cresterea populatiei de animale receptive.

Capitolul VII, intitulat ,Investigatii privind supravegherea entomologici a
vectorilor transmitdtori ai virusului Bluetongue” cuprinde date obtinute Tn urma
monitorizarii entomologice, avand ca obiective: stabilirea prezentei si evaluarea incidentei
insectelor Culicoides, identificarea speciilor de culicoide vectoriale si determinarea
perioadei de activitate a insectelor culicoide vectoriale Tn arealul studiat.Judetele
monitorizate detin forme variate de relief atat din punct de vedere al altitudinii cat si al
formei, cu numeroase rezervatii naturale unde flora si fauna creaza habitate complexe
pentru supravietuirea si inmultirea insectelor vectoriale.

Tn judetul Vrancea au fost identificate insecte hematofage din complexul C.
obsoletus si complexul C.pulicaris, considerate vectori pentru transmiterea bolii limbii
albastre.In anul 2014, incidenta insectelor Culicoides a fost de 1,76 % (n=8), dintre
acestea 37,50% (n=3) au fost C. obsoletus si 62,50% (n=8) C.pulicaris., iar activitatea
vectoriala a culicoidelor a fost semnalatd in septembrie-octombrie la valori termice
cuprinse ntre 6°C si 12°C pentru C. pulicaris si 7°C- 12°C pentru C. obsoletus.in anul
2015, incidenta insectelor Culicoides a fost de 13,54% (n=765) iar dintre acestea 79,95%
(n=604) au fost C. obsoletus, 12,02% (n=161) C.pulicaris. si 9,02% (n=69)au fost
culicoide non-vectoriale. Activitatea vectorialda a speciei C. obsoletus a fost semnalata in
perioada mai - septembrie, la valori termice cuprinse intre 15°C si 33°C iarpentru C.
pulicaris, activitatea s-a desfasurat la valori termice cuprinse intre 12°C si 23°C Tn anul
2016, incidenta insectelor culicoide a fost de 15,38% (n=1182), iar dintre acestea:
61,50%(n=727) au fost C. obsoletus si 38,50% (n=455) C.pulicaris, iar activitatea
vectoriala a culicoidelor a fost semnalatd in perioada aprilie - septembrie, la valori
termice cuprinse intre 7°C si 36°C pentru C. obsoletus si 7°C si 32°C pentru C. pulicaris.
Tn anul 2017, incidenta insectelor Culicoides a fost de 0,56% (n=8) iar dintre acestea 50%
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(n=4) au fost C.obsoletus si 50% (n=4) au fost C.pulicaris., iar activitatea vectoriald a
culicoidelor C. obsoletus si C. pulicaris. a fost semnalata in perioada iulie- septembrie, la
valori termice cuprinse intre 19°C si 34°C.

In judetul Briila au fost identificate insecte hematofage din complexul C.
obsoletus, complexul C.pulicaris, si C.nubeculosus, considerate vectori pentru
transmiterea bolii limbii albastre, cu o incidenta diferitd in functie de ani.In anul 2014,
incidenta insectelor Culicoides a fost de 4.16 % (n=175), dintre acestea 45,71% (n=80) C.
obsoletus, 20,57% (n=36) C.pulicaris , 8,57%(n=15) C.nubeculosus si 22,14% (n=44) au
fost specii de Culicoides ,,non-vectoriale”, iar activitatea vectoriala a culicoidelor a fost
semnalati in august-noiembrie la valori termice cuprinse intre 3°C si 31°C pentru C.
obsoletus , in aprilie-septembrie la valori termice cuprinse intre 11°C- 30°C pentru C.
pulicaris siin septembrie-noiembrie la valori termice cuprinse Tntre 3°C si 30°C.Tn anul
2015, incidenta insectelor Culicoides a fost de 1,61% (n=641) iar dintre acestea 26,83%
(n=172) au fost C. obsoletus, 72,38% (n=464) C.pulicaris, iaractivitatea vectoriala a
culicoidelor a fost semnalatd in perioada aprilie- septembrie, la valori termice cuprinse
intre 8°C si 34°C pentru C. obsoletus si in perioada aprilie-noiembrie la valori termice
cuprinse ntre 5°C si 34°C pentru C. pulicaris. Tn anul 2016, incidenta insectelor culicoide
a fost de 4,15% (n=1182), iar dintre acestea: 21,25%(n=112) C. obsoletus, 77,22%
(n=407) C.pulicarissi 1,51% (n=8) au fost specii de Culicoides,,non-vectoriale”; iar
activitatea vectoriala a culicoidelor a fost semnalata in perioada mai- septembrie, la valori
termice cuprinse intre 7°C si 34°C pentru C. pulicaris, in perioada iunie-septembrie cand
valorile termice au fost cuprinse intre 7°C si 34°C pentru C. obsoletus si in lunile iunie-
iulie la valori termice cuprinse ntre 13°C si 33°C Culicoides,non-vectoriale”. Tn anul
2017, incidenta insectelor Culicoides a fost de 1,33% (n=62), iar dintre acestea 40,32%
(n=25)C.obsoletus si 59,68% (n=37) C.pulicaris, iar activitatea vectoriald a culicoidelor
C. obsoletussi C. pulicaris a fost semnalata in perioada mai- octombrie, la valori termice
cuprinse intre 11°C si 36°C.

Tn judetul Galati au fost identificate insecte hematofage din complexul C.
obsoletus,complexul C.pulicaris, si C.nubeculosus, considerate vectori pentru transmiterea
bolii limbii albastre.In anul 2014, incidenta insectelor Culicoides a fost de 7,73 %
(n=249), dintre acestea 84,33% (n=210) au fost C. obsoletus, 10,84% (n=27) C.pulicaris,
2,83%(n=7) C.nubeculosus si 2,0% (n=5) au fost specii de Culicoides ,,non-vectoriale”,
iar activitatea vectoriala a culicoidelor a fost semnalata: in luna aprilie, la valori termice
cuprinse intre 11°C si 20°C pentru C. pulicaris, in luna septembrie la valori termice
cuprinse intre 17°C- 29°C pentru C. obsoletus, in lunile aprilie si noiembrie la valori
termice cuprinse Tntre 3°C si 30°C pentru C. nubeculosus.in anul 2015, incidenta
insectelor Culicoides a fost de 0,93 (n=165), iar dintre acestea 99,40% (n=164) au fost C.
pulicaris, 0,6% (n=1) C.obsoletusiaractivitatea vectoriald a culicoidelor a fost semnalata
doar in luna aprilie, la valori termice cuprinse intre 5°C si 18°C pentru C. obsoletus si in
perioada aprilie-octombrie la valori termice cuprinse intre 5°C si 33°C pentru C. pulicaris.
Tn anul 2016, incidenta insectelor culicoide a fost de 6,04% (n=732), iar dintre acestea:
60,24%(n=441) C. obsoletus, 39,30%(n=287) C.pulicarissi 0,55% (n=4) C.nubeculosusiar
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activitatea vectoriala a culicoidelor a fost semnalata in perioada aprilie-noiembrie la
valori termice cuprinse intre 10°C si 28°C pentru C. pulicaris, in perioada iunie-august
cand valorile termice au fost cuprinse intre 14°C si 28°C pentru C. obsoletus si in luna
iulie la valori termice cuprinse intre 21°C si 28°C pentru C. nubeculosus.in anul 2017,
incidenta insectelor Culicoides a fost de 14,81% (n=1050) iar dintre acestea 99,14%
(n=1041) au fost C.obsoletus si 0,85% (n=36) C.pulicaris,iaractivitatea vectoriala a
culicoidelor C. pulicaris a fost semnalata in luna mai- cand valori termice au fost cuprinse
intre 13°C si 19°C si in perioada august-octombrie cand valori termice au fost cuprinse
intre 6°C si 28°C, iar C. obsoletus si-a desfisurat activitatea vectoriald in iulie-august
cand valorile termice au fost cuprinse intre 11 si 28 °C.Analiza statistica arati tendinta de
crestere a densitatii culicoidelor in teritoriul judetului Galati.C. obsoletus si C. pulicaris
sunt constant ntr-o relatie de cohabitare fiind principalele specii vectoriale prezente in
judetul Galati.

Tn judetul Tulcea au fost identificate insecte hematofage din complexul C.
obsoletus, C.pulicaris considerate vectori pentru transmiterea bolii limbii albastre.Tn anul
2014, incidenta insectelor Culicoides a fost de 13,54 % (n=1197), dintre acestea 64,66%
(n=774) au fost C. obsoletus, 25,30% (n=303) C.pulicaris si 10,2% (n=120) specii de
Culicoides ,,non-vectoriale”, iar activitatea vectoriala a culicoidelor a fost semnalata: in
luna aprilie pani in octombrie, la valori termice cuprinse intre 8°C si 34°C pentru C.
obsoletus , in perioada mai iulie si septembrie-octombrie cand valori termice au fost
cuprinse intre 14°C- 29°C pentru C. pulicaris.In anul 2015, incidenta insectelor
Culicoides a fost de 21,25 (n=2056) iar dintre acestea 71,30% (n=1466) au fost C.
obsoletus, 13,13%% (n=270) C.obsoletus si 15,56% (n=320) specii de Culicoides ,,non-
vectoriale”. Activitatea vectoriald a culicoidelor a fost semnalata in perioada aprilie-
noiembrie, la valori termice cuprinse intre 7°C si 34°C pentru C. obsoletus si in perioada
aprilie-septembrie la valori termice cuprinse ntre 8°C si 34°C pentru C. pulicaris. Tn anul
2016, incidenta insectelor Culicoides a fost de 12,26% (n=1865), iar dintre acestea:
62,14%(n=1159) au apartinut speciei C. obsoletus, 27,30%(n=509) C.pulicarissi 10,56%
(n=197) specii de Culicoides ,non-vectoriale”. Activitatea vectoriala a speciei C.
obsoletus a fost semnalatd in perioada mai-octombrie cand valorile termice au fost
cuprinse intre 8°C -34°C. Activitatea vectoriala a speciei C. pulicaris a fost identificatain
perioada mai-septembrie, cand valorile termice au fost cuprinse intre 12°C si 34°C.

Tn anul 2017, incidenta insectelor Culicoides a fost de 9,86% (n=1105), iar dintre
acestea 60,82% (n=672) au fost C.obsoletus, 21,26% (n=235) C.pulicaris si17,92%
(n=198) specii de Culicoides ,,non-vectoriale”. Activitatea vectoriala a culicoidelor C.
obsoletus a fost semnalata in luna mai-octombrie cand valori termice au fost cuprinse
intre 10°C -35°C si 12°C -35°C. pentru C.pulicaris.Analiza statisticd efectuatd pentru
perioada 2014-2017, arata tendinta de descrestere a densitdtii culicoidelor in teritoriul
judetului Tulcea.Conditiile topo-geo-climatice ale judetului Tulcea sunt favorizante pentru
aparitia unor noi specii vectoriale din genul Culicoides.

Analiza incidentei vectoriale, raportatd la numarul de insecte capturate in toata
perioada luata in studiu (2014-2017), a aratat cd Tulcea a fost teritoriul cu cea mai mare
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densitate de insecte culicoide (13,85%), urmata de Vrancea (12,9%), Galati (5,48%) si
Briila (2,3%).

Fenomenul de incélzire globald a condus la cresterea temperaturilor multianuale si
la extinderea arealului culicoizilor in Roméania, iar conditiile topo-geo-climaterice din
judetele Vrancea, Galati, Briila si Tulcea ofera regiunii caracterul de focalitate naturala.

In capitolul VIII, intitulat ,,Concluzii finale si recomandari”’ sunt insumate
principalele concluzii desprinse din investigatiile seroepidemiologice, virusologice,
entomologice, clinice si anatomopatologice efectuate. Avand n vedere riscul crescut de
producere a unor noi focare de Bluetongue in regiunea de Sud Est a Romaniei si efectele
economice generate de aceasta boalda, au fost formulate 6 recomandari ce pot fi sustinute
pe termen lung.
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SUMMARY

Key words: epidemiology, virus, bluetongue, domestic ruminants,

The PhD thesis, entitled "Research on epidemic surveillance of bluetongue
disease (Bluetongue) in some counties from South-East Romania™,is structured in two
main parts.Part I, "The current state of knowledge", extended on 55 pages,represent a
sunthesis of the information extracted from the literature on the paper topic. Part Il,
"Personal contributions™, which comprises a total of 136 pages, presents the results of
the research undertaken during the doctoral studies.

The first part, "The current state of knowledge™ is a sintetic review of the
current issuesregarding Bluetongue disease and an updated epidemiological situation of
the disease, in Europe and Romania.

The first chapter entitled "Bibliography data on Bluetongue disease™ presents
the most important aspects regarding the description and etiology of the disease.

In the second chapter, entitled "The epidemiological situation of Bluetongue
disease in Europe and Romania" the main effects produced by Bluetongue in Europe and
Romania are presented. Bluetongue has a significant economic impact, mainly due to the
effect of the disease on animals (morbidity, mortality, insufficient reproduction,
decreasing of milk production and weight gain) and, in particular, disruption of
international trade in animals and animal products.

Part 11, ""Personal contributions™, is structured in six chapters (l1l - VIII), each
one of them comprising the detailed studies performed on the proposed research topic,
materials, methods and the results obtained.In the last chapter the general conclusions
detached from the overall analysisare systematized.

Chapter Illpresent the "Purpose of the research, objectives and organizational
framework™'. In the last decades, Europe has become an increasingly exposed space for
Bluetongue. The causes underlying the spread of the disease are diverse and, as a result,
the distribution was almost uniform across the continent, reaching even in Northern
Europe. In Romania, the first case of Bluetonguewas reported on August 22, 2014 in
Buzau County. After the first notification, the number of reported cases showed a fast
evolution. Thus, just 5 days after the confirmation of the first case, ANSVSA confirmed
the evolution of 28 outbreaks in Buzau, 73 cattle and 5 sheep with clinical forms of
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Bluetongue being involved. In just 7 days after the alert, the disease spread to neighboring
counties, with 49 outbreaks reported. On September 4, Bluetongue spread to 12 counties,
triggering 63 outbreaks of disease and 447 affected animals. The fast distribution of the
Bluetongue virus in August-September was the consequence of the favorable climatic
conditions for the proliferation of the culicoid vectors existing at that time in the region. In
these circumstances, the possibility that the Bluetongue virus could persist and spread in
all regions of the country was a certainty. In order to achieve the epidemiological situation
that started in 2014, we set out to participate at the blood samples harvesting, the
evaluation and laboratory testing of the samples, the centralization and analysis of the data
obtained by surveillance of Bluetongue in Vrancea, Galati, Braila and Tulcea, during
2014-2017, three of these counties being adjacent to the area where the first outbreak of
disease evolved.

In order to achieve this goal, during the mentioned periode, the four counties from
the South-East region of Romania were monitored and the following objectives were
established: serological surveillance of the Bluetongue disease in domestic ruminants;
virological surveillance of Bluetongue disease in domestic ruminants; capture and
identification of the Bluetongue virus transmitting vectors and evaluation of the clinical
and lesional aspects that have evolved in ruminants with Bluetongue virus infections.

Chapter 1V, entitled "Investigations regarding the serological surveillance in
the Bluetongue disease in ruminants in the South-East region of Romania™" aimed to
carry out epidemiological investigations regarding the incidence of Bluetongue virus
(BTV) antibodies in the serum samples obtained from the ruminants from the 4 monitored
counties. During 2014-2017, in the South-East region of Romania 12846 receptive
animals tested by serological methods revealed a variable incidence of BTV antibodies
according to the period and the geographical area. In 2014, Vrancea County had the
highest incidence (58.5%) of seropositive animals, followed by Galati (3.21%), Briila
(2.24%) and Tulcea (0.58%).

In 2015, the incidence of positive Bluetongue animals was in a slight regression,
decreasing to 32% in Vrancea, 2.74% in Galati, and 0% in Tulcea, except for Braila
county, where the share increased to 6.62%.

In 2016, Galati County was noted with a significant increase in the incidence from
2.74% (2015) to 15.35% (2016), compared to Vrancea County, where the incidence has
decreased significantly from 32% (2015) at 10.48%, and in Briila County, the incidence
index (6.21%) was close in value to the previous year (6.62%).

In 2017, the incidence of seropositive animals suffered a significant decrease from
15.35% (2016) to 0.81% (2017) in Galati County, from 6.21% (2016) to 3.35% (2017 ) in
Braila County, and the incidence increased from 10.48% to 15.85% in Vrancea County.In
Tulcea County, this year, no seropositive animals were identified for Bluetongue virus.
The variability of the incidence index, within the serological monitoring, showed an
oscillating character and the ability of the virus for propagation in the South-East region of
Romania. Serological monitoring performed in domestic ruminants between 2014-
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2017revealed the continuous presence of specific antibodies for the Bluetongue virus in
this region.

Chapter V, entitled "Virological investigations in Bluetongue™ contains the data
obtained following the virological examination by the Real-Time Polymerase Chain
Reaction Assays (RT-PCR) in order to identify the viral genome in the domestic ruminants
from the 4 target counties and to establish the indexof incidence in the South-East region
of Romania. During 2014-2017, 1024 seropositive animals were diagnosed with
Bluetongue and the blood samples were submitted to virological examination.

In Vrancea County, between 2014 and 2017, the virological examination was
performed on blood samples harvested from 429 seroconversion animals from the sentinel
farms and 370 animals suspected of Bluetongue. In 2014, the tests confirmed the presence
of the viral genome in 47.83% (n = 77) bovine blood samples (n = 161) and 50% (n =
102) of sheep blood samples (n = 204), taken from animals seropositive with suspected
disease. Between 2015 and 2017, the Bluetongue viral genome was not identified in
seropositive animals from Vrancea County. Confirmation of the presence of Bluetongue
virus in cattle and sheep, correlated with the results of entomological surveillance in the
area of this county, led to the declaration of 179 Bluetongue outbreaks reported in 43
localities from Vrancea county.

In Galati County, the virological examination was performed on blood samples
collected from 61 seroconversion sentinel animals and 35 animals suspected of
Bluetongue, with positive BTV antibodies. Virological diagnosis confirmed the presence
of the viral genome in 50% (n = 2) of bovine blood samples (n = 4) taken from
seropositive animals with suspected disease, identified in 2014. During 2015-2017,
Bluetongue viral genome was not identified in seropositive animals from Galati County.
Confirmation of the presence of Bluetongue virus in cattle and sheep, correlated with the
results of entomological surveillance in the area, led to the declaration of 2 Bluetongue
outbreaks, in Galati County,in 2014.

In Braila county, the virological examination by Real-Time-RT-PCR technique
was performed on blood samples collected from 114 seroconversion sentinel animals and
11 animals suspected of Bluetongue, with positive BTV antibodies. Virological diagnosis
confirmed the presence of the viral genome in 66.66% (n = 2) of bovine blood samples (n
= 161) from seroconversion cattle and 100% (n = 3) of blood samples from seropositive
cattle with suspected disease, identified in 2014. Between 2015 and 2017, the Bluetongue
viral genome was not identified in seropositive animals from Braila county. Confirmation
of the presence of Bluetongue virus in cattle and sheep, correlated with the results of
entomological surveillance in the area, led to the declaration of 4 Bluetongue outbreaks in
2014.

In Tulcea county, in 2014, the virological examination was performed on 4 blood
samples harvested from 2 bovine and 2 sheep with seroconversion. Virological diagnosis
confirmed the presence of the viral genome in 50% (n = 1) of cattle (n = 2) and 50% (n =
1) of sheep (n = 2) with seroconversion. During 2015-2017, Bluetongue viral genome was
not identified in seropositive animals. Confirmation of the presence of Bluetongue virus in
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cattle and sheep, correlated with the results of entomological surveillance in the area, led
to the declaration of 2Bluetongue outbreaks, in 2014.

The infection with the Bluetongue virus is not persistent. Due to their
pathogenicity, the infection with Bluetongue virus may not be diagnosed for a certain
period of time, but meanwhile the disease is still present and evolves and the infected
animals are sources of infection for the culicoid insects.

In Bluetongue epidemiology, cattle play a particularly important role, due to
prolonged viremia in the absence of clinical signs of the disease. However, there is no
explanation for the very high morbidity rate in cattle in Romania.

Chapter VI, entitled "Investigations on the clinical and anatomopathological
aspects of the Bluetongue disease in the domestic ruminants in the South-East region of
Romania", presents the clinical and lesional aspects of the infection with the Bluetongue
virus, in the cattle, sheep and goats from the 4 monitored counties. In cattle, the disease
evolves frequently without obvious clinical features, with the exception of serotype 8
(BTV8) infection which is clinically expressed with fever, cataract or ulcero necrotic
inflammation in the nasal, oral and coronary mucosa. However, in Romania the BTV4
serotype was identified, clinically and lesionally expressed as the BTV8 serotype. During
the research periode, 1437 domestic ruminants were clinically examined, 418 (29.08%)
showing symptoms similar to those specific to the Bluetonguevirus infection.

The clinical picture in Bluetongue virus infection in cattle was representative:
100% (n = 209) with conjunctival mucosal hyperemia, 98.56% (n = 206) with epiphora,
98.56% (n = 206) with sialorrhea, 97.6% (n = 204) gingival ulcerations, 95.7% (n = 200)
with swelling and cyanosis of the tongue, 95.7% (n = 200) with nasal edema, 90.43% (n =
189) with ulcers of the nasal mucosa, 88.90% (n = 186) with muco-purulent discharge,
80.38% (n = 168) circumscribed necrosis, ulcers in the uterus, 76.07% with marked
weakening, 73.2% (n = 153%) congestion of the coronary area, 57.9% (n = 121) with
nervous phenomena (torticollis), 48.32% (n = 101) with diarrhea, 45.93% (n = 96) with
immobility, 44.01% (n = 92) with exongulation, 13.88% (n = 29) with ulcers on the
posterior areas and 5.26% (n = 11) with abortions.

The clinical picture in sheep was similar to that in cattle, evolving to 94.66% (n
195) with prostration, 100% (n = 206) with muco-purulent nasal secretions, 100% (n
206) with edema and nasal ulceration, 97.10% (n = 200) with cyanosis of the oral mucosa,
100% (n = 206) with ulceration of the lips, 100% (n = 206) with ulcers and necrosis
circumscribed in the oral mucosa, 99.5% (n = 205) with sialoree, 53.4% (n = 110) with
epiphora, 99.5% (n = 205) swelling and cyanosis of the tongue, 96.6% (n = 199) were
incapacitated and 64.10% (n = 132) showed marked weakness.

Infection with the Bluetongue virus in goats had a reduced clinical expression, the
following being observed: 100% (n = 3) with prostration, 100% (n = 3) with muco-
purulent discharge, 100% (n = 3) with edema and nasal ulceration, 66.6% (n = 3) with oral
mucosal cyanosis and 100% (n = 3) with lameness.

The lesion picture was described only in bovines slaughtered by necessity, where
the incidence of the aspects varied according to the clinical evolution: in 100% (n = 8)
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bovine animals, enlarged petechiae were identified in the subcutaneous connective tissue,
75% (n = 6) presented congestion and bleeding at the anterior pillar of the rumen, 100% (n
= 8) showed splenic hypertrophy, 87.5% (n = 7) with splenic multifocal hemorrhages and
arterial pulmonaryhemorrhage. In 87.5% (n = 7) congestion, edema and cyanosis of the
larynx and pharynx were oserved and 75% (n = 6) of animals showed pulmonary edema
and tracheo-bronchial foam.

Correlating the epidemiological results obtained by the serological, virological
and entomological investigations, we can conclude that the Bluetongue virus is in a latent
state, which did not allow its identification during 2015-2017. In the same timethe BTV
can be reactivated under the influence of predisposing factors: the presence of vector
insects from genus Culicoides and increasing number of the receptive animals.

Chapter VII, entitled " Investigations regarding the entomological surveillance
of the Bluetongue virus transmitting vectors” presents data obtained from the
entomological monitoring, that followed some objectives: evaluation of presence and
incidence of Culicoides insects, identification of the culicoid species and the evaluation of
the vector activity in the studied area. Because the monitored counties have various relief
forms, both in terms of altitude and shape, with numerous natural reserves, flora and fauna
create complex habitats for the survival and propagation of these vector insects.

In Vrancea County, hematophagous insects from C. obsoletus complex and C.
pulicaris complex were identified, considered vectors for the transmission of the
Bluetongue disease. In 2014, the incidence of Culicoides insects was 1.76% (n = 8), from
which 37.50% (n = 3) were C. obsoletus and 62.50% (n = 8) were C. pulicaris.Vector
activity was reported in September-October at thermal values between 6°C and 12°C for
C. pulicaris and 7°C-12°C for C. obsoletus. In 2015, the incidence of Culicoides insects
was 13.54% (n = 765); 79.95% (n = 604) were C. obsoletus, 12.02% (n = 161) were C.
pulicaris. and 9.02% (n = 69) were non-vector culicoids. Vector activity of the culicoids
was reported between May and September, at thermal values between 15,C and 33°C for
C. obsoletus and 12°C and 23°C for C. pulicaris. In 2016, the incidence of culicoid insects
was 15.38% (n = 1182). Of these, 61.50% (n = 727) were C. obsoletus and 38.50% (n =
455) were C. pulicaris.Vector activity of the culicoids was reported between April and
September, at thermal values between 7°C and 36°C for C. obsoletus and 7°C and 32°C for
C. pulicaris. In 2017, the incidence of Culicoides insects was 0.56% (n = 8) and of these
50% (n = 4) were C. obsoletus and 50% (n = 4) were C. pulicaris. Vector activity of the C.
obsoletus and C. pulicaris culicoidswas reported during July - September, at thermal
values between 19°C and 34°C.

In Briila county, hematophagous insects from C. obsoletus complex, C. pulicaris
complex, and C. nubeculosuswere identified and considered vectors for the transmission
of the Bluetongue disease, with different incidence depending on the years. In 2014, the
incidence of Culicoides insects was 4.16% (n = 175), from which 45.71% (n = 80) were
C. obsoletus, 20.57% (n = 36) were C. pulicaris, 8.57% (n = 15) were C. nubeculosus and
22.14% (n = 44) were "non-vector" Culicoides species. Vector activity of the culicoids
was reported in August-November at thermal values. between 3°C and 31°C, for C.
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obsoletus, in April-September at thermal values between 11°C-30°C; for C. pulicaris, in
September-November at thermal values between 3°C and 30°C. In 2015, the incidence of
Culicoides insects was 1.61% (n = 641) and 26.83% (n = 172) were C. obsoletus, 72.38%
(n = 464) were C. pulicaris.Vector activity of the culicoids was reported during April-
September, at thermal values between 8°C and 34°C for C. obsoletus and during April-
November at thermal values between 5°C and 34°C for C. pulicaris. In 2016, the incidence
of culicoid insects was 4.15% (n = 1182), and of these, 21.25% (n = 112) were C.
obsoletus, 77.22% (n = 407) were C.pulicaris and 1.51% (n = 8) were "non-vector"
Culicoides species. Vector activity of the culicoids was reported during May-September,
at thermal values between 7°C and 34°C for C. pulicaris, during June -September when
the thermal values were between 7°C and 34°C for C. obsoletus and in June-July at the
thermal values between 13°C and 33°C "non-vector" Culicoides In 2017, the incidence of
Culicoides insects was 1.33% (h = 62) and 40.32% (n = 25) were C. obsoletus, 59.68% (n
= 37) were C. pulicaris and the vector activity of the C. obsoletus and C. pulicaris
culicoids was reported during the period May-October, at thermal values between 11°C
and 36°C.

In Galati County, hematophagous insects from C. obsoletus complex, C.
pulicariscomplex, and C. nubeculosus have been identified as vectors for the transmission
of the Bluetongue disease. In 2014, the incidence of Culicoides insects was 7.73% (n =
249), of which 84.33% (n = 210) were C. obsoletus, 10.84% (n = 27) were C. pulicaris,
2.83% (n = 7) were C. nubeculosus and 2.0% (n = 5) were "non-vector" Culicoides
species. Vector activity of the culicoids was reported in April, at thermal values between
11°C and 20°C for C. pulicaris, in September at thermal values between 17°C and 29°C
for C. obsoletus, in April and November at thermal values between 3°C and 30°C for C.
nubeculosus. In 2015, the incidence of Culicoides insects was 0.93 (n = 165) and 99.40%
(n = 164) were C. pulicaris, 0.6% (n = 1) were C. obsoletus. Vector activity of the
culicoids was reported only in April, at thermal values between 5°C and 18°C for C.
obsoletus and in April-October with thermal values between 5°C and 33°C for C.
pulicaris. In 2016, the incidence of culicoid insects was 6.04% (n = 732), and of these
60.24% (n = 441) were C. obsoletus, 39.30% (n = 287) were C.pulicaris and 0.55% (n =
4) were C. nubeculosus. Vector activity of the culicoids was reported during April-
November at thermal values between 10°C and 28°C for C. pulicaris, during June-August
when the thermal values were were between 14°C and 28°C for C. obsoletus and in July at
thermal values between 21°C and 28°C for C. nubeculosus.

In 2017, the incidence of Culicoides insects was 14.81% (n = 1050) and of these
99.14% (n = 1041) were C. obsoletus and 0.85% (n = 36) were C. pulicaris.Vector
activity of the C. pulicaris culicoids was reported in May when thermal values were
between 13°C and 19°C and during August-October when the thermal values were
between 6°C and 28°C. C. obsoletus carried out its vector activity in July-August when the
thermal values were between 11°C and 28°C. The statistical analysis shows the tendency
to increase the density of culicoids in Galati County area. C. obsoletus and C. pulicaris are
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constantly in a cohabitation relationship, being the main vector species present in Galati
County.

In Tulcea County, hematophagous insects from C. obsoletus complex
andC.pulicariswere identified as vectors for the transmission of the Bluetongue disease. In
2014, the incidence of Culicoides insects was 13.54% (n = 1197), of which 64.66% (n =
774) were C. obsoletus, 25.30% (n = 303) were C. pulicaris and 10.2% (n = 120) were
"non-vector" Culicoides species. Vector activity of the culicoids was reported from April
to October, at thermal values between 8°C and 34°C for C. obsoletus, between July and
September-October when thermal values were between 14°C and 29°C for C. pulicaris. In
2015, the incidence of Culicoides insects was 21.25 (n = 2056) and of these 71.30% (n =
1466) were C. obsoletus, 13.13 %% (n = 270) were C. obsoletus and 15.56% (n = 320)
were "non-vector" Culicoides species. Vector activity of the culicoids was reported during
April-November, at thermal values between 7°C and 34°C for C. obsoletus and during
April-September at thermal values between 8°C and 34°C for C. pulicaris.

In 2016, the incidence of Culicoides insects was 12.26% (n = 1865), and of these
62.14% (n = 1159) were C. obsoletus, 27.30% (n = 509) were C.pulicaris and 10.56% (n
= 197) were "non-vector" Culicoides species. The vector activity of the species C.
obsoletus was reported during the period May-October when the thermal values were
between 8°C and 34°C, The vector activity of the species C. pulicaris was identified
during the period May-September, when the thermal values were between between 12°C
and 34°C. In 2017, the incidence of Culicoides insects was 9.86% (n = 1105) and of these
60.82% (n = 672) were C. obsoletus, 21.26% (n = 235) were C. pulicaris and 17.92% (n =
198) were "non-vector" Culicoides species.Vector activity of C. obsoletus culicoids was
reported in May-October when thermal values were between 10°C and 35°C and12°C -
35°C for C.pulicaris. The statistical analysis performed during 2014-2017, showed the
tendency of decreasing the density of the culicoids on the territory of Tulcea county. The
topo-geo-climatic conditions of Tulcea County are favorable for the emergence of new
vector species of the genus Culicoides.

Analysis of the vector incidence, related to the number of insects captured during
the entire research period (2014-2017), showed that Tulcea was the territory with the
highest density of culicoid insects (13.85%), followed by Vrancea (12, 9%), Galati
(5.48%) and Briila (2.3%).

The global warming phenomenon has led to the increase of multiannual
temperatures and to the extension of the Culicoides area in Romania. In the same time
topo-geo-climatic conditions in Vrancea, Galati, Briila and Tulcea counties offer the
region a natural focal character.

In chapter VIll,entitled,,Final conclusions and Recommendations”entitled the
main conclusions drawn from the seroepidemiological, virological, entomological, clinical
and anatomopathological investigations are summarized. Considering the increased risk of
producing new Bluetongue outbreaks in the South-East region of Romania and the
economic effects generated by this disease, six recommendations that can be sustained in
the long termhave been formulated.
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PARTEA |
STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII

PART I
CURRENT STATE OF KNOWLEDGE
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CAPITOLUL |
DATE BIBLIOGRAFIE PRIVIND BLUETONGUE

CHAPTERI I
BIBLIOGRAPHIC DATA ONBLUETONGUE DISEASE

Potrivit Organizatiei Mondiale pentru Sanatatea Animala (OIE), febra catarala
ovina sau boala limbii albastre(Bluetongue) este o boald infectioasd, necontagioasa care
poate afecta rumegatoarele domestice (ovine, caprine, bovine, bivoli) sau sélbatice. Boala
nu afecteaza oamenii §i nu Se transmite prin consumul de lapte sau carnea animalelor
bolnave, dar are importante implicatii economice.

1.1.  Istoricul si importanta boliilimbii albastre

Boala limbii albastre are o importanta considerabila socio-economica in domeniul
comertului international de animale si produse de origine animald, in conditiile in care,
inainte de 1998, a fost considerata o boald exotica in Europa, situatie care, intre timp, s-a
schimbat.

1.1.1. Istoric

Boala limbii albastre a fost cunoscutd pentru prima data, in Africa de Sud, unde a
evoluat endemic la rumegatoarele salbatice (Verwoerd, Erasmus, 2004).

Primul raport oficial cu privire la Bluetonguea fost semnalat la sfarsitul secolului
al XVIll-lea, ca urmare a importului de ovine Merinosdin Europa, in provincia pe Cape
din Africa de Sud. Boala a fost denumita initial "febra" sau "catarrh epizootic”, dar mai
tarziu a fost mentionata ca "febra catarald a oilor", datoritd convingerii gresite ca boala a
fost cauzata de un parazit intracelular (Hutcheon, 1881; Hutcheon, 1902, Dungu, s.a.,
2004).

Mai tarziu, Tn 1905, boala a fost redenumita "boala limbii albastre"”, cu referire la
limbile cianotice caracteristice, observate ocazional la oile infectate (Spreull, 1905;
Dungu,s.a., 2004).

Tn 1906, Sir Arnold Theiler a demonstrat ca agentul etiologic al bolii limbii
albastre, ar putea fi trecut printr-un filtru, indicand astfel ca boala a fost cauzata de un
virus (Theiler, 1906; Dungu, s.a., 2004, Rapunteanu s.a., 2014).

Theiler a introdus, de asemenea, primul vaccin impotriva Bluetongue, produs
dintr-o singura tulpind de virus (BTV-4) atenuata prin trecerea in serie pe oi. Acest
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vaccina indus o protectie Tncrucisata remarcabila pentru alte serotipuri si a fost folosit de
fermierii de ovine din Africa de Sud timp de peste 40 de ani (Theiler, 1908; Dungu, s.a.,
2004).

Analiza circumstantelor in care a aparut boala si rezultatele obtinute prin evitarea
expunerii nocturne a animalelor sensibile precum si aparitia sezonierd a bolii au dus la
ipoteza implicarii unor vectori. Prin urmare, in zona unde a evoluat boala, Du Toit (1944)
captureaza insecte din genul Culicoides, din care prepara broiaje pe care le inoculeaza la
animalele receptive si reproduce boala dupa o anumita perioada de incubare (Du Toit,
1944; Dungu s.a., 2004).

Prepararea unui vaccin cu tulpina Theiler si esecul constant al vaccinarii a
determinat-o pe Neitz (1948) s continue cercetarile. In urma studiului experimental, s-a
constatat faptul ca animalele vaccinate au manifestat imunitate protectoare pe parcursul
intregii vieti fatd de tulpina vaccinala si partiala fata de alte infectii, ceea ce a dus la
ipoteza pluralitatii tulpinilor de virus Bluetongue (Neitz,1948; Dungu, s.a., 2004). Aceste
constatari au dus la primele studii privind serotipizarea tulpinilor virale Bluetongue.

Diversitatea antigenica a tulpinilor virale izolate combinata cu izolarea pe culturi
celulare a dus la aparitia primelor vaccinuri pentavalente care si-au demonstrat eficacitatea
pentru specia ovina (Alexander si Gaig,1951; Dungus.a., 2004). Acestea sunt folosite si la
ora actuala pentru imunizarea ovinelor din Africa de Sud (Dungus.a., 2004).

in anul 1940, febra catarald ovini , considerati o boala specifica zonei de Sud a
Africii, a fost recunoscutd si in alte regiuni geografice ale continentului african (Gibbs
s.a., 1994)

Tn scurt timp, a fost declarat primul focar de boali care a evoluat n afara Africii
si care s-a manifestat in 1943, in Cipru(Gambles,1949;Dungus.a., 2004).

Infectia cu virusul Bluetongue (BTV) evolueaza la nivel mondial, in aceleasi zone
in care sunt prezenti si vectorii, respectiv zone delimitate de paralelele de 55°N si 35°S
(Baranguta, 2010).

Incepand cu aceastd perioadd, virusul s-a propagat constant citre alte regiuni
geografice: in California (1952), Peninsula Iberica (1957), Australia (1976), etc. (Hardy
s.a., 1952;Manso-Ribeiro s.a., 1957; Kirkland,2004).

Ulterior, virusul Bluetonguesi-a facut simtita prezenta in tot mai multe regiuni din
Africa, America, Orientul Mijlociu, subcontinentul indian, China, Asia de Sud-Est,
Australia de Nord si Europa si se crede ca doar Antarctica este in prezent indemna de
Bluetongue.

Distributia si prevalenta infectiilor produse de virusul Bluetongue Tn aceste regiuni
sunt influentate de clima, altitudine, prezenta animalelor receptive, precum si de prezenta
si activitatea vectorilor. In unele tari precum Australia, au fost detectati anticorpi anti-
BTV la un numar foarte mare de animale care nu prezentau simptomatologie (Wilsons.a.,
2008; Mot s.a.2018).

Datorita capacitatii de propagare a virusului la nivelul mondial si a efectelor
produse prin aparitia bolii, la mijlocul anilor 1960, Organizatia Mondiala pentru
Sanatatea Animalelor (OIE) a clasificat boala limbii albastre (Bluetongue)in categoria de
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boala tip "A". Ca urmare, s-au reglementat si s-au impus anumite rigori privind importul
si exportul animalelor si a materialului seminal provenit din regiuni geografice afectate de
Buetongue (Gibbs si Greiner ,1994). Toate aceste masuri specifice au produs efecte
economice nedorite in tarile afectate de aceasta boala, afectdnd zootehnia la nivel mondial
(Gibbs s.a., 1994; Coetzee s5.a.2012).Virusul a continuat sa se raspandeasca catre noi zone
geografice , producand astazi, una din cele mai importante boli ale secolului XXI (Purse
5.2.2005; Maclachlan s.a.2010; Peter Coetzee s.a.2012).

1.1.2. Importanta

O datacu aparitia bolii intr-o anumita regiune geografica sunt demarate o serie de
masuri administrative si specifice care implicad anumite costuri. La nivel national, prima
masura care trebuie luatd este interzicerea imediatd a importului de animale din tri cu
risc, urmatd de monitorizarea fermelor pentru cresterea rumegatoarelor (examen clinic,
teste serologice si virologice pe animale, monitorizarea vectorilor de insecte). In unele
cazuri, se recomanda efectuarea vaccinarii preventive si evitarea contactului animalelor cu
insecte vectoriale (Stanciu si Sarbu, 2014).

Pierderile economice globale datorate bolii Bluetongue nu pot fi calculate cu
exactitatedar existd estimari care le aproximeaza la 30 de miliarde de dolari pe an
(Tabachnick, 1996)

Velthuis s.a. (2010) au realizat un model matematic de estimare a costurilor totale
raportate in urma epidemiei cu serotipul BTV-8 in Olanda(2006 si 2007). S-a avut in
vedere impactul economic creat prin diminuarea capacititii productive a animalelor,
mortalitate i malformatii fetale, cheltuieli cu imunizarea animalelor receptive, restrictii
comerciale, reducerea pretului de valorificare economicd a animalelor din speciile
receptive ( bovine si ovine) si a produselor provenite de la acestea. In acest caz, costurile
totale au fost estimate la 32,4 milioane de lire sterline in 2006 si 164-175 milioane de lire
sterline Tn 2007, autorii considerand ca 91% dintre aceste cheltuieli au fost directionate
pentru control si supraveghere.

Avand in vedere toate aceste costuri aferente aparitiei focarelor de Bluetonguesi
influenta semnificativa a acestei boli asupra comertului de carne, lapte si alte produse de
origine animala, Se poate deduce ipoteza conform careia virusul Bluetongue are
implicatiile unei arme biologice (Blancou si Pearson, 2003; Sperlova si Zendulkova, 2011,
Stanciu si Sarbu, 2014).

1.2. Etiologia

Boala limbii albastre este produsa de virusul Bluetongue care, alaturi de alte 27
de specii virale, apartin genului Orbivirus, subfamilia Sedoreovirinae din familia
Reoviridae(https://talk.ictvonline.org/taxonomy/,2018). Tn acelasi gen taxonomic sunt
inclusi si virusul pestei ecvine aficane (african horse sickness — AHS), virusul bolii
hemoragice virale epizootice (Epizootic haemorrhagic disease - EHD) si virusul
encefalitei eqvine (Equine encephalosis virus-EEE) ( tabelul 1.1.).
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Tabel 1.1. /Table 1.1.
Clasificarea reovirusurilor cu semnificatie veterinara ( OIE, 2015)
Classification of reoviruses of veterinary significance (OIE, 2015)

FAMILIA SUBFAMILIA GENURILE SPECIILE

Bluetongue virus
African Horse sickness virus
Epiyootic haemorrhagic
ORBIVIRUS disease virus
SEDOREOVIRINAE Equine encephalosis virus
Palyam virus
ROTAVIRUS Rotavirus A,B,C,D,E,F,G

REOVIRIDAE Avian orthoreovirus
ORTHOREOVIRUS Mammalian orthoreovirus
SPINAREOVIRINAE
COLTIVIRUS Colorado tick fever virus

Virusul Bluetongue, in functie de serotip, afecteazd rumegitoarele domestice
precum oile, caprele si bovinele, dar si pe cele salbatice cum ar fi: bivoli, caprioare,
antilope si camile.

Tn comun cu celelalte genuri ale familiei Reoviridae, prima determinanti a
includerii izolatelor de virus ca apartinand speciilor din Orbivirus este compatibilitatea de
recombinare a segmentelor genomului viral in timpul coinfectiilor si, prin urmare,
posibilitatea schimbului de informatii genetice si generarea de descendenti viabili de suse
virale.

Oricum, furnizarea de date directe evidentiaza cd reasortarea segmentelor intre
izolate este limitatd, iar comparatia serologica implica, in primul rand, imunodominanta
serogrupului/speciei — antigenul specific VP7 ca temei uzual Tn diagnosticul prin analiza
cantitativa pentru fiecare specie virus (serogrup).

Aceste virusuri, apartindnd familiei Reoviridae, pot fi diferentiate si identificate
prin structura genomului viral, categoriile de animale gazda, proprietatile serologice,
compozitia proteinelor, sSimptomele maladiilor si prin analizarea si compararea secventelor
de genom prin testul PCR.

La nivel mondial, au fost raportate 27 serotipuri (Maan S s.a., 2007;
Bhanuprakash V. s.a., 2009), dar ele nu evolueaza simultant, in aceeasi zona geografica.
De exemplu,in SUA au fost raportate 13 serotipuri (1, 2, 3, 5, 6, 10, 11, 13, 14, 17, 19, 22
si 24), In Europa au fost semnalate 9 serotipuri (1, 2, 4, 6, 8, 9, 11, 16 si 25) sau In
Kuweit a fost identificat serotipul 26 (Temesgen Abera s.a., 2018).

Intre membrii serogrupului BTV, existd reactivitate imunologici incrucisata
semnificativd (Monaco s.a., 2006). Tn cadrul speciilor, tulpinile virale sunt diferentiatepe
baza testelor de genotip si seroneutralizare.Fiecare serotip conferd o imunitate solida fata
de el insusi, dar variabild, adeseori usoara si, uneori, nula fata de altele (OIE, 2012; Batten
s.a. 2013, Rapuntean s.a., 2014).
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Din punct de vedere morfologic, virusul Bluetongue prezinta un fragment de acid
nucleic viral ARN neinvelit, cu structurd icosaedrica si dimensiuni de 70 — 90 nm, cu
capsida dubla, a carei suprafati este constituitd din 32 capsomere (Vasiu, 2003;Rapuntean
s.a., 2014).

Particula virald se replicd in citoplasma celulei gazda, contine ARN dublu
helicoidal si are dimensiuni de 50-100 nm (Perianu, 2005). Faptul ca virusul nu are invelis
la exterior, 1l face sensibil la actiunea tripsinei.

Genomul virionului cuprinde 10-12 segmente de ARN liniar, dublu catenar. Tn
afara segmentului 10 care codifica proteinele NS3 si NS3a, restul segmentelor codifica,
fiecare, cate o proteind structurald sau nestructurala (Manual de diagnostic Bluetongue,
lonescu, 2014).

Natura genomului permite reasortarea intre segmente si, in consecinta, in cazul
coinfectiilor, genomul viral suferd mutatii genetice (genetic drift) intr-un procent crescut,
contribuind la la o deriva antigenica, particularitate ce explica variabilitatea antigenica a
virusului (Heidner s.a., 1991, citat de Perianu, 2005).

Virusul este constituit din 5 proteine structurale, respectiv doua proteine majore
(VP7 si VP3) si trei proteine minore (VP1, VP4 si VP6) fiind inconjurat la exterior de
capsida exterioara formata din proteinele VP2 si VP5. Proteinele structurale sunt
importante deoarece au rol in atagarea virusului de celule si realizarea infectiei si, pentru

ca acestea contin epitopi neutralizanti care stabilesc serotipul viral si imunitatea.

Virusul se cultiva pe embrioni de gdina de 8 zile (antrenand moartea acestora in 3-
5 zile, cu formarea de leziuni congestive si hemoragice), pe culturi celulare renale de miel,
vitel si hamster, pe celule testiculare de bovine, ovine, pe fibroblaste de pui, pe celule din
liniile BHK 21, VERO (Vasiu, 2003), L- 929, efectul citopatic aparand in 3-4 zile, precum
si pe sistemul nervos central al soarecilor nou nascuti, in urma inocularilor intracerebrale.

Efectul citopatic in cultura de monostraturi de celule renale de miel apare in 24-72
ore (Carp — Cérare, 2001).

Virusul se replica nu numai in mediul natural (pe rumegatoare, ca gazda si pe
insectele Culicoides, ca vector), dar se adapteaza si se replica si in mediul artificial. Astfel,
virusul a fost cultivat pe culturi celulare (linia BHK-21 — celule renale de hamster tanar,
L929 — fibroblaste de soarece) si embrioni de gaind (Howeil s.a.,1967). De asemenea,
virusul se cultiva in sistemul nervos central al soarecilor sugari in varsta de o zi sau al
hamsterilor inoculati intracerebral.

Virusul prezinti o mare stabilitate. Tn sangele citratat, la 4°C, isi mentine virulenta
timp de 4 ani, iar Tn stare uscata si in solutie de glicerind se pastreaza activ ani de zile.
Rezista mult timp si la putrefactie. La 50°C, virusul se inactiveaza in 3 ore, iar la 60°C in
30 minute (OIE., 2015). Este rezistent la actiunea cloroformului, eterului, deoxicolatului
de sodiu, dar este sensibil la actiunea tripsinei (tabel 1.2.)

Onet (1983), mentioneaza ca virusul rezistain sange, la temperatura camerei, pana
la trei luni pastrandu-si virulenta, iar in substanta nervoasa pastrata la rece (- 40°C) isi
conserva virulenta timp de 7 ani.
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Tabel 1.2. /Table 1.2.
Rezistenta virusului Bluetongue (Manual OIE, 2015)
Bluetongue virus resistance ( Manual OIE, 2015)

‘ Temperatura

ph Sensibil la pH <6,0 si >8,0

Agenti chimici Inactivat de R-propiolactona

Dezinfectante Inactivat de iodofori si de compusi fenolici

Rezistenta Foarte stabil in prezenta proteinelor (rezistd perioade
indelungate in s@ngele conservat la 20°C)

Virusul Bluetongue este sensibil la temperaturi de + 20°C, pH acid si alcalin,
iodoform, formalina 3%, alcool de 70°C, tripsina si concentratii joase de B- propiolactona.
Este rezistent la factorii mediului extern, la congelari/decongelari, iradiere si solventi
organici (Rapuntean s.a., 2014, OIE, 2015).

1.3. Caractere epidemiologice

Conduita analizei epidemiologice globale privind evolutia Bluetongue impune
disponibilitatea de a impartidsi date intre statele membre afectate, colectarea si
standardizarea acestora, 1n asa fel incat ele sa fie incluse intr-o singura analiza de date.

Caracterele epidemiologice sunt reprezentate de sursele de infectie i de modul de
transmitere, receptivitate (tabelul 1.3.).

Tabel 1.3./Table 1.3.
Receptivitatea, sursele de infectie si transmiterea in Bluetongue
Receptivity, sources of infection and transmission in Bluetongue

Receptivitate Surse de infectie Mod de transmitere
ovine < L N
bovine rumegatoare viremice hematogena prin insecte hematofage
. bovine purtatoare fara semne clinice veneriana, mai rara
o caprine prin contact direct, extrem de rara
bubaline < g < y
< rumegatoare salbatice/rozatoare transplacentara
rumegatoare : : A : L
salbatice insectele ce s-au hranit cu sdnge infectat transfer embrioni

1.3.1. Receptivitate

Sunt receptive la boala ovinele, bovinele, caprinele, bubalinele, rumegatoarele
salbatice: lama, alpacaua, cerb cu coadaalba, bivolul de apa, bivolul african (Syncerus
caffer),bizonii, muflonii, elanii, unele specii de antilope din Africa si alte biongulate cum
ar fi camila (Perianu, 2012; Moga Méanzat, 2005).

Studii recente au sugerat posibilitatea ca virusul sd infecteze si unele specii de
carnivore, cum ar fi: cainii, pisicile, gheparzii, lei, etc. (Alexander $.a.1994; Oura,
2011).Din 2006 pana in 2010, anticorpi anti- BTV1, 4 si 8 au fost identificati la cerb
(Cervus elaphus), caprior (Dama dama), mufloni (Ovis aries musimon), caprioare
(Capreolus capreolus), oaia cu coama (Ammotraguslevia) si capra spaniola (Capra
pyrenaica) in Spania, la care au fost descrise epidemii cu mortalitate ridicata
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(CFSPH,2015; Schulz s.a., 2012; Zanolari s.a., 2010; Purse, 2015).Virusul nu afecteaza
caii, porcii si nu se transmite la om.

Originea Bluetongueeste cel mai probabil dinAfrica, iar rumegatoarele salbatice
sunt gazde naturale ale BTV, desi se crede ca bovinele au inlocuit antilopele ca gazda
deintretinere a virusului Bluetongue (Alexanders.a., 1994). Tn America de Nord s-au facut
studii care sa demonstreze rolul rumegdtoarelor salbatice In mentinerea si raspandirea
BTV. In Europa, astfel de studii sunt aproape inexistente.

1.3.2. Surse de infectie si transmitere

Surse de infectie sunt reprezentate de cétre animalele domestice bolnave (ovine si
bovine) sau cele trecute prin boald, rumegatoarele salbatice infectate si cu forma
inaparenta de boala precum si de insectele care s-au hranit cu sangele animalelor bolnave
(Moga Manzat, 2005, Perianu, 2012).

Transmiterea virusului Bluetongue la animalele receptive se realizeazd exclusiv
prin intermediul unor vectori reprezentati de insecte hematofage din genul Culicoides. Tn
zona mediteraneand si Tn sudul Europei sunt predominanti vectori din complexul
Culicoides imicola, iar in zona continentala europeand (zona palearcticd), vectori din
complexele Culicoides obsoletus (C. obsoletus sensu stricto, C. dewulfi, C. scoticus),
Culicoides pulicaris, Culicoides nubeculosus ( fig.1.1).

Boala se transmite prin intermediul intepaturii culicoizilor, dupa cel putin 10 zile
de la momentul cand insecta s-a infectat. Dipterele hematofage, dupa prima infectare,
raman permanent purtatoare (Foster 1963, citat de Perianu, 2006).
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Fig.1.1. Distributia geografica a Serotlpurllor de virus BT si vectorii majori transmitatori
(FAD PreP -BTV, USDA, 2016)
Fig. 1.1. Geographic distribution of BT virus serotypes and major transmitting vectors

Insectele din genul Culicoides transmit virusul Bluetongue la animalele
receptivedupa ce femelele s-au infectat de la un animal viremic prin intepare si ingerarea
de sange (fig.1.2.). Femelele Culicoides se hrinesc cu sangele animalelor doar noaptea.in
momentul hréanirii culicoidelor, virusul ajunge in organismul insectei unde se replica si in
10-15 zile, virusul ajunge n glandele salivare (Purse s.a.2005), (fig.1.3.).
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Replicarea virusului in vector
(pericada de incubatie 5-14 zile)
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Fig.1.2. Metoda de hranire a Fig.1.3. Ciclul de transmitere a virusului

culicoidelor (Toby Dix St George) de la vector la animalele receptive
Fig.1.2. Midges feeding method (adaptat dupi Purse s.a.2005)
(Toby Dix St George) Fig.1.3. BTV-vector-borne transmission

cycle (adapted from Purse s.a.2005)

Virusul persista in organismul insectelor toatd viata lor (70 zile) si se poate
transmite transovarian, astfel incat noile generatii de diptere sunt deja infectate si
purtatoare de virus (Purse s.a.2005).

Sangele animalelor infectate reprezinta sursa virulenta esentiald, viremia se poate
prelungi 30 zile la ovine si mai multe luni la bovine si rumegatoare salbatice. Sperma
taurilor infectati este uneori virulenta (Singer s.a., 2001).

Alte modalitati de transmitere a virusului sunt posibile doar ocazional: pe cale
veneriand, congenitald sau prin transfer de embrioni. Este posibild §i transmiterea
transplacentara a virusului Bluetongue, motiv pentru care, la nivel european s-au
implementat noi masuri de precautie pentru prevenirea raspandirii bolii (Regulamentul
comisiei CE 1266/2007).

Nu s-a dovedit transmiterea prin coabitarea animalelor infectate cu cele sensibile.

1.3.3. Dinamica epidemiologica a bolii

Bluetongue evolueaza diferit in functie de teritoriul geografic unde actioneaza
fiind in strinsa legaturd cu distributia si ciclul biologic al insectelor vector. Tn zonele cu
clima temperata, boala are caracter sezonier evoluand la sfarsitul primaverii, inceputul
verii si toamna, cand se ating varfurile densitatii culicoidelor (EFSA, 2017). Tn zonele
tropicale, unde culicoidele raman active tot anul, boala evolueazd endemic. Boala poate
evolua si epidemic in zonele in care incidenta animalelor cu manifestari clinice variaza in
functie de densitatea vectoriald, de virulenta tulpinii virale, de imunitatea animalelor, etc.
Incidenta animalelor infectate cu virusul Bluetongue este mai ridicata in zonele
mlastinoase si de-a lungul cursurilor de apa.Insectele culicoide pot fi antrenate cu ajutorul
curentilor de aer dintr-o zona cu risc Bluetongue intr-o zona indemna de boald (Moga
Manzat, 2005).

Morbiditatea si mortalitatea variazd in functie de anumiti factori care tin de
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specia afectata si virulenta tulpinii virale. In general, rata morbiditatii si mortalitatii este

crescuta atunci cand efectivul de animale este la primul contact cu virusul si tulpina are
virulenta crescutd (Zanolari s.a., 2010; Schulz s.a., 2012; Perianu, 2012).

1.3.3.1. Mecanismul overwintering

Virusul Bluetongue poate supravietui 9-12 luni fara implicarea vectorilor culicoizi.
In aceasta perioadd nu sunt detectate animale viremice, bolnave sau cu seroconversie pe
specia gazda (Takamatsu s.a., 2003). Mecanismul de supravietuire a virusului in absenta
vectorilor, este denumit “overwintering” si nu este pe deplin cunoscut.

Atunci cand contactul dintre vectorul principal si populatia de animale receptive
este intrerupt in lunile de iarna, exista existd trei modalitati prin care virusul ar putea
supravietui: fie prin infectie cronica sau latentd a unor indivizi, prin transmiterea
transplacentard de la mama la fat sau transmisie orizontald in timpul actului sexual.
Gazdele cu infectie cronica raman in permanenta infectioase pentru perioade indelungate
de timp, Tn timp ce virusurile latente, cum ar fi herpesul, stau ascunse in interiorul unei
gazde infectate, dar pot fi stimulate pentru a relua replicarea prin anumiti factori cum ar fi
scaderea capacitaii imunitare din cauza stresului sau a altor infectii sau in urma
administrarii unor medicamente (Wilson s.a., 2008).

Prin urmare, atunci cand lipseste contactul dintre vector §i animalele gazda,
animalelor gazde sau exista un ciclu alternativ de transmitere (fig.1.4.) (Wilson s.a., 2008,
Moga Ménzat, 2005).
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Fig 1.4. Posibile exemple de overwintering(dupi A Wilson , Darpel K, Mallor PS 2008)
Fig 1.4. Possible examples of overwintering ( Wilson and al., 2008)

1.3.3.2. Fenomenul overwintering la insecte

Reaparitia virusurilor dupa perioade lungi de timp si 1n aceleasi regiuni, pare sa
fie o proprietate distincta a arbovirusurilor (White s.a., 2005).

Arbovirurile au capacitatea de a supravietui in organismul femelelor culicoide si
prin transmitere verticald, infecteaza descendentii. Unele studiile aratd ca, larvele de
culicoide infectate pot supravietui iarna chiarsi in conditii neprielnice de mediu ceea ce ar
putea fi cel mai plauzibil fenomen de overwintering a virusului (Beaty s.a., 1991; Alb s.a.,
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2005, White s.a. 2005).Cu toate acestea, unii autori (Osborne s.a.,2015), prin studiile
experimentale efectuate pe ouale, pupele si larvele culicoidelor C. sonorensis, colectate la
sfargitul verii cand reapar infectiile cu Bluetongue in zona temperatd a Californiei, nu a
reusit sa identifice virusul prin tehnici de RT-PCR. Ca urmare, autorii considera ca
transmiterea verticala este anevoioasd si reaparitia focarelor, mai ales n regiunile
temperate, pare sa fie consecinta unei supraincarcari a mediului cu virusuri Bluetongue
(Mayo s.a., 2014).

De asemenea, este cert faptul ca virusul Bluetongueputea supravietui iarna in
vectorul populatiei adulte.Desi culicoizii nu tolereazd temperaturi sub 0 grade si nu
supravietuiesc mai mult de 10 zile, studiile de laborator arata ca s-ar putea prelungi
aceasta perioada de viatd in conditiile unei ierni mai blande. Experimentele au aratat ca
culicoizii pot supravietui n conditii de laborator la 10°C timp de trei luni (Lyszk si
Danyk, 2007).

In ierni blande este posibil ca o parte din culicoizii infectanti si fi protejati in
functie de alegerea locului lor de stationare.In aceste ierni, este posibil ca o mica parte
dintre adultii Culicoides infectati sa poata supravietui suficient de mult pentru a reduce
decalajul dintre anotimpurile de transmitere a virusului.

Comportamentul speciilor de culicoizi este adaptat astfel incat sa le asigure
supravietuirea. Un exemplu poate fi modul in care culicoizii nord europeni s-au protejat
n interiorul cladirilor atunci cand temperaturile erau foarte scazute, aspect care nu era
cunoscut la aceste specii ( Losson B. s.a. 2006).

1.3.3.3. Fenomenul overwintering la populatiile de rumegidtoare

Virusul Bluetongue poate produce infectii cronice sau latente la rumegatoarele
receptive In organismul cdrora ar putea persista o perioadd de timp care sad-i permita
trecerea transplacentara de la mama la fat (fig.1.5).

TRANSMITEREA N IARNA
PERIOADA DE SEZON

Incubare ] — . -
supravietuirea in aduitul Culicoides

iyt i ool s N L T O S
: !'r ‘!‘r }r -
Y e TV (Y e
TR T T | 2l

Fig 1.5. Transmiterea BTV in sezonul cald si rece (dupaWilson s.a., 2008)
Fig 1.5. The transmission of BTV in summer and winter ( Wilson and al., 2008)

In infectiile cronice, animalele infectate mentin virusul in stare de latentd o
perioadd lunga de timp pana cand apare o imunosupresie care va permite replicarea
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virusului. In séngele bovinelor, virusul poate persista o perioada mai lunga de timp de 3-4
luni, supravietuind astfel perioadei de absenta a vectorului (Battens.a., 2013; Van der
Sluijs s.a., 2016).

Deoarece infectiile latente se caracterizeaza prin absenta detectabild a virusului,
acest tip de persistenta a cauzelor dau cele mai mari probleme in supraveghere si control.
Bluetongue si majoritatea arbovirozelor sunt detectate in mod normal prin testarea
probelor de sange, virusul infectdind si anumite organe, dar absenta in sange face
imposibila detectarea acestuia prin screeningul serologic ELISA efectuat prin programele
de supraveghere, care, incepand cu anul 2008, sunt cofinantate de Uniunea Europeana
(Baranguta, 2010; Diaconu, 2018).

Inca din 1955, a fost demonstrati transmiterea transplacentard a serotipurilor
BTV2, BTV-4, BTV-8, BTV-9, BTV-10, BTV-11, BTV-13, BTV-16, BTV-23 la
rumegatoare (Van der Sluijs s.a., 2016). Transmiterea transplacentara a virusului consta in
traversarea corionului si invadarea fetusului. In functie de specia de rumegitoare afectati
si stadiul gestatiei, efectele sunt diferite. Astfel, daca infectarea se produce intr-o faza
incipienta a gestatiei consecinta este avortul si dacad infectarea apare intr-o etapa tarzie a
gestatiei, fetusul este infectat si purtator de virus (Gibbs s.a., 1979). Dupa focarul de
Bluetongue aparut in Europa centrald in 2007-2008, De Clercq s.a. (2008) examineaza si
testeaza 300 de avortoni provenifi de la bovine fara simptomatologie clinicd de
Bluetongue. In urma investigatiilor prin RT-PCR a fost pusi in evidentd o tulpini a
serotipului BTV-8, atat la bovine cat si la avortonii acestora. Transmiterea transplacentara
a serotipului BTV-8 fost demonstrata si la ovine (Saegerman s.a., 2011) si caprine (Belbis
s.a., 2013; Coetzee s.a.,2013)

Virusul Bluetongue a fost detectat in materialul seminal al taurilor si berbecilor si
poate fi detectat doar in perioada de varf a viremiei, prezenta lor datorandu-se celulelor
sanguine infectate existente la un moment dat in spermd (Osburn, 1994). Riscul
transmiterii BTV de catre embrioni bovini exista, dar este neglijabil daca embrionii sunt
spalati intre colectare si congelare si sunt transportati conform protocolului stabilit de
International Embryo Transfer Society (IETS) (Acree s.a., 1991; Bowen si Howard 1984,
Estelle s.a. 2011).

1.3.3.4. Alte mecanisme overwintering

Transmiterea virusului Bluetongue se poate face si prin intermediul altor gazde.
Astfel, Bouwknegt s.a (2010), au examinat potentialul rol vectorial al capuselor Ixodes
ricinus, Ixodes hexagonus, Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus bursa si Ornithodoros
savignyi, care au ingerat sdnge contaminat cu serotiul 8 al virusului Bluetongue. Virusul
Bluetongue a fost preluat de capuse, a traversat bariera intestinald si s-a distribuit prin
hemolimfa in glandele salivare, ovare si testicule. Utilizdnd tehnica RT-PCR, virusul
Bluetongue a fost detectat in aceste tesuturi dupa 21 de zile de la infectare. Experimentul,
demonstreaza faptul ca, capusele pot transmite serotipul BTV-8.

De asemenea, existd ipoteza transmiterii virusului Bluetongue la carnivorele
salbatice. Un studiu serologic efectuat pe carnivorele din Sudul si Estul Africii a evidentiat
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o gamad larga de carnivore africane (gheparzi, lei, hiene, sacali, cdini salbatici) la care s-au
pus in evidenta anticorpii specifici pentru virusul Bluetongue (Alexander s.a.,1994;
Coetzee s.a., 2012).

Pentru a ajunge la o intelegere a epidemiologiei bolii pe termen lung, a
programelor entomologice si virusologice trebuie reexaminate intrebarile cu privire la
comportamentul culicoizilor, insecte capabile sa actioneze ca vectori ai bolii. Examinarea
si revizuirea traseelor de migrare a acestora pot fi utilein analiza riscului de reaparitie a
focarelor de boala. Cat timp cat nu se cunosc pe deplin, mecanismele deoverwintering,
distributia virusului Bluetonguein Europa va fi surprinzatoare si in continua schimbare.

1.4. Patogeneza

Patogeneza in Bluetongue se caracterizeaza prin replicarea virusului pe doud tipuri
de gazde, respectiv gazde vertebrate (mamifere rumegatoare) si gazde nevertebrate,
respectiv vectorii culicoizi(Moga Manzat, 2005; Perianu s.a., 2012; Rapuntean s.a.,
2014),(fig.1.6).

Fig.1.6 Posibilititile replicairii virusului Bluetongue:virus-gazda nevertebrata-gazda
vertebrata
Fig.1.6 Possibilities of Bluetongue virus replication: virus- invertebrate host-vertebrate
host

1.4.1. Replicarea pe gazdele nevertebrate

Dupa preluarea virusului Bluetongue de cétre vectori, in urma hranirii pe animale
viremice si eliberarea acestuia, ca urmare a digerarii hematiilor, virusul patrunde in
celulele mezenteronului, unde se replica fara a distruge celulele (fig.1.7)

Ulterior, virusul este eliberat in hemolimfa, infecteaza epiteliul intestinal (de la 2
ore de la ingerare, pana la 3-4 zile), se replicd in celulele intestinale si, in final, este
depozitat Tn glandele salivare ale vectorului, conferind acestuia posibilitatea de a-l inocula
la animale sanatoase la urmatoarea actiune de hranire(Moga Manzat, 2005, Perianu s.a.,
2012; Rapuntean s.a., 2014).

1.4.2. Replicarea pe gazdele vertebrate

La nivelul gazdelor vertebrate, replicarea virala are loc in doua faze (Perianu s.a.,
2012).

In prima faza, respectiv la 2-3 zile post infectie, se produce replicarea initiala la
nivelul limfonodurilor regionale.
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Fig.1.7. Ciclul de transmitere a virusului pe gazde nevertebrate(Bethan V. Purse s.a., 2005)
Fig.1.7. The cycle of transmission of the virus on invertebrate hostsnevertebrate(Bethan V.
Purse s.a., 2005)

Ulterior, virusul ajunge prin intermediul vaselor limfatice eferente, in sistemul
circulator sanguin si, ulterior, in situsurile de replicare secundara (splind, limfonoduri,
pulmoni). Totodatd, se instaleazd viremia primard la 6 — 20 zile. In aceasti etapa,
replicarea virald are loc in celulele endoteliului vaselor de sange mici, a celulelor
dendridice, limfonodurilor, limfocitelor si macrofagelor, dupa care virusul este din nou
transferat in torentul sanguin (viremia secundara), (Bethan V. Purse s.a., 2005; Perianu s.a.,
2012; Rapuntean s.a., 2014), (fig.1.8).
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Fig.1.8. Ciclul de transmitere a virusului pe gazde vertebrate
(Bethan V. Purse s.a., 2005)
Fig. 1.8. Virus transmission cycle on vertebrate hosts

Tn organismul gazdelor vertebrate virusul este asociat hematiilor si plachetelor
sanguine, fiind protejat timp indelungat, de faldurile membranei acestora, fata de actiunea
anticorpilor specifici. Doar o mici parte din cantitatea virala se afla liber in singe. In acest
mod se explica perioada indelungatd de viremie a animalelor care au luat contact cu
virusul (60 zile la ovine, 90 — 150 zile la bovine), precum si coexistenta virusului si a
anticorpilor pe acelasi animal(Perianu s.a., 2012; Rapuntean s.a., 2014).
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Durata viremiei Tn gazdele vertebrate depinde de: specia de animale afectate,
serotipul viral, metoda de detectare a virusului(Perianu s.a., 2012; Rapuntean s.a., 2014).

Insectele transmitatoare preiau virusul o data cu sangele pe care 1l consuma de la
animalele in stare de viremie si, dupa cel putin 10 zile de incubatie in interiorul insectei,
acesta se localizeaza in glandele salivare unde se multplicd si, apoi, este excretat prin
saliva, inoculandu-I animalelor (Vasiu, 2003, Perianu s.a., 2012).

Inocularea virusului de catre culicoid se face iIn momentul hranirii pe gazda
vertebratd. Dezvoltarea viremiei primare este urmata de infectarea nodurilor limfatice, a
splinei si pulmonului(Perianu s.a., 2012).

Replicarea virusului are loc la acest nivel si in endoteliul vaselor mici. Aparitia de
microtrombi plachetari si fibrinosi este urmata de hiperemie, hemoragii, edeme, necroze
ischemice Tn organe si tesuturi. Totodata, are loc replicarea in stratul Malpighian si
descuamativ la nivelul limbii, pielii, buzelor, esofagului si rumenului(Rapuntean s.a.,
2014).

Replicarea virusului in monocite si macrofage, cu producerea viremiei secundare,
intre a 5-a si a 12-a zi de la infectie, este momentul propice pentru izolarea virusului
Bluetongue(Rapuntean s.a., 2014).

La animalele gestante are loc traversarea barierei placentare si infectarea fatului,
urmata de efecte teratogene ca hidrocefalia, hipoplazia cerebrala, avort tardiv si aparitia de
produsi neviabili (Vasiu, 20103; Perianu s.a. 2012; Rapuntean s.a., 2014).

Durata viremiei este in functie de specie, individ, tulpina si serotipul utilizat. La
bovine este, in medie, de 4 sdptamani, rar 8 sdptamani, la ovine 54 de zile, la caprine 21
de zile, la rumegatoarele salbatice este foarte variabild, in functie de specie si serotipul
viral (Vasiu, 20103; Perianu s.a. 2012; Rapuntean s.a., 2014).

Virusul poseda un tropism pentru celulele hematopoetice si endoteliale in care se
multiplica si provoaca degenerarea si necroza endoteliului vascular. Asocierea virusului
cu membranele celulare ale hematiilor este, probabil, responsabila de prelungirea viremiei
la mai multe sdptdmani, chiar in prezenta anticorpilor neutralizanti.Animalele sufera,
probabil, tulburari de coagulare ce evolueaza in coagulopatie de consumatie ce predispune
la sindrom hemoragic (Vasiu, 2003, Perianu s.a., 2012).

Virusul traverseazd placenta si produce simptome variabile, in functie de
momentul gestatiei (mortalitate embrionara si fetala, anomalii congenitale, hidroencefalie
si hipoplazie cerebeloasd), ca o consecintd a distrugerii de cétre virus a precursorilor
neuronali si a celulelor gliale, nainte de migrarea lor in diferitele regiuni ale creierului. Tn
cazul in care infectia se produce in ultima treime a gestatiei, fetusul sau mielul dezvoltd un
raspuns imun care elimina infectia (Vasiu, 2003, Perianu s.a., 2012).

Brewer 5.a.(1992) considera ca rezervorul natural de boald este reprezentat de
bovinele purtatoare de virus Bluetongue.Astfel, acestora li s-a inoculat virusul Bluetongue,
serotipul 10 si, apoi, li s-au examinat prin microscopie electronicd monocitele, eritrocitele
si limfocitele, pentru a putea caracteriza interactiunea virusului Bluetongue cu celulele.
Replicarea virusului Bluetonguein monocite si stimularea (replicarea) limfocitelor a fost
morfopatologic similara cu cea apéruta in celulele VERO.
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Dupa infectia cu virusul Bluetongue la oaie sau dupa vaccinare, apar anticorpii
anti-virus neutralizanti, responsabili de raspunsul imun celular (Rapuntean s.a., 2014)..

Bovinele sunt gazde purtdtoare, cu infectii asimptomatice, fiind asociate cu
persistenta viremiei. Din interactiunea Vvirusului Bluetongue cu membrana celulard a
eritrocitelor, rezultd infectia bovinelor care faciliteaza viremia prelungita, precum si
infectia altor insecte vector(Vasiu, 20103; Perianu s.a. 2012; Rapuntean s.a., 2014).

Varietatea gazdei si factorii de mediu pot influenta clar manifestarea acestei boli.
Patogenitatea n infectia cu virus la bovine si ovine este similara (Perianu s.a., 2012).

Rumegitoarele dezvoltd o varietate de raspunsuri dupa infectia cu virus.
Anticorpii specifici de serogrup si de serotip sunt detectati, iar daca animalul nu a mai fost
expus la infectia cu Bluetongue, anticorpii neutralizanti formati elucideaza acest
aspect(Rapuntean s.a., 2014; Diaconu, 2018).

Patogeneza Bluetongue estesimilard in cazul bovinelor, oilor si cerbilor. Initial,
replicarea are loc in limfonoduri, iar virusul disemineaza apoi in celelalte tesuturi, inclusiv
pulmoni si splind, replicarea principala fiind in celulele endoteliale si fagocitele
mononucleare (MacLachan s.a., 1990).

Nu se cunoaste sigur de ce in infectia cu virusul Bluetongue, bovinele sunt
rezistente, dar viremice si raman purtatoare de virus fara semne clinice, cel mai frecvent
(De Maula s.a., 2003, Perianu s.a., 2012).

1.5. Tabloul clinic

Boala limbii albastre (Bluetongue), cunoscuta si ca febra catarala, afecteaza atat
rumegatoarele domestice(ovinele, bovine, caprine, bivoli) cat si cele salbatice (antilope,
caprioare, camile, etc) (OIE,2019).

Evolutia clinica a bolii este diferita in functie de specia la care evolueaza, ovinele
fiind cele mai sensibile la actiunea agentului viral (OIE,2019).Se caracterizeaza prin febra
si inflamatia catarala sau ulcero-necroticd a mucoaselor nazale, bucale si a bureletului
coronarian (Vasiu, 2003; Perianus.a., 2012, OIE,2019)

La ovine, morbiditatea poate fi de 100% iar mortalitatea se situeaza intre 2-30%
dar poate atinge si 70% ( OIE, 2019).

La ovine, perioada de incubatie este de 3-8 zile si evolutia poate fi acutd, subacuta
si avortata(Vasiu, 20103; Perianu s.a. 2012; Rapuntean s.a., 2014).

Forma acuta debuteaza cu hipertermie (2-4 zile), dispnee, hiperemia mucoasei
bucale si a pielii de pe fata, pavilioanele urechilor si membre. Limba devine hipertrofiata,
puternic tumefiata, cianotica, de unde si denumire a de ,,Boala limbii albastre” (Vasiu,
2003; Perianu s.a., 2012; Rapuntean s.a., 2014;01E,2019). La nivelul cavitatii bucale, si in
special la nivelul buzelor, gingiilor si limbii apar eroziuni de diferite dimensiuni, insotite
de hemoragii si ulcere sangerande. Din cavitatea bucald si din fosele nazale se scurg
secretii seroase, filante care devin in timp mucopurulente (Vasiu, 2003; Perianu s.a., 2012,
OIE,2019). La nivelul membrelor, zona coronard devine congestionatd, hiperemiata,
hemoragica si sensibild la atingere, ceea ce face imposibila deplasarea animalelor. Toate
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aceste simptome se asociaza uneori cu conjunctivite, cheratite, enterite, pneumonie de
aspiratie,semne nervoase (torticolis), avorturi, fatari de produsi neviabili sau cu
malformatii neonatale si infertilitate. Evolutia este nefavorabila, animalul slabeste treptat
si moartea intervine in 8-10 zile, in 70-90% din cazuri ( Perianu s.a., 2012; Rapuntean s.a.,
2014).

Forma subacuta (benigna) este cea mai frecvent intalnitd forma de manifestare si
evolueaza cu aceeasi simptomatologie dar mai putin intensd. Simptomele evolueaza timp
de 2-3 saptamani si se finalizeaza prin vindecare sau moartea animalelor in 20-60% din
cazuri (Perianu s.a., 2012; Rapuntean s.a., 2014).

Forma avortati evolueaza discret cu usoara indispozitie, oboseala, stare febrila,
discrete leziuni de stomatitd si rinitd catarald iar dupa cateva zile, animalul se vindeca
spontan.

La bovine, simptomele pot fi uneori prezente dupa 60-80 de zile de la infectare si
evoluatia este influentatd de virulenta tulpinii de virus. Bovinele manifesta aceeasi
receptivitate fatd de virusul Bluetongue ca si ovinele dar evolueazd subclinic ceea ce
atribuie bovinelor rolul de rezervor natural de infectie pentru ovine (Vasiu, 20103; Perianu
s.a. 2012; Rapuntean s.a., 2014).

Atunci cand tulpina este virulenta, simptomatologia este similard cu cea de la
ovine §i se asociaza cu sistarea lactatiei, apar necroze la nivelul ugerului urmate de un
proces de vindecare si formarea unor cruste(Vasiu, 20103; Perianu s.a. 2012; Répuntean
s.a., 2014).

La capring, boala apare foarte rar cu o evolutie inaparenta iar atunci cand apar
manifestari clinice, ele sunt similare cu cele de la bovine (Baranguta, 2010, Perianu s.a.,
2012). Comuniunea cu ovinele si bovinele fac ca aceasta specie sd aiba un grad Tnalt de
receptivitate iar numarul animalelor infectate sa fie chiar mai mare decét cel al ovinelor,
ceea ce indica un rol epidemiologic important Tn epidemiologia bolii Bluetongue (Bitew
s.a. 2013;Yilma s.a. 2015; Temesgen s.a., 2018).

1.6. Tabloul anatomopatologic

La toate speciile, leziunile macroscopice relevante sunt localizate la nivelul
cavitatii bucale, rumenului, cordului si muschilor (Perianu, 2012). Mucoasa bucala este
hiperemiata, cogestiva, cu petesii si apar eroziuni si ulcere acoperite de pseudomembrane.
Limba apare tumefiata, hipertrofica si uneori gangrenoasa (Paul, 1982; Manuel terestre de
| 'OIE, 2005, Perianu s.a., 2012).

De asemenea, se identificd leziuni gangrenoase datorate complicatiilor bacteriene
anaerobe, hiperemie, edem, eroziuni, hemoragii ale faringelui, laringelui, papilelor
rumenale, retelei, cheagului si, mai rar, ale intestinului. Regiunea valvulei ileocecale poate
fi sediul unor inflamatii catarale sau hemoragice si se mai poate observa hiperemia splinei
si a limfonodurilor (Manuel terestre de 1'OIE, 2005, Baranguta, 2010).

La baza arterei pulmonare precum si celei situate de-alungul pilierului anterior al
rumenului i a gutierei esofagiene apar leziuni hemoragice pe care unii autori, le considera
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specifice infectiei cu virusul Bluetongue. De asemenea, leziuni caracteristice sunt
considerate sipetesiile de la nivelul pericardului, hemoragiile subepicardice si
subendocardice, necrozele ale muschilor papilari din ventricolul stdng sau ale intregului
miocard, hemoragiile de diferite intensitati la baza arterei pulmonare si aortei (Perianu
s.a., 2012; Rapuntean s.a., 2014). Musculatura striataprezinta distrofii, hemoragii, necroze,
iar tesutul conjunctiv subcutanat si intermuscular este infiltrat cu lichid serohemoragic
(Baranguta, 2010;Perianu s.a., 2012; Rapuntean s.a., 2014).

Tabloul lezional este completat cu leziuni distrofice ale rinichiului si ficatului,
leziuni congestiv - distrofice in peretii vezicii biliare si urinare, leziuni hemoragice pe
mucoasa ureterala, preputialda si vulvara si edeme ale regiunii fronto- nazale, spatiul
intermandibular(Perianu s.a., 2012; Rapuntean s.a., 2014).

Histopatologic, se observd edeme, tromboze si hemoragii cu alterarea peretilor
vasculari, degenerescentd si necroza de coagulare a mediei si, mai putin, a adventicei,
(Perianu s.a., 2012;Verwoerd si Erasmus, 2004;Rapuntean s.a., 2014).

1.7. Diagnosticul

Diagnosticul Tn boala limbii albastre (Bluetongue) se realizeaza pe baza
coroborarii datelor epidemiologice, clinice si de laborator.

Boala se confirma prin examene serologice si virusologice clasice sau de biologie
identificare a virusului, unele elaborate n ultima perioada de timp,ca urmare a necesitatii
testdrii unui numar mare de probe prelevate din tot mai multe focare deBluetongue
desfagurate la nivel mondial (tabelul 1.4.).

Cu toate acestea, metodele clasice de identificare a virusului raman in vigoare
(Tojas s.a., 2018). Izolarea virusului se face prin metode clasice de izolare in vivo, cea mai
eficientd fiind realizatd pe embrioni de gaina de 10-11 zile, carora li se inoculeaza
intravenos probe de singe sau suspensii tisulare obtinute de la animalele infectate cu
virusul Bluetongue (Clavijo s.a., 2000). Aceasta tehnica este convenabild dar poate esua
daca in probele biologice testate, numar de virusuri este redus.

O tehnica alternativa de izolare in vivo a virusului Bluetongue, dar care nu este
utilizatd in mod obisnuit, constd in inocularea intravenosa sau subcutanatd a probelor de
sange sau suspensii tisulare la ovine seronegative.

Tehnicile in vitro de izolare a virusului constau in utilizarea unor linii celulare tip
VERO, linia celulara BHK-21, linia celulara KC (Mcholland s.a. 2003).

Diagnosticul diferentialSe realizeazd fatd de: ectima contagioasd, febra Vaii de
Rift, variola ovinelor si caprinelor, boala virald hemoragica epizootica (EHD), pesta
bovina, boala Akabane, cenuroza, pesta micilor rumegitoare, IBR/IPV, BVD/MD,
pneumonii, necrobaciloza, abcese podale, poliartrite, intoxicatii cu plante toxice (Perianu
s.a., 2012;Rapuntean s.a., 2014).
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Tabel 1.4. /Table 1.4.

Metode de identificare a virusului Bluetongue si a anticorpilor specifici
Methods for identifying Bluetongue virus and specific antibodies

TESTE

STAREA
UTILIZARE

DE

Metode de detectie a virusului Bluetongue

Imunofluorescenta
ELISA de captura
(c-ELISA)
Imunobloting

Microscopie
electronica

RT-PCR standard
Real Time RT-PCR
PCR Multiplex

Secventiere

Utilizare medie
Utilizare frecventa
Rar utilizata

Rar utilizata pentru
diagnostic

A fost Tinlocuit cu
Real Time RT-PCR
Utilizata

Utilizata

Utilizata

Metode de identificare a anticorpi anti-BTV

Imunodifuzia Tn gel
de agar
i-ELISA si ELISA-c

VNT

IgM-ELISA

Imunocromatografie

Cipuri proteice

Tn testare
Cele mai utilizate

Utilizare redusi
datorita costurilor

Complementar
testului curent

Utilizare limitata

Utilizare limitata

AVANTAJE

Prezenta §i caracterizarea
virusului

specificitate ridicata

Specificitate ridicatd pentru
serotipurile 1-18 i 20

Identificarea virusului si
modificarile celulare
produse

specificitate

Identificaresi ~ contaminare

redusa a probelor
Identificarea simultanta a
serotipurilor de virus
Incadrarea  in  serogrup,
serotip si topotip

Usor si rapid de realizat

Teste fiabile,
usor d utilizat
Foarte utilizate Tn studiile
epidemiologice

disponibile,

Tehnici noi

Test rapid si specificitate
inalta
Tehnica noua Tn curs de

UTILIZARE

Protocoale
experimentale
Identificarea
antigenelor BTV
Detectarea virusului

Utilizata cand nu se
cunoaste virusul

Identificare
ARN BTV
Identificare
ARN BTV
Identificare
BTV

Identifica si cuantifica
ARN din genom

ARN

Detectarea Atc.anti —
BTV

Detectarea Atc.anti —
BTV

Detectarea
Atc.specifici
serotipurile BTV
Detectarea Atc.anti —
BTV in infectiile
acute la bovine
Detectarea Atc.anti —
VP7

Detectarea Atc.anti —

pentru

dezvoltare VP7
Seroaglutinare  cu Utilizare limitata Tehnica noua Th curs de Detectarea Atc.anti —
latex dezvoltare. Recomandat VP7

pentru numar mare de probe
Dulu antigen MIA Utilizare limitata Specificitate si fiabilitate Detectarea simultana

ridicata comprativ cu c-
ELISA
Abrevieri: BTV- virusul Bluetongue, i-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)- testul imunoenzimatic
indirecta, , C-ELISA — ELISA de competitie; MIA- testul de imunoanalizd a microsferei; RT-PCR. reverse-
transcription polymerase chain reaction; VNT- testul de seroneutralizare a virusului
Datele epidemiologice care ofera elemente deosebit de importante pentru

a Atc.anti -VP2 si VP7

diagnosticul in Bluetongue sunt: caracterul sezonier, prezenta insectelor vectoriale,
evolutia enzootica si aspectul necontagios al bolii, evolutia acuta a bolii cu manifestari
clinice reprezentative, cum sunt: inflamatia si eroziunea mucoasei bucale si a buzelor,
rinita si edemul capului, pododermatita cu schiopaturi si imposibilitatea de deplasare
(Perianu s.a., 2012;Rapuntean s.a., 2014).
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CAPITOLUL I1. ~
SITUATIA EPIDEMIOLOGICA A BOLII LIMBII ALBASTRE IN
EUROPA SI ROMANIA

CHAPTER 11
THE EPIDEMIOLOGICAL SITUATION OF BLUETONGUE
DISEASE IN EUROPE AND ROMANIA

Bluetongue are un impact economic semnificativ, in principal datorita efectului
bolii asupra animalelor (morbiditate, mortalitate, insuficienta de reproducere, reducerea
productiei de lapte si slabirea animalelor) si, mai ales, perturbarii comertului international
de animale si produse animale (Saegerman s.a., 2008).

La ora actuald, la nivel mondial au fost identificate 27 de serotipuri imunologic
distincte ale virusului Bluetongue (BTV) (Schwartz-Cornil s.a. 2008, Chaignat s.a., 2009,
Mann s.a. 2011).

Bluetongue este o boald endemica in multe regiuni tropicale, subtropicale si
temperate ale lumii (America, Australia, Africa si unele regiuni din Asia), Tntre latitudinile
40°S si 53°N, in perioadele optime ale anului pentru activitatea vectoriald (Mellor s.a.
2000).

2.1. Evolutia bolii limbii albastre in Europa

Europa a cunoscut doar incursiuni sporadice de Bluetongue, implicand un singur
serotip de virus in fiecare focar de boala (Mellor si Boorman 1995). Cu toate acestea, din
1998, probabil din cauza schimbarilor climatice, virusul Bluetongue s-a raspandit nspre
Bazinul Mediteranean, unde au fost identificate cinci serotipuri (1, 2, 4, 9 si 16) (Purse
s.a., 2005,Savini s.a.,2008, Maclachlan s.a. 2010; Moulin s.a.2012).

Tn 1999, apar rapoarte de focare cu Bluetongue din zonele endemice din Grecia,
Italia, Franta (Corsica), Spania si Portugalia. Conform, Organizatieci Mondiale pentru
Sanatatea Animalelor (OIE), astfel de episoade au avut loc si in Europa: in Albania,
Bosnia si Hertegovina, Bulgaria, Cipru, Croatia, Republica Macedonia, Serbia,
Muntenegru si Turcia(OIE, 2010; European Commission Decision;2009/19).

In vara anului 2006, pentru prima data, virusul Bluetongue a traversat latitudinea
50 °N si au aparut focare de Bluetongue produse de serotipul 8 (BTV-8) in Europa de
Nord-Vest: Olanda, Belgia, Germania, Franta si Luxemburg (Szmaragd s.a., 2007;Wilson
si Mellor 2008, EC.2017). In 2007-2008, situatia Bluetongue s-a deteriorat, BTV-8
raspandindu-se in celelalte regiuni din Europa, iar numarul focarelor a crescut rapid (au
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fost raportate aproximativ 50000 cazuri de BT). In plus, au fost detectate doud noi
serotipuri: BTV1 si BTV6 (Wilson si Mellor 2009). Implementarea programelor de
vaccinare obligatorie Bluetongue in Europain primavara anului 2008 , a dus la reducerea
cazurilor de BTV-8 de la aproximativ 50000 in 2007-2008 la 350 in 2009 si 19 in 2010.
Ultimul caz de Bluetonguedeterminat de serotipul 8 a fost raportat in mai 2011 n nordul
Sardiniei (Italia) (E.C.2017; http://eubtnet.izs.it/btnet.reports/BTV8.htIm).

In august 2006, autorititile olandeze, belgiene si germane au anuntat oficial
Organizatia Mondiala pentru Sanatatea Animalelor (OIE) despre aparitia si confirmarea
unui focar de febrd catarald la oile dintr-o ferma din provincia Limburg. Autoritatile
olandeze, belgiene si germane au luat masuri clasice de combatere a bolilor, cum ar fi
zonarea si controlul miscarii dar si supravegherea continua in tara.

In septembrie 2007, in Marea Britanie, a fost raportat primul caz de boali
Bluetongue, la o vaca de la o ferma de langa Ipswich, Suffolk. Din august 2006 pana in
septembrie 2007, in Germania este confirmatad boala la 1.833 de ferme iar intr-0
saptamana numarul fermelor afectate a crescut la 5.686. Originea infectiei nu a fost clara,
dar a fost una dintre cele mai importante boli care au evoluat in Europa de Nord, cel mai
probabil, ca urmare a incalzirii globale.

Tn octombrie 2007, Bluetongue evolueazd pe teritorii tot mai extinse din
Scandinavia si Elvetia si a fost raportat primul focar in Danemarca. In toamna anului
2008, au fost raportate mai multe cazuri in provinciile sud-suedeze Smaland, Halland
siSkane, precum si in zonele Olandei de la granita cu Germania.

Norvegia a inregistrat prima sa semnalare de boala in februarie 2009, la vacile din
doud ferme din Vest-Agder, in sudul Norvegiei. In 2011, Norvegia a fost declaratd
indemna la boala Bluetongue. In aprilie 2008, in Comisia Europeani, la Directia de
Sanatate si Bundstare animald, au fost prezentate rezultatele preliminare privind
posibilitatea de transmitere placentara a BTV-8. Toate aceste dezbateri si rezultate au
pornit de la un caz in Irlanda de Nord cu 54 de vitei din 20 de ferme au fost infectate
trans-placentare in proportie de 13 cu BTV-8. Acelasi mod de transmitere a fost observat
si in fermele din Belgia, Olanda si Slovacia, dar in Spania rezultatele dovedite nu au
identificat niciun caz de transmisie transcentrala cu BTV-1 la vitei. BTV8 a evoluat Tn
toatd Europa determinand in perioada 1998 si 2005 multiple focare de boald in sudul
Europei, iar in 2006, BTV-8 a fost raportata in nordul Europei. BTV-8 s-a raspandit pe
scarda larga din 2006 pana in 2008. Se utilizeaza vaccinarea obligatorie a ovinelor i
bovinelor in Marea Britanie (2007) si Scotia (2008).

Tn 2010 au fost inregistrate focare izolate de boala limbii albastre produse cu
BTV-1, BTV-2, BTV-4 si BTV-8 in Sudul si Sud-Vestul Europei. 1n 2011, doar 9 focare
cuBluetongue au fost Tnregistrate Tn Sudul Europei si 2 focare in Sud-Vestul Europei, cu
aceleasi serotipuri, plus BTV-9 (Carpenter s.a.2011). n anul 2012, evolutia Bluetongue a
produs cateva focare cu serotipuri BTV-1, BTV-2, BTV-4 si BTV-9 in aceleasi zone.

La Tnceputul anului 2014, serotipulBTV-4a fost izolat in Corsica (Franta), unde au
fost raportate 137 de focare. Mai mult, patru cazuri BTV-1 au fost inregistrate in vestul
Spaniei (provincia Caceres), 59 de cazuricu BTV-4 in sudul Spaniei (Andaluzia) si 10 in
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regiunea Algarve din Portugalia. In perioada mai-iulie 2014, in Grecia au fost confirmate
aproximativ 200 de focare de BTV-4 (regiunile Peloponesse si Evros). La 4 iulie, primul
focar de BTV-4 a fost, de asemenea, raportat la sudul Bulgariei (regiunea Burgas, langa
granita cu Turcia), iar pana la 5 septembrie 2014 boala a fost confirmata in 21 din 28 de
districte administrative ale Bulgariei. In plus, la 21 august 2014, primul focar de boali a
fost notificat n sud-estul Roméniei, iar pentru 8 septembrie 184 focare de BTV4 au fost
confirmate in 17 judete ale acestei tari (http://ec.europa.eu). Zonele afectate de Bluetongue
in Europa, incepand cu 3 septembrie 2014, au fost urmatoarele (fig. 2.1):

-Zona B - BTV2si BTV 16, Italia-regiuni Abruzzo, Campania si Molise.

- Zona D - BTV16, Italia- regiunile Basilicata si Umbria (cu exceptia zonei Z).

-Zona G - BTV, BTV 2, BTV 4 5i BTV 16, Italia- Regiunea Sarna (cu exceptia
zonei T).

- Zona H - Serotipurile BTV neprecizate, Malta ( intreg teritoriul).

-Zona | - BTV1 si BTV 4: Spania- provincii Huelva, Cadiz, Malaga, Sevilla si
Portugalia, regiunea Algarve.

This map includes information on the bluetongue virus serotypes circulating in each
Bluetongue restricted zone, which permits, for the purposes of Articles 7 and 8 of Regulation No
1266/2007, the identification of the restricted zones demarcated in different Member States

Restricted zones™ as of 03 September 2014
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Fig.2.1. Harta epidemiologica a Europei cu zonele afectate de virusul Bluetongue, in
septembrie 2014 (http://ec.europa.eu/food/animal/diseases/control- measures/bt—
restrictedzones-map.jpg)

Fig.2.1. Epidemiological map of Europe with areas affected by the Bluetongue virus, in
September 2014
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- Zona J - BTV1, Spania, intreg teritoriul (cu exceptia zonei I), Portugalia-
ntregul teritoriu continental (cu exceptia zonei 1) si Italia- regiuni Lazio, Liguria, Marche
si Toscaa.

- Zona T - BTV1,BTV 2,BTV 4, BTV 8 si BTV16, Franta, Corsica si Italia-
regiunea Sardegna (numai provincia Olbia Tempio).

-ZonaW - BTVBTV1, BTV8 si BTV16, Grecia- insula Lesbos.

- Zona X - BTV4 si BTV16, Cipru- intreg teritoriul si Grecia, insulele Dodekanisa
si Samos.

-ZonaY - BTV2, BTV 95si BTV 16, Italia- regiunea Puglia.

- Zona Z - BTV1, BTV 16, ltalia- regiunea Lazio (provinciaViterbo), Basilicata
(provincia Potenza) si Umbria (provincia Terni).

-Zona Al - BTV1, BTV 2, BTV 4, BTV 95i BTV 16, Italia, regiunile Calabria si
Sicilia.

- Zona A2 - BTV1, BTV 2 si BTV 16, ltalia- regiunea Campania (doar provincia
Salerno) si Abruzzo (doar provincia Aquila).

- Zona A3 - BTV4, Grecia- toatda Grecia continentald, plus insula Kerkyra si
Lefkada (Defra, 2014).

Bluetongue la animalele salbatice

Bluetongue evolueazaendemicla animalele salbatice in majoritatea regiunilor din
Africa si America de Nord (Gerdes 2004).

Rumegitoarele salbatice sunt incluse in Directiva 2000/75 / CE a Consiliului
European din 20 noiembrie 2000, care stabileste dispozitii specifice pentru controlul si
eradicarea febrei catarale, dar campaniile de vaccinare nu pot fi aplicate la gazdele
salbatice unde virusul Bluetongue evolueaza liber. Majoritatea speciilor de rumegatoare
salbatice sunt sensibile la infectia cu virusul Bluetongue. Cu toate acestea, animalele
infectate, de obicei, nu prezinta semne clinice, Tn special animalele indigene din regiunea
n care Bluetongueeste endemica (Johnson s.a., 2006).

Desi au fost instituite masuri de control obligatorii ale Uniunii Europene pentru a
controla raspandirea boliila animale, rolul rumegatoarelor salbatice ca si gazde sensibile,
ar trebui sa fie luat Tn considerare in orice strategie de control al bolii Bluetongue
(Fernandez-Pacheco s.a, 2008). Pentru a cunoaste rolul animalelor salbatice 1in
epidemiologia bolii Bluetongue,de-alungul timpul au fost cercetate mai multe specii de
rumegatoare si camelide salbatice Tn vederea stabilirii posibilului rolul Tn monitorizarea
Bluetongue (Fernandez-Pacheco s.a., 2008).

Supravegherea virusologica si serologica a bolii Bluetongue la animalelor
salbatice se realizeazd sistematic timp de mai multi ani, in diferite regiuni ale Europei
(Linden s.a. 2008, Garcia s.a 2009, Rodriguez-Sanchez s.a. 2010)

Cele mai mari titruri de anticorpi BTV au fost detectate in esantioane de seruri
prelevate de la cerbi si caprioare europene (Dama dama), din subfamiliaCervinae (Ruiz-
Fons s.a. 2008, Garcia s.a., 2009, Linden s.a, 2009).
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ARN-ul serotipului BTV- 8 a fost detectat prin RT-PCR in timp real (rRT-PCR) la
cerbii salbatici infectati natural in Belgia (Linden s.a., 2008), iar materialul genetic al
BTV-1 si BTV-4 a fost identificat in sangele de cerb si muflon european din Spania
(Garcia s.a., 2009), in timp ce ARN-ul serotipurilor BTV1 si BTVS a fost evidentiat la
cerbii din Franta (Rossi s.a. 2010).

Focarele de Bluetongueau avut o evolutie sezoniera in Europa, boala evoluand in
general la sfarsitul verii si la inceputul toamnei. Aceastd variatie sezoniera este in raport
cu densitatea insectelor vectoriale, a caror evolutii depind de factorii climatici, cum ar fi
umiditatea si temperatura (Sleeman s.a., 2009). in afard de sezonul anual, exista cicluri
interanuale Tn aparitia Bluetongue.in zonele endemice din America de Nord, populatiile de
caprioare sunt infectate cu cicluri de la unu la trei ani, in timp ce in zonele epidemice,
boala apare intr-un ciclu de opt pana la zece ani. Aceste cicluri pot fi asociate cu efectele
combinate ale imunitatii efectivelor si fluctuatiilor populatiilor vectoriale (Howerth s.a.
2001). Mai mult, virusul Bluetongue poate fi transmis in mod exceptional de catre vectori
alternativi, de ex. capuse (Bouwknegt s.a. 2010). Au fost sugerate posibile mecanisme de
transmitere a virusului Bluetongue prin traversare transplancentara, colostru, sperma,
plagi, etc. (Menzies s.a. 2008, Lopez-Olivera s.a 2010, Santiago-Moreno s.a. 2010 ).

Fauna salbatica, in special erbivorele rumegatoare, din cauza distributiei lor tot
mai largi Th Europa, ar putea fi folosite ca santinele pentru supravegherea Bluetongue.
Anticorpii anti- BTV au fost identificati la cerbii europeni la scurt timp dupa ce au fost
detectati la animale domestice (Linden s.a. 2008, Ruiz-Fons s.a, 2008, Rodriquez-
Sanchez s.a. 2010). Anticorpi specifici pentru virusul Bluetongue precum si ARN viral au
fost detectati la rumegatoarele sdlbatice chiar si la un an dupa remisia virald la
rumegatoarele domestice din regiunea monitorizata (Rodriquez-Sanchez s.a.2010).

Datele epidemiologice confirmd mai multe cazuri de infectie cu virusul
Bluetongue in réndul rumegatoarelor domestice din regiunile in care exista animale
salbatice, 1n special din familia Cervus. Ca urmare, ungulatele salbatice pot actiona ca un
rezervor pentru virusul Bluetongue si joaca un rol important in transmitereaacestuia
(Niedbalski, 2015).

2.2. Evolutia Bluetongue in Romania

Tn Romania, supraveghereaBluetongue a fost introdusd inca din 2000, iar
supravegherea entomologica din 2005, cand au fost identificati vectorii apartinand speciei
C. obsoletus, C. pulicaris,C. nubeculosus.

Tn septembrie 2008, o parte a teritoriului Romaniei a fost integrata intr-o zona de
supraveghere din cauza focarului de Bluetongue (BLV 8) pe teritoriul Ungariei.

Tn 2014, in urma aparitiei focarelor cu BTV-4 in Grecia si Bulgaria, au fost emise
alerte zilnice cu scopul informarii si intensificarii supravegherii si a masurilor de control
al circulatiei animalelor.

Ca urmare, in august 2014, in Roménia a fost semnalat si diagnosticat primul caz
de Bluetonguein judetul Buzau. Dupa prima notificare, numarul de cazuri raportate a avut
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0 evolutie fulminanta. Astfel, la 27 august, la doar 5 zile de la confirmarea primului caz,
ANSVSA a confirmat la Buzau 28 de focare de infectie fiind afectate73 de bovine si 5 0i.
In doar 2 zile de la alerta, boala s-a rispandit pe o arie larga, care a inclus pe 29 august 12
orase si 49 de focare. Pe 4 septembrie, boala a cuprins 12 judete fiind identificate 63 de
focare de boala care au afectat 447 de animale din care 47 au murit. La doar patru
saptamani de la prima aparitie a BTV- 8, au fost semnalate focare de boala n 130 de
orase din 22 de judete, fiind identificate130 de animale moarte si 757 de animale bolnave.
Aproape jumatate din numarul total de bovine, caprine si ovine inregistrate la sfarsitul
anului 2013 in Romania, adicd aproximativ 6 milioane de animale aveau risc de
contaminare virala. Cazurile de boald au fost raportate cu precadere in gospodariile mici,
mai degraba decat in unitatile de crestere intensiva. Desi procentul de animale afectate de
boald,in cele 22 de judete, este relativ mic (0,01%), epidemia nu a fost stopata.
Raspandirea virusului in perioada august-septembrie s-a datorat in principal conditiilor
meteorologice (precipitatiilor abundente si a temperaturilor ridicate),favorabile proliferarii
vectorilor Culicoides. Pana pe 3 decembrie 2014, au fost confirmate focare de Bluetongue
(BTV-4) in 34 din cele 42 de judete din tara noastra (Mot s.a., 2018).

La 4 septembrie 2015, Autoritatea Nationald Sanitara Veterinara si pentru
Siguranta Alimentelor (ANSVSA) a informat ca a pus diagnosticul de Bluetongue in
Bobulesti, judetul Botosani, in apropierea raului Prut si la granita cu Republica Moldova.
Ulterior, animalele infectate au fost identificate si in alte doua localitati din aceleasi zone,
respectiv Badiuti si Stefanesti. Pana la aceasta datd, boala a fost confirmata la 18 bovine
din18 exploatatii.

Tn perioada 2014-2017, s-a recurs la vaccinarea animalelor receptive, fiind
vaccinate 208.330 bovine si 190303 ovine.

Specialistii in domeniu au ajuns la concluzia ca Romania poate controla si elimina
boala limbii albastre doar vaccinand toate animalele rumegatoare pentru o perioada de trei
ani.Regulamentul (CE) nr. 1266/2007 al Comisiei Europene (art.8) prevede ca scutirile de
la interdictia de iesire, trebuie sa se bazeze pe masuri de atenuare a riscurilor prezentate n
anexa Il din regulament sau pe orice alte garantii adecvate pentru sanatatea animala,
obtinute pe baza rezultatului pozitiv la evaluarea riscurilor. Aceste aspecte trebuie
convenite intre autoritatea competentd a locului de origine si aprobat de autoritatea
competenta a locului de destinatie (European Commission,2018)

Comisia Europeana a centralizat si a actualizat situatia focarelor de Bluetongue in
Europa. Datele aratd ca, in majoritatea tarilor, Situatia bolii limbii albastre este sub
control, cu exceptia Frantei si a Italiei, unde au aparut numeroase focare de boala in 2016
si 2017 (Paul s.a., 2016; Femke Feenstra s.a., 2017).

Tn Romania, conform ANSVSA in Declaratia Romaniei privind redobandirea
statului de tard indemna formulata in 2018, ultimul focar de Bluetongue (BTV4) a fost
raportat la 24 noiembrie 2015, iar forcarul a fost stins la 4 ianuarie 2016.
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CAPITOLUL 1
SCOPUL CERCETARILOR, OBIECTIVELE PROPUSE SI CADRUL
ORGANIZATORIC

CHAPTER 111
PURPOSE OF THE RESEARCH, OBJECTIVES AND
ORGANIZATIONAL FRAMEWORK

Boala Limbii albastre este cunoscutd din a doua jumatate a secolului al IX-lea,
fiind corelata cu cresterea intensiva a ovinelor din rasa Merinos, in Africa de Sud. De-
alungul timpului, boala s-a extins pana in nordul Africii, tarile arabe, Asia, Australia si
chiar SUA. In Europa, primele imbolnaviri au fost semnalate in tarile balcanice si la
Nord de Marea Mediterand. Aceastd extindere rapidd a bolii a fost posibila datorita
vectorilor Culicoides care pot transmite virusul Bluetongue si care si-au largit arealul
datoritd schimbarilor climatice si au migrat tot mai mult din zona Africii.

Suspectarea animalelor de boala limbii albastre depinde de semnele clinice tipice,
de prevalenta insectelor vectori necesare si, in special, de zonele in care boala are un
caracter endemic. Sunt necesare analize de laborator pentru ca diagnosticul sa poatd fi
confirmat.Insectele sunt principalul vector de transmitere avirusului bolii limbii albastre
de la un animal la altul. Vectorii sunt infectati cu virusul bolii limbii albastre la contactul
cu sangele ingerat de la animale infectate. Fard acest vector, boala nu se poate raspandi de
la animalele infectate la alte animale.Boala limbii albastre nu prezinta niciun risc pentru
sanatatea publica.

In ultimele decenii, Europa a devenit un spatiu tot mai expus pentru Bluetongue.
Cauzele care stau la baza propagarii bolii sunt diverse si ca urmare, distribuirea a fost
aproape uniforma traversand intreg continentul, ajungand inclusiv in Nordul Europei
(Wilson s.a., 2009).

In regiunile in care boala este endemica, programele de monitorizare tip
»santineld”, presupun prelevarea de probe de sange ih mod activ de la animale din
grupuri-santinela pentru a supraveghea prezenta si circulatiavirusului (EFSA,2017).

Supravegherea febrei catarale ovine in Romania a inceput in anul 2006, ca urmare
a Programului actiunilor de supraveghere, prevenire si control al bolilor la animale, al
celor transmisibile de la animale la om, protectia animalelor §i protectia mediului,
aprobat prin Ordinul presedintelui Autoritdtii Nationale Sanitare Veterinare si pentru
Siguranta Alimentelor nr. 300/2006, care a avut ca scop cresterii eficientei si calitatii
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sistemelor de supraveghere a principalelor transmisibile, in vederea identificarii precoce a
aparitiei unor epidemii si aplicirii unor masuri adecvate de control (HG 730/2000). in
cadrul acestui program, au fost stipulate etapele privind depistarea precoce a febrei
catarale la ovinele din Romania, interventia urgenta si eficientd in cazul aparitiei unui
focar;stabilirea prezentei vectorilor transmitatori si a zonelor unde acestia supravietuiesc si
identificarea zonelor favorizante pentru evolutia febrei catarale ovine in Romania.

Tn Romania, primul caz de Bluetongue a fost semnalat pe 22 august 2014 n
judetul Buzau. Dupa prima notificare, numarul cazurilor semnalate a avut o evolutie
fulminanta. Astfel, la doar 5 zile de la confirmarea primului caz, ANSVSAa confirmat la
Buzau 28 de focare de infectie fiind identificate 73 de bovine si 5 ovinecu forme clinice de
Bluetongue. Tn doar 7 zile de la alertd, boala s-a extins in judetele invecinate, fiind
semnalate 49 de focare. Pe 4 septembrie,Bluetongue s-a raspandit in 12 judete, declansand
63 de focare de boala fiind afectate 447 de animale (ANSVSA, 2014).Serotipul identificat
pe teritoriul Romaniei a fost BTV 4, asa cum a fost raportat in WAHIS la 3 septembrie
2014 si confirmat de laboratorul de referinta al OIE la Pirbright la 1 octombrie 2014.
Distributia rapida a virusului Bluetongue 1n lunile august-septembrie a fost consecinta
conditiilor climatice prielnice proliferdrii vectorilor culicoizi existenti la acea datd in
regiune. Tn aceste conditii, posibilitatea ca virusul Bluetongue sa persiste si sa fie distribuit
in toate regiunile tarii, era o certitudine.

Tn urma difuziunii infectiei cu virusul Bluetongue, incepand cu 2014, in Romania
a fost implementat un program de monitorizare si eradicare a bolii, in scopul demonstrarii
absentei unor noi cazuri infectate cu serotip BTV 4 si sa detecteze noi incursiuni serotipice
in Roménia. Programul de monitorizare a avut trei componente: serologice, virologice si
entomologice (ANSVSA, 2014).

Avand in vedere situatia epidemiologica declangata in 2014, ne-am propus ca in
perioada 2014-2017, sa participam la prelevarea probelor de sange, evaluarea si testarea in
laborator, la centralizarea si compararea datelor obtinute si la monitorizarea Bluetongue in
Vrancea, Galati, Braila si Tulcea, trei dintre aceste judete fiind invecinate cu zona unde a
evoluat primul focar de boala.

Pentru realizarea acestui deziderat, in perioada 2014-2017 au fost stabilite
urmatoarele obiective:

- supravegherea serologica a bolii limbii albastre la rumegatoare domestice.

- supravegherea virusologica a bolii limbii albastre la rumegatoare domestice.

- capturarea si identificarea vectorilor transmitatori ai virusului bolii limbii

albastre.

- aspectele clinice si lezionale identificate la rumegatoarele semnalate cu boala

limbii albastre.

Activitatile de cercetare s-au desfasurat in perioada 2014-2017, in Laboratoarele
de Serologie virala, Laboratoarele de Biologie moleculara si in Laboratoarele de
Parazitologie din cadrul DSVSA judetene.
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CAPITOLUL IV
INVESTIGATII PRIVIND SUPRAVEGHEREA SEROLOGICA iN
BOALA LIMBII ALBASTRE LA RUMEGATOARELE DIN
REGIUNEA DE SUD-EST A ROMANIEI

CHAPTER IV
INVESTIGATIONS REGARDING THE SEROLOGICAL
SURVEILLANCE IN THE BLUETONGUE DISEASE IN
RUMINANTS IN THE SOUTH-EAST REGION OF ROMANIA

La nivel mondial, supravegherea epidemiologicd a bolii limbii albastre s-a
efectuat cu scopul prevenirii si constituirii unor retele de epidemio-supraveghere care sa
cuprinda: detectia virusului Bluetongue circulant, identificarea vectorilor si a arealului de
raspandire a acestora; stabilirea zonelor de risc pentru Bluetongue; monitorizarea
documentelor specifice supravegherii epidemiologice si monitorizarea clinica a animalelor
receptive sau a celor semnalate cu suspiciuni de boala.

Tn Romania, supravegherea epidemiologicd pentru boala limbii albastre, a fost
legiferata prin ordinul nr.154/2007, publicate Tn MO al Romaniei nr.580/2007, care aproba
normele sanitar veterinare privind aceasta strategie.

Tn ansamblu, obiectivele generale ale programelor de monitorizare a bolii limbii
albastre, s-au axat pe depistarea virusului Bluetongue si demonstrarea prezentei si absentei
circulatiei anumitor serotipuri virale la animalele receptive precum si identificarea
vectorilor transmitatori (speciile de vectori, perioada de inactivitate a acestora, etc.) in noi
areale geografice, (EC nr.1108/2008). Pentru realizarea acestui deziderat s-au elaborat
proceduri  structurate pe doud directii epidemiologice: 0 supraveghere activa sio
supraveghere pasiva, fiecare dintre acestea avand metodologii clare de aplicare.

Supravegherea pasivaa fost aplicata in zonele libere de Bluetongue si a avut ca
scop principal identificarea, notificarea si raportarea precoce a animalelor receptive cu
suspiciuni de boala si de la care s-au recoltat probe de sdnge pentru investigatii serologice
si virusologice. De asemenea, s-a avut in vedere monitorizarea documentelor sanitar
veterinare relevante pentru transportul animalelor receptive in cadrul activitdtilor de
comert intracomunitar gi import.

Supravegherea activa a constat in efectuarea screening-ului serologic care face
parte din panelul de masuri aplicate pentru controlul si eradicarea bolii limbii albastre si
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care s-a realizat in conformitate cu Programul de supravegherea bolii limbii albastre Tn
Roméania elaborat Tn anul 2014 (Decizia nr. 722/2013/UE).

Tn studiu, s-a evidentiatindicele de incidentd a anticorpilor specifici anti-BTV, la
rumegatoarelor domestice din regiunea Sud-Est a Romaniei. Acest areal geografic este
situat in imediata apropiere a judetului Buzdu, unde s-a manifestat primul focar de
Bluetongue si de asemenea, se gésesc toate conditiile topo-climaterice pentru ca aceasta
boala sa se propage.

Supravegherea serologica a fost efectuatd pe animalele receptive (bovine,ovine si

caprine) existente in localitatile desemnate (localitati tintd) in cadrul unitatilor
epidemiologice, identificate in urma carotajului teritorial de 50-50 km (2500 km?) si
calculate in functie de suprafata fiecarui judet: Galati, Brdila, Vrancea si Tulcea.

Identificarea acestor circumscriptii sanitar veterinare de asistenta {intd a fost realizata de
catre DSVSA judetene cu acordul ANSVSA (fig.4.1.)

I Extalitshing of e famiseal und s quadiat
ROMANIA | o4 580 suitre Abometers
* u 4 .
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Fig. 4.1. Distributia teritoriala a Circumscriptiilor Sanitar Veterinare de asistenta tinta, in
judetele Galati, Braila, Vrancea, Tulcea
Fig. 4.1.Territorial distribution of veterinary units in the Galati, Braila, Vrancea, Tulcea

Conform regulamentelor europene, pentru monitorizarea si supravegherea bolii
limbii albastre, numarul minim de animale santinela intr-o unitate geografica de referinta
trebuie sa fie reprezentativ si suficient pentru depistarea incidentei lunare a seroconversiei
de 2 % cu un nivel de incredere de 95 % (E.C.1266/2007).

Pentru a nu influenta serosupravegherea virusului Bluetongue, animalele selectate
nu au fost niciodatd vaccinate sau imunizate. in Romania, pentru toate speciile receptive
(bovine, ovine, caprine) a fost stabilit un numéar de 10 animalele santineld. Selectarea
animalelor santinela, incluse in programul de monitorizare serologica, s-a efectuat pe
baza analizelor serologice efectuate prin tehnica imunoenzimaticd de competitie/blocare
(ELISA) care au confirmat absenta anticorpilor anti BTV, in perioadele libere de vectori
(ianuarie-februarie)(Ord.35/2016).
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4.1. Supravegherea serologica in judetul Galati

Judetul Galati are o suprafata de 4466 km? si in anul 2014, detinea un numar de
388985 rumegitoare domestice, dintre acestea 39.759 fiind bovine, 263.136 ovine si
86.090 caprine.

Avand in vedere pozitia sa geografica, In proximitatea judetului Buzau unde au
fost semnalate primele focare de boalad extinderea virusului in prezenta vectorilor culicoizi
existenti a fost doar o problema de timp. Ca urmare, anul 2014 reprezinta prima notificare
a bolii in judetul Galati.

4.1.1 Materiale si metode de lucru
In perioada 2014-2017, au fost testate 3052 probe de seruri, obtinute de la
rumegatoarele domestice (tabel 4.1.).
Tabel 4.1. /Table 4.1.
Distributia numerica a probelor de singe prelevate de 1a rumegatoarele din judetul Galati

Numerical distribution of blood samples collected from ruminants of the Galati
JUDETE PERIOADA

SPECII  ACTIUNI i 2015 2016

PROBE
GALATI bovine SP 275 1064 293 534 2166
SB 5 65 0 636 706
ovine SP 0 0 0
SB 0 0 0
caprine SP 0 0 0
SB 0 0 180 180
TOTAL PROBE/AN 280 1129 293 1350 3052

Abrevieri: SP- supraveghere serologicd,; SB- suspiciuni de boala

Probele de ser au fost recoltate de la animalele santinela, seronegative la
Bluetongue, nevaccinate, cu varsta cuprinsa intre 4 luni si 3 ani, aflate in circumscriptii
sanitar veterinare de asistenta tinta ( tabelul 4.2.) precum si de la animalele care au fost
semnalate cu suspiciune de boala. Prelevarile s-au efectuat n lunile iunie, septembrie
si noiembrie.

Tabel 4.2./Table 4.2.

Unitatile tinta de asistenta sanitar veterinara conform Programului National de

Supraveghere a Bluetongue(Ord.35/2016).
The veterinary assistance units according to the National Bluetongue Surveillance Program

(Ord.35/2016).
JUDETUL Suprafata totala a Nr.de C.S.V. de asistenta Localitatile tinta
judetului/km? tinti
GALATI 4466 2 Draguseni

Smardan

A. Prelevarea si conditionarea probelor biologice
Prelevarea si transportul probelor biologice s-a efectuat in conformitate cu
reglementdrile in vigoare, specificate in procedurile si documentatia ,,Programului
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strategic de supraveghere si in Manualul operasional Bluetongue”, editia II-a 2014,
metodologia fiind respectata in mod riguros.

Pentru identificarea serologica a anticorpilor anti-BTV la rumegatoarele din
arealul luat in studiu, s-au recoltat probe de sange venos, ih vacutainere sterile farad
anticoagulant. Tn paralel, s-au recoltat si probele de sange pe EDTA in vederea efectudrii
examenului virusologic prin tehnica Real time-RT- PCR.

Dupa prelevare, probele au fost ambalate, etichetate si prelucrate conform
Ordinului 25/2008 pentru aprobarea Normei sanitare veterinare privind metodologia de
prelevare, prelucrare primard, ambalare si transport al probelor destinate examenelor de
laborator in domeniul sanatatii animalelor. Transportul probelor de sénge s-a realizat n
conditii corespunzitoare de temperaturd (4°C), in lizi izoterme inchise si sigilate,
dezinfectate la exterior si etichetate cu mentiunea interzicerii deschiderii lazilor in afara
laboratorului.

Toate probele s-au prelucrat in Laboratorul de serologie din cadrul DSVSA Galati.

Metoda si etapele de lucru aplicate pentru testarea serologicd au corespuns
Manualului OIE de teste de diagnostic si vaccinuri pentru animale terestre, cap.2.1.3.,
Bluetongue,ed.VI11,2014.

Serul obtinut in urma coagularii probelor de sange, a fost repartizat in micronix de
1 ml si au fost testate imediat sau congelat in vederea testarii ulterioare.

B. Testul imunoenzimatic ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Testarile serologice s-au efectuat cu scopul de a detecta prezenta anticorpilor
specifici virusului Bluetongue la rumegétoarele domestice din arealul luat in studiu.

Testul ELISA reprezinta la ora actuald, una dintre cele mai folosite metode de
identificare si apreciere cantitativd a anticorpilor sau antigenelor. in general, principiul
metodei se bazeaza pe reactia antigen-anticorp.

Testul ELISA pentru identificarea anticorpilor presupune ca antigenul este legat la
placa (antigen de capturd) recunoaste si fixeaza anticorpii din proba de cercetat . Acestia,
la randul lor, recunosc si fixeaza anticorpi-anti-anticorpi cuplati cu enzima (conjugatul
imunoenzimatic) care descompune substratul specific producand oxidarea unui cromogen
ce isi schimba culoare. Intensitatea acesteia se masoara la spectofotometru, la o lungime
de unda adecvati cromogenului si se exprima in unitati densitate optica (DO). In acest caz
exista o relatie directa Intre cantitatea de anticorpi din proba si valoarea DO.

a. Materiale necesare efectuarii acestei tehnici:

Kituri ELISA,

o  Cititor de microplaci tip TECAN SUNRISE,

o  Centrifuga pentru tuburi sau microtuburi,

e  Sistem de agitare tip vortex,

e Sistem de spalare a microplacilor ce permite distribuirea a 300 microlitri pe
godeu tip TECAN COLUMBUS ,

e  Sistem de calcul cu imprimanta tip software MAGELAN,

e  Pipete automate monocanal i multicanal de 10 microlitri si 100 microlitri,

e  Varfuri de pipeta de unica folosinta,
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o  Cilindru gradat de 500 ml,

e  Cititor de placi 96 godeuri,

e  Apa ultra pura(MilliQ sau bidistilata),

e Dispozitiv pentru aspirarea si depunerea in placa a solutiei de spalare,

e Recipiente pentru solutia de aspirare si dezinfectant,

e  Folii sigilante pentru placi,

e Incubator de +37°,

e Congelator.

In Laboratorul de Serologie virald din judetul Galati s-a utilizat kitul ELISA
Pourquier de competitie (IDEXX-Franta)pentru detectarea anticorpilor specifici ai
proteinei VP7 a virusului Bluetongue din serul si plasma rumegatoarelor.

b. Tehnica de lucru pentru kitul ELISA Pourquier de competitie (IDEXX-

Franta)

Reagenti utilizati:

Microplaci captusite cu proteina VP7-BTV
Control pozitiv

Control negativ

Conjungat concentrat ( anti+VP+7 HRPO)
Tampon de dilutie

Substrat TMB

Solutie de stopare

Solutie de spalare concentrata ( 20x)

Cu exceptia conjugatului, toate componentele kitului au fost aduse la temperatura
de 21 C inainte de efectuarea reactiei.

Descrierea si principiul:

Microplacile sunt captusite cu proteina recombinatd VP7. Probele de ser se
dilueaza si se incubeazd dupa care se adaugad anticorpii specifici VP7, formandu-se un
complex imun cu VP7. In prezenta complexului imun anticorpi VP7, conjugatul este
impiedicat sa se lege la epitopii corespunzatori de pe placa. Conjugatul ramas nelegat, a
fost spalat urmand a fi adaugat substratul enzimatic (TMB). In prezenta enzimei,
substratul este oxidat si se dezvolta un compus albastru care devine galben dupa blocare.
Intensitatea culorii este corelatda cu cantitatea de anticorpi anti-VP7 din proba de testat.
Relevanta diagnosticului rezultatului este obginutd prin compararea densitétii optice (DO)
a probelor testate cu media densitatii optice a controlului negativ.

Tehnica de lucru pentru Kkitul ELISA Pourquie de competitie:

e Probele au fost repartizate dupa cum urmeaza (fig 4.2.):
0 80 ul pe godeu tampon de dilutie 2,
0 20 pl martor pozitiv nediluat in godeul Al (fig.4.3.),
0 20 pl martor negativ nediluat in godeurile B1 si C1 ( a se vedea adnotérile
15i2).
O 20 ul seruri de testat in restul godeurilor ( 1 godeu/ proba)

VVVVYYVYYVYYVY
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Fig. 4.2. Modelul de distributie al probelor in godeuri
Fig.4.2. Distribution model of the samples in the wells

e S-a omogenizat continutul godeurilor prin agitarea usoara a placii utilizand
un agitator de microplaci.

e  Microplacile s-au acoperit cu capac cu folie adeziva si s-au incubat 15
minute la 21°C (fig.4.4.).

Fig. 4.3. Repartizarea martorilor Fig. 4.4. Incubarea plicilor
Fia.4.3.Distribution of witnesses Fig.4.4. Incubation of plates

e  Solutia de spalare si conjugatul s-au preparat in avans, dupa cum urmeaza:

a) — S-a diluat un flacon de solutie de spalare concentratd x 20 in 1900 ml apa
distilatd (sau cat este necesar ). Aceasta solutie este numita ,,solutie de spalare”.

b)- S-a diluat conjugatul 1/20 in Solutia de spalare(ex. 500 microlitri conjugat +
9500 microlitri solutie de spalare , ce reprezinta cantitatea necesara pentru efectuarea unei
placi);

e Fara golirea si spalarea godeurile, s-a repartizat cate 100 ul conjugat Tn
fiecare godeu (fig.4.5.) si s-a repetat incubarea timp de 15 minute la 21°C.

Fig. 4.5. Repartizareg‘conjuga ului

Fig.4.5. Distribution of the conjugate 65
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e Spalarea a constat in indepartarea continutului godeurilor prin rasturnarea
microplacii sau prin metode automatizate, urmat de umplerea godeurilor cu 300 pl solutie
de spalare dupa care s-a repetat operatiunea de 3 ori.

e  Dupa spilare, in fiecare godeu s-a adaugat cate 100 pl de substrat TMB.

e Dupi incubare timp de 10 minute la 21°C, plicile au avutculoarea albastri
(fig.4.6.) care dupd blocarea reactiei, culoarea a virat in galben(fig.4.7.). Intensitatea
culorii este invers proportionala cu cantitatea de anticorpi prezenti in serurile de testat.

o I TR

T e
Fig. 4.6.Aspectul placilor ELISA dupa Fig. 4.7. Aspectul placilor ELISA dupa

adaugarea substratului TMB blocarea reactiei
Fig. 4.6. The appearance of the ELISA plates Fig. 4.7. The appearance of ELISA plates
after addition of TMB after blocking the reaction

In functie de conditiile de lucru, etapa de revelare poate duce la densitati optice
mai mari sau mai mici fata de cele asteptate. Din acest motiv, reactia a fost blocata la 20
minute (x10minute).

Citirea si calcularea rezultatelor:

Citirea placilor s-a efectuat imediat la spectofotometru cu lungimea de unda 450
nm.

S-au inregistrat densitatile optice la 450 nm (D0.450), apoi s-a calculat, pentru
fiecare esantion, procentajul E/N fatd de esantionul de control negativ:
% E/N = (DO. 450 a esantionului de testat/D0.450 a esantionului de control negativ)

x 100

Criterii de validare rezultatelor:

Conform instructiunilor producatorului, reactia a fost considerata validata atunci
cand s-au indeplinit urmatoarele criterii:

v' Martorul negativ a avut o valoare minima a densittii optice (DO) de 0,700 si
0 valoare maxima de 3,00.

v Procentul de competitie al martorului pozitiv a fost mai mic de 30%.

Pentru validarea rezultatelor la fiecare test ELISA efectuat in laborator sau la
interval de 2-3 testari s-au repartizat in placa (in minim 2 godeuri ), alaturi de martorul
pozitiv si negativ din trusa, serul intern de referina (control intern) pozitiv pentru virusul
Bluetongue (SIRPBTV);
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Interpretarea rezultatelor (fig.4.8.):

- Serurile cu un procent de competitie superior sau egal procentului de
80%provenite de la animalelefara anticorpi specifici virusului Bluetongue
(rezultate negative).

- Serurile cu procent de competitie situat intre 70% si 80% au fost
considerate dubioase.

- Serurile cu procent de competitie inferior sau egal cu 70% au fost
considerate seropozitive, provenind de la animale care poseda anticorpi
specifici pentru virusul Bluetongue (rezultat pozitiv).

Fig.4.8. Valorile densititii optice obtinute in urma citirii la spectofotometru pentru kitul
ELISA Pourquier de competitie
Fig.4.8. Optical density values obtained after reading the spectrophotometer -ELISA
Pourquier de competition

4.1.2. Rezultate si discutii

Detectia anticorpilor specifici prin teste serologice, a permis identificarea
animalelor care au trecut prin boald sau sunt intr-o anumita etapa de evolutie clinicd a
bolii, desi, de cele mai multe ori, Bluetongue poate evolua asimptomatic.

In perioada 2014-2017, numarul probelor de sange prelevate de la rumegatoarele
domestice in vederea testarii serologice, a variat de la un an la altul si de la o specie la alta
in fiecare judet luat in studiu.

Pe parcursul celor 4 ani, in judetul Galati, supravegherea serologica a fost
aplicatd doar la bovine. In aceeasi perioada, suspiciunile de boala au fost semnalate atat la
bovine (in 2014) cat si la caprine (Tn 2017).

Tn tabelul 4.3.sunt prezentate rezultatele analizelor serologice centralizate anual si
distribuite n functie de speciile de rumegatoare receptive din judetul Galati.

In perioada 2014-2017, au fost analizate 3052 probe de ser, prelevate de la
rumegatoarele domestice n vederea identificarii anticorpilor specifici anti-BTV, obtinute
atat prin programul anual de supraveghere serologica Bluetongue (n=2166) cat si de la
animalele cu suspiciuni de boala (n=886).
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Tabel 4.3.-Table 4.3.
Distributia probelor prelevate si testate ELISA, in judetul Galati,2014-2017
Distribution of samples collected and tested by assays ELISA, in Galati, between 2014-2017

() () 0 N= () 0

Bovine 275 5 270 5 4 1 280 9 271
Ovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Caprine 0 0 0 0 0 0 0

Bovine 31 34 1129 31 1098
Ovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Caprine

Bovine 293 45 248 0 0 0 293 45 248
Ovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Caprine 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bovine 534 11 523 636 0 636 1170 11 1159
Ovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Caprine 0 0 0 180 0 180 180 0 180

2166 61 2105 886 35 851 3052 96 2956

Din cele 3052 probe de ser analizate in perioada luatd in studiu, 3,15% (n=96 ) au
fost identificate cu anticorpi anti —-BTV, iar 96,85% (n=2956) au fost negative la testarea
serologica (tabel 4.4 .).

Tabel 4.4./Table 4.4.
Seroprevalenta BTV la rumegitoarele din judetul Galati, in perioada 2014-2017
BTV seroprevalence in ruminants from Galati , between 2014-2017
NR. SEROPOZITIVE SERONEGATIVE
PROBE NIz % NR %

SEROSUPRAVEGHERE [wals§ 61 2,81 2105 97,18
SUSPICIUNE DE BOALA [:ElS 35 3,95 851 96,05
TOTAL PROBE 3052 96 3,15 2956 96,85

Din analiza sintetica a datelor obtinute in perioada 2014-2017, reiese ca din cele
2166 probe de ser prelevate, 97,18% (n=2105) au fost libere de anticorpi anti-BTV si doar
2,81% (n=61) au fost seropozitive. Acelasi situatie se identifica si la animalele cu
suspiciune de boald. Din cele 886 de probe investigate, 96,05% (n=851) au fost raportate
fara anticorpi anti BTV si doar 3,95% (n=35) au fost seropozitive la Atc.anti-BTV
(fig.4.9).
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Fig. 4.9.Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santineli si la animalele cu suspiciune de
boala din judetul Galati, in perioada 2014-2017
Fig.4.9.Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals and animals of suspected
Bluetongue, in Galati County, between 2014-2017

Tn anul 2014, din cele 280 probe de ser testate, 3,21% (n=9) au fost pozitive la
testarea serologicd pentru Atc anti-BTV si 96,79% (n=271) au fost negative.
Serosupravegherea a inclus testarea a 275 de bovine. In urma prelevarii si testarii probelor
de ser provenite de la aceste animale, 1,82% (n=5) au fost identificate cu anticorpi
specifici pentru BTV si 98,18% (n=270) au fost seronegative. In aceasti perioada, au fost
semnalate si testate serologic 5 bovine cu suspiciune de boali. In urma analizelor de
laborator, 80% (n=4) au fost confirmate cu Atc.anti-BTV ( fig.4.10.).
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Fig. 4.10.Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santinela si la animalele cu suspiciune de

boala din judetul Galati, in 2014
Fig.4.10. Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals and animals of suspected
Bluetongue, in Galati County, in 2014

Tn anul 2015, s-au testat 1129 probe de ser prelevate de la 1064 bovine incluse Tn
supravegherea serologica si 65 bovine care au fost suspicionate cu Bluetongue. Tn urma
efectudrii testului ELISA de competitie nu s-au identificat anticorpi anti-BTV la
animalele serosupravegheate dar au fost identificati la 47,70% (n=31) din animalele cu
suspiciuni de boala (fig.4.11.).
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Fig.4.11. Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santinela si la animalele cu
suspiciune de boali din judetul Galati, in 2015
Fig.4.11. Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals and animals of suspected
Bluetongue, in Galati County, in 2015

Tn anul 2016, au fost testate 293 de probe de ser prelevate de la bovinele aflate in
monitorizare serologica. In acest an, nu au fost semnalate suspiciuni de boala. In urma
testdrilor serologice, anticorpii anti-BTV au fost identificati la 15,35 % (n=45) probe, iar
84,64% (n=248) au fost negative (fig.4.12.).
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Fig.4.12. Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santinela din judetul Galati, in 2016
Fig.4.12. Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals, in Galati County, in 2016

Tnanul 2017, au fost testate 1350 de probe de sange prelevate de la 1170 bovine si
180 caprine.

Din cele 1170 de probe de sénge prelevate de la bovine, 534 de probe au fost
prelevate de la animale clinic sénatoase incluse in grupul de animale serosupravegheate
pentru Bluetongue, iar 636 de probe au fost prelevate de la bovine cu suspiciuni de boala.

Testul ELISA de competitie a pus in evidenta prezenta Atc anti-BTV la 2,10%
(n=11) din cele 534 de bovine aflate sub supraveghere serologica Bluetongue. Suspiciunile
de Bluetongue nu au fost confirmate prin testele serologice, toate cele 636 probe fiind
libere de anticorpi anti-BTV ( fig.4.13).
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Fig.4.13 Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santineli din judetul Galati, in 2017
Fig.4.13. Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals and animals of suspected
Bluetongue, in Galati County, in 2017

Din analiza datelor obtinute la testarea serologica efectuata, s-a evidentiat o
incidenta fluctuanta a anticorpilor anti-BTV, pe parcursul perioadei analizate (fig.4.14).
Suspiciunile de boala au fost confirmate in primii doi ani (2014, 2015) ai studiul, dar au
lipsit in ultimii doi ani (2016, 2017).
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Fig. 4.14. Evolutia seroprevalentei anticorpilor anti-BTV 1n perioada 2014-2017, in Galati
Fig.4.14. Evolution of the seroprevalence of anti-BTV antibodies, between 2014-2017, in
Galati

Serosupravegherea activa a surprins in primii doi ani o incidenta relativ redusa si
care s-a stopat la finalul anului2015. Situatia epidemiologica a bolii Bluetongue in
regiunea de Sud-Est, microclimatul favorabil vectorilor transmitatori, prezenta bovinelor
cu diagnostic confirmat de Bluetongue, sunt o parte din elementele care au dus la o
crestere a incidentei anticorpilor anti-BTV in 2016. Masurile de combatere si
supraveghere desfasurate pe parcursul celor patru ani, au avut drept consecinta limitarea
circulatiei virusului Bluetongue in judet, aspect sustinut de incidenta scazutd a
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anticorpilor specifici de la 1,82% Tn 2014 la 2,1% in 2017 la animalele monitorizate
serologic. Prezenta anticorpilor anti-BTV in 2017 arata faptul ca virusul este inca prezent
in organismul animalelor receptive si el se poate reactiva in perioada premergitoare
studiului nostru, fiind necesarda supravegherea activd a animalelor din acest teritoriu
geografic al judetului Galati.

4.1.3. Concluzii

In perioada 2014-2017, in judetul Galati au fost testate prin tehnica ELISA
de competitie, 3052 probe de ser prelevate de la 2872 bovine si 180 ovine iar rezultatele
diferd in functie de ani si specie.

1. Tn anul 2014, au fost testate:

a. 275 bovine serosupravegheate Bluetongue, dintre care 1,82% (n=5) au

fost identificate cu anticorpi anti-BTV si 98,18% (n=270) au fost seronegative,

b. 5 bovine semnalate cu suspiciune de boala, dintre care 80% (n=4) au fost

seropozitive si 20% (n=1) seronegative la virusul Bluetongue.
2. Tnanul 2015, au fost testate:

a. 1064 bovine serosupravegheate Bluetongue care au fost 100%

seronegative,

b. 65 bovine semnalate cu suspiciune de boala, dintre care 47,70% (n=31)

au fost seropozitive si 53,3% (n=34) seronegative la virusul Bluetongue.
3. Tnanul 2016,au fost testate:

a. 293 bovine serosupravegheate Bluetongue, dintre care 15,35% (n=45) au

fost identificate cu anticorpi anti-BTV si 84,64% (n=248) au fost seronegative.

b.  nu au fost semnalate suspiciuni de Bluetongue la bovine, ovine si caprine.

4. Tn anul 2017, au fost testate:

a. 534 bovine serosupravegheate Bluetongue, dintre care 2,10% (n=11) au

fost identificate cu anticorpi anti-BTV si 97,90% (n=270) au fost seronegative,

b. 636 bovine si 180 caprine semnalate cu suspiciune de boald, au fost

seronegative la virusul Bluetongue.

4.2. Supravegherea serologica in judetul Vrancea

Judetul Vrancea are o suprafata de 4857 km? si un numar de 286377 animale
domestice receptive la boala limbii albastre, dintre aceste 59.750 fiind bovine, 179.858
ovine si 46.769 caprine.

Judetul Vrancea, aflat in regiunea de Sud-Est a Romaniei cu latura Sud-SudVest,
limitrofa judetului Buzidu,unde au fost semnalate primele focare de boala, a fost cel mai
expus teritoriu la circulatia virusului Bluetongue, fiind semnalate cele mai multe focare de
boala din regiunea de Sud-Est a Romaniei (OIE,2014). Prin urmare, boala limbii albastre a
fost pentru prima datd semnalatd in anul 2014.
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4.2.1 Materiale si metode de lucru

In perioada 2014-2017, au fost testate 2778 probe de seruri, obtinute de la

rumegatoarele domestice (tabel 4.5.).
Tabel 4.5. /Table 4.5.
Distributia numerica a probelor de singe prelevate de 1a rumegatoarele din judetul Vrancea

Numerical distribution of blood samEIes collected from ruminants of the Vrancea

bovine SP 1

SB 179 1 0 0 180
ovine SP 0 261 449 0 710

SB 235 1 0 0 236
caprine SP 0 0 0 0 0

SB 0 4 0 0 4
TOTAL PROBE/AN 624 922 1068 164 2778

Abrevieri: SP- supraveghere serologicd,; SB- suspiciuni de boald

Probele de sange au fost prelevate de la rumegatoarele domestice santinela din
localitatile tinta stabilite pentru judetul Vrancea (tabel 4.6.) si de la animalele care au fost
semnalate cu suspiciuni de boald. Prelevarile s-au efectuat in lunile iunie, septembrie si
noiembrie.

Tabel 4.6./Table 4.6.

Unitatile tinta de asistenta sanitar veterinara conform Programului National de

Supraveghere a Bluetongue(Ord.35/2016).
The veterinary assistance units according to the National Bluetongue Surveillance Program

(Ord.35/2016).
JUDETUL Suprafata totala a Nr.de C.S.V. de asistenta Localitatile tinta
judetului/km? tinti
VRANCEA 4857 2 Milcovul

Racoasa

A. Prelevarea si conditionarea probelor biologice

Prelevarea, transportul si prelucrarea probelor s-au efectuat conform metodologiei
din Manualului OIE de teste de diagnostic si vaccinuri pentru animale terestre, cap.2.1.3.,
Bluetongue,ed.V11,2014iar descrierea acestor etape a fost prezentata la subcap. 4.1.1.1.

Probele de sdnge au fost prelucrate in Laboratorului de Serologie Virala din
cadrul Laboratorului Sanitar Veterinare si pentru Siguranta Alimentelordin Vrancea.

Supravegherea serologica s-a efectuat cu scopul identificarii anticorpilor specifici
pentru virusul Bluetongue in probele de sange prelevate de la rumegatoarele domestice
receptive, utilizand tehnica imunoenzimaticaELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay)

B.Testul imunoenzimatic ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

In judetul Vrancea, probele au fost testate cu doud kituri ELISA: in anul 2015-
2017 a fost folosit kitul ELISA Pourquier de competitie (IDEXX-Franta) care a fost
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descrisa la subcap. 4.1.1.2. iar in anul 2014, a fost utilizat kitul ELISA VMRD (VMRD
Inc, SUA) pentru detectarea anticorpilor specifici Bluetongue.

Kitul ELISA VMRD de competitie (VMRD Inc, SUA) a fost utilizatd pentru
identificarea Atc anti-BTV din serul rumegatoarelor receptive la virusul Bluetongue.

a.Principiul kitului cELISA VMRD - Bluetongue :

Anticorpii specifici prezenti in serurile de testat impiedica legarea anticorpilor
monoclonali conjugati cu peroxidaza de antigenul care captuseste placa. In cazul serurilor
care nu contin anticorpi specifici, este libera legarea de antigen a anticorpilor monoclonali
conjugati cu peroxidaza, legare care va fi evidentiata cu ajutorul unui substrat cromogen
ce determin aparitia in godeuri a unei reactii de culoare. In godeurile in care culoarea este
intensd, lipsesc anticorpii specifici antivirali in serurile de testat, deci acestea sunt
negative, iar in godeurile in care culoarea este absenta sau foarte slaba, serurile de testat
prezinta anticorpi si, in consecintd, sunt considerate pozitive

Pentru realizarea testului au fost necesare aceleasi materiale prezentate la
subcapitolul . 4.1.1.2.
b.Componentele Kitului VMRD:
v 5 microplaci cu 96 godeuri captusite cu antigen (sau stripuri in rame);
v 1 flacon (A) x 4 ml cu ser martor pozitiv si un flacon (C) x 4 ml cu ser martor
negativ, gata de lucru;
1 flacon (D) x 16 ml cu anticorpi monoclonali conjugati cu peroxidaza, gata de
lucru;
1 flacon (D) x 30 ml cu solutie de spalare concentrata x 50;
1 flacon (E) x 30 ml cu solutie substrat, gata de lucru;
1 flacon (F) x 30 ml cu solutie de stopare, gata de lucru;
instructiuni si sabloane pentru inregistrarea probelor si rezultatelor.
.Tehnica de lucru pentru kitul VMRD:
e Cu 30 minute Tnainte de efectuarea testului, s-au adus la temperatura camerei:
trusa, reagentii, placile necesare din cutie i serurile de testat

AN NI NN <

o

e  S-au notat martorii pozitivi gi negativi precum si probele pe sablonul de lucru;

e S-a preparat solutia de spalare prin diluarea solutiei concentrate de 50 de ori
cu apa distilatd sau deionizata.

e S-a addugat 25 ul ser martor pozitiv (A) in godeurile Al si B1 si 25 pl ser
martor negativ (B), in godeurile C1 si DI.

e Pentru serurile martor si pentru fiecare ser de testat s-a utilizat cate un varf de
pipeta separat.

e Dupi depunerea serurilor Tn godeuri, s-a atins usor peretele godeului cu varful
pipetei, aproape de fundul acestuia, pentru a ldsa in godeu si picaturile de ser
care se formeaza si raman atagate de varful micropipetei.

e 1In restul godeurilor de pe placi s-a adaugat cate 25 pl din fiecare ser de testat,
respectand macheta de lucru.

e S-alasat placa la incubat, la temperatura camerei, timp de 15 minute.
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e S-a addugat in toate godeurile cate 25 ul anticorpi conjugati cu peroxidaza
(C), si s-a agitat usor placa pentru omogenizare.

e Placa a fost incubata timp de 15 minute la temperatura camerei.

e Dupa incubare, placa s-a spalat de trei ori cu solutie de spalare, dilutia de
lucru dupa care s-a scuturat bine pe o suprafata absorbanta (hartie de filtru).

e S-a adaugat in toate godeurile cate 50 pl solutie substrat revelator (E) si s-a
acoperit placa pentru incubare.

e S-aincubat 10 minute la temperatura camerei, la intuneric.

e Apoi, s-a depus Tn toate godeurile cite 50 pl solutie de stopare si s-a agitat
usor placa pentru omogenizare.

o Citirea s-a facut imediat dupa adaugarea solutiei de stopare, la lungime de
unda 620 nm. (fig.4.15.):

Fig.4.15. Valorile densititii optice obtinute in urma citirii la spectofotometru cu kitul cELISA
VMRD
Fig.4.15. Optical density values obtained after reading the spectrophotometer (ELISA VMRD-
Bluetongue antibody)

d.Validarea rezultatelor este conforma atunci cand:

v' Media densitatilor optice ale martorului negativ a fost mai mare decat
0,300 si mai mica decat 1,200

v Media densitatilor optice ale martorului pozitiv a fost mai mica sau egala cu
50% din media densitatilor optice ale martorului negativ.

v' Cut off-ul a fost egal cu 50% din media densitatilor optice ale martorului
negativ.

e.Interpretarea rezultatelorpentru kitul cELISA VMRD:

v Serurile ale caror densitati optice s-au situat sub valoarea cut off-ului, au
fost considerate pozitive.

v Serurile ale céaror densitati optice s-au situat peste valoarea cut off-ului, au
fost considerate negative.
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4.2.2 Rezultate si discutii

In perioada 2014-2017, in judetul Vrancea, s-au analizat 2778 probe de ser,
prelevate de la animalele santineld (n=2358) si de la animalele cu suspiciune de boala
(n=420) (tabel 4.7.).

Tabel 4.7./Table 4.7.
Distributia probelor prelevate si testate ELISA, in judetul Vrancea, in 2014-2017
Distribution of samples collected and tested by assays ELISA, in Vrancea, between 2014-2017

()

0 () ()
210 179 161 18 389 161 228

0 235 204 31 235 204 31
0 0 0

Bovine 210
Ovine 0
Caprine

o o o

Bovine 364 291

Ovine 261 0 261 1 1 0 262 1 261
Caprine 0 0 4 3 1 4 3 1
Bovine 112 507 0 0 619 112 507

Ovine 0 449 0 0 449 0 449
Caprine 0 0 0 0 0 0 0 0
Bovine 26 138 0 0 0 164 26 138

Ovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Caprine 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2358 429 1929 420 370 50 2778 799 1979

Analiza generala a datelor obtinute, au aratat ca, din cele 2778 probe de ser
analizate, 28,76% (n=799) au fost identificate cu anticorpi anti BTV, iar 71,23% (n=1979)
au fost negative la testarea serologica (tabel 4.8).

Tabel 4.8. /Table 4.8.
Seroprevalenta BTV la rumegaitoarele din judetul Vrancea, in perioada 2014-2017
BTV seroprevalence in ruminants from Vrancea, between 2014-2017

_- NR % NR %

 SEROSUPRAVEGHERE 2358 429 18,20 1929 81.80
' SUSPICIUNE DE BOALA
' TOTALPROBE

420 370 88,10 50 11,90
2778 799 28,76 1979 71,23

Analizele serologice efectuate pe probele de ser prelevate de la animalele
santineld au ardtat o incidentd de 18,20% (n=429) a anticorpilor anti-BTV, iar 81,80%
(n=1929) fiind negative. Evaludrile efectuate pe 420 de probe de ser provenite de la
animalele cu suspiciune de boald, au evidentiat o prevalentd de 88,10% (n=370), valoare
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procentuala semnificativ mai ridicatd comparativ cu rezultatele obtinute la animalele
santinela serosupravegheate serologic ( fig.4.16).
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Fig.4.16. Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santinela si la animalele cu suspiciune de
boala din judetul Vrancea, in perioada 2014-2017
Fig.4.16.Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals and animals of suspected
Bluetongue, in Vrancea, between 2014-2017

Tn anul 2014, au fost testate 624 probe de ser provenite de la bovine (n=389) si de
la ovine (n=235). In urma testirii a 210 probe de ser prelevate de la animalele
supravegheate serologic prin ELISA de competitie, nu au fost identificate animale
seropozitive la Bluetongue. In aceeasi perioada, au existat 179 de bovine cu suspiciune de
boala, iar testarea serologica, a evidentiat anticorpii anti-BTV cu o incidenta de 89,94%
(n=161). De asemenea, au fost semnalate 235 de ovine cu suspiciuni de boala de la care au
fost prelevate probe de sange. In vederea testirii serologice indicele de incidenti a
anticorpilor anti-BTV a fost de 86,80% (n=204) (fig.4.17).
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Fig. 4.17. Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santinela si la animalele cu suspiciune de
boala, din judetul Vrancea, in 2014
Fig.4.17.Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals and animals of suspected
Bluetongue, in Vrancea, in 2014

Tn anul 2015, au fost testate 922 probe de ser, care au fost prelevate de la 656
bovine, 262 ovine si 4 caprine.

Din cele 656 de bovine supravegheate serologic, 44,43% (n=291) au fost
identificate cu anticorpi anti-BTV, iar 55,57% (n=364) au fost seronegative. In aceeasi
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perioada, a fost semnalatd o suspiciune de boald la o bovina si care, in urma testarii
serologice, a fost seropozitiva pentru anticorpi antiBTV (fig.4.18 )

m SEROSUPRAVEGHERE
100 100 100 B SUSPICIUNE.DE BOALA
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55,57
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Fig.4.18 Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santinela si la animalele cu suspiciune de
Bluetongue din judetul Vrancea, in 2015
Fig.4.18.Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals and animals of suspected
Bluetongue, in Vrancea, in 2015

Tn acest an, serosupravegherea efectuati la ovine nu a pus in evidentd anticorpii
specifici pentru Bluetongue, toate cele 261 (100%) probe fiind negative la testarea
serologicd ELISA. Cu toate acestea, a fost semnalata o suspiciune de boala, iar testarea
serologica a confirmat prezenta anticorpilor antiBTV.

In judetul Vrancea, efectivele de caprine sunt reduse numeric, motiv pentru care
aceasta specie nu a fost reprezentativa pentru planul de supraveghere serologica teritoriala.
Totusi, au fost semnalate 4 animale cu suspiciune de boald, dintre acestea 75% (n=3) au
fost identificate cu Atc anti-BTV si 25% (n=1) au fost seronegative pentru anticorpii
specifici.

Tn anul 2016, au fost testate 1068 de probe de ser provenite de la 619 bovine si
449 ovine, aflate sub supraveghere serologica. Pentru specia ovina nu au fost stabilite
grupuri de animale santinela care sa fie testate serologic pentru Bluetongue. De asemenea,
nu au fost semnalate suspiciuni de boala la animalele receptive din acest judet.

In urma testirilor serologice, efectuate pe cele 619 probe de ser bovin, 18,10%
(n=112) au fost seropozitive pentru anticorpi anti-BTV, iar 81,90% (n=507) probe au fost
seronegative. Testarea serologica a celor 449 de probe de ser ovin nu a pus in evidenta
anticorpi specifici pentru virusul Bluetongue (fig.4.19).
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Fig. 4.19.Seroprevalenta Atc. anti- BTV la animalele santinela din judetul Vrancea,
n 2016
78 Fig.4.19. Seroprevalence Atc.anti-BTV in sentinel animals, in Vrancea, in 2016
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Tn anul 2017, numirul probelor de ser testate a fost semnificativ mai redus, fiind
prelevate 164 probe de ser bovin. Tn acest an, serosupravegherea s-a efectuat doar la
bovine. In urma testarilor serologice, 15,85% (n=26) au fost seropozitive pentru anticorpi
anti-BTV si 84,15 (n=138) au fost seronegative (fig.4.20.). Tn aceastd perioadi, nu au
existat suspiciuni de boala.

| bovine (+)

100 T 15,85 n = bovine (-)

(+) ‘ ¢ ‘
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Fig.4.20. Seroprevalenta Atc. anti-BTV la animalele santinela din judetul Vrancea, in 2017
Fig.4.20.Seroprevalence Atc. anti- BTV in sentinel animals, in VVrancea, in 2017

Analizand evolutia incidentei anticorpilor anti-BTV, in perioada 2014-2017, se
observa ca serosupravegherea activa efectuata in anul 2014 a fost eficientd, semnaland n
2015 prezenta si dispersarea virusului circulant la bovine, pentru ca in ultimii doi ani ai
studiului (2016 si 2017), sa scada procentul de animale seropozitive la Bluetongue.

De asemenea, suspiciunile de boald au fost semnalate doar in primii doi ani ai
studiului (2014-2015), testarea serologica evidentiind anticorpii anti-BTV la bovine
(89,94%) si ovine (86,8%) in 2014, iar in 2015 la bovine (100%), ovine (100%) si caprine
(75%)(fig.4.21).
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Fig. 4.21.Evolutia seroprevalentei anticorpilor anti-BTV 1n perioada 2014-2017, in Vrancea
Fig.4.21. Evolution of the seroprevalence of anti-BTV antibodies, between 2014-2017, in
Vrancea
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4.2.3. Concluzii

In perioada 2014-2017, in judetul Vrancea au fost testate prin tehnica ELISA
de competitie, 2778 probe de ser prelevate de la 1828 bovine, 946 ovine si 4 caprineiar
rezultatele diferd in functie de ani si specie.

1. Tn anul 2014,au fost testate:

a. 210 bovine serosupravegheate Bluetongue, nu au fost identificate cu
anticorpi anti-BTV.

b. 179 bovine semnalate cu suspiciune de boala, din care 89,94% (n=161)
au fost seropozitive si 10,06% (n=18) seronegative la virusul Bluetongue

c. 235 ovinecu suspiciuni de Bluetongue, dintre care 86,80% (n=204) au fost
seropozitive si 13,20 (n=31) au fost seronegative la Bluetongue.

2. Tnanul 2015, au fost testate:

a. 655 bovine serosupravegheate Bluetongue, din care 44,43% (n=291) au
fost identificate cu anticorpi anti-BTV si 55,57% (n=364) au fost
seronegative

b. 1 bovinad cu suspiciune de boald, confirmatd serologic cu anticorpi anti-
BTV.

c. 261 ovineserosupravegheate Bluetongue, nu au fost identificate cu
anticorpi anti BTV.

d. 1 ovina cu suspiciune de boald, confirmata serologic cu anticorpi anti-
BTV.

e. 4 caprine cu suspiciune de boala, din care 75% (n=3) au fost seropozitive
si 1% (n=25) seronegative la virusul Bluetongue.

3. Tnanul 2016, au fost testate:

a. 293 bovine serosupravegheate Bluetongue, dintre care 15,35% (n=45) au
fost identificate cu anticorpi anti-BTV si 84,64% (n=248) au fost
seronegative.

b. nu au fost semnalate suspiciuni de Bluetongue la bovine, ovine si caprine.

4. Tn anul 2017, au fost testate:

a. 534 bovine serosupravegheate Bluetongue, dintre care 2,10% (n=11) au
fost identificate cu anticorpi anti-BTV si 97,90% (n=270) au fost
seronegative,

b. 636 bovine si 180 caprine semnalate cu suspiciune de boala, care au fost
seronegative la virusul Bluetongue.
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4.3. Supravegherea serologica in judetul Braila

Judetul Braila are o suprafatd de 4857 km? si un numar de 486349 animale
domestice receptive la boala limbii albastre, dintre aceste 57.878 fiind bovine, 373.074
ovine si 55.397 caprine.

Aflat in regiunea de Sud-Est a Romaniei, Briila are latura vestica limitrofa
judetului Buzau,unde au fost semnalate primele focare de boala. Prin urmare, boala limbii
albastre s-a extinsin judetul Braila fiind semnalata pentru prima data, in anul 2014.

4.3.1 Materiale si metode de lucru

In perioada 2014-2017, au fost testate 2388 probe de seruri, obtinute de la

rumegatoarele domestice (tabel 4.9.).

Tabel 4.9. /Table 4.9.
Distributia numerica a probelor de singe prelevate de la rumegitoarele din judetul Briila
Numerical distribution of blood samples collected from ruminants of the Braila

JUDETE PERIOADA
SPECII ACTIUNI IO

PROBE
VRANCEA B\t SP 180 996 483 597 2256
SB 5 45 0 0 50
ovine SP 36 0 0 0 36
SB 0 0 0 0 0
caprine SP 36 0 0 0 36
SB 10 0 0 0 10
TOTAL PROBE/AN 267 1041 483 597 2388

Abrevieri: SP- supraveghere serologicd,; SB- suspiciuni de boald

Probele de sange au fost prelevate de la rumegatoarele domestice santinela din
localitatile tintd stabilite (tabel 4.10) si de la animalele care au fost semnalate cu
suspiciuni de boald. Prelevarile anuale au fost efectuate in lunile iunie, septembrie si
noiembrie.

Tabel 4.10./Table 4.10.
Unitatile tinta de asistenta sanitar veterinara conform Programului National de
Supraveghere a Bluetongue(Ord.35/2016).
The veterinary assistance units according to the National Bluetongue Surveillance Program

(Ord.35/2016).
JUDETUL Suprafata totala a Nr. de C.S.V. de asistenta Localitatile tinta
judetului/km? tinti
BRAILA 4766 2 Galbenu

Gropeni

A. Prelevarea si conditionarea probelor biologice

Prelevarea, transportul si prelucrarea probelor s-au efectuat conform metodologiei
din Manualului OIE de teste de diagnostic si vaccinuri pentru animale terestre, cap.2.1.3.,
Bluetongue,ed.VI1,2014iar descrierea acestor etape a fost prezentata la subcap. 4.1.1.1.
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Probele de sange au fost prelucrate in Laboratorului de Serologie Virala din
cadrul Laboratorului Sanitar Veterinare si pentru Siguranta Alimentelordin judetul Bréila.

Supravegherea serologica in judetul Braila s-a efectuat utilizand aceeasi tehnica
imunoenzimatica ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

B.Testul imunoenzimatic ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

In judetul Briila, probele au fost testate cu doua kituri ELISA: in anul 2014, a fost
utilizat kitul ELISA VMRD de competitie (VMRD Inc, SUA) care a fost prezentat la
subcapitolul 4.2.1.iar din2015 pana in 2017 s-a folosit kitul ELISA Pourquier de
competitie IDEXX-Franta), care a fost descrisa la subcap. 4.1.1.

4.3.2. Rezultate si discutii

In perioada 2014-2017, au fost testate serologic 2388 probe de ser, din care 2328
au fost prelevate de la animalele aflate sub supraveghere serologica activa Bluetongue si
60 probe au fost prelevate de la animalele cu suspiciuni de boala (tabel 4.11.).

Tabel 4.11./Table 4.11.
Distributia probelor prelevate si testate ELISA, in judetul Briila,2014-2017
Distribution of samples collected and tested by assays ELISA, in Braila, between 2014-2017

0 N= () 0 N= () 0

Bovine 177 5 3 2 185 6 179
Ovine 36 36 0 0 0 36 0 36
Caprine 36 10 0 10 46 0 46
Bovine 935 45 8 37 1041 69 972
Ovine 0 0 0 0 0 0
Caprine 0 0 0 0 0 0 0 0
Bovine 483 30 453 0 0 0 483 30 453
Ovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Caprine 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bovine 597 20 577 0 0 0 597 20 577
Ovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Caprine 0 0 0 0 0 0 0 0 0

2328 114 2214 60 11 49 2388 125 2263

Analiza generald a datelor obtinute in aceasta perioada de timp, a aratat ca, din
cele 2388 probe de ser analizate, 5,23% (n=125) au fost identificate cu anticorpi anti
BTV, iar 94,77% (n=2263) au fost seronegative la testarea serologica (tabel 4.12).
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Tabel 4.12/Table 4.12.

Seroprevalenta BTV la rumegitoarele din judetul Briila, in perioada 2014-2017
BTYV seroprevalence in ruminants from Braila, between 2014-2017

NR. SEROPOZITIVE SERONEGATIVE

PROBE B3R! % NR %
2328 114 4,90 2214 95,10
60 11 1833 49 81,66
2388 125 5723 2263 94,77

Din analiza sintetica a datelor obtinute in perioada 2014-2017, reiese ca din cele
2328 probe de ser testate pentru Bluetongue, 95,10% (n=2214) au fost libere de anticorpi
anti BTV si doar 4,90% (n=114) au fost seropozitive.

De asemenea, din cele 60 de probe prelevate de la animalele cu suspiciuni de
boala si testate serologic, 81,66% (n=49) au fost seronegative, iar 18,33% (n=125) au fost
seropozitive la Atc.anti BTV (fig.4.2.2).

100 -
= SEROSUPRAVEGHERE
50 1 = SUSPICIUNE DE BOALA
0
seropozitive seronegative

Fig.4.22. Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santinela si la animalele cu suspiciune de
boala din judetul Braila, in perioada 2014-2017
Fig.4.22.Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals and animals of suspected
Bluetongue, in Briila, between 2014-2017

Analiza 1n dinamica a rezultatelor obtinute in urma testarilor serologice aratd o
scadere a incidentei anticorpilor specifici pentru Bluetongue la animalele selectate pentru
supraveghere serologica activa.

Astfel, in anul 2014, au fost testate 252 de probe de ser provenite de la 180
bovine, 36 ovine si 36 caprine, selectate pentru serosupraveghere Bluetongue. Testarea
serologica prin tehnica ELISA de competitie, a evidentiat prezenta anticorpilor specifici
anti-BTV la 1,66% (n=3) din probele de ser bovin. Nu au fost identificate probe
seropozitive la ovinele si caprinele testate. In aceeasi perioadi, au fost semnalate 5
suspiciuni de boala la bovine si 10 suspiciuni de boala la caprine. Analizele serologice
efectuate pe probele de ser prelevate de la aceste animale au evidentiat 60% (n=3) probe
pozitive la bovine, iar la caprine, nu au fost confirmate suspiciunile (fig.4.23).
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Fig.4.23. Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santineli si cu suspiciuni de boala, din
judetul Briila, Tn 2014
Fig.4.23.Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals and animals of suspected
Bluetongue, in Briila,in 2014

Tn anul 2015, serosupravegherea activa s-a efectuat pe 996 probe de ser provenite
doar de la bovine. Dintre acestea, 6,12% (n=61) au fost seropozitive pentru virusul
Bluetongue. La aceeasi specie, au fost semnalate 45 suspiciuni de boald din care doar
17,77% (n=8) au fost confirmate cu prezenta de anticorpi specifici pentru virusul
Bluetongue (fig 4.24.).

93,88 Q9 99
04,29
100 ~
8 |
4 612 i
28 . - t
seropozitive seronegative seropozitive seronegative
ELISA ELISA ELISA ELISA
SEROSUPRAVEGHERE SUSPICIUNE DE BOALA ‘
bovine

Fig. 4.24.Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santineli si cu suspiciuni de boala, din
judetul Briila, in 2015
Fig.4.24.Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals and animals of suspected
Bluetongue, in Briila, in 2015

Tn anul 2016, serosupravegherea s-a efectuat doar la bovine, fiind analizate
serologic 483 probe de ser din care 6,21% (n=30) au fost identificate cu anticorpi anti-
BTV. In aceastd perioadd nu au existat suspiciuni de boald la animalele receptive
(fig.4.25).
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Fig.4.25. Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santinel, din judetul Braila, in 2016
Fig.4.25.Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals, in Briila,in 2016

Tn anul 2017, au fost analizate 597 probe de ser prelevate de la bovinele stabilite
ca lot santineld. Tn urma examenului serologic, au fost identificate 33,50%(n=20) probe
seropozitive (fig.4.26).
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Fig.4.26 Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santineli, din judetul Briila, in 2017
Fig.4.26.Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals, in Braila,in 2017

Evolutia incidentei anticorpilor anti-BTV este diferit de celelalte judete luate in
studiu (fig.4.27 ). Anul 2014 a fost reper in evolutia bolii Bluetongue, asa incat, situatia in
judetele limitrofe judetului Buzau a fost similard, in Braila fiind identificate atat animale
seropozitive la BTV precum si animale aflate in evolutie clinica (suspiciuni de boala si
confirmate).
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Fig. 4.27. Evolutia seroprevalentei anticorpilor anti-BTV in perioada 2014-2017, in Briila
Fig.4.27. Evolution of the seroprevalence of anti-BTV antibodies, between 2014-2017, in
Braila
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Atipic situatiei generale, in acest judet, incepand cu 2015, nu au mai existat
suspiciuni de boala la animalele receptive.

Analizénd trendul evolutiv al incidentei anticorpilor anti BTV s-a constatat ca,
ponderea la bovine, a crescut de la un an la altul, ajungand in 2017 la un varf procentual
(33,5%). Tn acest context, incidenta tot mai ridicata a anticorpilor specifici, identificati la
animalele santinela (aflate sub supraveghere serologica activa), arata faptul ca, virusul
circulant s-a extins continuu sub actiunea conjugata a factorilor favorizanti.

4.3.3. Concluzii

Injudetul Braila, n perioada 2014-2017, Tnau fost testate prin tehnica ELISA
de competitie, 2388 probe de ser prelevate de la 2306 bovine, 36 ovine si 36 caprine iar
rezultatele diferd in functie de ani si specie.

1. Tnanul 2014,au fost testate:
a. 180 bovine serosupravegheate Bluetongue, din care 1,66% (n=3) au fost
seropozitive si 98,34% (n=18) seronegative la virusul Bluetongue,
36 ovine serosupravegheate Bluetongue, au fost seronegative,
36 caprine serosupravegheate Bluetongue, au fost seronegative,
d. 5 bovine semnalate cu suspiciune de boala, din care 60% (n=3) au fost
seropozitive si 40% (n=2) seronegative,
e. 5caprine semnalate cu suspiciune de boald, au fost seronegative la
virusul Bluetongue.
2. Tnanul 2015, au fost testate:
a. 996 bovine serosupravegheate Bluetongue, din care 6,12% (n=61) au
fost seropozitive si 93,87% (n=935) seronegative la virusul Bluetongue
b. 45 bovine semnalate cu suspiciune de boala, din care 17,77% (n=8) au
fost seropozitive si 82,22% (n=37) seronegative.
€. Nu au fost identificate suspiciuni de boala la ovine si caprine.
3. Tnanul 2016, au fost testate:
a. 483 bovine serosupravegheate Bluetongue, din care 6,21% (n=30) au
fost seropozitive si 93,78% (n=935) seronegative.
b. Nu au fost identificate suspiciuni de boala la bovine, ovine si caprine.
4. Tnanul 2017, au fost testate:
a. 597 bovine serosupravegheate Bluetongue, din care 3,35% (n=20) au
fost seropozitive si 96,64% (n=935) seronegative.
b. Nu au fost identificate suspiciuni de boala la bovine, ovine si caprine.
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4.4. Supravegherea serologica in judetul Tulcea

Aflat Tn extremitatea Sud-Esticd a Romaniei,judetul Tulcea, are o suprafatd de
4857 km? si in anul 2014, detinea 535432 animale domestice receptive la boala limbii
albastre, dintre aceste 41.051 fiind bovine, 407.862 ovine si 86.519 caprine (ANSVSA,
2014).

Desi, in Tulcea au existat si existd conditii topo-climaterice favorabile culicoizilor

vectoriali i animale receptive, totusi, virusul Bluetongue nu a fost identificat pana in 2014
cand au fost semnalate primele focare de boald in Buzau.

Virusul Bluetongue poate ajunge intr-o zona indemna fie prin culicoide
contaminate, fie prin animale gazdid (domestice sau silbatice) infectate. In perioada
ianuarie 2013-iunie 2014, in judetul Tulcea au fost introduse prin comertul intracomunitar,
efective de ovine din Grecia, Italia si Ungaria unde, anterior au evoluat focare de boala
(ANSVSA , 2014).

4.4.1 Materiale si metode de lucru

In perioada 2014-2017, au fost testate 4628 probe de seruri, obtinute de la
rumegatoarele domestice din judetulTulcea (tabel 4.13.).

Tabel 4.13. /Table 4.13.
Distributia numerica a probelor de singe prelevate de 1a rumegatoarele din judetul Tulcea
Numerical distribution of blood samples collected from ruminants of the Tulcea

JUDETE PERIOADA
SPECII  ACTIUNI [BhjF] 2015 2016

2017

PROBE

TULCEA bovine SP 672 1552 1218 1174 4616
SB 0 0 0 0
ovine SP 8 0 0 0 8
SB 0 0 0 0 0
caprine SP 4 0 0 0 4
SB 0 0 0 0 0

TOTAL PROBE/AN 684 1552 1218 1174 4628

Abrevieri: SP- supraveghere serologicd,; SB- suspiciuni de boald

Probele de sange au fost prelevate de la rumegatoarele domestice santineld din
localitatile tinta stabilite pentru judetul Tulcea (tabel 4.14.) si de la animalele care au fost
semnalate cu suspiciuni de boala. Prelevarile au fost efectuate in lunile iunie, septembrie
si noiembrie.

A. Prelevarea si conditionarea probelor biologice

Prelevarea, transportul si prelucrarea probelor s-au efectuat conform metodologiei
din Manualului OIE de teste de diagnostic si vaccinuri pentru animale terestre, cap.2.1.3.,
Bluetongue,ed.V11.2014, iar descrierea acestor etape a fost prezentata la subcap. 4.1.1.1.

Probele de sénge au fost expediate si prelucrate in Laboratorului de Serologie
Virala,din cadrul Laboratorului Sanitar Veterinare si pentru Siguranta Alimentelor,din
judetul Tulcea.
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Tabel 4.14./Table 4.14.
Unitatile tinta de asistenta sanitar veterinara conform Programului National de
Supraveghere a Bluetongue(Ord.35/2016).
The veterinary assistance units according to the National Bluetongue Surveillance Program

(Ord.35/2016).
JUDETUL Suprafata totala a Nr.de C.S.V. de asistenta Localitatile tinta
judetului/km? tinti
TULCEA 8499 4 Macin
Baia
Nufaru
Sulina

Supravegherea serologica S-a efectuat utilizand aceeasi tehnicd imunoenzimatica
ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

B.Testul imunoenzimatic ELISA(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

Probele au fost testate cu doud kituri ELISA: Tn anul 2014, a fost utilizat kitul
ELISA “Dubla Recunoastere” (INGEZIM BTV DR/ INGENASA),iar din2015 pana in
2017 s-a folosit kitul ELISA Pourquier de competitie (IDEXX-Franta), care a fost
descrisa la subcap. 4.1.1.

Kitul ELISA“Dubla Recunoastere”(INGEZIM BTV DR/ INGENASA)a fost
utilizatd pentru identificarea Atc anti-BTV din serul rumegatoarelor receptive la virusul
Bluetongue.

a.Principiul Kkitului ELISA“Dubla Recunoastere”’(INGEZIM BTV DR/
INGENASA)

Faza solida este reprezentata de microplaciile céaptusite cu proteina VP7 a
virusului Bluetongue. Dupa adaugarea probei in godeu, dacd aceasta contine anticorpi
specifici de BTV, ei se vor lega cu antigenul existent in captuseala placii. Tn cazul in care,
probele de ser contin anticorpi specifici , acestea vor bloca antigenul de pe placd si nu vor
permite legarea Mab (anticorpilor monoclonali). Dacd probele nu contin anticorpi
specifici BTV, Mab se vor lega de antigenul care captuseste placa.Astfel, dupa spalarea
godeurilor , pentru eliminarea tuturor materilalelor nefixate, se poate detecta prezenta sau
absenta anticorpilor monoclonali (Mab), adaugand substratul (TMB) care, in prezenta
peroxidazei, va dezvolta o reactie colorimetrica.

Pentru realizarea testului au fost necesare aceleasi materiale prezentate la
subcapitolul 4.1.1.2.

c. Componentele kitului:
Placa cu 96 godeuri
Fiola cu ser control pozitiv BTV (gata preparat).
Fiola cu ser control negativ BTV (gata preparat).
Flacon cu conjugat (BTV VP7-HRPO),(gata preparat).
Flacon cu solutie de spalare concentrat 25X.
Flacon cu diluant (DEO1-01) (gata preparat).
Flacon cu substrat (TMB) (gata preparat).
Flacon cu solutie de stopare.

VVVVVYYYVYY
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c. Tehnica de lucru pentru kitulELISA imunoenzimatic “Dubla Recunoastere

- Solutia de spalare concentrata a fost diluata 1/9 in apa distilata deionizata.

- Serurile de control s-au adaugat cate 100 pl/godeu.

- Conjugatul s-a diluat in proportie de 1/100 cu diluantul livrat in trusa.

- Probele de ser de testat, s-au diluat in proportie de 1/2 in diluent. Diluarea s-a facut
direct in placa prin addugarea a 50 pl diluent si 50 ul proba in fiecare godeu.

- S-a adaugat 100 pl control pozitiv si 100 ul control negativ in restul de godeuri.
Martorii s-au lucrat Tn duplicat. Placile au fost sigilate si incubate timp de 1 ora la
37°C.

- Spalarea placilor a fost efectuata de 6 ori.

- Dupa spalare, s-a adaugat 100 pl de conjugat in fiecare godeu.

- Placile au fost sigilate si incubate timp de 1 ora la 37°C si spalate de 6 ori.

- S-a adaugat cate 100 pl de substrat in fiecare godeu. Placile s-au mentinut la
temperatura camerei timp de 15 min.

- infiecare godeu, s-a adaugat 100 pl de solutie de stopare.

- Citirea densitati optice (DO) s-a facut la spectofotometru cu lungimea de unda 450
nm (fig.4.28).

Fig.4.28 Valorile densititii optice obtinute in urma citirii la spectofotometru utlizand
kitul ELISA “Dubla Recunoastere-INGEZIM BTV DR/ INGENASA
Fig.4.28. Optical density values obtained after reading the spectrophotometer -ELISA

INGEZIM BTV DR/ INGENASA

c. Validarea rezultatelor:

Pentru validarea rezultatelor,la fiecare test ELISA efectuat Tn laborator sau la
interval de 2-3 testari s-a repartizat Tn placa (in minim 2 godeuri ), alaturi de martorul
pozitiv si negativ din trusa, serul intern de referinta (control intern) pozitiv pentru virusul
Bluetongue.

Rezultatele au fost validate atunci cand controlul pozitiv a fost mai mare de 0.8 iar
controlul negativ mai mic decat Cut off (Cut Off = 0.15 x Control Pozitiv).
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d. Interpretarea rezultatelor:

Probele au fost considerate pozitive (cu anticorpi specifici pentru virusul
Bluetongue), daca valoarea densitatii optice la 450 nm, a fost mai mare decét valoarea cut
off (15% din controlul pozitiv).

Probele au fost considerate negative (au lipsit anticorpii specifici pentruvirusul
Bluetongue in proba) daca valoarea densitatii optice la 450 nm,a fost egald sau mai mica
decét valoarea pozitiva cut off.

4.4.3. Rezultate si discutii

In perioada 2014-2017, au fost analizate 4628 probe de ser, care au provenit de la
animalele santinela selectate pentru supraveghere serologica. In aceasta perioada, s-au
prelevat doar probe de ser bovin, iar numarul testarilor a variat de la un an la altul: Tn
2014- 684 probe de ser, Tn 2015-1552 probe de ser, in 2016-1218 probe de ser , in 2017-
1174 probe de ser (tabel 4.15).

Tabel 4.15/Table 4.15.
Distributia probelor prelevate si testate ELISA, in judetul Tulcea,2014-2017
Distribution of samples collected and tested by assays ELISA, in Tulcea, between 2014-2017

()

() *)

Bovine 672 2 670 0 0 0 672 2 670
Ovine 8 2 6 0 0 0 8 2 6
Caprine 0 0 0 0

Bovine
Ovine

Caprine 0 0 0 0 0 0 0 0
Bovine 0 1218 0 0 0 1218 1218

Ovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Caprine 0 0 0 0 0 0 0
Bovine 0 1174 0 0 0 1174 0 1174

Ovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Caprine 0 0 0 0 0 0 0 0
4628 4 4624 0 0 0 4628 4 4624

Din analiza datelor obtinute in cei patru ani de monitorizare, a reiesit ca, din cele
4628 probe de ser analizate, doar 0,08% (n=4) probe au fost identificate cu anticorpi anti-
BTV, iar 99,92% (n=4624) au fost seronegative la testarea serologica. De asemenea, S-
aremarcat absenta suspiciunilor de boald la animalele receptive din acest areal geografic
(tabel 4.16., fig.4.29).
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Tabel 4.16./Table 4.16.
Seroprevalenta BTV la rumegitoarele din judetul Tulcea, in perioada 2014-2017
BTV seroprevalence in ruminants from Tulcea, between 2014-2017
NR. SEROPOZITIVE SERONEGATIVE

PROBE B\ % NR %

SEROSUPRAVEGHERE I 4 0 08 4624 99 92
SUSPICIUNE DE BOALA [V
TOTAL PROBE _-___

99,92

80 '
40 = 4

seropozitive ELISA ‘ seronegative ELISA | 1ovine

SEROSUPRAVEGHERE

Fig. 4.29 Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santinela din judetul Tulcea, in
perioada 2014-2017
Fig.4.29. Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals, in Tulcea, between 2014-2017

Analizele serologice au pus i1n evidentd anticorpii specifici pentru virusul
Bluetongue doar in anul 2014 cand a fost semnalat si primul focar de boala in Romania, la
Buzau. Probele seropozitive au provenit de la 0,3% (n= 2) bovine si 25% (n=2) ovine si
au lipsit la caprinele monitorizate Tn acest an (fig.4.30)

99.7

100 - 75
50 - 25 m bovine
o P e — —p LULC

seronegative seropozitive | seronegative
ELISA ELISA ELISA

seropozitive
ELISA

Fig. 4.30 Seroprevalenta Atc. anti BTV la animalele santinela, din judetul Tulcea, in 2014
Fig.4.30.Seroprevalence Atc.- anti BTV in sentinel animals in Tulcea,in 2014

In urmitorii trei ani (2015-2017), nu au mai fost identificate animale seropozitive
la virusul Bluetongue. Prin urmare, animalele santinela din localitatile monitorizate, nu au
intrat Tn contact cu virusul Bluetongue circulant. Din punct de vedere epidemiologic, acest
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aspect este remarcabil avand 1n vedere ca judetul Tulcea este un areal cu deosebite conditii
pentru supravietuirea si inmulgirea vectorilor culicoizi.

4.4.3. Concluzii

In perioada 2014-2017, in judetul Tulcea,au fost testate prin tehnica ELISA de
competitie, 4629 probe de ser prelevate de la 4616 bovine, 8 ovine si 4 caprine iar
rezultatele diferd in functie de ani si specie.

1. Tnanul 2014,au fost testate:

a. 672 bovine serosupravegheate Bluetongue, din care 0,29% (n=2) au fost
seropozitive si 99,70% (n=670) seronegative,

b. 8 ovine serosupravegheate Bluetongue, din care 25% (n=2) au fost
seropozitive si 75% (n=6) seronegative,

c. 4 caprine serosupravegheate Bluetongue, au fost seronegative.

2. Tnanul 2015, au fost testate:

a. 1552 bovine serosupravegheate Bluetongue, la care nu s-au identificat
anticorpi anti-BTV.
b. Nu au fost semnalate suspiciuni de boala la bovine, ovine §i caprine.

3. Tnanul 2016,au fost testate:

a. 1218 bovine serosupravegheate Bluetongue, la care nu s-au identificat
anticorpi anti-BTV.
b. Nu au fost semnalate suspiciuni de boala la bovine, ovine §i caprine.

4. Tnanul 2017,au fost testate:

a. 1174 bovine serosupravegheate Bluetongue, la care nu s-au identificat
anticorpi anti-BTV.
b. Nu au fost semnalate suspiciuni de boala la bovine, ovine §i caprine.

4.5. Analiza comparativi a supravegherii serologice pentru Bluetongue
in Sud-Estul Romaniei

Supravegherea serologica a rumegatoarelor domestice din regiunea de Sud-Est, a
permis detectarea din timp a prezentei virusului Bluetonguesi colectarea de date si probe
biologice care sa evidentieze situatia epidemiologica a bolii in aceasta regiune.

4.5.1. Materiale si metode de lucru

Tn perioada 2014-2017, au fost testate12846 probe de seruri, prelevate de la 11622
bovine, 990 ovine si 234 caprine din regiunea de Sud Est a Romaniei. (tabel 4.5.).

In toate judetele, prelevarile au fost efectuate Tn aceleasi perioade ale anului: iunie,
septembrie si noiembrie.

Tn laboratoarele judetene de serologie virald, probele au fost testate utilizand tehnica
imunoenzimaticd ELISA de competitie, cu exceptia anului 2014, cand s-a utilizat Kituri
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ELISA diferite, pentru identificarea anticorpilor anti-BTV. Incepand cu 2015 pani in
2017, testarile au fost efectuate cu Kitul Pourquier de competitie (IDEXX-Franta).

4.5.2. Rezultate si discutii
Din analiza datelor obtinute in urma monitorizarii serologice, a celor 12846 de
rumegatoare provenite din regiunea de Sud-Est, a reiesit faptul cd incidenta anticorpilor

anti-BTV a fost diferitd, in functie de perioadd si arealul geografic luat in studiu
(fig.4.31).
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Fig.4.31. Evolutia incidentei Atc anti-BTV, in perioada 2014-2017
Fig.4.31. Evolution of the incidence of anti-BTV antibodies, between 2014-2017

Pe parcursul celor 4 ani, incidenta animalelor seropozitive a fluctuat in majoritatea
judetelor din Sud Estul Romaniei, cu exceptia judetului Tulcea.

Aparitia focarelor de Bluetongue in judetul Buzau a avut drept consecinta
expunerea ridicata a judetelor limitrofe, inclusiv judetul Vrancea, care in anul 2014, s-a
dovedit a fi zona cu cea mai ridicata incidentd a animalelor seropozitive (58,5%). Judetul
Braila, desi este un teritoriu aflat in vecinatatea directd a Buzaului, totusi, rezultatele
analizelor serologice au pus in evidentd 0 incidentd redusa (2,24%) comparativ cu
Vrancea. In acelasi an, testarea serologica a animalelor receptive din judetul Galati, a scos
in evidentd prezenta anticorpilor anti-BTV fiind raportati cu o incidentd de 3,21%,
indicator cu valori apropiate de incidenta din judetul Braila. in Judetul Tulcea, 2014 a fost
singurul an in care s-au identificat animale serologic pozitive la virusul Bluetongue.

In anul 2015, supravegherea serologica si testarea animalelor cu suspiciune de
boala a scos in continuare in evidentd, prezenta anticorpilor anti-BTV n judetele Vrancea
(32%), Braila (6,62%) si Galati (2,74%), dar incidenta acestora se afla intr-o usoara
regresie, cu exceptia judetului Briila, unde ponderea a crescut de la 2,24% la 6,62%.
Aceasta accentuare a incidentei animalelor seropozitive in judetul Briila poate fi
consecinta propagarii insectelor vectoriale in acest teritoriu, unde au gasit conditii topo-
climaticeoptime pentru Inmultirea si supravietuirea acestora.
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In anul 2016, rata de morbiditate generald sau incidenta animalelor seropozitive
la Bluetongue, a oscilat intre 6,21% in judetul Braila si 15,35% 1in judetul Galati. S-a
remarcat judetul Galati, unde s-a evidentiat o crestere semnificativd a incidentei de la
2,74% (2015) la 15,35% (2016) comparativ cu judetul Vrancea unde s-a constatat o
scadere semnificativa a incidentei de la 32% (2015) la 10,48% iar in judetul Briila,
indicile de incidenta (6,21%) a fost apropiat valoric de anul anterior (6,62%).

In anul 2017, examenele de laborator identifici in continuare, animale
seropozitive la Bluetongue in regiunea de Sud-Est a Roméniei. Se remarcd o diminuare
semnificativa a incidentei animalelor cu anticorpi anti-BTV 1n judetul Galati, reducandu-
se de la 15,35% (2016) la 0,81% (2017). O scadere importanta a incidentei animalelor
seropozitive s-a constatat si in judetul Braila, unde in anul 2017, ponderea a fost de 3,35%
comparativ cu anul anterior (6,21%). In Vrancea, situatia epidemiologica a fost diferita
comparativ cu judetele invecinate, intrucat, contrar asteptarilor, masurile specifice de
supraveghere si prevenire, nu au dus la diminuarea incidentei acestora, ci la cresterea
ponderei pana la 15,85%.

Dintre toate judetele monitorizate, Vrancea a fost teritoriul cu cea mai ridicata
incidenta a animalelor seropozitive la Bluetongue. Avand n vedere granita teritoriala cu
localitatile din judetul Buzau, unde a evoluat boala, precum si relieful asemanator in cele
doud judete, putem suspecta implicarea animalelor sdlbatice in transmiterea virusului
Bluetongue 1n aceasta regiune. La rumegatoarele salbatice, boala poate evolua inaparent,
insa virusul persistd in organism timp de luni sau ani de zile. Prin intermediul acestor
animale, virusul poate ajunge din zonele infectate, agsa cum a fost judetul Buzau, Tn zonele
indemne de boald, prin migratiile sezoniere. Aparitia si extinderea populatilor de culicoide
vectoriale Tn majoritatea regiunilor din tara, si In mod special in regiunea de Sud-Est a
Romaniei, a crescut riscul contaminarii acestora cu virusul Bluetongue, prin contactul cu
animalele salbatice, devenind sursa de infectie pentru animalele domestice.

Aceasta variabilitate, In cadrul monitorizarii serologice, arata caracterul oscilant si
capacitatea de propagare a virusului in zonele evaluate.

Analiza de ansamblu a rezultatelor obtinute in aceastd regiune, ne-a aratat ca
perioada de patru ani de zile, derulata de la momentul semnalarii Bluetongue in Romania,
nu este suficienta pentru regresia totala a circulatiei virale.

Mai mult, la baza estomparii incidentei animalelor seropozitive, au stat masurile
sanitar- veterinare si administrative impuse pe parcursul acestor ani consecutivi.

Probele de sange provenite de la animalele care au prezentat seroconversie si de la
animalele cu suspiciuni de boala seropozitive au fost reexaminate la Institutul de Sanatate
animalda (IDSA) pentru determinarea serotipului viral prin testul de virusneutralizare
(VMT). Serotipul circulant in Roménia a fost BTV4, serotip comun regiunii de SE a
Europei, fiind prezent si in  Albania, Bulgaria, Grecia, Serbia, Ungaria si
Turcia.http://www.oie.int/. Conform rapoartelor ANSVSA (2014), cu aceste tari, unde
Bluetongue a evoluat de-a lungul timpului, au existat relatii de comert intracomunitar si de
import, fiind aduse pe teritoriul Romaniei, rumegitoare domestice si salbatice. Tn anul
2014, Bluetongue a evoluat in Italia, Grecia si Ungaria si au fost considerate tari cu
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focalitate naturald, intrucat erau indeplinite cele trei conditii limitative, respectiv: virusul
Bluetongue, prezenta culicoidelor vectoriale si prezenta speciilor de animale receptive.
Din aceste tari s-au importat atat ovine, care au avut ca destinatie, inclusiv judetele din
Sud Estul Romaniei, respectiv judetul Galati, Tulcea ( 2013), Briila cat si bovine care au
ajuns in judetele Braila (2013, 2014), Galati (2013, 2014), Vrancea (2014). Serotipul 4 al
virusului Bluetongue care a fost identificat si la animalele din Romania, a evoluat doar in
Grecia si Ungaria, in Italia evoluand doar serotipul 1.

Prezenta anticorpilor anti-Bluetongue, ne demonstreaza ca virusul este circulant in
arealul zonal si este necesara continuarea supravegherii serologice a animalelor receptive
si eliminarea animalelor bolnave sau purtatoare de virus Bluetongue, simultan cu
identificarea si eliminarea culicoizilor vectoriali care sunt responsabili pentru aparitia
focarelor noi de boala.

4.5.3. Concluzii

Tn perioada 2014-2017, in regiunea de Sud-Est a Romaniei au fost testate
serologic 12846 de animale receptive, iar incidenta anticorpilor anti-BTV, a fost variabila
in functie de perioada si arealul geografic luat in studiu.

1. In anul 2014, judetul Vrancea a avut cea mai ridicatd incidentd (58,5%) a
animalelor seropozitive, urmat de Galati (3,21%), Braila (2,24%) si Tulcea ( 0, 58%).

2. In anul 2015, incidenta animalelor seropozitive la Bluetongue s-a aflat intr-o
usoara regresie, diminuandu-se la 32% in Vrancea, la 2,74% in Galati, si la 0% Tn Tulcea,
cu exceptia judetului Braila, unde ponderea a crescut la 6,62%.

3. Tn anul 2016, s-a remarcat judetul Galati, printr-o crestere semnificativd a
incidentei de la 2,74% (2015) la 15,35% (2016), comparativ cu judetul Vrancea, unde
incidenta a scazut semnificativ de la 32% (2015) la 10,48%, iar in judetul Braila, indicele
de incidenta (6,21%) a fost apropiat valoric de anul anterior (6,62%).

4. In anul 2017, incidenta animalelor seropozitive:

a. a suferit o diminuare semnificativa de la 15,35% (2016) la 0,81%
(2017) 1n judetul Galati, iar in judetul Braila incidenta s-a redus de la
6,21% (2016) la 3, 35% (2017),

b. a crescut de la 10,48% la 15,85% in judetul Vrancea.

C. In judetul Tulcea, nu s-au identificat animale seropozitive la Bluetongue.

5. Variabilitate indicelui de incidenta, in cadrul monitorizarii serologice, arata
caracterul oscilant §i capacitatea de propagare a virusului in regiunea de Sud-Est a
Romaniei.

6. Monitorizarea serologicd efectuatd in perioada 2014-2017, la rumegatoarele
domestice, a evidentiat prezenta continud a  anticorpilor specifici pentru virusul
Bluetongue, in regiunea de Sud-Est a Romaniei.
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CAPITOLUL V
INVESTIGATII VIRUSOLOGICE TN BLUETONGUE

CHAPTER V
VIROLOGICAL INVESTIGATION INBLUETONGUE

Diagnosticul in Bluetongue intdmpina greutati deosebite in zonele in care nu a
evoluat boala si relativ usor de precizat in regiunile endemice unde se bazeazd pe
aspectele epidemiologice, clinice si anatomopatologic. Confirmarea bolii se face prin
examene de laborator care sia pund in evidenta virusul Bluetongue atat la animalele
receptive cat si la speciile vectoriale din acelasi areal geografic, utilizand tehnici elaborate
n acest sens.

Prezenta virusului circulant poate fi semnalata prin examene serologice cum ar
fi:ELISA, Fixarea complementului, imunodifuzia in gel de agar care evidentiaza anticorpii
specifici anti-BTV. ldentificarea virusului Bluetongue poate fi efectuatd prin tehnici
virusologice clasice (inoculare pe oud embrionate Sau pe linii de culturi celulare
diferentiate, imunofluorescenta) sau Real-time-RT-PCR. Pentru identificarea serotipului
se pot utiliza diferite teste, precum: testul peroxidazei-antiperoxidazei, tehnica de virus
neutralizare si tehnica ELISA (Moga Ménzat, 2005, Baranguta, 2010).

Tehnica Real Time-RT-PCR este in acest moment atat de puternic implicata in
domeniul biologiei moleculare incét este dificil de a gandi studiul fenomenelor vietii fara
utilizarea acestuia.

Notiunea de “acid nucleic insuficient” nu mai prezintd un factor limitativ in
cercetarea si diagnosticul medical. Mai mult chiar, cercetatorii din intreaga lume au
diversificat permanent aplicatiile testului RT-PCR(Real-Time Polymerase Chain Reaction
Assays), contribuind astfel la amplificarea utilitatii acestei tehnici .

Cercetarile s-au efectuat in judetele Galati, Vrancea, Brdila si Tulcea, Tn perioada
2014- 2017 pe probele de sange prelevate de la animalele seropozitive din exploatatiile
santineld si de la animalele cu suspiciuni de Bluetongue.

Scopul acestor investigatii a fost de a identifica prezenta genomului viral la
rumegatoarele domestice si de a stabili indicele de incidenta in regiunea de Sud-Est a
Romaniei.
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5.1. Materiale si metode de lucru

Tn perioada 2014-2017, au fost diagnosticate 1024 animale seropozitive la
Bluetongue si de la care s-au prelevat probe de sange, iIn vederea efectuarii examenului
virusologic (tabel 5.1.).

Tabel 5.1./Table.5.1.
Distributia numerica a animalelor seropozitive la BTV si testate prin examen virusologic
Numerical distribution of BTV seropositive animals and tested by virological examination

2014 2015 2016 2017 TOTAL
PROBE
bovine - 291 112 26 429
SB 161 1 - - 162
ovine SP - - - - -
204 1 - - 205
caprine - - - - -
- 3 - - 3
bovine 5 - 45 11 61
4 31 - - 35
bovine 3 61 30 20 114
3 8 11
bovine 2 - - - 2
SB - - - -
ovine 2 - - - 2

Abrevieri: VR-Vrancea, GL-Galati, BR-Braila, TL-Tulcea

Animale seropozitive au provenit atat din efectivele de rumegatoare santineld,
care au fost supuse periodic supravegherii serologice, cét si din grupul animalelor cu
suspiciuni de boala.

Tn cadrul studiului efectuat, conduita diagnosticuluivirusologic a constat Tn
evidentierea genomului viral din probele de sange prelevate de la animalele seropozitive
identificate in urma investigatiilor serologice efectuate prin tehnica ELISA de competitie.

Examenul virusologic este obligatoriu si urmeaza examenului serologic, n
vederea stabilirii cu certitudine, a diagnosticului de boala limbii albastre (Bluetongue),
(fig.5.1.)

Prelevarea probelor de sange, necesare examenului virusologic, s-a efectuat cu
seringi sterile, vidate, de tip vacutainer si cu EDTA.
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Probele recoltate de la animalele au fost prelucrate in Laboratoarele de Biologie
moleculara judetene. Toate probele pozitive la Real Time-RT-PCR(Revers Transcriptase-
Polymerase Chain Reaction) pentru confirmare au fost reexaminate si in Laboratorul de
Arboviroze din cadrul Institutului de Diagnostic si Sanatate Animald (IDSA) Bucuresti.

ANIMALE CU FROBE de |a RUMEGATO ARE:
SUSPICIINI DE SANGE SER SANGVIN
BOALA
| L Rezultat cELISA
REZT,:;:E‘,.US’!‘ Rezultat ELISA EzuNtata;i\f'
T Pozitiv" w e
Retestarea probelor in doud Animale care nu au lust contact
=3u mai multe godeuri cu virusul Bluetongue
i
# e ——
i H Rezultat ELISA
% i LMezativ”
EXAMEN VIRUSOLOGIC Rezultat ELISA
Examen PCR \- . Pozith” I
&

pe sange prelevat
pe anticoagulant

Animale care nu au luat contact

tu virusul Bluetongue

Fig.5.1. Diagrama flux pentru supravegherea bolii limbii albastre (adaptare dupi Manualul
de diagnostic Bluetongue, 2010)
Fig.5.1. Flowchart for Bluetongue disease surveillance (adapted from Bluetongue Diagnostic
Manual, 2010)

Aceastd metoda real-time-RT-PCR este rapida, specifica, sensibila si
reproductibila permite detectia genomului specific virusului Bluetongue din probele
biologice.

Tntrucat virusul Bluetongue face parte din Grupa 2 de Risc (conform clasificarii

OMNS) testarile s-au efectuat in conditii specifice de biosecuritate.
Probele de sange care au fost pozitive la testarea RT-PCR au fost reexaminate si la
IDSA in vederea confirmarea serotipului viral circulant.

Identificarea genomului specific virusului bluetongue prin testul Real-Time
RT-PCR(Revers Transcriptase- Polymerase Chain Reaction)

Real time -RT-PCR este utilizat pe scara larga in domeniile stiintelor medicale si
biologice, fiind o metoda de diagnostic cu Tnaltd precizie si poate identifica cantitati foarte
mici de ADN viral.

a. Principiul metodei

Tehnica Real Time RT-PCR se bazeaza pe maisurarea fluorescentei care creste
exponential si proportional cu numarul de copii de acid nucleic generate la fiecare ciclu de
reactie.
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In comparatie cu testul RT-PCR clasic, in acest tip de test PCR se folosesc si
sonde marcate, a caror fluorescentd emisd in timpul reactiei se vizualizeaza on-line , In
timp real, pe monitorul sistemului de amplificare.

b. Reactivi necesari pentru efectuarea RT-PCR

QIAzol(Trizol)/ Solutie lizare ARN

Cloroform

Etanol absolute

standard stoc — probe de sdnge provenite de la animale infectate natural (se
pastreaza la congelator la -80°C)

c. Primeri si sonde:

BTNS probe - 6 FAM-
CGCTTTTTGAGAAAATACAACATCAGTGGGGAT-TAMRA

BTNS-1-F - TGGCAACCACCAAACATGG

BTNS-1-R - CCAAAAAAGTCCTCGTGGCA;

d. Consumabile utilizate:

Tipsuri —conuri, varfuri de polipropilend, de diferite marimi pentru pipete
automate

Tuburi Eppendorfde 0.2, 0.5, 1.5 ml.

Tavite cu pereti dubli pentru gheata;

Capilare pentru LightCycler ;

Containere de Biohazard de 1000 ml pentru tipsuri.

Containere de Biohazard pentru deseuri.

AN NI NEAN

<

D NN NI NN

e. Pregatirea probelor pentru extractie '

Probele de sange prelevate pe anticoagulante (EDTA) de la rumegatoarele cu
suspicini de Bluetongue, au fost repartizate in tuburi de vacutainer si centrifugate la 2500
rpm timp de 5 minute. Dupa aspirarea plasmei, 250 pl din depozitul eritrocitar a fost
transferat Tntr-un tub Eppendorf. S-a adaugat 750 ul de reactiv Trizol, s-a omogenizat prin
inversie energica, centrifugare de tip spin si s-a incubat 5 minute la temperatura camerei.
Dupa adaugarea a 200 ul de solvent organic ( cloroform) s-a omogenizat amestecul prin
vortexare timp de 20 de secunde, pana la obtinerea unei suspensii de culoare ciocolatie si
s-a incubat la temperatura camerei timp de 2 minute. Separarea fazelor s-a realizat n
urma centrifugarii la 13000 rpm timp de 20 minute. Pentru extractia ADN-ului s-au
recoltat 400 ul din supernatantul obtinut.

f.  Extractia acizilor nucleici

Pentru extractie s-au utilizat 4 tipuri de kituri diferite, fiecare dintre acestea avand
etape asemanatoare de lucru:

- KITUL “PURE LINK RNA MICRO KIT” (Invitrogen)

- RNA CLEAN & CONCENTRATOR™-5" (Zymo Research)

- KITUL "NucleoSpin® RNA XS"(Macherey Nagel)

- KITUL"Favor Prep After Tri-Reagent RNA Clean-Up Kit"(Favorgen)

g. Prepararea mixului de denaturale pentru Testul RT-PCR

99



Ana Samson (Tudose)

Reagentii utilizati au fost vortexati si centrifugati tip spin la 10000 rot/min. Mixul
S-a preparat pe gheatd, conform protocolului.

Mixul obtinut a fost omogenizat prin pipetare.

h. Cuplarea mixului de denaturare cu ARN viral

Tn camera de cuplare au fost transferate in tuburi de 2 ml, o cantitate de 6 pl de
mix de denaturare §i 10ul de proba ADN. Dupa omogenizarea prin pipetare, tuburile s-
au incubat 3 minute la 95°C, apoi au fost centrifugate tip spin la rece, pentru colectarea
amestecului.

i. Cuplarea mixului final cu mixul de denaturare

Mixului final a fost realizat utilizand kiturile de amplificare a acizilor nucleici,
specifice kiturilor utilizate :1. ,,OneStep RT-PCR” (Qiagen), Bioscript™ One-Step RT-
PCR kit” (Bioline); 2. ,,SuperScript™ Il Platinium ®, OneStep Quantitative RT-PCR
System (Invitrogen); 3. Realizarea mixului final utilizand kitul ,,PCRBIO One-Step RT-
PCR kit” (PCR Biosystems); 4. AgPath-ID™ OneStep RT-PCR Kkit:

Mixul preparat se transmite pe gheatd in ,,camera de cuplare”. In incinta de lucru
PCR din ,,camera de cuplare”, in placi optice, se realizeaza cuplarea master-mixului cu
proba de ADN adusd din laboratorul , Extractie acizi nucleici” (fig.5.2.). Cuplarea se
realizeaza pe gheata. Se pipeteaza 11ul amestec de reactie si 9l ADN.

Fig.5.2. Cuplarea mixului cu probele de ADN
Fig.5.2. Coupling the mix with DNA samples

j. Realizarea amplificirii in LightCycler
Pentru realizarea amplificarii a fost utilizat sistemul 7900HT Fast Real-Time PCR
System (Applied Byosistems)(fig.5.3.).

Fig. 5.3. Sistemul 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Byosistems)
Fig. 5.3. 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems)
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Programele utilizate au inclus o serie de etape 1n care au fost selectate i completate
campurile cu tipul de program, numarul de cicluri, modul de analizd, temperatura si
durata precum si pozitia probele de analizat, martorii pozitivi si negativi de extractie si de
cuplare. Dupa finalizarea programului de amplificare, s-a selectat optiunea de detectie
cantitativa.

k. Exprimarea rezultatelor

Pentru testul Real-Time RT- PCR, rezultatele se interpreteazd in functie de
aspectul curbelor de amplificare si de momentul inceperii amplificarii.

Testul se valideaza daca martorii pozitivi de extractie si de cuplare s-au amplificat
iar controalele negative de extractie si de cuplare au fost negative ( fig.5.4., fig.5.5.).
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Fig.5.4. Real time-RT-PCR - Aspectul curbele Fig.5.5. Real time-RT-PCR Aspectul curbelor de
de amplificare Tn timp real a materialului amplificare la testarea probelor biologice:
genetic (calibrarea programului) probele pozitive au un CT sub cel al martorilor
Fig.5.4. Real time-RT-PCR - Appearance of E+ si C+.
real-time amplification curves of genetic Fig.5.5. Real time-RT-PCR Aspects of
material (program calibration) amplification curves when testing biological

samples: positive samples have a CT below the E
+ and C + controls.

Pentru testul Real-Time RT-PCR rezultatele se interpreteaza astfel:
-Probele cu Ct=39-41- se repeta experimentul

- probele cu Ct <39 - pozitive

- probele cu Ct > 41- negative;

5.2. Rezultate si discutii

Tn judetul Vrancea, examenul virusologic realizat prin tehnica Real-Time- RT-
PCR, s-a efectuat pe 429 probe de sange prelevate de la animalele cu seroconversie aflate
in exploatatiile santinelasi 370 de animale cu suspiciuni de boala, care au fost identificate
cu anticorpi anti-BTV (fig.5.6.).
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Fig.5.6. Distributia numerica a probelor prelevate de la animalele seropozitive pentru
BTV si testate prin Real-Time RT-PCR, in Vrancea, perioada 2014-2017
Fig.5.6. Numerical distribution of samples collected from BTV seropositive animals and
tested by Real-Time RT-PCR, in Vrancea, 2014-2017

Prin Real-Time RT-PCR, au fost testate probele de sange prelevate de la animalele

cu suspiciune de boala si de la animalele seropozitive la testul ELISA (tabelul 5.2.).
Tabel 5.2./Table 5.2.
Rezultatele examenului virusologic efectuat prin Real Time-RT-PCR,
judetul Vrancea, 2014-2017
The results of the virological examination, carried out by Real Time-RT-PCR, Vrancea,
2014-2017

()

% NR % NR NR % NR %
Bovine = = = = 161 77 47,83 84 52,17
Ovine 0 - - - - 204 102 50 102 50
Caprine 0 = = = = 0 =
0 - - - - 365 179 49,00 186 51,00
Bovine 291 = = 291 100 1 = = 1 100
Ovine 0 - - - - 1 - - 1 100
Caprine 0 = = = = 3 = = 3 100
291 - - 291 100 5 - - 5 100
Bovine 112 = = 112 100 0 = = = =
Ovine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 - - - - 0 = = = =
112 - - 112 100 0 - - - -
Bovine 26 = = 26 100 0 = = = =
Ovine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 = = = = 0 = = = =
26 - - 26 100 370 - - - -
429 - - 429 100 370 179 49,00 186 51,00
Abrevieri : SS- Supraveghere serologicd SB- Suspiciune de boali

In anul 2014, au fost identificate 161 de bovine si 204 ovine cu suspiciuni de
boald si seropozitive la testarea ELISA de competitie.

Probele de sénge prelevate de la cele 365 de animale seropozitive au fost testate
prin Real-Time RT-PCR , pentru confirmarea etiologiei bolii.
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In urma efectudrii testelor de biologie moleculard, a fost pus in evidentd
genomul virusului Bluetongue la 47,83% (n=77/161) probe de sange bovin si ih 50% (n=
102/204) probe de sénge ovin ( fig.5.7.).

Tn anul 2015, au fost testate prin Real-Time RT PCR, 291 probe de la bovinele
santineld seropozitive si 5 probe de singe provenite de la 1 bovind, 1 ovina si 3 caprine
care au manifestat semne clinice de Bluetongue si au fost seropozitive la virusul
Bluetongue. Analizele efectuate nu au evidentiat prezenta genomului viral la probele

testate.
100 100 100 100 100 100 100
100
80
60 | 47,83
40 -
20

bovine | ovine | bovine | bovine | bovine | bovine | bovine | bovine | bovine

2014 2015 | 2016 | 2017 | 2014 | 2015 | 2016 | 2017
probe provenite din suspiciune de probe provenite din
boala supravegherea serologica
m TESTATE m TESTATE
Real Time-RT-PCR (-) Real Time-RT-PCR (+)

Fig.5.7. Incindeta virusului Bluetongue identificat prin Real Time-RT-PCR, in judetul
Vrancea, 2014-2017
Fig.5.7. The incidence of Bluetongue virus identified by Real-Time RT-PCR,in Vrancea, 2014-
2017

Tn 2016, au fost identificate 112 bovine seropozitive iar in anul 2017 au fost
semnalate 26 bovine cu suspiciune de boald si seropozitive la BTV. In urma testirii
virusologice prin Real-Time RT PCR, nu a fost identificat virusul Bluetongue.

Confirmarea prezentei virusului Bluetongue la bovinele si ovinele din judetul
Vrancea, corelata cu rezultatele supravegherii entomologice din arealul acestui judet, a
dus la declararea a 179 focare de Bluetongue semnalate Tn 43 localitati: Naruja,
Anghelesti,Bahnele (Vintileasca),Burca,Catauti  (Chiojdeni), Ciolanesti (Fitionesti),
Cocosari (Gura Calitei), Dealu lung (Gura Calitei), Dumitresti, Fagetu, Fitionesti, Gugesti,
Homocea, Tresti, ITresti (Vidra), Lacu lui Baban (Gura Calitei), Magura, Maicanesti,
Maracini, Marasti, Mesteacanu, Muncelu (Straoane), Neculele, Nistoresti, Podu Narujei,
Podu Schiopului (Nistoresti), Poduri (Valea Sarii), Racoasa, Rasca (Gura Calitei),
Ruginesti, Sarulesti, Serbanesti, Tamboiesti (Trestieni), Tanasari, Tichiris, Trestieni,
Trotusanu, Verdea, Vidra, Vintileasca, Voloscani.
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In judetul Galati, in perioada 2014-2017, seroconversiaa fost semnalati la
animalele santineld pe parcursul monitorizarii serologice realizata prin testul ELISA de
competitie. De asemenea, testarea serologica a animalelor cu suspiciune de boald a dus la
confirmarea bolii prin identificarea anticorpilor specifici pentru virusul Bluetongue.

Examenul virusologic efectuat prin tehnica Real-Time- RT-PCR s-a efectuat pe 61
probe de sange recoltate de la animalele santinelasi 35 de animale cu suspiciuni de boala,
la care s-au identificat anticorpi anti-BTV (fig.5.8.).

‘
2015 : - 31 bovinhe. 4

Fig.5.8. Distributia numerica a probelor prelevate de la animalele seropozitive pentru BTV si
testate prin Real-Time RT-PCR, in judetul Galati, perioada 2014-2017
Fig.5.8. Numerical distribution of samples collected from BTV seropositive animals and
tested by Real-Time RT-PCR, in Galati, 2014-2017

Seroconversia a fost prezenta la 5 bovine in 2014, la 45 bovine in 2016 si la 11
bovine in 2017. Testarea virusologicaprin Real Time-RT-PCR, a probelor de sénge,
prelevate de la animalele cu seroconversie (animale santinela seropozitive la BTV), nu a
pus in evidenta genomul viral Bluetongue(tabelul 5.3.).

Tabel5.3./Table 5.3.
Rezultatele examenului virusologic efectuat prin Real Time-RT-PCR,Galati, 2014-2017

Results of the virological examination carried out by Real-time RT-PCR, Galati, 2014-2017

Bovine 5
Ovine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 = = = = 0 = = = =
5 - 5 100 4 2 50 2 50
Bovine 0 - - - - 31 - - 31 100
Ovine 0 - - - - 0 - - -
Caprine 0 = = = = 0 = = =
0 - - - 31 - 31 100
Bovine 45 - - 45 100 0 - - - -
Ovine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 = = = = 0 = = = =
45 - 45 100 0 - - - -
Bovine 11 - - 11 100 0 - - - -
Ovine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 = = = = 0 = = = =
11 - 11 100 0 - - - -
61 - - 61 100 35 4 11,42 35 88,57

Abrevieri : SS- Supraveghere serologicd SB- Suspiciune de boali
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Examenul virusologic a fost efectuat si la animalele cu suspiciune de boalad
identificate cu anticorpi anti-BTV. In urma testarii prin Real Time-RT-PCR, genomul
viral a fost pus in evidentd in anul 2014 la 50% ( n=2) dintre bovinele seropozitive (n=4)
(fig.5.9.).

100
100 -
80 -
60 50 50 m TESTATE
Real Time-RT-PCR
40 -
20 | m TESTATE
Real Time-RT-PCR
0 *)
bovine ‘ bovine ‘ bovine ‘ bovine | bovine ‘ bovine ‘ bovine ‘ bovine
2014 ‘ 2015 ‘ 2016 ‘ 2017 | 2014 ‘ 2015 ‘ 2016 ‘ 2017
probe din suspiciuni de boala probe din supravegherea

Fig.5.9. Incindeta virusului Bluetongue identificat prin Real Time-RT-PCR,Galati, 2014-2017
Fig.5.9. The incidence of Bluetongue virus identified by Real-time RT-PCR, in Galati, 2014-

2017

Tn anul 2015 au fost testate prin Real Time-RT-PCR, 31 de bovine cu suspiciune
de boala si seropozitive. In urma examenului virusologic, nu a fost evidentiat genomul
viral la niciuna din probele testate.

Ulterior, in anii 2016-2017, au lipsit suspiciunile de Bluetongue la animalele
receptive  din judetul Galati, iar lipsa focarelor de boald confirma statutul de zona
indemna la Bluetongue, mentinut pana in prezent.

Confirmarea prezentei virusului Bluetongue la bovinele din judetul Galati corelata
cu rezultatele supravegherii entomologice din arealul acestui judet, a dus la declararea a 2
focare de Bluetongue semnalate in localitatile: Draganesti, Munteni.

Tn judetul Briila, in perioada 2014-2017,au fost identificate animale seropozitive
la Bluetongue, de la care s-au recoltat probe de sange, in vederea efectudrii examenului
virusologic.

Examenul virusologic prin tehnica Real-Time- RT-PCR s-a efectuat pe 114 probe
de sange recoltate de la animalele santineld cu seroconversiesi 11 probe de sange prelevate
de la animale cu suspiciuni de boala, la care s-au identificat anticorpi anti-BTV (fig.5.10.).

Seroconversia a fost prezenta la 3 bovine in 2014, la 61 bovine in 2015, la 30
bovine in 2016 si la 20 de bovine In 2017. In urma testarii virusologice prin tehnica Real
Time-RT-PCR, a probelor provenite de la aceste animale seropozitive, a fost identificat
genomul viral la 66,66% (n=2) dintre bovinele testate in anul 2014.
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Fig. 5.10. Distributia numerici a probelor prelevate de la animalele seropozitive pentru BTV
si testate prin Real-Time RT-PCR, in judetul Briila, perioada 2014-2017
Fig.5.10. Numerical distribution of samples collected from BTV seropositive animals and
tested by Real-Time RT-PCR, in Briila, 2014-2017

Ulterior, Tn perioada 2015 -2017, virusul Bluetongue nu a mai fost identificat la
animalele cu seroconversie (tabelul 5.4.).
Tabelul 5.4../Table 5.4.
Rezultatele examenului virusologic efectuat prin Real Time-RT-PCR, judetul Briila,
2014-2017
Results of the virological examination carried out by Real-time RT-PCR, Galati, 2014-2017

Bovine 3
Ovine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 - - - 0 - - -
3 2 66,66 1 33,33 3 3 100

Bovine 61 61 100 8 8 100
Ovine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 = = = = 0 = = = =

61 - - 61 100 8 - - 8 100
Bovine 30 = = 30 100 0 = = = =
Ovine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 = = = = 0 = = = =
30 - - 30 100 0 - - - -
Bovine 20 - - 20 100 0 - - - -
Ovine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 = = = = 0 = = = =
20 - - 20 100 0 - - - -

114 2 1,75 112 9824 11 3 27,27 8 72,72

Abrevieri : SS- Supraveghere serologica SB- Suspiciune de boald

Tn perioada luatd in studiu, toate animalele din judetul Braila, cu suspiciuni de
boala si identificate cu anticorpi specifici anti-Bluetongue au fost testate si prin tehnica
Real Time-RT-PCR.Analizele virusologice au evidentiat genomul viral la 100% (n=3)
probe prelevate in anul 2014 de la bovine ( fig.5.11).

In anul 2015, desi au existat bovine (n=8) cu suspiciuni de boala si seropozitive,
rezultatul examenului virusologic a fost negativ.
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Fig.5.11. Incindeta virusului Bluetongue identificat prin Real Time-RT-PCR,
n judetul Briila, 2014-2017
Fig.5.11. The incidence of Bluetongue virus identified by Real-time RT-PCR, in Briila, 2014-
2017

Confirmarea prezentei virusului Bluetongue la bovinele din judetul Braila corelata
cu rezultatele supravegherii entomologice din arealul acestui judet a dus la declararea a 4
focare de Bluetongue semnalate in localitatile: Ulmu, Ramnicelu, Movila Mireseisi Esna.

Tn judetul Tulcea, examenul virusologic s-a efectuat prin aceeasi tehnica Real-
Time- RT-PCR . Investigatiile au fost efectuate pe 4 probe de sange prelevate in anul
2014 de la 2 bovine si de la 2 ovine cu seroconversie (fig.5.12.).

l 2 ovine '

Fig.5.12. Distributia numerica a probelor prelevate de la animalele seropozitive pentru BTV
si testate prin Real-Time RT-PCR, in judetul Tulcea, perioada 2014-2017
Fig.5.12. Numerical distribution of samples collected from BTV seropositive animals and
tested by Real-Time RT-PCR, in Tulcea, 2014-2017
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In urma testarii, la 50% (n=1) bovine si 50% (n=1) ovine, a fost identificat
genomul viral Bluetongue ( tabelul 5.5., fig.5.13).

Tabelul 5.5./Table 5.5.
Rezultatele examenului virusologic efectuat prin Real Time-RT-PCR, judetul Tulcea,
2014-2017
Results of the virological examination carried out by Real-time RT-PCR, in Tulcea, 2014-2017

Bovine

Ovine 2 1 50 1 50 0 - - - -
Caprine 0 - - - - 0 - - - -
Bovine 0 - - - - 0 - - - -
QOvine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 - - - - 0 - - - -
Bovine 0 - - - - 0 - - - -
Ovine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 - - - - 0 - - - -
Bovine 0 - - - - 0 - - - -
QOvine 0 - - - - 0 - - - -
Caprine 0 - - - 0 - - - -
4 2 50 2 50 0 B - - -
Abrevieri : SS- Supraveghere serologica SB- Suspiciune de boald
100 -
90
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28 § oU 50 oU 50
50 - m TESTATE
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Fig.5.13. Incindeta virusului Bluetongue identificat prin Real Time-RT-PCR,
n judetul Tulcea, 2014-2017
Fig.5.13. The incidence of Bluetongue virus identified by Real-time RT-PCR, in Tulcea, 2014-

2017

Rezutatele examenului virusologic corelate cu prezenta vectorilor culicoizi in
acelasi areal geografic a dus la declararea a doua focare de Bluetongue Tn anul 2014, in
localitatile Jijilagi Turcoaia.
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Infectia cu virusul limbii albastre nu este persistentd. Datoritd caracterelor de
patogenitate, infectia cu virusul Bluetongue poate sd nu fie diagnosticatd o anumita
perioada de timp, perioadd in care totusi boala existd si evolueazd, animalele infectate
constituind surse de infectie pentru insectele culicoide.

Durata viremiei este partial asociatd cu durata de viata a eritrocitelor si, prin
urmare, viremia este mai lunga la bovine decat la ovine. In conditii experimentale, viremia
dureaza 14 pana la 45 de zile la ovine si pana la 31 zile la caprine (https://www.oie.int).
Acesta poate fi unul din motivele pentru care genomul viral a fost pus in evidentd mai ales
la bovine, in toate judetele luate in studiu (Vrancea, Galati, Briila si Tulcea) i mult mai
rar la ovine, doar in judetele Vrancea si Tulcea.

Tn epidemiologia Bluetongue, bovinele au un rol deosebit de important, datorat
viremiei prelungitd in absenta semnelor clinice ale bolii. Cu toate acestea, nu existd o
explicatie pentru rata foarte ridicata de morbiditate la bovinele din Romania.

5.3. Concluzii

Examenul virusologic prin tehnica Real Time-RT PCR, efectuat in perioada 2014-
2017, pe probe de sdnge provenite de la rumegatoarele domestice seropozitive, aflate in
exploatatiile profesionale si non-profesionale din judetele Vrancea, Galati, Briila si
Tulcea, a dus la desprinderea urmatoarelor concluzii :

1. Tn judetul Vrancea, in perioada 2014-2017, examenul virusologic a fost
efectuat pe 429 probe de sédnge prelevate de la animalele cu seroconversie, aflate n
exploatatiile santineld si 370 de animale cu suspiciuni de boala.

a. Diagnosticul virusologic a confirmat prezenta genomului viral la 47,83%

(n=77) din probele de sange bovin (n=161) si 50% (n=102) din probe de sange

ovin (n=204), prelevate de la animalele seropozitive cu suspiciune de boala,

identificate Tn anul 2014.

b. 1n perioada 2015-2017, nu a fost identificat genomul viral Bluetongue la

animale seropozitive din judetul Vrancea

c. Confirmarea prezentei virusului Bluetongue la bovinele si ovinele din judetul

Vrancea, corelatd cu rezultatele supravegherii entomologice din arealul acestui

judet, a dus la declararea a 179 focare de Bluetongue semnalate in 43 localitati.

2. In judetul Galati, examenul virusologic s-a efectuat pe 61 probe de sange
recoltate de la animalele santineld cu seroconversie si 35 de animale cu suspiciuni de
boald, la care s-au identificat anticorpi anti-BTV.

a. Diagnosticul virusologic a confirmat prezenta genomului viral la 50% (n=2)

din probele de sange bovin (n=4) prelevate de la animalele seropozitive cu

suspiciune de boald, identificate in anul 2014.

b. 1n perioada 2015-2017, nu a fost identificat genomul viral Bluetongue la

animale seropozitive din judetul Galati.
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c. Confirmarea prezentei virusului Bluetongue la bovinele si ovinele din judetul
Galati, corelata cu rezultatele supravegherii entomologice din arealul acestui
judet, a dus la declararea a 2 focare de Bluetongue, in anul 2014.

3. 1n judetul Briila, examenul virusologic prin tehnica Real-Time- RT-PCR s-a

efectuat pe 114 probe de sange recoltate de la animalele santineld cu seroconversie si 11
probe de sénge prelevate de la animale cu suspiciuni de boala, la care s-au identificat
anticorpi anti-BTV.

a. Diagnosticul virusologic a confirmat prezenta genomului viral la 66,66%
(n=2) din probele de sange bovin (n=161) prelevate de la bovinele cu
seroconversie si 100% (n=3) din probe de sange prelevate de la bovinele
seropozitive cu suspiciune de boala, identificate in anul 2014.

b. 1n perioada 2015-2017, nu a fost identificat genomul viral Bluetongue la
animale seropozitive din judetul Bréila.

c. Confirmarea prezentei virusului Bluetongue la bovinele si ovinele din judetul
Braila, corelatd cu rezultatele supravegherii entomologice din arealul acestui
judet, a dus la declararea a 4 focare de Bluetongue in anul 2014.

4. Tn judetul Tulcea, examenul virusologic s-a efectuat pe 4 probe de sange

prelevate Tn anul 2014 de la 2 bovine si de la 2 ovine cu seroconversie.
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a. Diagnosticul virusologic a confirmat prezenta genomului viral la 50% (n=1)
dintre bovinele (n=2) si 50% (n=1) dintre ovinele (N=2) cu seroconversie,
identificate in anul 2014.

b. 1n perioada 2015-2017, nu a fost identificat genomul viral Bluetongue la
animale seropozitive din judetul Tulcea.

c. Confirmarea prezentei virusului Bluetongue la bovinele si ovinele din judetul
Tulcea, corelatd cu rezultatele supravegherii entomologice din arealul acestui
judet, a dus la declararea a 2 focare de Bluetongue, in anul 2014.
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CAPITOLUL VI
INVESTIGATII PRIVIND ASPECTELE CLINICE SI
ANATOMOPATOLOGICE IN BOALA LIMBII ALBASTRE LA
RUMEGATOARELE DOMESTICE DIN REGIUNEA DE SUD-EST A
ROMANIEI

CAPHTER VI
INVESTIGATIONS ON THE CLINICAL AND
ANATOMOPATHOLOGICAL ASPECTS OF
THEBLUETONGUEDISEASE IN THE DOMESTIC RUMINANTS IN
THE SOUTH-EAST REGION OF ROMANIA

Bluetongue este o0 boala virala non-zoonoticd, necontagioasd care afecteaza
numeroase specii de rumegéatoare domestice si salbatice.

Agentul etiologic este un virus ARN dubu-catenar din genul Orbivirus cu 27 de
serotipuri care determina manifestari clinice diferite in functie de specie (Mellor s.a.
1995). La majoritatea animalelor, infectia cu virus Bluetongue (BTV) evolueaza inaparent,
insd, uneori provoca avort si mortalitate la ovine, cerbi si la alte rumegatoare salbatice.

Patogeneza acestei boli nu este pedeplin cunoscutd dar se cunoaste faptul ca
agentul etiologic este transmis Th mod sigur de femelele insectelor hematofage care se
infecteazd cu virusul Bluetongue prin consumul sangelui animalelor infectate. Tn
organismul culicoidelor, virusul se localizeaza la nivelul glandelor salivare, astfel incat, in
timpul hranirii, femelele culicoide transferda virusul in organismul animalelor gazda. O
data ajuns in circulatia sanguina, apare viremia, i in aceasta etapa, genomul viral poate fi
identificat Tn sange. Bovinele au o perioadd prelungitd de viremie iar majoritatea
serotipurilor virale nu produc manifestari clinice, astfel incat, bovinele au un rol deosebit
de important Tn epidemiologia bolii.

Virusul Bluetongue are tropism pentru epitelii, localizandu-se 1in stratul
Malpighian si descuamativ al limbii, buzelor, esofagului, rumenului si pielii. Apare un
fenomen de degenerare inflamatorie, uneori necrotica iar in urma desprinderii plachetelor
tisulare, se formeaza eroziuni §i ulcere. De asemenea, virusul traverseaza placenta si
afecteaza fetusul actionand asupra procesului de organogeneza si in special asupra
formarii creierului si asupra celulelor precursoare neuronale, determinand hidrocefalie si
hipoplazie cerebrald (Perianu, 2012).
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La bovine, boala evolueaza frecvent fara aspecte clinice evidente, cu exceptia
serotipului 8 (BTVS8) care determina febra, inflamatie de tip cataral sau ulcero-necrotic la
nivelul mucoasei nazale, bucale si a bureletului coronarian (Moga Manzat, 2005; Perianu,
2012 ). Acest serotip a fost raportat pentru prima data in Europa si care, in 2006-2009, a
provocat in Franta cel mai mare focar de Bluetongue (Courtejoie s.a. 2019). Tn efectivele
de bovine din acest focar s-a constatat o crestere a numarului de avorturi, iar in Belgia si
Olanda, viteii ca si miei avortati, prezentau hidrocefalie si hipoplazie cerebralda (Desmecht
s.a., 2008; Woundas.a. 2008; Van der Slujs s.a. 2016) ceea ce a dus la ipoteza conform
careia serotipul BTVS circulant are capacitatea de a traversa placenta (Courtejoie s.a.
2019).

Obiectivul principal al acestui studiu,a fost de a identifica atitmanifestarile
clinice, cat si cele lezionale prezente in boala limbii albastre(Bluetongue), la
rumegatoarele domestice din regiunea de Sud-Est a Romaniei.

6. 1. Materiale si metode de lucru

Tn perioada 2014-2017, cercetirile s-au efectuat la rumegatoarele cu suspiciuni de
Bluetongueidentificate injudetele Galati, Vrancea, Briila si Tulcea.

In aceasta perioadi, au fost examinate 1437 de animale cu suspiciune de
Bluetongue, dupa cum urmeaza (fig.6.1.):
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m total 936 236 194

B Galati 706 0 180

H Vrancea 180 236 4

W Braila 50 10
Tulcea 5 66 0

Nr.animale cu suspiciuni de boala

Fig.6.1. Repartitia animalelor cu suspiciune de Bluetongue
Fig 6.1. The numerical distribution of ruminant with suspicion of Bluetongue

Astfel, Tn judetul Galati, au fost semnalate 886 de animale cu suspiciune de boala,
dintre aceste 706 au fost bovine si 180 de caprine.
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In judetul Vrancea, au fost semnalate 420 de animale cu suspiciuni de boala,
dintre acestea 180 au fost bovine, 236 ovine si 4 caprine.

In judetul Briila, au existat 60 de suspiciuni de boala, observate la 50 bovine si 10
caprine.

In judetul Tulcea ,au fost semnalate 71 suspiciuni de boal, dintre acestea 5 au fost
bovine si 66 ovine.

Pentru fiecare caz semnalat, s-au realizat anchete epidemiologice Tn care au fost
mentionate: data si ora semnaldrii suspiciunii; numele proprietarului; numarul, specia si
categoria de animale existente in exploatatia respectiva; numarul de animale moarte sau
care au fost propuse pentru sacrificarea de necesitate.

a. Examenul clinic a fost efectuat numai la animalele cu suspiciuni de boala, iar
semnele clinice si leziunile observate au fost mentionate in fisele de observatie ale
animalelor. Termometria s-a efectuat atat la animalele cu suspiciuni de boala, cat si la
celelalte animalele din exploatatia comuna.

Declararea focarelor de Bluetongue a fost efectuata doar atunci cand virusul s-a
izolat de la animalele seropozitive si a fost demonstrata circulatia virald intre gazdele
vertebrate si vectori in exploatatia sau unitatea epidemiologicd respectiva. Atunci cand
virusul a fost identificat doar la animale, fira a pune 1n evidenta circulatia virala la vectorii
din zona, focarul a fost infirmat.

b.Examenul necropsic

Examenul necropsic s-a realizat pe carcasele animalelor sacrificate de necesitate.

Tehnica de examinare necropsica a fost cea clasica i a urmdrit identificarea
leziunilor instalate la nivelul tesuturilor i organelor.

Avand in vedere, conditiile de sacrificare in teren, examinarea s-a efectuat pe o
suprafata betonatd, neteda si protejatd cu o folie de plastic, care a permis spalarea si
dezinfectarea corespunzatoare, dupa utilizare. Modificarile observate au fost trecute in fisa
de examinare.

6.2. Rezultate si discutii

Tn perioada 2014-2017 au fost examinate 1437 de rumegitoare domestice Cu
suspiciune de boald.(tabelul 6.1.). Dintre acestea, 418 (29,08%) au prezentat aspecte
clinice asemanatoare celor din boala limbii albastre(Bluetongue).

Din cele 418 rumegatoare care au prezentat semne clinice specifice infectiei cu
virusul Bluetongue, 209 (50%) au fost bovine, 206 (49,28%)au fost ovine si 3 (6,25%) au
fost caprine (fig.6.2.)

Astfel, in anul 2014, dupa aparitia in luna august a primelor focare de Bluetongue
din Buzau, in toatd regiunea de Sud Est a Romaniei au fost semnalate animale cu semne
clinice suspecte pentru infectia cu virusulBluetongue.
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Tabel 6.1./Table.6.1.

Distributia numerica a animalelor cu semne clinice suspicionate de infectie cu BTV
Numerical distribution of animals with clinical aspects suspected of BTV infection

NR.TOTAL ANIMALE CU SUSPICIUNI DE BLUETONGUE =1437
N= () () N= (#) () N= () O N= 0

Bovine 5 4 1 179 161 18 5 3 2 5 1 4
Ovine 0 0 0 235 204 31 O 0 0 66 1 65
Caprine 0 0 0 0 0 0 10 O 10 0 0 0
Bovine 65 31 34 1 1 0 45 8 37 0 0 0
Ovine 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0
Caprine 0 0 0 4 3 1 0 0 0 0 0 0
Bovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Caprine 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Bovine 636 0 636 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Ovine 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Caprine 180 0 180 O 0 0 0 0 0 0 0 0
886 35 851 420 370 50 60 11 49 71 2 69

Abrevieri: BTV- virusul Bluetongue, N- numdr animale cu suspiciuni de boald, (+)-
animale cu semne clinice Specifice infectiei cu virusul Bluetongue

100%=418
100

80

49,28 %

60
40
0 ‘
nr total de animale bovine ovine caprine

cu semne clinice
specifice infectiei cu
BTV

Fig.6.2.Incidenta animalelor care au prezentat semne clinice specifice infectiei cu BTV, in
perioada 2014-2017
Fig.6.2 Incidence of animals with clinical signs specific to BTV infection, 2014-2017

Prin urmare, in anul 2014, au fost suspectate de infectie cu Bluetongue 4 bovine
in judetul Galati, 161 bovine si 204 ovine in judetul Vrancea, 3 bovine in judetul Briila, o
bovina si 0 ovina in judetul Tulcea ( fig.6.3.a.)

In acest an, in judetul Tulcea nu au fost identificate animale cu suspiciuni de
Bluetongue ( fig.6.3.b.).

114



Teza de doctorat - 2020

Fig. 6.3.Distributia cazurilor cu aspecte clinice de Bluetongue: a. 2014; b.2015
Fig. 6.3. Distribution of clinical cases with Bluetongue: a. 2014; b.2015

A.1l. Evolutia clinici la bovine

In perioada studiului efectuat,cele 209 bovine suspicionate cu boala limbii
albastre, au manifestat in majoritatea cazurilor simptomele specifice infectiei cu
virusulBluetongue. In urma examinarii clinice s-a observat prezenta simultani a mai
multor semne clinice specifice infectiei cu virusul Bluetongue. (tabelul 6.2., fig.6.4.).

Tabel 6.2./Table 6.2.
Incidenta semnelor clinice specifice infectiei cu virusul Bluetongue, la bovine
The incidence of clinical signs specific to Bluetongue virus infection in cattle

TOTAL Nr %

Hiperemia mucoasei conjunctivale 209 100

Epifora 206 98,56
Sialoree 206 98,56
Edem nazal 200 95,70
Jetaj mucopurulent 186 88,99
Ulceratii ale mucoasei nazale 189 90,43
Edemul buzelor 150 71,77
Ulceratii gingivale 209 204 97,60
Tumefierea si cianoza limbii 200 95,70
Ulceratii si necroze la nivelul ugerului 168 80,38
Congestia zonei coronare 153 73,20
Exongulari 92 44,01
Diaree 101 48,32
Slabire accentuata 159 76,07
Imobilitate 96 45,93
Fenomene nervoase 121 57,90
Avorturi 11 5,26

Ulcere n regiunea trenului posterior 29 13,88
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Ulcere pe trenul posterior 13,88
Avorturi '-'

Fenomene nervoase 57,9
Imobilitate 45,93
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Diaree 48,32:|
Exongulari 44,01
Congestia zonei coronare

Ulceratji si necroze la nivelul ugerului
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Ulceratii gingivale
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Fig. 6.4.Reprezentarea grafica a incidentei semnelor clinice specifice infectiei cu virusul
Bluetongue, la bovine
Fig.6.4. Graphical representation of the incidence of clinical signs specific to Bluetongue virus
infection in cattle

Astfel, la bovine, incidenta semnelor clinice a fost dupa cum urmeazi:100% cu
hiperemia mucoasei conjunctivale, 98,56% cu epifori(fig.6.5, fig.6.5.), 98,56% cu sialoree
si 95,7% cu edem nazal (fig.6.7), 90,43% cu ulceratii ale mucoasei nazale (fig.6.8) si
97,6% cu ulceratii gingivale (fig.6.9), 95,7% cu tumefierea si cianoza limbii (fig.6.10.),
80,38% cu necroze circumscrise (fig.6.11) si ulceratii la nivelul ugerului (fig.6.12) si
formarea unor cruste (fig.6.13).

\‘&\-

Fig.6.5. Hiperemia mucoasei conjunctivale Fig.6.6. Hiperemia conjunctivala

si epifora Fig.6.6.Hyperemia of the conjunctival
116 Fig.6.5.Hyperemia of the conjunctival mucosa

mucosa, and epiphora
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Fig.6.7. Sialoree si edem nazal la bovine Fig. 6.8. Edem si ulceratii nazale
Fig.6.7. Sialoree and nasal edema in cattle Fig. 6.8. Edema and nasal ulcers

#

Fig.6.9. Ulceratii gingivle la bovine 7 Fig. 6.10. Tumefierea si cianoza limbii
Fig.6.9. Gingival ulcers in cattle Fig. 6.10. Swollen and cyanosis of the tongue

i - I il ¥ i ’ / ) -
Fig. 6.11. Necroze localizate la nivelul ugerului Fig. 6.12. Necroze si ulceratii localizate la
Fig.6.11. Necrosis located on the udder nivelul ugerului
Fig.6.12. Necrosisand ulcerations located on
the udder
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Fig. 6.13. Necroze s crust localizate la nivelul ugerului
Fig.6.13.Necrosis and scabs located on the udder

Datorita durerilor musculare si afectarii zonei coronare, animalele evitau miscarea

si statiuneapatrupedald preferand decubitul (fig.6.14).In urma examinarii clinice, 45,93%

dintre bovine, evitau deplasarea, iar 57,9% prezentau semne nervoase ( torticolis).

Fig.6.14. Imposibilitatea deplasarii datorita afectirii zonei coronare
Fig.6.14. Inability of the movement due to damage to the coronary area
De asemenea, (48,32%) dintre bovinele cu semne clinice Bluetongue au prezentat
diaree, uneori sanguinolentd. Datorita pozitiei decubitale prelungite, regiunea posterioara
prezenta inflamatii cu leziuni de necroza si ulcere hemoragice ( fig.6.15, fig.6.16).

e

Frig. .15. Diree si ulcere decubitale Fig.6.16. Inflamatii vulvare
Fig. 6.15. Diarrhea and decubital ulcers Fig.6.16. Vulvar inflammation
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Tn Bluetongue, hiperemia cutanati se poate extinde pe intreg corpul, inclusiv in
zonele axilare si inghinale, dar aceastd simptomatologie nu a fost identificatd la bovinele
din studiul nostru.

A2. Aspecte lezionale la bovine
In perioada luata in studiu, din cele 209 bovine cu semne clinice de Bluetongue, 8
bovine au fost sacrificate de necesitate (tabelul 6.3., fig.6.17 ).
Tabel 6.3./Table 6.3.

Incidenta leziunilor anatomopatologice specifice infectiei cu virusul Bluetongue, la bovine
The incidence of anatomopathological lesions specific to infection with Bluetongue virus in

cattle

TOTAL  Nr %
Petesii in tesutul conjunctiv 8 100
Congestie si hemoragii la nivelul muschiului pilier 6 75
anterior al rumenului
Fascii infiltrate cu exudate gelationase si 8 100
hemoragii
Hipertrofie splenica 8 8 100
Hemoragii splenice 7 87,5
Hemoragii la baza arterei pulmonare 8 100
Hemoragii in ganglionii limfatici 7 87,5
Congestie si edem la nivelul faringelui 7 87,5
Congestie si edem la nivelul laringelui 7 87,5
Edem pulmonar 6 75

Edem pulmonar

Congestie si edem la nivelul laringelui

Congestie si edem la nivelul faringelu

Hemoragii in ganglionii limfatici

Fascii infiltrate cu exudate gelationase si hemoragii
Hemoragii la baza arterei pulmonare

Hemoragii splenice

Hipertrofie splenica

Congestie si hemoragii la nivelul muschiului pilier...

Petesii in fesutul conjunctiv

0 20 40 60 80 100

Fig. 6.17.Reprezentarea grafica a incidentei semnelor clinice specifice infectiei cu virusul
Bluetongue, la bovine
Fig.6.17. Graphical representation of the incidence of clinical signs specific to Bluetongue
virus infection, in the cattle
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Tn uma necropsiei, s-a constatat faptul ci leziunile au fost diferite in functie de
evolutia clinicd, iar incidenta acestora a fost, dupa cum urmeaza:100 % (n=8) cu petesii
extinse la nivelul tesutului conjunctiv subcutanat (fig.6.18), 75% (n=6) congestii si
hemoragii la nivelul pilierului anterior al rumenului, 100% (n=8) hipertrofie splenica,
87,5% (n=7) cu hemoragii multifocale splenice (fig.6.19), si 100% (n=8) hemoragii la baza
arterei pulmonare ( leziune aproape patognomonica).

Fig.6.18. Hemoragii in tesutul

Fig.6.19. Hipertrofie splenici cu

subcutanat hemoragii multifocale
Fig.6.18. Hemorrhage in subcutaneous Fig.6.19. Splenic hypertrophy with
tissue multifocal hemorrhages

La examenul aparatului respirator, s-a constatat leziuni similare cu cele
identificate la nivelul rumenului, fiind observate la 87,5% (n=7)congestia, edemul si
cianoza laringelui si faringelui. La 75% (n=6) dintre bovinele sacrificate, pulmonii
prezentau edem alveolar si spumozitati traheo-bronsice.

B. Evolutia clinica la ovine
Aspectele clinice la ovine au fost asemanatoare cu cele de la bovine (tabelul 6.4.,
fig.6.20).
Tabel 6.4./Table 6.4.
Incidenta semnelor clinice specifice infectiei cu virusul Bluetongue, la ovine
The incidence of clinical signs specific to Bluetongue virus infection in sheeps

SEMNE CLINICE SPECIFICE INFECTIEI CU VIRUSUL OVINE
BLUETONGUE TOTAL Nr %
Stare de prostatie 195 94,66
Hiperemia mucoasei conjunctivale 195 94,66
Epifora 110 53,40

[ sialoree 205 99,50
Edem nazal 206 100

[ Jetaj mucopurulent 206 100
Ulceratii ale mucoasei nazale 206 100

[ Edemul buzelor 205 99,50
Ulceratii gingivale e 206 100
Tumefierea si cianoza limbii 205 99,50
Cianoza mucoasei bucale 200 97,10
Ulceratii si necroze la nivelul ugerului 200 97,10
Congestia zonei coronare si schiopaturi 179 86,9

[ Exongulari 0 0
Slibire accentuata 132 64,10

[ Imobilitate 199 96,60
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Imobilitate
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Fig. 6.20.Reprezentarea grafica a incidentei semnelor clinice specifice infectiei cu virusul

Bluetongue, la ovine

Fig.6.20. Graphical representation of the incidence of clinical signs specific to Bluetongue
virus infection in sheeps

In perioada luata in studiu, din cele 206 ovine cu semne clinice produse de infectia
cu virusul Bluetongue, 94,66 % (n=195) au manifestat stare de prostratie (fig.6.20), 100%
(n=206) cu secretii nazale muco-purulente (fig.6.21), 100 (n=206) edeme si ulceratii
nazale (fig. 6.22), 97,10% (n=200) cu cianoza mucoasei bucale si 100% (n=206) cu
ulceratii ale buzelor (fig.6.23, fig.6.24), 100% (n=206) cu ulceratii si necroze circumscrise
la nivelul mucoasei bucale, 99,5% (n=205) cu sialoree filanta (fig.6.25), 53,4% cu epifora,
99,5% (n=205) cu tumefierea si cianoza limbii, (fig. 6.26), 96,6% (n=199) au fost in

incapacitatea de a se deplasa si 64,10% (n=132) prezentau slabire accentuata.

Fig. 6.21. Stare de prostratie si torticolis la ovine cu Bluetongue
Fig.6.21.Deviation and torticollis in sheep with Bluetongue
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Fig.6.22. Jetaj mucopurulent Fig.6.23. Edem si ulceratii nazale
Fig.6.22. Mucopurulent secretions Fig.6.23. Edema and nasal ulcers

Datorita congestiilor si edemelor localizate la nivelul buzelor si limbii, animalele
prezentau cavitatea bucala intredeschisa, din care se prelingea salivd abundenta si cu
spumozitati.Pe fondul inflamator al mucoasei bucale, s-au observat ulcere cu diametrul de
2-4 mm, usor sangerande motiv pentru care, uneori, saliva avea caracter sanguinolent si cu
miros fetid.Limba si tesutul conjunctiv din regiunea capului si, in special, de la nivelul
buzelor, prezentau tumefactii, leziuni care anulau capacitatea de a se hrani corespunzitor.

A g
.
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Fig.6.24. Cianoza mucoasei bucale si ulceratii ale buzelor
Fig.6.24. Oral mucosal cyanosis and lip ulceration

Ovinele examinate, au fost surprinse executand miscari ritmice ale limbii,iar dupa
24-48 de ore, limba devenea puternic tumefiata, de culoare violacee, leziune care a stat la
baza denumirii de boala limbii albastre (Bluetongue) ( fig.6.26.).
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Fig. 6.25.Sialoree la ovine Fig. 6.26. Tumefierea si cianoza limbii
Fig.6.25. Excess salivation in sheep (limba albastri)
Fig. 6.26. Swelling and cyanosis of the
tongue(blue tongue)
Datorita localizarilor musculare, animalele aveau membrele rigide, refuzand sa se

deplaseze sau incercau sa se deplaseze in genunchi. La nivelul benzii coronare au fost
observate edeme locale, dar care nu s-au finalizat cu exongulare.

Nu au fost cazuri de avorturi la ovinele gestante, dar literatura de specialitate
mentioneaza cd, atunci cand ovinele gestante se infecteaza cu virusul Bluetongue, fetusii
pot fi subdezvoltati, ataxici, orbi sau cu alte malformatii. in aceastd forma clinici, rata
mortalitatii poate varia intre 20-60% (Perianu s.a., 2012).

C.Evolutia clinica la caprine

Simptomatologia infectiei cu virusul Bluetongue a fost mult mai atenuata decat la
ovine, fiind observata doar 3 la caprine, din judetul Vrancea.

Tn general, boala a evoluat inaparent sau cu simptomatologie nespecifici, motiv
pentru care nu a fost pus In evidentd un tablou clinic reprezentativ pentruinfectiile cu
virusul Bluetongue.

Semnele clinice observate la caprine au fost: 100% (n=3) cu stare de prostratie,
100% (n=3) cu jetaj muco-purulent, 100 (n=3) cu edeme si ulceratii nazale,66,6% (n=3)
cu cianoza mucoasei bucale si 100% (n=3) cu schiopaturi (tabelul 6.5., fig.6.26)

Tabel 6.5./Table 6.5.
Incidenta semnelor clinice specifice infectiei cu virusul Bluetongue, la caprine
The incidence of anatomopathological lesions specific to infection with Bluetongue virus in the

oats
TOTAL r %

N
Stare de prostratie 3 100
Jetaj mucopurulent 3 100
Edeme nazale 3 3 100
Ulceratii nazale 2 66,6
Cianoza mucoasei bucale 2 66,6
Schiopéturi 3 100
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Fig. 6.26.Reprezentarea grafica a incidentei semnelor clinice specifice infectiei cu virusul
Bluetongue, la caprine
Fig.6.26. Graphical representation of the incidence of clinical signs specific to Bluetongue
virus infection in the goats

Rezultatele obtinute la supravegherea serologica corelate cu aspectele clinice si
lezionale care au fost observate la speciile de rumegatoare din judetele Vrancea, Briila,
Galati si Tulcea, demonstreaza fara echivoc prezenta virusului Bluetongue, circulant in
aceasta regiune si a Scos in evidenta capacitatea de propagare continua in arealul studiat.

Toate manifestarile clinice descrise anterior, au evoluat doar in anul 2014. De
atunci si pana in 2018 nu au mai fost confirmate animale bolnave in judetele luate in
studiu dar au aparut cazuri noi in regiunea de Nord-Est a Romaniei (Vaslui, Suceava, lasi)
(Rimbu s.a., 2018).

De remarcat ca, din 2014 nu au mai fost semnalate animale cu manifestari clinice
suspecte de Bluetongue, fapt datorat cel mai probabil, masurilor profilactice specifice.

Conform Organizatiei mondiala pentru sanatate animala (OIE,2018), din 2015
pana in 2018, in regiunea de Sud Est a Romaniei nu au evoluat focare noi de boala
Bluetongue, acest fapt datordndu-se cel mai probabil, masurilor profilactice specifice,
derulate sub supravegherea Autoritatii Nationale Sanitare Veterinare si pentru Siguranta
Alimentelor (ANSVSA).

6.3. Concluzii
Tn regiunea de Sud-Est a Romaniei, in perioada 2014-2017, au fost identificate
animale cu semne clinice si leziuni anatomopatologice specifice infectiei cu virusul
Bluetongue ceea ce a permis desprinderea urmatoarelor concluzii:
1. Au fost examinate clinic 1437 de rumegatoare domestice, dintre acestea 418
(29,08%) au prezentat aspecte clinice asemanatoare celor din boala limbii
albastre(Bluetongue).
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2. Din cele 418 rumegdtoare care au prezentat semne clinice specifice infectiei
cu virusul Bluetongue, 209 (50%) au fost bovine, 206 (49,28%)au fost ovine
si 3 (6,25%) au fost caprine, din care:

a. 1nanul 2014, au fost suspectate de infectie cu virusul Bluetongue 4
bovine in judetul Galati, 161 bovine si 204 ovine 1n judetul Vrancea,

3 bovine in judetul Braila, o bovina si o ovina in judetul Tulcea.

b. 1inanul 2015, au fost suspectate de infectie cu virusul Bluetongue 31
de bovine din judetul Galati, la o bovina, la o ovina si la 3 caprine din
judetul Vrancea si la 8 bovine din judetul Braila.

c. 1In perioada 2016-2017, nu au fost identificate animale cu semne
clinice specific infectiei cu virusul Bluetongue.

3. La bovine, incidenta semnelor clinice a fost dupd cum urmeaza:100%
(n=209) cu hiperemia mucoasei conjunctivale, 98,56% (n=206) cu epifora,
98,56%(n=206) cu sialoree,97,6% (n=204) ulceratii gingivale, 95,7%
(n=200) cu tumefierea si cianoza limbii, 95,7% (n=200) cu edem nazal,
90,43% (n=189) cu ulceratii ale mucoasei nazale, 88,90% (n=186) cu jetaj
muco-purulent, 80,38% (n=168) necroze circumscrise, ulceratii la nivelul
ugerului, 76,07% cu slabire acCentuatd; 73,2% (n=153%) congestia zonei
coronare,57,9%(n=121) cu fenomene nervoase ( torticolis), 48,32%(n=101)
cu diaree,45,93%(n=96) cu imobilitate, 44,01% (n= 92) cu exongulari,
13,88%(n=29) cu ulcere pe trenul posterior si 5,26% (n=11) cu avorturi.

4. Incidenta leziunilor anatomopatologice la bovine, a fost dupd cum urmeaza:
100 % (n=8) cu petesii extinse la nivelul tesutului conjunctiv subcutanat,
75% (n=6) congestii si hemoragii la nivelul pilierului anterior al rumenului,
100% (n=8) cu hipertrofie splenica, 87,5% (n=7) cu hemoragii multifocale
splenice si 100% hemoragii la baza arterei pulmonare, 87,5% (n=7)congestia,
edemul si cianoza laringelui si faringelui, 75% (n=6) prezentau edem
pulmonar §i spumozitati traheo-bronsice.

5. La ovine, incidenta semnelor clinice a fost dupa cum urmeaza: 94,66 %
(n=195) au manifestat stare de prostratie, 100% (n=206) cu secretii nazale
muco-purulente, 100% (n=206) cu edeme si ulceratii nazale, 97,10% (n=200)
cu cianoza mucoasei bucale,100% (n=206) cu ulceratii ale buzelor, 100%
(n=206) cu ulceratii si necroze circumscrise la nivelul mucoasei bucale,
99,5% (n=205) cu sialoree filanta, 53,4%(n=110) cu epifora, 99,5% (n=205)
tumefierea si cianoza limbii, 96,6% (n=199) au fost in incapacitatea de a se
deplasa si 64,10% (n=132) prezentau slabire accentuata.

6. La caprine, incidenta semnelor clinice a fost dupa cum urmeaza: 100% (n=3)
cu stare de prostratie, 100% (n=3) cu jetaj muco-purulent, 100% (n=3) cu
edeme si ulceratii nazale, 66,6% (n=3) cu cianoza mucoasei bucale si 100%
(n=3) cu schiopaturi.
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CAPITOLUL VII
INVESTIGATII PRIVIND SUPRAVEGHEREA ENTOMOLOGICA
A VECTORILOR TRANSMITATORI AI VIRUSULUI
BLUETONGUE

CHAPTER VII
INVESTIGATIONS REGARDING THE ENTOMOLOGICAL
SURVEILLANCE OF THE BLUETONGUE VIRUS
TRANSMITTING VECTORS

Distributia geografica a arbovirusurilor a primit o atentie considerabila dupa mai
multe episoade de manifestare in intreaga lume. In ultimii 20 de ani, epidemiologia
arbovirusurile transmise de Culicoides au suferit modificari la nivel global, influentata,
cel mai probabil, de schimbarile climatice, globalizarea comertului si sistemele intensive
aplicate in zootehnie (Purse s.a. 2015). Deoarece aceste arbovirusuri sunt entitagi multi-
gazda, multi-vectoriale, predictiile pentru imbunatatirea directionarii masurilor de
combatere a bolilor, necesita evaluari permanente care sa cuantifice rolul si impactul
factorilor abiotici si biotici multipli in modelarea bolii (Chanda s.a., 2019). Conform
Organizatiei Mondiale a Sanatatii Animalelor (OIE), virusul Bluetongue (BTV) este
clasificat ca agent etiologic al bolilor din categoria ,,A”, care se transmite la rumegatoare
prin intepaturile insectelor din genul Culicoides. Fara vectori, boala nu se poate raspandi
de la un animal la altul (OIE,2019).

Insectele Culicoides sunt vectori hematofagi implicati in trasmiterea de virusuri
(peste 50 de arbovirusuri printre care si virusul febrei catarale ovine-BTV, virusul bolii
hemoragice epizootice-EHDV, etc), protozoare (hemosporidioza la pasari, etc), paraziti
(filarioza, etc), (Borkent, 2004; Carpenter s.a., 2013; Svabodova s.a., 2017;Collinss.a.,
2018; Vasi¢s.a., 2019).

Exista mai mult de 1000 de specii Culicoides, dar mai putin de 20 sunt considerate
vectori specifici ai virusului Bluetongue. Distributia geografica a speciilor vectoriale
limiteaza, in general, raspandirea bolii (Mullen, 2002).

Raspandirea geograficd a BTV a fost mult timp limitata la un teritoriu cuprins
intre 40°N si 35°S (Purses.a., 2005). Cu toate acestea, mai multe tulpini BTV au inceput
sa se raspandeasca in intreaga lume (Purses.a., 2005; Ruders.a.,2015; McVey s.a., 2015),
inclusiv In mai multe parti din nordul Europei, in 1998 (Wilson s.a., 2009,Carpenter s.a.,
2009; Balenghien s.a., 2014).
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Evolutia bolii si sensibilitatea unor noi specii vectoriale fata de BTV, a creat o
situatie Ingrijordtoare care a presupus o extindere mult mai largd a BTV (Wilson s.a.,
2009, Sreenivasulu s.a., 2004;Brugger s.a., 2013; Legisas.a., 2014;Vasi¢ s.a., 2019).

Virusul Bluetongue poate sa reziste si sa circule pe termen lung in randul
populatiilor de animale receptive daca sunt indeplinite conditiile de clima, gazda si vectori
(Samy, 2016, ).

In Romania, anterior anului 2014, au existat toate conditiile predictibile aparitiei
Bluetongue, cu toate acestea boala nu a fost semnalata (fig.7.1.), (OIE, 2017).

X sm
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Fig.7.1. Harta distributiei arealului climatic specific pentru supravietuirea vectorilor culicoizi
in Romania, anterior anului 2014(OIE, 2017).
Fig.7.1. Map of the distribution of the specific climatic area for the survival of culicoid
vectors in Romania, prior to 2014 (OIE, 2017).

Tn anul 2014, in Romania si in imediata vecinatate a Romaniei (Albania, Bulgaria,
Grecia, Macedonia, Serbia, Ungaria si Turcia) au fost declarate, conform datelor OMSA,
3.689 focare Bluetongue. Acest aspect a fost foarte important pentru zona de focalitate
naturald a bolii, avand consecinfe asupra exportului si a comertului intracomunitar
(Analiza de risc Bluetongue, 2014).

Rolul insectelor hematofage Tn transmiterea BTV cét si procentul prevalentei sunt
generate de diversi factori de mediu cum ar fi umiditatea ridicatd, aglomeratiile de
animale, temperaturile ridicate, aspecte care imprima bolii un caracter sezonier. In
regiunile temperate, unde existd mari fluctuatii climatice, transmiterea virusului BT poate
avea loc pe tot parcursul anului, in special in perioadele ploioase dar mai ales la
temperaturile optime de 28°C-29°C ( Brand, 2017).

Bovinele infectate joacd un rol important in mentinerea virusului Tntr-o regiune.
Ele poate servi drept sursa de virus timp de cateva saptamani, fara a exista semne clinice
de boald si sunt adesea gazda preferatda a vectorilor culicoizi (OIE,2019). Aceasta
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caracteristica explicd importanta epidemiologica a supravegherii vectorilor care pot
transmite boala si care se sustrag oarecum, controlului sanitar veterinar oficial.
Supravegherea entomologica efectuata in judetele Vrancea, Galati, Braila si
Tulcea, a avut urmatoareleobiective:
- Stabilirea prezentei si evaluarea incidentei insectelor Culicoidesin arealul
studiat.
- ldentificarea speciilor de culicoide vectoriale prezente in arealul studiat.

- Determinarea perioadei de activitate a insectelor culicoide vectoriale Tn arealul
studiat.

7.1. Supravegherea entomologici in judetul Vrancea

Formele de relief, clima si regimul termic al judetului Vrancea ofera conditii
prielnice pentru extinderea, adaptarea si supravietuirea insectelor vectoriale Culicoides.
Relieful este divers si variaza de la zona de munte, deal, la zone de cAmpie inalta si joasa,
strabatute de rauri care creeaza depresiuni cu exces de umiditate. Pozitia sa la o altitudine
nordicid de 46°C determind o temperaturd continentald de tranzitie. Datorita dispunerii
reliefului Tn trepte, regimul climateric este influentat de climatul est-continental dar si de
cel nordic si sudic ceea ce ofera vulnerabilitate zonei in fata noilor schimbari climatice.
Regimul de temperaturi este influentat de relief. In judetul Vrancea,temperaturile cele mai
ridicate sunt in luna iulie, media fiind de 22°C, dar valorile extremelor termice
inregistreaza diferente tot mai mari. Zona permite cresterea tuturor speciilor de animale
receptive la virusul Bluetongue. Toate aceste caracteristici au constituit cadrul ambiental
potrivit aparitiei bolii Bluetongue Th 2014.

7.1.1 Materiale si metode de lucru

Supravegherea entomologicaintr-un anumit areal geografic, este o componenta
esentiala in monitorizarea virusului Bluetongue.

Protocolul de monitorizare a fost inifiat prin divizarea regiunilor in carouri cu
latura de 50/50 km pentru colectare de insecte in perioada noiembrie-aprilie si carouri cu
latura de 25/25 km pentru colectarea probelor in perioada mai-octombrie.

Pentru semnalarea si evaluarea incidentei culicoidelor au fost folosite capcane
luminoase fixe si mobile.

Kitul de capturare a culicoizilor este diferit in functie de scopul utilizarii lor.
Capcana fixa sau mobild, cu lumind UV, alimentatd la 220V sau baterie 12V insotite
obligatoriu de 2 pahare colectare (500 ml), solutie slaba de detergent, un fragment de
tesatura nylon 20/20 cm cu orificii fine, recipiente din plastic cu capac filetant (150-200
ml) pentru conservarea culicoizilor in alcool 70%, sita cu ochiuri fine,termometru de
exterior, solutie PBS cu sau fara antibiotic pentru prelevarea insectelor in vederea izolarii
de virus si registre specifice pentru notarea datelor.

Fiecare capturare de insecte a fost mentionata intr-0 fisa entomologica in care au
fost specificate datele privind: localitatea, locatia (altitudine, latitudine, longitudine), tipul
de exploatatie, tipul de capcana, speciile de animale existente la locul de amplasare a
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capcanei, data capturarii, temperaturile atmosferice (minima §i maxima), numarul de
insecte capturate, numarul de culicoizi identificati si raportul numeric si procentual al
speciilor de culicoide.

a. Amplasarea capcanelor

Capcanele fixe utilizate pentru capturarea vectorilor au fost amplasate n
localitatile Tn care au fost selectate animalele santinela pentru supravegherea serologica:
Milcovu si Racoasa (Vrancea)

Capcanele mobile au fost amplasate in diferite locatii din judetul Vrancea:
Vintileasca, Fitionesti, Nistoresti, Dumitresti, etc.

Toate punctele de colectare au fostindividualizate cu mijloace GPS, utilizand
coordonatele de latitudine, longitudine si altitudine (tabelul 7.1. si fig. 7.2.).

Tabel 7.1./Table 7.1.
Coordonatele GPS ale localititilor cu capcane permanente
GPS coordinates of localities with permanent traps

JUDETUL Localitatile Latitudine Longitudine Altitudine
VRANCEA tin metri
Capcane fixe Milcovul 45.6457089N  27.2597813E 33
Raécoasa 45.9922131IN  26.8793905E 318
Capcane mobile Vintileasca 45643067 26732576 786
Nistoresti 45813784 26658159 414
Fitionesti 45989238 27055454 251
Dumitresti 425

Fig. 7.2. Harta cu locatiile capcanelor permanente
Fig. 7.2. Map with locations of permanent traps

Amplasarea capcanelor s-a efectuat in zonele cu factori predispozanti inmultirii
insectelor hematofage, in addposturile animalelor receptive ( bovine, ovine, cabaline) sau
in imediata proximitate a animalelor utilizate pentru supravegherea serologica.
Amplasarea capcanelor in astfel de locatii a oferit avantajul obtinerii unor date
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epidemiologice relevante, pe baza carora s-au configurat perioadele de activitate
vectoriala si perioadele libere de vectori.

Capcanele luminoase mobile au fost amplasate lunar in localitati diferite i au
functionat o noapte pe saptamana timp de cel putin 4 saptamani, in fiecare punct de
colectare, conform unui grafic prestabilit, astfel incat la fiecare punct sa se efectueze
minimum 4 recoltari. Capcanele fixe au fost amplasate in interiorul adaposturilor, in
perioada libera de vectori (fig.7.3.).

Fig.7.3. Capcane fixe, amplasate in interiorul adaposturilor de animale
Fig.7.3. Fixed traps, located inside the animal shelters

Culicoizii nu au specificitate de gazda dar prefera anumite specii de animale,
activitatea lor fiind semnalata mai ales 1n locurile cu aglomeratii de vite si locuintele aflate
n apropierea apelor. Capcanele luminoase au fost puse Tn functiune o data pe saptamana
pentru a se recolta insectele care supravietuiesc in zonele selectate pentru monitorizare.

Datele obtinute la capturarea insectelor hematofage, au fost mentionate intr-o fisa
de supraveghere entomologica.

b.Tehnica capturarii si colectarii probelor de culicoizi

Dupa verificarea integritatii capcanelor, acestea s-au amplasat la o distanta de
maxim 2 m de la sol. Tn paharul colector s-a adiaugat o solutie slaba de detergent. in
apropierea capcanelor s-a fixat termometrul pentru inregistrarea temperaturii exterioare.
Paharul colector a fost etichetat si identificat cu date privind data colectarii, localitatea si
speciile de animale aflate Tn arealul de studiu. Capcanele au functionat de la apus pana la
rasaritul soarelui, data si ora fiind mentionate in fisele de lucru. Paharele de colectare au
fost mentinute la Intuneric si au fost examinate 1n laborator, insotite de fisa entomologica.

c.Tehnica de prelucrare si identificare a culicoizilor

Probele colectate au fost analizate in Laboratorul de Parazitologie din cadrul
LSVSA Vrancea, acreditat pentru identificare vectoriala.

Pentru prelucrare, insectele au fost spalate de 2-3 ori prin solutii PBS simplu
(solutie tamponatd cu fosfat) si conservate in acelasi timp de solutie, in vederea
conservarii si identificarii acestora.
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Pentru examinarea microscopica aspeciilor de Culicoides, insectele au fost
distribuite Tntr-o placa Petri si examinate la stereomicroscop ( fig.7.4. asib).

Identificarea speciilor de Culicoides (indeosebi C. pulicaris, C. obsoletus/C.
scoticus, C. nubeculosus, C.dewulfi) s-a efectuat dupa dimensiunea corpului, transparenta
aripilor, numarul segmentelor anterioare, etc. si in mod special dupa morfologia aripii
folosind cheia de identificare dupa Meiswinkel-2005 (fig.7.5.). C.obsoletus/C. scoticus
sunt specii endofile (supravietuiesc in adaposturile animalelor) si a caror femele au o
morfologiei asemanatoare, motiv pentru sunt dificil de identificat, necesitdnd uneori
tehnici de biologie moleculara (Augot s.a., 2010).
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Fig. 7.4. Examinarea culicoizilor capturati ( a sib)
Fig. 7.4. Examination of captured culicoids (a and b)

Toate exemplarele de Culicoides au fost separate in placi Petri in functie de
specie dupa care au fost cuantificate numeric si procentual. Pentru péastrarea probelor,
exemplarele au fost transferate in flacoane cu solutie de PBS si antibiotice si s-au
etichetat cu mentiunile specifice de identificare: data, localitatea si judetul ( fig.7.6.).

Fig.7.5.. Identificarea si sortarea speciilor de Fig. 7.6. Probe de culicoizi suspendate Tn
Culicoides pe baza morfologiei TFS cu antibiotic
Fig.7.5 . Identification and sorting of Fig. 7.6. Samples of colicoids suspended in
Culicoides species based on morphology TFS with antibiotic
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7.1.2. Rezultate si discutii

Vrancea este o bioregiune geograficicomplexa: treimea vestica apartine
domeniului montan, care se suprapune bioregiunii alpine, zona mediand corespunde
bioregiunii continentale, iar extremitatea rasariteand, care este suprapusa Campiei
Siretului Inferior, apartine bioregiunii stepice (http://www.anpm.ro/). Toate aceste aspecte
fac ca aceasta bioregiune sa fie un mediu propice pentru dezvoltarea speciilor Culicoides.

Pe parcursul celor 4 ani, datele inregistrate au variat foarte mult in functie de
arealul geografic luat in studiu, anotimp si implicit a valorilor termice existente la
momentul amplasérii capcanelor.

Tn judetul Vrancea, numarul capcanelor amplasate in localitatile tinta (Milcovu,
Récoasa) si numarul insectelor capturate a variat de la un an la altul (tabelul 7.2).

Tabel 7.2./Table 7.2.
Situatia supravegherii vectorilor in judetul Vrancea
The situation of vector surveillance in Vrancea county

Nr Nr. insecte C. obsoletus  C.pulicaris  Alte specii
capcane capturate

nr % nr % nr % nr %
34 453 8 1,76 3 3750 5 62,50 - -
56 5651 765 13,54 604 78,95 92 12,02 69 9,02
39 7685 1182 15,38 727 61,50 455 38,50
18 1419 8 056 4 50,00 4 50,00

Tn decursul anului 2014, din septembrie si pand in decembrie, au fost montate 34
de capcane luminoase fixe si mobile cu care s-au realizat 12 capturi de insecte si dintre
acesta doar 3 capturi au inclus insectele culicoide. In urma analizarii capturilor au fost
identificate 453 insecte zburatoare. Dintre acestea, 8 (1,76%) au fost insecte vectoriale
Culicoides, 3 (37,50%) specimene apartinand complexului C. obsoletus si 5(62,50%)
specimene din complexul C. pulicaris (fig.7.7.).

C. obsoletus C. pulicaris manul 2014

Fig.7.7.Distributia grafici a speciilor de Culicoides identificate in anul 2014, in judetul
Vrancea
Fig.7.7 Graphical distribution of Culicoides species identified in 2014, in Vrancea county
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Rolul culicoizilor in raspandirea Bluetongue este incontestabil iar prevalenta bolii
este influentatd in mod direct de supravietuirea acestor insecte care au nevoie de factori
favorizanti pentru inmultire, cum ar fi temperatura, umiditatea sau tipul de areal geografic.
Prezenta culicoidelor a fost observatd in lunile septembrie si octombrie si a lipsit
n luna decembrie.
Conform mentiunilor termice semnalate in perioada capturarii, activitatea
culicoidelor s-a desfasurat la valori termice cuprinse intre 6°C si 12°C pentru C. pulicaris
si 7°C- 12°C pentru C. obsoletus ( fig. 7.8.)
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Fig.7.8.Distributia grafica a speciilor de Culicoides Tn raport cu valorile termice din anul
2014, judetul Vrancea
Fig.7.8 Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values from
2014, Vrancea

Tn perioada ianuarie-decembriea anului 2015,au fost amplasate si supravegheate
57 de capcane, inregistrandu-se 45 de capturi, la 35 dintre acestea semnalandu-se si
prezenta insectelor culicoide. Din cele 5651 de insecte zburatoare capturate, 765 (13,54%)
au fost Culicoides. Analiza morfologica a acestora a pus in evidentd 604 (79,95%)
specimene din complexul C. obsoletus, 92 (12,02%) specimene de C. pulicaris si 69 (9,02%)
specimene apartinand altor specii de culicoide (fig.7.9).

C. obsoletus C. pulicaris Alte specii de
culicoide m anul 2015

Fig.7.9.Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2015, in judetul
Vrancea
Fig.7.9 Graphical distribution of Culicoides species identified in 2015, in Vrancea
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In aceastd perioads, prezenta culicoizilor a fost semnalatd din aprilie pani in a

doua decadi a lunii septembrie. In luna aprilie, cand valorile termice au fost cuprinse intre
9°C si 19°C, nu au fost capturate insectele culicoide vectoriale. C.obsoletus si-a ficut
simtitd prezenta incepand cu luna mai §i pana in prima decadd a lunii septembrie, cand
temperaturile ambientale au oscilat intre 15°C si 33°C. Culicoides pulicaris a activat
simultan cu C. obsoletus, din luna mai si pana in prima decada a lunii august cand, cel mai
probabil datoritd densitatii reduse nu a mai fost capturat pana in a doua decada a lunii
septembrie cand valorile termice au fost mai moderate si stabilizate intre 12°C si 23°C
(fig.7.10.)
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Fig.7.10. Distributia grafica a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul
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Fig.7.10. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of 2015,
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Tn anul 2016, au fost montate si supravegheate 97 de capcane luminoase fixe si
mobile cu care s-au efectuat 50 de capturi iar la 26 dintre acestea au fost identificate si
insecte culicoide. Din cele 7495 de insecte, 1182 (15,38%) specimene au fost insecte
Culicoides, din care 727 (61,50%) au apartinut speciei C. obsoletus si 455 (38,50%) au
apartinut speciei C. pulicaris (fig.7.11.).
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Fig.7.11.Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2016, in judetul
Vrancea
Fig.7.11. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2016, in Vrancea

Tn anul 2016, activitatea insectelor culicoide a fost semnalati incepand cu aprilie
cand limitele termice lunare au fost cuprinse intre 12°C si 20°C si pana in septembrie cand
valorile termice in zilele in care s-au verificat capcanele, au fost intre 7°C si 10°C.
Limitele termice anuale Tntre care vectorii culicoizi si-au manifestat activitatea, au fost

cuprinse intre 7°C si 36°C pentru C. obsoletus si intre 7°C si 32°C pentru C. pulicaris ( fig.
5.12.)
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Fig.7.12. Distributia grafica a speciilor de Culicoides in raport cu valorile termice din anul
2016, judetul Vrancea
Fig.7.12. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of 2016,
Vrancea

Tn anul 2017, avand in vedere absenta focarelor de Buletongue in anii 2015-2016
precum si eficientizarea prelevarii pentru micsorarea costurilor, a fost redus numarul de
capcane amplasate. Prin urmare, din februarie si pand in decembrie, au fost montate si
supravegheate doar 18 capcane cu ajutorul carora s-au efectuat 16 capturi de insecte
nocturne, la 3 dintre acestea fiind identificate si insecte Culicoides. Din cele 1419 insecte
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capturate, 8 (0,56%) specimene au fostCulicoides, dintre care 4 (50%) specimene au
apartinut complexului C. obsoletus si 4 (50%) specimene au fostC. pulicaris (fig.7.13).

C. obsoletus C. pulicaris m anul 2017

Fig.7.13.Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2016, in judetul
Vrancea
Fig.7.13. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2016, in Vrancea

Activitatea vectorialda a speciilor vectoriale C obsoletus si C. pulicaris. a fost
semnalatd la toate capturile obtinute in lunile iulie, august si septembrie cand limitele
valorilor termice s-au situat intre 19°C si 34°C (fig.7.14).
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Fig.7.14. Distributia grafica a speciilor de Culicoides Tn raport cu valorile termice din anul
2017, judetul Vrancea
Fig.7.14. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of 2017,
Vrancea county
Desi in Romania au fost identificate si alte specii de culicoide vectoriale pentru

virusul Bluetongue (Mot s.a., 2018), totusi in urma monitorizarii entomologice in judetul
Vrancea, au fost semnalate doar speciile vectoriale C. obsoletus si C. pulicaris.

Analiza de ansamblu a rezultatelor entomologice obtinute in judetul Vrancea a
aratat faptul ca, la sfargitul perioadei de monitorizare a studiului efectuat, ponderea
culicoizilor capturati a fost diminuatd de la 1,76% (2014), la 13,54% (2015) si la 15,38%
(2016) la 0,56% (2017), (fig.7.15).
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Fig. 7.15. Tendinta de descrestere lineari a densititii speciilor de Culicoides in judetul
Vrancea
Fig. 7.15. The trend of linear decrease of the density of Culicoides species in Vrancea

In perioada luati in studiu, complexul C. obsoletus a fost dominant Tn capturile
efectuate Tn 2015 (78,95%) si 2016 (61,5%), cu exceptia anului 2014 cand C.pulicaris a
avut o incidenta de 62,5% ( fig.7.16).

90
80 anal-2015; 78,95
70 =
60 l\nnul%],m;/ﬁ?ﬁ _anul2016: 615
- 2016-61,
50 = />mu1%91%;50
40 ~anul 2014; 37,5 anut 2016385
30 = //
20 AN g
10 s anul2015; 12,02
\
0 “anul 2015; 9,02
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5 4 4,5
—o—C. obsoletus —m—C. pulicaris alte specii
—— Liniara (C. obsoletus) —— Liniara (C. pulicaris)

Fig. 7.16. Incidenta si tendinta de evolutie a speciilor de Culicoides in perioada 2014-2017, in
judetul Vrancea
Fig. 7.16. Incidence and evolution trend of Culicoides species in 2014-2017, in Vrancea

Faptul cad in anul 2017, cele doua specii vectoriale se regasesc inca in arealul
judetului Vrancea, se poate conchide ca zona detine toti factorii favorizan{i pentru
supravietuirea ambelor specii si permite desfasurarea simultand a activitatii vectoriale. Cu
toate acestea, linia de tendintd grafica ilustreazd o usoara crestere a ponderii pentru
C.obsoletus si o usoara tendintd de scadere pentru C. pulicaris.
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7.1.3. Concluzii

Investigatiile privind monitorizarea vectorilor transmitatori ai virusului
Bluetongue, au dus la urmatoarele concluzii:

1.

4.

Tn judetul Vrancea au fost identificate insecte hematofage din complexul C.
obsoletus si complexul C.pulicaris, considerate vectori pentru transmiterea
bolii limbii albastre.

Tn anul 2014, incidenta insectelor Culicoides a fost de 1,76 % (n=8), dintre
acestea 37,50% (n=3) au fost C. obsoletus si 62,50% (n=8) au fost
C.pulicaris., iar activitatea vectoriald a culicoidelor a fost semnalatd in
septembrie-octombrie la valori termice cuprinse intre 6°C si 12°C pentru C.
pulicaris si 7°C- 12°C pentru C. obsoletus.

Tn anul 2015, incidenta insectelor Culicoides a fost de 13,54% (n=765) iar
dintre acestea 79,95% (n=604) au fost C. obsoletus, 12,02% (n=161) au fost
C.pulicaris.si 9,02% (n=69)au fost culicoide non-vectoriale, iar activitatea
vectoriala a culicoidelor a fost semnalatd in perioada mai- septembrie, la
valori termice cuprinse intre 15°C si 33°C pentru C. obsoletus si 12°C si 23°C
pentru C. pulicaris.

Tn anul 2016, incidenta insectelor culicoide a fost de 15,38% (n=1182), iar
dintre acestea: 61,50%(n=727) au fost C. obsoletus si 38,50% (n=455) au fost
C.pulicaris, iaractivitatea vectoriald a culicoidelor a fost semnalati in
perioada aprilie- septembrie, la valori termice cuprinse intre 7°C si 36°C
pentru C. obsoletus si 7°C si 32°C pentru C. pulicaris.

Tn anul 2017, incidenta insectelor Culicoides a fost de 0,56% (n=8) iar dintre
acestea 50% (n=4) au fost C.obsoletus si 50% (n=4) au fost C.pulicaris., iar
activitatea vectoriala a culicoidelor C. obsoletus si C. pulicaris. a fost
semnalati in perioada iulie- septembrie, la valori termice cuprinse intre 19°C
si 34°C.

7.2. Supravegherea entomologica in judetul Braiila

Teritoriul judetului Braila, ca de altfel intregul spatiu al sectorului estic al
CampieiRomane, se caracterizeaza printr-un climat temperat continental. Prezinta nuante
continentale cevamai aride decat in restul Campiei Romane, reflectate in amplitudinile
termice cele mai ridicate dintard, cantitati reduse de precipitatii cu distributie neuniforma
n timpul anului, frecvente ploitorentiale cu caderi de grindina, geruri si viscole, deficit de

umiditate foarte mare suprapusperioadei de vegetatie a culturilor agricole, secete.

7.2.1. Materiale si metode de lucru
Tn perioada 2014-2017, supravegherea entomologica s-a efectuat prin amplasarea
de capcane luminoase mobile si fixe Tn localitatile tinta: Galbenu, Gropeni, Rimnicelu si
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capcane mobile in localitatile: Jirlau, Movila Miresei, Ulmu, Bardganu, Faurei, Racovita,
Zavoaia, Unirea, Bertesti.

Folosind GPS-ul, s-au identificat coordonatele geografice: altitudine, latitudine,
longitudine ale amplasamentelor (tabelul 7.3., fig. 7.17).

Capcanele fixe au fost montate incepand cu luna ianuarie si pana in luna
noiembrie, in interiorul adaposturile animalelor receptive la Bluetongue.De asemenea,in
fiecare luna, s-a ales cite o noua localitate in care s-au efectuat capturiin perioada de
activitate vectoriala, utilizand capcane mobile.in perioada libera de vectori, capcanele fixe
au fostamplasate in interiorul adaposturilor.

Tabel 7.3./Table 7.3.
Coordonatele GPS ale localititilor cu capcane permanente, in judetul Braila
GPS coordinates of localities with permanent traps, in Briila

JUDETUL  Localititile  Latitudine Longitudine Altitudine
BRAILA  tini metri
Galbenu 45.213521N 27.16018840053367 49
Gropeni 45.0744895N 27.8830185E 8
Rimnicelu  45.2833311 27.5158234 21
Jirlau 45.1818625 27.083819 28
Movila 45.2174562 27.583733 43
Miresei
Ulmu 449551407 27.3004231 59
Bardganu  44.8137216 27.486219 8
Faurei 45.083746 27.2358256 23
Racovita 45.2983696 27.4617057 38
Unirea 45.109712 27.765423 26
Bertesti 44.8351376 27.7479163 21
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Fig. 7.17. Harta cu locatiile capcanelor permanente in judetul Braila
Fig. 7.17. Map of the locations of permanent traps in Braila County

Modul de amplasare, kitul de colectare precum si tehnicile de prelevare,
conservare i examinare sunt descrise la cap.7.1.1.
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Analizele de morfologie externd a insectelor culicoide au fost desfasurate in
Laboratorul de Parazitologie din cadrul DSVSA Galati.

5.2.2. Rezultate si discutii
Numarul de capcane montate precum si numarul de capturi de insecte a fost
variabil de la un an la altul (tabelul 7.4.).

Tabel 7.4./Table 7.4.
Situatia supravegherii vectorilor in judetul Briila
The situation of vector surveillance in Braila county

C.obsoletus  C.pulicaris  C.nubeculosus Alte specii

% nr: % nr: % nr: % nr: %
3 4209 175 4,16 80 4571 36 20,57 15 8,57 44 25,14
49 39767 641 1,61 172 26,83 464 72,38 - - 5 0,78
36 12694 527 4,15 112 21,25 407 77,22 - - 8 1,51
27 4644 62 133 25 40,32 37 59,68 - - - -

Tn anul 2014, capcanele fixe au fost amplasate incepand cu luna ianuarie Tn
adaposturile pentru ecvine si bovine in vederea identificarii culicoizilor vectoriali, dar si a
perioadei optime de activitate vectoriald. Pe parcursul anului, au fost montate 31 de
capcane cu ajutorul carora s-au efectuat 21 de capturi, la 14 dintre acestea identificandu-se
si insecte culicoide. Din cele 4209 de insecte zburatoare capturate, 175 (4,16%)
specimene au fost Culicoides, iar dintre acestea, 80 (45,71%) au apartinut complexului C.
obsoletus, 36 (20,57%) complexului C. pulicaris, 15 (8,57%) au apartinut speciei non-
vectorialeC. nubeculosus si 44 (25,14%) au apartinut altor specii culicoide non -vectoriale
(fig.7.18).
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Fig.7.18. Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2014, in judetul
Briila
Fig.7.18. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2014, in Braila

Pe parcursul anului, s-a constatat cd activitatea culicoidelor vectoriale si non
vectoriale adulte a fost prezenta la diferite intervale de temperaturda a mediului ambiant
(fig.7.19). Astfel, specimenele de C.obsoletus au fost capturate Tncepand cu luna august
si pana in noiembrie, la temperaturi cuprinse intre 3°C si 31°C. Culicoides pulicaris a fost
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semnalat incepand cu luna aprilie pana in luna septembrie, la valori termice mult mai
restranse, cuprinse intre 11°C si 30°C.

Specia non-vectorialaC.nubeculosus, a fost semnalata doar in lunile septembrie,
octombrie si noiembrie, cind limitele minime §i maxime ale temperaturii mediului
inconjuritor au fost cuprinse intre 3°C si 30°C. Alte specii de culicoide au fost semnalate
in lunile august si septembrie cand limitele termice au fost cuprinse intre 12°C si 29°C.
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Fig.7.19. Distributia grafica a speciilor de Culicoides in raport cu valorile termice din anul
2014, judetul Braila
Fig.7.19. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values from
2014, Briila
Tn anul 2015, au fost amplasate 49 de capcane cu care s-au efectuat 41 de capturi,
la 29 dintre acestea fiind identificate si insectele culicoide. Din cele 39767 de insecte
zburitoare capturate, 641 (1,61%) au fost insecte hematofage din genul Culicoides. Tn
urma diferentierii morfologice, 172 (26,83%) au fost incadrat in complexul C. obsoletus,
464 (72,38%mx) au fost C. pulicaris,iar 5 (0,78%) au fost alte specii culicoide non-
vectoriale (fig.7.20. )
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Fig.7.20. Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2015, in judetul
Briila
Fig.7.20. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2015, in Braila
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Tn anul 2015, activitatea culicoidelor a Tnceput cu luna aprilie cand limitele

termice au fost situate intre 8°C-14°C. C.obsoletus a fost semnalat din aprilie si pani in
luna septembrie, activitatea sa fiind prezenta la temperaturi cuprinse intre 8°C si 34°C. C.

pulicaris a fost capturat intr-o perioada mai lunga de timp cuprinsa intre lunile aprilie si
noiembrie, cand temperaturile au variat de la 5°C la 34°C (fig.7.21.)
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Fig.7.21.Distributia grafica a speciilor de Culicoides in raport cu valorile termice din anul

2015, judetul Braila

Fig.7.21. Graphical distribution of Culicoides species in relation to thermal valuesof 2015,

Braila
Tn anul 2016, s-au montat 36 de capcane cu care s-au efectuat 28 de capturi , la 21

dintre acestea fiind identificate si insecte culicoide. Din cele 12694 de insecte, 527
(4,15%) au fost insecte culicoide, iar la analiza morfologica externa, 112 (21,25%)
specimenele au fost incadrate in complexul C. obsoletus, 407 (77,22%) specimene au fost
C. pulicaris,iar 8 (1,51%) specimene au apartinut altor specii de culicoizi non-vectoriali
(fig.7.22).
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Fig.7.22. Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2016, in judetul
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Tn anul 2016, ca si in anii anteriori, capcanele au fost amplasate inci din luna
ianuarie. Primele capturi de culicoizi vectoriali au fost semnalate in luna mai cand a fost
identificatd specia C.pulicaris si care si-a pastrat activitatea pana in luna septembrie, in
limitele termice cuprinse intre 7°C si 34°C. Specia C.obsoletus a fost identificati mult mai
rar Tn capturile lunare din iunie, iulie si septembrie dar a avut o activitate mai intensa, fiind
semnalata in toate colectele din luna august. Prezenta sa a fost semnalata la valori termice
cuprinse intre 7°C si 34°C (fig.7.23 ). Alte specii culicoide au fost capturate in luna iunie
si iulie, in perioada in care valorile termice erau cuprinse intre 13°C si 33°C.
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Fig.7.23. Distributia grafica a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul
2016, judetul Braila
Fig.7.23. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of 2016,
~ Briila county
In anul 2017, datorita situatiei epidemiologice a bolii si in absenta focarelor de
boald inca de la finalul anului 2016, a fost redus numarul de capcane fixe si mobile. Pe
parcursul anului, au fost capturate 4644 insecte zburatoare, dintre acestea 62 (1,33%) au
fost insecte Culicoides care au apartinut celor doud specii vectoriale principale: C.

obsoletus— 25 (40,32%) specimene siC. pulicaris— 37 (59,68%) specimene (fig.7.24)
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Fig.7.24. Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2017, in judetul
Briila
Fig.7.24. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2017, in Braila
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Tn 2017, au fost amplasate 27 de capcane, ncepand cu luna ianuarie cand s-au
efectuat 18 capturi, la 6 dintre ele evidentiindu-se si insectele culicoide. Primele insecte
vectoriale s-au identificat incepand cu luna mai si pana in luna octombrie, perioada in
care, limitele termice de activitate a insectelor adulte au fost cuprinse intre 11°C si 36°C

(fig.7.25).
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Fig.7.25. Distributia grafica a speciilor de Culicoides in raport cu valorile termice din anul
2017, judetul Braila
Fig.7.25. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of 2017,
Braila

Analiza de ansamblu a rezultatelor entomologice obtinute in judetul Briila a
ardtat ca, panad la sfarsitul perioadei de monitorizare a studiului efectuat, ponderea
culicoizilor capturati, s-a diminuat de la 4,16% (2014), la 1,61% (2015) si la 4,15% (2016)
si la 1,33% (2017), (fig.7.26).
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Fig. 7.26. Tendinta de descrestere linear: a densititii speciilor de Culicoides in judetul Briila
Fig. 7.26. Trend of linear decrease of Culicoides species density in Braila
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Anul 2014 este singura perioada in care raportul procentual al speciilor culicoide a
fost in favoarea C.obsoletus (45,71%), raport care, ulterior s-a modificat in favoarea
C.pulicaris: 72,38% (2015), 77,22% n 2016, la 59,68% in 2017. De asemenea, doar n
anul 2014 au fost capturati culicoizi din specia C. nubeculosus (8,57%) si s-a evidentiat
cel mai ridicat procent la alte specii culicoide (25,14%) care s-a diminuat pana la 0,78% in
2015, 1,15% in 2016 si au lipsit in anul 2017 (fig.7.27).
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Fig. 7.27. Incidenta si tendinta de evolutie a speciilor de Culicoides n perioada 2014-2017, in
judetul Braila
Fig. 7.27. Incidence and evolution trend of Culicoides species in the period 2014-2017, in
Briila

Din analiza datelor prezentate in fig.7.27. reiese capacitatea de adaptare si
supravietuire si tendinta de crestere a densitatii culicoidelor din specia C. pulicaris. Chiar
dacad incidenta culicoidelorC.obsoletus a crescut in 2017 la 40,32%, totusi linia de
tendintd previzioneazid o usoara descrestere a ponderei vectoriale. Cele doud specii
vectoriale evolueaza simulan in acelasi areal, avand o bund capacitate de adaptare la
conditiile pedoclimaterice, comparativ cu alte specii de Culicoides.

7.2.3. Concluzii
Investigatiile privind monitorizarea vectorilor transmitatori ai virusului
Bluetongue, au dus la urmatoarele concluzii:

1. 1n judetul Briila, au fost identificate insecte hematofage din complexul C.
obsoletus, complexul C.pulicaris,si C.nubeculosus, considerate vectori pentru
transmiterea bolii limbii albastre, cu o incidenta diferitd in functie de ani.

2. Tnanul 2014, incidenta insectelor Culicoides a fost de 4.16 % (n=175), dintre
acestea 45,71% (n=80) au fost C. obsoletus, 20,57% (n=36) au fost
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C.pulicaris,8,57%(n=15) au fost C.nubeculosus si 22,14% (n=44) au fost
specii de Culicoides ,,non-vectoriale”, iar activitatea vectoriala a culicoidelor
a fost semnalati in august-noiembrie la valori termice cuprinse intre 3°C si
31°C pentru C. obsoletus , in aprilie-septembrie la valori termice cuprinse
intre 11°C- 30°C pentru C. pulicaris, in septembrie-noiembrie la valori
termice cuprinse ntre 3°C si 30°C.

3. Tn anul 2015, incidenta insectelor Culicoides a fost de 1,61% (n=641) iar
dintre acestea 26,83% (n=172) au fost C. obsoletus, 72,38% (n=464) au fost
C.pulicaris, iaractivitatea vectorialda a culicoidelor a fost semnalata in
perioada aprilie- septembrie, la valori termice cuprinse intre 8°C si 34°C
pentru C. obsoletus si in perioada aprilie-noiembrie la valori termice cuprinse
intre 5°C si 34°C pentru C. pulicaris.

4. Tn anul 2016, incidenta insectelor culicoide a fost de 4,15% (n=1182), iar
dintre acestea: 21,25%(n=112) au fost C. obsoletus, 77,22% (n=407) au fost
C.pulicaris.si 1,51% (n=8) au fost specii de Culicoides,,non-vectoriale” iar
activitatea vectoriald a culicoidelor a fost semnalatd in perioada mai-
septembrie, la valori termice cuprinse intre 7°C si 34°C pentru C. pulicaris, in
perioada iunie-septembrie cand valorile termice au fost cuprinse intre 7°C si
34°C pentru C. obsoletus si in lunile iunie-iulie la valori termice cuprinse ntre
13°C si 33°C Culicoides,,non-vectoriale”

5. Tn anul 2017, incidenta insectelor Culicoides a fost de 1,33% (n=62) iar
dintre acestea 40,32% (n=25) au fost C.obsoletus si 59,68% (n=37) au fost
C.pulicaris, iar activitatea vectoriala a culicoidelor C. obsoletus si C.
pulicaris. a fost semnalatd in perioada mai- octombrie, la valori termice
cuprinse intre 11°C si 36°C.

7.3. Supravegherea entomologica in judetul Galati

Teritoriul judetului Galati, prin pozitia sa geograficd, conditiile naturale si
climaterice dar si prin preocuparea populatiei rurale pentru zootehnie, oferd conditii
avantajoase supravietuirii i inmulgirii insectelor vectoriale din genul Culicoides. Judetul
se afla la confluenta unor importate ape curgatoare: Siret, Prut si Dunire ceea ce ofera
regiunii un topoclimat umed si racoros vara iar iarna, umed si mai putin rece. Prin pozitia
sa geografica si prezenta curentilor atmosferici, in special cei dinspre Sud-Vest si Sud care
aduc aer tropical maritim dar si In conditiile incalzirii globale, judetul Galati precum si
judetele invecinate Brdila si Tulcea, oferd conditii prielnice pentru adaptarea unor noi
specii de nevertebrate, inclusiv insecte vectoriale din genul Culicoides.

7.3.1. Materiale si metode de lucru
Tn perioada 2014-2017, supravegherea entomologica s-a efectuat prin amplasarea
de capcane luminoase fixe si mobile in diferite localitati. Capcanele fixe au fost montate
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in fermele de bovine selectate pentru supravegherea serologica, aflate in localitatile
Smérdan si Draguseni. Capcanele mobile au fost amplasate, dupa un plan prestabilit, atat
in fermele de bovine din localititile Smardan si Draguseni, cat si in fermele si
exploatatiile non-profesionale din Barcea, Munteni, Draganesti, Slobozia si Liesti.

Folosind GPS-ul,toate amplasamentele au fost identificate cu coordonatele
geografice: altitudine, latitudine si longitudine (tabelul 7.5, fig. 7.28).

Modul de amplasare, kitul de colectare precum si tehnicile de prelevare,
conservare i examinare au fost descrise la cap.7.1.1.

Tabel 7.5./Table 7.5.
Coordonatele GPS ale localititilor cu capcane fixe si mobile din judetul Galati
GPS coordinates of localities with fixed and mobile traps in Galati County

JUDETUL Localitatile tina latitudine longitudine Altitudine/
GALATI metri
Draguseni 46.013453 N 27.765120E 200
Capcane fixe si  Smardan 45.486649N 27.935741E 13
mobile Barcea 45.7535012 27.4368948 29
Munteni 45.924699 27.4006205 41
Draganesti 45.7877833 27.4418305 32
Slobozia 45.5798072 27.6303422 66
Liesti 45.8067209 27.4741475 27

Fig. 7.28. Harta cu locatiile capcanelor fixe si mobile, in judetul Galati
Fig. 7.28. Map with the locations of fixed and mobile traps, in Galati County

Analizele de morfologie externa a insectelor culicoide au fost efectuate in cadrul
Laboratorului de Parazitologie, din cadrul DSVSA Galati.

7.3.2. Rezultate si discutii

Tn perioada 2014-2017, numarul de capcane amplasate, precum si numarul de
capturi de insecte, au prezentat deosebiri de la un an la altul (tabelul 7.6.).

Datele obtinute in urma analizei entomologice, in perioada luata in studiu, sunt
redate sintetic in tabelul 7.4.
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Tabel 7.6./Table 7.6.
Situatia supravegherii entomologice, in judetul Galati

The situation of entomological suEervision in Galati

Nr Nr.insecte  Cylicoides  C. C. C. Alte specii
capcane - capturate obsoletus pulicaris nubeculosus  Culicoides

nr % nr % nr % nr % nr %
29 3220 249 7,73 210 84,33 27 10,84 7 2,83 5 20

38 17587 165 093 1 06 164 99,40 O 0 0 0
38 12119 732 6,04 441 60,24 287 39,3 4 0,55 0 0
22 7087 1050 14,81 1041 99,14 36 0,85 0 0 0 0

Tn anul 2014, au fost utilizate 29 de capcane, amplasate in 23 de ferme de bovine
si 6 exploatatii non- profesionale. Pe parcursul anului, s-au obtinut 18 capturi, la 10 dintre
acestea fiind identificate si insecte culicoide.

Din cele 3220 de insecte capturate, 249 (7,73%) au fost insecte culicoide. Tn urma
analizelor de morfologie externd, au fost identificate 210 (84,33%) insecte apartinand
complexului Culicoides obsoletus, 27(10,84%) au fost Culicoides pulicaris, 7 (2,83%)
insecte au fost Culicoides nubeculosus si 5(2,0%) insecte au fost alte specii de culicoide
non-vectoriale (fig.7.29).
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Fig.7.29 Distributia grafici a speciilor de Culicoides identificate Tn anul 2014, in judetul
Galati
Fig.7.29 Graphical distribution of Culicoides species identified in 2014, in Galati county

Cele 29 de capcane au fost amplasate Tncepand cu luna ianuarie si pana in luna
noiembrie. Primii vectorii culicoizi capturati, au apartinut speciei C.pulicaris si au fost
semnalati doar in luna aprilie cAnd limitele valorilor termice au fost cuprinse intre 11°C
si 20°C.

Simultan cu aparitia speciei vectoriale C.pulicaris, a fost semnalatd speciaC.
nubeculosus, a carei activitate s-a stopat Tn luna august cand limitele termice au fost
cuprinse intre 6°C si 31°C si a reapirut in luna noiembrie, cand limitele valorilor termice
au fost cuprinse intre 6°C si 14°C.

Speciile din complexul C. obsoletus au fost identificate doar Tn capturile din luna
septembrie cand valorile termice au fost cuprinse intre 17°C si 29°C ( fig.7.30).
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Fig.7.30. Distributia grafica a speciilor de Culicoides in raport cu valorile termice din anul
2014, judetul Galati
Fig.7.30. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values from
2014, Galati
Tn anul 2015,au fost montate 38 de capcane fixe si mobile doar la fermele de

bovine cu ajutorul carora s-au efectuat 32 de capturi, la 21 dintre acestea fiind identificate
si insecte culicoide. Din cele 17587 de insecte capturate, 165(0,93%) au fost insecte
Culicoides . Pe baza analizei morfologice externe, au fost identificate 164(99,40%)
specimene de Culicoides pulicaris si  1(0,6%) specimene din complexulCulicoides
obsoletus. Nu au fost identificate alte specii de culicoide ( fig.7.31).
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Fig.7.31.Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate Tn anul 2015, n
judetul Galati

Fig.7.31.Distribution of the Culicoides species identified in 2015, in Galati County

In ce priveste distributia culicoizilor, in colectele obtinute au fost identificate
preponderent specimene de C. pulicaris incepand cu luna aprilie si pand in luna
octombrie activitatea lor fiind cuprinsi intre 5°C si 33°C (fig.7.32).

C. obsoletus a fost semnalata la o singura capturd efectuata in luna aprilie, cand
valorile termice au fost cuprinse intre 5 si 18°C.

Pe parcursul anului 2015, nu au fost semnalate alte specii de culicoizi vectoriali
sau non-vectoriali.
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Fig.7.32.Distributia grafica a speciilor de Culicoides in raport cu valorile termice din anul
2015, judetul Galati

Fig.7.32. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of
2015, Galati County

Tn anul 2016,au fost montate 38 de capcane cu care s-au obtinut 29 de capturi de
insecte, la 19 dintre ele fiind identificate si insectele culicoide. Capcanele fixe si mobile
au fost amplasate in 3 ferme de bovine si 35 de exploatatii non-profesionale n localitatile
tintd. Din cele 12.119 insecte zburitoare capturate, 732 (6,04%) specimene au fost vectori
culicoizi. Analizand morfologia externa a acestora,441 (60,24%)au apartinut
complexuluiC. obsoletus, 287 (39,30%) au fostC. pulicarissi 4 (0,55%) specimene au fost
C. nubeculosus ( fig.7.33.).

0 ii m 2016
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Fig.7.33.Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2016, in judetul
Galati
Fig.7.33. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2016, in Galati

In aceastd perioada, cea mai activa specie de culicoide a fost C. pulicaris, a cirei
activitate a fost semnalatd din aprilie si pand in noiembrie cand valorile termice au fost
cuprinse ntre 10°C si 28°C. Adultii de C.obsoletus au fost capturati incepand cu luna
iunie si pand in luna august, activitatea lor desfagurandu-se la valori termice cuprinse intre
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14 °C i 28°C. Vectorii C.nubeculosus au fost capturati doar in luna iulie, in perioada in
care valorile termice au fost cuprinse intre 21°C si 28°C (fig.7.34).
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Fig.7.34. Distributia grafica a speciilor de Culicoides in raport cu valorile termice din anul
2016, judetul Galati
Fig.7.34. Graphical distribution of Culicoides species in relation to thermal values in 2016,
Galati County
Tn anul 2017, au fost amplasate doar 22 capcane si s-au efectuat 13 capturi, la 6
dintre acestea fiind identificate si insecte culicoide. Toate capcanele au fost amplasate
doar in exploatatiile non-profesionale din localitatile tintd. Pe parcursul anului au fost
capturate 7087 de insecte zburatoare, din care 1050 (14,81%) au fost insecte Culicoides.
Analiza morfologica a acestor culicoizi a pus In evidentd aceleasi specii vectoriale
intalnite mai frecvent in aceasta regiune: C. obsoletus— 1041 (99,14%) si C. pulicaris— 36
(0,85%) ( fig. 7.35).
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Fig.7.35. Distributia grafici a speciilor de Culicoides identificate in anul 2017, in judetul
Galati
Fig.7.35. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2017, in Galati county
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Tn anul 2017, culicoidele vectoriale din specia C.pulicaris au fost semnalate
sporadic Tn luna mai céand valorile termice au fost cuprinse intre 13°C si 19°C si dupi o
perioada de liniste vectoriald, au reaparut in perioada august-octombriecand valorile
termice au fost cuprinse intre 6°C si 28°C.

C.obsoletus a fost semnalat o perioada mult mai restransa de timp desfasurata in
lunile iulie -august cand valorile termice au fost cuprinse intre 11 si 28 °C (fig.7.36).
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Fig.7.36. Distributia grafica a speciilor de Culicoides in raport cu valorile termice din anul
2017, judetul Galati
Fig.7.36. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of 2017,
Galati
Comparand rezultatele obtinute la supravegherea entomologicd anuald, in
perioada luata 1n studiu, s-a constatat cresterea procentuald a densitatii insectelor culicoide
capturate, de la 7,73% (2014) la 14,81% ( 2017), iar linia de tendinta este crescétoare ( fig.

7.37).
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Fig. 7.37. Tendinta de crestere lineari a densititii speciilor de Culicoides in judetul Galati
Fig. 7.37. Trend of linear increase of Culicoides species density in Galati County
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Analiza graficd a incidentei speciilor culicoide vectoriale aratd faptul ca C.
obsoletus si C. pulicaris sunt constant intr-o relatie de cohabitare. Cu toate acestea se
observa tendinta de crestere a incidentei unei specii in defavoarea celeilalte, cu exceptia
anului 2015, cand C.obsoletus (60,24%) si C.pulicaris (39,2%) au un raport procentual
mai apropiat (fig. 7.38).
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Fig.7.38 Incidenta si tendinta de evolutie a speciilor de Culicoides Tn perioada 2014-2017, in
judetul Galati
Fig.7.38 Incidence and evolution trend of Culicoides species in 2014-2017, in Galati County

Linia de tendintd a incidentei culicoidelor in arealul monitorizat a prezentat
fluctuatii anuale, repetitive, astfel 1ncat, la sfarsitul perioadei de monitorizare, se
previziona o incidentd crescitoare a speciei C. obsoletussi descrescatoare pentru C.
pulicaris.

7.3.3. Concluzii
Investigatiile privind monitorizarea Vvectorilor transmitatori ai  virusului
Bluetongue, au dus la urmatoarele concluzii:
1. 1n judetul Galati, au fost identificate insecte hematofage din complexul C.
obsoletus, complexul C.pulicaris, si C.nubeculosus, cu o incidenta diferita in
functie de perioada.
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2.

Tn anul 2014, incidenta insectelor Culicoides a fost de 7,73 % (n=249), dintre
acestea 84,33% (n=210) au fost C. obsoletus, 10,84% (n=27) au fost
C.pulicaris, 2,83%(n=7) au fost C.nubeculosus si 2,0% (n=5) au fost specii de
Culicoides ,,non-vectoriale”, iar activitatea vectoriala a culicoidelor a fost
semnalati: in luna aprilie, la valori termice cuprinse intre 11°C si 20°C pentru
C. pulicaris , in luna septembrie la valori termice cuprinse intre 17°C- 29°C
pentru C. obsoletus, in lunile aprilie si noiembrie la valori termice cuprinse
intre 3°C si 30°C pentru C. nubeculosus.

Tn anul 2015, incidenta insectelor Culicoides a fost de 0,93 (n=165), iar dintre
acestea 99,40% (n=164) au fost C. pulicaris, 0,6% (n=1) au fost C.obsoletus,
iaractivitatea vectoriala a culicoidelor a fost semnalatd doar in luna aprilie, la
valori termice cuprinse intre 5°C si 18°C pentru C. obsoletus si in perioada
aprilie-octombrie la valori termice cuprinse intre 5°C si 33°C pentru C.
pulicaris.

Tn anul 2016, incidenta insectelor culicoide a fost de 6,04% (n=732), iar
dintre acestea: 60,24%(n=441) au fost C. obsoletus, 39,30%(n=287) au fost
C.pulicaris.si 0,55% (n=4) au fost C.nubeculosus,iar activitatea vectoriala a
culicoidelor a fost semnalata in perioada aprilie-noiembrie la valori termice
cuprinse intre 10°C si 28°C pentru C. pulicaris, in perioada iunie-august cand
valorile termice au fost cuprinse intre 14°C si 28°C pentru C. obsoletus si in
luna iulie la valori termice cuprinse intre 21°C si 28°C pentru C. nubeculosus.

Tn anul 2017, incidenta insectelor Culicoides a fost de 14,81% (n=1050) iar
dintre acestea 99,14% (n=1041) au fost C.obsoletus si 0,85% (n=36) au fost
C.pulicarisiaractivitatea vectoriala a culicoidelor C. pulicaris a fost semnalata
in luna mai, cand valori termice au fost cuprinse intre 13°C si 19°C. si in
perioada august-octombrie cand valori termice au fost cuprinse intre 6°C si
28°C, iar C. obsoletus si-a desfisurat activitatea vectoriald in iulie-august
cand valorile termice au fost cuprinse intre 11 si 28 °C.

Analiza statisticd aratd tendinta de crestere a densitatii culicoidelor 1in
teritoriul judetului Galati.

C. obsoletus si C. pulicaris sunt constant intr-o relatie de cohabitare fiind
principalele specii vectoriale prezente constant in judetul Galati.

7.4.Supravegherea entomologica in judetul Tulcea

Prin pozitia sa geografica, inconjuratd din trei parti de ape si prin prezenta Deltei

Dunarii, un muzeu viu al biodiversitatii, cu o climd continental excesiva si precipitatii
reduse dar cu umiditate atmosfericd ridicata in zona Deltei, judetul Tulcea este un

teritoriu deosebit, care ofera conditii favorabile supravietuirii si inmultirii insectelor
zburdtoare inclusiv pentru speciile de tantari din complexul Culicoides.
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7.4.1. Materiale si metode de lucru

Prelevarea probelor a constat in amplasarea de capcane fixe si mobile, in vederea
capturarii si identificarii insectelor culicoide urmate de conservarea acestora.

Capcanele fixe, utilizate pentru capturarea insectelor, au fost amplasate Tn
localitatile cu animale santineld selectate pentru supravegherea serologica: Macin, Baia,
Nufaru si Sulina, iar capcanele mobile au fost montate in functie de predictiile de risc
vectorial.

Folosind GPS-ul,toate amplasamentele au fost identificate cu coordonatele
geografice: altitudine, latitudine si longitudine (tabelul 7.7, fig. 7.39).

Tabel 7.7./Table 7.7

Coordonatele GPS ale localitatilor cu capcane fixe si mobile din judetul Tulcea

GPS coordinates of localities with fixed and mobile traps in Tulcea County

JUDETUL Localititile tina Latitudine Longitudine Altitudine/
Tulcea metri
Micin 45.246853 28.1232296 36
Capcane fixe si Baia 447275247 28.6593816 10
mobile Nufaru 45.1466932 28.9036987 7
Sulina 45.1789296 29.2183294
Jijila 45.2981 28.1527 35
Turcoaia 45.1735 28.1969 37

Fig. 7.39. Harta cu locatiile capcanelor fixe si mobile, in judetul Tulcea
Fig. 7.39. Map with the locations of fixed and mobile traps, in Tulcea county

Modul de amplasare, kitul de colectare precum si tehnicile de prelevare,
conservare si examinare au fost descrise la cap.7.1.1.

Analizele de morfologie externd a insectelor culicoide au fost efectuate in cadrul
Laboratorului de Parazitologie din Tulcea.
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7.4.2. Rezultate si discutii

Tn perioada 2014-2017, au fost semnalate si identificate insecte Culicoides si
implicit speciile vectoriale C. obsoletus si C.pulicaris.

Atat incidenta insectelor culicoide cét si incidenta speciilor vectoriale din genul
Culicoides, a fost diferita de la un an la altul (tabelul 7.8., fig.7.40).

Tabel7.8./Table 7.8.
Situatia supravegherii entomologice, in judetul Tulcea
The situation of entomological surveillance, in Tulcea county

Nr. insecte C. obsoletus  C.pulicaris Alte specii

capcane capturate Culicoides
nr % nr % nr % nr %

54 8834 1197 1354 774 64,66 303 2530 120 10,02

86 9671 2056 21,25 1466 71,30 270 13,13 320 15,56

82 15203 1865 12,26 1159 62,14 509 27,30 197 10,56

72 11202 1105 9,86 672 60,82 235 21,26 198 17,92

Tn anul 2014, au fost montate 34 de capcane mobile si fixe cu ajutorul cdrora s-au
efectuat 31 capturi, la 10 dintre acestea fiind identificate si insectele Culicoides. Din cele
8834 de insecte zburdtoare capturate, 1197 (13,54%) au fost insecte Culicoides.
Analizénd insusirile morfologice ale acestora s-au identificat 774 (64,66%) specimene
apartindnd complexul C. obsoletus,303 (25,30%)insecte din specia C. pulicarissi 120
(10,02%) au apartinut altor specii de culicoide non-vectoriale.
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Fig. 7.40. Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2014, in judetul
Tulcea
Fig. 7.40. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2014, in Tulcea County

Ca si in celelalte judete din regiunea de Sud Est si in judetul Tulcea, insectele
culicoide si-au Tnceput activitatea in luna aprilie cand limitele termice au fost cuprinse
intre 10°C si 13°C.

Adultele de C. obsoletus au fost identificate Tn majoritatea colectelor lunare
obtinute péana in luna octombrie, fiind active la un panel termic a caror valori au fost
cuprinse intre 8°C si 34°C (fig. 7.41).
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In majoritatea capturilor s-a constatat prezenta exemplarelor de C. obsoletus
simultan cu C. pulicaris.
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Fig.7.41 Distributia grafica a speciilor de Culicoides Tn raport cu valorile termice din anul
2014, judetul Tulcea
Fig.7.41 Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values from
2014, Tulcea county
C. pulicaris a evoluat in doua perioade ale anului. O prima perioada de activitate a

fost cuprinsi intre mai si iulie cand valorile termice erau cuprinse intre 14°C si 29°C, iar a
doua perioada de activitate a fost semnalata in lunile septembrie- octombrie, cand valorile
termice s-au situat intre 18°C si 27°C.

Alte specii Culicoides non-vectoriale au fost identificate in capturile din iulie §i
august , perioada in care valorile termice au fost cuprinse intre 18°C si 31°C.

Tn anul 2015, au fost montate 86 de capcane mobile si fixe cu ajutorul carora s-au
efectuat 67 capturi, si au fost capturate 9671 de insecte. Dintre acestea, 2056 (21,25%) au
fost insecte culicoide, iar pe baza morfologiei externe 1466 (71,30%) specimene au
apartinut complexuluiC. obsoletus, 270 (13,13%) au apartinut complexuluiC. pulicaris si
320(15,56%) au fost alte specii de culicoide (fig.7.42).
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Fig.7.42.Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2015, in
judetul Tulcea
Fig.7.42.Distribution of the Culicoides species identified in 2015, in Tulcea county
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Pe parcursul anului 2015, activitatea insectelor culicoide a fost semnalata din luna
aprilie pana in luna noiembrie. Specia vectoriald C. obsoletus a fost identificata in

majoritatea capturilor obtinute din luna aprilie i pana in luna noiembrie la valori termice
cuprinse intre 7°C si 34°C (fig.7.43).
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Fig.7.43 Distributia grafica a speciilor de Culicoides in raport cu valorile termice din anul

2015, judetul Tulcea
Fig.7.43 Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values from

2015, Tulcea county

Specia C. pulicaris, a evoluat alaturi de C. obsoletus , din aprilie si pand in
septembrie, fiind semnalata in perioadele in care valorile termice de la apus si rasarit au
fost cuprinse intre 8°C si 34°C.

In aceastd perioadd s-au suprapus si alte specii de Culicoides non-vectoriale a
ciror prezenta a fost semnalati la temperaturi termice cuprinse intre 8°C si 30°C.

Tn anul 2016, au fost utilizate 82 de capcane cu care s-au efectuat 61 capturi, la 19
dintre ele fiind identificate si insecte Culicoides. Din cele 15203 insecte capturate, 1865
(12,26%) au fost insecte Culicoides. Pe baza morfologiei externe, 1159 (62,14%)
specimene au fost incadrate incomplexul C. obsoletus ,509 (27,30%) specimene au
apartinut speciei C. pulicaris si 197(10,56%) au fost alte specii de culicoide non vectoriale
(fig.7.44).
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Analizand profilul termic la care s-au capturat culicoizii, s-a constatat ca in anul

2016, C.obsoletus si-a Tnceput activitatea Tn luna mai cand valorile termice au fost
cuprinse ntre 8°C si 25°C. Femelele hematofage au fost capturate in fiecare luni pani in

octombrie, aratand ci s-au adaptat foarte bine la diferite plaje termice cuprinse intre 8°C si
34°C.
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C. obsoletus C. pulicaris alte specii

Fig.7.44. Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2016, in judetul
Tulcea
Fig.7.44. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2016, in Tulcea county

Specimenele C. pulicaris au fost semnalate incepand cu sfarsitul lunii mai si pana
in septembrie, supravietuind la valori termice cuprinse Tntre 12°C si 34°C. In aceleasi

perioada de timp, incepand cu luna iunie §i pana in luna august, au fost semnalate si alte
specii de culicoide non-vectoriale (fig.7.45).
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Fig.7.45. Distributia grafica a speciilor de Culicoides Tn raport cu valorile termice din anul
2016, judetul Tulcea
Fig.7.45. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of 2016,
Tulcea County
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Tn anul 2017, s-au utilizat 72 de capcane si s-au efectuat 63 capturi , la 22 dintre
ele fiind identificate si insecte Culicoides. Din cele 11202 insecte zburatoare
capturate,1105 (9,86%) au fost insecte Culicoides . Analiza morfologiei externe, a dus la
identificarea a 672 (60,82%) specimene din complexul C. obsoletus,
235(21,26%)C.pulicaris si 198(17,92%) de alte specii culicoide non-vectoriale (fig.7.46).

m 2017

C. obsoletus C. pulicaris alte specii

Fig.7.46. Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2017, in judetul
Tulcea
Fig.7.46. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2017, in Tulcea county

In anul 2017, incidenta culicoizilor a fost mult mai redusi (9,86%) comparativ cu
anii anteriori (tabelul 7.7.), iar activitatea nocturna a acestor insecte a fost semnalata
incepand cu luna mai pana in luna octombrie, cand valorile termice au fost cuprinse intre
10°C si 35°C pentru C.obsoletus si intre 12°C si 35°C pentru C.pulicaris. Simultan, in
perioada mai-iulie cand valorile termice au fost cuprinse intre 12°C si 29°C s-au semnalat
si celelalte specii de culicoizi non-vectoriali ( fig. 7.47).
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Fig.7.47 Distributia grafica a speciilor de Culicoides Tn raport cu valorile termice din anul
2017, judetul Tulcea
Fig.7.47. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of 2017,
Tulcea county
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Comparand rezultatele obtinute in judetul Tulcea, la supravegherea entomologica

anuald, s-a constatat o descrestere a ponderei densitatii insectelor culicoide capturate, de
la 13,54% (2014), la 21,25% (2015), pana la 12,26% (2016) si la 9,86% in 2017, ( fig.

7.37).
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Fig. 7.37. Tendinta de descrestere lineara a densitatii speciilor de Culicoides in
judetul Tulcea
Fig. 7.37. Trend of linear decrease in Culicoides species density in Tulcea County

Analizand incidentei speciilor culicoide vectoriale reiese faptul ca C. obsoletus si
C. pulicaris coabiteaza in acelasi areal, iar curbele de incidenta aratd ca activitatea celor

doua specii vectoriale nu se influenteaza reciproc. Analiza statistica a incidentei speciei C.
obsoletus a generat o linie de tendinta moderat descrescatoare in timp ce, pentru specia

C. pulicaris si celelalte specii culicoide,
teritoriul judetului Tulcea (fig. 7.38).
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Fig.7.38 Incidenta si tendinta de evolutie a speciilor de Culicoides in perioada 2014-2017, in
judetul Tulcea
Fig.7.38 The incidence and evolution trend of Culicoides species in the period 2014-2017, in
Tulcea County
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Tn Romania, modelul sezonier anual al culicoidelor vectoriale Tncepe in luna mai
si Inceteaza in septembrie, fiind direct influentat de climat, specificitatea biologica a
speciilor, locurile de inmultire si disponibilitatea gazdelor (Versteirt s.a., 2017). Analiza
datelor obtinute in studiu efectuat aratd o extindere a perioadei de activitate a
culicoidelorC. aobsoletus si C. pulicaris, prezenta lor fiind semnalatd inca din luna aprilie
(2014, 2015) si pana in luna octombrie (2015, 2017).

7.4.3. Concluzii

Investigatiile privind monitorizarea vectorilor transmitatori ai virusului
Bluetongue, au dus la urmatoarele concluzii:

8. 1n judetul Tulcea, au fost identificate insecte hematofage din complexul C.
obsoletus, C.pulicarisconsiderate vectori pentru transmiterea bolii limbii
albastre.

9. Tn anul 2014, incidenta insectelor Culicoides a fost de 13,54 % (n=1197),
dintre acestea 64,66% (n=774) au fost C. obsoletus, 25,30% (n=303) au fost
C.pulicaris si 10,2% (n=120) au fost specii de Culicoides ,,non-vectoriale”, iar
activitatea vectoriala a culicoidelor a fost semnalata: in luna aprilie pana in
octombrie, la valori termice cuprinse intre 8°C si 34°C pentru C. obsoletus , in
perioada mai iulie i septembrie-octombrie cand valori termice au fost
cuprinse Tntre 14°C- 29°C pentru C. pulicaris.

10. Tn anul 2015, incidenta insectelor Culicoides a fost de 21,25 (n=2056), dintre
acestea 71,30% (n=1466) au fost C. obsoletus, 13,13%% (n=270) au fost
C.obsoletus si 15,56% (n=320) au fost specii de Culicoides ,,non-vectoriale”,
iar activitatea vectoriala a culicoidelor a fost semnalata in perioada aprilie-
noiembrie, la valori termice cuprinse ntre 7°C si 34°C pentru C. obsoletus si
in perioada aprilie-septembrie la valori termice cuprinse intre 8°C si 34°C
pentru C. pulicaris.

11. Tn anul 2016, incidenta insectelor Culicoides a fost de 12,26% (n=1865),
dintre acestea: 62,14%(n=1159) au fost C. obsoletus, 27,30%(n=509) au fost
C.pulicaris.si 10,56% (n=197) au fost specii de Culicoides ,,non-vectoriale”,
jar activitatea vectoriala a culicoidelor a fost semnalatd in perioada mai-
octombrie la valori termice cuprinse intre 8°C -34°C pentru C. obsoletus, in
perioada mai-septembrie, cand valorile termice au fost cuprinse intre 12°C si
34°C pentru C. pulicaris.

12. Tn anul 2017, incidenta insectelor Culicoides a fost de 9,86% (n=1105),
dintre acestea 60,82% (n=672) au fost C.obsoletus, 21,26% (n=235) au fost
C.pulicaris §i17,92% (n=198) au fost specii de Culicoides ,,non-vectoriale”,
iar activitatea vectoriald a culicoidelor C. obsoletus a fost semnalatd in luna
mai-octombrie cand valori termice au fost cuprinse Tntre 10°C-35°C si 12°C -
35°C pentru C. pulicaris.
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13. Analiza statistica efectuata pentru perioada 2014-2017, aratd tendinta de
descrestere a densitatii culicoidelor in teritoriul judetului Tulcea.

14. Conditiile topo-geo-climatice ale judetului Tulcea sunt favorizante pentru
aparitia unor noi specii vectoriale din genul Culicoides.

7.5. Analiza comparata a situatiei entomologice in judetele din Sud-
Est a Romaniei

Investigatiile efectuate in vederea evaluarii situatiei entomologice, au dovedit
existenta insectelor culicoide, in judetele Vrancea, Galati, Briila si Tulcea inca din anul
2014, an reprezentativ pentru epidemiologiaBluetongue in Romania.

7.5.1. Materiale si metoda de lucru

Pentru analiza comparatd a situatiei entomologice din judetele Vrancea, Galati,
Briila si Tulcea, datele obtinute au fost ordonate si grupate in tabele centralizatoare si
tabele comparative.

Toate tabelele comparative au avut acelagi numar de caracteristici (anul si judetul)
la care s-au raportat valorile procentuale ale incidentei diferitelor specii de Culicoides.
Incidenta este un indicator de frecventa cu ajutorul céruia s-a calculat numarul de insecte
Culicoides care au aparut intr-un teritoriu, raportat anual (Savuta,2007 ).

Pentru a obtine distributiile de incidentd rezultatele au fost corelate in functie de
specia de Culicoides, arealul si perioada de monitorizare a acestor specii.

Variabilele cantitative (numarul de culicoizi si ponderea) au fost exprimate in ani
(2014, 2015, 2016, 2017) si perioada/intervale de timp (2014-2017).

Pentru a identifica tendinta de evolutie a speciilor de Culicoides pe modelul grafic
au fost generate liniile de tendintd polinomiald. Linie de tendintd polinomiald se
utilizeaza atunci cand exista fluctuatii mari de date si se pot obtine curbele de crestere si
descrestere valorica.

7.5.2. Rezultate si discutii

Din analiza datelor obtinute se observa ca populatia de insecte culicoide a variat
de la un judet la altul iar prevalenta a fost influentata de arealul geografic (tabelul 7.9).

Genul Culicoides, include multe specii vectoriale precum:C.chioperus,
C.scoticus,C. imicola, C. devulfi,Culicoides lupicaris, Culicoides punctatus, Culicoides
newsteadi, C. pulicaris, C. obsoletus,etc., cu rol vectorial in transmiterea Bluetongue in
Europa (Paslaru s.a., 2018, Mot s.a., 2018). Studiul efectuat in judetele Galati, Vrancea
Braila si Tulcea u evidentiat doar speciile vectoriale C obsoletus si C. pulicaris,iar dintre
speciile non-vectoriale C. nubeculosus.
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Tabel 7.9./Table 7.9.
Prevalenta insectelor culicoide in perioada 2014-2017
The incidence of culicoid insects in 2014-2017

Culicoides C obsoletus C.pulicaris  C.nubeculosus alte specii

nr % nr % nr % nr. % nr %
GL 40013 2196 548 1693 77,09 514 234 11 05 5 0,22
VR 15208 1963 12,9 1338 68,16 625 3183 0 0 0 0
BR 61314 1405 2,30 389 27,68 944 67,18 15 1,06 57 4,05
- 44910 6223 13,85 4071 6541 1317 21,16 O 0 835 1341

Analiza incidentei vectoriale, raportatd la numarul de insecte capturate in toata
perioada luatd in studiu (2014-2017), a aratat ca Tulcea a fost teritoriul cu cea mai mare
densitate de insecte culicoide (13,85%), urmatd de Vrancea (12,9%) si Galati (5,48%). In
mod surprinzator, desi judetul Briila are o topografie asemanitoare cu cea a judetului
Galati, densitatea vectorilor culicoizi a fost mult mai redusa (2,3%) (fig. 7.39).
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Fig. 7.39 Reprezentarea grafici comparativi a densititii insectelor Culicoides, Tn perioada
2014-2017
Fig. 7.39 Comparative graphical representation of the density of Culicoides insects in the
period 2014-2017

Din fig.7.40.reiese caC. obsoletus a fost prezent intr-o pondere ce a variat de la
77,09% (Galati),la 65,41% (Tulcea), la 68,16% (Vrancea) si la 27,68% in Braila.Acesta
prevalenta ridicata aratda cd C. obsoletusa avut o capacitate mai mare de adaptare la
conditiile climatice din regiunea de Sud-Est. Incidenta speciei C.pulicaris a fost mult mai
redusd, variind intre 21,16% (Tulcea), 23,4% (Galati), 31,83% (Vrancea) si 67,18%
(Braila).C. nubeculosus a fost nesemnificativ din punct de vedere al incidentei (0,50%)
in judetul Galati si judetul Braila (1,06%) si nu au fost identificate in celelalte judete luate
in studiu. De asemenea, a reiesit cd, judeteleGalati (0,22%) si Braila (4,05%) ofera
conditii favorizante pentru aparitia §i supravietuirea altor specii culicoide, considerate
pana la acest moment, fara risc vectorial.
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Fig. 7.40. Reprezentarea grafica comparativd a incidentei speciilor Culicoides Tn
perioada 2014-2017
Fig. 7.40. Comparative graphical representation of the incidence of Culicoides species in
the period 2014-2017

Nomograma de distributie vectoriala realizata pe baza incidentei anuale
comparative in teritoriu, arata variabilitatea acestor specii vectoriale in regiunea de Sud-
Est (fig.7.41).

Pe parcursul celor patru ani de monitorizare, cele doud specii culicoide au
supravietuit in acelasi areal, iar incidenta lor s-a modificat, cel mai probabil ca urmare a
factorilor de mediu anuali: variatii mari de temperatura, perioade lungi de umiditate sau de
seceta, etc.
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Fig. 7.41. Nomograma de distributie anuala si evolutie a celor mai importante specii
vectoriale: Culicoides obsoletus si Culicoides pulicaris, Tn arealul studiat
Fig. 7.41. Annual distribution nomogram and evolution of the most important vector species:
Culicoidesobsoletus and Culicoides pulicaris, in the studied area
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Din analiza statistica a datelor prezentate in nomograma de distributie anuala, a
reiesit faptul in perioada 2014-2017, linia de previziune polinomiald pentru specia C.
obsoletus in regiunea de Sud Est a Romaniei a fost usor crescitoare, ceea ce presupune
mentinerea sau cresterea in mod unitar a densitatii acestora in regiune ( fig.7.42).
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Fig. 7.43. Tendinta polinomiala si de previziune a speciei C. obsoletus, in regiunea Sud-Est
a Romaniei, 2014-2017
Fig. 7.43. The polynomial and forecast trend of the species C. obsoletus, in the South-East
region of Romania, 2014-2017
Pentru specia C. pulicaris, linia de previziune polinomiala este 1n usoara
descrestere dar care nu previzualizeaza incapacitatea de adaptare si posibila disparitie a

acestei specii vectoriale in regiunea de Sud-Est a Romaéniei (fig.7.44).
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Fig.7.44 Tendinta polinomiala si de previziune a speciei C. pulicaris, in regiunea Sud-Est a
Romaéniei, 2014-2017
Fig.7.44 The polynomial and forecast trend of the species C. pulicaris, in the South-East
region of Romania, 2014-2017

In ce priveste specia C. nubeculosus, prezenta sa sporadicd in cei patru ani de
monitorizare a generat statistic o linie de previziune polinomiald in continud descrestere
si prin urmare este posibil ca, conditiile topo-geo-climaterice ale regiunii si nu fie
prielnice inmultirii acestei specii de Culicoides ( fig.7.45).
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Fig. 7.45. Tendinta polinomiala si de previziune a speciei C. nubeculosus, n regiunea Sud-Est
a Roméniei, 2014-2017
Fig. 7.45. The polynomial and forecast trend of the species C. nubeculosus, in the South-East
region of Romania, 2014-2017

Tn perioada 2014-2017, au fost observate si alte specii de Culicoides, care au fost
considerate specii non-vectoriale. Prezenta lor a fost sporadica in judetele Galati ( 2014),
Braila ( 2014-2016) si Tulcea ( 2014-2017). Analiza statistica a datelor obtinute arata
tendinta crescdtoare a incidentei acestor specii doar in judetul Tulcea ( fig7.46).

30 N
20 — —===
X 10 ”" x ‘§“%~ -/ . "‘— L 2
0 GL\VR\BR\TL GL\VR\BR\TL GL\VR\BR\TL GL\VR\BR\TL
2014 2015 2016 2017
—e—altespecii 2 | (25,1 10 . lo78ise | 1511068 | | [17.9

Fig.7.46. Tendinta polinomiala si de previziune a speciilor non vectoriale, in regiunea Sud-
Est a Romaniei, 2014-2017
Fig.7.46. The polynomial and forecast trend of non-vector species, in the South-East
region of Romania, 2014-2017

Prezenta si cresterea incidentei speciilor Culicoides non- vectoriale,in conditiile
climaterice aflate In continud si rapida schimbare, aratd probabilitatea crescuta a aparitiei
si adaptarii la conditiile locale a altor specii de culicoide potential vectoriale care nu au
mai fost semnalate ih zona de Sud-Est a Europei. Specia C. imicola evolueaza in jurul
bazinului mediteranian §i in Franta (tara cu clima temperat continentald). Prin urmare, si-
ar putea extinde cu usurintd arealul pe teritoriul Romaniei, unde efectele incalzirii globale
se resimt in mod accentuat.

Oscilatiile densitatii culicoidelor in judetele din regiunea monitorizata, S-ar
puteadatora tipului de capcane utilizate. Tn Romania ca si la nivel mondial, sunt
recomandate pentru  supravegherea entomologicd, capcanele luminoase. Emily G.
McDermott si col. (2015) au identificat niveluri foarte ridicate de virusuri la nivelul
ochilor si tesuturilor nervoase, ceea ce ar putea duce la alterarea vederii si modificarea
perceptiei fatd de lumina. Desi nu s-a dovedit cu exactitate comportamentul culicoidelor
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afectate de virusul Bluetongue, totusi, ipoteza este o supozitie plauzibila care ar putea
influenta realitatea vectoriala.

Conform literaturii de specialitate, insectele culicoide din complexul C. obsoletus
au densitatea cea mai mare in zonele cu clima complet umeda ale Europei Centrale si de
Nord (Peters s.a., 2011), iar C.pulicaris predomina in zonele temperate cu veri calde si
secetoase asemanatoare celor din Spania de Nord, Portugalia, Grecia si Italia continentala
(Katharina Brugger s.a. 2013). Avand in vedere rezultatele obtinute, putem afirma faptul
cda 1n regiunea de Sud-Est se intdlnesc conditiile climaterice complexe care au
privilegiat supravietuirea acestor culicoide vectoriale. Prin urmare specia cea mai bine
adaptata 1n regiunea de Sud-Est a fost C.obsoletus.

C.pulicaris, a avut o prevalenta variabila dar semnificativa in toata regiunea de
Sud-Est. Din analiza generald reiese ca aceastd specie, s-a adaptat cel mai bine la
conditiile geo-climaterice ale judetului Vrancea. Aceste rezultate arata ca oudle si larvele
de C.pulicaris rezista mai bine in zonele cu valori termice mai scazute, aspect mentionat
si in literatura de specialitate (Dzhafarov, 1964).

In general, boala evolueazi endemic in regiunile tropicale unde insectele sunt
active pe tot parcursul anului, iar in zonele temperate similare celor din Roménia, boala
poate s apara spre sfarsitul verii, cAnd creste densitatea acestor insecte vectoriale. Tn
cazul in care, iernile sunt blande, vectorii care nu sunt distrusi de inghet si frig pot
supravietui intr-un numar suficient de mare pentru a putea constitui un rezervor de boala,
caldura avand un rol important in cresterea ratei de infectie si replicarea virusului in
vector. Temperatura mediului Inconjurdtor este factorul principal care poate influenta
cresterea, dezvoltarea si raspandirea culicoizilor in zonele cu valori termice mai scazute
(Denison si Mellor, 2007).

Prezenta acestor insecte vectoriale in regiune, semnaleazd riscul major de
reaparitie a bolii Bluetongue, atunci cand in arealul unde supravietuiesc, existd animale
infectate cu virusul Bluetongue. Simpla prezenta a acestor culicoide, fara a exista virusuri
circulante la animalele receptive, nu prezinta interes epidemiologic major intrucat riscul
aparitiei bolii este unul redus. Cu toate acestea, exista studii care au reusit experimental sa
demonstreze rolul altor insecte hematofage in transmiterea virusului. Aceasta suspiciune a
fost consecinta activarii unor focare de Bluetongue, dupa o lungé perioada de timp, cu
mult mai mare decét perioada maxima de supravietuire a culicoizilor, si la valori termice
scdzute care nu au permis replicarea virusurilor in vectorii culicoizi posibil supravietuitori
(Estrada-Pena s.a., 2004). Ca urmare, s-au formulat ipotezele privind persistenta virusului
in lunile de iarna fara ca acesta sa fie detectat sau posibilitatea ca acest virus Bluetongue
si fie transmis de la alte insecte hematofage. In acest context, Bouwknegt Chantal
s.a.(2010), a demonstrat experimental, capacitatea de supravietuire a virusul BTV8 la
patru specii de capuse: Ixodes ricinus, Ixodes hexagonus, Dermocentor reticulatus si R.
bursa care, pentru hranire, folosesc o gama larga de gazde, inclusiv bovinele, ovinele si
caprinele (Estrada-Pena s.a., 2004).

Regiunea de Sud-Est a Romaniei este mult mai aproape de zona Balcanica, acolo
unde, de-alungul timpului boala a evoluat epidemic, aceasta regiune fiind considerata si in
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prezent zona cu risc major atit prin prezenta culicoidelor cat gi prin prezenta animalelor
contaminate cu virusul Bluetongue.

In ultima perioada, datorita schimbarilor climatice, in Romaénia si in mod special
Sudul si Sud-Estul tarii, s-au inregistrat temperaturi ale mediului inconjurator extrem de
favorabile inmultirii si supravietuirii culicoizilor de-alungul intregului an,transforménd
aceste regiuni in zone cu focalitate naturala care trebuie supravegheate corespunzator.
Fenomenul de incalzire globald a condus la cresterea temperaturilor multianuale si la
extinderea arealului ce ofera conditii optime de viata insectelor culicoide dincolo de 40°
latitudine nordica, depasind chiar bariera celor 50° latitudine nordica, fiind semnalata
prezenta acestor insecte pana la 55° latitudine nordica. Raportul de Evaluare al IPCC
(Intergovernmental Panel on Climate Change), publicat in 2007 descrie o tranzitie
accelerata catre incalzirea globald, marcatd de situatii mai frecvente cu temperaturi
extreme, inclusiv valuri de caldura, agravarea secetei in unele regiuni, precipitatii mai
abundente Tn alte regiuni, topirea ghetarilor si a ghetii arctice, precum si cresterea globala
a nivelului mediu al marilor si oceanelor. Conform acestui raport, temperatura medie
globala a aerului a crescut cu aproximativ 0,74°C in ultimii 100 de ani (1906 -2005) fata
de 0,6 °C pe perioada 1901-2000 (Raport IPCC, 2001, Analiza de risc Bluetongue, 2014).
Romania, are extremitatile pe axa Nordului la o altitudine cuprinsa ntre 48°15°06” si
43°37°077(http://ro-geo.ro/romania-date-generale).Ca  urmare, insectele  culicoide
vectoriale s-au propagat atit in Sud Estul Romaéniei cét si in celelalte regiuni si din
analiza procentuala a densitatii acestor populatii in cei patru ani de monitorizare, a reiesit
acest caracter de focalitate naturala.

Judetele monitorizate detin forme variate de relief atat din punct de vedere al
altitudinii cat si al formei, cu numeroase rezervatii naturale unde flora si fauna creaza
habitate complexe pentru supravietuirea si inmultirea acestor insecte vectoriale. Tn acest
context, animalele salbatice si receptive la virusul Bluetongue si relatia stransa dintre
acestea si insectele vectoriale constituie un alt factor de risc care poate explica persistenta
virusului Tn regiune.

7.5.3. Concluzii
Din analiza comparata a situatiei entomologice, s-au desprins urmatoarele
concluzii:

1. Tn anul 2014, cand a fost semnalat primul focar de Bluetongue in Romania,
insectele culicoide au fost prezente n toata regiunea de Sud-Est a Romaniei.

2. Speciile vectoriale Culicoides obsoletus si Culicoides pulicaris au evoluat
simultan 1n fiecare dintre judetele monitorizate.

3. Analiza incidentei vectoriale, raportatd la numarul de insecte capturate in toatd
perioada luata in studiu (2014-2017), a aritat ca Tulcea a fost teritoriul cu cea mai
mare densitate de insecte culicoide (13,85%), urmata de Vrancea (12,9%), Galati
(5,48%) si Braila( 2,3%).
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Variatiile incidentei culicoidale pot fi consecinta factorilor de mediu anuali:
variatii mari de temperatura, perioade lungi de umiditate sau de seceta.

Tn perioada 2014-2017, linia de previziune statistica pentru C. obsoletus a fost cu
tendinta crescatoare, ceea ce presupune mentinerea sau cresterea in mod unitar a
densitatii acestora in regiunea de Sud-Est a Romaniei.

Tn perioada 2014-2017, linia de previziune statistica pentru C. pulicaris a fost cu
tendinta usor descrescatoare, dar care nu previzualizeaza incapacitatea de adaptare
si posibila disparitie a acestora.

Tn perioada 2014-2017, linia de previziune statistica pentru C. nubeculosus a fost
cu tendintd continud descrescatoare ceea ce presupune ca, conditiile topo-geo-
climaterice ale regiunii, nu au fost prielnice inmultirii acestei specii de culicoide.
Fenomenul de incélzire globala a condus la cresterea temperaturilor multianuale si
la extinderea arealului culicoizilor in Romania, iar conditiile topo-geo-climaterice
din judetele Vrancea, Galati, Briila si Tulcea ofera regiunii caracterul de
focalitate naturala.
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CAPITOLUL VI
CONCLUZII FINALE SI RECOMANDARI

Cercetirile epidemiologice efectuate in perioada 2014-2017, privind Boala limbii albastre
(Bluetongue) la rumegitoarele domestice din regiunea de Sud-Est, au dus la desprinderea
urmaétoarelor concluzii:

1. Strategia de monitorizare serologica, virusologica si entomologica in Bluetongue, a
fost aplicatda in mod diferit, in functie de situatia epidemiologica anuala din fiecare judet luat in
studiu.

2. Tn perioada 2014-2017, au fost testate 12846 probe de ser, din care:3052 probe de ser
prelevate de la 2342 bovine si 180 caprine din judetul Galati, 2778 probe de ser obtinute de la
1666 bovine, 946 ovine si 4 caprine din judetul Vrancea, 2388 probe de seruri, prelevate de la 2306
bovine, 36 ovine si 46 caprine din judetul Braila, si 4628 probe de seruri prelevate de la 4616
bovine, 8 ovine si 4 caprine din judetul Tulcea.

3. Monitorizarea serologica, efectuata prin tehnica cELISA la bovine, ovine si caprinele
domestice, a furnizat rezultate pozitive in toate judetele luate in studiu, varful epidemiologic fiind
situat:

a. 1n anul 2014, judetul Vrancea a avut cea mai ridicatd incidentd (58,5%) a

animalelor seropozitive, urmat de Galati (3,21%), Braila (2,24%) si Tulcea ( 0, 58%).

b. Tn anul 2015, incidenta animalelor seropozitive la Bluetonguea fost de 32% in

Vrancea,6,62% 1n judetul Braila, 2,74% in Galati si 0% in Tulcea, cu exceptia judetului

Bréila, unde ponderea a crescut la 6,62%.

c. In anul 2016, incidenta animalelor seropozitive a fost de 15,35% in judetul

Galati, 15,35% in VVranceasi 10,48% in judetul Briila.

d. Tnanul 2017, incidenta animalelor seropozitive a fost: 0,81% in judetul Galati si

3,35% n judetul Braila.

4.  Examenul virusologic efectuat prin tehnica Real Time-RT PCR,a evidentiat genomul
viral Bluetongue doar Tn anul 2014: 47,83% (n=77) din probele de s&nge bovin (n=161) si 50%
(n=102) din probe de sidnge ovin (n=204) din judetul Vrancea, 50% (n=2) din probele de sange
bovin (n=4) din judetul Galati, 66,66% (n=2) din probele de s&nge bovin (n=161) din judetul
Braila, 50% (n=1) din probele de singe bovin (n=2) si 50% (n=1) dintre ovinele (n=2) din judetul
Tulcea.

5. Tnanul 2014, cand a fost semnalat primul focar de Bluetongue n Romania, insectele
din genul Culicoides au fost identificate in toatd regiunea de Sud-Est a Romaniei, judetul Tulcea
fiind teritoriul cu cea mai mare densitate de insecte culicoide (13,85%), urmata de Vrancea
(12,9%), Galati (5,48%) si Briila (2,3%).

6. Investigatiile de biologie moleculard efectuate in Laboratorul de virusologie al IDSA
Bucuresti, au dus la identificarea serotipului BTV4 in toate regiunile din Romania, serotip care este
circulat in Sud-Estul Europei si care, Tn anii anteriori, a produs focare de Bluetongue in Grecia si
Ungaria, tari cu care Roménia a derulat contracte de comert intracomunitar cu rumegatoare.

7. Speciile vectoriale Culicoides obsoletus si Culicoides pulicaris au evoluat simultan
in fiecare dintre judetele monitorizate.

8. Confirmarea prezentei virusului Bluetongue la rumegatoarele domestice din regiunea
de Sud-Est a Romaniei, corelatd cu rezultatele supravegherii entomologice din arealul fiecdrui
judet, a dus, in anul 2014, la declararea al79 focare de Bluetongue semnalate in 43 localitati din
judetul Vrancea, 2 focare de Bluetongue in judetul Galati, 4 focare de Bluetongue in judetul Braila
si 2 focare de Bluetongue, in judetul Tulcea.
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9. In perioada 2015-2017, virusul Bluetongue nu a fost identificat la probele prelevate
de la rumegatoarele din judetele Vrancea, Galati, Braila si Tulcea.

10. Tabloul clinic in infectia cu virusul Bluetongue, la bovine a fost reprezentativ, fiind
identificate urmatoarele semne clinice: 100% (n=209) cu hiperemia mucoasei conjunctivale,
98,56% (n=206) cu epiford, 98,56%(n=206) cu sialoree,97,6% (n=204) cu ulceratii gingivale,
95,7% (1=200) cu tumefierea si cianoza limbii, 95,7% (n=200) cu edem nazal, 90,43% (n=189) cu
ulceratii ale mucoasei nazale, 88,90% (n=186) cu jetaj muco-purulent, 80,38% (n=168) cu necroze
circumscrise, si ulceratii la nivelul ugerului, 76,07% cu slabire accentuata; 73,2% (n=153%)
congestia zonei coronare,57,9% (n=121) cu fenomene nervoase ( torticolis), 48,32% (n=101) cu
diaree,45,93% (n=96) cu imobilitate, 44,01% (n= 92) cu exongulari, 13,88% (n=29) cu ulcere pe
trenul posterior si 5,26% (n=11) cu avorturi.

11. Tabloul clinic la ovine a fost similar cu cel de la bovine, evoluand la 94,66 %
(n=195) cu stare de prostratie, 100% (n=206) cu secretii nazale muco-purulente, 100% (n=206) cu
edeme si ulceratii nazale, 97,10% (n=200) cu cianoza mucoasei bucale si 100% (n=206) cu
ulceratii ale buzelor, 100% (n=206) cu ulceratii si necroze circumscrise la nivelul mucoasei bucale,
99,5% (n=205) cu sialoree, 53,4% (n=110) cu epifora, 99,5% (n=205) tumefierea si cianoza limbii,
96,6% (n=199) cu incapacitatea de a se deplasa si 64,10% (n=132) au prezentat slabire accentuata.

12. Infectia cu virusul Bluetongue la caprine, a avut o exprimare clinica redusa, fiind
observate urmatoarele simptome: 100% (n=3) caprine cu stare de prostratie, 100% (n=3) cu jetaj
muco-purulent, 100% (n=3) cu edeme si ulceratii nazale, 66,6% (n=3) cu cianoza mucoasei bucale
si 100% (n=3) cu schiopaturi.

13. Tabloul lezional a fost descrisla bovinele sacrificate de necesitate, unde incidenta
leziunilor a variat in functie de stadiul evolutiei clinice: la 100 % (n=8) bovine s-au identificat
petesii extinse la nivelul tesutului conjunctiv subcutanat, 75% (n=6) cu congestii si hemoragii la
nivelul pilierului anterior al rumenului, 100% (n=8) cu hipertrofie splenica, 87,5% (n=7) cu
hemoragii multifocale splenice si 100% cu hemoragii la baza arterei pulmonare, 87,5% (n=7) cu
congestia, edemul si cianoza laringelui si faringelui si 75% (n=6) prezentau edem pulmonar si
spumozitati traheo-bronsice.

14. Coreland rezultatele epidemiologice obtinute prin investigatiile serologice,
virusologice si entomologice, putem conchide faptul ca virusul Bluetongue se gaseste intr-0 stare
latentd, care nu a permis identificarea sa in perioada 2015-2017, dar care se poate reactiva sub
influenta principalilor factori predispozanti: prezenta insectelor vectoriale din genul Culicoides si
cresterea populatiei de animale receptive.

Avand Tn vedere riscul crescut de producere a unor noi focare de Bluetongue in regiunea
de Sud Est a Roméniei (judetele Galati, Braila, Vrancea si Tulcea) si efectele economice generate,
pentru supravegherea si prevenirea aparitiei bolii, recomandam urm:toarele méisuri:

1.  Controlul serologic al tuturor rumegatoarelor receptionate atat din interiorul spatiul
intracomunitar cat si din spatiul extracomunitar European, indiferent daca in tarile terte a evoluat
sau nu virusul Bluetongue.

2. Respectarea carantinei profilactice pentru toate animalele importate.

3. Mentinerea supravegherii serologice si virusologice la toate speciile de rumegatoare
domestice si salbatice.

4. Mentinerea supravegherea entomologice in toate regiunile Romaniei.

5. Efectuarea unor noi investigatii care sa stabileasca cu certitudine, rolul altor vectori
hematofagi in transmiterea virusului Bluetongue.

6. Efectuarea obligatorie a dezinsectiei in spatiile de adapost a animalelor in perioada
de linigte vectoriala (decembrie-februarie), asanarea si salubrizarea terenurilor care sunt surse
constante de vectori.
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CHAPTER VIII.
FINAL CONCLUSIONS AND RECOMANDATIONS

The epidemiological research carried out during 2014-2017, regarding Bluetongue disease
in domestic ruminants in the South-East region, have led to the following conclusions:

1. The strategy for serological, virological and entomological monitoring in Bluetongue,
has been applied differently, depending on the annual epidemiological situation in each county.

2. During 2014-2017, in the South-East region of Romania, 12846 serum samples were
tested, as follows: 3052 serum samples harvested from 2342 cattle and 180 goats from Galati
county, 2778 serum samples obtained from 1666 cattle, 946 sheep and 4 goats from Vrancea
county, 2388 samples collected from 2306 cattle, 36 sheep and 46 goats from Braila county, 4628
samples harvested from 4616 cattle, 8 sheep and 4 goats from Tulcea County.

3. The serological monitoring, performed by cELISA technique in cattle, sheep and
goats, has provided positive results in all the counties, revealing the epidemiological peak:

a. In 2014, Vrancea County had the highest incidence (58.5%) of seropositive

animals, followed by Galati (3.21%), Bréila (2.24%) and Tulcea (0, 58%).

b. In 2015, the incidence of positive animals in Bluetongue was 32% in Vrancea,

6.62% in Braila county, 2.74% in Galati and 0% in Tulcea, except for Braila county,

where the share increased to 6 62%.

c. In 2016, the incidence of seropositive animals was 15.35% in Galati county,

15.35% in Vrancea, 10.48% and in Braila county.

d. In 2017, the incidence of seropositive animals was 0.81% in Galati County and

3.35% in Braila County.

4. The virological examination performed by Real Time-RT PCR technique highlighted
the Bluetongue viral genome only in 2014, as follows: 47.83% (n = 77) of bovine blood samples (n
= 161) and 50% ( n = 102) from sheep blood samples (n = 204) from Vrancea County, 50% (n = 2)
from bovine blood samples (n = 4) from Galati county, 66.66% (n = 2) from samples of bovine
blood (n = 161) and 100% (n = 3) of blood samples taken from positive bovine animals with
suspected disease in Briila county, 50% (n = 1) of bovine blood samples (n = 2) and 50% (n= 1) of
the sheep (n = 2) in Tulcea County.

5. In 2014, when the first Bluetongue outbreak was reported in Romania, insects of the
genus Culicoides were identified throughout the South-East region of Romania, Tulcea County
being the territory with the highest density of culicoid insects (13.85 %), followed by Vrancea
(12.9%), Galati (5.48%) and Briila (2.3%).

6. The molecular biology investigations carried out by IDSA, led to the identification of
the BTV4 serotype in all regions of Romania, a serotype that is circulated in South-East Europe and
which, in previous years, produced Bluetongue outbreaks in Greece and Hungary, countries with
which Romania has conducted intra-Community trade agreements with ruminants.

7. Vector species Culicoides obsoletus and Culicoides pulicaris evolved simultaneously in
each of the monitored counties.

8. The confirmation of the presence of the Bluetongue virus in the domestic ruminants in
the South-East region of Romania, correlated with the results of the entomological surveillance in
the area ofeach county, led, in 2014, to the declaration of 179 Bluetongue outbreaks reported in 43
localities from Vrancea County, 2 Bluetongue outbreaks in Galati County, 4 Bluetongue outbreaks
in Braila County and 2 Bluetongue outbreaks in Tulcea County.
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9. During 2015-2017, the Bluetongue virus was not identified in the samples taken from
the ruminants from the counties of Vrancea, Galati, Briila and Tulcea.

10. The clinical picture in Bluetongue virus infection in cattle was representative, with the
following clinical signs: 100% (n = 209) with conjunctival mucosal hyperemia, 98.56% (n = 206)
with epiphora, 98.56% (n = 206) with sialoree, 97.6% (n = 204) gingival ulcers, 95.7% (n = 200)
with swelling and cyanosis of the tongue, 95.7% (n = 200) with nasal edema, 90, 43% (n = 189)
with ulcers of the nasal mucosa, 88.90% (n = 186) with muco-purulent discharge, 80.38% (n = 168)
circumscribed necrosis, ulcers in the uterus, 76.07% with weakeness; 73.2% (n = 153%) congestion
of the coronary area, 57.9% (n = 121) with nervous phenomena (torticollis), 48.32% (n = 101) with
diarrhea, 45.93% (n = 96) ) with immobility, 44.01% (n = 92) with exongulation, 13.88% (n = 29)
with ulcers on the posterior areas and 5.26% (n = 11) with abortions.

11. The clinical picture in sheep was similar to that in cattle, evolving to 94.66% (n = 195)
with prostration, 100% (n = 206) with muco-purulent nasal secretions, 100% (n = 206) with edema
and nasal ulceration, 97.10% (n = 200) with cyanosis of the oral mucosa and 100% (n = 206) with
ulceration of the lips, 100% (n = 206) with ulcers and necrosis circumscribed in the oral mucosa,
99.5% (n = 205) with sialoree, 53.4% (n = 110) with epiphora, 99.5% (n = 205) swelling and
cyanosis of the tongue, 96.6% (n = 199) were in the inability to move and 64.10% (n = 132)
showed marked weakness.

12. Bluetongue virus infection in goats had a reduced clinical expression, the following
being observed: 100% (n = 3) goats with prostration, 100% (n = 3) with muco-purulent discharge,
100% (n = 3) with edema and nasal ulceration, 66.6% (n = 3) with oral mucosal cyanosis and 100%
(n = 3) with lameness.

13. The lesion picture was described only in bovines slaughtered by necessity, where the
incidence of the aspects varied according to the clinical evolution: in 100% (n = 8) bovine animals,
enlarged petechiae were identified in the subcutaneous connective tissue, 75% (n = 6) presented
congestion and bleeding at the anterior pillar of the rumen, 100% (n = 8) showed splenic
hypertrophy, 87.5% (n = 7) with splenic multifocal hemorrhages and arterial pulmonary
hemorrhage. In 87.5% (n = 7) congestion, edema and cyanosis of the larynx and pharynx were
oserved and 75% (n = 6) of animals showed pulmonary edema and tracheo-bronchial foam.

14. Correlating the epidemiological results obtained by serological, virological and
entomological investigations, we can conclude that the Bluetongue virus is in a latent state, which
did not allow its identification during 2015-2017, but which can be reactivated under the influence
of the main predisposing factors: the presence of vector insects of the genus Culicoides and the
increase of susceptible animals population.

Given the increased risk of producing new Bluetongue outbreaks in the South-East region
of Romania and the economic effects generated by this disease, we recommend:

1. The serological control of all the ruminants received both from within the intra-
community and from the non-European area, whether or not the Bluetongue virus has evolved in
third countries.

2. Compliance with prophylactic quarantine for all imported animals.

3. Maintaining serological and virological surveillance in all species of domestic and wild
ruminants in all regions of Romania.

4. Maintaining entomological surveillance in all regions of Romania.

5. Carrying out new investigations that will establish with certainty the role of other
hematophagous vectors in the transmission of Bluetongue virus.

6. The compulsory carrying out of the disinsection in the animal shelter spaces during the
vectorial silence periode (December-February), the sanitation of the lands that are constant sources
of vectors.
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collected from BTV seropositive animals and tested by Real-Time RT-PCR, in Vrancea, 2014-2017
Fig.5.7. Incindeta virusului Bluetongue identificat prin Real Time-RT-PCR, ]n judetul Vrancea, 2014-
2017/Fig.5.7. The incidence of Bluetongue virus identified by Real-Time RT-PCR,in Vrancea, 2014-
2017

Fig.5.8. Distributia numerica a probelor prelevate de la animalele seropozitive pentru BTV si testate
prin Real-Time RT-PCR, in judetul Galati, perioada 2014-2017/ Fig.5.8. Numerical distribution of
samples collected from BTV seropositive animals and tested by Real-Time RT-PCR, in Galati, 2014-
2017

Fig.5.9. Incindeta virusului Bluetongue identificat prin Real Time-RT-PCR, Galati, 2014-2017

Fig.5.9. The incidence of Bluetongue virus identified by Real-time RT-PCR, in Galati, 2014-2017

Fig. 5.10. Distributia numerica a probelor prelevate de la animalele seropozitive pentru BTV si testate
prin Real-Time RT-PCR, in judetul Briila, perioada 2014-2017/ Fig.5.10. Numerical distribution of
samples collected from BTV seropositive animals and tested by Real-Time RT-PCR, in Braila, 2014-
2017

Fig.5.11. Incindeta virusului Bluetongue identificat prin Real Time-RT-PCR,in judetul Braila, 2014-
2017/ Fig.5.11. The incidence of Bluetongue virus identified by Real-time RT-PCR, in Braila, 2014-
2017

Fig.5.12. Distributia numerica a probelor prelevate de la animalele seropozitive pentru BTV si testate
prin Real-Time RT-PCR, in judetul Tulcea, perioada 2014-2017/ Fig.5.12. Numerical distribution of
samples collected from BTV seropositive animals and tested by Real-Time RT-PCR, in Tulcea, 2014-
2017

Fig.5.13. Incindeta virusului Bluetongue identificat prin Real Time-RT-PCR,in judetul Tulcea, 2014-
2017/Fig.5.13. The incidence of Bluetongue virus identified by Real-time RT-PCR, in Tulcea, 2014-
2017

Fig.6.1. Repartitia animalelor cu suspiciune de Bluetongue/Fig 6.1. The numerical distribution of
ruminant with suspicion of Bluetongue

Fig.6.2.Incidenta animalelor care au prezentat semne clinice specifice infectiei cu BTV, in perioada
2014-2017/Fig.6.2 Incidence of animals with clinical signs specific to BTV infection, 2014-2017

Fig. 6.3.Distributia cazurilor cu aspecte clinice de Bluetongue: a. 2014; b.2015/Fig. 6.3. Distribution
of clinical cases with Bluetongue: a. 2014; b.2015

Fig. 6.4.Reprezentarea grafica a incidentei semnelor clinice specifice infectiei cu virusul Bluetongue, la
bovine/Fig.6.4. Graphical representation of the incidence of clinical signs specific to Bluetongue virus
infection in cattle

Fig.6.5. Hiperemia mucoasei conjunctivale si epiford/Fig.6.5.Hyperemia of the conjunctival mucosa,
and epiphora

Fig.6.6. Hiperemia conjunctivala/ Fig.6.6.Hyperemia of the conjunctival mucosa

Fig.6.7. Sialoree si edem nazal la bovine/ Fig.6.7. Hepersalivation and nasal edema in cattle

Fig. 6.8. Edem si ulceratii nazale/ Fig. 6.8. Edema and nasal ulcers

Fig.6.9. Ulceratii gingivale la bovine/ Fig.6.9. Gingival ulcers in cattle

Fig. 6.10. Tumefierea si cianoza limbii/ Fig. 6.10. Swollen and cyanosis of the tongue

Fig. 6.11. Necroze localizate la nivelul ugerului / Fig.6.11. Necrosis located on the udder

Fig. 6.12. Necroze si ulceratii localizate la nivelul ugerului/Fig.6.12. Necrosisand ulcerations located
on the udder

Fig. 6.13. Necroze si cruste localizate la nivelul ugerului /Fig.6.13.Necrosis and scabs located on the
udder

Fig.6.14. Imposibilitatea deplasérii datorita afectarii zonei coronare/Fig.6.14. The impossibility of
moving due to damage to the coronary area

Fig. 6.15. Diaree si ulcere decubitale /Fig. 6.15. Diarrhea and decubital ulcers

Fig.6.16. Inflamatii vulvare/Fig.6.16. Vulvar inflammation

Fig. 6.17.Reprezentarea grafica a incidentei semnelor clinice specifice infectiei cu virusul Bluetongue,
la bovine/ Fig.6.17. Graphical representation of the incidence of clinical signs specific to Bluetongue
virus infection, in the cattle

Fig.6.18. Hemoragii in tesutul subcutanat / Fig.6.18. Hemorrhage in subcutaneous tissue

Fig.6.19. Hipertrofie splenica cu hemoragii multifocale/Fig.6.19. Splenic hypertrophy with multifocal
hemorrhage

102

103

104

105

106

107

107

108
112
114

115

116

116
116
117
116
116
116
116

117
118
118

118
118

119
120

120
187



Ana Samson (Tudose)

Fig. 6.20.Reprezentarea grafica a incidentei semnelor clinice specifice infectiei cu virusul Bluetongue,
la ovine/Fig.6.20. Graphical representation of the incidence of clinical signs specific to Bluetongue
virus infection in sheep

Fig. 6.21. Stare de prostratie si torticolis la ovine cu Bluetongue/Fig.6.21.Deviation and torticollis in
sheep with Bluetongue

Fig.6.22. Jetaj mucopurulent/Fig. 6.22. Mucopurulent secretions

Fig.6.23. Edem si ulceratii nazale/Fig.6.23. Edema and nasal ulcers

Fig.6.24. Cianoza mucoasei bucale si ulceratii ale buzelor /Fig.6.24. Oral mucosal cyanosis and lip
ulceration

Fig. 6.25.Sialoree la ovine/Fig.6.25. Excess salivation in sheep

Fig. 6.26. Tumefierea si cianoza limbii(limba albastra)/ Fig. 6.26. Swelling and cyanosis of the
tongue(blue tongue)

Fig. 6.27.Reprezentarea grafica a incidentei semnelor clinice specifice infectiei cu virusul Bluetongue,
la caprine /Fig.6.27. Graphical representation of the incidence of clinical signs specific to Bluetongue
virus infection in the goats

Fig.7.1. Harta distributiei arealului climatic specific pentru supravietuirea vectorilor culicoizi n
Romaénia, anterior anului 2014(OIE, 2017)/Fig.7.1. Map of the distribution of the specific climatic area
for the survival of culicoid vectors in Romania, prior to 2014 (OIE, 2017).

Fig. 7.2. Harta cu locatiile capcanelor permanente/Fig. 7.2. Map with locations of permanent traps
Fig.7.3. Capcane fixe, amplasate in interiorul addposturilor de animaleFig.7.3. Fixed traps, located
inside the animal shelters

Fig. 7.4. Examinarea culicoizilor capturati ( a si b)/Fig. 7.4. Examination of captured culicoids (a and
b)

Fig.7.5.. Identificarea si sortarea speciilor de Culicoides pe baza morfologieiFig.7.5 . Identification and
sorting of Culicoides species based on morphology

Fig. 7.6. Probe de culicoizi suspendate Tn TFS cu antibiotic/ Fig. 7.6. Samples of colicoids suspended
in TFS with antibiotic

Fig.7.7 Distributia graficd a speciilor de Culicoides identificate in anul 2014, in judetul Vrancea/Fig.7.7
Graphical distribution of Culicoides species identified in 2014, in Vrancea county

Fig.7.8.Distributia grafica a speciilor de Culicoides in raport cu valorile termice din anul 2014, judetul
Vrancea/Fig.7.8 Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values from
2014, Vrancea

Fig.7.9.Distributia graficd a speciilor de Culicoides identificate in anul 2015, in judetul Vrancea/Fig.7.9
Graphical distribution of Culicoides species identified in 2015, in Vrancea

Fig.7.10. Distributia graficd a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul 2015,
judetul Vrancea/Fig.7.10. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values
of 2015, Vrancea

Fig.7.11.Distributia grafici a speciilor de Culicoides identificate Tn anul 2016, in judetul
VranceaFig.7.11. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2016, in VVrancea

Fig.7.12. Distributia graficd a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul 2016,
judetul Vrancea/ Fig.7.12. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values
of 2016, Vrancea

Fig.7.13.Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2016, in judetul
VranceaFig.7.13. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2016, in VVrancea

Fig.7.14. Distributia graficd a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul 2017,
judetul Vrancea/ Fig.7.14. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values
of 2017, Vrancea county

Fig. 7.15. Tendinta de descrestere lineara a densitatii speciilor de Culicoides in judetul Vrancea/Fig.
7.15. The trend of linear decrease of the density of Culicoides species in VVrancea

Fig. 7.16. Incidenta si tendinta de evolutie a speciilor de Culicoides Tn perioada 2014-2017, in judetul
Vrancea/ Fig. 7.16. Incidence and evolution trend of Culicoides species in 2014-2017, in VVrancea

Fig. 7.17. Harta cu locatiile capcanelor permanente in judetul Braila/ Fig. 7.17. Map of the locations of
permanent traps in Braila County

Fig.7.18. Distributia graficd a speciilor de Culicoides identificate in anul 2014, in judetul
BrailaFig.7.18. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2014, in Braila

Fig.7.19. Distributia graficd a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul 2014,
judetul Braila/ Fig.7.19. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values
from 2014, Braila

Fig.7.20. Distributia graficd a speciilor de Culicoides identificate in anul 2015, in judetul
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BrailaFig.7.20. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2015, in Braila
Fig.7.21.Distributia graficd a speciilor de Culicoides in raport cu valorile termice din anul 2015,
judetul Braila / Fig.7.21. Graphical distribution of Culicoides species in relation to thermal valuesof
2015, Braila

Fig.7.22. Distributia graficd a speciilor de Culicoides identificate in anul 2016, in judetul
BrailaFig.7.22. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2016, in Braila

Fig.7.23. Distributia graficd a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul 2016,
judetul Braila/Fig.7.23. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of
2016, Braila county

Fig.7.24. Distributia grafici a speciilor de Culicoides identificate n anul 2017, in judetul
BrailaFig.7.24. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2017, in Braila

Fig.7.25. Distributia grafici a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul 2017,
judetul Braila/Fig.7.25. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of
2017, Braila

Fig. 7.26. Tendinta de descrestere lineard a densitatii speciilor de Culicoides Tn judetul BrailaFig. 7.26.
Trend of linear decrease of Culicoides species density in Braila

Fig. 7.27. Incidenta si tendinta de evolutie a speciilor de Culicoides Tn perioada 2014-2017, in judetul
Braila/Fig. 7.27. Incidence and evolution trend of Culicoides species in the period 2014-2017, in Braila
Fig. 7.28. Harta cu locatiile capcanelor fixe si mobile, in judetul Galati /Fig. 7.28. Map with the
locations of fixed and mobile traps, in Galati County

Fig.7.29 Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2014, in judetul GalatiFig.7.29
Graphical distribution of Culicoides species identified in 2014, in Galati county

Fig.7.30. Distributia graficid a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul 2014,
judetul /Fig.7.30. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values from
2014, Galati

Fig.7.31.Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2015, in judetul
GalatiFig.7.31.Distribution of the Culicoides species identified in 2015, in Galati County
Fig.7.32.Distributia graficd a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul 2015,
judetul Galati/Fig.7.32. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of
2015, Galati County

Fig.7.33.Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate Tn anul 2016, in judetul GalatiFig.7.33.
Graphical distribution of Culicoides species identified in 2016, in Galati

Fig.7.34. Distributia graficd a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul 2016,
judetul Galati Fig.7.34. Graphical distribution of Culicoides species in relation to thermal values in
2016, Galati County

Fig.7.35. Distributia graficd a speciilor de Culicoides identificate in anul 2017, in judetul
GalatiFig.7.35. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2017, in Galati county
Fig.7.36. Distributia grafica a speciilor de Culicoides Tn raport cu valorile termice din anul 2017,
judetul Galati/Fig.7.36. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of
2017, Galati

Fig. 7.37. Tendinta de crestere lineara a densitatii speciilor de Culicoides in judetul Galati/Fig. 7.37.
Trend of linear increase of Culicoides species density in Galati County

Fig.7.38 Incidenta si tendinta de evolutie a speciilor de Culicoides in perioada 2014-2017, in judetul
Galati/Fig.7.38 Incidence and evolution trend of Culicoides species in 2014-2017, in Galati County

Fig. 7.39. Harta cu locatiile capcanelor fixe si mobile, in judetul Tulcea/ Fig. 7.39. Map with the
locations of fixed and mobile traps, in Tulcea county

Fig. 7.40. Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2014, in judetul Tulcea/Fig.
7.40. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2014, in Tulcea County

Fig.7.41 Distributia grafica a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul 2014,
judetul Tulcea/Fig.7.41 Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values
from 2014, Tulcea county

Fig.7.42 Distributia grafica a speciilor de Culicoides identificate in anul 2015, in judetul
TulceaFig.7.42.Distribution of the Culicoides species identified in 2015, in Tulcea county

Fig.7.43 Distributia grafica a speciilor de Culicoides n raport cu valorile termice din anul 2015,
judetul Tulcea/Fig.7.43 Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values
from 2015, Tulcea county

Fig.7.44. Distribuia grafici a speciilor de Culicoides identificate n anul 2016, n judetul
TulceaFig.7.44. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2016, in Tulcea county
Fig.7.45. Distributia grafica a speciilor de Culicoides Tn raport cu valorile termice din anul 2016,
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judetul Tulcea/Fig.7.45. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of
2016, Tulcea County

Fig.7.46. Distributia graficd a speciilor de Culicoides identificate in anul 2017, in judetul
TulceaFig.7.46. Graphical distribution of Culicoides species identified in 2017, in Tulcea county
Fig.7.47. Distributia grafica a speciilor de Culicoides Tn raport cu valorile termice din anul 2017,
judetul Tulcea/Fig.7.47. Graphical distribution of Culicoides species in relation to the thermal values of
2017, Tulcea county

Fig. 7.37. Tendinta de descrestere linearda a densitatii speciilor de Culicoides in judetul Tulcea/Fig.
7.37. Trend of linear decrease in Culicoides species density in Tulcea County

Fig.7.38 Incidenta si tendinta de evolutie a speciilor de Culicoides in perioada 2014-2017, in judetul
GalatiFig.7.38 The incidence and evolution trend of Culicoides species in the period 2014-2017, in
Galati County

Fig. 7.39 Reprezentarea grafici comparativd a densitatii insectelor Culicoides, Tn perioada 2014-
2017Fig. 7.39 Comparative graphical representation of the density of Culicoides insects in the period
2014-2017

Fig. 7.40. Reprezentarea graficd comparativd a incidentei speciilor Culicoides Tn perioada 2014-
2017Fig. 7.40. Comparative graphical representation of the incidence of Culicoides species in the
period 2014-2017

Fig. 7.41. Nomograma de distributie anuald si evolutie a celor mai importante Specii vectoriale:
Culicoides obsoletus si Culicoides pulicaris, in arealul studiat/Fig. 7.41. Annual distribution nomogram
and evolution of the most important vector species: Culicoidesobsoletus and Culicoides pulicaris, in the
studied area

Fig. 7.43. Tendinta polinomiala si de previziune a speciei C. obsoletus, in regiunea Sud-Est a Romaniei,
2014-2017/Fig. 7.43. The polynomial and forecast trend of the species C. obsoletus, in the South-East
region of Romania, 2014-2017

Fig.7.44 Tendinta polinomiala si de previziune a speciei C. pulicaris, Tn regiunea Sud-Est a Romaniei,
2014-2017/.7.44 The polynomial and forecast trend of the species C. pulicaris, in the South-East region
of Romania, 2014-2017

Fig. 7.45. Tendinta polinomiald si de previziune a speciei C. nubeculosus, Tn regiunea Sud-Est a
Romaniei, 2014-2017/Fig. 7.45. The polynomial and forecast trend of the species C. nubeculosus, in
the South-East region of Romania, 2014-2017

Fig.7.46. Tendinta polinomiald si de previziune a speciilor non vectoriale, in regiunea Sud-Est a
Romaniei, 2014-2017/Fig.7.46. The polynomial and forecast trend of non-vector species, in the South-
East region of Romania, 2014-2017
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Anexa 3/ Annex 3
ABREVIERI
ABBREVIATIONS

BTV- virusul Bluetongue

IDSA- Institutul de Diagnostic si Sandtate Animald

RT/PCR- Real-Time Polymerase Chain Reaction Assays

OIE- Organizatia Mondiala pentru Sandtatea Animald

EHD- Epizootic haemorrhagic disease

EEE- Equine encephalosis virus

AHS - African horse sickness

VP7- proteina virala majora

BHK 21- Linie celulara de hamster tanar

VERO- linie celulara din rinichi de maimuta verde africand
i-ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)- testul imunoenzimatic indirecta
C-ELISA — ELISA de competitie

MIA- ftestul de imunoanaliza a microsferei

VNT- testul de seroneutralizare a virusului

E.C.- Comisia Europeand

DSVSA- Directia Sanitar Veterinara si pentru Siguranta animalelor
ANSVSAAutoritatea Nagionala Sanitare Veterinare si pentru Siguranta Alimentelor
SP- supraveghere serologica

SB- suspiciuni de boala

EDTA- Acidul etilendiaminotetraacetic

DO- densitate optica

Atc- anticorpi

VR-Vrancea,

GL-Galati,

BR-Brdila,

TL-Tulcea
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