uuuuuu

UNIVERSITATEA DE STIINTE AGRICOLE SI MEDICINA
VETERINARA ,ION IONESCU DE LA BRAD” IASI
FACULTATEA DE MEDICINA VETERINARA
Danie| Pistalysonea DOMENIUL MEDICINA VETERINARA

by Daniel Bucur
Bucur Dxe20e0is SPECIALIZAREA BOLI INFECTIOASE

Doctorand,
Cristian RAILEANU

TEZA DE DOCTORAT

Coordonator stiintific,
Prof. univ. dr. Gheorghe SAVUTA

IASI
2016




uuuuuu
nnnnnnnnnnnnnn

UNIVERSITY OF AGRICULTURAL SCIENCES AND
VETERINARY MEDICINE
“ION IONESCU DE LA BRAD” IASI

FACULTY OF VETERINARY MEDICINE

DOMAIN VETERINARY MEDICINE
SPECIALIZATION INFECTIOUS DISEASES

PhD student,
Cristian RAILEANU

DOCTORAL THESIS

Scientific coordinator,
Prof. Gheorghe SAVUTA, PhD

IASI
2016




MINISTERLL i
| EDUCALLETSU ¢ i
CERCETARII E 5
STINTIFICE

UMUNEREWROPESNA  Fomu
S0RU 2007-2013

Investeste in oameni!

Proiect cofinantat din Fondul Social European prin Programul Operational Sectorial
Dezvoltarea Resurselor Umane 2007 — 2013

Axa prioritara: 1. ,,Educatia si formarea profesionala in sprijinul cresterii
economice si dezvoltarii societatii bazate pe cunoastere”

Domeniul major de interventie: 1.5 ,Programe doctorale si post-doctorale in
sprijinul cercetarii”

Titlul proiectului: ,,Programe doctorale si postdoctorale pentru promovarea
excelentei in cercetare, dezvoltare si inovare in domeniile prioritare — agronomic
si medical veterinar, ale societatii bazate pe cunoastere”

Beneficiar: UNIVERSITATEA DE STIINTE AGRICOLE Sl MEDICINA VETERINARA
CLUJ-NAPOCA

ID Proiect: 132765

Cod contract: POSDRU/159/1.5/S/132765

TEZA DE DOCTORAT

CERCETARI EPIDEMIOLOGICE S| ETIOLOGICE
ASUPRA UNOR BOLI INFECTIOASE EMERGENTE CU
TRANSMITERE VECTORIALA iN ZONA DE EST A
ROMANIEI

Coordonator stiintific,
Prof. univ. dr. Gheorghe SAVUTA
Doctorand,
Cristian RAILEANU

IASI
2016




 MINISTERLL B
JjcouCALLE 5L 5@;

¥ CERCETARII : :
STINTIFICE s

uuuuuu

Invest in people!

Project co-financed by European Social Fund, through Sectorial Operational Program
Human Resources Development 2007 - 2013

Priority axis: 1. ,Vocational education and training in support of economic growth
and development of knowledge based society”

Major field of intervention: 1.5 ,Doctoral programs and postdoctoral research
support”

Project title: ,,Doctorale and postdoctorale programs to promote excellence in
research, development and innovation in the priority areas - agronomic and
veterinary medical, of the knowledge-based society".

Beneficiary: UNIVERSITY Of AGRICULTURAL SCIENCES and VETERINARY
MEDICINE CLUJ-NAPOCA

ID Poject: 132765

Contract code: POSDRU/159/1.5/S/132765

DOCTORAL THESIS

EPIDEMIOLOGICAL AND ETIOLOGICAL RESEARCH
REGARDING EMERGING VECTOR-BORNE
INFECTIONS IN EASTERN ROMANIA

Scientific coordinator,
Prof. Gheorghe SAVUTA, PhD
PhD student,
Cristian RAILEANU

IASI
2016




Teza de doctorat - 2016

CUPRINS
ABREVIERI ...ttt 13
LISTA TABELELOR.......cuiiiiiiiiiiicie e 15
LISTA FIGURILOR.....cc.ouiiiiiiiiiieieiicie sttt 17
INTRODUCERE. ...ttt 21
REZUMAT ..ottt 27

PARTEA | STADIUL CUNOASTERII

CAPITOLUL | CAPUSELE IXODIDAE CU ROL iN TRANSMITEREA

AGENTILOR PATOGENI LA ANIMALE SI LA OM iN ROMANIA ............... 51
1.1 Caracteristicile epidemio-climatice ale Romaniei..............ccccccvvvviinnnnins 52
1.2 Speciile de capuse Ixodidae cu rol de vector in Romania.................... 53

1.2.1 IXOAES FICINUS ...covvnieiiiie et e e 54
1.2.2 Haemaphysalis punctata ...........ccooeeeeeiiiiiiiiiiiii e, 56
1.2.3 Dermacentor retiCulatus ............eeeiieeeirieeiiiiie e e e e 57

1.3 Influenta factorilor biotici si abiotici in distributia si densitatea capuselor
.................................................................................................................. 60

CAPITOLUL 1I' AGENTI PATOGENI BACTERIENI TRANSMISI DE

CAPUSE ...ttt 62
2.1, BOITElIA SPP. oo 62
2.1.1 Specii patogene transmise de CAPUSE .......ceevvreeeiveniiiieeeeeeeeiiiinnn. 62
2.1.2 Transmitere i rezervor natural..............ccccooeceiiiiiiniiiece 64
2.1.3 Stadiul cunoasterii in Romania..............ccccooeiiiiii 65

2.2 RICKESIA SPP. e eeeeeee e 65
2.2.1 Specii patogene transmise de CAPUSE .......uuvrrrrrrrrrrrmmmmmmrnnnnnnnnnnnnns 68
2.2.2 Transmitere si rezervor natural...............ccccoeiiiiiiiiiiiin s 68



Raileanu Cristian

2.2.3 Stadiul cunoasterii iIn Romania............cccccoociiiiiiiiiiii e, 69
2.3 BartONella SPP. . .eeeeeeeeeeieieieeeeeeie ettt 72
2.3.1 Specii patogene transmise de CAPUSE.......ccceevveeeiirieiiiiiiiiieeeeeeiiins 74
2.3.2 Transmitere si rezervor natural ...............cccceeiiiiiiniiiiinnc e, 74
2.3.3 Stadiul cunoasterii iIn Romania............cccccoociiiiiiiiinii e, 74
2.4 ANAPIASINA SPP. +eveeverrrreereeeneereeeeeeeaeeesesesssessssessseeseensaeeenn e e b nnnnne 75
2.4.1 Specii patogene transmise de CAPUSE........uveiieeeirieeiiiiiiiieeeeneeennns 75
2.4.2 Transmitere si rezervor natural .............cccccceiiiiiiinniiniee 77
2.4.3 Stadiul cunoasterii in Romania............cccccoocviiiiiii, 77
2.5 Candidatus Neoehrlichia mikurensis..............cccccocviiiiiniiinine 78
2.5.1 Transmitere si rezervor natural ...............cocceiiiiiiiinnniiinn e, 79
2.5.2 Stadiul cunoasterii iIn Romania............cccccoociiiiiiiiie 79
2.6 Coinfectii cu agenti patogeni bacterieni in capuse ...........ccccccevviiineen. 79
CAPITOLUL Ill AGENTI PATOGENI VIRALI TRANSMISI DE CAPUSE......81
3.1 Virusul encefalitei de CApUSA ...........coooviiiiiiiiiii 81
3.1.1 Transmitere si rezervor natural ...............cccccciiiiiiiiiis 82
3.1.2 Stadiul cunoasterii in Romania............cccccccooviiiiiiiiii, 83
3.2 Virusul febrei hemoragice Crimeea-Congo ..........cccceeeeeeeeriiieiiiiiineeeeennn, 85
3.2.1 Transmitere si rezervor natural ...............cccccoeiiiiiiiii s 85
3.2.2 Stadiul cunoasterii in Romania.............ccccoeiiiiii e 86
3.3 Alte arbovirusuri transmise de CAPUSE ...........ccceeeiiiiiiiiiiiiiinc e 87

CAPITOLUL IV SECVENTIEREA DE ULTIMA GENERATIE (NGS) -

APLICATIE PENTRU EXPLORAREA MICROBIOMEI DIN CAPUSE .......... 90
4.1 Tehnologiile de secventiere actuale.................ccocceiiiiiiie e, 90
4.1.1 Tehnologia Humina..........cooooiiiii e 90
4.1.2 Tehnologia 10N TOIMeNt...........ccouiiiiiiiii 92
4.1.3 Tehnologia Pacific biOSCIENCES .........ccoveeiiiiiiiiiicee e, 93

4.2 Aplicatiile secventierii de ultima generatie..................cocoiiiiiiiencee, 94



Teza de doctorat - 2016

PARTEA A 1I-A CONTRIBUTII PERSONALE

CAPITOLUL V SCOPUL Sl OBIECTIVELE CERCETARILOR .................... 96
CAPITOLUL VI INVESTIGATII SEROLOGICE $I ETIOLOGICE ASUPRA
PRINCIPALELOR INFECTII TRANSMISE DE CAPUSE LA ANIMALE....... 98
6.1 Ancheta seroepidemiologica privind febra hemoragica Crimeea-Congo la
rumegatoare mici din sud-estul Romaniei ..........ccccceeeiiiiiiiiiiiii e, 98
6.1.1 Materiale Si Metode ..........uuiiiiiiiii 100
6.1.2 Rezultate si diSCULii............ccceviiiiiiiiii 103

6.2 Detectia virusului FHCC in capuse colectate de pe gazdele testate
Y= (0] [0 o | o2 USRPPPPPPIN 105
6.2.1 Materiale simetode ............ccccoooiiiiiiiii 106
6.2.2 Rezultate Si diSCULii.............ccovviiiiiiiiiii, 107

6.3 Ancheta seroepidemiologica privind Boala Lyme la céini din zona de est

= o] 0 b= 1= P SERPPSPN 108
6.3.1 Materiale simetode ..........cov i 109
6.3.2 Rezultate si disCUtii............ccceviiiiiiiiiii 111
6.3.3 Concluzii partiale ..............c.oeveeiiiiiii 112

CAPITOLUL VII IDENTIFICAREA AGENTILOR PATOGENI iN CAPUSE
NEHRANITE (QUESTING) PRIN METODE DE BIOLOGIE

MOLECULARA ..ottt 114
7.1 Materiale $i MetOde.......uoii i 115
7.1.1 Zona luatd in studil........oouuiiiiiii e, 115
7.1.2 Extractia ADN-ului si @ ARN-UIUI .......oovviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 116
7.1.3 Testarea probelor obtinute...........cooiii i 117
7.1.4 Analiza statistiCa............oovviiii i 121

7.2 Rezultate ob{inute .........ccoo o 122

7.2.1 Agenti patogeni bacterieni identificati in capusele Ixodes ricinus 122
7.2.2 Agenti patogeni bacterieni identificaii in capusele Dermacentor

FEHCUIALUS. .....ooiiiiiiiiiiiieeieeeeee e 130
7.2.3 Agenti patogeni bacterieni identificati in capusele Haemaphysalis
PUNCEALA ...ttt e e et e e et e e e et e e e eea s 130
7.2.4 Agenti patogeni virali cercetati in capusele testate...................... 134
7.3 DISCURIT ..ttt 134

7.3.1 Agenti patogeni bacterieni identificati in capusele Ixodes ricinus 134
7



Raileanu Cristian

7.3.2 Agenti patogeni bacterieni identificati in capusele Dermacentor

FEUICUIATUS ...ttt nnnes 139
7.3.3 Agenti patogeni bacterieni identificati in capusele Haemaphysalis
O TU T Ted 7= - PP 140
7.3.4 Agenti patogeni virali cercetati in capusele testate...................... 140
7.4 Concluzii partiale ............ccooeeiiiiiiii e 141

CAPITOLUL VIl DETECTIA AGENTILOR PATOGENI DIN CAPUSE PRIN

INTERMEDIUL SISTEMULUI HIGH-THROUGHPUT REAL-TIME PCR..... 142
8.1 Materiale simetode ..............ccceiiiiiiiiiii 143
8.1.1 Revers-transcriptia ARN-UIUI............cccooiiiiiiiiii e, 144
8.1.2 Pre-amplificarea ADN-ului si testarea probelor pentru agentii
patogeni selectati...........cccoccviiiiiiii 144

8.2 Detectia agentilor bacterieni si parazitari in probele de ADN ............. 145
8.3 Detectia virusurilor in probele de ADN complementar........................ 150
8.4 DISCULII ... 154
8.5 Concluzii partiale .............cccoovviiiiiiiiii 156
CAPITOLUL IX CARACTERIZAREA COMUNITA]'II:OR MICROBIENE DIN
CAPUSE PRIN METODA SECVENTIERII DE ULTIMA GENERATIE ........ 157
9.1 Profilul metagenomic al comunitatilor bacteriene asociate capuselor
nehranite din estul ROMA&NIEI ..., 158
9.1.1 Obiectivele StudiUlUi............ccuviiiiiiiiiiii e 158
9.1.2 Materiale simetode.............ccoooiiiiiiiiiiiii 158
9.1.3 Rezultate si disSCULii ...........coooiviiiiiiiii 159

9.2 Profilul metagenomic al comunitatilor virale asociate capuselor nehranite
din estul ROM&NIe ... 181
9.2.1 Obiectivele StudiUlUi............ccuviiiiiiiiiiiii e 181
9.2.2 Materiale simetode..............occviiiiiiiiii 181
9.2.3 Rezultate si diSCULii ...........coooiiiiiiiiii 186

9.3 Concluzii partiale ... 190
CAPITOLUL X CONCLUZII FINALE ... 192
BIBLIOGRAFIE ... .o 198



Teza de doctorat - 2016

TABLE OF CONTENTS

ABBREVIATIONS .. 13
LIST OF TABLES ... .o 15
LIST OF FIGURES ... 17
INTRODUCTION ...ttt et e e e 24
AB ST R A CT e 39

PART | CURRENT STATE OF KNOWLEDGE

CHAPTER I IXODID TICKS INVOLVED IN TRANSMITTING PATHOGENS TO

ANIMALS AND HUMANS IN ROMANIA ... 51
1.1 Epidemio-climatic characteristics of Romania .............cccccceeeeiiiiinnnnee, 52
1.2 Ixodid tick species with role as vectors in Romania.............ccccceeee.... 53

2 B Do o =S o o U USSP 54
1.2.2 Haemaphysalis punctata ...........ccooeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeecceeecee e, 56
1.2.3 Dermacentor retiCulatus ............eeeiieeeireeeiiiiie e e e e 57
1.3 Influence of biotic and abiotic factors in the distribution and abundance of
HICKS i 60

CHAPTER Il BACTERIAL TICK-BORNE PATHOGENS............coiiinn. 62

A N =0 ] = T o] o TP 62
2.1.1 Pathogenic species transmitted by tiCKS .............uuuviiiiiiiiiiiiiiiiiinns 62
2.1.2 Transmission and natural reServoir............cccoveeeeeiiiiiee e, 64
2.1.3 State of knowledge in ROMania ..............uvveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieinenns 65

A A (o =1 = ] o TP 65
2.2.1 Pathogenic species transmitted by ticKS .............uvvviiiiiiiiiiiiiiiininn. 68
2.2.2 Transmission and natural reServoir............ccccveeeeeiiinneeeeeeeeiinn. 68



Raileanu Cristian

2.2.3 State of knowledge in Romania..............cccoovuiiiiiiiiieeeeeeeiiceee e, 69
2.3 BartONella SPP. . .eeeeeeeeeeieieieeeeeeie ettt 72
2.3.1 Pathogenic species transmitted by ticks..........c.ccooooiiiiiien . 74
2.3.2 Transmission and natural reServoir..........ccccvvveeeieeeeeeeeeiiceee e, 74
2.3.3 State of knowledge in RomMania..............cccoovuvviiiiiiieeeeeeeiiceee e, 74
2.4 ANAPIASINA SPP. +eveeverrrreereeeneereeeeeeeaeeesesesssessssessseeseensaeeenn e e b nnnnne 75
2.4.1 Pathogenic species transmitted by tickS.............coooeeeeeiee, 75
2.4.2 Transmission and natural reServoir .........cccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 77
2.4.3 State of knowledge in Romania............ooooeeeieiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeen 77
2.5 Candidatus Neoehrlichia MiKUreNSIS............uuuuuuvriiiiiiiiiiiiiiiiiiiinneien. 78
2.5.1 Transmission and natural reServoir..........ccccvveeeineeeeeeeeeiiiee e e, 79
2.5.2 State of knowledge in Romania..............cccoovuiiiiiiieeeeciceiiceee e, 79
2.6 Co-infections of bacterial pathogens in tickS ................uvvviiiiiiiiiiiiiiiinn. 79
CHAPTER Il TICK-BORNE VIRUSES ........cooiiiiiieeeeeeeeeee, 81
3.1 Tick-borne encephalitiC VIrUS ...............uuuuummmmiimmiiiiiiiiiieiiiiiiiiieieneeeannes 81
3.1.1 Transmission and natural reServoir..........cccccccveeiiiiiiiiiiieiieeeeeeeee 82
3.1.2 State of knowledge in Romania.............ccccceevviiiiiiiiiiiiii 83
3.2 Crimean-Congo haemorrhagic fever virus ..........ccccceeeveeeiiiiiiiiiienneeeene, 85
3.2.1 Transmission and natural reSEervoIr...........cccceeeieeeevieeeiiiieeeeeeeeeeeenns 85
3.2.2 State of knowledge in Romania..............ccvveeiiiiiiiiiiiiiiieie e, 86
3.3 Other arboviruses transmitted Dy tiCKS ...............uuvuiiiiiiiiiiiiiiiiiis 87

CHAPTER IV NEXT GENERATION SEQUENCING (NGS) - EXPLORING THE

MICROBIOME OF TICKS ...ttt 90
4.1 Current sequencing teChNOIOGIES. ..........uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiaaes 90
4.1.1 Hlumina techNolOgY .......cooeeeeie e 90
4.1.2 lon Torrent technolOgY .......ccooviiiiiiiiii 92
4.1.3 Pacific biosciences technology...........coooeviiiiiiii e, 93

4.2 Applications of Next Generation SEqUENCING ............uuvrrurmeemimimnininnninnns 94

10



Teza de doctorat - 2016

PART Il PERSONAL CONTRIBUTIONS

CHAPTER V GOAL AND OBJECTIVES........cuuttiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieniinninnie. 96
CHAPTER VI SEROLOGICAL AND ETIOLOGICAL STUDIES OF MAIN TICK-
BORNE INFECTIONS IN ANIMALS. ...t 98
6.1 Seroepidemiological survey of Crimean-Congo haemorrhagic fever on
small ruminants in Southeastern Romania...........c..ceevvvvvviiiiii e eeeceeeiinn, 98
6.1.1 Material and methods...........cciii i 100
6.1.2 Results and diSCUSSIONS ......coiiieeeiiieiiiie e 103

6.2 Detection of CCHF virus in ticks collected from serologic positive hosts
................................................................................................................ 105
6.2.1 Material and methods...........cciiiiiiiii e 106
6.2.2 Results and diSCUSSIONS ......coiiieeiiiiiiiiee e 107

6.3 Seroepidemiological survey of Lyme disease in dogs from Eastern
] 11T 1= PP 108
6.3.1 Material and Methods.........cccoeiieiiiiiiiiice e, 109
6.3.2 Results and diSCUSSIONS .......oiiieeeiiieiiiiiese e ee et e e 111
6.3.3 Partial CONCIUSIONS ........covviiiiiieeiieeecce e 112

T K S e 114
7.1 Material and MethodS..........coviviiiiiiii e 115
0 N RS (1 [0 |- T == PP 115
7.1.2 DNA and RNA eXtraCtion..........ccovvveuuiiiiiieeeeeieeiiiiee e eeeeeeeaiinn 116
7.1.3 ANAlySIS Of SAMPIES......uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 117
7.1.4 Statistical analySiS...........vieeiiiieiiiee s 121

T2 RESUIS ...ueeeeei et e e e e et e e e ara e eaees 122

7.2.1 Tick-borne bacterial pathogens detected in Ixodes ricinus ticks.. 122
7.2.2 Tick-borne bacterial pathogens detected in Dermacentor reticulatus

L1104 ST 130
7.2.3 Tick-borne bacterial pathogens detected in Haemaphysalis punctata
11103 TP PPN UPPPPRRRPPPIR 130
7.2.4 Viral pathogens surveyed in tickS ..o, 134
7.3 DISCUSSION....cuuuiiiiiiie ettt e e et e e et e e e e et e e e e aranaaeens 134

7.3.1 Tick-borne bacterial pathogens detected in Ixodes ricinus ticks.. 134

11



Raileanu Cristian

7.3.2 Tick-borne bacterial pathogens detected in Dermacentor reticulatus

TICKS ettt 139
7.3.3 Tick-borne bacterial pathogens detected in Haemaphysalis punctata
TICKS ettt 140
7.3.4 Viral pathogens surveyed in tiCKS.........ccooveveieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeen 140
7.4 Partial CONCIUSIONS.......uuuuueiieiiiiiiiiiieiiiieseaeenereressnaesrenerreeseeeeeererereene 141

CHAPTER VIII HIGH-THROUGHPUT DETECTION OF TICK-BORNE

N I o (0 T N1 142
8.1 Material and Methods .........oouvuiiiiii e 143
8.1.1 RNA ReVers-transCription ........ccoooeeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 144
8.1.2 DNA Pre-amplification and samples analysis for the selected
PATNOGEINS ... 144

8.2 Detection of bacterial and parasitic agents in DNA samples............... 145
8.3 Detection of viral agents in CDNA samples ...............eevvveiiiiiiiiiiniinnnn. 150
S 1Yol B 11 o] o N 154
8.5 Partial CONCIUSIONS.......cccviieeeeiiiee e e e 156

CHAPTER IX CHARACTERIZATION OF TICK MICROBIAL COMMUNITIES

USING NEXT-GENERATION SEQUENCING ......ccovveiiiiiiiiiiieiiee e 157
9.1 Metagenomic profile of bacterial communities associated with questing
ticks in Eastern ROMaNI@ ........ooooeeeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 158

9.1.1 ODBJECHVES ... 158
9.1.2 Material and methods .........ccooeeeieeieieen 158
9.1.3 Results and diSCUSSIONS..........ceuuuriiiiieeee et e e e 159

9.2 Metagenomic profile of viral communities associated with questing ticks

iIN EQStern ROMANIA .........cooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e 181
9.2.1 ODBJECHVES ... 181
9.2.2 Material and methods ..........coooiiiiiiiii e 181
9.2.3 Results and diSCUSSIONS..........ccuuuviiiiieeeee e e e 186

9.3 Partial CONCIUSIONS.......coeiieeeeiiee e 190
CHAPTER X FINAL CONCLUSIONS ......cceii ittt 195
REFERENCES. ... ..ottt a e e e et a e e e e e e e e ennnnees 198

12



Teza de doctorat - 2016

ABREVIERI
ABBREVIATIONS

ADN - acid dezoxiribonucleic

ADNCc - acid dezoxiribonucleic complementar

ARN — acid ribonucleic

ARNmM — acid ribonucleic mesager

ARNFr - acid ribonucleic ribozomal

ASCIl — American Standard Code for Information Interchange (Codul
Standard American pentru Schimbul de Informatii)

BLAST - Basic Local Alignment Search Tool (Instrumentul de cautare
pentru Aliniere Locala de baza)

bp — base pairs (perechi de baze)

CCHF - Crimean-Congo hemorrhagic fever (febra hemoragica de
Crimeea-Congo)

CCHFV- Crimean-Congo hemorrhagic fever virus (virusul febrei
hemoragice Crimeea-Congo)

CNSBT - Centrul National de Supraveghere si Control al Bolilor
Transmisibile

CP - Crossing point (Prag)

dATP - Deoxyadenosine triphosphate (Deoxiadenozin trifosfat)

dCTP - Deoxycytidine triphosphate (Deoxicitidin trifosfat)

dGTP - Deoxyguanosine triphosphate (Deoxiguanozin trifosfat)

dTTP - Deoxythymidine triphosphate (Deoxitimidina trifosfat)

ddNTP — dideoxynucleotides (dideoxynucleotide)

DEBONEL - Dermacentor Borne Necrosis Erythema
Lymphadenopathy (Necroza, eritem si limfadenopatie provocate de
Dermacentor)

DSP — Directia de Sanatate Publica

ECM — eritem cronic migrator

EDTA - Ethylenediaminotetraacetic acid (acid etilendiaminotetraacetic)
ELISA — Enzyme-linked immunosorbent assay (testul imunoenzimatic)
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EMBL-EBI - European Molecular Biology Laboratory - European
Bioinformatics Institute (Laboratorul european de biologie moleculara —
Institutul european de bioinformatica)

HGA — Human Granulocytic Anaplasmosis (anaplasmoza granulocitara
umana)

HIV — Human Immunodeficiency Virus (virusul imunodeficientei umane)
HME — Human Monocytic Ehrlichiosis (ehrlichioza monocitara umana)
HRP - Horseradish peroxidase (peroxidaza din hrean)

HTS - High-throughput sequencing (secventiere pe scara larga)

IgG — Imunoglobulina G

LAR — Limfangite asociate rickettsiilor

MDA — Multiple displacement amplification (Amplificare prin deplasare
multipla)

MSF — Mediteraneean spotted fever (febra patatd mediteraneana)
NCBI — National Center for Biotechnology Information (Centrul National
pentru Informatii de Biotehnologie)

NGS — Next generation sequencing (secventiere de ultima generatie)
PCR — Polymerase chain reaction (reactia de polimerizare in lant)
RFLP — Restriction fragment length polymorphism (Restrictia lungimii
fragmentelor cu polimorfism)

RT-PCR - Reverse transcription-polymerase chain reaction (revers
transcriptie - reactia in lant a polimerazei)

rRT-PCR — Real time reverse transcription-polymerase chain reaction
(revers transcriptie in timp real - reactia in lant a polimerazei)

SFG - Spoted fever group (grupul febrelor patate)

SENLAT - Scalp eschar and neck lymphadenopathy sindrome
(sindromul de escara a scalpului si limfadenopatie cervicala)

SFTSV - Severe fever with thrombocytopenia syndrome virus (Virusul
sindromului de trombocitopenie cu febra severa)

TBEV — Tick borne encephalitis virus (virusul encefalitei de capusa)
TIBOLA — Tick-borne lymphadenopathy (limfadenopatia de capusa)
TMB - Tetrametilbenzidina

WTA - Whole transcriptome amplification (Amplificarea intregului
transcriptom)
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INTRODUCERE

La nivel global, capusele sunt depasite doar de tantari in ceea ce
priveste numarul de boli pe care le pot transmite, fiind responsabile de
vectorizarea unei mari varietati de microorganisme patogene: protozoare,
rickettsii, spirochete, virusuri. Capusele se situeaza printre cei mai importanti
vectori care afecteaza in egala masura atat animalele cat si omul.

Incidenta bolilor transmise de capuse la nivel european este in continua
crestere, fiind consecutiva numarului ridicat de muscaturi provocate de capuse.
Eforturile depuse pentru descrierea distributiei capuselor la scara europeana
sunt limitate la niveluri nationale si implica doar vectorii majori precum specia
Ixodes ricinus. Alte specii de capuse, mai putin dispuse sa se hraneasca pe
oameni, prezinta uneori o prevalenta crescuta cu diversi agenti patogeni.

In conditile actuale, de globalizare intensivd si schimbari climatice
majore, sunt imperios necesare studii privind biologia, capacitatea vectoriala,
comportamentul invazional si ecologia celor mai importanti vectori din domeniul
arahnoentomologiei. Activitatile de extindere $i mecanizare a agriculturii,
utilizarea in exces a ingrasamintelor chimice, modernizarea si marirea fondului
agricol, cu consecinte asupra restrangerii arealului unor animale salbatice
(gazde pentru majoritatea capuselor), modificarile climatice (consecinta a
incalzirii globale) etc, au un impact profund in ecologia populatiilor de vectori,
printr-o crestere a incidentei si cu schimbari in sezonalitatea bolilor transmise
de acestia.

Prin asezarea geopolitica la granita de est a Uniunii Europene, Romania
detine un rol strategic important si din punct de vedere epidemiologic ca urmare
a riscului continuu existent nu doar la nivel national ci pentru intregul continent.
La momentul actual, in tara noastra inca se desfasoara actiuni de evaluare a
statutului epidemiologic din punctul de vedere al infectiilor transmise de capuse.
Exista o necesitate in ceea ce priveste aplicarea unor programe de
supraveghere, dat fiind faptul ca agentii infectiosi transmisi de capuse pot fi cu
usurinta diseminati pe intregul continent.
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Scopul acestei lucrari a vizat obtinerea de noi informatii cu privire la
situatia epidemiologica a agentilor patogeni transmisi de capuse in zona de est
a Romaniei. Lucrarea a vizat o abordare integrata pentru evaluarea riscului
infectiilor vectorizate de capuse la animale si la om, fiind in concordanta cu
principiile de baza ale conceptului One Health. Pentru indeplinirea scopului
propus, au fost stabilite trei obiective generale: (i) efectuarea de anchete
seroepidemiologice asupra principalelor infectii cu transmitere vectoriala la
animale sila om in zona de studiu (Estul Romaniei), (ii) identificarea prin metode
de biologie moleculard a agentilor patogeni in capusele nehranite si (iii)
caracterizarea comunitatilor microbiene din capuse prin aplicarea secventierii
de ultima generatie (NGS).
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INTRODUCTION

Identifying Borrelia burgdorferi as the causative agent of Lyme disease
in 1981 was a watershed moment in understanding the major impact that tick-
borne zoonoses can have on public health in both Europe and USA.

Globally, ticks are exceeded only by mosquitoes in the number of
diseases that they can transmit to humans. They are responsible for transmitting
a wide variety of pathogenic microorganisms: protozoa, rickettsiae, spirochetes,
viruses and are among the most important vectors that can equally affect
animals and humans.

The incidence of tick-borne diseases in Europe is steadily growing being
consecutive of high number of bites caused by ticks. Efforts to describe Europe-
wide distribution of ticks are limited to national levels and involve only major
vectors such as Ixodes ricinus. Other ticks species, less willing to feed on
people, sometimes can own an increased prevalence of pathogens.

In the current of globalization and intensive major climate changes,
studies on the biology, vector capability, invazional behavior and ecology of the
most important vectors are urgently needed. Activities expansion and
mechanization of agriculture, excessive use of chemical fertilizers,
modernization and extending agricultural areas with the consequences of
restricting habitat of wild animals (hosts for most ticks) and climate change (a
consequence of global warming) have a profound impact on ecology of vectors
population, by increasing the incidence of diseases and seasonal changes in
their transmission.

The geopolitical position of Romania at the eastern border of the EU is
strategically important from an epidemiological point of view. It represents a
continual risk for emerging disease, not only in Romania, but also as a gateway
into Europe. The current epidemiological status of tick-borne pathogens in ticks
and/or wildlife in Eastern Romania is still being evaluated. Therefore an in-depth
surveillance program is needed, since such pathogens can easily be carried
into and throughout Europe.

The goal of this thesis was to obtain new information regarding the
epidemiological situation of tick-borne pathogens in Eastern Romania. The
study has an integrated approach in accordance with the One Health concept
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and aims to evaluate the risk of infections transmitted by ticks to animals and
humans. In order to accomplish this desideratum, the study owns three main
objectives: (i) serological investigation of main tick-borne infections in Eastern
Romania, (ii) identification by molecular biology techniques of tick-borne
pathogens in questing ticks and (iii) characterization of microbial communities
in ticks by means of Next Generation Sequencing technigues.
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REZUMAT

in Europa, capusele sunt considerate drept cei mai importanti vectori
prin prisma numarului de infectii transmise la animale si la om. Specia Ixodes
ricinus detine primul loc din punctul de vedere al abundentei, fiind distribuita pe
intreg continentul. Capusele din cadrul acestei specii sunt capabile sa transmita
0 gama larga de agenti patogeni, din categoria bacteriilor, virusurilor si a
protozoarelor. Ixodes ricinus este specia dominantd si in Romania,
reprezentand 86.9% din numarul total de capuse, ea fiind urmatd de
Dermacentor marginatus (9.5%), Haemaphysalis punctata (2.6%) si
Dermacentor reticulatus (0.02%). Capusele Rhipicephalus spp. pot fi de
asemenea intalnite pe teritoriul Romaniei, in regiunile joase din sud-estul tarii.
Rhipicephalus sanguineus si Rhipicephalus rossicus sunt doua alte specii
prezente in Romania, acestea parazitand cainii si ocazional omul.

In ceea ce priveste factorii ce contribuie la expansiunea agentilor
patogeni transmisi de capuse, acestia sunt factori biotici si abiotici complecsi ce
influenteaza distributia si abundenta, in special a capuselor ixodide, avand un
impact major si asupra dinamicii de transmitere a agentilor patogeni.
Schimbarile climatice au fost invocate ca fiind cauza primara a expansiunii
teritoriale a capuselor si a cresterii numarului de infectii transmise de acestea.
De exemplu, emergenta virusului encefalitei de capusa, a babesiozei umane si
a anaplasmozei granulocitare in Europa si in America de Nord s-a realizat
concomitent cu incalzirea globala. Totusi, aceste modificari ale incidentei si
distributiei geografice trebuie corelate cu alte cauze potentiale, cum ar fi
constientizarea autoritatilor, modificarile antropogene, in special fragmentarea
habitatelor, urbanizarea, desfiintarea si infiintarea padurilor, utilizarea sub
diverse forme a terenurilor.

Roménia detine o particularitate unica comparativ cu restul tarilor din
Europa, avand teritoriul divizat in cinci ecoregiuni caracterizate printr-o bogata
diversitate a ecosistemelor, a habitatelor si a speciilor de mamifere prezente. in
ceea ce priveste tipurile de habitat existente in Romania, conform sistemului de
clasificare Palaearctic Habitats, au fost descrise 357 de tipuri incadrate in sapte
clase si 24 de subclase. Varietatea speciilor de mamifere din Roméania este
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reprezentata de cele 112 specii existente; o biodiversitate crescuta se observa
mai ales in randul rozatoarelor, cu 32 de specii de rozatoare salbatice, unele
dintre aceste specii fiind anterior descrise drept gazde ale capuselor ixodide.
Ambele componente biotice si abiotice din cadrul unui habitat influenteaza
dinamica de raspandire a populatiilor de capuse. Deoarece tipul de vegetatie
are efect asupra prezentei si miscarii speciilor gazda, este de presupus ca
acestea influenteaza prezenta, densitatea si persistenta speciilor de capuse dar
si probabilitatea de a gasi o gazda. Unele specii de capuse se asociaza cu
anumite categorii de habitat si conditii specifice de microclimat caracterizate
printr-o serie de variabile cum ar fi: umiditatea, temperatura si ritmul circadian.

Teza de doctorat cu titlul “Cercetari epidemiologice si etiologice
asupra unor boli infectioase emergente cu transmitere vectoriala in zona
de est a Romaniei” este structurata in concordanta cu normele in vigoare, in
doua parti principale: o prima parte, intitulata ,,Stadiul actual al cunoasterii”,
ce contine un numar de 44 de pagini si o a doua parte, intitulata ,,Contributii
personale”, ce detaliaza rezultatele obtinute de-a lungul perioadei de studii
doctorale, avand un numar de 102 pagini. Pe langa aceste doua parti principale,
teza contine un cuprins, o introducere, un rezumat si o listd a surselor
bibliografice.

Prima parte, ,,Stadiul actual al cunoasterii”, este structurata in patru
capitole si prezinta informatii cu privire la principalele componente implicate in
transmiterea vectoriald de agenti patogeni, conditile epidemio-climatice si
informatii privind speciile de capuse si agentii bacterieni si virali transmisi de
capusele dure. Ultimul capitol al primei parti prezintd diferite tehnici ale
secventierii de ultima generatie, ce pot fi aplicate pentru identificarea de agenti
patogeni in capuse.

Primul capitol, cu titlul “Capusele Ixodidae cu rol in transmiterea
agentilor patogeni la animale si la om in Roménia”, incepe prin a descrie
conditiile epidemio-climatice din Roméania ce pot influenta distributia capuselor.
Sunt de asemenea oferite informatii cu privire la diversitatea speciilor de capuse
si sunt descrise pe larg principalele specii de capuse aflate pe teritoriul
Romaniei.

Roménia cuprinde o mare diversitate in ceea ce priveste speciile de
capuse prezente, tocmai datorita varietatii habitatelor si a marii diversitatii a
speciilor gazda. Hartile de distributie existente prezinta specia Ixodes ricinus
drept cea mai abundenta (86.9%), fiind urmata de Dermacentor marginatus
(9.5%) si Haemaphysalis punctata (2.6%). Totusi, Tn sudul Roméaniei exista alte
doud capuse specifice regiunii, respectiv speciile paleartice termofile
Rhipicephalus bursa si Hyalomma marginatum. Ixodes ricinus este asociata cu
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transmiterea la om a celui mai mare numar de agenti patogeni, fiind si cel mai
important vector al agentilor zoonotici din Romania datorita distributiei largi si a
hranirii pe un numar mare de specii gazda, a parazitarii omului si a capacitatii
vectoriale crescute.

Cu referire la agentii patogeni, capitolul Il intitulat “Agenti patogeni
bacterieni transmisi de capuse”, descrie principalii agenti bacterieni raportati
in capusele din Roménia. Din categoria infectiilor provocate in urma
parazitismului capuselor, in Europa, boala Lyme detine cel mai mare numar de
infectii. Bacteriile din grupul Borrelia burgdorferi sensu lato provoaca anual circa
80.000 de cazuri. Agentii acestui gen au suscitat cel mai mult interesul, ca
urmare a implicatiilor majore in probleme de sanatate publica. Alti agenti
bacterieni au fost descrisi in capusele si animalele gazda din Romania:
Rickettsia spp., Bartonella spp., Anaplasma spp. si Candidatus Neoehrlichia
mikurensis.

Capitolul 11, “Agenti patogeni virali transmisi de capuse”, descrie pe
larg doi agenti virali, prin prisma existentei lor pe teritoriul Romaniei. n cadrul
aceluiasi capitol sunt prezentate si alte arbovirusuri ce ar putea face obiect de
studiu pentru viitoare cercetari privind agentii virali in capusele din Romania.

in cadrul capitolului IV, “Secventierea de ultima generatie — aplicatie
pentru explorarea microbiomei din capuse”, sunt descrise metodele de
secventiere utilizate in studii de metagenomica. Sunt de asemenea prezentate
aplicatiile secventierii de ultima generatie. Avand in vedere faptul ca numeroase
studii vizeaza sa identifice agentii patogeni transmisi de capuse din Romania,
tehnicile de secventiere de ultimd generatie pot oferi o descriere completa a
populatiilor microbiene din capuse.

Partea a doua a tezei, ,,Contributii personale”, este alcatuita din cinci
capitole, fiecare capitol prezentdnd detaliat rezultatele obtinute pe durata
studiilor de doctorat. Aceasta parte de contributii proprii se incheie cu un capitol
in care sunt enumerate concluziile finale ale cercetarilor.

La momentul actual, in tara noastra infectiile transmise de céapuse se
afla inca in evaluare pentru descrierea situatiei lor epidemiologice. Exista o
necesitate in ceea ce priveste aplicarea unor programe de supraveghere, dat
fiind faptul ca agentii infectiosi transmisi de capuse pot fi cu usurinta diseminati
pe teritorii intinse.

Scopul lucrarii a fost acela de a obtine noi informatii cu privire la situatia
epidemiologicad a agentilor patogeni transmisi de capuse in zona de est a
Romaniei. Lucrarea a cuprins o abordare integrata ce a vizat evaluarea riscului
infectiilor vectorizate de capuse pentru animale si om, fiind in concordanta cu
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principiile de baza a conceptului One Health. Pentru a indeplini scopul propus,
au fost stabilite trei obiective generale:

» Anchete seroepidemiologice asupra principalelor infectii cu
transmitere vectoriala la animale si la om in zona de studiu (Estul
Romaniei). In cadrul acestui obiectiv au fost efectuate dou& anchete
seroepidemiologice. Prima ancheta a urmarit identificarea anticorpilor
specifici 1gG anti-Borrelia la cainii aflati in padocuri si a celor din
gospodariile populatiei. A doua ancheta seroepidemiologica a urmarit
detectia anticorpilor specifici virusului febrei hemoragice Crimeea-
Congo in probele de ser recoltate de la rumegatoarele mici.

» Identificarea prin metode de biologie moleculara a agentilor
patogeni in capusele nehranite, a vizat aplicarea tehnicilor de biologie
moleculara pentru a identifica cei mai importanti agenti patogeni (bacterii
si virusuri) transmisi de capuse si pentru a stabili rata de asociere a
acestor agenti in capusele nehranite colectate din trei regiuni distincte
din punct de vedere geografic dar si al tipului de habitat din estul
Romaniei.

» Caracterizarea comunitatilor microbiene din capuse prin aplicarea
secventierii de ultima generatie (NGS) a urmarit stabilirea
componentei comunitatilor microbiene in capusele din Romania, prin
aplicarea metodelor de secventiere de ultima generatie.

In capitolul VI, intitulat “Investigatii seroepidemiologice asupra
principalelor infectii transmise de capuse la animale si la om” sunt
prezentate rezultatele obtinute in urma efectuari a doua anchete
seroepidemiologice pentru detectia animalelor cu anticorpi specifici bolii Lyme
si respectiv febrei hemoragice Crimeea-Congo.

Primul subcapitol ofera o descriere pe larg a anchetei
seroepidemiologice efectuata la oile si caprele din sud-estul tarii pentru detectia
anticorpilor specifici anti-febra hemoragica Crimeea-Congo. FHCC circula in
natura prin intermediul unui ciclu capusa - gazda vertebrata - capusa; in
transmiterea virusului intervin capuse din genul Hyalomma, cel mai important
reprezentant fiind specia Hyalomma marginatum. H. marginatum, vectorul
principal al virusului FHCC in Europa, este o capusa cu doua gazde.

Prezentul studiu s-a realizat pentru a determina prevalenta anticorpilor
specifici virusului febrei hemoragice Crimeea-Congo (VFHCC) la oile si caprele
din regiunea Dobrogei si pentru a identifica factorii de risc asociati prezentei
infectiei la oi si capre.

Regiunea luata in studiu a fost selectata tinand cont de distributia pe
teritoriul tarii noastre a principalului vector H. marginatum dar si de datele
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obtinute de catre Ceianu si colab., 2012, ce au raportat o prevalenta de 27.8%
probe pozitive serologic la infectia cu virusul FHCC. Testarea s-a efectuat pe
probe de ser recoltate de la oi din judetul Tulcea.

Pentru efectuarea reactiei imunoenzimatice ELISA, initial au fost
recoltate probe de ser din 10 localitati din regiunea Dobrogei: 3 localitati din
judetul Tulcea si 7 localitdti apartinand judetului Constanta. In total, au fost
testate 90 de probe de ser, dintre care 29 de seruri provenite de la capre si 62
de seruri recoltate de la oi. Probele au fost recoltate in perioada iulie-septembrie
2014, serurile fiind conservate la temperatura de -20°C pana in ziua testarii.
Pentru realizarea reactiei s-a utilizat un kit comercial produs de VectorBest —
Rusia, Vect-Crimean-CHF-IgG, placa avand in godeuri antigen viral FHCC. Tn
urma efectuarii testului imunoenzimatic ELISA pe 90 probe de ser dintre care
29 de la caprine si 61 de la ovine, a fost identificata o seropozitivitate de 74.4%
(67 probe pozitive), 16 probe de la caprine (16/29; 55%) si 51 probe de la ovine
(51/61; 85%). Animalele nu au prezentat semne clinice, rumegatoarele mici fiind
considerate rezervor natural de virus, cu manifestari clinice reduse.

Seroprevalenta inregistrata in cadrul acestui studiu a fost de 74.4%.
Aceasta a avut valori mai mari la ovine (85%) comparativ cu seroprevalenta
obtinuta la caprine — 55.1%. Acest studiu reprezintd un semnal de alarma si
impune efectuarea de cercetari mai ample privitor la circulatia virusului, situatia
epidemiologica in cadrul rezervorului reprezentat de animalele de renta si riscul
pentru om.

in urma examinarii oilor si caprelor incluse n studiu au fost colectate 74
capuse adulte Rhipicephalus spp. Aceste capuse au fost testate mai apoi prin
rRT-PCR pentru detectia virusului febrei hemoragice Crimeea-Congo; toate
probele analizate au fost negative pentru infectia cu acest agent viral.

Al doilea subcapitol detaliazé rezultatele obtinute in urma testarii
serologice a cainilor din padocuri si gospodarii pentru anticorpii specifici anti-
boala Lyme. Boala Lyme este o infectie multisistemica cauzatd de diferite
specii bacteriene ale complexului Borrelia burgdorferi transmise de capusele
genului Ixodes. Genospeciile detectate frecvent la animale si om in Europa sunt
Borrelia afzelii, Borrelia garinii si Borrelia burgdorferi sensu stricto. Acesti agenti
sunt transmisi de diferite specii ale genului Ixodes, vectorul principal al infectiei
fiind specia Ixodes ricinus. Anchetele serologice efectuate la céaini pentru
detectia anticorpilor specifici anti-Borrelia ofera perspective incurajatoare in
identificarea zonelor potentiale de risc pentru om. Luadnd in considerare
similitudinile dintre factorii de risc ai bolii Lyme la caine si om, sistemul de
supraveghere a cainilor poate fi o0 metoda eficienta de stabilire a riscului si a
raspandirii geografice a bolii. Scopul acestui studiu a constat in stabilirea
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prevalentei anticorpilor specifici anti-Borrelia burgdorferi s.I. in probele de ser
colectate de la caini din patru judete situate in estul Romaniei. Odata cu
stabilirea prevalentei, am urmarit identificarea unei posibile asocieri intre
cazurile existente la om si situatia epidemiologica la caini. In cadrul zonei luate
in studiu, au fost diagnosticate cazuri de boald Lyme la om. in urma reactiei
ELISA, din cele 90 de probe testate a rezultat o singura proba pozitiva (1.1%),
apartindnd unei femele in varsta de patru ani din judetul Tulcea.

Prevalenta anticorpilor anti-Borrelia burgdorferi complex obtinuta in
prezentul studiu este scazuta comparativ cu alte studii efectuate in Romania.
Pentru a determina zonele endemice de boald Lyme, este indicata efectuarea
anchetelor serologice in cadrul categoriilor expuse atacului capuselor (ex. caini
de vanatoare); aceste categorii expuse pot indeplini rolul de santinela sau
seroindicatori de noi focare.

Capitolul VII, intitulat “ldentificarea prin metode de biologie
moleculara a agentilor patogeni in capuse nehranite (questing)”, a avut ca
obiectiv identificarea celor mai importanti agenti patogeni transmisi de capuse
(bacterii si virusuri) si descrierea prevalentei coinfectiilor in capusele nehranite
colectate din trei zone distincte atat geografic cat si din punct de vedere al tipului
de habitat.

In Romania au fost efectuate numeroase studii cu privire la prevalenta
agentilor patogeni in capuse colectate de pe vegetatie si gazde. Majoritatea
acestor studii s-au axat pe identificarea unui singur agent sau a unui numar
limitat de agenti patogeni in capuse. Prevalenta coinfectiilor in capusele din
Europa are valori cuprinse intre 3.2 si 28.8%, acest fapt avand implicatii
medicale importante si reflecta necesitatea identificarii coinfectiilor in capusele
din Romania.

Doar capusele adulte si nimfele au facut obiectul acestui studiu. S-a
colectat un numar total de 557 capuse (zona 1 n=67; zona 2=315; zona 3=175).
Identificarea stadiilor de dezvoltare si a speciilor s-a realizat prin intermediul
cheilor de identificare taxonomica.

Agenti patogeni identificati in capusele Ixodes ricinus

Capusele I. ricinus au reprezentat 95.9% (534/557) din capusele
colectate din zonele de studiu, dintre care 77 au fost adulti si 457 nimfe. In
cadrul acestui studiu, rata de infectie globala cu unul sau mai multi agenti
patogeni a avut o valoare de 47.9% (256/534). Rata de infectie nu a prezentat
diferente statistic semnificative intre capusele adulte (50.6%; 39/64) si nimfe
(47.4%; 217/4575).

Borrelia spp. a fost identificata in 164 (30.7%) de capuse I. ricinus.
Valorile prevalentei nu au inregistrat diferente intre stadiile de dezvoltare,
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capusele adulte fiind pozitive intr-un procent de 32.4% (25/77), respectiv 30.6%
(139/457) rata de infectie a nimfelor. Probele pozitive la infectia cu Borrelia spp.
au fost incluse intr-o reactie nested-PCR, scopul fiind amplificarea genei IGS
16S-23S. Tn urma acestui test au fost obtinute 20 de probe pozitive. In urma
reactiei nested-PCR, 144 de probe pozitive pentru Borrelia spp. nu au fost
identificate la nivel de specie. Aceste probe au fost mai apoi incluse intr-o
reactie de PCR in timp real cu scopul de a identifica sapte specii diferite ale
genului Borrelia. Tn urma reactiei au rezultat 113 probe pozitive pentru una sau
mai multe specii ale genului Borrelia. Gena rpoB specifica speciei B. burgdorferi
sensu stricto a fost detectata in doua nimfe. B. garinii rpoB a fost identificata in
79 capuse |. ricinus; 46 de capuse au fost pozitive pentru infectia cu B. afzelii.
B. valaisiana ospA a fost gasita in 26 de capuse. De asemenea, 26 de capuse
au fost pozitive pentru B. lusitaniae rpoB. Borrelia spielmanii a fost identificata
in sase capuse iar o nimfa a fost pozitiva pentru infectia cu B. bissetti.

Anaplasma phagocytophilum a fost identificata in 7/534 (1.3%)
capuse |. ricinus, aflate in stadiul de nimf4. In Romania nu existd pana in
prezent imbolnaviri semnalate la om Thsa numeroase studii au demonstrat
circulatia A. phagocytophilum pe teritoriul tarii.

Speciile genului Rickettsia determina infectii emergente, prezente in
Europa si implicit in Roménia, ce pot provoca o gama larga de manifestari
clinice. Cercetarile anterioare din Roménia au semnalat prezenta speciilor
Rickettsia Tn capuse colectate de pe diverse gazde, pana in prezent nefiind
efectuate studii care sa descrie prevalenta Rickettsia spp. Th capusele
nehranite. Rickettsia spp. a fost observata in 78/534 (14.6%) de capuse |.
ricinus. Nu au existat diferente Tnh ceea ce priveste prevalenta Rickettsia spp.
la capusele adulte si cele aflate Tn stadiul de nimfa. Secventa de ADN specifica
acestui gen a fost identificata tn 12/77 adulti (15.5%) si in 66/457 (14.4%) nimfe.

Bartonella spp. a fost identificata in 22 de capuse I. ricinus (22/534;
4.1%). Capusele adulte au prezentat o rata a infectiei de 7.7% (6/77) in timp ce
3.5% (16/457) nimfe au prezentat produsi de amplificare specifici genului
Bartonella. Secventierea a determinat incadrarea unei singure secvente cu
identitate 100% ca fiind B. henselae (nr de acces Genbank: HG965802.1).
Competenta I. ricinus de a transmite B. henselae a fost demonstrata in conditji
de laborator si de asemenea au fost identificate infectii umane ca urmare a
muscaturii capuselor.

Secvente specifice speciei C. N. mikurensis au fost identificate in
29 de capuse |. ricinus (29/534; 5.4%), toate aflate in stadiul de nimfa. La
momentul actual, exista un volum redus de informatii legat de circulatia C. N.
mikurensis pe teritoriul Romaniei. Acest lucru ar trebui sa reprezinte un semnal
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de alarma avand in vedere faptul ca este vorba despre un important agent
patogen.

Virusul encefalitei de capusa a fost detectat in 10 probe de ARN, in
urma testarii prin rRT-PCR insa nu au putut fi apoi confirmate in cadrul reactiei
nested-PCR.

Exista numeroase publicatii ce prezinta persoane infectate concomitent
cu mai multi agenti patogeni transmigi de capuse. Acest fenomen este de
asteptat, avand in vedere faptul ca numeroase capuse pot fi infectate cu doi
sau mai multi agenti patogeni pe care-i pot transmite simultan. De asemenea,
coinfectiile pot fi detectate mai frecvent in capusele . ricinus avand in vedere
gama larga de specii gazda pe care se pot regasi. Cu toate ca asocieri ale
agentilor patogeni pot avea un impact major asupra diagnosticului si a
tratamentului bolilor transmise de capuse, foarte putine studii din Romania s-au
adresat determinarii prevalentei coinfectiilor in capuse.

Capusele |. ricinus au fost pozitive pentru asocierea mai multor
specii ale genului Borrelia. Astfel, 57 de indivizi au fost pozitivi pentru infectia
cu doua specii de spirochete iar opt capuse au prezentat secvente specifice
pentru trei specii de Borrelia diferite. Cea mai frecventa asociere a fost cea
dintre B. garinii si B. afzelii (30/57; 52.6% capuse . ricinus) urmata de B.
garinii/B. lusitaniae (18/57; 31.5% capuse). Capusele . ricinus au inregistrat
coinfectii ale speciilor de Borrelia cu alti agenti patogeni testati in cadrul
aceluiasi studiu. Acestea au fost detectate in 8.2% céapuse |I. ricinus (44/534,;
6.4% in stadiul adult si 8.5% din nimfe) din toate cele trei zone luate in studiu.
In ceea ce priveste coinfectiile dintre doi agenti patogeni, respectiv o specie
Borrelia si alt gen bacterian, acestea au fost identificate Th 22 capuse I. ricinus.

Rezultatele din acest studiu ridica semne de intrebare referitor la
posibilitatea de co-transmitere a acestor agenti la om, incidenta acestora,
efectul coinfectiilor asupra severitatii simptomelor, eficacitatea tratamentelor
impotriva infectiilor multiple si dezvoltarea unor noi metode de diagnostic.

Agenti patogeni identificati in cdpusele Dermacentor reticulatus

Dermacentor reticulatus reprezinta specia clasata pe locul secund din
punctul de vedere al abundentei in Europa centrala. Totusi, pana acum, in
Romania prevalenta capuselor nehranite D. reticulatus a fost estimata la 0.02%.
In urma colectarii prin metoda drapelului, s-a identificat un numéar de patru
femele D. reticulatus (4/557; 0.7%). Capusele au fost testate pentru toti agentii
patogeni luati in studiu, obtinAndu-se o proba pozitiva la infectia cu Rickettsia
spp. In urma secventierii produsului amplificat, a fost obtinutd o identitate de
99% cu Rickettsia raoultii (nr. acces in GenBank KJ663737.1).
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Agenti patogeni identificati in cdpusele Haemaphysalis punctata

Specia H. punctata reprezintd 3.4% din numarul total de capuse
colectate, fiind obtinuti 19 indivizi (trei adulti si 16 nimfe). Au fost detectate trei
nimfe pozitive (3/19; 15.7%), fiecare cu un agent patogen diferit, din cei inclusi
in cadrul acestui studiu. ADN-ul specific Borrelia spp. a fost identificat la o nimfa.
Produsul PCR a fost secventiat cu succes, secventa avand o identitate de 94%
cu Borrelia miyamotoi. Rickettsia spp. a fost diagnosticatd intr-o nimfa;
secventierea nu a oferit o secventa valida pentru produsul PCR obtinut. ADN-
ul Bartonella spp. a fost observat de asemenea intr-o nimfa H. punctata iar
secventierea nu a permis incadrarea produsului PCR. in tara noastra exista un
numar limitat de informatii privind prevalenta agentilor patogeni in capusele H.
punctata, nefiind raportate capuse infectate. Rezultatele noastre ofera informatii
privind rolul ipotetic de vectori pentru agenti patogeni importanti al capuselor
nehranite H. punctata.

Capitolul VIII intitulat, “Detectia agentilor patogeni din capuse prin
intermediul sistemului High-throughput real-time PCR”, include un studiu
in cadrul caruia au fost analizate 144 de probe pozitive la infectia cu Borrelia
spp. Probele au fost testate prin sistemul BioMark real-time PCR system
(Fluidigm, USA) pentru a identifica speciile din cadrul genului Borrelia dar si
pentru detectia altor agenti patogeni. De asemenea, 34 de amestecuri au fost
testate pentru 24 de agenti virali vectorizati prin intermediul capuselor ixodide.

In cadrul sistemului BioMark™ au fost testate 144 de probe pozitive
pentru infectia cu Borrelia spp. Aceste probe au fost analizate pentru 39 agenti
bacterieni si parazitari vectorizati de cipusele dure. In urma testérii nu au fost
obtinute probe pozitive pentru 15 agenti bacterieni (Borrelia miyamotoi,
Anaplasma marginale, A. platys, A. ovis, A. centrale, A. bovis, Ehrlichia
chaffeensis, E. ruminantium, E. canis, Rickettsia conorii, R. slovaca, R.
masilliae, R. aeschlimannii, Bartonella quintana, Coxiella burnetii) si 9 agenti
parazitari (Babesia divergens, B. canis, B. bovis, B. caballi, B. bigemina, B.
major, B. ovis, Theileria equi, T. annulata).

Au fost identificate sapte genospecii din grupul Borrelia
burgdorferi s.l., B. garinii fiind specia dominanta in capusele testate (79/144;
54.8%) urmata de B. afzelii (46/144; 31.9%). B. valaisiana si B. lusitaniae au
fost identificate in 26 (26/144; 18%) de probe distribuite in toate cele trei zone
luate in studiu.

in probele de ADN au fost identificate Anaplasma phagocytophilum si
C. N. mikurensis cu o prevalenta scazuta (1.3%; 2/144 respectiv 2.7%; 4/144).
In ceea ce priveste genul Rickettsia, 60 de probe au oferit un semnal pozitiv
(60/144; 41.6%), sistemul BioMark™ identificand o singura specie din cadrul
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genului — Rickettsia helvetica cu o prevalenta de 11.8%. Capusele au fost de
asemenea pozitive la infectia cu agenti patogeni parazitari, fiind identificate trei
specii diferite ale genului Babesia — B. microti, B. vogeli si B. EU1. Cele trei
specii au Tnregistrat o rata a infectiei de 0.6% (1/144), 1.3% (2/144) si respectiv
2%. Infectiile multiple cu agenti patogeni au fost identificate in 90 de probe din
cele 144 testate (62.5%). Au fost observate 43 de asocieri diferite intre
agentii patogeni analizati in capusele nehranite; 23 (23/144; 15.9%) de
probe au prezentat asocierea a doua genospecii din grupul Borrelia burgdorferi
s.l., cea mai frecventa asociere fiind intre B. garinii si B. afzelii (11/144; 7.6%),
urmata de B. garinii si B. lusitaniae cu noua probe pozitive.

Cele 34 de amestecuri (formate in urma asocierii a 557 probe de ARN)
de ADN complementar au fost testate prin PCR in timp real microfluid in cadrul
sistemului BioMark real-time PCR (Fluidigm, USA), pentru 24 agenti virali
transmisi de capuse. Probele provenite de la capusele nehranite au fost
negative pentru 22 agenti virali (virusul encefalitei de capusa - TBE european,
virusul TBEV tipul far Eastern, virusul TBE tipul Siberian, virusul Langat, virusul
Louping ill, virusul Deer tick, virusul Powassan, virusul Meaban, virusul
Kyasanur, virusul Omsk, virusul pestei porcine africane, virusul Thogoto, virusul
Heartland, virusul Dhori, virusul Kemerovo, virusul Colorado, virusul Eyach,
virusul febrei hemoragice Crimeea-Congo, virusul Dugbe, virusul Nairobi,
virusul Uukuniemi, virusul Schmallenber). in urma testarii au fost obtinute
doua probe pozitive pentru doi agenti virali diferiti. Astfel, o proba
(amestecul nr. 5) a fost pozitiva pentru virusul West Nile, proba fiind obtinuta
prin adaugarea a 1 pl din 18 probe de ARN din zona 1. Amestecul nr. 12, obtinut
din 16 probe de ARN din zona 2 a fost pozitiv pentru infectia cu virusul
Bourbon din familia Orthomyxoviridae. Acest virus a fost prima data izolat in
2014, de la un pacient din Statele Unite ale Americii. Tn studiul nostru, rRT-PCR
nu a indicat probe pozitive pentru virusul Bourbon iar in urma nested-PCR au
fost obtinuti doi produsi PCR insd secventierea nu a permis obtinerea unor
secvente valide.

Acest studiu demonstreaza utilitatea unei metode rapide de detectie ce
permite testarea pe scara larga a unui numar mare de agenti patogeni transmisi
de capuse. De asemenea, exista posibilitatea de adaptare a sistemului pentru
indeplinirea cerintelor regionale de screening a infectiilor vectoriale.

Capitolul IX, “Caracterizarea comunitatilor microbiene din capuse
prin aplicarea secventierii de ultima generatie”, evidentiazad potentialul
secventierii de ultima generatie (NGS) in cadrul studiilor de descriere a
populatiilor microbiene din diverse organisme.
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in cadrul primei parti din capitolul IX s-a urmarit caracterizarea
populatiilor virale din capusele colectate de pe vegetatie in zona de est a
Romaniei utilizadnd tehnologia secventierii pe scara larga (HTS) pe platforma
lllumina NextSeq.

La nivel global, capusele sunt responsabile pentru transmiterea celei
mai mari varietati de agenti patogeni comparativ cu alte artropode. In Romania,
majoritatea studiilor s-au axat pe identificarea agentilor bacterieni transmisi de
capuse, cu o mica preocupare pentru agentii virali vectorizati de capuse. Datele
obtinute Tn urma secventierii au identificat secvente similare virusurilor ce se
asociaza vertebratelor, artropodelor si plantelor. Numarul total al citirilor virale,
obtinut dupa etapa de asamblare, a fost de 21 368 211 pentru mixul-1, 32 337
393 pentru mixul-2 si respectiv 29 676 963 pentru mixul-3. Consecutiv, contig-
urile virale asamblate ce au fost generate pentru fiecare mix au totalizat :
436 956 contig-uri in mixul-1, 1 052 524 contig-uri in mixul-2 si 272 492 contig-
uri in mixul-3. Atribuirea taxonomicé a secventelor a reliefat prezenta contig-
urilor similare agentilor virali din familia Bunyaviridae; fiecare mix de probe
a avut un numar de 58, 243 si respectiv 11 contig-uri. Printre aceste secvente,
unele contig-uri au prezentat identitate cu virusuri recent descrise din genul
Nairovirus — virusul South Bay si din genul Phlebovirus - Blacklegged tick
phlebovirus-1 si Blacklegged tick phlebovirus-2. Avand in vedere faptul ca
un mare numar de contig-uri obtinute in urma analizei HTS a fost atribuit
virusurilor din genul Nairovirus si, respectiv Phlebovirus, am continuat
cercetarile pentru a reusi izolarea de agenti virali. Majoritatea secventelor au
avut o identitate cuprinsa intre 70 si 80%, acest aspect indicand posibili
noi agenti virali. Primul pas in caracterizarea acestor agenti virali a constat in
stabilirea prevalentei lor in capusele nehranite. ADN-ul complementar similar
virusului South Bay a fost detectat in trei capuse Ixodes ricinus (o femela, un
mascul si o nimfa), prevalenta generald avand o valoare de 0.5%. In urma
secventierii, doar doud secvente au fost valide, provenind de la capuse
colectate din acelasi punct (o femela si un mascul I. ricinus). Secventele ce au
prezentat omologie virusurilor din genul Phlebovirus nu au fost detectate in
urma analizei prin PCR.

Rezultatele obtinute in urma HTS s-au caracterizat printr-o
predominare a secventelor similare virusurilor din familia Bunyaviridae.
Numeroase virusuri din cadrul acestei familii au fost recent descrise, la
momentul actual existand clasati peste 350 de agenti virali.

in cea de-a doua parte din acest capitol a fost descris profilul
metagenomic al comunitatilor bacteriene asociate capuselor nehranite din
Romania. Numarul total de citiri pentru agentii bacterieni in cele trei mixuri a
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fost 606.368 Tn mixul-1, 480.101 in mixul-2 si 1.216.785 in mixul-3; citirile au
fost distribuite unui numar mare de familii bacteriene, unele continand specii
patogene vectorizate de capuse. Au fost identificate genuri bacteriene cu o
larga distributie in Europa: Borrelia, Anaplasma, Rickettsia, Bartonella,
Coxiella, Francisella, Ehrlichia dar si agenti patogeni recent identificati in
capuse — Candidatus Neoehrlichia mikurensis si Orientia sp. Alti autori au
identificat si descris anterior aceste bacterii in capusele Ixodide. Genul
Rickettsia ce apartine clasei Alphaproteobacteria, a reprezentat taxonul
bacterian dominant in cadrul celor trei mixuri, cu un numar de citiri de 72.333 in
mixul-1, 47.541 in mixul-2 si respectiv 354.511 in mixul-3. Genul Rickettsia
alaturi de genul Borrelia cuprinde numeroase specii patogene ce sunt
vectorizate de catre capusele Ixodidae. Pe locul secund in ceea ce priveste
numarul de citiri s-a clasat genul Francisella fiind urmat de genul Borrelia. In
urma analizei datelor obtinute prin NGS, au fost detectati numerosi alti agenti
bacterieni, recunoscuti drept endosimbionti ai capuselor (ex. Wolbachia,
Rickettsiella, Coxiella) dar si agenti care au reprezentat probabil microbiota de
contaminare de pe suprafata capuselor, fiind in mod obisnuit asociati mediului
inconjurator si solului (ex. Bacillus, Methylobacterium).

Metagenomica asigura fundatia pentru noi studii de detectie a agentilor
patogeni, Tn scopul evaluarii impactului agentilor transmisi de capuse pentru
sanatatea publica. De asemenea, aceasta vine 1in ajutorul anchetelor
epidemiologice si a programelor de gestionare a bolilor cu risc zoonotic, inclusiv
a celor transmise de capuse.
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ABSTRACT

In Europe, ticks are the most important vectors for pathogens that cause
both human and animal diseases. Ixodes ricinus ticks are the most common
ticks in Europe, and are broadly distributed across the entire continent. They
are capable of transmitting a wide variety of tick-borne zoonotic pathogens,
such as viruses, bacteria, and protozoa. I. ricinus is also the most common tick
species in Romania, representing 86.9% of ticks, followed by Dermacentor
marginatus (9.5%), Haemaphysalis punctata (2.6%), and Dermacentor
reticulatus (0.02%). Rhipicephalus spp. are also present in the southeastern
regions at lower levels, and two such species, Rhipicephalus sanguineus and
Rhipicephalus rossicus, are reported to parasite dogs and occasionally humans
in Romania.

Factors that contributed at the expansion of TBPs are complex abiotic
and biotic factors that influence the distribution and abundance of predominantly
ixodid ticks, and also have great impact on the transmission dynamics of tick-
borne pathogens.

Climate change has been invoked as a primary cause for the expansion
of ticks distribution and intensity of tick-borne infections; for instance, the
emergence of tick-borne encephalitis, human babesiosis and granulocytic
anaplasmosis in North America and Europe occurred simultaneously with
warming trends. However these increases in incidence and distribution must be
connected with other potential causes such as, the increased awareness of
healthcare providers, anthropogenic changes namely habitat fragmentation,
urbanization, de- and reforestation, land use changes that were not under a
clear impact of climate change.

Romania has a unique particularity in comparison with other European
countries that being the separation of territory in five ecoregions represented by
a high biodiversity in terms of habitats and variety of mammal species present.
In terms of type of habitats found in Romania, there are described 357 types
that are categorized in seven classes and 24 subclasses according to the
Palaearctic Habitats classification system. Both abiotic and biotic components
inside habitats influence the distribution and abundance of tick populations.
Because vegetation type influences the presence and movement of host
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species, it is also likely to influence the presence, density, or persistence of tick
species and the probability of successful host acquisition. Certain ticks
associate with a specific microclimate and habitat conditions that are
characterized by a serie of variables such as humidity, temperature, and day
light hour.

Also, the geopolitical position of Romania at the Eastern border of the
EU is strategically important from an epidemiological point of view. It represents
a continual risk for emerging disease, not only in Romania, but also as a
gateway into Europe.

The doctoral thesis ,,Epidemiological and etiological research
regarding emerging vector-borne infections in Eastern Romania” is
structured in accordance with current legal criteria into two parts: a first part
entitled ,,Current state of knowledge” that comprises 44 pages and a second
part ,,Personal contributions” containing 102 pages, that details the results
obtained during PhD studies. To these two main parts, thesis also contains a
table of content, introduction, abstract and references.

The first part ,,Current state of knowledge” is structured in four
chapters that present literature data regarding main components in the field of
tick-borne diseases and their status in Romania: epidemio-climatic
characteristics, information on tick species, bacterial and viral agents vectorised
by ticks. Chapter IV describes different next generation sequencing techniques
that can be used in screening of pathogens in ticks.

The first chapter entitled “Ixodid ticks involved in transmitting
pathogens to animals and humans in Romania” starts by describing the
epidemio-climatic conditions in Romania that can influence the distribution of
ticks. In this chapter it is also given information on the tick species diversity
found in Romania. Contributing factors at the expansion of tick-borne pathogens
are complex abiotic and biotic factors that influence the distribution and
abundance of predominantly ixodid ticks, and also have great impact on the
transmission dynamics of tick-borne pathogens.

Habitat variety and the host diversity result for relatively high tick species
diversity in Romania, in comparison with neighboring countries. Distribution
maps and host spectrum showed that the most widespread ticks in Romania
are Ixodes ricinus (86.9%), Dermacentor marginatus (9.5%) and
Haemaphysalis punctata (2.6%). However, in southern Romania, thermophilic
Palearctic species like Rhipicephalus bursa and Hyalomma marginatum are
also common. I. ricinus is the most important zoonoses vector tick in Romania;
this argument is supported by its abundance and wide host specificity, high
frequency in humans and significant vectorial capacity.
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In terms of pathogens occurrence, chapter Il ,Bacterial tick-borne
pathogens” describes the main bacterial agents that are already detected in
ticks from Romania. Borrelia burgdorferi sensu lato raised the most interest of
the tick-borne pathogens due to its great implications in medical health. Studies
revealed a mean prevalence of B. burgdorferi s.l in I. ricinus ticks at a lower
level comparing with the European average. Other pathogens such as
Rickettsia spp., Bartonella spp., Anaplasma spp. and Candidatus Neoehrlichia
mikurensis were also detected in ticks and animal hosts from Romania.

In chapter I, “Tick-borne viruses”, two viral agents are described due
to their occurrence in Romania. Also, other arboviruses are detailed taking into
account the low number of studies that focused on the detection of viruses in
ticks.

The chapter IV entitled “Next generation sequencing — exploring the
microbiome of ticks”, describes the sequencing techniques used for the
description of microbial populations in different organisms. There are also
presented the applications of Next generation sequencing. As the current
situation of tick-borne pathogens in Romania is still being evaluated, next
generation techniques could be applied for the description of tick microbiome.

The second part of the thesis ,Personal contributions”, contains five
chapters, each chapter presents in detail, by following a specific structure, the
results obtained for the proposed objectives. This part ends with a final chapter
in which the final conclusions are shown.

The current epidemiological status of tick-borne pathogens in ticks
and/or wildlife in Eastern Romania is still being evaluated. Therefore an in-depth
surveillance program is needed, since such pathogens can easily be carried
into and throughout Europe.

The goal of this thesis was to obtain new information regarding the
epidemiological situation of tick-borne pathogens in Eastern Romania. The
study had an integrated approach in accordance with the One Health concept
and aimed to evaluate the risk of infections transmitted by ticks to animals and
humans. In order to accomplish this desideratum, the study had three main
objectives:

» serological investigation of main tick-borne infections in Eastern

Romania

> ldentification by molecular biology techniques of tick-borne
pathogens in questing ticks

» characterization of ticks microbial communities by means of Next
Generation Sequencing
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In chapter VI ,,Seroepidemiological surveys of main tick-borne
infections in animals and humans”, are shown results obtained after
performing seroepidemiological surveys of two main tick-borne infections in
animals and humans - Lyme disease in dogs and Crimean-Congo haemorrhagic
fever in small ruminants (sheep and goats).

The first serosurvey focused on the detection of Crimean-Congo
hemorrhagic fever virus (CCHF) antibodies in small ruminants. CCHF is a
widespread zoonotic disease caused by a tick-borne virus (Nairovirus) of the
Bunyaviridae family. Small ruminants with CCHF undergo a mild infection,
sometimes with transient viraemia. Serum samples to test for CCHFV
antibodies were collected from 90 small ruminants in various sites in Tulcea and
Constanta Counties. All serum samples were tested for the presence of specific
lgG antibodies against CCHFV by a commercial ELISA kit (Vectorbest,
Novosibirsk, Russia), slightly modified. The serological examination of serum
samples for anti - CCHFV infection evidenced CCHF IgG antibodies in the
blood of 16 out of 29 goats (55%) and in 51 out of 61 (85%) sheep. These
results suggest that the CCHF virus may be widespread in traditionally reared
small ruminant livestock in Tulcea and Constanta Counties. CCHF infected
animals also represent a potential threat to abattoir workers and to public health.

Sheep and goats included in the study were parasitized by ticks
belonging to Rhipicephalus spp. These ticks were collected and tested by rRT-
PCR for the identification of CCHF virus; all ticks turned out to be negative for
this viral agent.

Second subchapter presents the results obtained after surveying dog
sera for Lyme disease antibodies. Lyme disease is a vector-borne infection
caused by spirochetes from Borrelia burgdorferi complex transmitted by ticks.
In Europe, the most common genospecies isolated from animals and humans
are: Borrelia afzelii, Borrelia garinii and Borrelia burgdorferi sensu stricto.
Pathogens are transmitted by various species of genus Ixodes. In Europe,
Ixodes ricinus is the most important vector. Dogs are susceptible to tick
infestation due to their interactions with the specific habitats of arthropods and
so the risk of Lyme disease transmission is high. Many authors have proposed
dogs to fulfill the role of "sentinels" making it possible the identification of risk
areas for Lyme disease.

The purpose of this study was to determine the seroprevalence of
antibodies against Borrelia burgdorferi s.l. in dog sera collected from four
counties of Romania. Dog sera were analyzed using a commercial enzyme-
linked immunosorbent assay (IgG Canine Lyme Borrelia - ELISA, NOVATEC,
Germany). A total of 90 serum samples were tested. Following the
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immunoassay, one sample (1.11%) was positive for Borrelia burgdorferi 1gG
antibodies from the 90 tested samples. The seroprevalence registered in this
study was lower than in previous studies conducted in Romania. The fact that
most of the samples were collected from dogs kept in animal shelters may be
an explanation for the low seroprevalence.

In chapter VIl “Tick-borne pathogens detection in questing ticks”,
the goal was to identify most important pathogens involved in causing human
infections and to determine the coinfection rates in questing ticks collected from
one urban region dedicated for recreational activities and two forested areas in
Eastern Romania.

In Europe, ticks are the most important vectors of pathogens that cause
both human and animal diseases. So far, around 60 bacteria, 30 parasites and
100 viruses are registered as potential tick-borne pathogens and the list
continues to expand. Numerous studies have indicated the role of ticks in the
transmission of pathogens that have implications in human health, and their
medical importance has long since been acknowledged. Also, several reports
indicated ticks capacity to harbor two or more pathogens and transmit them
simultaneously causing multiple infections, events that are not rare in humans.
In Romania however, most surveys of ticks have concentrated on the
identification of a limited number of bacterial and parasitic tick-transmitted
pathogens with low concern for the identification of coinfections and detection
of viruses in questing ticks.

The objective of our study was to identify the most important tick-borne
pathogens in questing ticks collected from forested and urban areas and
evaluate their coinfection rates in Eastern Romania as a gateway into Europe.
We analyzed 557 questing adult or nymph hard ticks belonging to three species
(Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus and Haemaphysalis punctata).

Briefly, DNA samples were assessed by PCR and quantitative PCR to
determine the infection rates of Borrelia spp., Rickettsia spp., Anaplasma
phagocytophilum, Bartonella spp. and Candidatus Neoehrlichia mikurensis. We
also screened RNA samples by RT-gPCR to identify the infection with tick-borne
encephalitis virus and Eyach virus. The global prevalence of ticks infected with
one or more pathogens was 45.9%.

Tick-borne pathogens detected in Ixodes ricinus

Ixodes ricinus ticks represented 95.9% (534/557) from the collected
ticks with 77 adult ticks and 457 nymphs. The overall prevalence of infection
with one or more of the tested pathogens registered a value of 47.9% (256/534).

Borrelia spp. DNA was identified in 164 (30.7%) I. ricinus ticks.
Overall, Borrelia spp. infection rates were not significantly different in adult
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(32.4%; 25/77) and nymphal (30.6%; 139/457) I. ricinus ticks. Nested PCR
performed on Borrelia spp. positive samples, targeting IGS 16S-23S gene,
revealed 20 positive samples. The remaining 144 Borrelia spp.-positive samples
that tested negative by nested PCR were included in a real time PCR reaction,
where 113 Borrelia spp.-positive 1. ricinus ticks had specific sequences for one
or more Borrelia species. The mean infection rate, over all ticks tested, was
14.7% for B. garinii (14.2% of the adults and 14.8% of the nymphs), 8.8% for B.
afzelii (6.4% of the adults and 9.1% of the nymphs), 4.8% for B. valaisiana (3.8%
of the adults and 5% of the nymphs), 4.8% for B. lusitaniae (3.8% % of the adults
and 5% of the nymphs), 1.1% for B. spielmanii (1.2% of the adults and 1% of
the nymphs), 0.9% for B. miyamotoi (1.2% of the adults and 0.8% of the
nymphs), 0.3% for B. burgdorferi sensu stricto (0.4% of the nymphs) and 0.1%
for B. bissetti (0.2% of the nymphs).

Anaplasma phagocytophilum was detected in 7/534 ticks (1.3%) I.
ricinus nymphs, no adult tick testing positive. To date, no reported cases of
human A. phagocytophilum infection in Romania exist but there are many
studies indicating circulation of A. phagocytophilum in Romanian territory.

Tick-borne rickettsioses are recognized emerging diseases present in
Europe and consequently in Romania, that cause a wide range of clinical
manifestations. Previous research in Romania focused on the identification of
Rickettsia spp. in ticks collected from different hosts and no study reported
prevalence of spotted fever group (SFG) Rickettsia in questing ticks. Rickettsia
spp. In this study, DNA was observed in 78/534 (14.6%) I. ricinus ticks.
There were no differences in the prevalence of infection between adults and
nymphs. DNA was detected in 12/77 adults (15.5%) and in 66/457 nymphs
(14.4%).

Bartonella spp. DNA was detected in 22 I. ricinus adults or nymphs
(22/534, 4.1%). Bartonella spp. infected 7.7% (6/77) adult and 3.5% (16/457)
nymphal 1. ricinus ticks. One positive sample was successfully sequenced and
matched B. henselae, a pathogen responsible for cat-scratch disease, one of
the most common zoonosis acquired from domestic animals in industrialized
countries. Competence of I. ricinus for this bacterium has been demonstrated
under laboratory conditions, and human infections with B. henselae following
tick bites have also been reported. Candidatus N. mikurensis DNA was found
in 29/534 (5.4%) ticks, all of which were I. ricinus nymphs, resulting in a
prevalence of 6.3% (29/457. Global prevalence was similar to other European
studies with values between 3.5% and 7%. C. N. mikurensis was recently
identified in Romania, in a tick collected from a patient. Another recent study
has established C. N. mikurensis prevalence in unfed I. ricinus ticks from center
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and north part of the country. The infection rate reported in our study is in
accordance with this previous study.

TBEv was detected in 10 RNA samples via specific rRT-PCR, but could
not be confirmed by nested PCR. Given the fact that there are limited data on
TBEV infection on ticks, it is necessary to evaluate the patterns and distribution
of TBEV infection in Ixodid ticks.

There are several published cases of humans being infected with
multiple tick-borne pathogens; this is somewhat expected, as many ticks
harboring two or more infectious agents can transmit them simultaneously. This
phenomenon may occur frequently in |. ricinus ticks, as they feed on a large
variety of host species which act as reservoirs for multiple pathogens

Co-infections were identified only in I. ricinus ticks (96/534; 17.9%),
which accounted for 37.5% (96/256) of infected ticks. Co-infection prevalence
was 15.5% (12/77) in adults and 18.3% (84/457) in nymphs. Regarding
associations  between the Borrelia burgdorferi s.. group
(comprising B. burgdorferi s.s., B. garinii, B. afzelii, B. valaisiana, B. lusitaniae,
B. spielmanii, B. bissetti), 57 I. ricinus ticks were positive for association with
two species and 8 ticks were infected by three different Borrelia species. Most
frequent dual Borrelia specie association was between B. garinii and B.
afzelii (30/57; 52.6% |. ricinus ticks) followed by B. garinii/B. lusitaniae (18/57;
31.5% ticks). Association of three Borrelia species was found in eight I.
ricinus ticks, half of them being infected with B. garinii, B. afzelii and B.
valaisiana.

Co-infections of Borrelia species with other tick-borne pathogens
or between the other surveyed agents occurred in 8.2% I. ricinus ticks (44/534;
6.4% of adult stages and 8.5% of nymphs) distributed in ticks from all three
sampling areas. Dual co-infection between a Borrelia specie and other
pathogen occurred in 22 I. ricinus ticks (22/534; 4.1%); nine ticks had co-
infections between Borrelia spp. and Rickettsia spp. and other seven ticks
tested positive for Borrelia spp. and C.N. mikurensis. We detected co-infection
of two pathogens without Borrelia species in five ticks (5/534; 0.9%).

These results raise further questions about whether these agents can
be co-transmitted to humans (or animals), their incidence, the effect of co-
infection on symptom severity, the efficacy of treatments against multiple
infection, and the development of new diagnostic tests better adapted to
screening for multiple tick-borne diseases.

Our findings confirm that ticks are important pathogen vectors in both
forested and urbanized areas. We have generated detailed data on the
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occurrence of zoonotic pathogens, representing solid foundation for further
studies examining the risk of human tick-borne diseases.

Tick-borne pathogens detected in Dermacentor reticulatus

Dermacentor reticulatus is a tick specie considered to be the second
most reported after I. ricinus in central Europe. In Romania however, questing
D. reticulatus ticks prevalence was estimated at 0.02%. D. reticulatus ticks were
found only in sampling area 2, four adult females (4/557; 0.7%) being obtained
after dragging. Molecular testing for all tick-borne pathogens included in this
study, revealed one positive D. reticulatus tick for Rickettsia spp. The gltA
sequence obtained from the Rickettsia-positive D. reticulatus female shared
99% similarity to Rickettsia raoultii (GenBank accession no. KJ663737.1).

Tick-borne pathogens detected in H. punctata

H. punctata ticks represented 3.4% from the total ticks collected, with a
total of 19 ticks (three adults and 16 nymphs). There is limited information
regarding identification of tick-borne pathogens in H. punctata tick species from
Romania, no pathogen being so far successfully identified. After testing for the
selected pathogens, three nymphs were infected with a single different tick-
borne pathogen (3/19; 15.7%). Borrelia spp. DNA was identified in one H.
punctata nymph (1/19; 0.6%). The positive Borrelia spp. PCR product was
successfully sequenced and showed 94% identity to B. miyamotoi sequences
(GenBank accession no. CP010308.1). Rickettsia spp. DNA was detected in
one H. punctata nymph (1/19; 0.6%). Valid sequence was unable to be
generated for the single H. punctata PCR product.

Bartonella spp. DNA was observed in a single H. punctata nymph (1/19,
0.6%) 2. Among the 19 H. punctata ticks analyzed, there were no positive
samples for more than one pathogen.

Chapter VIII entitled “High-throughput detection of tick-borne
pathogens”, includes a study that analyzed 144 Borrelia spp.-positive samples
by high-throughput real-time PCR using BioMark real-time PCR system
(Fluidigm, USA). Also, 34 RNA pools obtained by mixing 557 RNA samples
were tested for 24 viral agents vectorized by ixodid ticks.

After testing the 144 samples for 39 bacteria and parasites, 15 bacterial
agents (Borrelia miyamotoi, Anaplasma marginale, A. platys, A. ovis, A.
centrale, A. bovis, Ehrlichia chaffeensis, E. ruminantium, E. canis, Rickettsia
conorii, R. slovaca, R. masilliae, R. aeschlimannii, Bartonella quintana, Coxiella
burnetii) and 9 parasites (Babesia divergens, B. canis, B. bovis, B. caballi, B.
bigemina, B. major, B. ovis, Theileria equi, T. annulata) were not identified.
There were identified seven genospecies from Borrelia burgdorferi s.I.
group, B. garinii being the most abundant specie (79/144; 54.8%) followed by
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B. afzelii (46/144; 31.9%). B. valaisiana and B. lusitaniae were detected in 26
tick samples (26/144; 18%).

DNA samples also tested positive for the infection with Anaplasma
phagocytophilum and C. N. mikurensis at a low infection rate (1.3%; 2/144
and 2.7%; 4/144 respectively). For Rickettsia spp., 60 samples tested positive
(60/144; 41.6%), BioMark real-time PCR system being able to identify only one
specie - Rickettsia helvetica with a prevalence of 11.8% (17/144). Ticks
showed specific sequences for parasitic agents as well. There were detected
three species from Babesia genus: B. microti, B. vogeli and B. EU1; these
species had a prevalence of 0.6% (1/144), 1.3% (2/144) and 2% (3/144)
respectively.

Multiple pathogen infections were identified in 90 samples (62.5%) being
noticed 43 different associations of pathogens; 23 (23/144; 15.9%) ticks had
association of two Borrelia burgdorferi s.| genospecies, most frequent being the
one between B. garinii and B. afzelii (11/144; 7.6%) followed by B. garinii and
B. lusitaniae in nine ticks.

After testing the 34 pools for 24 viral agents, one pool was positive
for the infection with West Nile virus and another pool had infection with
Bourbon virus (Orthomyxoviridae). Further detection methods performed for
the confirmation of Bourbon virus infection (rRT-PCR and nested-PCR) did not
show positive samples.

The BioMark real-time PCR system as a surveillance method represents
a major improvement in epidemiological studies, able to facilitate
comprehensive testing of tick-borne pathogens, and which can also be
customized to monitor emerging diseases.

Chapter IX ,,Characterization of tick microbial communities using
Next-Generation Sequencing”, shows the potential of Next-Generation
Sequencing as a tool for metagenomic studies that aim to describe ticks
microbiome.

In the first part of this chapter are described the results after screening
three pools of tick sample for the presence of viruses by Next Generation
Sequencing (NGS) on the Illumina NextSeq platform. Worldwide, ticks are
responsible for transmitting the highest number of pathogens compared to any
other arthropod. Identification of bacterial tick-transmitted pathogens was the
spotlight for most surveys carried out in Romania, with less concern for the viral
agents vectorized by ticks.

The objective of the study was to characterize the virome of questing
ticks from Eastern Romania as a gateway into Europe, by using high-throughput
sequencing (HTS). The study included 557 questing adult or nymph ticks (534

47



Raileanu Cristian

Ixodes ricinus, 4 Dermacentor reticulatus and 19 Haemaphysalis punctata)
randomly distributed in three pools, collected from three distinct areas in
Eastern Romania.

Analysis of HTS data uncovered sequences with similarity to viruses that
associate to vertebrates, arthropods and plants. The number of total viral reads
obtained after the assembly step was 21 368 211, 32 337 393 and 29 676 963
respectively for each pool. Subsequently, assembled viral contigs generated
from each pool totalized 436 956, 1 052 524 and 272 492 contigs. Taxonomic
assignation of contigs considered as distant to known vertebrate viruses,
revealed homology to viral agents of Bunyaviridae family, each pool
recording a number of 58, 243 and 11 contigs. Among them, contigs mapped to
recently described viruses from Nairovirus genus- South Bay virus, and from
Phlebovirus genus namely blacklegged tick phlebovirus-1 and blacklegged
tick phlebovirus-2. Prevalence of viral sequences in ticks was screened by
PCR from cDNA of individual ticks, using specific primers for the sequences
found by HTS. South Bay virus-like cDNA was detected in three Ixodes ricinus
(one nymph, a female and a male) with a global prevalence of 0.5%, while no
ticks were positive for Phlebovirus-like sequences. Two sequences South Bay
virus-like were validated and proved to be highly homogeneous (99% identity),
originating from ticks collected at the same site (male and female). After
establishing the prevalence and distribution of South Bay virus-like in ticks, the
following step will be the attempt to isolate this new viral agent by intracerebral
inoculation of type | interferon receptor knock-out mice.

In the second part of this chapter it is described the metagenomic
profile of bacterial communities associated with questing ticks in Romania
revealed after applying Next Generation Sequencing on the Illlumina NextSeq
platform.

Total number of reads for bacterial agents was 606.368 for pool-1,
480.101 for pool -2 and 1.216.785 for pool -3; reads were assembled to contigs
that matched to a high number of bacterial families, some with species known
to be transmitted by ticks. There were detected potential pathogenic
bacterial genera that have a wide distribution in Europe: Borrelia,
Anaplasma, Rickettsia, Bartonella, Coxiella, Francisella, Ehrlichia and also
recently identified pathogenic agents - Candidatus Neoehrlichia mikurensis
and Orientia sp. Rickettsia genus had the highest number of reads in all three
pools (72.333 in pool-1, 47.541 in pool -2 and 354.511 in pool -3) followed by
Francisella and Borrelia.

High-throughput sequencing technologies provide a complete picture of
the bacterial communities present within questing ticks under natural conditions.
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This study demonstrates a novel detection strategy for the microbiomes of
arthropod vectors in the context of epidemiological and ecological studies.
Although further research is required to investigate the functional and the
ecological implications of the bacterial communities associated with ticks, this
work represents an initial effort in data acquisition and an innovative analysis
towards the characterization of the tick microbiome including disease-causing
bacteria under natural condition.
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CAPITOLUL |

CAPUSELE IXODIDAE CU ROL iN TRANSMITEREA

AGENTILOR PATOGENI LA ANIMALE SI LA OM iN
ROMANIA

CHAPTER |
IXODID TICKS INVOLVED IN TRANSMITTING
PATHOGENS TO ANIMALS AND HUMANS IN ROMANIA

Vectorii biologici ai infectiilor umane si animale sunt in principal specii
de artropode capabile sa transmita agenti infectiosi la om dar si la alte gazde
[Savuta, 2007]. Capusele sunt cei mai importanti vectori din Europa, cauzand
infectii atat la om céat si la animale. Capusele Ixodes ricinus reprezinta specia
cea mai comuna din Europa, fiind distribuita pe intreg continentul. Acestea sunt
capabile de transmiterea unei varietati largi de agenti patogeni (virusuri, bacterii,
protozoare). |. ricinus reprezintd specia dominanta si pentru Roméania (aprox.
86%), fiind urmatd de Dermacentor marginatus (9.5%), Haemaphysalis
punctata (2.6%) si Dermacentor reticulatus (0.02%) [Mihalca si colab., 2012a].

Dintre infectiile provocate in urma parazitismului capuselor, boala Lyme
este cea mai des intalnita in Europa. Bacteriile din grupul Borrelia burgdorferi
sensu lato (s.l.) provoaca anual circa 85.000 de cazuri [Subramanian si colab.,
2012].

Prin asezarea geopolitica la granita de est a Uniunii Europene, Romania
detine un rol strategic important si din punct de vedere epidemiologic. Capusele
reprezinta un risc continuu pentru Romania si pentru intreg continentul. La
momentul actual, in tara noastra, inca se desfasoara actiuni de evaluare a
statutului epidemiologic din punctul de vedere al infectiilor transmise de capuse.
in acest context, se impune aplicarea unor programe de supraveghere, dat fiind
faptul ca agentii infectiosi transmisi de capuse pot fi cu usurinta diseminati pe
teritorii extinse.
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1.1 CARACTERISTICILE EPIDEMIO-CLIMATICE ALE
ROMANIEI

Roméania detine o particularitate unica comparativ cu restul tarilor din
Europa, avand teritoriul divizat in cinci ecoregiuni caracterizate printr-o bogata
diversitate a habitatelor si a speciilor de mamifere prezente [Mihalca si colab.,
2012a). in ceea ce priveste tipurile de habitat existente in Romania, conform
sistemului de clasificare, Palaearctic Habitats, au fost descrise 357 de tipuri
incadrate in sapte clase si 24 de subclase [Donita si colab., 2005]. Varietatea
speciilor de mamifere din Romaéania este reprezentatd de cele 112 specii
descrise. O biodiversitate crescuta se observa mai ales in randul rozatoarelor,
cu 32 de specii de rozatoare salbatice, unele dintre aceste specii fiind anterior
descrise drept gazde ale capuselor [Mihalca si colab., 2012b].

Pasarile migratoare reprezinta de asemenea o alta componenta cu rol
important in distributia capuselor in interiorul unui continent dar si intre
continente. Acestea reprezinta, de altfel, rezervor natural pentru numerosi
agenti patogeni transmisi de capuse cét si o sursa de infectie pentru acestea.
Pasarile migratoare au numeroase opriri pe traseul lor pe durata carora au parte
de hrana, odihna si de asemenea pot prelua capuse sau le pot elimina. n acest
mod se realizeaza o extindere a arealului de distributie a agentilor patogeni
[Olsen si colab., 1995]. Delta Dunarii reprezinta un important punct de oprire
pentru pasarile migratoare ce se deplaseaza in Africa sau nordul Eurasiei.
Anual, milioane de pasari din 300 de specii diferite au ca punct de oprire Delta
Dunarii [Sandor si colab., 2014]. Aceasta zona cuprinde o mare varietate de
specii de capuse, find de asemenea identificati numerosi agenti patogeni
pentru animale si om (Borrelia burgdorferi s.l., Anaplasma phagocytophilum,
Coxiella burnetii) [Sandor si colab., 2014, Marcutan si colab., 2016].

Romaéania cuprinde o mare diversitate in ceea ce priveste speciile de
capuse prezente tocmai datorita varietatii habitatului si a diversitatii speciilor
gazda. Hartile de distributie existente incadreaza specia Ixodes ricinus drept
cea mai abundenta (86.9%), fiind urmata de Dermacentor marginatus (9.5%) si
Haemaphysalis punctata (2.6%). Totusi, in sudul Romaniei exista alte doua
specii comune regiunii, respectiv speciile Paleartice termofile Rhipicephalus
bursa si Hyalomma marginatum. Ixodes ricinus este asociat cu transmiterea la
om a celui mai mare numar de agenti patogeni, fiind si cel mai important vector
al agentilor zoonotici din Romania [Mihalca si colab., 2012c]. Un aspect
important din punct de vedere epidemiologic este reprezentat si de procentul
ridicat al populatiei din mediul rural. Astfel, aproape jumatate din populatia tarii
locuieste si munceste in zone rurale, mentindnd un contact strans cu natura,
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ceea ce creeaza un risc de expunere la atacul capuselor [Mihalca si colab.,
2012c].

1.2 SPECIILE DE CAPUSE IXODIDAE CU ROL DE
VECTOR iN ROMANIA

Capusele sunt artropode cu importanta deosebita din punct de vedere
medical, mai ales din pricina capacitatii lor vectoriale. Capusele dure sunt
cunoscute pentru transmiterea agentilor infectiosi la animale si la om si
reprezintd categoria de artropode capabila sa vectorizeze cea mai larga
varietate de agenti patogeni, cu afectarea omului, a animalelor de companie si
a celor de renta [Pfaffle si colab., 2013]. Capusele fac parte din increngatura
Arthropoda, clasa Arachnida, subclasa Acari, supraordinul Parasitiformes,
ordinul Ixodida. Exista trei familii de capuse: Ixodidae sau capusele dure,
Argasidae sau capusele moi si Nuttalliellidae.

In Romania sunt descrise 27 specii de capuse, dintre care 25 apartin
familiei Ixodidae (Tabel 1.1) si 2 familiei Argasidae (Argas persicus si Argas
reflexus) [Coipan si colab., 2011]. Specia dominantd este Ixodes ricinus
(86.9%), urmata de Dermacentor marginatus (9.5%) si Haemaphysalis punctata
(2.6%) [Mihalca si colab., 2012c].

Tabel 1.1/Table 1.1
Speciile de capuse Ixodidae prezente in Roménia
Ixodid ticks found in Romania [ Feider, 1965; Coipan si colab., 2011;
Mihalca si colab., 2012a].

Dermacentor Haemaphysalis Hyalomma Ixodes Rhipicephalus
D. marginatus H. concinna H. aegyptium I. apronophorus  R. annulatus
D. reticulatus  H. inermis H. scupense I. arboricola R. bursa
H.parva H. marginatum |. crenulatus R. rossicus
H. punctata I. hexagonus R. sanguineus
H. sulcata I. laguri
I. redikorzevi
I. ricinus
I. rugicollis
I. simplex

. trianguliceps

. vespertilionis
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1.2.1 Ixodes ricinus

Ixodes ricinus reprezinta specia dominanta de pe continentul european
[Reis si colab., 2011] si este de asemenea specia cel mai des intalnita in zonele
impadurite din Romania (Figura 1.1) [Mihalca si colab., 2012a]. Este cunoscut
faptul ca aceasta capusa prezinta o arie foarte larga in ceea ce priveste
diversitatea gazdelor, fiind capabila sa paraziteze un numar de peste 300 de
specii [Mihalca si colab., 2013]. in plus, capusele I. ricinus pot indeplini sarcina
de vector pentru numerosi agenti patogeni de origine bacteriana, virala sau
parazitara cu importanta pentru sanatatea umana. Principalii reprezentanti din
aceasta categorie sunt: virusul encefalitei de capusa - subtipul vestic european
(TBEv-Eur), responsabil de producerea encefalitei de capusa si spirochetele din
complexul B. burgdorferi s.1., agentul bolii Lyme la om [Rizzoli si colab., 2014].

Figura 1.1 Distributia geografica a capuselor nehranite Ixodes ricinus pe
teritoriul Romaniei
@ Zonele cunoscute inainte de 2012; @ Zone addugate de Mihalca si colab., 2012
Figure 1.1 Geographical distribution of Ixodes ricinus questing
ticks in Romania
@ Sites known before 2012; @ Sites added by Mihalca et al., 2012
[Mihalca si colab., 2012a]

Ciclul de viata al capuselor Ixodidae prezinta patru stadii: ou, larva, nimfa
si adult. Fiecare stadiu este separat de hranirea cu sange pe o gazda, care
poate dura mai multe zile, fiind apoi urmata de procesul de naparlire. Acuplarea
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se realizeaza pe gazda, in cazul majoritatii speciilor de Ixodidae. Din oua iau
nastere larve hexapode, la ecloziune acestea sunt umflate si moi, dupa care, in
decurs de cateva zile devin dure prin pierderea apei si prin eliminarea
metabolifilor acumulati in timpul embriogenezei; larvele incep apoi cautarea
primei gazde pentru a se hrani. Dupa ce s-au hranit timp de céteva zile, se
desprind de pe gazda si cad pe sol pentru a digera sangele ingurgitat si pentru
a naparli. Aceasta perioada poate dura intre 2-8 saptamani, in functie de

conditiile de mediu (Figura 1.2).
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Figura 1.2 Ciclul de viata al capuselor Ixodes ricinus
Figure 1.2 Ixodes ricinus life cycle [dupa Parola si colab., 2001b]

Larvele nu se deplaseaza decéat foarte putin pe orizontala si raman
grupate, sub forma de cuiburi, in asteptarea gazdelor. Dispersia lor depinde in
principal de gazda pe care sunt atasate, fiind mult mai eficienta daca gazdele
sunt pasari sau animale mari. Dupa naparlire, larvele se transforma in nimfe
octapode, avand demisiuni de aproximativ 1 mm. Acestea pornesc in cautarea
unei noi gazde, pentru a se hrani din nou cu sange. Nimfa, dupa ce s-a hranit
complet, masoara aproximativ 2 mm. Dupa hranire, capusele se detaseaza de
pe gazda si cad pe sol, avand loc cea de-a doua naparlire (Figura 1.2).

Dupa a doua naparlire, nimfele se transforma in capuse adulte ce
prezinta dimorfism sexual pronuntat (femele / masculi). Femelele . ricinus ajung
la dimensiuni de 3-3.6 mm iar masculii 2.4-2.8 mm. Femelele se pot hrani timp
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de mai multe zile (7-13 zile la I. ricinus). Masculii sunt frecvent gasiti cu
hipostomul introdus in porul genital al femelei, dupa ce in prealabil si-au extras
un spermatofor din propriul por genital depunandu-l apoi in porul genital al
partenerelor [Cojocaru, 2014]. Frecvent, femelele de I. ricinus aleg o strategie
de reproducere prin acceptarea a 2 sau 3 genitori diferiti. Aceasta paternitate
multipla creste diversitatea genetica precum si sansele de dispersie a oualor
[Hasle si colab., 2008]. Dupa acuplare, femela trebuie sa se hraneasca pentru
ultima oara, ajungand la dimensiunile unui bob de mazare. Aceasta ultima masa
ii va permite sa depuna aproximativ 2.000 de oua, in functie si de cantitatea de
sange ingerata, inainte sa se usuce si sa moara (Figura 1.2).

Referitor la gazdele parazitate, exista numeroase specii de animale pe
care capusele se pot hrani, ciclul de viata al speciei I. ricinus evidentiind acest
aspect (Figura 1.2). In ceea ce priveste modul de infectie a cipuselor cu agenti
patogeni, exista 3 variante: prin hranirea cu sangele unui animal infectat, prin
co-hranire sau prin transmitere transovariana (verticala). Asadar, in orice stadiu
evolutiv, capusele pot fi infectate cu unul sau mai multi agenti patogeni. Tn cursul
dezvoltarii transstadiale, capusele I. ricinus se pot hrani pe un numar de
aproximativ 300 de specii, reprezentate de pasari, mamifere mari si mici.
Larvele se hranesc in mod curent pe mamifere mici si pasari de talie mica
(90%). Stadiul de nimfa al speciei I. ricinus reprezinta cel mai primejdios stadiu
pentru sanatatea omului, datorita dimensiunii reduse, a antropofiliei pronuntate,
abundentei si a capacitatii acesteia de a ramane atasata de om o perioada mai
indelungata [Vassalo si colab., 2000]. Toti acesti factori solicita noi studii privind
abundenta si rata de infectie a nimfelor I. ricinus, din perspectiva sanataii
umane. Capusele adulte se hranesc de preferinta pe gazdele de talie mare
[Parola si colab., 2001b].

1.2.2 Haemaphysalis punctata

Specia H. punctata cuprinde capuse de dimensiuni mici, fiind identificate
in aproape toate tarile din Europa. Mai mult, numeroase studii au descris
parazitismul acestei specii la om. In ceea ce priveste capacitatea de vector,
capusele H. punctata sunt considerate vectori competenti pentru virusul febrei
hemoragice Crimeea-Congo si virusul encefalitei de capusa [Estrada-Pena si
colab., 1999]. In Romania, aceasta reprezintd aproximativ 2% din totalul
speciilor de capuse avand o distributie geografica predominanta in zona de sud-
vest a tarii (Figura 1.3). in ceea ce priveste speciile gazda, principalele specii
parazitate de H. punctata sunt rumegatoarele domestice si salbatice, insa au
fost descrise ca gazde si carnivorele, aricii, rozatoarele si pasarile. In Romania,
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gazdele cel mai frecvent parazitate sunt mamiferele domestice [Mihalca si
colab., 2012a].

in tara noastra existd un numér limitat de informatii privind prevalenta
agentilor patogeni Tn capusele H. punctata, pana in prezent nefiind raportate
capuse infectate [Briciu si colab., 2014].

Figura 1.3 Distributia capuselor nehranite H. punctata pe teritoriul
Romaniei
@ Zonele cunoscute inainte de 2012; @ Zone addugate de Mihalca si colab., 2012
Figure 1.3 Geographical distribution of H. punctata questing ticks
in Romania
@ Sites known before 2012; @ Sites added by Mihalca et al., 2012
[Mihalca si colab., 2012a]

1.2.3 Dermacentor reticulatus

Dermacentor reticulatus reprezintd specia clasata pe locul secund din
punctul de vedere al abundentei in Europa centrala [Rubel si colab., 2016].
Stadiile imature paraziteaza mamiferele mici ce traiesc in vizuini iar capusele
adulte se hranesc pe mamifere mari. Rareori ataca oameni, dar poate mentine
si distribui agenti patogeni catre gazde—rezervor natural [Mierzejewska si
colab., 2015]. Aceasta specie are o importanta deosebita in domeniul veterinar
si cel uman, datorita capacitati de a transmite o mare varietate de
microorganisme patogene. Reprezinta vectorul principal pentru Babesia canis
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dar poate vectoriza si agenti bacterieni precum specii ale genului Rickettsia si
Coxiella burnetii iar din categoria virusurilor, D. reticulatus poate fi implicat in
transmiterea virusului encefalitei de capusa. Totusi, sunt necesare investigatii
suplimentare pentru a determina rolul speciei D. reticulatus in mentinerea si
transmiterea acestor agenti patogeni.

Dermacentor reticulatus este o specie ditrofica: stadiile imature sunt
endofile, locuind n vizuinele gazdelor (rozatoare, insectivore, iepuri) iar adultii
sunt exofili, asteptandu-si gazdele in habitate deschise, in zona de lunca cu
arbusti sau pajisti de la marginea padurilor. Habitatul favorit al speciei D.
reticulatus se afla in apropierea luncilor periodic inundate, de-a lungul albiilor
raurilor [Mierzejewska si colab., 2016].

Figura 1.4 Distributia capuselor nehranite D. reticulatus pe
teritoriul Romaniei
@ Zonele cunoscute inainte de 2012; @ Zone addugate de Mihalca si colab., 2012
Figure 1.4 Geographical distribution of H. punctata questing ticks
in Romania
@ Sites known before 2012; @ Sites added by Mihalca et al., 2012
[Mihalca si colab., 2012a]

Aria de distributie a acestei specii urmeaza un proces de expansiune pe
latitudine si altitudine la nivel european, Tn special in Germania, Polonia,
Ungaria si Slovacia. in Romania, prevalenta capuselor nehranite D. reticulatus
a fost estimatd la 0.02%, studiile recent efectuate nereusind sa confirme
aceasta expansiune (Figura 1.4) [Mihalca si colab., 2012a].
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Ciclul biologic al speciei D. reticulatus se afla inca sub semnul intrebarii,
acest lucru fiind datorat comportamentului ascuns manifestat de larve si nimfe.
Desi necesita trei gazde pentru a completa ciclul biologic (Figura 1.5), larvele si
nimfele D. reticulatus au un comportament nidicol in timp ce adultii sunt exofili.
Aceste caracteristici se transpun printr-o lipsa a stadiilor imature ca urmare a
colectarii prin metoda drapelului. Tn schimb, adultii sunt usor de colectat prin
aceastd metodd, in locurile unde au o densitate mare. In zonele de clima
temperata ale Europei, larvele se pot gasi pe gazde (mamifere mici) in lunile
mai si iunie, avand abundenta maxima in iunie si iulie. D. reticulatus prezinta o
rata de dezvoltate mult mai rapida comparativ cu cea a speciei I. ricinus, avand
insa si o rata scazuta a mortalitatii. Larvele hranite naparlesc si devin nimfe in
mai putin de o luna iar in conditii naturale intreaga generatie este completa in
doar céateva luni.

Figura 1.5 Ciclul biologic al speciei Dermacentor reticulatus
Figure 1.5 Dermacentor reticulatus life cycle
[dupa Foldvari si colab., 2016]

Adultii sunt activi incepand cu luna martie cu un varf in aprilie
prezentand o abundenta scazutd pe durata verii si inregistrand un alt varf al
activitatii in septembrie-octombrie. Tn timpul iernii, capusele se afla in diapauza,
stare caracterizata printr-o activitate metabolica redusa, mediata
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neurohormonal. Adultii D. reticulatus revin la starea activa relativ devreme, dupa
diapauza de iarna, acest aspect asociindu-se cu rezistenta lor la temperaturi
scazute. Adultii prefera sa se hraneasca pe mamifere de dimensiuni medii si
mari si au tendinta de a se hrani sub forma de grupuri, producénd astfel leziuni
vizibile macroscopic (Figura 1.5).

1.3 INFLUENTA FACTORILOR BIOTICI SI ABIOTICI iN
DISTRIBUTIA S| DENSITATEA CAPUSELOR

Expansiunea bolilor transmise de capuse se realizeaza datorita
contributiei unor factori biotici si abiotici complecsi, ce influenteaza distributia si
abundenta capuselor ixodide predominante si care, au un impact major in
dinamica agentilor patogeni transmisi de aceasta categorie de artropode
[Medlock si colab., 2013]. Schimbarile climatice sunt considerate o cauza
primard pentru expansiunea geografica a capuselor si intensitatea infectiilor
cauzate de acestea. Spre exemplu, emergenta encefalitei de capusa, a
babesiozei umane si a anaplasmozei granulocitare in America de Nord si in
Europa s-a realizat concomitent cu tendinta de incalzire globala. Cu toate
acestea, cresterea incidentei si a distributiei trebuie corelata si cu alte cauze
potentiale, cum ar fi: modificarile antropogene (fragmentarea habitatelor,
urbanizarea, defrisarile si infiintarea de paduri, utilizarea diferita a terenurilor),
ce nu s-au regasit sub un impact evident al schimbarilor climatice.

Ambele componente (biotica si abiotica), din cadrul habitatelor
influenteaza distributia populatiilor de capuse. Deoarece tipul de vegetatie are
influentd asupra prezentei si a miscarii speciilor-gazda, este de asteptat ca
acestea sa intervina si in prezenta, densitatea sau persistenta speciilor de
capuse si in probabilitatea de a gasi o gazda. Anumite capuse sunt asociate
unui microclimat specific si unor anumite conditii de habitat ce sunt caracterizate
printr-o serie de variabile, cum ar fi umiditatea, temperatura si durata zilei
lumina. Referitor la rata de infectie a capuselor cu agenti patogeni, exista studii
ce prezinta corelarea acesteia cu densitatea si susceptibilitatea celor mai
importante gazde ale capuselor, rata lor de infectie, durata infectiei si statusul
imun al acestor gazde [Speck si colab., 2013, Trout Fryxell si colab., 2015].

Gazdele susceptibile se pot comporta ca niste factori de dispersie ai
agentilor patogeni, in special pasarile migratoare, ce pot fi responsabile de
introducerea de noi agenti patogeni in zone cunoscute anterior drept indemne.
Pasarile pot traversa bariere ce ar opri in mod normal mamiferele (munti, desert,
oceane, garduri), se pot deplasa mai rapid si au un potential mai mare de
dispersie a capuselor comparativ cu mamiferele si reptilele [Hasle, 2013]. in
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2008, Ogden si colab. au studiat influenta migrarii nordice a pasarilor migratoare
in expansiunea bolii Lyme si a anaplasmozei granulocitare umane (HGA) in
aceeasi directie. Acestia au observat prezenta capuselor pe aceste pasari; in
urma testarii capuselor, au identificat diferite genospecii de Borrelia, unele
implicate in producerea bolii la om [Ogden si colab., 2008].

61



Raileanu Cristian

CAPITOLUL II
AGENTI PATOGENI BACTERIENI TRANSMISI DE
CAPUSE

CHAPTER II
BACTERIAL TICK-BORNE PATHOGENS

2.1. BORRELIA spp.

Speciile genului Borrelia sunt spirochete adaptate la transmiterea prin
artropode [Perianu, 2011a]. Spirochetele sunt microorganisme filiforme, cu
dimensiuni de 15-30/0,2-0,3 ym, prevazute cu 5-8 spirale, cu amplitudinea de
1,2-2,8 ym si prezintd mobilitate accentuata, migcarile avand caracterul unor
lovituri de bici. Cilindrul protoplasmic, format dintr-un strat de peptidoglicani,
este inconjurat de o membrana externa fragila. Circuitul Borrelia spp. in natura
se desfasoara intre capuse si o mare varietate de vertebrate (diferite specii de
mamifere, pasari si unele reptile) [Piesman si colab., 2004].

2.1.1 Specii patogene transmise de capuse

De la momentul descoperirii B. burgdorferi in 1982, au urmat numeroase
identificari a izolatelor din genul Borrelia de la variate specii de vertebrate,
inclusiv de la om. Pana de curand, la nivel mondial, doar trei specii au fost
considerate drept agenti ai bolii Lyme: B. burgdorferi s.s. (America de Nord si
Europa), B. afzelii si B. garinii (Europa si Asia). In momentul actual ins&, este
recunoscuta si implicarea altor specii din complexul B. burgdorferi s.l. (Tabel
2.1). Spirochetele genului Borrelia sunt transmise gazdelor de catre capusele
ixodide, stadiul de nimfa fiind, se pare, cel mai important. A fost sugerat faptul
ca speciile Borrelia pot avea un tropism diferit, cauzand manifestari clinice
distincte [Rudenko si colab., 2011]. Borrelia garinii a fost frecvent identificata la
pacienti cu manifestari de neuroborrelioza, aceasta corelatie fiind realizata in
cadrul studiilor de serotipizare a izolatelor efectuate in Europa.
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[Rudenko si colab., 2011, http://www.eucalb.com/]

Tabel 2.1/Table 2.1
Speciile din complexul Borrelia burgdorferi sensu lato
Species from Borrelia burgdorferi sensu lato complex

Specii Borrelia Vectorul Gazda/Rezervor Distributia
natural geografica
B. afzelii . ricinus, I. persulcatus Rozatoare Asia, Europa
B. americana 1. pacificus, I. minor Pasari SUA
B. andersonii I. dentatus lepuri SUA
B. bavariensis . ricinus Rozatoare Europa
B. bissettii . ricinus, I. scapularis, Rozatoare Europa, SUA
1. pacificus, 1. minor
B. burgdorferi . ricinus, I. scapularis, Rozatoare, pasari,  Europa, SUA
Sensu stricto I. pacificus soparle, mamifere
mari
B. californiensis I. pacificus, I. jellisonii, sobolan Kangaroo, SUA
I. spinipalpis caprioara
B. carolinensis I. minor Rozatoare, pasari SUA
B. chilensis - - America de Sud
B. finlandensis - - Europa
B. garinii I. ricinus, |. persulcatus, Pasari, soparle, Asia, Europa
I. hexagonus, |. nipponensis rozatoare
B. japonica I. ovatus Rozatoare Japonia
B. kurtenbachii I. scapularis Rozatoare Europa, SUA
B. lusitaniae I ricinus Rozéatoare, soparle  Europa, Nordul
Africii
B. sinica I. ovatus Rozatoare China
B. tanukii I. tanuki Necunoscuta Japonia
(probabil caini si
pisici)
B. turdi I. turdus Pasari Japonia
B. spielmanii l. ricinus Rozatoare Europa
B. valaisiana I ricinus, I. granulatus Pasari, soparle Asia, Europa
B. yangtze Haemaphysalis longicornis, Rozatoare China

granulatus

In schimb, B. burgdorferi s.s. determina frecvent artrite la pacientii
infectati, acestea fiind cel mai important simptom musculoscheletic. B. afzelii
determina la om fin principal leziuni ale pielii, avand un tropism cutanat
[Rudenko si colab., 2011].
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Desi anterior s-a considerat ca B. valaisiana nu este patogena pentru
om, recent a fost asociatd simptomelor cu evolutie cronica si in infectiile
manifestate prin eritem migrator (EM). Mai mult, B lusitaniae a fost izolata in
Portugalia de la un pacient iar analiza moleculara a aratat o distributie clinica
diferita de alte specii ale genului Borrelia. De asemenea, s-a confirmat rolul B.
spielmanii drept agent al bolii Lyme, ca urmare a cazurilor aparute in Olanda,
Germania, Ungaria si Slovenia [Rudenko si colab., 2011].

Borrelia miyamotoi este o spirochetd din cadrul grupului febrelor
recurente, transmisa de aceleasi capuse ixodide ce transmit si agentii bolii
Lyme. A fost descrisa initial in anul 1994 in capusele Ixodes persulcatus din
Japonia. Aceasta infecteaza cel putin sase specii de capuse Ixodes din America
de Nord si Eurasia, avand ca rezervor natural diferite specii de rozatoare mici
si pasari. in 2015 a fost descrisa pentru prima data in Romania, fiind identificata
prin teste de biologie moleculara in capusele questing colectate din nordul si
centrul tarii [Kalmar si colab., 2016].

2.1.2 Transmitere si rezervor natural

Capusele sunt principalii vectori ai genului Borrelia. Cele mai importante
specii de capuse implicate in transmiterea B. burgdorferi s. I. la om sunt 1.
scapularis (estul Americii de Nord), |. persulcatus (jumatatea nordica a Asiei), .
pacificus (Vestul Americii de Nord) si I. ricinus (Europa) [Parola si colab.,
2001b]. Capusele preiau borrelile in timpul hranirii cu sdnge pe gazdele
infectate sau prin co-hranire, proces ce semnifica inocularea spirochetelor in
circulatia sanguina a gazdei de catre o capusa infectata si preluarea patogenilor
din sédnge de catre o capusa neinfectata, ce se hraneste in imediata apropiere.
Borreliile raméan inactive in intestinul mijlociu al capusei pe durata naparlirii. in
stadiul urmator, spirochetele disemineaza rapid catre toate organele, inclusiv
glande salivare, de unde speciile de Borrelia sunt apoi transferate vertebratelor.
Transmiterea transovariana a spirochetelor este rara.

Numeroase specii de animale sunt rezervor pentru B. Burgdorferi s. |,
fiind reprezentate in principal de mamifere mici salbatice si pasari, acestea
neavand manifestari clinice ca urmare a infectiei cu spirochete. Este foarte dificil
de determinat intreg spectrul gazdelor rezervor sau capacitatea relativa a uneia
sau mai multor specii vertebrate de a detine aceasta caracteristica. in America
de Nord, speciile genului Borrelia au fost detectate la un numar mare de specii
de mamifere si pasari, cea mai competenta gazda-rezervor fiind specia de
soareci Peromyscus leucopus [Kybicova, 2010].
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2.1.3 Stadiul cunoasterii in Romania

In Romania, numeroase studii au raportat prezenta agentilor patogeni in
capusele nehranite (questing). Interesul cel mai mare |-a suscitat Borrelia
burgdorferi s.I. ca urmare a impactului pentru sanatatea publica. Studiile
efectuate pana in prezent au relevat o prevalenta medie mai mica a B.
burgdorferi s.I. in capusele I. ricinus comparativ cu media europeana [Rauter si
colab., 2005]. Tn urma testarii unui numar mai mare de capuse questing
(~12.000), colectate din 183 de localitati din toate judetele, a fost estimata o
prevalenta globala de 1.4% [Kalmar si colab., 2013]. Un alt studiu, ce a cuprins
trei judete din sudul si centrul tarii, a semnalat o prevalenta de 18% pentru
agentul bolii Lyme [Coipan si colab., 2011]. B. burgdorferi s.I. a fost de
asemenea identificata in capuse I. ricinus colectate de pe diferite specii gazda:
soparle [Majlathova si colab., 2008], cai [lonita si colab., 2013], arici
[Dumitrache si colab., 2013] si om [Briciu si colab., 2014]. Exista si raportari
privind identificarea B. burgdorferi s.l. in tesuturile carnivorelor mustelide
salbatice [Gherman si colab., 2012] si a vulpilor [Dumitrache si colab., 2015].
Genospeciile identificate mai frecvent in cadrul acestor studii au fost B. afzelii,
B. garinii si B. burgdorferi sensu stricto. Recent, Kalmar si colab., 2016, au
raportat pentru prima data infectia cu B. miyamotoi in capusele I. ricinus
nehranite din centrul si nordul tarii. In Romania exista zone cu un risc crescut
de infectie, acestea asigurand conditiile optime de dezvoltare a capuselor I.
ricinus. De asemenea, in aceste zone, localizate in sudul, estul si sud-estul
Romaniei, boala Lyme prezintad un caracter endemic [Kalmar si colab., 2013].
Centrul National de Supraveghere si Control al Bolilor Transmisibile (CNSCBT)
emite, Tncepand cu anul 2010, rapoarte anuale cu privire la situatia
epidemiologica a bolii Lyme la om. Media anuala a cazurilor confirmate de boala
Lyme la oameni, in perioada 2010-2014 a fost de 340 cazuri.

2.2 RICKETTSIA spp.

Genul Rickettsia este cel mai de seama reprezentant al familiei
Rickettsiaceae [Guillemi si colab., 2015]. Membrii acestui gen sunt bacterii
obligatoriu intracelulare si, conform clasificarii moderne, sunt structurati in patru
grupuri:

I. Grupul ancestral (AG)

II. Grupul tifosului (TG)

[1l. Grupul febrelor patate (SFG)

IV. Grupul tranzitoriu (TRG)
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Tabel 2.2/Table 2.2
Clasificarea, vectorii si rezervorul natural al rickettsiilor patogene
Classification, vectors and reservoir hosts for pathogenic Rickettsia

[CDC, 2016]
GRUP INFECTIA SPECIA VECTOR REZERVOR DISTRIBUTIA
ANTIGENIC LA OM NATURAL GEOGRAFICA
Grupul Rickettsiosis R. Capusa Necunoscut Africa de Sud, Maroc,
Febrelor aeschlimannii litoral mediteranean
Patate African Tick-bite R. africae Capusa Rumegatoare  Africa SubSahariana,
fever Indiile de Vest
Rickettsialpox R. akari Furnica Soarece de Fostele tari ale
casa, Uniunii Sovietice,
Rozatoare Africa de Sud,
Coreea de Sud,
Turcia, tarile din
Balcani, America de
Nord si Sud
Queensland Tick R. australis Capusa Rozatoare Australia, Tazmania
typhus
Mediterranean R. conorii Capusa Caini, Sudul Europei, sudul
spotted fever / Rozatoare si vestul Asiei. Africa,
Febra botunoasa India
Cat flea R. felis Purice Pisici, Europa, America de
rickettsiosis Rozatoare Nord si Sud, Africa,
Asia
Far Eastern R. heilong- Capusa Rozatoare Estul indepartat al
spotted fever jlangensis Rusiei, Nordul Chinei,
estul Asiei
Aneruptive fever R. helvetica Capusa Rozatoare Centrul si nordul
Europei, Asia
Flinders Island R. honei, Capusa Rozatoare, Australia, Thailanda
spotted fever, including reptile
Thai Tick typhus strain
"marmionii"
Japanese spotted  R. japonica Capusa Rozatoare Japonia
fever
Mediterranean R. massiliae Capusa Necunoscut Franta, Grecia,
spotted fever-like Spania, Portugalia,
disease Elvetia, Sicilia,
centrul Africii, Mali
Mediterranean R. Capusa Soparle, Europa, Nordul Africii
spotted fever-like monacensis posibil pasari
illness
Maculatum R. parkeri Capusa Rozatoare Nordul si sudul
infection Americii
Tick-borne R. raoultii Capusa Necunoscut Europa, Asia
lymphadenopathy,
Dermacentor-

borne necrosis
and
lymphadenopathy
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Tabel 2.2/Table 2.2 (Continuare/Continuation)

GRUP BOALA SPECIA VECTOR REZERVOR DISTRIBUTIA
ANTIGENIC NATURAL GEOGRAFICA
Grupul Rocky Mountain R. rickettsii Capusa Rozatoare America de
Febrelor spotted fever, Nord, Centrala
Patate Brazilian spotted si de Sud
fever, febre
maculosa, Sao
Paulo exanthematic
typhus, Minas
Gerais
exanthematic
typhus
North Asian Tick R. sibirica Capusa Rozatoare Rusia, China,
typhus, Siberian Mongolia
Tick typhus
Lymphangitis- R. sibirica - Capusa Rozatoare Sudul Frantei,
associated mongolotimonae Portugalia,
rickettsiosis China, Africa
TIBOLA, R. slovaca Capusa Lagomorfe, Sudul si Estul
DEBONEL Rozatoare Europei, Asia
Febra tifica  Epidemic typhus, R. prowazekii Paduchide  Om, Africa
sylvatic typhus corp, ecto- veverite Centrala, Asia,
paraziti ai America de
veveritelor, Nord, Centrala
posibil si de Sud
unele
Capuse
Murine typhus R. typhi Purice Rozatoare Zonele
Tropicale si

subtropicale

Grupul febrelor patate (SFG) cuprinde numeroase specii patogene (R.
rickettsii, R. conorii, R. parkeri, R. massilliae) Tn timp ce grupul tifosului (TG)
este reprezentat de catre R. typhi si R. prowazekii (Tabel 2.2). Grupul ancestral
(AG) contine doua specii, R. bellii si R. canadensis, acestea fiind clasate ca
nepatogene. Cel de-al patrulea grup (TRG) este format din speciile R. akari, R.
australis si R. felis [Guillemi si colab., 2015, Parola si colab., 2013].

Numeroase specii de rickettsii sunt responsabile de producerea infectiei
la om, acestea fiind transmise de capusele Ixodidae. Bacteriile R. typhi si R.
prowazekii nu sunt transmise de capuse, ci sunt vectorizate in principal de

paduchi si purici [Guillemi si colab., 2015].
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2.2.1 Specii patogene transmise de capuse

Rickettsia spp. transmise de cdpuse sunt responsabile de infectiile
rickettsiale din Europa. inainte de introducerea in clinica practicd a metodelor
de biologie moleculara, diagnosticul se efectua numai pentru febra patata
mediteraneana (MSF). S-a suspectat apoi posibilitatea ca alti agenti, diferiti de
Rickettsia conorii subsp. conorii, sa fie responsabili de producerea
rickettsiozelor. Tn momentul de fata, existd un spectru extins al rickettsiozelor
transmise de capuse si include diverse specii ce determina manifestari similare
febrei patate mediteraneene (Rickettsia helvetica si Rickettsia monacensis —
transmise de Ixodes ricinus; Rickettsia massiliae-transmisa de complexul
Rhipicephalus sanguineus; Rickettsia aeschlimannii-transmisa de Hyalomma
spp.) [Portillo si colab., 2015]. Dermacentor marginatus si D. reticulatus sunt
considerate specii rezervor pentru R. slovaca si R. raoultii, aceste rickettsii fiind
mentinute prin intermediul transmiterii transstadiale si transovariene. Acest
aspect sugereaza o distributie geografica a rickettsiilor similara capuselor din
genul Dermacentor [Parola si colab., 2009].

2.2.2 Transmitere si rezervor natural

Capusele ixodide sunt principalii vectori pentru rickettsiile SFG (Figura
2.1); aceste bacterii sunt capabile sa infecteze si sa se multiplice in aproape
toate organele capuselor. De asemenea, pot fi transmise transovarian cel putin
catre un anumit numar de oua de la femelele infectate. Procentul de oua
infectate provenite de la femele ale aceleasi specii si infectate cu acelasi agent
patogen poate varia, depinzand de factori ce vor trebui elucidati. In momentul
in care un ou devine infectat, poate avea loc transmiterea transstadiala (de la
larve catre nimfe si apoi catre adulti). Aceasta reprezinta o componenta
necesara a capacitatii vectoriale a capuselor tinand, cont ca se hranesc o
singura data pe durata fiecarui stadiu.

Rickettsiile ce infecteaza glandele salivare pot fi transmise catre
vertebratele gazda in timpul hranirii. Asadar, tinadnd cont de faptul ca toate cele
trei stadii pot provoca infectii gazdelor vertebrate susceptibile, capusele sunt
privite ca fiind principalul rezervor pentru numeroase rickettsii SFG [Brouqui si
colab., 2007, Raoult si colab., 1997].
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Figura 2.1 Artropodele vector pentru speciile din genul Rickettsia
Figure 2.1 Arthropod vectors of Rickettsia spp. [dupa Merhej si colab., 2014]

2.2.3 Stadiul cunoasterii in Roméania

Cazuri provocate de febra patatd mediteraneana in Romania au fost
raportate inca din 1910, primul episod fiind descris in 1948 in zona Bucurestiului
si in Dobrogea. Rickettsia conorii (agentul etiologic al MSF) are o evolutie
endemica in sudul Romaniei, fiind identificate cazuri de infectie la om prin
efectuarea de studii serologice [Pitigoi si colab., 2013, Serban si colab., 2013].
in 2009 a fost raportata o incidenta generald de 0.7/100.000 locuitori, in unele
zone atingand valori de 20/100.000 locuitori pe an. Totusi, in ultimul deceniu s-
a observat un trend descendent a incidentei MSF [Pitigoi si colab., 2013].
Majoritatea cazurilor inregistrate apar in sud-estul t&rii, in concordantd cu
distributia si dinamica capuselor vector [Serban si colab., 2009]. Rhipicephalus
sanguineus, vectorul competent al speciei R. conorii, este 0 specie bine
adaptata mediului urban, ce poate trai in contact strans cu omul [Parola si
colab., 2008]. Aceasta capusa are o prevalenta ridicata in sud-estul tarii fiind
identificata parazitand caini, vaci, oi si poate fi intalnitd de asemenea pe animale
salbatice din depresiuni [Mihalca si colab., 2012a]. Identificarea moleculara a
R. conorii in capusele Rh. sanguineus a fost raportata in cadrul unui singur
studiu realizat in sud-estul Romaniei de catre lonita si colab., in 2016, agentul
etiologic al MSF fiind detectat intr-o capusa adulta colectata de pe un céine. Se
stie faptul ca factorii abiotici pot influenta riscul de infectie a oamenilor cu
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agentul MSF, ca urmare a relatiei stranse dintre R. conorii si capusa vector.
Odata cu procesul de incalzire, Rh. sanguineus se poate atasa de gazde, altele
decéat cainele, manifestdnd o exacerbare a comportamentului de parazitare
[Parola si colab., 2008]. La nivel global, Rh. sanguineus a devenit una din cele
mai raspandite specii datorita hranirii specializate si a hranirii pe caini ce traiesc
atat in zone urbane cét si rurale si care sunt adaptati pentru a trai in case
[Dantas-Torres, 2010]. Acest comportament ar putea creste de asemenea riscul
de infectie a omului cu agenti patogeni ai genului Rickettsia, in special pentru
persoanele aflate in imediata apropiere a cainilor.

Febra patata mediteraneana a fost, pana nu demult, singura rickettsioza
umana diagnosticata de clinicieni [Zaharia si colab., 2016]. In 2016, Zaharia si
colab. au descris patru cazuri pozitive cu Rickettsia spp. Doua cazuri au
prezentat sindromul SENLAT (scalp eschar and neck lymphadenopathy
sindrome) iar alte doua au fost pozitive pentru febra patata (diagnosticul s-a
stabilit prin teste serologice iar pentru confirmare s-a efectuat Western Blot). Tn
ceea ce priveste speciile identificate, pacientii cu febra patata au fost pozitivi
pentru infectia cu R. masiliae iar pacientii cu sindrom SENLAT au iesit pozitivi
la infectia cu R. slovaca si R. raoultii.

In Europa, R. masiliae a fost identificatda in cdpuse I. ricinus si
numeroase specii ale genului Rhipicephalus, avand o prevalenta ridicata.
Deocamdata, au fost raportate putine cazuri la om determinate de aceasta
specie [Cascio si colab., 2013, Chochlakis si colab., 2015, Garcia-Garcia si
colab., 2010, Parola si colab., 2008, Vitale si colab., 2006]. iIn Romania, infectiile
provocate de R. masiliae sunt probabil diagnosticate gresit drept febra patata
mediteraneana [Zaharia si colab., 2016].

Dermacentor marginatus si D. reticulatus reprezintd gazde rezervor
pentru R. slovaca si R. raoultii, acestea fiind mentinute in capuse ca urmare a
transmiterii transstadiale si transovariene. Asadar, distributia geografica a
acestor specii de rickettsii ar trebui sa corespunda cu cea a capuselor
Dermacentor [Parola si colab., 2009]. R. slovaca face parte din grupul febrelor
patate si a fost incadratd ca agent patogen pentru om in anul 1997. Este
responsabila  pentru producerea  sindromului  TIBOLA  (tick-borne
lymphadenopathy), denumit si DEBONEL (Dermacentor-borne necrosis
erythema and lymphadenopathy). Acest sindrom se caracterizeaza printr-o
muscatura a capusei, insotita de o escara in regiunea scalpului. Apare, de
asemenea si limfadenopatia cervicala [Parola si colab., 2009]. In Romania, R.
slovaca a fost identificata in capuse Dermacentor colectate de pe gazde. Tnanul
2013, lonita si colab. au raportat o prevalenta de 12.5% a R. slovaca in capusele
D. marginatus colectate de pe vaci din sudul tarii. De asemenea, capusele D.
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reticulatus colectate de la caini aflati intr-o zona urbana din sud-estul tarii au
avut o rata a infectiei de 3% pentru aceasta specie [lonita si colab., 2016].

Specia R. raoultii reprezintd un agent patogen recent identificat
[Mediannikov si colab., 2008] si incadrat in grupul febrelor patate [Parola si
colab., 2009] fiind identificat in capusele D. reticulatus si D. marginatus din
Europa [Parola si colab., 2005]. A fost de asemenea detectat in Romania, in
capuse D. marginatus colectate de pe vaci si oi (rata de infectie — 8.3%) si D.
reticulatus colectate de pe céini (rata de infectie—16%) [lonita si colab., 2013].
Incidenta R. slovaca si R. raoultii probabil este subestimata, luand in
considerare faptul ca specia D. marginatus are o distributie geografica larga,
poate parazita variate specii gazda si este considerata a doua cea mai
abundenta specie din Romania [Mihalca si colab., 2012a]. Pentru stabilirea
prevalentei reale a infectiei cu acesti agenti in capuse, sunt necesare noi studii
efectuate pe un numar suficient de probe si din zone cat mai reprezentative.
Determinarea ratei de infectie in capuse questing va fi importanta pentru a evita
o posibila supraestimare a prevalentei in capusele colectate de pe gazde
[Sandor si colab., 2014].

In urma aplicarii tehnicilor de biologie moleculard, in Romania au fost
identificate specii potential patogene din genul Rickettsia. Astfel, au fost
identificate cu succes doua specii, R. helvetica si R. monacensis in capuse
colectate de pe gazde. R. helvetica a fost detectata in capuse I. ricinus colectate
de pe caprioare din estul Roméaniei, cu o prevalenta de 7.4% [Paduraru si colab.,
2012]. Tn 2016, un studiu a raportat in capuse colectate de pe pasari migratoare
din Delta Dunarii, prezenta a patru specii ale genului Rickettsia. Cele patru
specii sunt: Rickettsia monacensis, R. helvetica, R. massiliae si R. slovaca, cea
mai prevalenta fiind R. monacensis [Marcutan si colab., 2016].

Potentialul patogen al R. helvetica este momentan necunoscut, dar a
fost suspectata in cazuri de pericarditd acuta, infectii febrile si sarcoidoza
[Nilsson si colab., 1999, Nilsson si colab., 2010, Svendsen si colab., 2011]. La
nivel european prezenta acestei specii a fost semnalata in tari precum Franta,
Elvetia, Croatia, Italia, Germania, Olanda, Portugalia, Polonia, Ungaria,
Danemarca si Suedia [Wood si colab., 2012]. R. helvetica este vectorizata de 1.
ricinus infectia fiind mentinutd ca urmare a transmiterii transstadiale si
transovariene [Sprong si colab., 2009]. Prezenta sa a fost de asemenea
semnalata in capusele D. reticulatus [Dobec si colab., 2009]. Gazdele cu rol de
rezervor pentru acest agent sunt cel mai probabil mamiferele mari, desi ADN-ul
specific R. helvetica a fost identificat si la soareci si mistret [Inokuma si colab.,
2008, Nielsen si colab., 2004, Sprong si colab., 2009]. Luand in considerare
larga distributie a speciei I. ricinus in Roméania, putem anticipa o raspandire mai
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larga a acestui patogen; cercetari viitoare, efectuate la o scara nationala, ar
putea elucida aceste presupuneri.

Rickettsia monacensis a fost identificata in capuse colectate de pe
gazde din sudul si estul Romaniei. fn 2012, P&aduraru si colab. au testat, prin
metode de biologie moleculara, capuse . ricinus colectate de pe caprioare si
capre domestice. ADN-ul specific agentului patogen a fost identificat in 6.1%
din capusele testate. Prezenta acestei specii de rickettsia in sudul tarii a fost
demonstrata in cadrul a doua studii: primul studio, realizat in 2013, a obtinut o
ratd a infectiei de 15.6% in capusele I. ricinus colectate de pe vaci [lonita Si
colab., 2013]; cel de-al doilea studiu a identificat o singura capusa I. ricinus
pozitiva, vectorul fiind colectat de pe un céine [lonita si colab., 2016].

Luénd in considerare aceste rezultate, este de banuit existenta si a altor
rickettsii in capusele din Romania. Este nevoie, asadar, de eforturi sustinute
pentru a caracteriza si evalua potentialul lor patogen.

2.3 BARTONELLA spp.

Membrii genului Bartonella sunt bacterii facultativ intracelulare,
apartinand subgrupului alpha 2 din clasa Proteobacteria, filogenetic inrudite cu
speciile Brucella. Fiecare specie a genului Bartonella prezinta abilitatea de a
cauza fie infectii acute si cronice, fie manifestari proliferative sau supurative la
nivel vascular. Speciile acestui gen sunt transmise predominant in urma
muscaturii unui artropod (ex.: paduchii de corp la om pentru B. quintana -
agentul febrei Trench, purici si capuse pentru Bartonella henselae) (Tabel 2.3).

Principala caracteristica a infectiilor cu Bartonella spp. o reprezinta
bacteriemia intraeritrocitara de lunga duratd ce determina aparitia tardiva a
simptomelor Tn organismul gazda [Vayssier-Taussat si colab., 2009].
Severitatea semnelor clinice se coreleaza cu statusul imun al gazdei. Speciile
de Bartonella descrise pana in prezent sunt capabile sa infecteze un numar
redus de specii de mamifere (Tabel 2.3). Totusi, unele gazde pot fi infectate de
mai multe specii de Bartonella. Tn aceasta categorie intré pisica (B. henselae,
B. clarridgeiae si B. khoelerae) si rozatoarele (Myodes glareolus, Apodemus
sylvaticus), ce pot purta cel pufin 4 specii diferite ale genului Bartonella.
[Vayssier-Taussat si colab., 2009].

Bartonella henselae este agentul etiologic al celei mai intalnite zoonoze
din genul Bartonella. Este transmisa de la pisica la om, ca urmare a zgérieturii
si probabil, prin musgcatura pisicii; de asemenea poate fi transmisa in urma
hranirii puricilor sau a capuselor infectate. Pisicile infectate cu B. henselae sunt
aparent sanatoase. Pe baza rezultatelor serologice, la pisicile infectate natural
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s-au constatat semne clinice de limfadenita si gingivita, mai ales la pisicile
coinfectate cu virusul imunodeficientei feline [Cojocaru, 2014].
Tabel 2.3/Table 2.3
Speciile Bartonella, rezervorul natural, vectorii si infectiile produse la om
Bartonella species, reservoir hosts, vectors and human infections
[Vayssier-Taussat si colab., 2009]

Specia Gazda Vectorul; *suspectat Infectia la om
B. alsatica lepure Necunoscut Endocardita
B. australis Cangur Necunoscut Nu a fost descrisa
B. bacilliformis Om Phlebotome, Lutzomyia Febra Oroya
verrucarum
B. birtlesii Soareci Purice Nu a fost descrisa
(Apodemus)
B. bovis Rumegatoare Necunoscut Nu a fost descrisa
B. capreoli Rumegatoare Necunoscut Nu a fost descrisa
B. chomelii Rumegatoare Necunoscut Nu a fost descrisa
B. clarridgeiae Pisici Purici (Ctenocephalides Boala zgarieturii de pisica
felis)
B. doshiae Soareci Necunoscut Nu a fost descrisa
(microtus)
B. elizabethae Sobolan Purice* (Xenopsylla Endocardita
cheopis)
B. grahamii Soarece de Purice (Ctenophthalmus Manifestari oculare
camp nobilis)
B. henselae Pisica Puricex (Ctenocephalides Boala zgaérieturii de pisica si
felis) complicatji
Capuse (Ixodes ricinus)
B. koehlerae Pisica Necunoscut Boala zgaérieturii de pisica
Endocardita
B. phoceensiis Sobolan Necunoscut Nu a fost descrisa
B. peromysci Mamifere mici Necunoscut Nu a fost descrisa
B. quintana Oom Paduchi Febra Trench, endocardita
B. rattimasiliensis Sobolan Necunoscut Nu a fost descrisa
B. schoenbuchensis ~ Rumegatoare Muscax (Lipoptena cervi) Nu a fost descrisa
B. talpae Cartita Necunoscut Nu a fost descrisa
B. taylorii Soareci Flea (Ctenophthalmus Nu a fost descrisa
(Apodemus) nobilis)
B. tribocorum Sobolan Necunoscut Nu a fost descrisa
B. vinsonii subsp Soareci Necunoscut Febra+bacteriemie
arupensis
B. vinsonii subsp Caine Capusex Endocardita
berkhoffii
B. vinsonii subsp Soareci Purice (Trombicula microti)  Febra+bacteriemie
vinsonii
Specii Candidate
B. melophagii Oi Melophagus ovinus * Nu a fost descrisa
B. rochalimae Necunoscut ~ Necunoscut Febra
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2.3.1 Specii patogene transmise de capuse

Pentru a identifica speciile de capuse ce ar putea indeplini rolul de vector
competent pentru Bartonella spp., au fost efectuate numeroase anchete
epidemiologice ce au vizat identificarea ADN-ului specific in capusele studiate.

Speciile bacteriene au fost cel mai frecvent identificate prin PCR prin
intermediul primerilor specifici genelor gltA (citrat sintaza), riboflavin sintaza,
groEL (gena proteinei de soc termic), 16S-23S intergenic spacer, gena proteinei
de legare a hemului, 16S ADNr. Rezultatele obtinute au indicat o prevalenta cu
valori cuprinse intre 0.43% (capuse questing Amblyomma americanum din sud-
estul Statelor Unite ale Americii) si 60% (capuse . ricinus colectate de pe
caprioare din Olanda). Speciile Bartonella identificate in capuse difera
concomitent cu locatia. Doar in Asia, capusele au fost pozitive pentru ADN-ul
speciilor B. doshiae, B. rattimassiliensis si B. tribocorum. Bartonella bacilliformis
si B. capreoli au fost detectate numai in capusele din Europa iar B. vinsonii
subsp. berkhoffi doar in capusele din SUA [Angelakis si colab., 2010].

2.3.2 Transmitere si rezervor natural

Chiar daca numeroase specii din genul Bartonella au fost detectate in
capusele ixodide, exista controverse in ceea ce priveste capacitatea vectorilor
de a transmite aceste bacterii gazdelor parazitate. Un studiu recent a
demonstrat mentinerea infectiei cu B. henselae transstadial in capusele I.
ricinus, ceea ce ar permite transmiterea agentului zgarieturii de pisica catre
gazde. Sunt publicate si studii ce contrazic aceste concluzii, considerand
neglijabil riscul transmiterii B. henselae de catre I. ricinus [Tijsse-Klasen si
colab., 2011]. Speciile genului Bartonella sunt agenti patogeni emergenti ce
provoaca infectii la om. Capusele Ixodes spp. pot transmite la om o gama larga
de patogeni iar din acest motiv este necesara demonstrarea capacitatii de
vector pentru speciile patogene ale genului Bartonella [Cotte si colab., 2008,
Dietrich si colab., 2010, Podsiadly si colab., 2007, Reis si colab., 2011, Sanogo
si colab., 2003].

2.3.3 Stadiul cunoasterii in Romania

Genul Bartonella cuprinde specii patogene ce determina infectii
emergente la om, fiind totodata si un presupus agent transmis de capuse,
numeroase studii demonstrand prezenta diferitelor specii in capusele I. ricinus
[Cotte si colab., 2008, Dietrich si colab., 2010, Podsiadly si colab., 2007, Reis
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si colab., 2011, Sanogo si colab., 2003]. Cu toate acestea in Roméania nu exista
informatii cu privire la prezenta speciilor Bartonella in capuse sau a cazurilor de
imbolnaviri la om. O analiza PCR efectuata pe 175 probe de capuse I. ricinus a
identificat noua probe pozitive pentru Bartonella spp. (5.14%) insa secventierea
nu a reusit sa identifice speciile prezente [Cojocaru, 2014].

2.4 ANAPLASMA spp.

Genul Anaplasma cuprinde bacterii obligatoriu intracelulare ce pot
infecta variate tipuri de celule. Sunt transmise prin intermediul capuselor si
provoaca semne clinice de boala la diferite specii de animale si om. Speciile
patogene recunoscute la momentul actual sunt A. phagocytophilum (anterior
cunoscuta ca Ehrlichia equi, E. phagocytophila si agentul ehrlichiozei
granulocitare la om), A. marginale, A. ovis, A. bovis (anterior E. bovis) si A.
platys (anterior E. platys) (Tabel 2.4) [Yang si colab., 2015].

2.4.1 Specii patogene transmise de capuse

Speciile din genul Anaplasma sunt bacterii asociate capuselor cu rol
important pentru sistemul sanitar si veterinar, acestea determinand
anaplasmoza la numeroase specii de animale sila om. A. phagocytophilum este
0 zoonoza genetic heterogena, transmisa de capuse din genurile Ixodes,
Dermacentor, Haemaphysalis, Amblyomma, Hyalomma, Rhipicephalus, fiind
detectata in Asia, Europa, Africa si pe continentul american. Prevalenta sa
variaza de la o regiune la alta in functie de expunerea la atacul capuselor,
imunitate si varsta. Rumegatoarele domestice dezvolta in urma infectiei asa
numita febra de capusd, responsabila de pierderi economice importante in
nordul Europei [Atif, 2016].

Anaplasma bovis are tropism pentru monocitele diverselor specii gazda
fiind descrisa pentru prima data la bovine, in 1936. De atunci, agentul a fost
identificat la animale domestice si sdlbatice din Spania, ltalia, India, China,
Coreea de Sud, Japonia, SUA, Brazilia, Tunisia si Africa de Sud. A. ovis este
un important agent patogen intraeritrocitar, capusele fiind capabile sa Tl
transmita caprelor, oilor si rumegatoarelor mici salbatice.

Anaplasmoza ovina a fost considerata o problema majora pentru tarile
subdezvoltate, Tnsa cercetatorii au identificat aceasta bacterie si in tari
dezvoltate precum SUA, Ungaria, Grecia, Italia, Spania, Portugalia si Turcia. in
aceste tari, A ovis are o distributie focala iar schimbarile climatice si pastoritul
pot duce la raspandirea bacteriei [Atif, 2016].
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Tabel 2.4/Table 2.4
Speciile de Anaplasma responsabile de producerea infectiilor cu

importanta medicala si veterinara [Cojocaru, 2014]

Anaplasma species responsible for medically and veterinary significant

infections

Specii Celule Gazda Vectori Infectia Distributia

tinta mamifera provocata geografica

A. marginale Rumegatoare |. ricinus Anaplasmoza

R. bursa bovina Endemica

A. ovis Globulele Ovine, R. sanguineus  Putin patogena  in zonele

rogii Caprine Tabanide tropicale si

A. centrale Bovine Putin patogena  subtropicale

- Mondiala
A. caudatum Bovine Anaplasmoza
bovina
H .excavatum
A. bovis Fagocite Bovine R. Rickettsioza Africa,
mononucleate appendiculatus  generala America de
A. variegatum bovina Sud, Iran,
A. cajennense India
H. truncatum
Trombopenia USA,

A. platys Plachete Caine R. sanguineus infectioasa Venezuela,
ciclica a Asia, Israel,
cainelui Australia,

Europa
A. phago. biovar. Qvine . ricinus Febra de Europa,
phagocytophilum Bovine capuse (ovine)  India, Africa
Cervidee Febra de de Sud
pajiste (bovine)
Granulocite

A. phago. biovar. polinucleate Ecvidee I. pacificus Anaplsmoza USA,

Equi I. scapularis granulocitara Europa,

|. ricinus ecvina Israel

A. phago. biovar. Oameni I. scapularis Anaplasmoza USA,

EGH Caine I. pacificus granulocitara Europa

Cal |. ricinus umana (HGA)
|

. trianguliceps

Anaplasma marginale a fost descrisa de catre Sir Arnold Theiler in
eritrocitele de vaca, sub forma unor puncte marginale. Anaplasmoza bovina
este provocatd de A. marginale si caracterizatd prin febra, anemie severa,
paloarea mucoaselor, urina maronie, scaderea productiei de lapte, avorturi,
hiperexcitabilitate, scaderea greutatii si moarte in faza acutad a infectiei. A.
marginale contine numeroase variante ce difera morfologic, antigenic, din
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punctul de vedere al secventelor proteice si a modului de transmitere. A. platys
este o alphaproteobacterie ce se multiplicd in plachetele sanguine si are o
distributie globala. Afecteaza cainii, prin asa numita trombocitopenie infectioasa
ciclica canina. Prevalenta acestui agent la cainii din Europa a fost cuprinsa intre
0.4 si 70.5% [Atif, 2016].

2.4.2 Transmitere si rezervor natural

Rezervorul natural al speciei A. phagocytophilum nu se cunoaste cu
precizie totusi bacteria a fost identificatd la caprioara, mistret, muflon, elan
suedez, pasari, mamifere mici (sobolani, soareci, veverite etc), mamifere
insectivore (arici) si reptile. Capusele ixodide sunt responsabile de transmiterea
agentului, specia I. ricinus fiind principalul vector in Europa. Numeroase alte
specii sunt cababile de a vectoriza A. phagocytophilum, insa pana in acest
moment, competenta vectorialda a fost demonstratd doar pentru speciile 1.
ricinus, I. pacificus, I. scapularis si |. spinipalpis.

Anaplasma bovis a fost detectata cu precadere la vaci si capre, aceste
doua specii fiind si rezervorul natural. Bacteria a mai fost identificata in infectii
produse la bivol, caine, caprioara, raton, iepure etc [Atif, 2016]. Cele mai
importante specii de capuse capabile sa transmita infectia sunt: Haemaphysalis
megaspinosa, H. shimoga, H. punctata, H. longicornis, H. leporispalustris si
Rhipicephalus sanguineus. A. ovis este transmisa de catre specii de capuse
moi si dure (R. bursa, Dermacentor andersoni, R. turanicus, Ornithodoros
lahorensis) in ultimii ani fiind descrisa in numeroase tari de pe glob (Ungaria,
Grecia, ltalia, Spania, Portugalia, SUA, Turcia, Iran, Irak, Tunisia, Sudan,
Kenya, Pakistan, India, China si Coreea de Sud).

Agentul etiologic al anaplasmozei bovine, A. marginale, este distribuit Tn
toata lumea, cu precadere in regiunile tropicale si subtropicale, fiind transmis
de 17 specii de capuse. Rhipicephalus microplus este vectorul major in tari
precum India, Africa de Sud, Brazilia, Malaezia si Australia. I. ricinus reprezinta
principalul vector din Europa iar in America de Nord domina D. andersoni, D.
variabilis si D. albipictus. A. platys este transmisa in Europa si pe tot globul de
catre specia R. sanguineus insa, deocamdata, nu a fost demonstrata
transmiterea experimentala [Atif, 2016].

2.4.3 Stadiul cunoasterii in Romania

In Romania au fost efectuate numeroase studii ce au vizat identificarea
speciilor Anaplasma in capuse sau la animale. Specia cel mai des studiata in
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Romania a fost A. phagocytophilum, pana la momentul actual nefiind raportate
cazuri de anaplasmoza granulocitara la om. Prevalenta A. phagocytophilum in
capuse questing a fost stabilita in cadrul a doua studii. Matei si colab. 2015, au
raportat o prevalenta de 3.4% in urma testarii prin tehnici de biologie moleculara
a peste 10.000 capuse I. ricinus colectate din 113 puncte si 40 de judete.
Recent, a fost stabilita o prevalenta similara in capusele colectate din nordul si
centrul tarii [Matei si colab., 2015]. Studii similare din Europa, ce au urmarit
identificarea speciei A. phagocytophilum in capuse questing, au inregistrat o
ratd a infectiei asemanatoare cu cea obtinutd in Romania [Coipan si colab.,
2013, Egyed si colab., 2012, Richter si colab., 2012, Strle. 2004, Stuen si colab.,
2013].

Anaplasma phagocytophilum a fost descrisa in capuse colectate de la
testoase [Pastiu si colab., 2012], caprioare si capre domestice [Paduraru si
colab., 2012], vaci si cai din sud-estul tarii [lonita si colab., 2013]. Au fost
efectuate cercetari pentru a detecta agentul anaplasmozei granulocitare umane
si in tesuturile animalelor. Anaplasma phagocytophilum a fost identificata la arici
[Dumitrache si colab., 2013], mistreti [Kiss si colab., 2014], pasari migratoare
[Marcutan si colab., 2014] si vulpi [Dumitrache si colab., 2015].

2.5 CANDIDATUS NEOEHRLICHIA MIKURENSIS

Unul din cei mai recenti agenti patogeni identificati, Candidatus
Neoehrlichia mikurensis (C. N. mikurensis), este o bacterie Gram negativa,
responsabila de imbolnavirea unui numar mare de persoane la nivel european.
Este incadrata in familia Anaplasmataceae, fiind o bacterie cu localizare
obligatoriu intracelulara. Se pare ca prezinta o afinitate pentru endotelii, aspect
suspicionat pe baza simptomelor aparute la pacientii infectati (anevrism,
complicatii tromboembolice, hemoragii subcutanate si leziuni eritematoase)
[Richter si colab., 2012]. Prima descriere a acestui agent patogen s-a realizat
in 2004 (Japonia), dupa ce a fost identificat in specia Ixodes ovatus si izolat de
la sobolani (Ratus norvegicus). Mai tarziu, s-a remarcat faptul ca bacteria
fusese detectata anterior in capuse |I. ricinus din Olanda dar ca la momentul
respectiv s-a considerat a fi o specie similara genului Ehrlichia. Primul caz de
boala la om a fost descris in Suedia (2010). in Europa, pana in 2015, au fost
semnalate 14 cazuri la om, fiind observate predominant la pacientii
imunocompromisi. Simptomele sunt reprezentate de febra persistenta, frisoane,
artralgie, mialgie, dureri de cap si fenomene tromboembolice [Labbé Sandelin
si colab., 2015].

78



Teza de doctorat - 2016

2.5.1 Transmitere si rezervor natural

Candidatus Neoehrlichia mikurensis a fost identificatd in capuse I.
ricinus din 16 tari ale Europei, acoperind aproape intreg continentul. Prevalenta
generald in capusele 1. ricinus sau I. persulcatus, colectate de pe vegetatie, a
avut valori cuprinse intre 1 si 20%. C. N. mikurensis a fost detectata si in alte
specii de capuse, insad majoritatea fiind colectate de pe gazde. Rolul de rezervor
natural pentru acest agent par a-l indeplini rozatoarele, cercetari recente
confirmand acest lucru in urma studiilor de xenodiagnostic. in Europa, C. N.
mikurensis a fost descris la sase specii de rozatoare: Apodemus agrarius, A.
flavicollis, A. sylvaticus, Myodes glareolus, Microtus agrestis si M. arvalis, avand
0 prevalenta variabila (8.3-52.7%). Myodes glareolus a fost specia cea mai
frecvent infectata, cu o medie de 9.1% indivizi pozitivi. My. glareolus ar putea
reprezenta un indicator in cadrul protocoalelor de monitorizare. Genurile
Apodemus si Microtus sunt de asemenea capabile de a indica prezenta C. N.
mikurensis. ADN-ul specific bacteriei C. N. mikurensis a fost identificat in
capuse . ricinus colectate de pe caprioara, mistret, muflon european, oi si vaci
existand astfel, posibilitatea lansarii de ipoteze referitor la capacitatea acestor
specii de a indeplini rolul de rezervor natural [Silaghi si colab., 2016].

2.5.2 Stadiul cunoasterii in Romania

Tn momentul actual existd un volum redus de informatji legat de circulatia
C. N. mikurensis pe teritoriul Romaniei. Agentul a fost recent identificat in
capusele din Romania, o nimfa I. ricinus colectata de la un pacient fiind pozitiva.
Au fost testate probe provenite de la pacient insa nu s-a reusit identificarea
bacteriei [Andersson si colab., 2014]. Referitor la prevalenta C. N. mikurensis
in capusele questing din Romania, un singur studiu a raportat in 2015 o rata a
infectiei de 5.3%, Tn urma testarii a 468 capuse I. ricinus [Kalmar si colab.,
2015]. Pana la momentul actual, nu exista informatii privind aparitia cazurilor de
boala la om. Prezenta C. N. mikurensis in capusele I. ricinus din Roméania ar
trebui sa reprezinte un semnal de alarma avand in vedere faptul ca este vorba
despre un important agent patogen pentru om.

2.6 COINFECTII CU AGENTI PATOGENI BACTERIENI iN
CAPUSE

Exista numeroase publicatii ce prezinta persoane infectate concomitent
cu mai multi agenti patogeni transmigi de capuse [Duffy si colab., 1997,
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Magnarelli si colab., 1995]. Acest fenomen este de asteptat, avand in vedere
faptul ca un numar mare de capuse pot fi infectate cu doi sau mai multi agenti
patogeni pe care fi pot apoi transmite simultan. De asemenea, coinfectiile pot fi
detectate mai frecvent in capusele I. ricinus, avand in vedere gama larga de
gazde pe care aceste specii se pot regasi. Cu toate ca asocierea agentilor
patogeni poate avea un impact major asupra diagnosticului si a tratamentului
bolilor transmise de capuse, foarte putine studii din Roméania s-au adresat
determinarii prevalentei coinfectiilor in capuse. Majoritatea acestor studii au
vizat identificarea unui numar limitat de agenti patogeni [lonita si colab., 2013,
lonita si colab., 2016, Kalmar si colab., 2013, Kalmar si colab., 2015, Matei si
colab., 2015]. Prevalenta coinfectiilor in capusele din Europa a inregistrat valori
intre 3.2% si 28.8% [Lommano si colab., 2012].

Asocierea mai multor agenti patogeni in capusele Ixodes a fost pana in
acest moment raportata in SUA, Europa si Asia. Cea mai frecventa asociere in
capusele Ixodes din SUA a fost cea dintre B. burgdorferi sensu stricto, A.
phagocytophilum, Babesia microti si B. miyamotoi. De asemenea, au fost
descrise numeroase combinatii de trei sau doi agenti patogeni. in Europa,
asocierea agentului bolii Lyme cu A. phagocytophilum sau Babesia microti este
mai putin frecventa, deoarece ultimii doi agenti prezinta o prevalenta scazuta in
capusele de pe acest continent.

Rata de infectie ridicata dar si implicatile medicale ale asocierii dintre
agenti patogeni subliniazd importanta clarificarii situatiei coinfectiilor n
capusele questing din Romania.
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CAPITOLUL 1l
AGENTI PATOGENI VIRALI TRANSMISI DE CAPUSE

CHAPTER Il
TICK-BORNE VIRUSES

Virusurile transmise de capuse sunt incadrate in grupul arbovirusurilor
(arthropod-borne viruses) ce infecteaza si se replica in celulele capuselor,
formand o conexiune intima si specificd cu artropodul vector. Acestea sunt
distribuite in sase familii virale diferite: Asfarviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae,
Orthomyxoviridae, Bunyaviridae si Flaviviridae. Agentii virali ai acestor familii
sunt paraziti obligatoriu (similar cépuselor), avand nevoie de mecanismele
gazdelor pentru procesele de transcriptie, translatie si post-translatie [Brites-
Neto si colab., 2015]. Arbovirusurile reprezintd o problema epidemiologica
globala, avand implicatii majore asupra sanatatii publice. Pentru majoritatea
virusurilor transmise de capuse, la momentul actual, nu existd vaccinuri
eficiente si nici substante terapeutice care sa stopeze evolutia infectiilor.

3.1 VIRUSUL ENCEFALITEI DE CAPUSA

Encefalita de capusa este o zoonoza virala cauzata de un flavivirus
(TBEV), transmisa in Europa de capuse din specia Ixodes ricinus [Perianu,
2011b]. Encefalita de capusa este cea mai importanta infectie cu flavivirus a
sistemului nervos central la om in Europa si Rusia. Numarul total de cazuri este
estimat la mai mult de 10.000 in Rusia si in jur de 3.000 de cazuri in Europa.
Prima descriere a bolii la om a fost facuta in Austria, in anul 1927 iar in 1937 a
fost izolat primul tip viral. in cadrul acestui virus sunt incadrate 3 subtipuri:
European (TBEV-Eu), Siberian (TBEV-Sib) si Orientul Indepartat (TBEV-FE).
Subtipul TBEV-Eu este vectorizat de I. ricinus iar celelalte 2 subtipuri sunt
transmise de catre specia |. persulcatus. in unele regiuni ale Siberiei si in
Orientul Indepértat au fost asociate focarelor de TBE si alte specii de capuse
dure (Dermacentor reticulatus, D. silvarum si Haemaphysalis concinna) [Suss,
2011]. Unii autori, implicati in evaluarea influentei climatice asupra distributiei
TBE, au prezis faptul ca, datorita cresterii temperaturii din timpul verii si scaderii
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umiditatii, se va constata progresiv o expansiune a virusului TBE si implicit a
vectorului I. ricinus pe latitudine si altitudine. Pentru a efectua o descriere
precisa a zonelor de risc si pentru prevenirea expansiunii virusului, este
necesara o supraveghere atentd si o colectare frecventa a informatiilor cu
privire la situatia epidemiologica a TBEV.

3.1.1 Transmitere si rezervor natural

Virusul TBE circula in cadrul unui triunghi epidemiologic ce cuprinde
interactiunea dintre virus, capusa vector si gazdele capusei, reusind astfel
mentinerea virusului in cadrul unui habitat pentru lungi perioade de timp.
Capusele pot prelua virusul prin mai multe mecanisme: (i) hranire/co-hranire,
(if) transmitere transovariana si probabil (iii) transmitere sexuala. Transmiterea
virusului prin co-hranire este eficienta in mod special, fiind posibila chiar si in
situatia  hranirii capuselor (infectate si neinfectate) pe o gazda
imunocompetentd; transmiterea transovariana a TBEV este considerata mai
putin eficienta.

Ixodes ricinus se hraneste pe un numar mare de specii de mamifere,
pasari si reptile. Speciile gazda ce pot sustine ciclul de transmitere a TBEV sunt
determinate partial de preferintele capuselor vector, dar si de unele preferinte
ale virusului TBE. Speciile de rozatoare Apodemus flavicollis, A. sylvaticus si
Myodes spp. sunt considerate un important rezervor al subtipului TBEV-Eu in
Europa, A. agrarius si A. peninsula pentru subtipul TBEV-Sib in Siberia iar
Myodes rufocanus si Microtus arvalis pentru subtipul TBEV-Fe in Orientul
Indepartat. Infectiile cu virusul TBE pot fi amplificate semnificativ ca urmare a
comportamentului de agregare si hranire a capuselor in stadiul de larva. Dupa
hranirea pe gazda, larvele se desprind de aceasta, naparlesc si devin nimfe
purtatoare de virus ce pot, la randul lor, sa transmita infectia Th momentul
hranirii. Capusele adulte paraziteaza foarte rar rozatoarele (rezervor natural al
TBEV), astfel ca larvele si nimfele detin un rol important in diseminarea virusului
TBE.

Timpul scurs de la o generatie la alta pentru capusele I. ricinus poate fi
cuprins intre doi si sase ani (trei ani in mod obisnuit) iar in tot acest interval
virusul poate fi transmis de catre cele trei stadii de dezvoltare. Transmiterea
infectiei intre capuse ca urmare a co-hranirii se poate realiza in lipsa unei stari
de viremie a gazdei. Astfel, daca diferite stadii ale I. ricinus se hranesc aproape
unele de celelalte (ex. pe urechea unui soarece), virusul poate fi transmis direct
de la capusa infectata la cea neinfectata. in acest mod virusul este transmis
direct si se poate realiza cu succes, chiar daca animalul gazda dezvolta
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anticorpi neutralizanti. Studii recente prezintd co-hranirea ca fiind cea mai
frecventa metoda de transmitere a TBEV [Suss, 2011].

Desi capusele reprezinta principala cale de raspandire a virusului TBE,
transmiterea prin lapte si produse din lapte a fost demonstrata pentru
majoritatea membrilor acestui serocomplex. Intre 1951-1952, in districtul
Roznava din Slovacia, a fost inregistrat un focar de TBE ce a afectat 600 de
persoane. Laptele caprelor infectate a fost incriminat ca o probabila sursa de
infectie.

Evolutia bolii este influentata atat de activitatea virusului cat si de factorii
specifici gazdelor (varsta, sex, pre-expunerea sau expunerea simultana la
actiunea altor agenti patogeni). A fost incriminata si susceptibilitatea genetica a
populatiilor umane, dar genele implicate nu sunt inca cunoscute.

Cele mai multe informatji despre flavivirusurile transmise de capuse
provin de la experimentele pe soareci si alte rozatoare de laborator. Toate
flavivirusurile transmise de capuse sunt neurotrope la rozatoarele de laborator,
gazdele naturale si chiar capusele-vector, la care creierul/ganglionii reprezinta
locurile de replicare favorite. Cu toate acestea, invazia sistemului nervos central
a fost considerata in general un ,fund de sac” pentru virus, nefiind benefica
transmiterii sau perpetuarii acestuia in natura. Majoritatea gazdelor naturale
implicate in ciclurile de transmitere nu fac probabil infectii cerebrale [Bogovic si
colab., 2015].

Dupa transmiterea infectiei de catre capuse pe cale naturala, virusul
TBE se replica initial la nivel cutanat (locul de hranire al capusei) si apoi in
nodurile limfatice ce dreneaza zona. Studiile realizate pe soareci au evidentiat
faptul ca neutrofilele, monocitele/macrofagele si celulele Langerhans atrase la
zona muscaturii de capusa sunt infectate. La animalele care dezvolta o viremie
evidenta, virusul este transportat pe cale limfatica spre ductul toracic si apoi in
fluxul sanguin. Viremia primara permite diseminarea infectiei la tesuturile
extraneurale care, la randul lor, asigura in continuare replicarea virala, servind
ca sursa de eliberare a virusurilor in circulatie. Locurile cele mai importante de
replicare virala extraneuronala includ tesutul conjunctiv, muschii scheletici si
miocardul, musculatura neteda, tesuturile limforeticulare si glandele exocrine si
endocrine [Bogovic si colab., 2015].

3.1.2 Stadiul cunoasterii in Roménia
Conditiile geo-climatice si ecologice din Romania permit mentinerea si
circulatia virusului encefalitei de capusa in natura. Desi primele cercetari privind

prezenta arbovirusurilor in Romania sunt comunicate inca din anul 1957 iar
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primele date despre morbiditatea regionala exista din anii 1960, supravegherea
encefalitei de capusa a fost implementata abia de curand si se realizeaza doar
in judetele arondate Directiei de Sanatate Publica Cluj (Figura 3.1). In perioada
1985-1993 a fost realizat un studiu seroepidemiologic in 19 judete din partea
de nord-vest a tarii si in Bucuresti, urmarindu-se seroprevalenta infectiei cu
virusul encefalitei de capusa atat la oameni (persoane sanatoase si persoane
cu risc de expunere profesionald — padurari) cat si la animalele domestice
(bovine, caprine, ovine). Pentru probele umane, s-au detectat procente de
seroprevalenta cuprinse intre 1.1% (judetul Constanta) si 19.4% (judetul
Maramureg), cu o medie de 6.5% [lonescu si colab., 2009].

TBE incidence

0

*05-.40

Figura 3.1 Rata incidentei anuale a encefalitei de capusa la
100.000 de locuitori (perioada 2008-2010) [ECDC, 2012]
Figure 3.1 TBE annual average incidence rate per 100.000 inhabitants
(period 2008-2010)

in ceea ce priveste categoriile de risc, lucratorii forestieri au inregistrat
cea mai ridicata seroprevalenta. Serurile de la animalele domestice analizate
au fost pozitive Tn procente cuprinse intre 2% si 34%, urmatoarele judete
remarcandu-se cu o seroprevalenta ridicata: Hunedoara, Maramures, Mures,
Suceava, Tulcea, Valcea si demonstrand ca aceste zone prezinta o focalitate
naturala.
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3.2 VIRUSUL FEBREI HEMORAGICE CRIMEEA-CONGO

Febra hemoragica Crimeea-Congo (FHCC) este o boalda endemica
importanta, produsa de un virus din familia Bunyaviridae, genul Nairovirus,
transmis prin intermediul capuselor. Rezervorul natural al virusului este
constituit din rumegatoarele mari si unele mamifere mici [Perianu, 2011b].
FHCC a fost descrisa initial in Crimeea (Rusia) in 1944, de catre cercetatorii
sovietici in timpul unui focar ce a afectat 200 de persoane din armata sovietica.
Acestia au denumit-o initial febra hemoragica Crimeea, insa agentul a fost de
asemenea identificat la un pacient din Congo, virusul fiind apoi denumit virusul
febrei hemoragice Crimeea-Congo.

Virusul FHCC are cea mai mare distributie geografica dintre virusurile
transmise de capuse, fiind descris in Eurasia si Africa. Aceasta distributie
coincide cu cea a capuselor vector din genul Hyalomma. Virusul a fost raportat
in aproximativ 30 de tari din Africa (Uganda, Sudan, Republica Democrata
Congo, Nigeria, Mauritania, Senegal si Africa de Sud), sud-estul Europei
(Kosovo, Rusia, Bulgaria, Grecia, Turcia etc), Orientul Mijlociu (Irak, Iran, Arabia
Saudita si Oman) si Asia (Kazakhstan, Tajikistan, Uzbekistan, Pakistan, China
si India). Bulgaria este singura tard din Europa unde FHCC are o evolutie
endemica. Au fost observate insa focare cu un numar crescand de cazuri si in
tari precum Kosovo, Turcia, Albania, Ucraina si sud-vestul Rusiei [Kamboj si
colab., 2013].

3.2.1 Transmitere si rezervor natural

Nu exista dovezi care sa indice boala la animale. Animalele inoculate
experimental (rumegatoare domestice, mamifere mici ca spermafilul, aricii,
iepurii de cadmp si rozatoarele miomorfe) fac forme clinice inaparente sau
manifestate doar prin febra moderata si viremie [Swanepoel si colab., 1985]. n
unele experimente, pasarile s-au dovedit imune la virus, insa dovezi recente
sugereaza ca anumite specii non-paserine sunt capabile sa infecteze capusele,
in ciuda faptului ca nu s-a depistat o viremie evidenta. Anchetele serologice au
fost mijloacele traditionale prin care s-au stabilit regiunile unde virusul FHCC
circuld. Tn general, aceste studii au prezentat faptul c& raspunsul pozitiv
inregistrat in randul efectivelor de animale se coreleaza cu aparitia cazurilor de
imbolnaviri la om. De asemenea, procentajul animalelor pozitive are tendinte
de crestere gi scadere in functie de parazitismul capuselor iar seropozitivitatea
este mai mare la animalele adulte comparativ cu cele tinere. Unele aspecte
privind epidemiologia FHCC pot fi explicate pe baza necesitatii de hranire a
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capuselor din genul Hyalomma si a altor capuse vector atat pe animale mici cat
si pe animale de talie mare.

in zonele in care se afl& un numar mare de mamifere mici (arici, iepuri
de camp) dar si mamifere mari (bovine, ovine), virusul poate circula fara a fi
observat, inregistrandu-se ocazional cazuri la oameni atunci cand fermierii ce
intré in contact cu animalele sunt muscati de cépusele infectate. In contrast,
cand o regiune are un numar foarte mare de mamifere mici insa putine
mamifere de talie mare, orice persoana ce intra in zona respectiva poate suferi
in urma atacului capuselor adulte aflate pe vegetatie, rezultdnd un numar mare
de infectii. Aceasta pare sa fi fost situatia din Crimeea in 1944, acolo unde
iepurii de camp s-au inmultit foarte mult in fermele abandonate din perioada
ocupatiei germane iar animalele de renta erau regasite intr-un numar foarte mic.
Explozia de cazuri in rdndul soldatilor si a fermierilor a reflectat nevoia urgenta
a capuselor adulte nehranite din genul Hyalomma de a gasi un animal de talie
mare pentru a se hrani [Bente si colab., 2013].

Hyalomma marginatum cuprinde cinci specii de capuse (H. isaaci, H.
marginatum sensu stricto, H. rufipes, H. turanicum si H. glabrum) ce se hranesc
pe doua gazde diferite, pentru a completa ciclul biologic. Distributia lor cuprinde
biotipuri variate din sudul Europei, sudul Asiei, Orientul Mijlociu si Africa.
Naparlirea de la stadiul de larva la cel de nimfa se realizeaza pe prima gazda
(de obicei soareci, arici si pasari) din cadrul ciclului de dezvoltare. Stadiile
imature raman atasate de gazde timp de 12-26 de zile, ceea ce le permite sa
fie transportate pe distante mari de catre pasarile migratoare. Adultii
paraziteaza cea de-a doua gazda (in special bovine si alte ongulate — cai, oi,
capre, camile, caprioare, mistreti si oameni). Capusele genului Hyalomma au
fost pozitive pentru infectia cu Anaplasma, Ehrlichia, Rickettsia, Borrelia si
Babesia/Theileria spp. In Europa, Hyalomma reprezintd de asemenea cel mai
competent vector al virusului febrei hemoragice Crimeea-Congo. Un rol
important in diseminarea virusului este atribuit pasarilor migratoare, ce pot purta
capusele infectate pe distante foarte mari, existand astfel posibilitatea aparitiei
de noi focare, inclusiv in Romania [Capek si colab., 2014].

3.2.2 Stadiul cunoasterii in Romania

Pana in acest moment nu s-a reusit detectia virusului FHCC in capusele
din Romania. Au fost insa studii ce au obtinut semnale serologice pozitive la
rumegatoarele mici din sud-estul tarii. Aceasta regiune a fost luata in studiu
deoarece, conform datelor privind distributia speciilor de capuse din tara
noastra, Hyalomma marginatum (vectorul competent al virusului FHCC) este
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limitata in sudul, sud-estul si sud-vestul tarii iar zona Deltei Dunarii este un punct
important datorita biodiversitatii existente si a numarului foarte mare de pasari
migratoare prezente de-a lungul anului [Sandor si colab., 2014]. Prima ancheta
seroepidemiologica realizata in 2012 a inclus testarea prin ELISA IgG sandwich
a 471 seruri provenite de la oi din judetul Tulcea. Au fost obtinute 131 seruri
pozitive (27.8%) [Ceianu si colab., 2012]. Aceste rezultate sugereaza prezenta
virusului la rumegatoarele mici din sud-estul Romaniei, fiind insa nevoie de
studii de confirmare prin teste de detectie virala.

3.3 ALTE ARBOVIRUSURI TRANSMISE DE CAPUSE

In ultimii ani a fost observatd o emergenta a virusurilor transmise de
capuse. Tn anul 2015 erau cunoscute peste 38 specii virale transmise de catre
capuse, unele dintre aceste cu o importanta majora pentru sanatatea publica.
in aceasta categorie sunt incluse: virusul encefalitei de capusé, virusul FHCC,
virusul Kyasanur forest disease, virusul Alkhurma, virusul sindromului de
trombocitopenie cu febra severa (SFTSV) si virusul Heartland. Tn plus, numerosi
agenti virali transmisi de capuse afecteazd de asemenea si sanatatea
animalelor: virusul pestei porcine africana, virusul Nairobi si virusul louping ill.
Cele mai importante genuri de capuse responsabile de transmiterea virusurilor
sunt: Ixodes, Haemaphysalis, Hyalomma, Amblyomma, Dermacentor si
Rhipicephalus [Xia si colab., 2015].

In pofida a numeroase cercetdri privind diversitatea populatiilor
bacteriene din capuse, cunostintele in ceea ce priveste virusurile asociate
capuselor sunt inca limitate. Metodele traditionale de izolare virala pe culturi
celulare au evidentiat numerosi agenti insa au reprezentat un procentaj redus.
Recent, virusul Heartland, un nou agent patogen transmis de cépuse a fost
izolat de la pacienti in Missouri si a fost caracterizat prin secventierea pe scara
larga (HTS - high-throughput sequencing). Virusul Heartland este similar
filogenetic cu virusul SFTS, un agent viral izolat de la capuse si de la oameni in
China. Emergenta agentilor patogeni noi de origine virala si volumul redus al
informatiilor referitoare la viroma din cépuse, sugereaza nevoia unei ample
supravegheri virale si descrierea virusurilor prezente in capuse [Tokarz si
colab., 2014].

Virusurile Kyasanur forest disease (KFD) si febra hemoragica Omsk
(OHF) contin genom ARN si sunt incadrate in genul Flavivirus, familia
Flaviviridae. KFD provoaca febra hemoragica locuitorilor din India, unde
rozatoarele si maimutele sunt gazde obisnuite ale virusului. Vectori pentru acest
virus sunt capuse nimfe ale genului Haemaphysalis (Haemaphysalis spinigera
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si Haemaphysalis turturis). OHF determina o infectie virala acutd in zonele
lacustre din vestul Siberiei (Omsk, Novosibirsk, Kurgan si Tyumen) Rusia, unde
rezervorul natural este reprezentat de rozatoare iar capusele vector pot fi
speciile Dermacentor reticulatus, D. marginatus, D. pictus si . persulcatus.
Boala la om se manifesta prin semne clinice de febra, migrena, ameteli, leziuni
veziculare orale, dureri musculare accentuate, tuse si stare de prostratie ce
poate dura 1-2 saptamani, cu posibilitatea inrautatirii starii generale spre
pneumonie, meningita, hemoragii severe ale aparatelor respirator, digestiv si
genital, nefroza; moartea survine la 2-10% din cazuri [Brites-Neto si colab.,
2015].

Virusul West Nile (WNV) este un membru al familiei Flaviviridae izolat
de la diferite specii de tantari dar si de la specii de ectoparaziti hematofagi
(capuse dure — I. ricinus si |. scapularis; capuse moi - O. moubata si C.
capensis) din regiuni ale Europei, Africii Si Asiei. In zonele unde WNV determin
infectii cu evolutie endemica, numeroase specii de pasari si mamifere manifesta
semne clinice neurologice si de encefalomielitd. Cu toate ca tantarii sunt vectorii
competenti ai WNV iar capusele nu sunt considerate capabile de a transmite
eficient infectia, se pare ca virusul poate fi mentinut perioade mai lungi in
capusele infectate si de asemenea transmis intre gazdele vertebrate, ceea ce
ar putea sugera un potential rol de rezervor natural al capuselor [Brites-Neto si
colab., 2015].

Febra de capusa Colorado este provocata de un virus ARN al carui
genom cuprinde 12 segmente, fiind incadrat in familia Reoviridae, genul
Coltivirus. Virusul a fost initial identificat in SUA si Canada, capusele din specia
Dermacentor andersoni avand rolul de vector. Rezervorul natural de virus este
constituit din mamifere salbatice iar principalele semne clinice la om sunt
reprezentate de febra, mialgie si migrene moderate, conjunctivita, eritem si
meningita.

Encefalita Powassan este o infectie a carui agent etiologic este un virus
ARN din familia Flaviviridae, genul Flavivirus, distribuit Tn emisfera nordica
(inclusiv Canada, SUA, Rusia) si transmis de capusele D. andersoni, D.
variabilis, Ixodes cookie si |. scapularis. Virusul encefalitei Powassan determina
infectia la om dupa o perioada de incubatie de 8 pana la 34 de zile, semnele
clinice constand in febra, migrene, dezorientare, voma, prostratie, dispnee si
pareza spastica. Boala poate evolua catre meningoencefalitd si meningita. La
animale, poate fi observata o evolutie subclinica, insa caii si animalele salbatice
pot dezvolta viremie si semne neurologice [Brites-Neto si colab., 2015].

Virusul Louping ill este incadrat in genul Flavivirus si apartine
complexului viral transmis de capusele |. ricinus in vestul Europei. Perioada de
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incubatie la om este de 2-8 zile. Boala are o evolutie bifazica. Prima faza este
caracterizata de febra, durere retro-orbitala si dureri de cap; in cea de-a doua
faza apar simptome nervoase sub forma meningoencefalitelor sau a
poliomielitei paralitice. Infectia se poate observa si la animale situate in zone
enzootice, cu afectarea oilor si a vacilor dupa o perioada de incubatie de 6-18
zile. Semnele clinice dominante sunt febra, incoordonare motorie, tremuraturi,
hipersalivatie si letargie.

Virusul pestei porcine africane este un virus ADN din familia Asfaviridae,
genul Asfivirus ce afecteaza suinele printr-o febra hemoragica cu procent ridicat
de letalitate; aceasta infectie reprezinta una din cele mai importante boli virale
fiind inclus& pe lista A de catre OIE (Oficiul International de Epizootii). In natura,
virusul circuld in cadrul a doud categorii de cicluri enzootice (silvatic si
domestic), ambele incluzdnd porcii si capusele Argasidae din genul
Ornithodoros in Africa (O. moubata, O. porcinus, O. savignyi si O. sonrai),
membrii complexului O. erraticus in Peninsula Iberica si Rusia si O. coriaceus,
O. turicata, O. parkeri, O. puertoricensis ih America de Nord si Caraibe [Brites-
Neto si colab., 2015].
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CAPITOLUL IV
SECVENTIEREA DE ULTIMA GENERATIE (NGS) -
APLICATIE PENTRU EXPLORAREA MICROBIOMEI DIN
CAPUSE

CHAPTER IV
NEXT GENERATION SEQUENCING (NGS) — EXPLORING
THE MICROBIOME OF TICKS

Identificarea diversitatii microbiene prezenta in artropodele vector
reprezintd un pas important din punct de vedere medical, in vederea
monitorizarii infectiilor endemice, a supravegherii agentilor zoonotici emergenti
si pentru descoperirea microorganismelor asociate gazdelor [Carpi si colab.,
2011].

4.1 TEHNOLOGIILE DE SECVENTIERE ACTUALE

Toate platformele de secventiere existente la ora actuald necesita o
etapa initiala de procesare a ADN-ului cu scopul de a constitui o biblioteca
adecvata pentru secventiere. In general, aceastd etapa implica fragmentarea
moleculelor mari de ADN pentru obtinerea unor dimensiuni specifice fiecarei
platforme. Apoi, adaptori specifici sunt atasati de capetele 3’ si 5" ale acestor
fragmente; fiecare platforma utilizeaza adaptori compatibili pentru urmatoarele
etape ale analizei [Dabney si colab., 2012].

4.1.1 Tehnologia lllumina

Toate procesele enzimatice si etapele de vizualizare din cadrul
tehnologiei lllumina au loc in cadrul unui flux celular. Tn functie de platforma
lllumina utilizatd, fluxul celular poate fi partitionat in 1 (MiSeq), 2 (HiSeq2500)
sau 8 (HiSeq2000, HiSeq2500) coloane separate. Platforma lllumina utilizeaza
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principiul amplificarii in punte si o abordare de secventiere prin sinteza (Figura
4.1). Pe suprafata coloanelor cu flux celular sunt atasate pentru amplificare
oligonucleotide sens si antisens (avand un situs de clivare), complementare
adaptorilor introdusi in cursul etapei de preparare a bibliotecii; aceste
oligonucleotide sunt atasate pe intreaga suprafata a coloanei de flux celular.
Anterior introducerii secventelor din biblioteca pe suprafata interna a coloanelor,
primul pas este reprezentat de denaturarea ADN-ului dublu catenar in molecule
de ADN monocatenar. Acestea vor hibridiza pe suprafata fluxului celular cu
nucleotidele deja fixate, ce joaca rolul de primeri, in vederea formarii unei copii
initiale ale secventei tinta. Moleculele initiale ale bibliotecii sunt eliminate iar
fragmentele copiate si atasate de fluxul celular sunt utilizate pentru generarea
unui cluster (numar mare de copii) format din molecule identice cu cea initiala,
prin intermediul amplificarii izotermale. Aceasta amplificare se realizeaza prin
alternari ciclice a trei substante tampon specifice ce mediaza pasii de
denaturare, atasare si elongare la 60°C. Pe durata acestor pasi, capatul 3’ al
copiilor moleculelor din biblioteca poate hibridiza cu oligonucleotidele
complementare atasate fluxului celular, formand astfel o structura
asemanatoare unei punti (Figura 4.1) [Buermans si colab., 2014].

Figura 4.1 Amplificarea in punte a ADN-ului in cadrul platformei lllumina
Figure 4.1 Bridge amplification in Illumina platform
[www.illumina.com]

Etapa finala este reprezentatda de indepartarea unei catene din
fragmentele ADN dublu catenare, prin utilizarea situsurilor de clivaj de la
suprafata oligonucleotidelor si de blocarea capetelor 3 cu ddNTP pentru
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prevenirea capetelor 3' deschise de a se comporta precum situsuri de
secventiere primara.

4.1.2 Tehnologia lon Torrent

in cadrul platformelor PGM/Proton, secventele sablon sunt generate pe
o bila sau sfera prin intermediul reactiei in lant a polimerazei (PCR) in emulsie.
O emulsie ulei—apa este creata pentru a diviza micile vezicule de reactie, fiecare
contindnd o singura sfera, o singura molecula din biblioteca si toti reagentii
necesari pentru amplificare. Sunt prezenti de asemenea, doi primeri
complementari cu adaptorii secventei din biblioteca, insa un primer se afla in
solutie in timp ce celalalt este atasat de sfera. Astfel se realizeaza o selectie a
moleculelor din biblioteca ce au ambele tipuri de adaptori (A si B) excluzand din
reactia PCR in emulsie moleculele cu un singur tip de adaptori (A sau B) (Figura
4.2). Pe durata PCR in emulsie, moleculele individuale din biblioteca sunt
amplificate in milioane de copii identice ce sunt atasate de sfera pentru a
permite detectia semnalului.

Cu toate ca o singura reactie PCR in emulsie poate genera miliarde de
sfere sablon, sunt anumite aspecte ce intervin in cadrul acestei metode ce
afecteazé obtinerea unui rezultat optim. Asadar, este imposibil de obtinut o
incarcare corespunzatoare a unei molecule in fiecare godeu. De fapt, 1/3 din
godeuri vor avea o singura molecula pe cand 2/3 din godeuri vor fi, fie lipsite de
molecule din biblioteca, fie vor avea mai multe. In plus, recuperarea sferelor
este ineficienta chiar si prin utilizarea sistemelor automate. In etapa finala,
sferele ce contin ADN amplificat sunt separate de cele goale si depozitate in
godeurile de secventiere.

Figura 4.2 Generarea secventelor sablon prin PCR in emulsie
Figure 4.2 Generating template sequences by emulsion PCR
[Buermans si colab., 2014]
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Godeurile lon torrent sunt constituite din compartimente cu fluide si
senzori de pH fabricati prin tehnologia standard CMOS (complementary metal-
oxide semiconductor). Detectia bazelor azotate integrate din timpul secventierii
nu se bazeaza pe captarea imagistica sau a semnalelor fluorescente ci pe
eliberarea unui H+ din timpul elongarii fiecarei nucleotide. Eliberarea
hidrogenului este detectata ca o schimbare a pH-ului din interiorul godeurilor
[Buermans si colab., 2014].

4.1.3 Tehnologia Pacific biosciences

Principiile ce stau la baza tehnologiei de secventiere in timp real a unei
molecule de ADN, realizata de Pacific biosciences, difera semnificativ de cele
mentionate anterior. In primul rand, aceastd tehnologie este aplicatd pentru
detectia unei singure molecule avand o sensibilitate crescuta pentru a inregistra
incorporarea unei singure nucleotide marcata fluorescent. in plus, prepararea
secventelor sablon nu necesita etape de amplificare iar moleculele bibliotecii
reprezinta sablonul pentru secventiere. Prepararea bibliotecii este similara
celorlalte platforme: fragmentarea ADN-ului genomic pana la dimensiunile
necesare (in acest caz avand dimensiuni de mai multe kilobaze) urmata de
repararea capetelor secventelor sau legarea adaptorilor specifici. Diferenta
semnificativa se refera la structura adaptorilor, ce au o forma de semicerc astfel
ca, dupa legare, fragmentele de ADN dublu catenar vor deveni circulare. Pre-
prepararea secventelor sablon consta in atasarea primerilor de secventiere de
ADN-ul monocatenar, urmata de legarea ADN polimerazei cu formarea
complexului activ de polimerizare.

Ca si in cazul platformei lllumina, cele patru nucleotide sunt marcate
fluorescent, fiecare cu un marker individual. Totusi, diferenta semnificativa
consta in faptul ca markerul sistemului PacBio este clivat in timpul elongarii
secventei. In plus, nucleotidele nu contin un grup terminal ce permite elongarea
continud a copiei de ADN. In momentul cand o nucleotidd complementara
sablonului este legata in pozitia corespunzatoare de catre ADN polimeraza,
identitatea nucleotidei este inregistrata datorita markerului fluorescent. Pe
durata elongarii markerul este clivat, difuzeaza in afara zonei de captare a
semnalului luminos iar complexul este pregatit pentru urmétoarea elongare. In
esenta, sistemul inregistreaza filmul activitatii polimerazei din timpul ciclului de
amplificare. Polimeraza utilizata de catre sistemul PacBio pentru realizarea
secventierii reprezintd o versiune modificatd a enzimei phi29 [Buermans si
colab., 2014] ce pastreaza majoritatea proprietatilor enzimei phi29 originale

93



Raileanu Cristian

(procesare ridicata a catorva sute de kilobaze, rata mica de eroare, etc) [de
Vega si colab., 1996].

4.2 APLICATIILE SECVENTIERII DE ULTIMA GENERATIE

Tehnologia NGS are numeroase aplicatii, cea mai evidenta fiind
reprezentatda de secventierea genomica. Revolutia secventierii de ultima
generatie a redus intr-un mod semnificativ durata si costurile necesare pentru
secventierea genomurilor de dimensiuni mari. Tehnologiile NGS au devenit
astfel foarte importante pentru secventierea de novo a genomului de la
eucariote. Este de asemenea utilizat pentru secventierea intregului genom sau
pentru resecventierea tintita, fiind astazi aplicatii larg utilizate. Comparate cu un
genom de referintd, secventele resecventiate pot fi utilizate pentru identificarea
SNPs (polimorfismul unei singure nucleotide), insertii mici sau deletii, variatia
numarului de copii si alte variatii structurale. In acest mod, resecventierea de
ultima generatie arata cum diferentele de ordin genetic pot influenta caracterele
fenotipice si evolutia unor boli.

Recent, platformele NGS au céapatat o importanta crescuta pentru
diagnostic, ca urmare a detectiei mutatiilor moleculare; aplicarea NGS permite
vizualizarea mutatiilor la nivelul intregului genom, a modificarilor aberante din
secventele de ADN si noi gene caracteristice diverselor infectii. O alta utilitate a
platformelor NGS se refera la examinarea modificarilor epigenetice de-a lungul
intregului genom studiat. Modificari precum metilarea ADN-ului, variatii Tn
structura cromatinei si modificari posttranslationale ale histonelor, joaca un rol
esential in procesele celulare, inclusiv in reglarea genomica.

Studiile de metagenomica reprezinta de asemenea o aplicatie cheie a
secventierii de ultima generatie, fiind utilizate in cercetéri de ecologie si mediu.
Diversitatea microbiana poate fi astfel monitorizata prin analiza probelor de
mediu si a celor clinice. Aceste studii permit intelegerea dezvoltarii evolutive si
a biodiversitatii ecologice a unor microbi, ajutand astfel la incadrarea speciilor
[Wong si colab., 2012]. NGS a fost de asemenea utilizatd cu succes pentru
observarea profilul expresiei genice prin secventierea diferitelor specii de
ARNm. Aceste analize ample ale NGS joaca un rol important in biologia
moleculara, masurand in paralel activitatea a mii de gene; mai mult, NGS
permite cuantificarea absoluta a transcriptelor [Mutz si colab., 2013].
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CAPITOLUL V
SCOPUL $SI OBIECTIVELE CERCETARILOR

CHAPTER V
GOAL AND OBJECTIVES

Vectorii biologici ai infectiilor pentru animale si om sunt reprezentati in
principal de specii de artropode capabile sa mentina si sa transmita agenti
infectiosi catre gazdele parazitate. Dintre acestia, capusele transmit cea mai
mare varietate de agenti patogeni, comparativ cu orice alt artropod. Ixodes
ricinus (capusa oii) este cea mai raspandita specie din Europa, fiind vector
pentru numerosi agenti bacterieni, inclusiv pentru Borrelia burgdorferi s.l.,
agentul etiologic al bolii Lyme. Ixodes ricinus este de asemenea un vector
competent pentru unele specii patogene din genul Rickettsia, Anaplasma si
Ehrlichia.

Romaénia, prin asezarea geografica la granita de est a Uniunii Europene,
constituie un teritoriu important din punct de vedere epidemiologic si poate
reprezenta un risc continuu de emergentd a bolilor infectioase atat pentru
locuitorii autohtoni cat si pentru cei de pe intregul continent european. La
momentul actual, in tara noastra, infectiile transmise de capuse se afla inca in
evaluare pentru definirea statutului lor epidemiologic. Existd o necesitate
stringenta in ceea ce priveste aplicarea unor programe de supraveghere, dat
fiind faptul ca agentii infectiosi transmisi de capuse pot fi cu usurinta diseminati
pe teritorii intinse.

Scopul lucrarii, intitulata "Cercetari epidemiologice si etiologice
asupra unor boli infectioase emergente cu transmitere vectoriala in zona
de est a Romaniei”, a fost acela de a obtine noi informatii cu privire la situatia
epidemiologica a agentilor patogeni transmisi de capuse in zona de est a
Romaniei. Lucrarea a cuprins cercetari cu o abordare integrata, ce au vizat
evaluarea riscului infectiilor vectorizate de capuse pentru animale si om, in
concordantéa cu principiile de baza ale conceptului One Health.
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Primul obiectiv din cadrul tezei a vizat efectuarea unor investigatii
seroepidemiologice asupra principalelor infectii cu transmitere vectoriala
la animale si riscul pentru om in zona de studiu (Estul Romaniei). Pentru
indeplinirea acestui deziderat, am efectuat doua anchete seroepidemiologice.
Prima ancheta a urmarit identificarea anticorpilor specifici IgG anti-Borrelia la
cainii aflati in padocuri si a celor din gospodariile populatiei. Aceasta ancheta a
fost initiatd ca urmare a studiilor anterioare ce au indicat o perspectiva
promitatoare in utilizarea anchetelor serologice la caine pentru identificarea
potentialelor zone de risc de boala Lyme la om. A doua ancheta
seroepidemiologica a urmarit detectia anticorpilor specifici virusului febrei
hemoragice Crimeea-Congo din serurile rumegatoarelor mici (oi si capre din
sud-estul Romaniei).

Cel de-al doilea obiectiv propus in cadrul studiului, identificarea prin
metode de biologie moleculara a agentilor patogeni in capusele nehranite,
a vizat aplicarea tehnicilor de biologie moleculara pentru a identifica cei mai
importanti agenti patogeni (bacterii si virusuri) transmisi de capuse si pentru a
stabili rata de asociere a acestor agenti in capusele nehranite colectate din trei
regiuni din estul Romaniei, distincte din punct de vedere geografic dar si al
tipului de habitat.

Ultimul obiectiv al tezei a urmarit caracterizarea comunitatilor
microbiene din capuse prin aplicarea secventierii de ultima generatie
(NGS). Componenta comunitatilor microbiene in capusele din Romania a fost
descrisa prin aplicarea metodelor clasice de biologie moleculara, ce a permis
identificarea unui numér redus de agenti patogeni. In acest context, am efectuat
un studiu de inventariere a agentilor bacterieni patogeni dar si a
endosimbiontilor prezenti in trei mixuri de ARN obtinute de la capusele
nehranite. De asemenea, am urmarit caracterizarea populatiilor virale din
capusele colectate de pe vegetatie in zona de est a Romaniei, utilizand
tehnologia secventierii pe scara larga (HTS). Acest studiu a reprezentat o etapa
importanta in procesul de identificare si caracterizare a microbiomei capuselor
aflate in conditii naturale in Romania.
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CAPITOLUL VI
INVESTIGATII SEROLOGICE $I ETIOLOGICE ASUPRA
PRINCIPALELOR INFECTII TRANSMISE DE
CAPUSE LA ANIMALE

CHAPTER VI
SEROLOGICAL AND ETIOLOGICAL STUDIES OF MAIN
TICK-BORNE INFECTIONS IN ANIMALS

6.1 ANCHETA SEROEPIDEMIOLOGICA PRIVIND FEBRA
HEMORAGICA CRIMEEA-CONGO LA RUMEGATOARE MICI
DIN SUD-ESTUL ROMANIEI

Dintre virusurile transmise de capuse, virusul febrei hemoragice Crimeea-
Congo are cea mai mare distributie geografica, fiind raspandit pe teritoriul
Eurasiei si Africii. Aceasta distributie coincide cu cea a capuselor vector din
genul Hyalomma. Virusul a fost raportat in aproximativ 30 de tari din Africa
(Uganda, Sudan, Republica Democratad Congo, Nigeria, Mauritania, Senegal si
Africa de Sud), sud-estul Europei (Kosovo, Rusia, Bulgaria, Grecia, Turcia etc),
Orientul Mijlociu (lrak, Iran, Arabia Sauditd si Oman) si Asia (Kazakhstan,
Tajikistan, Uzbekistan, Pakistan, China si India). Bulgaria este singura tara din
Europa unde FHCC are o evolutie endemica, insa au fost observate focare cu
un numar crescand de cazuri si in tari precum Kosovo, Turcia, Albania, Ucraina
si sud-vestul Rusiei [Kamboj si colab., 2013].

FHCC circula in natura prin intermediul unui ciclu capusa-gazda
vertebrata-capusa, in transmiterea virusului intervenind capuse din genul
Hyalomma, cel mai important reprezentant fiind specia Hyalomma marginatum.
H. marginatum, vectorul principal al virusului FHCC in Europa, este o capusa
cu doua gazde: larvele si nimfele se hranesc pe mamifere mici si pe pasarile ce
se hranesc pe sol, in timp ce capusele adulte paraziteazd mamiferele mari
precum caprioara, mistretul dar si animale de renta, acestea fiind de altfel
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rezervorul de virus. Virusul FHCC poate fi transmis pe cale verticala de catre H.
marginatum, aceasta indeplinind astfel rolul de vector dar si de rezervor natural
pentru acest patogen [Ceianu si colab., 2012].

Prezentul studiu s-a realizat pentru a determina prevalenta anticorpilor
specifici virusului febrei hemoragice Crimeea-Congo (VFHCC) la oi si capre din
regiunea Dobrogei si pentru a aprecia factori de risc asociati prezentei infectiei
la oi si capre.

Regiunea luata in studiu a fost selectata {indnd cont de distributia pe
teritoriul {arii noastre a principalului vector H. marginatum (Figura 6.1) [Mihalca
si colab., 2012a] dar si de datele obtinute de catre Ceianu si colab. (2012), ce
au raportat o prevalenta de 27.8% probe serologic pozitive la infectia cu virusul
FHCC la oi din judetul Tulcea [Ceianu si colab., 2012].

Figura 6.1 Harta distributiei H. marginatum in Romania
@ Zonele cunoscute nainte de 2012; @ Zone adaugate de Mihalca si colab., 2012
Figure 6.1 Distribution map of H. marginatum in Romania
@ Sites known before 2012; @ Sites added by Mihalca et al., 2012
[Mihalca si colab., 2012a]

Principiul reactiei ELISA

Aceasta metoda de identificare a imunoglobulinei G specifica virusului
FHCC reprezinta o reactie in cursul careia serurile de analizat interactioneaza
cu antigenele FHCC fixate in godeuri. Legarea anticorpilor specifici de
antigenele fixate duce la formarea complexelor antigen-anticorp situate la
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suprafata godeurilor. Tn momentul adaugérii conjugatului, acesta este
incorporat de catre complexul imun format. Astfel, complexul antigen-anticorp-
conjugat este vizualizat prin intermediul unei reactii de culoare utilizadnd un
substrat de peroxidaza, peroxid de hidrogen si un cromogen
(tetrametilbenzidind). Intensitatea colorarii este direct proportionala
concentratiei IgG anti-FHCC.

6.1.1 Materiale si metode

6.1.1.1 Zona de studiu

Pentru efectuarea reactiei imunoenzimatice ELISA, au fost recoltate
probe de ser din 10 localitati din regiunea Dobrogei: 3 localitati din judetul
Tulcea si 7 localitati apartinand judetului Constanta (Tabel 6.1, Figura 6.2). in
total au fost testate 90 de probe de ser, dintre care 29 de seruri provenite de la
capre si 61 de seruri recoltate de la oi.

Tabel 6.1/Table 6.1
Probele recoltate de la oi si capre in perioada iulie-septembrie 2014
Serum samples from sheep and goats collected between July and
September 2014

Localitatea Numarul Specia
de probe
1. Baia, TL 10 Capre
2. Slava Rusa, TL 4 Capre
3. Slava Rusa, TL 9 Oi
4. Slava Cercheza, TL 15 Oi
5. Baia, TL 17 Oi
6. Rimnicul de Jos, CT 5 Capre
7. Tariverde, CT 5 Capre
8. Vartop, CT 5 Capre
9. Coroana, CT 5 Oi
10. Closca, CT 5 Oi
11. Piatra, CT 5 Oi
12. Mangalia, CT 5 Oi

Probele au fost recoltate in perioada iulie-septembrie 2014, serurile fiind
conservate la temperatura de -20°C pana in ziua testarii. Pentru realizarea
reactiei s-a utilizat un kit comercial Elisa pentru om, produs de VectorBest—
Rusia (Vect-Crimean-CHF-1gG), protocolul de lucru avand unele modificari
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minore. Pentru a testa probele de ser recoltate de la rumegatoare mici,
protocolul a fost adaptat prin utilizarea anticorpilor secundari IgG HRP anti-
capra si anti-oaie (Covalab, Villeurbanne, France) in concentratie de 1/500.
Godeurile placii au fost captusite cu antigen viral FHCC. Controlul negativ in
cadrul reactiei a fost reprezentat de o proba de ser provenita de la un berbec
din localitatea Cotnari, judeful lasi, aceasta localitate fiind in afara ariei de
distributie a speciei H. marginatum, principalul vector al virusului febrei
hemoragice Crimeea-Congo.
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Figura 6.2 Localitatile de unde s-au recoltat probele de ser
Figure 6.2 Localities from which serum samples were collected

6.1.1.2 Analiza probelor colectate

Protocolul de lucru pentru realizarea reactiei a constat in parcurgerea
urmatoarelor etape:

1. Adaugarea probelor de control:

- 1lgodeu - 100ul C*;

- 2 godeuri - 100 pl C in fiecare.
Ex: 100 pl C in godeurile A-1 si B-1, 100 pl C*in godeul C-1.

2. Pentru realizarea screening-ului, se adauga 90 ul tampon de diluare a

serurilor si 10 pl din serul diluat in prealabil, in fiecare din godeurile
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ramase. Solutiile se amesteca cu grija. Serurile de testat sunt astfel

diluate de 100 de ori.

3. Incubare: placa se sigileaza cu film adeziv si se incubeaza la termostat
timp de 60 de minute la 37°C.

4. Spalare: dupa incubare, filmul se indeparteaza. Spalarea placii se face
de 5 ori cu solutia de spalare, alternand aspirarea si umplerea imediata
a godeurilor din fiecare rand al placii. Se adauga cel putin 400 ul de
substantd de spalare in fiecare godeu la fiecare ciclu de spalare.
Intervalul dintre umplerea si golirea godeurilor nu trebuie sa fie mai mic
de 30 de secunde. Solutia de spalare trebuie sa fie complet eliminata
dupa fiecare spalare. Dupa spalare, se indeparteaza solutia ramasa din
godeuri prin utilizarea hartiei de filtru, pe care se aseaza placa
rasturnata.

5. Adaugarea conjugatului: se adauga 100 ul de conjugat (anticorpi
secundari antispecie) in fiecare godeu, la o dilutie de 1/1000 (anti-sheep
HRP, anti-goat HRP).

6. Incubare: sigilarea placii cu film adeziv, apoi incubare la termostat, 30
de minute la 37°C.

7. Dupa incubare, se efectueaza spalarea placii de 5 ori.

Adaugarea TMB: 100 pl solutie tetrametilbenzidina in toate godeurile.
9. Incubare: placa se mentine intr-un loc ferit de lumina, timp de 20 de

minute, la 18-25°C.

10. Adaugarea solutiei stop: 100 ul solutie stop in fiecare godeu al placii, la
aceeasi ratd si ordine la care s-a realizat pentru solutia de
tetrametilbenzidina.

Masurarea densitatii optice s-a realizat la 405 nm cu ajutorul cititorului
de placi. Intervalul cuprins intre oprirea reactiei si masurarea densitatii optice
nu trebuie sa depaseasca 5 minute.

Rezultatele reactiei sunt valide daca sunt satisfacute urmatoarele conditii:

- densitatea optica medie in godeurile ce contin controlul negativ nu
inregistreaza valori mai mari de 0.25 U.O. (unitati optice);

- densitatea optica in godeul cu controlul pozitiv este cel putin 1.0 U.O.
Evaluarea rezultatelor se face prin calcularea valorii cut-off a densitatji

optice utilizdnd ecuatia: ODco = ODaC + 0.2, unde OD,,C = valoare medie a

densitatii optice din godeurile cu un control negativ.

Un rezultat al analizei este considerat pozitiv daca ODprosa = ODco,
unde: ODproea = densitatea optica a probelor testate. Rezultatul este considerat
negativ daca ODproga < 0.8 X ODco. Rezultatul este considerat echivoc (dubios)
daca 0.8 X ODco < ODprogi < ODco.

o
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6.1.2 Rezultate si discutii

Diagnosticul serologic al unei infectii provocate de virusul FHCC consta
in detectia anticorpilor specifici indusi in urma raspunsului umoral, cu precadere
impotriva antigenului dominant NP (nucleoproteina). Virusul FHCC contine un
singur serotip iar in urma compararii mai multor suse virale din zone geografice
diferite s-a remarcat o mare omogenitate antigenica [Palacios si colab., 2006].
Tehnica ELISA este utilizatd Th mod curent pentru detectia anticorpilor FHCC,
fiind considerata mai sensibila decéat imunofluorescenta [Ceianu si colab., 2012,
Raileanu si colab., 2015].

In urma efectudrii testului imunoenzimatic ELISA pe 90 probe de ser,
dintre care 29 de la caprine si 61 de la ovine, a fost identificata o seropozitivitate
de 74.4% (Tabel 6.2). Au fost pozitive 16 probe de la caprine (16/29; 55%) si
51 probe de la ovine (51/61; 85%). Animalele nu au prezentat semne clinice,
rumegatoarele mici fiind considerate rezervor natural de virus, cu manifestari
clinice reduse.

A fost demonstrat faptul ca anticorpii specifici nucleoproteinei
recombinante VFHCC nu reactioneaza incrucisat cu anticorpii nairovirusurilor
inrudite (virusurile Hazara si Dugbe) sau cu cei ai altor virusuri din familia
Bunyaviridae (ex: virusul Puumala) [Marriot si colab., 1994, Ceianu si colab.,
2012]. Tn Romania, rezultatele primei anchete seroepidemiologice realizaté in
cadrul populatiei de ovine au fost publicate in anul 2012 [Ceianu si colab., 2012].
n cadrul acestui studiu s-au testat 476 probe de ser de la ovine, inregistrandu-
se o seroprevalenta de 27.8%, un numar de 131 de seruri fiind pozitive la testul
ELISA IgG sandwich. Probele de ser au provenit din localitati ale judetului
Tulcea, acest studiu evidentiind pentru prima data circulatia virusului FHCC in
Romania.

Tn cadrul studiului nostru am inclus si probe provenite de la animale din
judetul Constanta, fiind obtinute rezultate pozitive, evidentiind astfel existenta
unui areal mai mare de animale serologic pozitive pentru FHCC. Febra
hemoragicad Crimeea Congo este o boala vectoriala ce evolueaza in tarile
vecine Romaniei. In Turcia sunt inregistrate anual peste 1000 de cazuri de
imbolnaviri la oameni. Virusul a fost identificat si in Bulgaria, Ungaria, Ucraina,
ceea ce presupune o prezenta si pe teritoriul Romaniei.

In cadrul unei anchete transversale privind seroprevalenta FHCC la
animalele de renta din 2 localitati rurale din Bulgaria, au fost identificate ca fiind
pozitive 72% dintre animalele supuse investigatiilor. Astfel, se observa o
seropozitivitate ridicata in cadrul rezervorului de virus, insa cu toate acestea, in
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Bulgaria, in perioada 2007-2012, au fost inregistrate doar 37 de cazuri cu FHCC
la om [Barthel si colab., 2014].

Tabel 6.2/Table 6.2
Distributia probelor pozitive pentru IgG anti-VFHCC
Distribution of positive samples for IgG anti-CCHFV

Judet Localitate Specia Nr.de probe Probe poz. pentru IgG
testate anti VFHCC / %
Baia capre 10 8/80
0i 17 15/88.2
Tulcea
Slava Rusa capre 4 3/75
o]l 9 7170
Slava Cercheza oi 15 13/86.6
Rimnicul de Jos capre 5 2/40
Tariverde capre 5 2/40
Constanta
Vartop capre 5 1/20
Coroana oi 5 3/60
Closca Oi 5 5/100
Piatra oi 5 3/60
Mangalia 0i 5 5/100
Total 90 67/74.4

In urma unui studiu efectuat in Turcia, regiunea Marmara de Sud,
considerata a fi non-endemica, au fost testate 508 probe de sange recoltate de
la animale de renta din 5 localitati. Rezultatele obfinute au indicat o
seroprevalenta de 33.1%, rata cea mai mare fiind inregistrata la capre (66.%).
Rezultatele acestui studiu demonstreaza distributia larga a virusului FHCC in
localitati non-endemice, ceea ce poate duce la generarea unor zone de infectji
focale cu risc pentru om.

Seroprevalenta inregistrata in cadrul studiului nostru a fost de 74.4%.
Aceasta a avut valori mai mari la ovine (85%), comparativ cu seroprevalenta
obtinuta la caprine — 55.1%. Rezultatele noastre reprezintda un semnal de
alarma si impune efectuarea de cercetari mai ample privitor la circulatia
virusului, situatia epidemiologica in cadrul rezervorului reprezentat de animalele
de renta si riscul pentru om. Este necesara astfel instituirea altor studii la
animale dar si realizarea de cercetari asupra capuselor vector, pentru a evalua

riscul reprezentat de virusul FHCC asupra sanatatii publice.

104



Teza de doctorat - 2016

6.2 DETECTIA VIRUSULUI FHCC IiN CAPUSE
COLECTATE DE PE GAZDELE TESTATE SEROLOGIC

Rumegatoarele mici testate pentru prezenta anticorpilor anti-FHCC au
fost totodatd examinate pentru a observa un eventual parazitism cu capuse. in
urma examinarii, au fost colectate 74 de capuse adulte iar identificarea s-a
realizat pana la nivel de gen, la stereomicroscop, prin intermediul cheilor de
identificare taxonomica [Perez-Eid, 2007]. Toti indivizii colectati au apartinut
genului Rhipicephalus spp., unele specii ale genului fiind recunoscute drept
vectori competenti pentru virusul FHCC (Tabel 6.3).

Tabel 6.3/Table 6.3
Capuse colectate de la oi si capre testate serologic pentru prezenta
anticorpilor anti-FHCC
Ticks collected from sheep and goats surveyed for anti-CCHFV

antibodies
Turma Specia  Rhipicephalus spp. Locatia Capuse
gazda Femele Masculi colectate
Turmal Capra 6 3 Slava 9
Cercheza
Capra 5 3 8
Capra 3 4 7
Capra 3 6 9
Capra 1 1
Capra 2 2
Capra 1 1
Capra 4 1 5
Capra 1 1
Total 1 22 21 43
Turma 2 Oaie 1 5 Slava Rusa 6
Oaie 4 4 8
Oaie 1 4 5
Oaie 2 4 6
Total 2 8 17 25
Turma 3 Oaie 1 1 Slava Rusa 2
Oaie 1 1
Oaie 1 1
Oaie 1 1
Oaie 1 1
Total 3 3 3 6
Total General 33 41 74

105



Raileanu Cristian

6.2.1 Materiale si metode

6.2.1.1 Colectarea probelor

Dupa colectarea probelor de sénge, fiecare animal a fost examinat in
vederea identificarii capuselor. Au fost examinate cu precadere regiunile
axilare, perianale si abdominale (regiuni preferate de capuse pentru hranire).
Capusele observate pe animal au fost colectate vii, cu ajutorul unor pense
speciale si transportate la laborator pentru identificare taxonomica si stocare.
Conservarea ectoparazitilor s-a realizat la -80°C, fiind precedata de o etapa de
spalare in etanol 70% si apa distilata.

6.2.1.2 Extractia ARN

Extractia ARN-ului s-a realizat cu kit-ul Nucleospin RNA 1l (Macherey-
Nagel, Duren, Germany). Protocolul de lucru s-a realizat conform etapelor
descrise in manualul de utilizare a kit-ului. Fiecare capusa a fost distribuita intr-
un tub cu 6 bile metalice cu diametrul de 2.8 mm (Hard Tissues Grinding Mix =
Precellys lysing kit, Bertin), 300 pl de mediu clasic pentru culturi celulare (D-
MEM) continand 10% ser fetal bovin (Gibeco). Capusele au fost apoi lizate
utilizand trituratorul de organe Precellys 24 lyser / homogenizer (Bertin, Franta)
timp de 20 de secunde la 5500 rpm. Dupa triturare, probele s-au centrifugat la
1500 rpm timp de 2 minute.

Premergator etapelor de extractie propriu-zise, s-a efectuat o liza
celulara prin adaugarea a 350 pl Buffer RA1 si 3.5 pl B-mercaptoetanol peste
trituratul de capuse centrifugat din fiecare tub. Dupa etapa de liza celulara,
urmeaza extractia ARN-ului efectuata in sapte etape.

1. Filtrarea lizatului

Se plaseaza filtrul Nucleospin in tubul colector si se adauga amestecul
precedent n coloana. Se centrifugheaza 1 min x 11.000 g.

2. Ajustarea conditiilor de precipitare a ARN-ului
Se pune filtratul intr-un tub Eppendorf de 1.5 ml si se adauga 350 pl etanol 70%.
Se omogenizeaza.

3. Precipitarea ARN-ului
Se plaseaza o coloana Nucleospin RNA Il intr-un tub de 2 ml. Se adauga lizatul
din etapa 3 n coloana. Se centrifugheaza 30s x 8.000g. Se plaseaza coloana
intr-un nou tub de colectare.
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4. Desalinizarea membranei de siliciu
Se adauga 350 pl de Membrane desalting Buffer. Se centrifugheaza 1
minx11.000 g, pentru a se usca membrana de siliciu.

5. Digestia ADN-ului
Se prepara mix-ul DNase intr-un tub steril: 10 pl DNase | + 90 pl DNase reaction
Buffer. Se depune 95 pl de mix in centrul coloanei. Se incubeaza 15 minute la
temperatura camerei.

6. Spalarea si uscarea membranei de siliciu
Prima spalare. Se adauga 200 ul de buffer RA2 in coloana, se centrifugheaza
30s x 8000g; se plaseaza coloana intr-un nou tub colector.
A doua spalare. Se adauga 600 pl de buffer RA3 in coloana, se centrifugheaza
30s x 8000g, se arunca supernatantul si se repune coloana in tubul colector.
A treia spalare. Se adauga 250 pl de buffer RA3, se centrifugheaza 2 min x
11000g pentru a se usca membrana.

7. Elutia ARN —ului
Se depun 60 pl de apa RNase free in centrul coloanei si se centrifugheaza 1
min x 11000g.

6.2.1.3 Revers transcriptie-PCR 1in timp real (rRT-PCR) pentru identificarea
febrei hemoragice Crimeea-Congo

Probele de ARN au fost testate in cadrul reactiei rRT-PCR ce a urmarit
detectia virusului febrei hemoragice Crimeea-Congo, utilizdnd amorse si sonde
specifice. Reactiile rRT-PCR Tagman au fost efectuate in 20 ul volum final de
reactie, utilizadnd LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes master mix
(Roche Applied Science, Germania) la concentratie finala de 1x, cu 0.5 uyM
amorse specifice, 0.25 yM sonde, 3.25 mM acetat de mangan [Mn(OAc):] si 2
Ml ARN de testat. Toate reactiile au inclus un martor negativ (apa) si unul pozitiv.
Conditiile termice pentru rRT-PCR au fost: 63°C pentru 3 min, 95°C pentru 30
s, 45 cicluri la 95°C pentru 10 s, apoi 60°C pentru 30 s, urmand apoi o etapa de
racire la 40°C pentru 10 s.

6.2.2 Rezultate si discutii

in urma testarii celor 74 de capuse Rhipicephalus spp. nu au fost
identificate probe pozitive pentru infectia cu virusul FHCC. Aceasta situatie
indica faptul ca ectoparazitii nu contineau virusul FHCC in momentul atasarii pe
gazde, nefiind astfel responsabili de transmiterea infectiei catre rumegatoarele
mici. Oile si caprele serologic pozitive au fost infectate anterior parazitismului
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cu indivizii colectati si testati in cadrul acestui studiu. Infectia cu virusul FHCC
la rumegatoare are o evolutie asimptomatica, insa animalele au capacitatea de
transmitere a virusului catre capuse in momentul hranirii acestora. Este de
banuit faptul ca oile si caprele pozitive au trecut prin procesul de seroconversie
anterior atasarii capuselor si astfel nu s-a realizat transmiterea virusului FHCC
catre vectori.

6.3 ANCHETA SEROEPIDEMIOLOGICA PRIVIND BOALA
LYME LA CAINI DIN ZONA DE EST A ROMANIEI

Boala Lyme este o infectie multisistemica cauzatd de diferite specii
bacteriene ale complexului Borrelia burgdorferi transmise de capusele genului
Ixodes [Paduraru si colab., 2012]. Genospeciile detectate frecvent la animale si
om in Europa sunt Borrelia afzelii, Borrelia garinii si Borrelia burgdorferi sensu
stricto. Acesti agenti sunt transmisi de diferite specii ale genului Ixodes, vectorul
principal al infectiei fiind specia Ixodes ricinus.

In anul 2009, in Statele Unite ale Americii, s-a fnregistrat un numar de
aproximativ 38.000 cazuri confirmate si suspecte de boald Lyme la om. in
Europa se presupune existenta unui numar mai mare de infectii cauzate de
agentii bolii fata de cele descrise, ca urmare a lipsei unui sistem uniform de
raportare. Capusele pot transmite eficient boala Lyme la céinii din America de
Nord si Europa. Céinele este utilizat drept santineld si model animal eficient
pentru studierea bolii Lyme la om [Krupka si colab., 2010].

Infectia la céine poate provoca artritd (ce evolueaza cu schiopaturi),
anorexie, febra, letargie, limfadenopatie si in unele cazuri glomerulonefrita
fatala [Little si colab., 2010]. Spre deosebire de cazurile de boala Lyme la om,
cazurile clinice la caini nu pot fi divizate cu precizie in trei stadii. Este acceptat
faptul ca nu toti indivizii infectati natural dezvoltd semne clinice de boala; in
conditii experimentale, aproximativ 75% din céinii infectati au dezvoltat boala.
Prezenta anticorpilor specifici nu se coreleaza neaparat cu semne clinice de
boala, multi caini infectati cu agentii bolii Lyme suferind procesul de
seroconversie si ramanand asimptomatici [Krupka si colab., 2010]. Diagnosticul
cert de boala Lyme reprezinta inca un proces lung si dificil atat in medicina
omului cét si in cea veterinara, deoarece nu exista un test de diagnostic specific
acestei boli. Pe de altad parte, spirochetele nu pot fi identificate cu usurinta,
existand de asemenea un numar substantial de infectii subclinice. Raspunsul
imunologic tardiv si manifestarile clinice intarziate impiedica diagnosticul si
aplicarea eficienta a tratamentului.

108



Teza de doctorat - 2016

Metodele bazate pe tehnica ELISA permit detectia imunoglobulinelor
IgM si IgG. Pentru medicina veterinara, detectia IgM nu este recomandata
deoarece semnele clinice apar dupa cateva saptamani de la contactul cu
ectoparazitii, atunci cand 1gG sunt deja prezente. Cainii infectati experimental
au produs un nivel detectabil de IgG la patru-sase saptamani de la expunere iar
anticorpii persista timp de patru ani [Topfer si colab., 2007].

Stabilirea potentialelor zone de risc pentru boala Lyme este dificil de
realizat, mai ales in situatile cu un numar redus de cazuri la om. Pentru
identificarea zonelor endemice, sunt importante studierea relatiei vector-gazda,
populatia de capuse prezente si prevalenta anticorpilor anti-B. burgdorferi in
rezervorul natural de boala. Anchetele serologice efectuate la caini pentru
detectia anticorpilor specifici anti-Borrelia ofera perspective incurajatoare
pentru identificarea zonelor potentiale de risc pentru om. Luand in considerare
similitudinile dintre factorii de risc ai bolii Lyme la caine si om, sistemul de
supraveghere a cainilor poate fi o0 metoda eficienta de stabilire a riscului si a
raspandirii geografice a bolii [Bhide si colab., 2004].

Scopul acestui studiu a constat in stabilirea prevalentei anticorpilor
specifici anti-Borrelia burgdorferi s.I. in probe de ser colectate de la caini din
patru judete situate In estul Romaniei. Odata cu stabilirea prevalentei, am
urmarit identificarea unei posibile asocieri intre cazurile existente la om si
situatia epidemiologica la caini. In cadrul zonei luate in studiu, Centrul national
de supraveghere si control al bolilor transmisibile (CNSCBT) a raportat prezenta
cazurilor de boala Lyme la om.

6.3.1 Materiale si metode

6.3.1.1 Zona de studiu

Pentru detectia anticorpilor specifici anti-Borrelia spp., au fost testate 90
de probe de ser recoltate de la céini cazati in padocuri publice (68 de probe:
n=20, Suceava; n=30, Tomesti; n=8, Comanesti; n=10, Tulcea) si caini aflati in
gospodarii din mediul rural (22 de probe: n=20, judetul Bacau; n=2, Vatra
Dornei) (Tabel 6.4; Fig. 6.3). Probele au fost recoltate in perioada mai —
septembrie 2014. Varsta céinilor inclusi n studiu a fost cuprinsa intre sase luni
si 14 ani. Fiecare individ a fost examinat pentru a observa capuse, acestea fiind
prelevate si conservate pentru testari ulterioare. Probele de sénge au fost
recoltate aseptic, prin punctia venei cefalice, utilizdndu-se tuburi fara
anticoagulant, pentru exprimarea serului; probele de ser recoltate au fost
depozitate la -20°C.
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6.3.1.2 Testarea probelor colectate

Probele de ser au fost testate prin reactia ELISA, dupa o prealabila
dilutie 1:100, utilizdndu-se un kit comercial “Enzyme linked immunosorbent
assay” (Borrelia Canine Lyme IgG - ELISA Novatec Immunodiagnostica GmbH,
Germany) ce are drept scop identificarea anticorpilor IgG anti-Borrelia
burgdorferi in serul de céine.

Tabel 6.4/Table 6.4
Probe de sange colectate de la caini
Blood samples collected from dogs

Nr. Localitatea Masculi Femele Data Capuse colectate
probe colectarii F M N
8 Comanesti, NE NE NE
Jud. Bacau
10 Tulcea 4 6 4.08.2014 4R. 3R. 11 R.
ross. ross. ross.
20 Suceava 13 7 13.09.2014
30 Tomesti, 10 20 16.09.2014
Jud. lasi
20 Bacau NE NE 19.09.2014
2 Vatra Dornei, 2 21.09.2014 71.r. 9lLr

Jud. Suceava
NE : necunoscut; F: Femele; M: Masculi; N: Nimfe; R. ross: Rhipicephalus rossicus; I.r.:

Ixodes ricinus.
b
BOTOSANI
_BOTOSANI

p LA
SUCEAVA

Suceava: 20 probe
Vatra Dornei: 2 probe

-Tomesti: 30 probe

<
PIATRA NEAMT

-Bacau: 20 probe
-Comanesti: 8 probe

-Tulcea: 20 probe

BUZAU GAILATI
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~——

Figura 6.3 Zonele de unde au fost recoltare probele de ser
Figure 6.3 Sampling sites in Eastern Romania
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Protocolul de lucru pentru realizarea reactiei a cuprins urmatoarele
etape:

1. Distribuirea a 100 pl solutie de control si a probelor diluate in godeuri.
Pozitia A1 de pe placa ramane libera pentru substratul blank.

2. Acoperirea godeurilor cu folia existenta in kit.

3. Incubare 60 de minute £ 5 minute la 37 £ 1°C.

4. Dupa terminarea incubatiei, folia este indepartata. Se aspira
continutul godeurilor gi se spala fiecare godeu de 3 x cu 300 pl solutie de
spalare. Trebuie sa se evite supraincarcarea si scurgeri din godeurile de
reactie. Timpul de uscare dintre spalari este de aproximativ 5 secunde. La final,
inainte de ultima etapa, se indeparteaza cu grija restul de lichid pe hartie
absorbanta.

5. Adaugarea a 100 pl Lyme Borrelia anti-dog 1gG conjugat in godeuri,
exceptandu-| pe cel din pozitia A1 (substratul blank). Se acopera cu folie.

6. Incubarea placii 30 de minute la temperatura camerei.

7. Repetarea etapei cu numarul 4.

8. Se adauga 100 pl TMB solutie substrat in toate godeurile.

9. Incubare timp de 15 minute la temperatura camerei si la intuneric.

10. Adaugarea a 100 pl solutie stop, in toate godeurile, in aceeasi ordine
$i cu aceeasi rata ca cea pentru solutia substrat TMB.

11. Masurarea absorbantei probelor la 450/620 nm, in primele 30 de
minute de la adaugarea solutiei stop.

Valorile absorbantei au fost masurate utilizand cititorul Microreader
(Biorad), la o lungime de unda de 450 nm. Interpretarea rezultatelor a fost
realizata prin compararea atat a valorii absorbantei unei probe, obtinuta prin
calcularea cutoff-ului, cat si a culorii finale a probelor prin comparatie cu cele
ale martorului negativ si pozitiv.

6.3.2 Rezultate si discutii

fn urma reactiei ELISA, din cele 90 de probe testate s-a identificat o
singura proba pozitiva, apartinand unei femele in varsta de patru ani din judetul
Tulcea. In urma examinarii, aceasta era parazitatd de doua capuse din specia
Rhipicephalus rossicus, aflate in stadiul de nimfa. Aceasta specie a fost
descrisa drept cea mai abundenta pe cainii din regiunea Deltei Dunarii [Sandor
si colab., 2014].

Seroprevalenta generala a bolii Lyme la céini (1.1%) inregistrata in acest
studiu este redusa. Un studiu anterior a raportat o prevalentd de 6.25% a
anticorpilor anti-Borrelia burgdorferi s.l. [Kiss si colab., 2011], llie si colab.
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(2012) au obtinut o seroprevalenta de 18.6% la cainii din regiunea vestica a tarii
iar in studiul efectuat de Mircean si colab., 0.5% din cainii testati au fost pozitivi
la infectie [Mircean si colab., 2012]. In Romania nu exista suficiente date cu
privire la epidemiologia bolii Lyme la céine, fiind frecvent raportata in alte tari.
in Spania au fost testate 1100 probe de ser recoltate de la caini din diferite
regiuni ale tarii iar prevalenta generala pentru Borrelia burgdorferi a fost de
0.4% [Miro si colab., 2013]. Seropozitivitatea in randul cainilor de vanatoare din
Slovacia a fost de 40% in timp ce cainii de serviciu si cei de companie au fost
pozitivi intr-o proportie de 11.8% — 29.4% [Bhide si colab., 2004]. In perioada
2001-2006 Bowman si colab. au realizat o ancheta la nivel national in SUA ce
a inclus testarea serologica a 982.336 de caini pentru anticorpii specifici anti-B.
burgdorferi. Tn urma acestui studiu a fost obtinutd o seroprevalentd cuprinsa
intre 0.1 si 0.5% [Bowman si colab., 2009].

Exista anumite limite ce necesita atentie in momentul analizei
rezultatelor obtinute in acest studiu. Un prim aspect este legat de numarul redus
de probe analizate, nefiind reprezentativ pentru intreaga populatie de caini din
regiune. De asemenea, majoritatea cainilor testati se aflau, la momentul
recoltarii probelor de ser, tinuti in adaposturi, neavand astfel acces la habitatele
specifice capuselor. Luand in considerare aceste aspecte, putem presupune
valori mai ridicate ale seroprevalentei reale in randul populatiei canine din
Romania. Rezultatele obtinute in cadrul acestei anchete pot fi totusi utilizate
pentru a oferi o valoare aproximativa a prevalentei anticorpilor specifici anti-B.
burgdorferi s.1. la cainii din estul Romaniei [Raileanu si colab., 2015].

Pentru a determina zonele endemice de boala Lyme, este indicata
efectuarea anchetelor serologice in cadrul categoriilor expuse atacului
capuselor (ex. caini de vanatoare); aceste categorii expuse pot indeplini rolul
de santinela sau seroindicatori de noi focare. Pentru a intelege dinamica bolii
Lyme dar si a altor infectii transmise de capuse, sunt necesare eforturi integrate
si de colaborare ale specialistilor din domeniile de sanatate publica si medicina
veterinara.

6.3.3 Concluzii partiale

1. In ciuda faptului c& pana in acest moment in Romania nu s-a dovedit
prezenta virusului FHCC, datele obtinute in acest studiu arata o
circulatie a virusului in cadrul efectivelor de rumegatoare mici.

2. Febra hemoragica Crimeea-Congo este o boald cu risc zoonotic
important. Avand in vedere faptul ca in zona de sud-est a tarii exista
ecosisteme capabile de a intretine infectiile transmise de capuse,
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4.

este prezent vectorul competent Hyalomma marginatum si au fost
evidentiate semnale serologice pozitive la oile si caprele din judetele
Tulcea si Constanta, sunt necesare studii epidemiologice si
etiologice sistematice pentru a evalua aceasta amenintare.
Conform studiilor efectuate de alti autori, s-a relevat faptul ca majoritatea
cazurilor de boala Lyme la oameni evolueaza in regiuni unde prevalenta
bolii la caini este ridicata. Astfel, profilul serologic la ciine poate
reprezenta un indicator al riscului bolii Lyme pentru om.

in studiul de fata, s-a inregistrat o prevalentd redusa a
seropozitivitatii bolii Lyme la caine (1.11%), comparativ cu valorile
inregistrate in alte studii intreprinse in tara noastra. Efectuarea unor
anchete serologice Tn randul populatiilor de caini la nivel national ar
putea duce la stabilirea unor zone de risc pentru infectia produsa de
Borrelia burgdorferi s.I. la om.
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CAPITOLUL VII
IDENTIFICAREA AGENTILOR PATOGENI iN CAPUSE
NEHRANITE (QUESTING) PRIN METODE DE BIOLOGIE
MOLECULARA

CHAPTER VII
TICK-BORNE PATHOGENS DETECTION IN QUESTING
TICKS

Capusele reprezinta cei mai importanti vectori biotici din Europa, fiind
implicate in producerea de infectii atat la om cét si la animale. Ixodes ricinus
reprezinta specia dominanta din Europa, fiind distribuita pe intreg continentul.
Capusele acestei specii sunt capabile de transmiterea unei varietati largi de
agenti patogeni (virusuri, bacterii, protozoare). I. ricinus reprezinta specia
dominantad si pentru Roménia (aprox. 86%) fiind urmata de Dermacentor
marginatus (9.5%), Haemaphysalis punctata (2.6%) si Dermacentor reticulatus
(0.02%).

In Europa, boala Lyme detine cel mai mare numéar de infectii din
categoria celor provocate in urma parazitismului capuselor. Bacteriile din grupul
Borrelia burgdorferi s.l. provoaca anual circa 80.000 de cazuri.

In Romania au fost efectuate numeroase studii cu privire la prevalenta
agentilor patogeni in capuse colectate de pe vegetatie si gazde. Majoritatea
acestor studii s-au axat pe identificarea unui singur agent sau a unui numar
limitat de agenti patogeni in capuse. Prevalenta coinfectiilor in capusele din
Europa are valori cuprinse intre 3.2 si 28.8%, acest fapt avand importante
implicatii medicale si reflectd necesitatea identificarii coinfectiilor in capusele din
Romania.

Obiectivul cercetarilor din cadrul acestui capitol a constat in identificarea
celor mai importanti agenti patogeni transmisi de capuse (bacterii Si virusuri) si
descrierea prevalentei coinfectiilor in capusele nehranite colectate din trei zone
distincte atat geografic cat si din punct de vedere al tipului de habitat.
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7.1 MATERIALE $SI METODE

7.1.1 Zona luata in studiu

Colectarea capuselor nehranite s-a efectuat din 19 puncte de colectare,
distribuite pe raza a sase judete (Figura 7.1). Metodologia de selectie a punctele
de colectare a constat in alegerea a trei categorii diferite din punct de vedere al
habitatului si a pozitiei geografice. Astfel, cele 3 zone alese pentru colectarea
capuselor sunt distribuite in partea de nord a tarii (Zona 1 - zona impadurita),
estul tarii, pe raza municipiului lagi (Zona 2 — arii recreationale si de agrement)
si sud-estul tarii, pe raza judetului Tulcea (Zona 3). Colectarea s-a realizat in
intervalul orar 10%°-14%, intre mai 2013 si septembrie 2014, utilizand metoda
drapelului [Egyed si colab., 2012]. Metodologia a constat in colectarea probelor
pe lungimea a 5 linii, fiecare a cate 300 de metri, pentru fiecare punct de
colectare. Fiecare linie a continut 10 trageri cu lungimea de 10 metri, distanta
dintre fiecare tragere fiind de 20 metri. Prin aceasta metoda, la fiecare punct de
colectare, s-a acoperit o suprafata de aproximativ 1.5 hectare. Colectarea din
zonele de agrement de pe raza municipiului lasi s-a realizat lunar, in perioada
martie — septembrie 2014. Capusele din celelalte puncte au fost colectate in
urma unei singure deplasari, intre mai 2013 si septembrie 2014.

Zona de studiu 1 este reprezentata prin sase puncte de colectare de pe
raza a patru judete; punctele de colectare au fost selectate ca urmare a situarii
acestora in vecinatatea asezarilor rurale (46.536747 N, 26.821123 E; 47.23221
N, 26.54634 E ; 46.517207 N, 26.187067 E; 47.780000 N, 25.718600 E;
47.550000 N, 25.950000 E si 47.779500 N, 26.516000 E) (Figura 7.1).

Zona de studiu 2 a cuprins sase puncte de colectare reprezentand zone
de recreere si agrement din municipiul lasi [Breazu (47.212044 N, 27.530304
E), C.A. Rosetti (47.204710 N, 27.556685 E), Ciric (47.178178 N, 27.609791
E), Cetatuia (47.132564 N, 27.582936 E), Barnova (47.059598 N, 27.640815
E) si Bucium 0(47.068330 N, 27.664561 E)] (Figura 7.1). Aceste zone au fost
selectate ca urmare a riscului ridicat de interactiune dintre om si capuse.
Vegetatia din aceste zone este reprezentata de paduri suburbane mixte si de
foioase [Pavel si colab., 2014].

Zona de studiu 3 este reprezentata de sapte puncte de colectare, aflate
in judetul Tulcea (45.269722 N, 28.459722 E; 45.215936 N, 28.415648 E;
45.26293 N, 28.16968 E; 44.891311 N, 28.717223 E; 44.873796 N, 28.735763
E; 44.865767 N, 28.810092 E si 44.86309 N, 28.689242 E) (Figura 7.1).
Climatul in aceasta regiune este in principal unul de tip arid, partial de coasta.
Este caracterizat de o medie anuala scazuta a precipitatiilor si de valori ridicate
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ale temperaturii. Totodata, aceasta regiune prezinta un deficit important in ceea
ce priveste valorile de umiditate [Moise si colab., 2012].
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Figure 7.1 Studied areas in Eastern Romania

Doar capusele adulte si nimfele au facut obiectul acestui studiu. S-a
colectat un numar total de 557 capuse (zona 1 n=67; zona 2=315; zona 3=175).
Identificarea stadiilor de dezvoltare si a speciilor s-a realizat prin intermediul
cheilor de identificare taxonomica [Perez-Eid, 2007], in urma studierii
caracterelor morfologice cu ajutorul unui stereomicroscop. Capusele au fost
apoi stocate la temperatura de -80°C.

7.1.2 Extractia ADN-ului si a ARN-ului

ADN-ul a fost extras din fiecare capusa utilizand kit-ul Genomic DNA
from Tissue (Macherey-Nagel, Duren, Germany), protocolul: 5.1 Standard
Protocol for Human or Animal Tissue and Cultured Cells, conform instructiunilor
producatorului. Fiecare capusa a fost distribuita intr-un tub cu 6 bile metalice cu
diametrul de 2.8 mm (Hard Tissues Grinding Mix = Precellys lysing kit, Bertin),
300 ul de mediu clasic pentru culturi celulare (D-MEM) contindnd 10% ser fetal
bovin (Gibeco). Capusele au fost apoi triturate utilizand trituratorul de organe
Precellys 24 lyser / homogenizer (Bertin, Franta) timp de 20 de secunde la 5500
rpm. Dupa triturare, probele s-au centrifugat la 1500 rpm timp de 2 minute.
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Dupa triturarea probelor, 75 pl din continutul tubului se transfera intr-un
tub Eppendorf in care se adauga 180 pl Buffer T1 si 25 pl proteinaza K. Se
omogenizeaza 5-10 secunde si apoi se incubeaza la temperatura de 56°C timp
de 3 ore pana liza este completd. Se omogenizeaza ocazional in timpul
incubatiei. Probele se omogenizeaza céateva secunde, apoi se adauga 200 pl
Buffer B3, se agita din nou si se incubeaza timp de 10 minute la 70°C. Se
adauga 210 pl de etanol (70°) pe proba si se agita riguros. Pentru fiecare proba,
se introduce o coloana ,Nucleo-Spin Tissue Column” intr-un tub colector. Se
depune proba in coloana. Se centrifugheaza 1 minut la 11000 x g. Dupa
centrifugare se pune coloana intr-un nou tub colector. Urmeaza apoi etapele de
spalare.

Prima spalare. Se adauga 500 ul Buffer BW. Se centrifugheaza 1 minut
la 11000 x g. Se arunca continutul din tubul colector si se pune coloana la loc.

A doua spalare. Se adauga 600 ul Buffer B5. Se centrifugheaza 1 minut
la 11000 x g. Se arunca continutul din tubul colector si se pune coloana la loc.

Se centrifugheaza coloana timp de un minut la 11000 x g. In aceast&
etapa, etanolul rezidual este indepartat.

Elutia ADN-ului pur. Se plaseaza coloana ,NucleoSpin Tissue” intr-un
tub Eppendorf si se adauga 50 pl Buffer BE preincalzit (70°C). Se incubeaza la
temperatura camerei timp de un minut si apoi se centrifugheaza un minut la
11000 x g.

Extractia ARN-ului s-a realizat cu kit-ul Nucleospin RNA Il (Macherey-
Nagel, Duren, Germany), conform protocolului descris in capitolul VI.

7.1.3 Testarea probelor obtinute

7.1.3.1 Reactia in lant a polimerazei (PCR) pentru identificarea Bartonella spp.
si Rickettsia spp.

Probele de ADN au fost testate prin PCR pentru identificarea
secventelor specifice ale Bartonella spp. si Rickettsia spp. Au fost utilizate
amorse specifice genei gltA pentru fiecare gen bacterian [Norman si colab.,
1995, Regnery si colab., 1991] (Tabel 7.1). Produsii PCR au fost amplificati in
cadrul unei reactii de amplificare cu Phusion® High-Fidelity PCR Kit (Thermo
Scientific, Statele Unite ale Americii).

Toate reactiile s-au desfasurat in 20 uyl volum de reactie, continand 5 pl
ADN, 4 pl 5x solutie tampon PCR, 200 uM pentru fiecare dNTP, 0.5 pl pentru
fiecare amorsa si 0.4 pyl ADN polimeraza.
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Tabel 7.1/Table 7.1
Amorse utilizate pentru amplificarea genelor specifice agentilor patogeni
din capuse
Primer sets for DNA amplification and sequencing of pathogens in

ticks
Ag. patogen Gena Primeri Secvente de nucleotide (5°- 3’) Amplicon
tinta (bp)
Bartonella spp. gltA bart781 GGGGACCAGCTCATGGTGG 380-400
bart1137 AATGCAAAAAGAACAGTAAACA
Rickettsia spp. gltA Rsfg877 GGGGGCCTGCTCACGGCGG 381
Rsfg1258 ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA
Borrelia spp. 23SrRNA  Bo_bu_sl 23S F GAGTCTTAAAAGGGCGATTTAGT 73
Bo_bu_sl 23S R CTTCAGCCTGGCCATAAATAG
Bo_bu_sl 23S P AGATGTGGTAGACCCGAAGCCGAGT
Borrelia rpoB Bo_bu_rpoB_F GCTTACTCACAAAAGGCGTCTT 83
burgdorferi Bo_bu_rpoB_R GCACATCTCTTACTTCAAATCCT
sensu stricto Bo_bu_rpoB_P AATGCTCTTGGACCAGGAGGACTTTCA
Borrelia garinii rpoB Bo_ga_rpoB_F TGGCCGAACTTACCCACAAAA 88
Bo_ga_rpoB_R ACATCTCTTACTTCAAATCCTGC
Bo_ga_rpoB_P TCTATCTCTTGAAAGTCCCCCTGGTCC
Borrelia afzelii fla Bo_af fla_F GGAGCAAATCAAGATGAAGCAAT 116
Bo_af fla_R TGAGCACCCTCTTGAACAGG
Bo_af fla_P TGCAGCCTGAGCAGCTTGAGCTCC
Borrelia OSpA Bo_va_ospA_F ACTCACAAATGACAGATGCTGAA 135
valaisiana Bo_va_ospA_R GCTTGCTTAAAGTAACAGTACCT
Bo_va_ospA_P TCCGCCTACAAGATTTCCTGGAAGCTT
Borrelia rpoB Bo_lus_rpoB_F CGAACTTACTCATAAAAGGCGTC 87
lusitaniae Bo_lus_rpoB_R TGGACGTCTCTTACTTCAAATCC
Bo_lus_rpoB_P TTAATGCTCTCGGGCCTGGGGGACT
Borrelia fla Bo_spi_fla_F ATCTATTTTCTGGTGAGGGAGC 71
spielmanii Bo_spi_fla_R TCCTTCTTGTTGAGCACCTTC
Bo_spi_fla_P TTGAACAGGCGCAGTCTGAGCAGCTT
Borrelia bissettii rpoB Bo_bi_rpoB_F GCAACCAGTCAGCTTTCACAG 118
Bo_bi_rpoB_R CAAATCCTGCCCTATCCCTTG
Bo_bi_rpoB_P AAAGTCCTCCCGGCCCAAGAGCATTAA
Borrelia glpQ B_miya_gIpQ_F CACGACCCAGAAATTGACACA 94
miyamotoi B_miya_glpQ_R GTGTGAAGTCAGTGGCGTAAT
B_miya_glpQ_P TCGTCCGTTTTCTCTAGCTCGATTGGG
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Tabel 7.1/Table 7.1 (Continuare/ Continuation)

Ag. patogen Gena Primeri Secvente de nucleotide (5°- 3’) Amplicon
tinta (bp)
Borrelia spp. IGS Outer primers:
(Lyme and Bospp.-IGS-F GTATGTTTAGTGAGGGGGGTG 1007
Relapsing fever) Bospp.-IGS-R GGATCATAGCTCAGGTGGTTAG
Inner primers:
Bospp.-IGS-Fi AGGGGGGTGAAGTCGTAACAAG 388-685
Bospp.-IGS-Ri GTCTGATAAACCTGAGGTCGGA
Anaplasma msp2 An_ph_msp2_F GCTATGGAAGGCAGTGTTGG 77
phagocytophilum An_ph_msp2_R GTCTTGAAGCGCTCGTAACC
An_ph_msp2_P AATCTCAAGCTCAACCCTGGCACCAC
Candidatus groEL Neo_mik.groE.F AGAGACATCATTCGCATTTTGGA 96
Neoehrlichia Neo_mik.groEL.R  TTCCGGTGTACCATAAGGCTT
mikurensis Neo_mik.groEL.P AGATGCTGTTGGATGTACTGCTGGACC
TBEV 3'non- F-TBE 1 GGGCGGTTCTTGTTCTCC 67
coding R-TBE 1 ACACATCACCTCCTTGTCAGACT
region TBE-Probe-WT TGAGCCACCATCACCCAGACACA
non- Outer primers:
structural  FSM-1 GAGGCTGAACAACTGCACGA 357
protein FSM-2 GAACACGTCCATTCCTGATCT
NS5
non- Inner primers:
structural ~ FSM-li ACGGAACGTGACAAGGCTAG 251
protein FSM-2i GCTTGTTACCATCTTTGGAG
NS5

Identificarea speciilor s-a realizat in urma secventierii fragmentelor
specifice (380-400 perechi de baze pemtru Bartonella spp. si 381 pb pentru
Rickettsia spp.). Secventele au fost asamblate prin intermediul programului
BioEdit [Hall TA, 1999] si apoi comparate cu baza de date NCBI (National

Center for Biotechnology Information).

Program PCR pentru Bartonellaspp.  Program PCR pentru Rickettsia spp.

Temperatura Durata Nr. de cicluri Temperatura  Durata Nr. de cicluri
98°C 30s 1 98°C 30s 1
98°C 10s 98°C 10s
52°C 30s 35 56°C 30s 35
72°C 30s 72°C 30s
72°C 10 min 1 72°C 10 min 1
0| 0
4°C w 4°C
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7.1.3.2 Real time-PCR pentru A. phagocytophilum, Candidatus N. mikurensis Si
a speciilor din genul Borrelia

Reactile PCR in timp real (real-time PCR) s-au efectuat utilizand
amorse si sonde specifice genei 23S rARN pentru speciile Borrelia, gena msp2
pentru A. phagocytophilum si gena groEL pentru Candidatus N. mikurensis
(Tabel 7.1). Toate sondele fluorogene au fost sintetizate prin atasarea unei
mecule reporter 6-carboxy-fluorescein (FAM) de capatul 5 si Black Hole
Quencher 1 (BHQ1) la capatul 3. Reactiile real-time Tagman PCR au fost
efecuate intr-un volum final de 12 pl utilizadnd LightCycler® 480 Probe Master
mix (Roche Applied Science, Germany) la o concentratie finala 1x, amorsele si
sondele la 20 nM si o cantitate de 2 yl de ADN. Fiecare reactie a inclus un
martor pozitiv $i unul negativ (apa bidistilatda). Programul termic a constat in
tratarea la 95°C pentru 5 min urmata de 45 cicluri la 95°C pentru 10 s apoi 60°C
pentru 15 s, cu o etapa de racire finala la 40°C pentru 10 s.

7.1.3.3 Identificarea speciilor Borrelia

Toate probele pozitive obfinute in urma reactiei real-time PCR au fost
apoi incluse intr-o reactie de amplificare prin nested PCR avand drept tinta gena
IGS 16S-23S ARNr [Bunikis si colab., 2004]. Amplificarea s-a efectuat utilizand
Phusion® High-Fidelity PCR Kit. Reactia PCR s-a desfasurat in 20 pl volum de
reactie final (5 pyl ADN de testat, 4 yl 5x tampon PCR, 200 uM pentru fiecare
dNTP, 0.5 uM pentru fiecare amorsa si 0.4 U Phusion ADN polimeraza) (tabel
3.1). Programul PCR s-a desfasurat astfel: 98°C pentru 30 s, 35 cicluri la 98°C
pentru 10 s, apoi 56°C pentru 30 s si 72°C pentru 60 s, cu o etapa de elongare
finala la 72°C pentru 10 minute. Nested PCR a fost efectuat sub aceleasi conditii
(20 pl volum final) si Tn cazul utilizarii amorselor interne avand temperatura de
atasare de 58°C. Produsii de amplificare au fost secventiati de catre Eurofins
MWG Operon, secventele obtinute fiind asamblate in programul BioEdit si apoi
comparate cu baza de date NCBI.

Probele pozitive pentru Borrelia spp. obtinute in cadrul reactiei PCR in
timp real care nu au putut fi identificate la nivel de specie prin nested-PCR au
fost incluse intr-o alta reactie PCR in timp real, utilizdnd primeri si sonde
specifice a sapte specii diferite din genul Borrelia: B. burgdorferi sensu stricto,
B. garinii, B. afzelii, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. spielmanii si B. bissetti (Tabel
7.1).
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7.1.3.4 Real time RT-PCR pentru identificarea virusului encefalitei de capusa
(TBEV) si a virusului EYACH

Probele de ARN au fost testate prin reactia rRT-PCR ce a urmarit
amplificarea unei regiuni 3’ non-codante pentru virusul encefalitei de capusa
[Schwaiger si colab., 2003] si a genei VP2 pentru virusul Eyach, utilizand
amorse si sonde specifice. Reactiile rRT-PCR Tagman au fost efectuate in 20
Ml volum final de reactie, utilizand LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis
Probes master mix (Roche Applied Science, Germania) la concentratie finala
de 1x, cu 0.5 yM amorse specifice, 0.25 uM sonde, 3.25 mM acetat de mangan
[Mn(OAc);] si 2 ul ARN de testat. Toate reaciiile au inclus un martor negativ
(apa) si unul pozitiv. Conditiile termice pentru rRT-PCR au fost: 63°C pentru 3
min, 95°C pentru 30 s, 45 cicluri la 95°C pentru 10 s, apoi 60°C pentru 30 s,
urmand apoi o etapa de racire la 40°C pentru 10 s. Probele pozitive pentru TBEv
au fost apoi incluse intr-o reactie one-step RT-PCR si nested PCR pentru
identificarea proteinei non-structurale NS5 [Puchhammer-Stockl si colab.,
1995]. Probele pozitive de ARN au fost revers transcrise cu ajutorul Titan One
Tube RT-PCR Systems (Roche Applied Science, Germania) intr-un volum de
reactie de 50 pl (10 pl ARN din capuse, 10 ul 5x tampon RT-PCR, 200 uM
pentru fiecare dNTP, 0.4 uM pentru fiecare primer, 1 yl mix de enzime si 500
MM dithiothreitol - DTT). Programul termic s-a desfasurat astfel: 50°C pentru 30
min, 95°C pentru 3 min urmat apoi de 35 cicluri la 95°C pentru 30 s, 40°C pentru
30 s, si 72°C for 30 s, cu o etapa finala la 72°C pentru 5 min. Nested-PCR s-a
realizat cu kit-ul Thermo Scientific Phusion High-Fidelity PCR, intr-un volum
final de 50 pl: 5 yl ADN-ul complementar de testat (ADNc), 10 pl 5x tampon
PCR, 200 uM din fiecare dNTP, 0.5 uM pentru fiecare primer intern si 1 U
Phusion ADN polimeraza. Conditiile termice au fost: 98°C pentru 30s, apoi 35
cicluri la 98°C pentru 10 s, 53°C timp de 30 s, si 72°C timp de 60 s si etapa de
elongatie finala, 72°C pentru 10 min.

7.1.4 Analiza statistica

Rezultatele obtinute au fost procesate prin intermediului programului
IBM SPSS® Statistics version 21 (IBM® Corporation, Chicago, IL, USA).
Analiza unidirectionalda a variatiei (ANOVA)-testul Bonferoni posthoc s-a
efectuat asupra ratei de infectie a grupurilor distincte din punct de vedere
geografic. Compararea prevalentei intre stadiile de dezvoltare a capuselor a
fost efectuatd utilizand Independent-Samples T-Test. In cadrul semnificatiei
statistice, valoarea p (p-value) este prezentata in paranteze.
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Diferentele dintre grupuri au fost considerate statistic semnificative in
situatiile unde p-value<0.05.

7.2 REZULTATE OBTINUTE

7.2.1 Agenti patogeni bacterieni identificati in capusele
Ixodes ricinus

Capusele |. ricinus au reprezentat 95.9% (534/557) din capusele
colectate din zonele de studiu, dintre care 77 au fost adulti si 457 nimfe. In
cadrul acestui studiu, rata de infectie cu unul sau mai multi agenti patogeni a
avut o valoare de 47.9% (256/534). Capusele I. ricinus din zona 3 au fost
infectate intr-un procent de 61.1% (104/170). Aceasta prevalenta a fost
semnificativ mai mare decéat cea inregistrata pentru capusele din zona 2
(40.4%; 120/297) (p <0.05) insa fara a fi statistic diferita de rata infectiei obtinuta
in zona 1 (47.7%). Rata de infectie nu a prezentat diferente statistic
semnificative intre capusele adulte (60.9%; 39/64) si nimfe (47.4%; 217/457).

Borrelia spp. a fost identificata in 164 (30.7%) capuse |. ricinus. Valorile
prevalentei nu au inregistrat diferente intre stadiile de dezvoltare, capusele
adulte fiind pozitive intr-un procent de 32.4% (25/77) iar nimfele in procent de
30.4% (139/457) (Figura 7.2). In ceea ce priveste diferentele observate intre
cele trei zone de colectare, rata de infectie cu Borrelia spp. a fost semnificativ
mai mare Tn capusele din zona 3 (sud-estul Romaniei), comparativ cu zonele 1
si 2 (60% vs 25% sau 31% la adulti si 46% vs 22% sau 21% in cazul nimfelor)
(p <0.05) (Figura 7.2, Tabel 7.2). Probele pozitive la infectia cu Borrelia spp. au
fost incluse intr-o reactie nested-PCR, scopul fiind amplificarea genei IGS 16S-
23S. In urma acestui test au fost obtinute 20 de probe pozitive. Probele au fost
trimise pentru secventjiere iar in urma prelucrarii cinci secvente au fost incadrate
drept B. valaisiana (identitate 97%, nr. acces GenBank CP009117.1) si o
secventa B. afzelii (identitate 99%, nr. acces GenBank CP009058.1). Patru
secvente aditionale au avut o calitate scazuta, trei au exprimat 75% identitate
cu Uncultured Borrelia sp. (nr. acces GenBank JQ693994.1) si o secventa a
avut 75% identitate cu B. afzelii (nr. acces GenBank FJ750349.1). Cinci capuse
. ricinus au fost diagnosticate pozitiv pentru infectia cu B. miyamotoi, agentul
febrei recurente. Patru secvente din cele cinci pozitive au prezentat 100%
identitate cu B. miyamotoi - nr. acces GenBank KP202177.1.
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Tabel 7.2/Table7.2
Numarul total de capuse testate si agentii patogeni identificati
Total number of questing ticks and identified pathogens according to sampling area

Zona Specia Nr. de capuse Agentii patogeni testati
studiu testate
Borrelia spp. A. phago. Rickettsia spp. Bartonella spp. C. N.
mikurensis
A N Total Al% N/% TI% N/% TI% Al% N/% T/% Al% N/% T/% N/% TI%
Zona 1l l.r. 8 59 67 2/25 13/22 15/22.3 1/1.6 1/1.4 3/37.5 10/16.9 13/19.4 3/5 3/4.4 5/8.4 5/7.4
l.r. 64 233 297 20/31.2 50/21.4 70/23.5 8/12.5 33/14.1 41/13.8 6/9.3 12/5.1 18/6 3/1.2 3/1
Zona2 H.p 3 11 14 1/9 7.1 1/9 7.1 1/9 7.1
D.r 4 4 1/25 1/25
Total 71 244 315 71/22.5 9/12.6 34/13.9  43/13.6  6/8.4 13/5.3 19/6 3/1.2 3/0.9
l.r. 5 165 170 3/60 76/46 79/46.4 6/3.6 6/3.5 1/20 23/13.9 24/14.1 1/0.6 1/0.5 21/12.7 21/12.3
Zona 3
H. p 5 5
Total 5 170 175 79/45.1 6/3.4 24/14.1 1/0.5
Total 84 473 557 25/29.7  140/29.5 165/29.6  7/1.4 7/1.2 13/15.4  67/14.1  80/14.3  6/7.1 17/3.6  23/41  29/6.1  29/5.2

Prevalenta fiecarui agent patogen este exprimata si ca procent de capuse pozitive pentru agentul respectiv;l.r. — Ixodes ricinus; H.p. —
Haemaphysalis punctata; D.r. — Dermacentor reticulatus; A — Adult; N — Nimfa; A. phago. — Anaplasma phagocytophilum; T - total.
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Figura 7.2 Prevalenta Borrelia spp. in capusele nehranite I. ricinus
Figure 7.2 DNA prevalence of Borrelia spp. in questing I. ricinus ticks

in urma reactiei nested-PCR, 144 de probe pozitive initial pentru Borrelia
spp. nu au fost identificate la nivel de specie. Aceste probe au fost mai apoi
incluse intr-o reactie de PCR in timp real, cu scopul de a identifica sapte specii
diferite ale genului Borrelia. In urma reactiei au rezultat 113 probe pozitive
pentru una sau mai multe specii ale genului Borrelia (Tabel 7.3). Gena rpoB
specifica speciei B. burgdorferi sensu stricto a fost detectata in doua nimfe din
zonele 1 si 2. Borrelia garinii rpoB a fost identificatd in 79 capuse I. ricinus (zona
1= 11 nimfe; zona 2=26: 9 adulti si 17 nimfe; zona 3= 42: 2 adulti si 40 nimfe).
Alte 46 de capuse au fost pozitive pentru infectia cu B. afzelii (zona 1= 10 nimfe;
zona 2=20: 4 adulli si 16 nimfe; zona 3=16: 1 adult si 15 nimfe).

Borrelia valaisiana ospA a fost gasita in 26 de capuse (zona 1=1 nimfa
. ricinus; zona 2=9: 3 adulti si 6 nimfe; zona 3=16 capuse aflate in stadiul de
nimfa).

De asemenea, 26 de capuse au fost pozitive pentru B. lusitaniae rpoB
(zona 1=2 nimfe; zona 2=5: 2 adulti si 3 nimfe; zona 3=19: 1 adult si 18 nimfe);
B. spielmanii a fost identificata in sase capuse din zonele 2 si 3 (zona 2: 1 adult
si 2 nimfe si 3 nimfe din zona 3) iar o nimfa din zona 1 a fost pozitiva pentru
infectia cu B. bissetti (Tabel 7.3).
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Tabel 7.3/Table 7.3

Speciile Borrelia identificate in capusele Ixodes ricinus (%)
Borrelia species identified in Ixodes ricinus ticks (%)

Zona Nr. B.garinii  B.afzelii B.val. B. lusit. B. spiel. B. B.
studiu  probe burgd. ss bissetti miya.
Zonal A(8)
N (59) 11/18.6 10/16.9 1/1.6 2/3.3 1/1.6 1/1.6
Zona 2 A (64) 9/14 4/6.2 3/4.6 2/3.1 1/1.5 1/1.5
N (233) 17/7.2 16/6.8 6/2.5 3/1.2 2/0.8 3/1.2
Zona3 A(5) 2/40 1/20 1/20
N (165) 40/24.2 15/9 16/9.6  18/10.9 3/1.8
Total A (77) 11/14.2 5/6.4 3/3.8 3/3.8 1/1.2 1/1.2
N (457) 68/14.8 41/9.1 23/5 23/5 5/1 1/0.2 4/0.8

A: Adulti; N: Nimfe; B. val.: B. valaisiana; B. lusit.: B. lusitaniae; B. spiel.: B. spielmanii;
B. burgd. ss: B. burgdorferi ss; B. miya.: B. miyamotoi.

Prevalenta generala in capusele . ricinus testate a fost de 14.7% pentru
B. garinii (14.2% adulti si 14.8% nimfe), 8.8% pentru B. afzelii (6.4% adulli si
9.1% nimfe), 4.8% pentru B. valaisiana (3.8% adulti si 5% nimfe), 4.8% pentru
B. lusitaniae (3.8% % adulti si 5% nimfe), 1.1% pentru B. spielmanii (1.2% adulti
si 1% nimfe), 0.9% pentru B. miyamotoi (1.2% adulti si 0.8% nimfe), 0.3% pentru
B. burgdorferi sensu stricto (0.4% nimfe) si 0.1% pentru B. bissetti (0.2% nimfe)
(Figura 7.3).

30

N
o

14,7

prevalenta, %

) o
I
.
.
.

Lo

[
€

o

=
} S

Figura 7.3 Prevalenta speciilor Borrelia in capusele Ixodes ricinus
Figure 7.3 Prevalence of Borrelia species in Ixodes ricinus ticks
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Anaplasma phagocytophilum a fost identificata in 7/534 (1.3%) capuse
I. ricinus, aflate in stadiul de nimfa (Figura 7.4, Tabel 7.2). Prevalenta in
capusele colectate din zona 1 a fost de 1.4% (1/67) iar in zona 3 de 3.5%
(6/170). Capusele colectate din zona 2 nu au fost pozitive la infectie.
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Figure 7.4 Prevalence of A. phagocytophilum in Ixodes ricinus ticks

Rickettsia spp. a fost observata in 78/534 (14.6%) capuse |. ricinus
(Tabel 7.2). Nu au existat diferente in ceea ce priveste prevalenta Rickettsia
spp. la capusele adulte si cele aflate in stadiul de nimfa. Secventa de ADN
specifica acestui gen a fost identificatd in 12/77 adulti (15.5%) si in 66/457
(14.4%) nimfe (Figura 7.5). Cea mai ridicata rata a prevalentei a fost observata
in zona 1 (19.4%), celelalte doua zone avand valori apropiate (13.8% in zona 2
si respectiv 14.1% in zona 3). Produsii PCR au fost secventiati, obtinandu-se
19 secvente gltA cu identitate de 99-100% cu specia si 0 secventa R. helvetica
cu identitate 95%. Numerele de acces in Genbank sunt dupa cum urmeaza:
AM418450.1 (n=2); JX040636.1 (n=8); KJ663745.1 (n=7); si KF447530.1 (n=3).
Alte 33 de secvente au prezentat identitate de 99-100% cu R. monacensis
[numerele de acces in Genbank: JX003686.1 (n=14); KJ663734.1 (n=6);
JX040639.1 (n=5); JX040640.1 (n=4); KJ663735.1 (n=3); and KC996728.1
(n=1)]. Tn cele din urmé&, o secventa a fost descrisa ca avand o identitate de
99% cu uncultured Rickettsia sp. clone 403ER/1, nr. de acces in GenBank :
JN849396.1. Rickettsia helvetica a avut o ratd medie a infectiei de 3,7% (1.2%
in capusele adulte si 4.1% in nimfe) iar R. monacensis a fost prezenta in 6.1%
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din capusele testate (10.3% din adulti si 5.4%din nimfe). Pentru celelalte 25
probe pozitive la infectia cu Rickettsia spp. nu au fost obtinute secvente valide.

Prevalenta _ 14,4

generala =155

zona de | 139

studiu 3 =20
mN
zonade |- (4.1
studiu 2 125
zonade | NN - 9
studiu 1 —— 37,5
0 10 20 30 40 50 60 70

prevalenta, %
Figura 7.5 Prevalenta Rickettsia spp. in capusele Ixodes ricinus
Figure 7.5 Prevalence of Rickettsia spp. in Ixodes ricinus ticks

Bartonella spp. a fost identificata in 22 capuse . ricinus (22/534; 4.1%).
Capusele adulte au prezentat o rata a infectiei de 7.7% (6/77) in timp ce 3.5%
(16/457) din nimfe au prezentat produsi de amplificare specifici genului
Bartonella (Figura 7.6). A fost descrisa o diferenta statistic semnificativa intre
prevalenta Bartonella spp. Tn capusele colectate din zona 2 (6%) cu cea din
zona 3 (0.5%) (p <0.05), in timp ce zona 1 a inregistrat o valoare de 4.4%.
Secventierea a determinat incadrarea unei singure secvente cu identitate 100%
ca fiind B. henselae (nr de acces Genbank: HG965802.1).

Secvente specifice speciei C. N. mikurensis au fost identificate in 5.4%
(29/534) din capusele testate, toate aflate in stadiul de nimfa, cu o prevalenta
de 6.3% (29/457) (Figura 7.7). O rata mai mare a prevalentei a fost observata
in zona 1 (8.4%) comparativ cu zona 2 (1.2%); de asemenea, rata de infectie
din zona 3 a prezentat o diferenta statistic semnificativa comparativ cu zona 2
(p <0.05).

Capusele . ricinus au inregistrat de asemenea asocieri intre doi si trei
agenti patogeni. Coinfectiile au fost observate intr-un numar total de 96 (96/534;
17.9%) de capuse, reprezentand 37.5% (96/256) din totalul celor infectate.
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Figure 7.7 Prevalence of C. N. mikurensis in Ixodes ricinus ticks

Prevalenta coinfectiilor in cadrul adultilor a fost de 15.5% (12/77) iar

pentru nimfe a fost identificata o rata de 18.3% (84/457). Capusele din zona 1
coinfectate au reprezentat 17.9% (12/67; 25% capuse adulte si 16.9% nimfe);
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in zona 2, rata de infectie a asocierii de agenti patogeni in capuse a fost 11.4%
(34/297: 12.5% adulti si 11.1% nimfe) iar in zona 3 a avut o valoare de 29.4%
(50/170: 40% adulti si 29% nimfe).

Capusele I. ricinus au fost pozitive pentru asocierea mai multor specii
ale genului Borrelia. Astfel, 57 de indivizi au fost pozitivi pentru infectia cu doua
specii de spirochete iar opt capuse au prezentat secvente specifice pentru trei
specii de Borrelia diferite. Cea mai frecventa asociere a fost cea dintre B. garinii
si B. afzelii (30/57; 52.6% capuse |. ricinus) urmata de B. garinii/B. lusitaniae
(18/57; 31.5% capuse). Asocierea a trei specii, regasita in opt capuse, a avut
aceeasi componenta in patru probe - B. garinii, B. afzelii si B. valaisiana (Tabel
7.4).1n ceea ce priveste distributia infectiilor multiple cu specii Borrelia pe stadii
de dezvoltare, stadiul de adult I. ricinus a inregistrat o rata de 11.6% (9/77) iar
nimfele de 12.2% (56/457), cu asocieri de doua sau trei genospecii.

Prevalenta infectilor multiple cu specii Borrelia a fost de 12.1%
(65/534). In randul capuselor adulte a fost obtinuta o prevalenta de 11.6% iar
nimfele au avut o rata similard de 12.2%. in zona 1, 13.4% (9/67) din capusele
testate au fost pozitive la infectia cu specii Borrelia, prevalenta in randul
capuselor adulte (37.5%) fiind semnificativ mai mare decéat cea inregistrata
pentru nimfe (10.1%). In zona 2 am identificat 7% (21/297) capuse pozitive
pentru asocieri ale speciilor Borrelia. Rata de capuse adulte pozitive a fost de
6.2% iar pentru nimfe de 7.2%. Prevalenta infectiilor multiple cu specii Borrelia
in capusele din zona 3 a reprezentat 20.5% (35/170). Capusele adulte din zona
3 au fost infectate intr-un procent semnificativ mai mare (40%) comparativ cu
nimfele (20%).

Capusele . ricinus au inregistrat coinfectii cu speciile de Borrelia si alli
agenti patogeni testati in cadrul acestui studiu. Coinfectiile au fost detectate in
8.2% capuse |. ricinus (44/534); stadiul adult din toate cele trei zone luate in
studiu a fost pozitiv in proportie de 6.4% iar prevalenta in randul nimfelor a fost
de 8.5%. In zona 1, 8.9% (6/67) din capusele testate au fost pozitive pentru
coinfectii, dintre care 25% au fost capuse adulte si 6.7% nimfe. Capusele
pozitive la coinfectii din zona 2 au avut o prevalenta de 4.7% (14/297).
Procentul de infectie al stadiilor de dezvoltare din zona 2 a fost de 4.6% pentru
capusele adulte si 4.7% pentru nimfe. Capusele din zona 3 pozitive la coinfectii
au avut o prevalentd de 14.1% (24/170) fiind reprezentate doar de stadiul
nimfal.

In ceea ce priveste coinfectiile dintre doi agenti patogeni, respectiv o
specie Borrelia si alt gen bacterian, acestea au fost identificate in 4.1% capuse
. ricinus (22/534). Noua capuse au fost pozitive pentru infectia cu Borrelia spp.
si Rickettsia spp. iar sapte ectoparaziti au fost infectati cu Borrelia spp. si C.N.
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mikurensis. Am identificat 0.9% capuse (5/534) pozitive pentru asocierea a doi
agenti patogeni, altii decat specii din genul Borrelia.

Coinfectii cu doua specii Borrelia si un alt patogen au fost observate in
2.2% din probe (12/534). Noua capuse au fost pozitive la infectia cu doua specii
Borrelia si 0 specie Rickettsia. Patru capuse, reprezentand 0.7% (4/534) din
probele testate, au fost infectate cu o specie a genului Borrelia si alti doi agenti
patogeni (trei capuse au fost pozitive pentru asocierea dintre Borrelia spp.,
Rickettsia spp. si C. N. mikurensis) iar un individ a fost pozitiv pentru trei specii
diferite ale genului Borrelia (B. garinii, B. afzelii, B. lusitaniae) si C. N.
mikurensis (Tabel 7.5).

7.2.2 Agenti patogeni bacterieni identificati in capusele
Dermacentor reticulatus

In urma colectarii prin metoda drapelului, s-au capturat patru femele D.
reticulatus (4/557; 0.7%), acestea fiind gasite in zona 2 (Tabel 7.2). Capusele
au fost testate pentru toti agentii patogeni luati in studiu, obtinadndu-se o proba
pozitiva la infectia cu Rickettsia spp. In urma secventierii produsului amplificat,
a fost constatata o identitate de 99% cu Rickettsia raoultii (nr. acces in GenBank
KJ663737.1).

7.2.3 Agenti patogeni bacterieni identificati in capusele
Haemaphysalis punctata

Specia H. punctata reprezinta 3.4% din numarul total de capuse
colectate, fiind identificati 19 indivizi (trei adulti si 16 nimfe). Au fost detectate
trei nimfe pozitive (3/19; 15.7%), fiecare cu cate un agent patogen diferit, dintre
cei inclusi Tn cadrul acestui studiu.

ADN-ul specific Borrelia spp. a fost identificat la o nimfa colectata din
zona 2 (Tabel 7.2). Produsul PCR a fost secventiat cu succes, secventa avand
o identitate de 94% cu Borrelia miyamotoi (nr. acces in GenBank CP010308.1).
Rickettsia spp. a fost diagnosticata intr-o nimfa de asemenea colectata din
zona 2. Secventierea nu a oferit 0 secventa valida pentru produsul PCR obf{inut.
ADN-ul Bartonella spp. a fost observat intr-o nimfa H. punctata localizata in
zona 2. Secventierea nu a permis incadrarea produsului PCR. Tn urma testarii
celor 19 capuse H. punctata, nu au fost obtinute probe pozitive pentru infectia
cu mai multi agenti patogeni.
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Tabel 7.4/Table 7.4

Asocieri de doua si trei specii de Borrelia in capusele Ixodes ricinus
Association of two and three Borrelia species in Ixodes ricinus ticks (%)

Zona Probe B. garinii+ B. garinii+ B. garinii+  B.garinii+  B. afzelii+ B. afzelii+ B. val. + B. garinii+ B. garinii+ B. garinii+ B. garinii+
studiu colectate  B. afzelii B.val. B. lusit. B. spiel. B. bissetti B. lusit. B. spiel. B. afzelii+ B. val.+ B. afzelii+ B. afzelii+
B.lusitaniae  B. lusit. B. val. B. spiel.
A (8) 1/12.5 1/12.5 1/12.5
zonal  (sq) 5/8.4 1/1.6
Zona2 A(64) 3/4.6 1/1.5
N (233) 10/4.2 1/0.4 2/0.8 1/0.4 2/0.8 1/0.4
Zona3 A(5) 1/20 1/20
N (165) 10/6 3/1.8 15/9 1/0.6 1/0.6 3/1.8
Total A (77) 5/6.4 2/2.5 1/1.2 1/1.2
N (457) 25/5.4 3/0.6 16/3.5 3/0.6 1/0.2 1/0.2 1/0.2 2/0.4 4/0.8

A: Adulti; N: Nimfe; B. lusit.:

Borrelia lusitaniae; B. val.: Borrelia valaisiana; B. spiel.: Borrelia spielmanii
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Tabel 7.5/Table 7.5
Coinfectii in capusele Ixodes ricinus
Co-infections in Ixodes ricinus ticks

Asocieri ale agentilor patogeni Zonal Zona 2 Zona3 Total
A N Total A N  Total A N  Total A N Total

B. garinii + B.afzelii 5 5 3 9 12 1 5 6 4 19 23
B.afzelii + B. bissetti 1 1 1 1
B. garinii + B. spielmanii 2 2 1 1 3
B. garinii + B. lusitaniae 1 1 1 12 13 1 13 14
B. afzelii + B. lusitaniae 1 1 3 3
B. garinii + B. valaisiana 1 1 1 1
B. garinii + B. afzelii + B. lusitaniae 1 1 1 1
B. garinii + B. afzelii + B. spielmanii 1 1 1 1
B. garinii + B. afzelii + B. valaisiana 1 1 3 3 4 4
B. garinii + B. valaisiana + B. lusitaniae 1 1 1 1
B. afzelii + Rickettsia spp. 1 1 1 1
B. miyamotoi + C N miku 1 1 1 1
B. valaisiana + R. monacensis 1 1 1 1
B. garinii + R. monacensis 1 1 1 1 2 2
B. valaisiana + Barto. spp. 1 1 2 1 1 2
B. valaisiana + Rickettsia spp. 1 1 1 1
B. miyamotoi + Barto spp. 1 1 1 1
B.afzelii + C N miku 2 2 2 2
B. garinii + Barto. spp. 1 1 1 1
B. spielmanii + A phago 1 1 1 1
B. garinii + Rickettsia spp. 1 1 1 1
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Tabel 7.5/Table 7.5 (Continuare/Continuation)

Asocieri ale agentilor patogeni Zonal Zona 2 Zona 3 Total
A N Total A N Total A Total A

—
o
—
L

B. valaisiana + C N miku

B. garinii + C N miku

B. valaisiana + C N miku

B. afzelii + R. helvetica

Borrelia spp. + C N miku

Borrelia spp. + R. monacensis 1 1
Borrelia spp. + Barto. spp. 1 1
A phago + C N miku 1 1

Barto. spp. + R. helvetica 1 1 1 1
. helvetica + A phago

. monacensis + A phago

. garinii + B. lusitaniae + Rickettsia spp. 1 1 1
. garinii + B. afzelii + Rickettsia spp. 1 1 1 1

. garinii + B. afzelii + R. monacensis

. valaisiana + B. spielmanii + R. monacensis

. garinii + B. valaisiana + R. helvetica

. garinii + B. afzelii + A phago

. garinii + B. lusitaniae + Rickettsia spp.

. garinii + B. afzelii + R. monacensis

. garinii + B. afzelii + C N miku

. garinii + B. valaisiana + C N miku

. garinii + R. helvetica + Barto spp.

. valaisiana + R. monacensis + C N miku

. valaisiana + Rickettsia spp. + C N miku

Borrelia spp. + R. monacensis + C N miku

B. garinii + B. afzelii + B. lusitaniae + C N miku 1 1

Total 2 10 12 8 26 34 2
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7.2.4 Agenti patogeni virali cercetati in capusele testate

In urma testarii prin rRT-PCR, virusul encefalitei de capusd a fost
detectat in 10 probe de ARN. Ulterior, pentru confirmare, probele au fost incluse
intr-o reactie nested-PCR insa toate au fost identificate drept negative. Detectia
virusului Eyach s-a incercat prin rRT-PCR, urmarind amplificarea genei VP2.
Toate probele testate pentru acest agent viral au fost negative.

7.3 DISCUTII

Scopul acestui studiu |-a reprezentat identificarea principalilor agenti
patogeni transmisi de capuse si de asemenea stabilirea ratei de infectie a
acestora in capusele nehranite colectate din trei zone distincte din punct de
vedere geografic cat si ca ecosistem. Astfel, a fost cercetata prezenta a sapte
agenti patogeni majori: cinci agenti bacterieni (Borrelia spp., A.
phagocytophilum, Rickettsia spp., Bartonella spp., Candidatus Neoehrlichia
mikurensis) si doi agenti virali (virusul Eyach si virusul encefalitei de capusa), in
trei specii de capuse (Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus si Haemaphysalis
punctata) colectate din estul Romaniei.

7.3.1 Agenti patogeni bacterieni identificati in capusele

Ixodes ricinus

Ixodes ricinus reprezinta cea mai raspandita specie de pe continentul
european [Reis si colab., 2011] si este de asemenea specia cel mai des intalnita
in zonele impadurite din Romania [Mihalca si colab., 2012c]. Este cunoscut
faptul ca prezinta o arie foarte larga in ceea ce priveste diversitatea speciilor
gazda, fiind capabila sa paraziteze peste 300 de specii de mamifere, pasari si
reptile [Mihalca si colab., 2013]. in plus, capusele . ricinus pot indeplini sarcina
de vector pentru numerosi agenti patogeni cu importantd pentru sanatatea
umana. Principalii reprezentanti in aceasta categorie sunt: virusul encefalitei de
capusa - subtipul vestic european (TBEv-Eur), responsabil de producerea
encefalitei de capusa si spirochetele din complexul B. burgdorferi s.l., agentul
bolii Lyme la om [Rizzoli si colab., 2014].

Tn cadrul acestui studiu au fost constatate rate ridicate ale prevalentei B.
burgdorferi s.I. in capusele I. ricinus din estul tarii. Prevalenta generala, pentru
toate zonele de colectare, a fost pufin peste 30%, mai ridicatda comparativ cu
valorile raportate in studii anterioare de prevalenta a agentului bolii Lyme in
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capusele nehranite [Coipan si colab., 2011, Kalmar si colab., 2013]. Acest
rezultat poate semnifica o crestere in timp a prevalentei speciilor Borrelia in
capusele nehranite, lucru confirmat in alte tari europene [Wojcik-Fatla si colab.,
2016].

Infectia cu Borrelia burgdorferi s.l. in capusele I. ricinus reprezinta un
risc crescut pentru om mai ales in zona 2, punctele de colectare fiind des
frecventate de persoane efectudnd activitati de agrement si recreationale.
Riscul bolii Lyme pentru om este conectat de frecventa posibilului contact cu o
capusa (nimfa sau adult) infectata cu agentul patogen specific bolii [Fedorova
si colab., 2014]. Astfel, in zona 2 exista un risc ridicat pentru infectia cu agentul
bolii Lyme, aspect sustinut si de prevalenta mare (~23%) a capuselor pozitive
pentru Borrelia spp. De fapt, rata de infeciie a fost mai ridicata in zona 2
comparativ cu zona 1, o zona de padure mixta si de foioase ce reprezinta un
habitat caruia I. ricinus se asociaza. Cel mai probabil, zona urbana de colectare
2 contine un numar foarte ridicat de specii gazda pentru capuse, influentand
astfel densitatea capuselor nehranite si totodata mentinerea populatiilor de
capuse infectate [Mihalca si colab., 2013]. In plus, se poate observa o
prevalenta vizibil mai mare a agentului responsabil pentru infectia cu boala
Lyme in zona 3 comparativ cu celelalte doua zone. Zona de studiu 3 reprezinta
o regiune impadurita, insa arida, din sud-estul Roméaniei. Prevalenta crescuta a
Borrelia spp. in aceasta zona poate fi explicata printr-o prezenta semnificativa
a numeroase specii ce defin rolul de gazda pentru capusele I. ricinus. Acest
lucru este de asemenea sustinut de situarea zonei de colectare in cadrul
Rezervatiei Biosfera Delta Dunarii, cunoscuta pentru gazduirea unui numar
mare de specii, atdt mamifere cat si pasari migratoare sau rezidente, descrise
anterior drept gazde pentru capuse [Sandor si colab., 2014]. Prin intermediul
acestor rezultate, am confirmat incadrarea anterioara a sud-estului Romaniei
drept regiune endemica pentru infectia cu B. burgdorferi s.I. [Kalmar si colab.,
2013].

Am obtinut rate de infectie similare Tn capusele I. ricinus adulte si nimfe
(32.4% vs 30.6%). Studiile efectuate in Europa au detectat valori mult mai mari
ale prevalentei in capusele adulte comparativ cu nimfele [Rauter si colab.,
2005]. Acest lucru poate fi explicat prin faptul ca adulfii se hranesc de doua ori
in cursul dezvoltarii, ceea ce creste riscul de preluare a agentilor patogeni.
Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu nu par a urma aceasta cale. Nu
poate fi gasita o explicatie clara pentru aceasta situatie. O cauza probabila o
poate reprezenta abundenta nimfelor I. ricinus in zona de studiu, fapt ce se
coreleaza pozitiv cu rata crescuta a infectiei nimfelor cu agentul bolii Lyme
[Vennestrom si colab., 2008]. Stadiul de nimfa al speciei I. ricinus reprezinta cel
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mai primejdios stadiu pentru sanatatea omului, datorita dimensiunii reduse, a
antropofiliei pronuntate, abundentei si a capacitatii acesteia de a raméne
atasata de om o perioada mai indelungata [Vassallo si colab., 2000]. Toti acesti
factori solicita noi studii privind abundenta si rata de infectie a nimfelor I. ricinus,
din perspectiva sanatatii umane.

In urma secventierii, au fost identificate dou& specii apartinand grupului
Borrelia burgdorferi s.l. respectiv B. afzelii si B. valaisiana. Borrelia afzelii a fost
genospecia cel mai frecvent detectata in capusele din Roménia [Coipan si
colab., 2011, Kalmar si colab., 2013]. Borrelia valaisiana a fost identificata in
capuse nehranite din centrul si estul tarii [Coipan si colab., 2011]. in urma
testarii prin PCR in timp real am reusit identificarea a sapte genospecii din
grupul bolii Lyme. Specia B. garinii a inregistrat rata de infectie cea mai ridicata
fiind urmata de B. afzelii (descrisa anterior drept cea mai intalnitd genospecie
in capusele din Roméania). Am identificat de asemenea specii descrise anterior
in centrul si sudul tarii [Coipan si colab., 2011]. Frecventa asociere a speciilor
din grupul Lyme reprezintd o problema de sanatate publica, ca urmare a
agravarii semnelor clinice de boald sau a aparitiei simptomelor atipice ce pot
ingreuna stabilirea corecta a diagnosticului.

Pe langa cele doua specii ale grupului Borrelia burgdorferi s.l., a fost
identificata o specie aditionald, din grupul febrelor recurente, B. miyamotoi.
Aceasta specie este transmisa de aceleasi specii ale genului Ixodes, capabile
de a vectoriza spirochetele responsabile de producerea bolii Lyme. In ultimele
decenii, B. miyamotoi a fost identificata in capuse Ixodes din Europa, Rusia si
Statele Unite ale Americii, primul caz de infectie la om fiind raportat in Rusia, in
2011 [Krause si colab., 2015]. Tn ultimul timp, au fost descrise noi infectji la om
in SUA si Olanda [Jahfari si colab., 2014]. Un studiu recent efectuat in Romania,
a raportat prezenta B. miyamotoi in capuse nehranite . ricinus, cu o prevalenta
de 1.5% [Kalmar si colab., 2015]. Pana in prezent, nu au fost inregistrate evolutji
clinice la om provocate de B. miyamotoi.

Anaplasma phagocytophilum este agentul etiologic al anaplasmozei
granulocitare la om (HGA), céine, bovine gi cabaline [Paduraru si colab., 2012]
si, de asemenea, poate determina febra muscaturii de capusa in momentul in
care capusele Ixodes paraziteazd omul [Reis si colab., 2011]. La nivel
european, A. phagocytophilum paraziteazd intre 0.3% si 24% din totalul
capuselor testate [Cotte si colab., 2010, Rosef si colab., 2009]. n cadrul acestui
studiu, a fost evidentiata o rata redusa a infectiei, fiind semnalata doar la stadiul
de nimfa al speciei I. ricinus. Aceasta valoare a prevalentei este mai mica decat
cea raportata in studii anterioare ce au vizat identificarea A. phagocytophilum
in capusele |. ricinus colectate de pe vegetatie; prevalenta medie obtinuta in
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cadrul acestor studii a fost de 3.4% [Kalmar si colab., 2015, Matei si colab.,
2015]. Zona 2 nu a avut probe pozitive ceea ce reprezinta un indicator al
distributiei focale pentru infectia cu A. phagocytophilum. De altfel, numeroase
studii au prezentat variatii foarte mari ale prevalentei intre diferite habitate si
zone distincte din punct de vedere geografic [Matei si colab., 2015]. Prevalenta
redusa a A. phagocytophilum in capuse poate fi pusa pe seama numarului
redus de capuse adulte colectate. Avand in vedere faptul ca transmiterea
transovariana a A. phagocytophilum nu a fost inca demonstrata [Matei si colab.,
2015], este de presupus ca stadiul adult I. ricinus se infecteaza mai des cu acest
agent decét nimfele; asadar, este posibil ca prevalenta agentului anaplasmozei
granulocitare umane s& fie mai mare decat cea inregistrata in acest studiu. In
Romania nu existda pana in prezent imbolnaviri semnalate la om, insa
numeroase studii au demonstrat circulatia A. phagocytophilum pe teritoriul tarii
[Dumitrache si colab., 2013, lonita si colab., 2013, Kiss si colab., 2014, Mircean
si colab., 2012, Pastiu si colab., 2012].

Speciile genului Rickettsia determina infectii emergente, prezente in
Europa si implicit in Roméania, ce pot provoca o gama larga de manifestari
clinice [lonita si colab., 2016, Oteo si colab., 2012]. Cercetari anterioare din
Romania au semnalat prezenta speciilor Rickettsia in capuse colectate de pe
diverse gazde [lonita si colab., 2013, lonita si colab., 2016, Marcutan si colab.,
2016, Paduraru si colab., 2012]; pana in prezent, nu au fost efectuate studii
care sa descrie prevalenta Rickettsia spp. in capusele nehranite.

Prevalenta Rickettsia spp. in cele trei zone de colectare a fost similara,
ceea ce poate reprezenta o distributie uniforma a agentilor febrelor patate
(SFG) in capusele din estul Roméaniei. Este necesar a se determina prevalenta
generala a acestui agent infectios si a stabili gradul de risc pentru om, prin
intermediul unor studii efectuate la o scara mai larga. In ceea ce priveste rata
de infectie in functie de stadiul de dezvoltare, au fost obtinute valori similare atat
pentru capusele adulte cat si pentru nimfe. Acest lucru poate fi pus pe seama
capacitatii speciilor de Rickettsia de a fi transmise transovarian. Impactul
acestui fenomen asupra prevalentei globale poate fi similar infectiei produse in
urma hranirii capuselor cu sange [Reis si colab., 2011]. Capusele I. ricinus au
fost infectate cu diferite specii ale genului Rickettsia: R. helvetica, R monacensis
si specii Rickettsia neidentificate/necultivate. Rickettsia helvetica, al carui
potential patogen este momentan necunoscut, a fost suspectata in
perimiocardita, fenomene febrile fara identificarea cauzei si sarcoidoza [Nilsson
si colab., 1999, Nilsson si colab., 2010, Svendsen si colab., 2011]. Rickettsia
monacensis a fost recent identificatd in capusele din Roméania [Marcutan si
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colab., 2016]. Riscul reprezentat de aceasta specie pentru sanatatea omului
ramane incert.

n baza acestor rezultate, afirm&m ca fiind foarte probabil ca si alte specii
ale genului Rickettsia sa fie prezente in capusele din Romania, fiind necesare
eforturi sustinute pentru o mai buna caracterizare si evaluare a potentialului
patogenic al acestora.

Secvente genice specifice genului Bartonella au fost identificate in 4.3%
din totalul capuselor . ricinus testate. in urma secventierii, a rezultat o singura
proba valida apartinand speciei B. henselae, agentul etiologic al bolii zgarieturii
de pisica, una din cele mai comune zoonoze in tarile industrializate [Chaloner
si colab., 2011]. Principalul vector al B. henselae este puricele pisicii -
Ctenocephalides felis iar rezervorul natural il reprezinta pisica [Sanogo si
colab., 2003]; B. henselae poate fi insa un agent transmis si de capuse.
Competenta I. ricinus de a transmite B. henselae a fost demonstrata in conditii
de laborator si de asemenea au fost identificate infectii umane ca urmare a
musgcaturii capuselor [Cotte si colab., 2008, Picascia si colab., 2015]. A fost
inregistrata o prevalenta mai mare in randul capuselor adulte comparativ cu
nimfele si un nivel semnificativ mai mic al ratei de infectie in zona 3 fata de zona
2 (p < 0.05), aspect ce poate fi pus pe seama absentei speciilor rezervor din
zona 3.

Prevalenta generala a infectiei cu C. N. mikurensis in capusele nehranite
s-a incadrat in valorile raportate de alte studii efectuate in Europa (3.5-7%)
[Lommano si colab., 2012]. Prima semnalare a prezentei acestui agent patogen
in Romania a fost realizata in urma testarii prin PCR cantitativ a unei capuse |.
ricinus colectata de la un pacient [Andersson si colab., 2014]. Un studiu recent
efectuat de Kalmar si colab., in 2015, a raportat o prevalenta similara (5.3%) cu
cea obtinuta in cadrul acestui studiu (5.4%), capusele . ricinus nehranite fiind
colectate din centrul si nordul tarii [Kalmar si colab., 2015].

Nimfele I. ricinus din zona 3 au inregistrat cea mai ridicata rata a infectiei
cu agentul C. N. mikurensis, zona 2 avand un numar redus de capuse pozitive
(p < 0.05). Rozatoarele reprezinta rezervor natural atat pentru C. N. mikurensis
cat si pentru Borrelia spp., acesti doi agenti avand, in unele situatii, o distributie
geografica similara [Burri si colab., 2014]. Zona 3 prezintd habitate cu
numeroase specii de mamifere [Murariu, 2006], de unde putem explica aceste
valori ridicate ale prevalentei C. N. mikurensis in capusele I. ricinus. Cu privire
la infectia stadiilor de dezvoltare, doar nimfele au fost identificate pozitiv pentru
infectia cu C. N. mikurensis. Un numar mare de capuse pozitive provine din
zona 3, de unde au fost colectate in majoritate nimfe, ceea ce explica intr-o
anumita masura lipsa capuselor adulte pozitive. La momentul actual, exista un
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volum redus de informatii legat de circulatia C. N. mikurensis pe teritoriul
Romaniei. Acest lucru ar trebui sa reprezinte un semnal de alarma, avand in
vedere faptul ca este vorba despre un important agent patogen pentru om.

Exista numeroase publicatii ce prezinta persoane infectate concomitent
cu mai multi agenti patogeni transmisi de capuse [Duffy si colab., 1997,
Magnarelli si colab., 1995]. Acest fenomen este de asteptat, avand in vedere
faptul ca numeroase capuse pot fi infectate cu doi sau mai multi agenti patogeni
pe care-i pot transmite simultan. De asemenea, coinfectiile pot fi detectate mai
frecvent in capusele I. ricinus, avand in vedere gama larga de specii gazda pe
care se pot regasi. Cu toate ca asocierile dintre agentii patogeni pot avea un
impact major asupra diagnosticului si tratamentului bolilor transmise de capuse,
foarte putine studii din Romania s-au adresat determinarii prevalentei
coinfectiilor in capuse. in cadrul acestui studiu, 8.2% din cipusele testate au
fost infectate cu doi sau trei agenti patogeni, fiind originare din toate cele trei
zone luate in studiu. Am raportat infectii multiple in capusele I. ricinus nehranite
cu o rata a infectiei similara altor studii din Europa [Lommano si colab., 2012,
Reis si colab., 2011, Welc-Faleciak si colab., 2014]. Jumatate dintre coinfectii
au fost semnalate in zona de studiu 3, din sud-estul tarii, aceasta fiind o zona
de risc ridicat pentru infectiile transmise de capuse. Rezultatele din acest studiu
sugereaza reflectii referitoare la posibilitatea de co-transmitere a acestor agenti
la om, efectul coinfectilor asupra severitatii simptomelor, eficacitatea
tratamentelor impotriva infectiilor multiple si la dezvoltarea unor noi metode de
diagnostic.

7.3.2 Agenti patogeni bacterieni identificati in capusele
Dermacentor reticulatus

Dermacentor reticulatus reprezinta specia clasata pe locul secund din
punctul de vedere al abundentei in Europa centrald [Rubel si colab., 2016].
Stadiile imature paraziteazad mamiferele mici ce traiesc in vizuini iar capusele
adulte se hranesc pe mamifere mari. Rareori ataca oameni dar pot mentine si
distribui agenti patogeni catre gazde [Mierzejewska si colab., 2015]. in
Romania, prevalenta capuselor nehranite D. reticulatus a fost estimata la 0.02%
[Mihalca si colab., 2012a]. in cadrul actiunii de colectare a probelor, am
identificat patru femele D. reticulatus iar in urma testarii o proba a fost pozitiva
pentru Rickettsia raoultii. Dermacentor reticulatus a fost descrisa in Europa
drept cel mai competent vector pentru R. raoultii [Mierzejewska si colab., 2015].
Acest agent patogen produce la om limfadenopatia de capusa (TIBOLA), fiind
descris anterior in capuse Dermacentor colectate din Romania [lonita si colab.,
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2013, lonita si colab., 2016]; se confirma astfel rolul acestei specii in
transmiterea R. raoultii. Desigur, studii suplimentare sunt necesare pentru a
avea o imagine de ansamblu privitor la importanta capuselor Dermacentor in
transmiterea agentilor patogeni in Romania.

7.3.3 Agenti patogeni bacterieni identificati in capusele
Haemaphysalis punctata

Haemaphysalis punctata reprezinta o specie de dimensiuni mici, ce
paraziteaza omul in aproape toate tarile europene, fiind considerata un vector
competent pentru virusul Crimeea-Congo si virusul encefalitei de capusa
[Estrada-Pena si colab., 1999]. In Romania, H. punctata reprezinta aproximativ
2% din totalul speciilor de capuse [Mihalca si colab., 2012a]. in tara noastra
existd un numar limitat de informatii privind prevalenta agentilor patogeni in
capusele H. punctata, nefiind raportate capuse infectate [Briciu si colab., 2014].
O nimfa H. punctata a fost detectatd pozitiv pentru Borrelia miyamotoi. in
Europa, I. ricinus reprezinta vectorul principal pentru speciile Borrelia, H.
punctata fiind mai putin eficienta in mentinerea infectiei cu speciile Borrelia
[Jaenson si colab., 1996]. Totusi, H. punctata ar fi putut prelua acest patogen
in stadiul de larva, in momentul hranirii pe un animal infectat sau prin hranirea
in imediata apropiere a unor capuse pozitive. In acest mod, ADN-ul Borrelia a
ramas pe durata naparlirii, pana in stadiul de nimfa.

Bartonella spp. a fost identificata intr-o nimfa H. punctata colectata din
zona 2. De asemenea, o0 specie neclasata de Rickettsia spp. a fost identificata
intr-o nimfa. Exista studii in Europa ce descriu prezenta Bartonella spp. si
Rickettsia spp. in capuse nehranite H. punctata [Ciceroni si colab., 2009, Tijsse-
Klasen si colab., 2013]. Pentru Roménia insa nu exista astfel de informatii.
Rezultatele noastre ofera sugestii privind rolul potential de vectori al capuselor
nehranite H. punctata pentru agenti patogeni importanti. Este necesar, astfel,
aprofundarea studiilor pentru a determina competenta vectoriala si implicatiile
speciei H. punctata in transmiterea de agenti patogeni.

7.3.4 Agenti patogeni virali cercetati in capusele testate

Encefalita de capusa a fost semnalata la un numar redus de persoane
din zona Transilvaniei (judetele Mures si Sibiu) iar anchetele
seroepidemiologice au estimat infectia cu acest agent viral la 0.6% [Amicizia si
colab., 2013]. Centrul National de Supraveghere si Control al Bolilor
Transmisibile (CNSCBT) a raportat, pentru perioada 2010-2013, trei cazuri la
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pacienti din Transilvania. Lipsa datelor cu privire la infectia TBEv in capusele
din Romaénia face necesara o evaluare sistematica a distributiei si a prevalentei
virusului TBE in capusele Ixodidae.

Virusul Eyach este un membru al genului Coltivirus, familia Reoviridae,
izolat pentru prima data in 1972, in capuse Ixodes ricinus colectate din
Germania. A fost mai apoi identificat in Franta (1981), in capuse din specia
Ixodes ventalloi. in fosta Cehoslovacie, a fost incriminat de infectii asociate cu
encefalita si poliradiculoneuritd, pe baza identificarii anticorpilor din serul
pacientilor. Prezenta virusului a fost recent confirmata in Franta, in capuse din
regiunile Ardennes si Alsace, avand o prevalenta de 0.07% si respectiv 5.2%
[Moutailler si colab., 2016a]. In momentul de fatd nu existd dovezi clare cu
privire la infectia provocata de virusul Eyach la animale si la om. Capusele
testate in studiul de fatd au fost negative la infectia cu acest virus. Pentru a
dovedi absenta sau prezenta virusului Eyach in capusele din Romania, este
necesar a se continua cu cercetari sistematice de detectie a agentului viral in
cadrul populatiilor de capuse.

7.4 CONCLUZII PARTIALE

1. Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu confirma rolul de vector al
capuselor dure, atat in ecosistemele specifice din zonele extravilane, céat
si in zonele urbane.

2. S-aremarcat prevalenta crescuta a agentilor bolii Lyme in zone intens
populate, aceasta constatare recomandand o mai buna supraveghere
epidemiologica si actiuni preventive sustinute.

3. Au fost identificate si descrise numeroase asocieri ale
genospeciilor din grupul Borrelia burgdorferi s.l., asocieri ce pot
influenta diagnosticul si eficienta tratamentului afectiunilor la om.

4.  Aufostidentificati pentru prima data in zona de est a Romaniei agenti
patogeni implicati in producerea de infectii la om (Borrelia
miyamotoi, C. N. mikurensis, Rickettsia raoultii).

5. Au fost identificate noi zone de risc in estul Romaniei si au fost
generate informatii detaliate privind distributia agentilor patogeni
cu transmitere vectoriala.

6. Aceste rezultate vor putea reprezenta o fundatie solida pentru viitoare
studii, in tentativa de evaluare sistematica a riscului infectiilor transmise
de capuse.
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CAPITOLUL VI
DETECTIA AGENTILOR PATOGENI DIN CAPUSE PRIN
INTERMEDIUL SISTEMULUI HIGH-THROUGHPUT REAL-
TIME PCR

CHAPTER VI
HIGH-THROUGHPUT DETECTION OF TICK-BORNE
PATHOGENS

Ixodes ricinus are capacitatea de a transmite cea mai larga varietate de
agenti patogeni ce determina infectii atat la animale cét si la om. Principalul
factor ce-i confera aceasta insusire il reprezinta aria larga de specii gazda
parazitate ce expun capusele la numeroase microorganisme, cum ar fi bacterii
(Borrelia burgdorferi s.l.: Borrelia burgdorferi sensu stricto, B. garinii, B. afzelii,
B. spielmanii, Anaplasma phagocytophilum, grupul febrelor patate din genul
Rickettsia si posibil Bartonella spp. si Candidatus Neoehrlichia mikurensis),
paraziti (in principal Babesia) si virusuri (encefalita de capusa). Larvele
nehranite pot fi infectate de catre un numar restrdns de agenti patogeni,
reprezentati de cei capabili de transmiterea verticala in organismul capuselor,
astfel, avand un rol minor in procesul de vectorizare a agentilor patogeni.
Nimfele ins&, sunt capabile de transmiterea unor numerosi agenti cu implicatii
majore pentru sanatatea publica. Adultii nehraniti se pot hrani si pe om, fiind
responsabili pentru 10-40% din cazurile de parazitism inregistrate la nivel
european [Moutailler si colab., 2016b]. Pana la stadiul de adult, capusele ingera
sange de la doua gazde diferite, ambele oferind o posibilitate de transmitere a
agentilor infectiosi. Drept urmare, capusele adulte au sanse mai mari de a fi
infectate (sau de a avea infectii multiple) comparativ cu nimfele, reprezentand
o amenintare substantiala pentru sanatatea publica. Totusi, stadiul de adult
prezintd o abundenta redusa comparativ cu nimfele si, de obicei, adultii sunt
indepartati mai repede de pe gazde, fiind mai usor de reperat [Moutailler si
colab., 2016b].
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Sistemul BioMark real time-PCR (Fluidigm, USA) permite testarea
simultana a unui numar mare de agenti patogeni, avand o aplicabilitate ridicata
in cadrul studiilor epidemiologice de evaluare a prezentei agentilor patogeni in
cadrul anumitor teritorii.

in acest capitol sunt prezentate rezultatele obtinute dupa testarea prin
sistemul Biomark real time-PCR (Fluidigm, USA) a celor 144 de probe de ADN
Borrelia spp. pozitive in urma reactiei real time-PCR (vezi Cap. VII). De
asemenea, cele 557 probe de ARN au fost distribuite Tn 34 de amestecuri
pentru a fi apoi testate in cadrul aceluiasi sistem pentru 24 agenti virali
vectorizati de catre capusele Ixodidae.

8.1 MATERIALE S$I METODE

In cadrul acestui studiu au fost incluse probe de ARN si ADN extrase din
capusele colectate de pe vegetatie in zona de est a Romaniei.

Probele de ADN au fost initial incluse intr-o reactie real-time PCR pentru
detectia genei 23S ARNTr specifica genului Borrelia iar probele pozitive au fost
mai apoi testate prin nested-PCR pentru gena IGS 16S-23S rRNA, avand ca
obiectiv identificarea speciilor genului Borrelia. In final, au rezultat 144 probe
pozitive pentru genul Borrelia ce au avut in urma nested-PCR, un numar de
doar 20 produsi de amplificare (vezi Cap. VII). Aceste probe au fost testate prin
PCR in timp real realizat prin sistemul BioMark real time-PCR (Fluidigm, USA)
utilizédnd primeri si sonde specifice pentru 39 agenti bacterieni si parazitari si 4
specii de capuse (Ixodes ricinus, I. persulcatus, Dermacentor reticulatus si D.
marginatus).

Obiectivul principal al testarii probelor de ADN a constat in evaluarea
eficacitatii acestei metode in supravegherea infectilor majore si a celor
emergente transmise de capuse. Am urmarit totodata identificarea eventualelor
coinfectii prezente in capuse.

Probele de ARN au fost in prealabil distribuite in 34 de amestecuri,
rezultadnd aproximativ 16 probe/amestec. ADN-ul complementar obtinut ih urma
revers-transcriptiei ARN-ului, a fost testat prin PCR in timp real-sistemul
BioMark real-time PCR (Fluidigm, USA), pentru 24 agenti virali cunoscuti,
identificati anterior in organismul capuselor (virusul encefalitei de capusa - TBE
european, virusul TBEV tipul far Eastern, , virusul TBE tipul Siberian, virusul
Langat, virusul Louping ill, virusul Deer tick, virusul Powassan, virusul Meaban,
virusul Kyasanur, virusul Omsk, virusul pestei porcine africane, virusul Thogoto,
virusul Heartland, virusul Dhori, virusul Kemerovo, virusul Colorado, virusul
Eyach, virusul febrei hemoragice Crimeea-Congo, virusul Dugbe, virusul
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Nairobi, virusul Uukuniemi, virusul Schmallenber, virusul West Nile si virusul
Bourbon).

Am testat astfel, cele 34 de amestecuri ARN pentru a evalua rolul
capuselor colectate din estul Roméaniei in transmiterea agentilor patogeni virali.

8.1.1 Revers-transcriptia ARN-ului

Pentru obtinerea ADN-ului complementar, plecand de la probele de
ARN, a fost utilizat kit-ul QScript cDNA (Quanta Biosciences). RT-PCR se
realizeaza in doua etape, prin intermediul unei substante tampon 5X ce include
concentratii optimizate de MgClI2, dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), inhibitori
de proteine-RNase recombinant, qScript reverse transcriptaza, primeri random,
oligo(dT) primeri si stabilizatori. Reactia se desfasoara in 5ul volum final format
din 1 pl QScript cDNA, 1 pl ARN din proba de testat si 3 pl de apa.

Programul de revers-transcriptie a inclus urmatoarele etape de
incubatie:
5 minute la 25°C
30 minute la 42°C
5 minute la 85°C
racire la 10°C

YV V VY

8.1.2 Pre-amplificarea ADN-ului si testarea probelor pentru
agentii patogeni selectati

Etapa de pre-amplificare a ADN-ului si @ ADN-ului complementar s-a
efectuat in 5 pl volum final de reactie format din 2.5 yl TagMan PreAmp Master
Mix (2X), 1.2 pl din mixul de primeri (0.2X) si 1.3 pul ADN-ul extras din capusele
nehranite. Programul termic s-a desfasurat dupa cum urmeaza: 95°C timp de
10 min, 14 cicluri la 95°C pentru 15 s si 4 minute la 60°C.

Sistemul BioMark™ dynamic array Fluidigm este capabil sa execute
reactii paralele PCR in timp real, utilizénd fie placi ce contin un numar de cipuri
de 96x96 fie de 48x48; in acest mod, pot fi efectuate 9216 respectiv 2304 reactii
individuale [Michelet si colab., 2014].

Ulterior etapei de pre-amplificare, probele au fost incluse intr-o reactie
gPCR utilizdnd sonde Tagman marcate 6-carboxyfluoresceina (FAM) si black
hole quencher (BHQ1) impreuna cu TagMan Gene Expression Master Mix,
respectand instructiunilor producatorului (Applied Biosystems, France).
Conditiile termice au fost urmatoarele: 95°C pentru 5 min, 45 cicluri la 95°C
pentru 10 s, 60°C pentru 15 s si 40°C timp de 10 s. Datele au fost preluate prin
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intermediul sistemului BioMark Real-Time PCR iar analiza rezultatelor s-a
realizat prin intermediul programului Fluidigm Real-Time PCR Analysis ce a
permis obtinerea valorilor crossing point (CP). Reactiile au fost efectuate in
duplicat iar fiecare placa a continut un martor pozitiv (E. coli) si unul negativ

(apa).

8.2 DETECTIA AGENTILOR BACTERIENI S| PARAZITARI
iN PROBELE DE ADN

Tn cadrul sistemului BioMark™ au fost testate 144 de probe ce au fost
pozitive pentru infectia cu Borrelia spp. intr-o prealabila reactie real time-PCR.
Aceste probe au fost analizate pentru 39 de patogeni transmisi de catre
capusele dure, 27 agenti bacterieni (Borrelia burgdorferi sensu stricto, B. garinii,
B. afzelii, B. valaisiana, B. lusitaniae, B. spielmanii, B. bissetti, B. miyamotoi,
Anaplasma marginale, A. platys, A. phagocytophilum, A. ovis, A. centrale, A.
bovis, Ehrlichia chaffeensis, E. ruminantium, E. canis, Candidatus Neoehrlichia
mikurensis, Rickettsia conorii, R. slovaca, R. masilliae, R. helvetica, R.
aeschlimannii, Bartonella henselae, B. quintana, Francisella tularensis, Coxiella
burnetii) si 12 agenti parazitari (Babesia divergens, B. microti, B. canis, B.
vogeli, B. bovis, B. caballi, B. EU1, B. bigemina, B. major, B. ovis, Theileria equi,
T. annulata). in urma testarii, nu au fost obtinute probe pozitive pentru 15 agenti
bacterieni si 9 agenti parazitari (Figurile 8.1; 8.2). Numarul de probe pozitive
este prezentat in tabelul 8.1.

Au fost identificate sapte genospecii din grupul Borrelia burgdorferi s.1.,
B. garinii fiind specia dominanta in capusele testate (79/144; 54.8%) urmata de
B. afzelii (46/144; 31.9%). Borrelia valaisiana si B. lusitaniae au fost identificate
in 26 (26/144; 18%) de probe distribuite in toate cele trei zone luate in studiu
(Tabel 8.1). in probele de ADN au fost identificate, cu o prevalentd scazuta,
Anaplasma phagocytophilum si C. N. mikurensis (1.3%; 2/144 respectiv 2.7%);
4/144). In ceea ce priveste genul Rickettsia, 60 de probe au oferit un semnal
pozitiv (60/144; 41.6%), sistemul BioMark™ identificAnd o singura specie din
cadrul genului — Rickettsia helvetica, cu o prevalentd de 11.8% (17/144).
Capusele au fost de asemenea pozitive la infectia cu agenti patogeni parazitari,
fiind identificate trei specii diferite ale genului Babesia — B. microti, B. vogeli si
B. EUL. Cele trei specii au inregistrat o rata a infectiei de 0.6% (1/144), 1.3%
(2/144) si respectiv 2% (3/144) (Tabel 8.1).
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Figura 8.1 Sistemul BioMark™ dynamic array (cip 48.48)
Figure 8.1 BioMark™ dynamic array system
Fiecare casutd corespunde unei singure reactii PCR in timp real; réandurile
corespund probelor testate iar coloanele indica agentii patogeni testati. Valorile CP
pentru fiecare reactie sunt indicate de catre intensitatea culorii, scala fiind prezentata in
legenda din dreapta figurii. Nuantele de albastru inchis si casutele negre corespund
unei reactii negative, avand CP > 30.
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Figura Curba de amplificare pentru probele de ADN testate
Figure 8.2 Amplification curve for tested DNA samples
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Tabel 8.1/Table 8.1
Numarul probelor pozitive distribuite pe zona de studiu
Number of positive samples distributed by sampling area

Agenti patogeni Zonal Zona 2 Zona 3 Total
A N Total A N Total A N Total A N Total

B. burgdorferi ss 1 1 1 1 2 2
B. garinii 2 9 11 9 17 26 2 40 42 13 66 79
B. afzelii 1 9 10 4 16 20 1 15 16 6 40 46
B. valaisiana 1 1 4 5 9 16 16 4 22 26
B. lusitaniae 1 1 1 2 3 5 1 18 19 4 22 26
B. spielmanii 1 2 3 3 3 1 5 6
B. bissetti 1 1 1 1
A. phago 2 2 2 2
C. N. miku 3 3 1 1 4 4
R. helvetica 1 1 1 5 6 10 10 1 16 17
Rickettsia spp. 1 5 6 7 13 20 34 34 8 52 60
B. henselae 1 1 3 3 8 8 12 12
F. tularensis 3 3 3 3
Bab. microti 1 1 1 1
Bab. vogeli 1 1 2 1 1 2
Bab EU1 1 1 1 1 1 1 3 3

Infectiile multiple cu agenti patogeni au fost identificate in 90 de probe
din cele 144 testate, avand o prevalenta de 62.5%.

Au fost observate 43 de asocieri diferite, intre agentii patogeni analizati
in capusele nehranite (Tabel 8.2). Un numar de 23 de probe (23/144; 15.9%)
au prezentat asocierea a cate doua genospecii din grupul Borrelia burgdorferi
s.l., cea mai frecventa asociere fiind intre B. garinii si B. afzelii (11/144; 7.6%)
fiind urmata de B. garinii si B. lusitaniae, cu noua probe pozitive (9/144; 6.2%).

Au existat asocieri formate din trei specii diferite ale genului Borrelia,
acestea fiind detectate in trei probe (3/144; 2%) (Tabel 8.2).

Coinfectii cu doi agenti patogeni au fost observate in 22 de probe
(22/144; 15.2%). Un numar de 21 de probe (21/144; 14.5%) au fost coinfectate
cu o specie din genul Borrelia si un alt agent patogen iar o proba a fost pozitiva
pentru asocierea dintre Rickettsia helvetica si Bartonella henselae.

Capusele nehranite au raspuns pozitiv pentru asocierea a trei agenti
patogeni. Din totalul celor 29 de probe (29/144; 20.1%) identificate, 10 probe
(10/144; 6.9%) au fost pozitive pentru infectia cu Borrelia garinii, B. afzelii si
Rickettsia spp. (Tabel 8.2).

Coinfectii cu mai mult de trei agenti au fost semnalate in 13 probe
(13/144; 9%). Un numar de 12 capuse (12/144; 8.3%) au avut coinfectii cu patru
agenti iar o proba a fost pozitiva pentru Borrelia garinii, B. spielmanii, Rickettsia
helvetica, Bartonella henselae si Babesia vogeli (Tabel 8.2).
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Tabel 8.2/ Table 8.2
Infectii multiple in capusele Ixodes ricinus
Multiple pathogen infections in Ixodes ricinus ticks
Asocierea agentilor patogeni Zonal Zona 2 Zona 3 Nr. total
A N Total A N Total A N Total A
B. afzelii + B. bissetti 1 1

B.garinii + B. afzelii 2 2 1 5 6 1
B.garinii + B. lusitaniae 1 1
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Tabel 8.2/ Table 8.2 (Continuare/Continuation)

Nr.  Asocierea agentilor patogeni Zonal Zona 2 Zona 3 Nr. total
A N Total A N Total A N Total A N Total
22 B.garinii + B. afzelii + R. helvetica 1 1 1 1 2 2 2 1 4 5
23 B. afzelii + B. lusitaniae + B. microti 1 1 0 1 1
24  B. afzelii+ C.N. miku + B. henselae 1 1 0 1 1
25 B. afzelii + B. lusitaniae + B. henselae 1 1 2 1 1 2
26 B.garinii + B. lusitaniae + Rickettsia spp. 4 4 0 4 4
27 B.garinii + B. valaisiana + R. helvetica 1 1 0 1 1
28 B.garinii + B. valaisiana + Rickettsia spp. 2 2 0 2 2
29 B. lusitaniae + Rickettsia spp. + F. tularensis 1 1 0 1 1
30 B.valaisiana + Rickettsia spp. + B. henselae 1 1 0 1 1
31 B.garinii + B. lusitaniae + F. tularensis 1 1 0 1 1
32 B.garinii + B. afzelii + Rickettsia spp.+B. henselae 1 1 0 1 1
33 B.garinii + B. afzelii + B. lusitaniae+ C.N. miku 1 1 0 1 1
34 B.garinii + B. afzelii + B. spielmanii + Rickettsia spp. 1 1 1 0 1
35 B.garinii + B. afzelii + R. helvetica + B. henselae 1 1 0 1 1
36 B.garinii + B. afzelii + Rickettsia spp. + B. henselae 1 1 0 1 1
37 B. valaisiana + B. spielmanii + Rickettsia spp. + F. tularensis 1 1 0 1 1
38 B.garinii + B. afzelii + B. valaisiana + B. EU1 1 1 0 1 1
39 B.garinii + B. lusitaniae + Rickettsia spp. + B. henselae 2 2 0 2 2
40 B.garinii + B. afzelii + Rickettsia spp. + A. phago 1 1 0 1 1
41 B.garinii + B. afzelii + B. valaisiana + B. henselae 1 1 0 1 1
42 B.garinii + B. afzelii + B. valaisiana + Rickettsia spp. 1 1 0 1 1
43 B. garinii + B. spielmanii+ R. helvetica + B. henselae 1 1 0 1 1
+ B. vogeli
Total 2 10 12 8 24 32 2 44 46 12 78 90
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8.3 DETECTIA VIRUSURILOR iN PROBELE DE ADN
COMPLEMENTAR

Cele 34 de amestecuri de ADN complementar (formate in urma asocierii
a 557 probe de ARN) au fost testate prin PCR in timp real microfluid, in cadrul
sistemului BioMark real-time PCR (Fluidigm, USA), pentru 24 agenti virali
transmisi de capuse. Probele provenite de la capusele nehranite au fost
negative pentru 22 agenti virali (virusul encefalitei de capusa - TBE european,
virusul TBEV tipul far Eastern, virusul TBE tipul Siberian, virusul Langat, virusul
Louping ill, virusul Deer tick, virusul Powassan, virusul Meaban, virusul
Kyasanur, virusul Omsk, virusul pestei porcine africane, virusul Thogoto, virusul
Heartland, virusul Dhori, virusul Kemerovo, virusul Colorado, virusul Eyach,
virusul febrei hemoragice Crimeea-Congo, virusul Dugbe, virusul Nairobi,
virusul Uukuniemi, virusul Schmallenberg).

In urma testarii au fost obtinute doua probe pozitive pentru doi agenti
virali diferiti (Figurile 8.3; 8.4). Astfel, o proba (amestecul nr. 5) a fost pozitiva
pentru virusul West Nile, proba fiind obtinuta prin adaugarea a 1 pl din 18 probe
de ARN din zona 1. Amestecul nr. 12, obtinut din 16 probe de ARN din zona 2,
a fost pozitiv pentru infectia cu virusul Bourbon din familia Orthomyxoviridae
(Figurile 8.3; 8.4). Acest virus a fost prima data izolat in 2014, de la un pacient
din Statele Unite ale Americii [Kosoy si colab., 2015].

Probele incluse in amestecul de ADNc pozitiv pentru infectia cu virusul
Bourbon in cadrul sistemului BioMark™ dynamic array Fluidigm au fost utilizate
mai apoi pentru a confirma prezenta acestui agent in capusele din Romania.

Pentru confirmare, cele 16 probe din amestecul de ARN (Tabel 8.3) au
fost incluse intr-o reactie rRT-PCR in care au fost utilizate doua seturi de primeri
si sonde (un set de primeri specific segmentului 2- PB1 polymerase subunit al
virusului Bourbon si un alt set specific segmentului 5 ce codifica nucleoproteina
NP) (Tabel 8.4). Reactiile rRT-PCR Tagman au fost efectuate in 20 pl volum
final de reactie, utilizdnd LightCycler® 480 RNA Master Hydrolysis Probes
master mix (Roche Applied Science, Germania) la concentratie finala de 1x, cu
0.5 pM amorse specifice, 0.25 pM sonde, 3.25 mM acetat de mangan
[Mn(OAC),] si 2 ul ARN de testat. Toate reactiile au inclus un martor negativ.
Conditjile termice pentru rRT-PCR au fost: 63 °C pentru 3 min, 95 °C pentru 30
s, 45 cicluri la 95 °C pentru 10 s apoi 56 °C pentru 30 s, urmand apoi o etapa
de racire la 40 °C timp de 10 s.
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Figura 8.3 Detectia virusurilor prin intermediul Sistemului
BioMark™ dynamic array (cip 48.48)
Figure 8.3 Viruses detection by BioMark™ dynamic array system
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Figura 8.4 Curba de amplificare pentru probele pozitive de ARN
Figure 8.4 Amplification curve for the positive RNA samples
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Probe pozitive pentru

Tabel 8.3/Table 8.3
infectia cu virusul Bourbon

Positive tested samples for Bourbon virus

Nr. probei Zona Data Specia Stadiul
colectarii
Q-151 BUCIUM 29.04.14 .ricinus N
Q-152 BUCIUM 29.04.14 l.ricinus N
Q-153 BUCIUM 29.04.14 l.ricinus N
Q-154 BUCIUM 29.04.14 l.ricinus N
Q-155 BUCIUM 29.04.14 l.ricinus N
Q-156 BUCIUM 29.04.14 .ricinus N
Q-157 BUCIUM 29.04.14 .ricinus N
Q-158 BUCIUM 29.04.14 .ricinus N
Q-159 BUCIUM 29.04.14 H.punctata N
Q-160 BUCIUM 29.04.14 H.punctata N
Q-161 BUCIUM 29.04.14 H.punctata N
Q-162 BUCIUM 29.04.14 H.punctata N
Q-163 BUCIUM 29.04.14 H.punctata N
Q-164 CETATUIA 29.04.14 Lricinus F
Q-165 CETATUIA 29.04.14 Lricinus N
Q-166 CETATUIA 29.04.14 l.ricinus N

. ricinus: Ixodes ricinus; H. punctata: Haemaphysalis punctata; N: Nimfa; F:
Femela

Tabel 8.4/Table 8.4

Primeri utilizati in cadrul reactiei rRT-PCR pentru detectia virusului
Bourbon [Lambert si colab., 2015]
Real-time primers for the detection of Bourbon virus RNA

Segment Nume Pozitia Secventa

2 PBI1_F 742-761 AACCGAAGGACCATTGCTAC

2 PBI1_R 832-851 ACAGGGACTCCAGAACTTGG

2 PBI_probe 794-815 ACCCTTGCTGCATCTTCCACCA
5 NPI1_F 1150-1169 GCAAGAAGAGGCCAGATTTC

5 NPI1_R 1276-1295 TCGAATTCAGCATTCAGAGC

5 NP_probe 1177-1197 CCTCACACCACGGAAGCTGGG
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De asemenea, am construit primeri specifici (primeri externi si interni)
pentru segmentul 1 (Original polymerase subunit gene-PB2), segmentul 3
(Original envelope glycoprotein gene) si segmentul 6 (M protein gene) al
virusului Bourbon, ce au fost inclusi in cadrul unei reactii nested-PCR (Tabel
8.5). Prin intermediul acestei reactii am urmarit detectarea secventelor specifice
acestui agent viral.

Am incercat apoi izolarea virusului Bourbon prin inocularea
intracerebrald a trei soareci nou-nascuti IFNAR™ (type | interferon receptor
knock-out mice) cu extracte din capusele pozitive la infectia cu virusul Bourbon.
Experimentarea s-a desfasurat in cadrul ANSES (Maisons-Alfort, Franta), in
concordantd cu practicile de bunastare animala. Protocolul de lucru a fost
aprobat de catre Comitetul de Etica pentru Experimentare Animala ANSES-
ENVA-UPEC.

Tabel 8.5/Table 8.5
Primeri construiti pentru detectia prin nested-PCR a virusului Bourbon
Designed primers for detection of Bourbon virus by nested-PCR

Segment Amplicon (pb) Secventa
Primeri externi

1 Primer F 2.187 ACA AAG AAC TGT CAAATG
Primer R TGG CCTTTATCATGC TTT GT
Primeri interni

1 Primer F 702 GAA CCA AAG AAG AAG CTACT
Primer R CAGCTTGTGTTT GGAATGTT
Primeri externi

4 Primer F 1.356 ATT GTC CAAAGATGAATG CC
Primer R TGCTGTTTG CTACAAATGTC
Primeri interni

4 Primer F 529 ACC AGA AGT GCAAGATGCTT
Primer R GGG GTG CAA TAG ATT GTT
Primeri externi

6 Primer F 874 ACA AGA GAA ATG GCT CAC CA
Primer R TAA GAA GGT TGT TAGAGG TT
Primeri interni

6 Primer F 443 CTC CAG AAGCATTTATTT TG
Primer R CAT CTT TTC TAG CTC CAT AA

Testul rRT-PCR nu a indicat probe pozitive pentru virusul Bourbon iar in
urma nested-PCR au fost obtinuti doi produsi PCR, insa secventierea nu a
permis obtinerea unor secvente valide. Soarecii inoculati intracranian au fost
urmariti zilnic si Tn urma masuratorilor s-a putut observa o dezvoltare redusa a
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acestora, asociata cu o greutate mica. In ziua 21 soarecii au fost sacrificati si s-
au recoltat probe de creier, ficat, cord, splina in vederea amplificarii prin rRT-
PCR a ARN-ului specific virusului Bourbon. in cele din urma, nu s-a reusit
obtinerea de rezultate pozitive.

8.4 DISCUTII

Aceasta metoda de detectie pe scara larga a fost aplicata pentru a reusi
identificarea unui numar mare de agenti patogeni in capusele colectate din zona
de est a Romaniei. Sistemul BioMark™ dynamic array a permis detectia unor
agenti patogeni ce au fost mai putin frecvent descrisi in capusele Ixodidae.
Totodata, prin aceasta tehnica s-a putut estima prevalenta agentilor identificati,
generand astfel o imagine de ansamblu a rolului capuselor in transmiterea
agentilor patogeni bacterieni, parazitari si virali.

Coinfectile pot avea un impact deosebit in tentativa de stabilire a
diagnosticului. Spre exemplu, in Roméania, diagnosticul bolilor transmise de
capuse se limiteaza aproape exclusiv la boala Lyme. Dupa cum se poate
observa, analizdnd rezultatele din cadrul acestui studiu si din alte numeroase
publicatii [Maggi si colab., 2013, Moniuszko si colab., 2014, Qurollo si colab.,
2014, Tijsse-Klasen si colab., 2013], coinfectiile reprezintd evenimente destul
de frecvente atat la animale cat si la om. Detectia diferitelor specii de agenti
patogeni indica faptul ca uneltele utilizate in diagnostic ar trebui sa se
suprapuna gamei de agenti patogeni prezenta in capusele dintr-o anumita
regiune geografica. Coinfectille pot avea un rol important pentru sanatatea
publica, ca urmare a accentuarii simptomatologiei la pacienti sau prin evolutia
unor forme atipice de boala ce pot impiedica stabilirea unui diagnostic corect
[Krause si colab., 1996]. De asemenea, coinfectiile pot afecta tratamentul bolilor
transmise de capuse, din moment ce antibioterapia prescrisd pentru boala
Lyme nu este eficienta in tratarea infectiilor virale si parazitare [Moutailler si
colab., 2016b].

Agentii patogeni cu prevalenta cea mai mare au fost genospeciile din
grupul Borrelia burgdorferi s.I. ca urmare a includerii in studiu a probelor
detectate anterior pozitive pentru genul Borrelia.

Borrelia garinii si B. afzelii au fost cele mai abundente specii, confirmand
astfel rezultatele prezentate anterior (Cap. VIII) dar si cercetari intreprinse de
alti autori [Coipan si colab., 2011].

Este de remarcat prezenta in capusele Ixodes ricinus a agentilor
parazitari din genul Babesia, cu o rata de infectie scazuta, ce poate fi explicata
prin absenta gazdelor rezervor natural in zonele studiate.
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in cele 144 de capuse analizate au fost observate 43 de asocieri diferite
intre agentii patogeni identificati, fiind asocieri dintre doi, trei, patru si cinci
agenti patogeni. S-a remarcat asocierea puternica dintre speciile B. garinii si B.
afzelii, ceea ce poate semnala o posibila interactiune intre aceste genospecii.

Cele 34 de amestecuri ARN testate pentru 24 agenti virali au oferit
raspuns pozitiv la infectia cu doi agenti virali, ceea ce indica o implicare a
capuselor nehranite in transmiterea infectiilor virale. Virusul West Nile a fost
detectat intr-un amestec constituit din probe de ARN din zona 1 (NE Romaniei).
Virusul West Nile detine o bogata istorie in ceea ce priveste infectiile provocate
la om in Romaénia. Cel mai sever focar de infectie cu virusul West Nile la om,
forma neuroinvaziva, a evoluat in anul 1996, inregistrand 393 de cazuri
confirmate [Tsai si colab., 1998]. In 2010 au fost declarate 57 de cazuri, pacientii
fiind distribuiti pe raza a 19 judete din sudul, vestul, centrul si estul tarii
[Kolodziejek si colab., 2014]. In Romania nu existd date suficiente care sa
confirme rolul capuselor in mentinerea si transmiterea infectiei cu virusul West
Nile. Un singur studiu a raportat identificarea agentului viral in capusele
Hyalomma marginatum marginatum colectate de pe pasari [Kolodziejek si
colab., 2014]. Sunt necesare actiuni suplimentare de supraveghere in ceea ce
priveste rolul capuselor Ixodidae in circulatia virusului West Nile pe teritoriul
Romaniei.

Un amestec format din 16 probe de ARN extrase din capusele din zona
2 a fost pozitiv pentru infectia cu virusul Bourbon. Pana in anul 2015, genul
Thogotovirus (familia Orthomyxoviridae) era format din 6 virusuri distincte
(Araguari, Aransas Bay, Dhori, Jos, Thogoto si Upolu). Acesti agenti au fost
asociati capuselor moi si dure, avand o raspandire geografica larga. Doua specii
ale genului Thogotovirus (virusurile Thogoto si Dhori) au fost recunoscute ca
fiind patogene pentru om; au fost identificati anticorpi specifici acestor agenti la
persoane din Europa, Asia si Africa [Kosoy si colab., 2015].

Virusul Bourbon a fost izolat in 2014 de la un pacient din Kansas, SUA,
ce a fost parazitat de o capusa, dezvoltand apoi un sindrom febril, insotit de
trombocitopenie si leocopenie, ce a evoluat fatal. Incadrarea acestui virus in
genul Thogotovirus s-a realizat in urma secventierii de ultima generatie si a
analizei filogenetice [Kosoy si colab., 2015]. Avand in vedere gradul ridicat de
patogenitate a acestui virus (evolutia fatald a pacientului), este necesar a se
realiza confirmarea prezentei acestui virus in cadpusele din Roménia prin
implementarea unor actiuni sistematice de supraveghere a capuselor nehranite.
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8.5 CONCLUZII PARTIALE

in capusele testate pentru agentii bacterieni si parazitari s-au inregistrat
pentru prima data numeroase asocieri ale patogenilor, de cate doi,
trei, patru si cinci specii diferite pe acelasi individ vector. Se
genereaza astfel noi abordari privind co-transmiterea acestor agenti la
oameni si/sau la animale si efectul coinfectiilor asupra severitatii
simptomelor si eficacitatii tratamentului.

O parte din capusele Ixodidae cercetate au fost pozitive pentru
secventele specifice virusului West Nile, un agent important pentru
tara noastra prin prisma numeroaselor cazuri inregistrate la om.
Prezenta virusului Bourbon, semnalata pentru prima data in
Romania, va trebui confirmata, avand in vedere faptul ca acesta este
un agent cu implicatii importante pentru patologia umana.

Acest studiu demonstreaza utilitatea unei metode rapide de detectie
(Sistemul BioMark real time-PCR) ce permite testarea pe scara larga a
unui numar mare de agenti patogeni transmisi de capuse. De
asemenea, exista posibilitatea de adaptare a sistemului pentru
indeplinirea cerintelor regionale de screening a infectiilor vectoriale.
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CAPITOLUL IX
CARACTERIZAREA COMUNITATILOR MICROBIENE DIN
CAPUSE PRIN METODA SECVENTIERII DE ULTIMA
GENERATIE

CHAPTER IX
CHARACTERIZATION OF TICK MICROBIAL
COMMUNITIES USING NEXT-GENERATION

SEQUENCING

Vectorii biologici ai infectiilor umane si animale sunt in principal specii
de artropode capabile sa transmita agenti infectiosi la om dar si la alte gazde.
Printre acestia, capusele transmit cea mai mare varietate de agenti patogeni, la
animale si la om, comparativ cu orice alt artropod. Ixodes ricinus (cépusa oii)
este cea mai raspandita specie din Europa, fiind vector pentru numerosi agenti
bacterieni inclusiv pentru Borrelia burgdorferi sensu lato (s.l.), agentul etiologic
al bolii Lyme. Ixodes ricinus este de asemenea vector competent pentru unele
specii patogene din genul Rickettsia, Anaplasma si Ehrlichia [Parola si colab.,
2001a].

Exceptand agentii patogeni, in capuse coexista si alte microorganisme,
cum ar fi endosimbionti, comensali sau agenti microbieni preluati in urma
hranirii pe animalele gazda. Totalitatea acestor categorii ce ocupa diferite nise
ale organismului poarta denumirea de microbioma, un termen introdus de catre
Joshua Lederberg [Narasimhan si colab., 2015]. Metagenomica permite
identificarea tuturor comunitatilor microbiene asociate gazdelor, fiind aplicata
anterior cu succes in domenii de ecologie, pentru caracterizarea comunitatilor
microbiene din cadrul unor ecosisteme complexe (sol, ape oceanice) [Venter si
colab., 2004] dar si pentru investigarea unor agenti infectiosi cu importanta
medicala si veterinara [Cox-Foster si colab., 2007, Nakamura si colab., 2008].
Metagenomica a beneficiat in ultimii ani de numeroase investitii de ordin
financiar dar si intelectual, ce au permis extinderea ariei de utilizare a acestei
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aplicatii in cercetarea ecologiei, evolutiei si diversitatii microorganismelor
[Thomas si colab., 2012].

in cadrul acestui studiu, am evaluat potentialul abordarii metagenomice,
prin utilizarea secventierii de ultima generatie pentru detectia agentilor patogeni
cunoscuti dar si a celor potential patogeni in capusele nehranite colectate in
Estul Romaniei. De asemenea, am urmarit descrierea diversitatii populatiei
microbiene prezente in aceste capuse.

9.1 PROFILUL METAGENOMIC AL COMUNITATILOR
BACTERIENE ASOCIATE CAPUSELOR NEHRANITE DIN
ESTUL ROMANIEI

9.1.1 Obiectivele studiului

Componenta comunitatilor microbiene in capusele din Roménia a fost
descrisa prin aplicarea metodelor clasice de biologie moleculara, ce a permis
identificarea unui numar redus de agenti patogeni. Metodele de cultivare sau
amplificare genica au permis caracterizarea unei parti mici din microbioma
capuselor. Tehnologiile de metagenomica au depasit aceste limitari, dand
posibilitatea identificarii intregii comunitati microbiene asociaté capuselor.
Rapida dezvoltare a metodelor de secventiere de ultima generatie (NGS),
combinata cu analiza bioinformatica, a dus la revolutionarea cercetarii in
domenii precum epidemiologia si diagnosticul bolilor infectioase.

In acest context, am efectuat un studiu avand drept scop inventarierea
agentilor bacterieni prezenti in cele trei mixuri de capuse nehranite. Pentru
descrierea microbiomei din cdpuse a fost aplicatd secventierea ARN-ului
ribozomal, o metoda utilizata in cadrul studiilor de filogenie [Tremblay si colab.,
2015].

9.1.2 Materiale si metode

Secventierea de ultima generatie a fost realizata in cadrul PathoQuest
(Paris, Franta) utilizand platforma NextSeq lllumina. Dupa extractia ARN-ului
din fiecare proba, din cele 557 de capuse colectate am obtinut trei mixuri de
probe. Mixul de probe a fost constituit fara a lua in considerare zona de
colectare, specia sau stadiul de dezvoltare al capuselor. Mixurile au fost
obtinute prin adaugarea a cate 2 pl de ARN din fiecare proba, fiind constituite
prin distribuirea egala a celor 557 de probe. Cele trei mixuri, continand
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extractele de ARN au fost incluse intr-un studiu ce a vizat descrierea populatiilor
de bacterii din capuse prin analiza ARN-ului.

9.1.3 Rezultate si discutii

Microbioma asociata capuselor contine specii simbionte si parazitare
dar si agenti infectiosi transmisi gazdelor vertebrate. in cadrul acestui studiu s-
a realizat o descriere a comunitatilor bacteriene asociate capuselor nehranite
colectate din estul Romaniei (l. ricinus, H. punctata, D. reticulatus). Citirile,
asamblate Tn secvente ce au putut fi atribuite specific, au fost incadrate intr-un
procent foarte mare eucariotelor, in special capuselor Ixodes si altor artropode
strans inrudite cu acestea (98% in mixul-1, 99% in mixul-2 si 97% n mixul-3)
(Figurile 9.1; 9.2; 9.3). Dintre citirile atribuite, cele specifice bacteriilor au
reprezentat 2% din numarul total in mixul-1, 1% in mixul-2 si 3% in mixul-3. Tn
toate cele trei mixuri, au dominat bacteriile din Tncrengétura Proteobacteria,
urmate de agentii incadrati in Actinobacteria si Firmicutes (Figurile 9.4; 9.5; 9.6).
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Figura 9.1 Proportia citirilor asamblate in secvente
specifice bacteriilor in mixul-1
Figure 9.1 Assigned sequence reads that matched to
bacteria from pool-1
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Figura 9.2 Proportia citirilor asamblate in secvente specifice
bacteriilor in mixul-2
Figure 9.2 Assigned sequence reads that matched to
bacteria from pool-2
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Figura 9.4 Increngaturile bacteriene dominante in mixul-1
Figure 9.4 Overall dominant bacteria phylum in pool-1
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Figura 9.5 increngaturile bacteriene dominante in mixul-2
Figure 9.5 Overall dominant bacteria phylum in pool-2
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Figura 9.6 increngaturile bacteriene dominante in mixul-3
Figure 9.6 Overall dominant bacteria phylum in pool-3

Numarul total de citiri pentru agentii bacterieni n cele trei mixuri a fost
606.368 in mixul-1, 480.101 in mixul-2 si 1.216.785 in mixul-3; citirile au fost
distribuite unui numar mare de familii bacteriene, unele contindnd specii
patogene vectorizate de capuse (Figurile 9.7; 9.8; 9.9).

Cu toate ca, premergator etapei de extractie a ARN-ului, capusele au
trecut printr-o etapa de spalare, unele genuri bacteriene detectate in cadrul
acestui studiu sunt regasite Th mod obisnuit Tn sol, pe suprafata plantelor sau
asociate tractului digestiv al insectelor. Nu se poate exclude posibilitatea ca
aceste bacterii identificate intr-o proportie redusa in capuse sa constituie o
componentd a exoscheletului. Tn cele trei mixuri analizate, au fost identificate
noua genuri bacteriene cu potential patogen (Figurile 9.10; 9.11; 9.12; 9.13). Au
fost identificate genuri bacteriene cu o larga distributie in Europa: Borrelia,
Anaplasma, Rickettsia, Bartonella, Coxiella, Francisella, Ehrlichia dar si agenti
patogeni recent identificati in capuse — Candidatus Neoehrlichia mikurensis si

Orientia sp. Aceste bacterii au fost identificate si descrise in numeroase studii
din Europa.
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Genul Rickettsia, ce apartine clasei Alphaproteobacteria, a reprezentat
taxonul bacterian dominant in cadrul celor trei mixuri, cu un numar de citiri de
72.333 in mixul-1, 47.541 in mixul-2 si respectiv 354.511 in mixul-3 (Figurile
9.10; 9.11; 9.12; 9.13). Genul Rickettsia, alaturi de genul Borrelia, cuprinde
numeroase specii patogene ce sunt vectorizate de catre capusele Ixodidae.

Borrelia |
Coxiella | R
Francisella | IR
Ehrlichia
Anaplasma
orientia |
Rickettsia |
0 20000 40000 60000 80000
Rickettsia = Orientia Anaplasma Ehrlichia Francisella Coxiella Borrelia
| Citiri 72333 4391 127 86 12112 5127 4745

Figura 9.10 Numarul de citiri identificate in mixul — 1 ce au corespuns
genurilor bacteriene
Figure 9.10 Number of bacterial reads in pool-1

Borrelia
Bartonella
Coxiella
Francisella
C. N. mikurensis
Ehrlichia
Anaplasma
Orientia

Rickettsia

o

10000 20000 30000 40000 50000

Rickettsia = Orientia Anaplasma Ehrlichia Francisella ~ Coxiella Bartonella @ Borrelia

miku.reﬁsis
| Citiri 47541 1482 535 2843 559 6100 6563 233 7575
Figura 9.11 Numarul de citiri identificate in mixul — 2 ce au corespuns
genurilor bacteriene
Figure 9.11 Number of bacterial reads in pool-2
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Candidatus Neoehrlichia mikurensis a avut un numar foarte redus de
citiri, fiind identificat in mixul-2 si 3 (Figurile 9.10; 9.11; 9.12; 9.13). Am reusit
identificarea acestui agent patogen si prin intermediul tehnicilor de biologie
moleculara clasice, respectiv prin PCR cantitativ in capusele nehranite testate
individual. Prevalenta generala a infectiei cu C. N. mikurensis, in capusele
nehranite s-a incadrat in valorile raportate de alte studii efectuate in Europa
(3.5-7%) [Lommano si colab., 2012].

Prima semnalare a prezentei acestui agent patogen in Romania a fost
raportata in anul 2014, in urma testarii prin PCR cantitativ a unei capuse Ixodes
ricinus colectata de pe un pacient [Andersson si colab., 2014].

Pe locul secund in ceea ce priveste numarul de citiri s-a clasat genul
Francisella, fiind urmat de genul Borrelia (Figurile 9.10; 9.11; 9.12; 9.13). Genul
Bartonella ce cuprinde specii vectorizate de catre capusele Ixodidae, a avut o
abundenta redusa in cele trei mixuri testate.

De remarcat este identificarea in cele trei mixuri a speciei Orientia
tsutsugamushi, agentul etiologic al tifosului exfoliant. Agentul este transmis la
om prin muscatura speciilor de acarieni Leptotrombidium.

Borrelia
Bartonella

Francisella

C. N. mikurensis
Ehrlichia
Anaplasma

Orientia

.
I
I
O
.
Rickettsia |

0 100000 200000 300000 400000
Rickettsia ' Orientia Anaplasma Ehrlichia " Francisella Bartonella = Borrelia
mikurensis
W Citiri 354511 46231 9534 1609 399 48467 369 31985

Figura 9.12 Numarul de citiri ale genurilor bacteriene
identificate in mixul - 3
Figure 9.12 Number of bacterial reads in pool-3
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Figura 9.13 Abundenta relativa a genurilor bacteriene cu potential
patogen identificate in cele trei mixuri de probe
Figure 9.13 Relative abundance of potential pathogenic bacteria
identified in all three pools

Aceasta bacterie produce anual numeroase cazuri de infectie in Asia,
peste un milion de cazuri fiind raportate pana in prezent. De asemenea, tifosul
exfoliant reprezinta o infectie frecvent nediagnosticata. Tabloul clinic este
caracterizat printr-un sindrom febril, ce necesita spitalizare, infectia avand un
grad de letalitate de 10% daca nu este tratata corespunzator [Razzauti si colab.,
2015]. Rezervorul natural este reprezentat de rozatoare, O. tsutsugamushi fiind
recent identificata pe teritoriul Europei, in cadrul unui studiu de metagenomica
ce a testat probe de splina de la 1334 de rozatoare [Cosson si colab., 2015].
Viitoare studii sunt necesare pentru a confirma prezenta acestui patogen in
capusele din Roménia, plecand de la rezultatele obtinute in cadrul acestui
studiu.

in urma analizei datelor obtinute prin NGS, au fost detectati numerosi
alti agenti bacterieni, recunoscuti drept endosimbionti ai capuselor (ex.
Wolbachia, Rickettsiella, Coxiella) dar si agenti care au reprezentat probabil
microbiota de contaminare de pe suprafata capuselor, fiind in mod obisnuit
asociati mediului inconjurator si solului (ex. Bacillus, Methylobacterium).

9.1.3.1 Genul Borrelia

Agentii patogeni din cadrul genului Borrelia au fost descrisi in
numeroase studii Tn capusele Ixodidae, I. ricinus fiind un vector competent in
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transmiterea diferitelor specii de Borrelia. Analiza datelor obtinute prin NGS a
permis identificarea unui numar mare de specii din cadrul acestui gen. Cea mai
mare abundenta au inregistrat-o genospeciile din grupul Lyme, respectiv 74%
in mixul-1, 83% in mixul-2 si 88% Tn mixul-3. Borrelia miyamotoi (grupul febrelor
recurente) s-a aflat pe al doilea loc in ceea ce priveste numarul de citiri, fiind
observata in toate cele trei mixuri (Figurile 9.14; 9.15; 9.16). B. miyamotoi este
transmisa de aceleasi specii ale genului Ixodes, capabile de a vectoriza
spirochetele responsabile de producerea bolii Lyme. Un studiu recent, efectuat
in Romania, a raportat prezenta B. miyamotoi in capuse nehranite I. ricinus cu
o prevalenta de 1.5% [Kalmar si colab., 2015]. Pana in prezent, in tara noastra
nu au fost inregistrate evolutii clinice la om.

Fiecare mix a continut un numar ridicat de specii ale genului Borrelia
(Figurile 9.14; 9.15; 9.16). Aceasta situatie, din punct de vedere medical, are o
semnificatie aparte deoarece speciile din grupul Lyme pot fi intalnite in
organismul aceleasi capuse, determinand astfel o agravare a simptomatologiei
sau evolutia bolii cu semne atipice ce ingreuneaza stabilirea corectda a
diagnosticului.

////////////

Borrelia Lo

Figura 9.14 Speciile din genul Borrelia identificate in mixul-1
Figure 9.14 Borrelia species identified in pool-1
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Figura 9.15 Speciile din genul Borrelia identificate in mixul-2
Figure 9.15 Borrelia species identified in pool-2

Borrelia

Figura 9.16 Speciile din genul Borrelia identificate in mixul-3
Figure 9.16 Borrelia species identified in pool-3

9.1.3.2 Genul Rickettsia

Dintre agentii cu potential patogen observati in cele trei mixuri, genul
Rickettsia a inregistrat numarul cel mai mare de citiri. Au fost identificate specii
din toate cele trei grupuri de rickettsii: grupul febrelor patate, grupul tifosului si
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grupul belli (Figurile 9.17; 9.18; 9.19). Acest fapt poate ilustra o prevalenta
ridicata a rickettsiilor in capusele nehranite din Romania. De altfel, anterior
secventierii de ultima generatie, capusele colectate au fost testate individual
prin PCR, utilizdnd primeri specifici genei gltA pentru detectia indivizilor pozitivi
la infectia cu Rickettsia. Prevalenta generala inregistrata a avut un nivel ridicat,
de 14.6%. Secventierea ampliconilor a permis identificarea a doar trei specii de
rickettsii (R. monacensis, R. helvetica si R. raoultii). Prin aplicarea tehnologiei
NGS, au fost identificate 12 specii diferite de rickettsii, demonstrand in acest
mod capacitatea de detectie de novo a secventierii de ultima generatie.
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Figura 9.17 Speciile din genul Rickettsia identificate in mixul-1
Figure 9.17 Rickettsia species identified in pool-1

Dintre speciile identificate Tn acest studiu, Rickettsia conorii, agentul
etiologic al febrei patate mediteraneene (Mediterranean spotted fever - MSF), a
fost singura specie descrisa in infectii la om. De altfel, aceasta infectie are o
evolutie endemica in sud-estul Roméaniei, avand, in urma unei anchete
seroepidemiologice efectuata in anul 2009, o incidenta globala de 0.7/100.000
locuitori [Pitigoi si colab., 2013]. Infectiile determinate de speciile din genul
Rickettsia la om sunt bine cunoscute in Romania, insa exista un numar limitat
de cazuri inregistrate [lonita si colab., 2016].
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Figura 9.18 Speciile din genul Rickettsia identificate in mixul-2
Figure 9.18 Rickettsia species identified in pool-2
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Figura 9.19 Speciile din genul Rickettsia identificate in mixul-3
Figure 9.19 Rickettsia species identified in pool-3

172



Teza de doctorat - 2016

9.1.3.3 Genul Anaplasma

Anaplasma phagocytophilum reprezintda singura specie din genul
Anaplasma studiatéd pana acum in capusele nehranite din Romania, rata de
infectie a capuselor avand o valoare de 3.4%, similara celei raportata la nivel
european [Matei si colab., 2015]. Tehnologia NGS ne-a oferit rezultate ce au
corespuns genului Anaplasma, proportia cea mai mare a citirilor avand-o specia
Anaplasma phagocytophilum, in toate cele trei mixuri (Figurile 9.20; 9.21; 9.22).
Au fost identificate secvente similare si altor specii de Anaplasma.

Anaplasma marginale a fost a doua cea mai abundenta specie in cele
trei mixuri. Aceasta specie este responsabila pentru producerea anaplasmozei
bovine, prezinta o distributie globala si este transmisa prin intermediul vectorilor
competenti (cipuse Ixodidae) [Howden si colab., 2010]. in Romania nu au fost
raportate infectii produse de aceasta specie, probabil ca urmare a stabilirii unui
diagnostic gresit sau din cauza lipsei unui sistem de inregistrare si cuantificare
a cazurilor existente.

Figura 9.20 Speciile din genul Ar;aplasma identificate in mixul-1
Figure 9.20 Anaplasma species identified in pool-1

De asemenea, in Romania nu exista date cu privire la numarul de cazuri
de anaplasmoza granulocitara la om (infectie produsa de Anaplasma
phagocytophilum), insa numeroase studii au indicat circulatia acestei specii pe
teritoriul tarii noastre [Dumitrache si colab., 2013, lonita si colab., 2013, Kiss si
colab., 2014, Mircean si colab., 2012, Pastiu si colab., 2012].

173



Raileanu Cristian

Analiza NGS a evidentiat, totusi, un numar redus de citiri in cele trei
mixuri pentru genul Anaplasma (127 in mixul-1, 535 in mixul-2 si 9.534 in mixul-
3). Pe baza numarului redus de citiri, se poate afirma faptul ca probabil exista
un risc redus in ceea ce priveste infectia cu speciile Anaplasma in urma

muscaturii capuselor din estul Roméaniei.
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Figura 9.21 Speciile din genul Anaplasma identificate in mixul-2
Figure 9.21 Anaplasma species identified in pool-2
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Figura 9.22 Speciile din genul Anaplasma identificate in mixul-3
Figure 9.22 Anaplasma species identified in pool-3
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9.1.3.4 Genurile Bartonella, Francisella si Coxiella

Numeroase studii au raportat prezenta Bartonella spp. in capuse
colectate de pe vegetatie, acesta fiind un argument in favoarea capacitatii de
transmitere a bacteriei de catre capusele ixodide. in cadrul genului Bartonella,
au fost identificate trei specii cu importanta pentru sanatatea publica: B.
quintana (agentul etiologic al febrei Trench, vectorizat de catre purici), B.
bacilliformis (agentul etiologic al febrei Oroya la om transmis prin intermediul
flebotomilor) si B. henselae (boala zgérieturii de pisica, vectorul competent fiind
Ctenocephalides felis) [Telford si colab., 2010].
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Figura 9.23 Speciile din genul Bartonella identificate in mixul-1
Figure 9.23 Bartonella species identified in pool-1

Capacitatea de transmitere a acestor specii a fost demonstrata in
conditii de laborator, insa exista indoieli ce planeaza asupra competentei
capuselor ixodide de a transmite Bartonella spp. in mod natural [Cotte si colab.,
2008, Picascia si colab., 2015].

Cele trei specii ale genului Bartonella au fost identificate de catre noi prin
NGS in cele trei mixuri de capuse ixodide, alaturi de alte numeroase specii
(Figurile 9.23; 9.24; 9.25). Desigur, studii viitoare vor trebui sa stabileasca
competenta vectoriala a capuselor dure pentru speciile de Bartonella.
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Bartonella

Figura 9.24 Speciile din genul Bartonella identificate in mixul-2
Figure 9.24 Bartonella species identified in pool-2
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Figura 9.25 Speciile din genul Bartonella identificate in mixul-3
Figure 9.25 Bartonella species identified in pool-3
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Artropodele (in special capusele ixodide) detin un rol important in
mentinerea infectilor cu Francisella tularensis in natura. De asemenea,
capacitatea de vector a acestora a fost demonstrata prin transmiterea agentului
tularemiei atat la animale cat si la om. Speciile de capuse cel mai des implicate
in transmiterea tularemiei la om sunt Ixodes ricinus si Dermacentor reticulatus,
acestea avand si capacitatea de rezervor, ca urmare a mentinerii infectiei
transstadial (larva-nimfa-adult). Transmiterea transovariana a infectiei (femela-
ou) este inca larg dezbatuta [Genchi si colab., 2015]. O problema in detectia F.
tularensis o constituie prezenta endosimbiontilor Francisella-like in capuse,
strans inruditi cu agentul tularemiei; acest aspect ingreuneaza supravegherea

prin PCR a acestui patogen, clasat drept un agent de bioterorism categoria A
[Kugeler si colab., 2005].

-ds ejj@sioued

Figura 9.26 Speciile din genul Francisella identificate in mixul-1
Figure 9.26 Francisella species identified in pool-1

Secventierea de ultima generatie realizaté in acest studiu a identificat
citiri apartinand genului Francisella in toate cele trei mixuri, mixul-3 avand

numarul cel mai mare de citiri — 48.467, mixul-1 a avut 12.112 iar mixul-2 a
inregistrat 6.100 de citiri.
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Figura 9.27 Speciile din genul Francisella identificate in mixul-2
Figure 9.27 Francisella species identified in pool-2
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Figura 9.28 Speciile din genul Francisella identificate in mixul-3
Figure 9.28 Francisella species identified in pool-3

Citirile au corespuns in majoritate speciei F. tularensis, agent patogen
atat pentru om céat si pentru animale, fiind anterior descris in Roméania in
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capusele . ricinus colectate de pe gazde (Figurile 9.26; 9.27; 9.28) [Paduraru
si colab., 2012].

Coxiella burnetii este reprezentantul cel mai de seama din cadrul genului
Coxiella, fiind responsabil de producerea febrei Q la om. Principalul mod de
transmitere a bacteriei se realizeaza prin intermediul aerosolilor. Un rol
secundar in transmitere il au capusele ixodide, capabile sa transmita infectia si
vertical (transsdial si transovarian), in acest mod avand si rol de rezervor. Se
cunosc peste 40 de specii de capuse capabile sa gazduiasca C. burnetii,
vectorii fiind si un indicator al circulatiei acestui agent in natura [Toledo si colab.,

2009].
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Figura 9.29 Speciile din genul Coxiella identificate in mixul-1
Figure 9.29 Coxiella species identified in pool-1

In cadrul genului Coxiella, analiza NGS a oferit numarul cel mai mare de
citiri agentului febrei Q, fiind specia dominanta, insotita de agenti endosimbionti

ai capuselor (Figurile 9.29; 9.30; 9.31).

In Romania, Coxiella burnetii a fost raportatd intr-un singur studiu.
Capusele Hyalomma aegyptium colectate de pe testoase au inregistrat o
prevalenta de 10% pentru infectia cu C. burnetii [Pastiu si colab., 2012]. Chiar
daca nu reprezinta sursa principala de transmitere, vectorizarea de catre
capuse a agentului febrei Q ar trebui luata in considerare in momentul evaluarii

riscului reprezentat de acest patogen.
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Figura 9.30 Speciile din genul Coxiella identificate in mixul-2
Figure 9.30 Coxiella species identified in pool-2
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Figura 9.31 Speciile din genul Coxiella identificate in mixul-3
Figure 9.31 Coxiella species identified in pool-3
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9.2 PROFILUL METAGENOMIC AL COMUNITATILOR
VIRALE ASOCIATE CAPUSELOR NEHRANITE DIN ESTUL
ROMANIEI

9.2.1 Obiectivele studiului

La nivel global, capusele sunt responsabile pentru transmiterea celei
mai mari varietati de agenti patogeni comparativ cu alte artropode. In Romania,
majoritatea studiilor s-au axat pe identificarea agentilor bacterieni transmisi de
capuse, cu o mica preocupare pentru agentii virali vectorizati de capuse
[Raileanu si colab., 2016].

Tn cadrul acestui studiu, am urmérit caracterizarea populatiilor virale din
capusele colectate de pe vegetatie in zona de est a Romaéniei, utilizand
tehnologia secventierii pe scara larga (HTS) pe platforma Illumina NextSeq.

9.2.2 Materiale si metode

Dupa extractia ARN-ului din fiecare proba, din cele 557 de capuse
colectate am obtinut trei mixuri de probe. Mixul de probe a fost efectuat fara a
tine cont de zona de colectare, specia sau stadiul de dezvoltare al capuselor.
Au fost obtinute in trei mixuri constituite prin distribuirea egala a celor 557 de
probe. Fiecare mix a fost obtinut prin addugarea a cate 2 pyl de ARN din fiecare
proba. Cele trei mixuri au fost mai apoi analizate prin HTS, pe platforma
NextSeq lllumina (Tabel 9.1).

Tabel 9.1/Table 9.1
Distributia probelor de ARN in cele trei mixuri analizate prin HTS
Distribution of RNA samples in pools included in HTS analysis

ID (HTS) Probe Nr. de capuse

Mix 1 Q31- Q110 160
Q140 - Q220

Mix 2 Q221 - Q380 160
Q401 - Q520

Mix 3 Q01 - Q30 237
Q111 - Q140
Q381 - Q400
Q521 - Q557

Toate etapele analizei (prepararea ARN-ului total, pregatirea bibliotecilor,
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secventierea pe platforma NextSeq lllumina, analiza bioinformatica) au fost
efectuate in cadrul companiei PathoQuest (Paris, Franta).

9.2.2.1 Secventierea pe scara larga (HTS)

Cele trei amestecuri obtinute din probele de ARN au fost retro-transcrise
in ADN complementar si apoi amplificate aleatoriu prin intermediul protocolului
MDA (multiple displacement amplification), a polimerazei phi29 si a hexamerilor
random [Moutailler si colab., 2016a].

Analiza bioinformatica efectuata in cadrul PathoQuest a fost divizata in
trei etape principale: filtrare calitativa, asamblare si atribuirea taxonomica a
citirilor continue (contigs) si singulare (singletons).

Filtrarea calitativa
Citirilor obtinute li s-au aplicat succesiv patru filtre de calitate (Figura 9.32):

» Supresia duplicatelor, a citirilor de calitate scazuta si a homopolimerilor

» Eliminarea secventelor adaugate in cadrul tehnologiei de secventiere
(adaptori, primeri);

» Filtrarea citirilor gazdei: citirile au fost aliniate genomului complet Homo
sapiens: hgl9, GRCh37 - Genome Reference Consortium Human
Reference 37 (GCA_000001405.1);

» Eliminarea citirilor similare ARN-ului ribozomal utilizadnd o baza de date
dedicata ARN-ului ribozomal.

Quality
filter

Reads number after filtering process

-
- -

Adapters
removal

e

Figura 9.32 Numarul de citiri obtinute dupa procesul de filtrare
Figure 9.32 Number of reads after filtering process

Asamblarea

Citirile ce prezinta extremitati similare se suprapun permitéand
asamblarea lor in contig-uri. Asadar, contig-urile reprezinta secvente consens
de dimensiuni mai mari citirilor corespondente. Lungimea contig-urilor generate
a fost setata la un minim de 100 de nucleotide. Citirile ramase neasamblate sunt
denumite singletons.
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Atribuirea taxonomica a citirilor continue (contigs) si singulare
(singletons).

Atribuirea taxonomica s-a efectuat prin utilizarea algoritmului BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). Contig-urile au fost mai intai aliniate in
baza de date de secvente nucleotidice EMBL-EBI. Contig-urile ce nu au fost
incadrate au fost mai apoi comparate intr-o baza de date cu secvente proteice
UniRef100. Atribuirea taxonomica a fost determinata pe baza rezultatului cel
mai exact (gradul cel mai mare de identitate a contig-urilor). Contig-urile ce nu
au fost incadrate dupa cele doua runde de aliniere, au fost catalogate drept
necunoscute. Dupa cum este descris si in figura 9.33, contig-urile au fost
considerate apropiate de secventele de referintd cunoscute atunci cand au
indeplinit urmatoarele caracteristici: identitate de cel putin 90% si identitate intre
cel putin 100 de nucleotide.

Contig-urile ce au fost distribuite unui virus, insa nu au indeplinit criteriile
de mai sus, au fost considerate indepartate de secventele de referinta
cunoscute. Pentru o anumita specie de virus indepartata, au fost insumate toate
contig-urile similare. Daca aceasta suma depasea 500 de nucleotide, contig-
urile corespondente erau mai apoi analizate.

Contig assigned to a
viral species

m

percentage
=90%?

No

Contig close to
known species

Yes

some close

Group of contigs
assigned to the
same distant species

Figura 9.33 Atribuirea taxonomica a contig-urilor
Figure 9.33 Flowchart of the taxonomic assignation of contigs showing a
viral taxonomic assignment as best hit
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Singletons (citiri singulare) cu lungimea de cel putin 60 nucleotide au
fost comparate in cadrul unei baze de date pentru agenti virali. Citirile cu
identitate virala au fost ulterior aliniate bazei de date pentru nucleotide.
Incadrarea taxonomicé virald a fost validatd dupa o ultima filtrare: incadrarea
virala sa corespunda identitatii celei mai mari si lungimea identitatii virale sa fie
de minimum 60 nucleotide. Singletons au fost considerate apropiate de
secventele de referintd cunoscute atunci cand procentul de identitate cu
secventele virale depasea 90%, in caz contrar au fost incadrate indepartate de
aceste secvente de referinta.

9.2.2.2 Screening pentru detectia virusurilor Bunyavirus-like

Pentru a determina prevalenta secventelor virale in capuse, am efectuat
testarea prin PCR, plecand de la probele de ARN. Secventele obtinute prin HTS
apartinand agentilor virali cunoscuti si a unor virusuri potential noi, au fost
utilizate drept model pentru crearea de primeri specifici (Tabel 9.2); probele
identificate ca fiind pozitive au fost mai apoi secventiate pentru confirmare.

1. RT-PCR

Probele individuale de ARN (557) au fost supuse unei reactii RT-PCR
pentru obtinerea ADN-ului complementar (ADNc) ce a fost inclus ulterior in
analiza de determinare a prevalentei secventelor virale.

Am utilizat kitul SuperScript Il First-Strand Synthesis System for RT-
PCR (Invitrogen) pentru obtinerea unui volum final de 20ul ADNc, parcurgand
urmatorii pasi:

I. Adaugarea intr-un tub de 200 pl:

- 8 ul ARN total

- 1 yl hexameri random (50 ng/ pl)

-1yl mix dNTP (10 mM)

Volumul final obtinut de 10 ul a fost incubat la 65°C timp de 5 minute iar imediat
dupa, tubul a fost mentinut pe gheata timp de 2 min.
Il. Prepararea mixului in urmatoarea ordine:

- 2 yl 10xRT Tampon

- 4 ul MgCL2 (25mM)

-2yl DTT (0.1M)

- 1 yl RnaseOUT (40U/ul)

- 1 yl SuperScript Il RT (200U/ul)

- Volum final: 10 pl
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Tabel 9.2/Table 9.2

Primeri construiti pentru contig-urile ce au avut identitate cu agenti virali
Designed primers for the contigs that matched with viral agents

Mixul Agent viral

Contig-uri

Identitate
(%)

Primeri construiti
(sens si antisens)

Virusul South

Mix - 1 Bay

contig_340060

78.07

CTAGATAATGAGCTGTTCCA
CAC CTACCT GACATG TTT GT

Blacklegged tick
phlebovirus-2

contig_13638

contig_62988

contig_105778

contig_257351

contig_417345

80.16

75.97

82

71.95

76.1

TTC GTG GTG AAG AAC TCC CA
CCATGC TGAGCC TTT TTA AA
TAC AGA AGA GTT AAT GTC CG
TAG AAC TCT AGC CAG TAC GA
TTCTTCACCACGAATTCTAC

TTG TGT CCT GTT TCT ACT TG
TCATACAACTCATCCAGAAC
AGA TAG TGA GAA GGC TGA AA
TCAAGACCTCAGGCAGTTTT
TGA AGT TCT GGG AAG TGA AA

Mix -2  Virusul South
Bay

contig_145462

contig_163739

contig_223402

contig_298658

74.92

73.23

73.36

77.34

AGA AAA CCT CAG TAA CAG CA
ACA GGACTATGACTT TTC TC
CTTATCAAGTTCAGGACAGT

CTA CCG GGA AAATGA AAT GT

ATTTTACAGTGTAGACCAGG
TGG AAA CCATTA GTT CAG GA
GAACTTCCTTTTGCCGTACT
TTG ATG AAA GCA AGA GTG AG

Blacklegged tick
phlebovirus-1

contig_222467

contig_305653

contig_308662

contig_337595

contig_642429

80.75

73.77

77.24

77.98

80.39

GACACTATGTGAGCAAGTTT
ATC TAG CCT CAATCAAGT CT
TTAGATCCTCCTTCCAAGTT
GTT CTC TAT GAA AAG GCT CA
ACACAAATCTCAAGCCTCAT

TTG AGA CAA CTG GAC ATT TG
TCTTAGTGGTCGCAAACTCA

TCT CAC ACT TAA GGC ATG AT
TCT TGT ACT TGA GTC CCA AC
ATCCCTTGG GTTTTTCCT TT
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lll. Adaugarea celor 10 pl de mix peste 10 yl de ARN/hexameri random;
omogenizare prin pipetaj — obtinerea unui volum final de 20 pl.
IV. Incubare la urmatorul program:

- 25°C — 10 min
- 50°C — 50 min
- 85°C — 5 min

La finalul programului, probele se depun pe gheata fiind apoi adaugat 1 pl
Rnase H pentru digestia ARN-ului asociat ADN-ului complementar cu incubare
la 37°C timp de 20 min. ADN-ul complementar poate fi mai apoi inclus in reactia
PCR sau depozitat la -20°C.

2. Reactia in lant a polimerazei - PCR

Probele de ADNc au fost analizate prin PCR utilizand kitul Taq Core Kits
10 (MPBiomedicals) pentru detectia secventelor virale obtinute prin HTS.

Mixul PCR pentru o proba a continut:

- Apa-13.25l

- dNTP (10mM) — 0.5 pl

- Tampon 10x fara MgCI2 — 2.5 pl

- Primer sens (50 uM) — 0.25 pl

- Primer antisens (50 uM) — 0.25 ul

- Taq polimeraza (5U/ul) — 0.25 pl

- Volum final: 21 pl.
Programul PCR s-a desfasurat in cadrul unui Thermocycler Biorad:

- 94°C -4 min

- 40 cicluri: 94°C — 35 sec.; 49°C — 30 sec.; 72°C — 40 sec.

- 72°C—-10min

- 10°C -

Produsii PCR au fost supusi migrarii orizontale, pe agaroza 2% timp de
1 h la 130V, probele pozitive fiind apoi secventiate.

9.2.3 Rezultate si discutii

Am inclus in analiza prin HTS cele 557 de capuse nehranite impartite
randomizat in 3 mixuri. Datele obtinute in urma secventierii au identificat
secvente similare virusurilor asociate vertebratelor, artropodelor si plantelor.
Numarul total al citirilor virale, obtinut dupa etapa de asamblare, a fost de
21.368.211 pentru mixul-1, 32.337.393 pentru mixul-2 si respectiv 29.676.963
pentru mixul-3. Consecutiv, contig-urile virale asamblate ce au fost generate
pentru fiecare mix au totalizat: 436.956 contig-uri Tn mixul-1, 1.052.524 contig-
uri Tn mixul-2 si 272 492 contig-uri in mixul-3.
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Figura 9.34 Contig-uri atribuite taxonomic virusului South Bay
(A — rezultate obtinute Tn mixul-1; B — rezultate obtinute in mixul-2. Contig-urile sunt
reprezentate de casete iar zonele colorate reprezinta omologia cu secventa de referinta)
Figure 9.34 Mapping results on South Bay virus

(A —results obtained in pool-1; B — results obtained in pool -2. Contigs and/or singletons
are represented by boxes, and the region sharing homology with the reference
sequence is darkly colored.Name and identity percentage (compared to the reference
sequence) are indicated near the box when the number is limited)

Blacklegged tick phlebovirus-1 isolate H12 segment L, complete sequence. (6733 nt) - from nt 0 to nt 6733
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Figura 9.35 Contig-uri atribuite taxonomic virusului
Blacklegged tick phlebovirus-1

Figure 9.35 Mapping results on Blacklegged tick phlebovirus-1
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Atribuirea taxonomica a secventelor a reliefat prezenta contig-urilor
similare agentilor virali din familia Bunyaviridae; fiecare mix de probe a avut un
numar de 58, 243 si respectiv 11 contig-uri. Printre aceste secvente, unele
contig-uri au prezentat identitate cu virusuri recent descrise din genul Nairovirus
— virusul South Bay si din genul Phlebovirus - Blacklegged tick phlebovirus-1 si
Blacklegged tick phlebovirus-2 (Tabel 9.2, Figurile 9.34; 9.35; 9.36). Contig-urile
au corespuns segmentului L al genomului viral.

Blacklegged tick phlebovirus-2 isolate RTS2 segment L, complete sequence. (6733 nt) - from nt 0 to nt 6733
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Figura 9.36 Contig-uri atribuite taxonomic virusului
Blacklegged tick phlebovirus-2
Figure 9.36 Mapping results on Blacklegged tick phlebovirus-2
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Avand in vedere faptul cd un mare numar de contig-uri obtinute in urma
analizei HTS a fost atribuit virusurilor din genul Nairovirus si, respectiv
Phlebovirus, am continuat cercetarile pentru a reusi izolarea de agenti virali.
Majoritatea secventelor au avut o identitate cuprinsa intre 70 si 80%, acest
aspect indicand posibili noi agenti virali.

Primul pas in caracterizarea acestor agenti virali a constat in stabilirea
prevalentei lor in capusele nehranite. In acest scop, am selectat cate un contig
ce a prezentat omologie cu agentii virali (virusul South Bay, Blacklegged tick
phlebovirus-1 si Blacklegged tick phlebovirus-2). Utilizand aceste secvente
drept sablon, au fost construiti primeri specifici (primers design), fiind validati
prin testare pe WTA (whole transcriptome amplification) (Tabel 9.3, Figura
9.37).
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Tabel 9.3/Table 9.3
Contig-urile selectate pentru constructia primerilor inclusi in reactia PCR
de stabilire a prevalentei in probele de ARN
Contigs for which specific primers were designed in order to determine
their prevalence in RNA samples by PCR

Agent viral Nume Contig Lungime Identitate
pb %
South Bay contig_163739 316 73.2
Blacklegged tick contig_308662 398 77.2
phlebovirus-1
Blacklegged tick contig_62988 671 75.9

phlebovirus-2

Figura 9.37 Migrarea ampliconilor obtinuti in urma testarii pe WTA a
primerilor construiti
Figure 9.37 Migration of amplicons after testing designed primers on WTA

Prevalenta secventelor virale in capuse a fost stabilitd prin testarea
ADNCc prin PCR clasic. ADN-ul complementar similar virusului South Bay a fost
detectat in trei capuse Ixodes ricinus (o femeld, un mascul si o nimfa),
prevalenta generald avand o valoare de 0.5% (Figura 9.38). in urma
secventierii, doar doua secvente au fost valide, provenind de la capuse
colectate din acelasi punct (o femela si un mascul 1. ricinus).
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Secventele ce au prezentat omologie virusurilor din genul Phlebovirus
nu au fost detectate in urma analizei prin PCR.

Figura 9.38 Probe positive pentru secventele atribuite virusului South Bay
Figure 9.38 Positive samples for the sequences that matched with South
Bay virus

Urmatoarea etapa va consta in izolarea agentului viral din omogenatul
capuselor pozitive. Acest pas se va realiza prin inocularea omogenatului
intracerebral, la soarecii nou-nascuti IFNAR (type | interferon receptor knock-
out mice).

Prin intermediul acestui studiu s-a realizat descrierea populatiilor virale
prezente in capusele |. ricinus, D. reticulatus si H. punctata. Aceste trei specii
au fost descrise anterior in tara noastra ca fiind vectori pentru diversi agenti
patogeni bacterieni si parazitari [lonita si colab., 2013, lonita si colab., 2016,
Matei si colab., 2015, Paduraru si colab., 2012]. Scopul studiului a reprezentat
explorarea diversitatii virale dar si identificarea de noi agenti patogeni pentru
animale si om. Desigur, rezultatele obtinute nu permit formularea unor concluzii,
insa pot servi drept punct de plecare pentru studii viitoare.

Rezultatele obtinute in urma HTS s-au caracterizat printr-o predominare
a secventelor similare virusurilor din familia Bunyaviridae. Numeroase virusuri
din cadrul acestei familii au fost recent descrise, la momentul actual existand
clasati peste 350 de agenti virali [Tokarz si colab., 2014]. Desigur, putem
specula prin a spune ca exisa agenti virali transmisi de capuse ce urmeaza a fi
identificati si descrisi prin aplicarea tehnologiilor moderne de detectie de novo
existente la ora actuala sau ce vor fi concepute in viitorul apropiat.

9.3 CONCLUZII PARTIALE

1. Importanta biologica a diversitatii bacteriilor dar si a interactiunii
acestora in capuse este in acest moment insuficient evaluata.

2. Acest studiu reprezinta o etapa pilot in procesul de identificare si
caracterizare a microbiomei capuselor din estul Romaniei in conditii
naturale, etapa ce trebuie urmata de cercetari sistematice.
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Analiza NGS a permis identificarea a peste 60 de familii
bacteriene in cele trei mixuri formate din capuse nehranite colectate
din estul Romaniei, reprezentand rezultate obtinute in premiera
pentru tara noastra.

Probele de capuse incluse in analizd au fost pozitive pentru un
numar mare de agenti patogeni bacterieni, apartinand genurilor
Rickettsia, Orientia, Borrelia, Francisella, Ehrlichia, Anaplasma,
Bartonella.

Am raportat pentru prima data in Roméania prezenta agentului
patogen Orientia tsutsugamushi. Genul Orientia a avut in cele trei
mixuri un numar ridicat de citiri, fiind clasat pe locul secund in
categoria genurilor bacteriene cu transmitere vectoriala identificate.
Tn urma analizei HTS, s-a reusit identificarea in cipuse a unui numar
mare de secvente virale, apartinand unor noi potentiali agenti
patogeni. Secventele identificate au fost similare in proportie de 70-
80% cu trei virusuri recent descrise: virusul South Bay, virusul
Blacklegged tick phlebovirus-1 si virusul Blacklegged tick
phlebovirus-2. Urmatoarea etapa de inoculare a soarecilor nou-
nascuti IFNAR va trebui sa confirme existenta unor noi virusuri in
capusele colectate Tn estul Romaniei.

Metagenomica asigura punctul de pornire pentru noi studii de
detectie a agentilor patogeni si vine in sprijinul anchetelor
epidemiologice si a programelor de gestionare a bolilor cu risc
zoonotic, inclusiv a celor transmise de capuse.
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CAPITOLUL X
CONCLUZII FINALE

Rezultatele obtinute in urma cercetarilor efectuate privind infectiile

transmise de capuse in zona de est a Romaniei, au permis formularea
urmatoarelor concluzii finale:

1.

192

n ciuda faptului ca pana in acest moment in Romania nu s-a dovedit
prezenta virusului FHCC, datele obtinute in acest studiu arata o
circulatie a virusului in cadrul efectivelor de rumegatoare mici.
Febra hemoragica Crimeea-Congo este o boala cu risc zoonotic
important. Avand in vedere faptul ca in zona de sud-est a tarii exista
ecosisteme capabile de a intretine infectiile transmise de capuse,
este prezent vectorul competent Hyalomma marginatum si au fost
evidentiate semnale serologice pozitive la oile si caprele din judetele
Tulcea si Constanta, sunt necesare studii epidemiologice si
etiologice sistematice pentru a evalua aceasta amenintare.
Conform studiilor efectuate de alti autori, s-a relevat faptul ca majoritatea
cazurilor de boala Lyme la oameni evolueaza in regiuni unde prevalenta
bolii la caini este ridicata. Astfel, profilul serologic la cdine poate
reprezenta un indicator al riscului bolii Lyme pentru om.

In studiul de fatd, s-a inregistrat o prevalentd redusa a
seropozitivitatii bolii Lyme la céine (1.11%), comparativ cu valorile
inregistrate in alte studii intreprinse in tara noastra. Efectuarea unor
anchete serologice in randul populatiilor de caini la nivel national ar
putea duce la stabilirea unor zone de risc pentru infectia produsa de
Borrelia burgdorferi s.l. la om.

Rezultatele obtinute in cadrul acestui studiu confirma rolul de vector al
capuselor dure, atat in ecosistemele specifice din zonele extravilane, céat
si in zonele urbane.

S-aremarcat prevalenta crescuta a agentilor bolii Lyme in zone intens
populate, aceasta constatare recomandand o mai buna supraveghere
epidemiologica si actiuni preventive sustinute.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Au fost identificate si descrise numeroase asocieri ale
genospeciilor din grupul Borrelia burgdorferi s.l., asocieri ce pot
influenta diagnosticul si eficienta tratamentului afectiunilor la om.

Au fost identificati pentru prima data in zona de est a Romaniei agenti
patogeni implicati in producerea de infectii la om (Borrelia
miyamotoi, C. N. mikurensis, Rickettsia raoultii).

Au fost identificate noi zone de risc in estul Romaniei si au fost
generate informatii detaliate privind distributia agentilor patogeni
cu transmitere vectoriala.

Rezultatele obtinute vor putea reprezenta o fundatie solida pentru
viitoare studii, in vederea evaluarii sistematicd a riscului infectiilor
transmise de capuse.

in capusele testate pentru agentii bacterieni si parazitari s-au inregistrat
pentru prima data numeroase asocieri ale patogenilor, de cate
doua, trei, patru si cinci specii diferite pe acelasi individ vector. Se
genereaza astfel noi abordari privind co-transmiterea acestor agenti la
oameni si/sau la animale si efectul coinfectiilor asupra severitatii
simptomelor si eficacitatii tratamentului.

O parte din capusele Ixodidae cercetate au fost pozitive pentru
secvente specifice virusului West Nile, un agent important pentru tara
noastra prin prisma numeroaselor cazuri inregistrate la om.

Prezenta virusului Bourbon, semnalata pentru prima data in
Romania, va trebui confirmata, avand in vedere faptul ca acesta este
un agent cu implicatii importante pentru patologia umana.

Acest studiu demonstreaza utilitatea unei metode rapide de detectie
(Sistemul BioMark real time-PCR) ce permite testarea pe scara larga a
unui numar mare de agenti patogeni transmisi de capuse. De
asemenea, exista posibilitatea de adaptare a sistemului pentru
indeplinirea cerintelor regionale de screening a infectiilor vectoriale.
Importanta biologica a diversitatii bacteriilor dar si a interactiunii
acestora in capuse este in acest moment insuficient evaluata.

Acest studiu reprezintd o etapa pilot in procesul de identificare si
caracterizare a microbiomei capuselor din estul Roméniei in conditii
naturale, etapa ce trebuie urmata de cercetari sistematice.

Analiza NGS a permis identificarea in cele trei mixuri de capuse a
peste 60 de familii bacteriene, aceste rezultate obtinute fiind o
premiera pentru tara noastra.

Probele de capuse incluse in analiza au fost pozitive pentru un numar
mare de agenti patogeni bacterieni, apartindnd genurilor
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19.

20.

21.
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Rickettsia, Orientia, Borrelia, Francisella, Ehrlichia, Anaplasma,
Bartonella.

Am raportat pentru prima data in Romania prezenta agentului patogen
Orientia tsutsugamushi. Genul Orientia a avut in cele trei mixuri un
numar ridicat de citiri, fiind clasat pe locul secund din categoria genurilor
bacteriene identificate.

in urma analizei HTS, s-a reusit identificarea in capuse a unui numar
mare de secvente virale, apartindnd unor noi potentiali agenti
patogeni. Secventele identificate au fost similare in proportie de 70-
80% cu trei virusuri recent descrise: virusul South Bay, virusul
Blacklegged tick phlebovirus-1 si virusul Blacklegged tick
phlebovirus-2. Urmatoarea etapa de inoculare a soarecilor nou-nascuti
IFNAR va trebui sa confirme existenta unor noi virusuri in capusele
colectate in estul Romaniei.

Metagenomica asigura punctul de pornire pentru noi studii de detectie
a agentilor patogeni si vine in sprijinul anchetelor epidemiologice si a
programelor de gestionare a bolilor cu risc zoonatic, inclusiv a celor
transmise de capuse.
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CHAPTER X
FINAL CONCLUSIONS

The results obtained after pursuing the studies on tick-borne infections
in ticks from Eastern Romania allowed the formulation of the following
conclusions:

1. Despite the fact that in Romania the presence of CCHF virus was not
registered so far, data obtained in this study reports a circulation of the
virus in the flocks of small ruminants.

2. CCHF is an important endemic disease; the fact that in the south-east of
Romania are found ecosystems capable of supporting tick-borne
infections, the competent vector, Hyalomma marginatum is present,
positive serological signals are recorded in sheep, goats and cows in the
counties of Tulcea and Constanta, show the importance of future
surveys to assess this threat.

3. According to studies carried out by other authors, most cases of human
Lyme disease evolved in regions where prevalence of the disease in
dogs was high. Thus, serological profile in dogs may represent an
interesting criterion for assessing the risk of Lyme disease to humans.

4. In the present study we obtained a lower prevalence of Lyme disease
seropositivity in dogs (1.11%) compared to other studies undertaken in
our country. Conducting nationwide serological surveys in dog
populations could lead to the assessment of Lyme disease risk areas for
humans.

5. The results obtained after surveying questing ticks for pathogens by
means of molecular biology techniques confirm the role of ticks in
transmitting infections in both forested and urban situations.

6. Worth highlighting is the increased prevalence of Lyme disease agents
(22.5%) in urban populated areas, this circumstance requiring better
oversight.

195



Raileanu Cristian

7.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.
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Numerous associations of species from Borrelia borgdorferi group were
noticed, this situation may influence the efficiency of diagnosis and
treatment.

New pathogens have been described for first time in Eastern Romania
(Borrelia  miyamotoi, C. N. mikurensis, Rickettsia raoultii etc.)
responsible for human infections.

New risk areas have been identified, and detailed data was given on the
occurrence of new and known zoonotic pathogens

These results will act as a solid foundation for further systematic studies
examining the risk of human tick-borne disease.

Ticks tested for bacterial and parasitic agents showed 43 different
combinations of pathogens co-infection. Questions are being initiated
regarding the co-transmission of these agents in humans and/or animals
and/or co-infection effect on symptom severity and treatment
effectiveness.

Ixodid ticks were positive for West Nile virus-specific sequences, an
important agent for Romania, through the numerous cases recorded in
humans; in perspective, future studies will need to determine the
prevalence of this agent in ticks from Romania.

The presence of Bourbon virus in Romania needs be confirmed given
that it represents a virus with important implications for human
pathology.

The BioMark real-time PCR system is a method that allows rapid survey
of a large number of samples for a high number of tick-transmitted
pathogens; also, the system can be adapted to meet the requirements
of regional screening of vector infections.

The importance of biological diversity and interactions of bacterial
populations in ticks is currently still under evaluation.

This study is an initial step in the identification and characterization of
microbiome in ticks found under natural conditions in Romania.

NGS analysis allowed the identification of more than 60 bacterial families
in three pools of questing ticks, collected from Eastern Romania.

Tick samples included in the analysis were positive for a large number
of tick-borne bacterial pathogens belonging to Rickettsia, Orientia,
Borrelia, Francisella, Ehrlichia, Anaplasma and Bartonella genera.

We report for the first time in Romania the presence of Orientia
tsutsugamushi. The three pools had a high number of reads that
matched to Orientia genus.
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20. Analysis of High-Throughput Sequencing, managed to obtain a high
number of viral sequences assigned new potential pathogens. These
sequences had identity of 70-80% with three recently described viruses:
South Bay virus, Blacklegged tick phlebovirus-1 and Blacklegged tick
phlebovirus-2. The inoculation of newborn mice (IFNAR) will have to
confirm the existence of new viruses in ticks collected in Eastern
Romania.

21. Metagenomic studies provide the starting point for the pathogens
detection, in order to assess the impact of tick transmitted agents for
public health; also can be applied in the epidemiological investigations
and disease management programs including for those transmitted by
ticks.
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