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Teza doctorat 2020

REZUMAT

Teza de doctorat intitulatd “Epidemiologia unor parazitoze transmise
de vectori la cdine in Romania” cuprinde mai multe studii, care au scopul de a
ajuta la intelegerea fenomenului ce a dus la cresterea prevalentei si modificarea
distributiei bolilor parazitare ale cinilor, transmise de vectori. Aceste schimbari
pot fi observate atat in Romania, cat si in restul lumii.

Teza este structurata in doud parti, conform normelor uzuale: prima parte,
intitulatd “Stadiul actual al cunoasterii”, si partea a-Il-a este intitulatd
“Cercetari proprii” si detaliaza toate rezultatele obtinute de-a lungul perioadei
de studii doctorale.

Prima parte a tezei, intitulatd “Stadiul actual al cunoasterii”, contine
date generale actuale, din literatura de specialitate, despre parazitozele studiate in
aceasta teza. Fiecare capitol al primei parti prezintd informatii menite sa scoata in
evidenta impactul acestor parazitoze asupra sanatatii populatiei canine.

Primul capitol, intitulat “Importanta leishmaniozei canine si aspecte
generale”, este Tmpartit In cinci subcapitole. Subapitolul I prezintd date din
literaturd menite sd scoatd in evidentd impactul infectiilor cu Leishmania spp.
asupra sanititii oamenilor si a animalelor. In subcapitolul doi sunt descrise
biologia si ecologia flebotomilor. Flebotomii sunt vectorii si principalii
responsabili de transmiterea leishmaniozei la oameni si animale. In subcapitolul
trei sunt descrise principalele metode de preventie a leishmaniozei canine,
precum si eficienta acestor metode, exemplificand cazuri cand acestea au fost
folosite cu mai mult sau mai putin succes. Subcapitolul patru descrie multitudinea
de semne clinice si paraclinice prezentate de cainii infectati cu L. infantum.
Ultimul subcapitol descrie situatia epidemiologica a infectiilor cu L. infantum.

Capitolul II, intitulat “Importanta babesiozei la ciine”, este impartit in
patru subcapitole si prezintd date generale, actuale din literaturd. Primul
subcapitol prezinta un scurt istoric al primelor studii despre infectiile cu Babesia
spp., iar In subcapitolul doi este prezentat ciclul vital al acestui parazit in gazda
vertebratd si Tn cea artropodd. Subcapitolul trei descrie semne clinice si
paraclinice ce pot fi prezente in infectiile cu principalele specii de Babesia, care
pot afecta cainii din Europa: Babesia canis, Babesi vogeli, si Babesia gibsoni. In
subcapitolul patru este discutata epidemiologia babesiozei canine.

Capitolului III este intitulat “Importanta hepatozoonozei la ciine”, si
este organizat in mod asemandtor cu capitolul II. Este format din patru
subcapitole. Primul subcapitol este introductiv si este urmat de un subcapitol ce
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descrie ciclul vital al parazitului Hepatozoon canis. Subcapitolul trei descrie
manifestérile clinice si paraclinice intdlnite la céinii infectati, iar ultimul
subcapitol prezinta epidemiologia acestui parazit.

Ultimul capitol al primei parti este intitulat “Importanta dirofilariozei
la cdine” si este impartit in sase subcapitole. Precum in cazul capitolelor
anterioare primul subcapitol este introductiv si prezintd date despre primele
raportari ale parazitilor din genul Dirofilaria, localizarea parazitilor la canide,
feline si om, dar si modul de transmitere a acestui parazit. Subcapitolele doi
prezinta particularitatile infectiilor cu Dirofilaria immitis si Dirofilaria repens la
oameni, iar subcapitolul trei discutd importanta infectarii animalelor salbatice,
pentru transmiterea acestor paraziti. Subcapitolele patru si cinci descriu ciclul
parazitilor D. immitis si D. repens In gazda vertebrata si in artropod. Ultimul
subcapitol descrie raspandirea infectiilor cu D. immitis si D. repens in tarile din
vestul si estul Europei.

Partea a-II-a “Cercetiri proprii” este compusa din 5 capitole in care
sunt prezentate si discutate rezultatele cercetarilor efectuate.
Capitolul V este intitulat “Epidemiologia leishmaniozei canine in

sudul Romaniei”. Sudul Romaéniei este o regiune 1n care au fost efectuate, in
trecut, mai multe studii ce au atestat prezenta infectiilor cu L. infantum la ciine,
dar si la om. Tot in aceastd regiune a fost raportatd prezenta unor flebotomi
capabili sa transmita leishmanioza. Dupa o perioada de aproximativ 50 de ani de
cand aceastd infectie a fost eradicata, au fost raportate infectii autohtone, in sudul
Roméniei la cdini dar si la un om si un sacal.

In acest capitol prezentim un studiu epidemiologic al infectiilor canine
cu L. infantum 1n sudul Romaéniei cu scopul de a determina riscul ca leishmanioza
sd reapard in Romania.

Au fost recoltate probe de ser, sdnge si secretii oculare de la 300 de caini
din judetele Mehedinti, Dolj, Teleorman si lalomita. Din probele de sdnge au fost
extrasi acizi nucleici, ce au fost testati prin qPCR. Probele de ser au fost folosite
pentru testul ELISA.

Toate probele analizate in acest studiu au fost negative, dar in ciuda
rezultatelor din acest studiu Inca exista riscul ca leishmanioza canind sa redevina
endemicd in Romania.

Capitolul VI este intitulat “Studiu seroepidemiologic al leishmaniozei
canine in sud-estul Roméniei” si studiaza tot epidemiologia infectiilor canine
cu L. infantum, dar in sud-estul Romaniei. Dupd cum este mentionat mai sus,
existd mai multe studii istorice si recente ce raporteaza prezenta infectiilor cu L.
infantum in sudul Romaéniei, dar niciun studiu despre prezenta acestei infectii in
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sud-estul Romaniei. Acest studiu are motivatia de a intelege daca céinii din
aceasta regiune sunt expusi infectiilor cu L. infantum.

Au fost colectate probe de ser de la 110 caini din judetele Calarasi si
Galati. Probele au fost analizate folosind un test ELISA si 5/110 probe au fost
pozitive pentru anticorpi anti-L. infantum. Toate probele pozitive au fost din
judetul Galati, iar prevalenta totald a fost de 4.54%. Acest studiu ne arata ca in
sud-estul Romaniei cainii sunt expusi infectiilor cu L. infantum.

Capitolul VII este intitulat “Distributia si prevalenta babesiozei si

hepatozoonozei canine in sudul Romaniei” si este un studiu epidemiologic ce
acopera regiunea studiata la capitolul V, dar ce trateaza epidemiologia infectiilor
canine cu Hepatozoon canis si Babesia spp..
In Romania au fost publicate mai multe studii ce raporteaza infectii canine cu
Babesia spp., dar a existat nevoia pentru un studiu epidemiolgic exhaustiv, pe
aceasta tema, pentru a determina epidemiologia acestei infectii importante pentru
medicina veterinara. Hepatozoonoza canind este o infectie foarte putin cunoscuta
in Romaénia, fapt ce a motivat si studiul acestei boli.

Au fost folosite probe de sdnge colectate de la 300 de caini, din judetele
mentionate la capitolul V pentru a extrage acizii nucleici. Acesti acizi nucleici au
fost testati cu o tehnicd PCR aspecifica, menita sa amplifice ADN ce provine de
la Babesia spp., dar si Hepatozoon spp. Toate probele pozitive au fost testate inca
o data folosind o tehnica PCR specifica pentru Babesia spp. si una pentru H.
canis. Probele pozitive prin testele PCR specifice au fost secventiate pentru a
confirma diagnosticul.

Acest studiu raporteaza o prevalenta totald de 47.6% pentru H. canis si
9.6% pentru Babesia spp. (B. canis 7% si B. vogeli 2.6%). Au fost observate si
diferente de prevalenta intre judete. Cele mai mari prevalente ale infectiilor cu H.
canis $i B. vogeli au fost observate in vestul regiunii studiate, iar cea mai mare
prevalentd a infectiilor cu B. canis a fost observata in judetele cele mai estice.

Studiul filogenetic a aratat o aseméanare intre secventele din acest studiu
si altele ce au fost raportate tot in Romania sau in tari apropiate, cum sunt Ungaria,
Turcia sau Slovacia.

Acest studiu raporteaza o prevalentd surprinzator de crescuta a infectiilor
cu H. canis 1n sudul Romaniei si infectiile cu Babesia spp. in judetele din sudul
Roméniei. Credem ca aceste informatii vor fi utile pentru veterinarii din aceasta
regiune.

Capitolul VIII este intitulat “Epidemiologia dirofilariozei la ciinii din
adaposturi din sudul Roméniei”. Acesta este ultimul capitol din partea a-II-a ce
este bazat pe un studiu epidemiologic. Regiunea studiata este cea in care au avut
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loc si studiile de la capitolul V si VII. Ca si in cazul parazitozelor prezentate
anterior, dirofilarioza canind este o boala vectoriala importantd pentru medicina
veterinard din Roménia. In Romania au fost publicate mai multe studii despre
prezenta infectiilor cu D. repens si D. immitis la cdini. Majoritatea acestor studii
s-au bazat pe identificareca morfologicd a microfilariilor sau identificarea
anticorpilor anti-D. immitis. Studiul nostru cauta sa evalueze prevalenta acestor
infectii, profitand de sensibilitatea si specificitatea metodei qPCR.

Au fost extras acizii nucleici din probe de sange de 1a 300 de céini. Acesti
acizi nucleici au fost folositi pentru un screening initial folosind tehnica qPCR.
Toate probele pozitive au fost testate si cu o tehnicd PCR clasica pentru a permite
obtinerea unor ampliconi de o lungime mai mare pentru secventiere. Probele
coinfectate au fost testate cu o a treia metoda PCR clasicd, cu amorse specifice
pentru D. immitis si pentru D. repens. Ampliconii reactiilor PCR clasice au fost
purificati si secventiati.

Raportam o prevalentd de 11.66% (35/300) a infectiilor cu D. repens,
4.66% (14/300) a infectiilor cu D. immitis si 1.33% (4/300) pentru infectiile cu A4.
reconditum. Nu au fost observate diferente semnificative din punct de vedere
statistic intre diverse zone ale regiunii studiate.

Acest studiu ne oferd o imagine clard a prevalentei infectiilor canine cu
Dirofilaria. Aceastd informatie este utila medicilor veterinari, dar avand in vedere
potentialul zoonotic al acestei infectii, poate prezenta interes si pentru medicii
umani.

Capitolul IX este numit “Folosirea tehnicii MALDI-TOF pentru
identificarea speciei de flebotomi”. Acesta este ultimul capitol al acestei teze si
studiaza colectarea si identificarea flebotomilor folosind tehnica de spectrometrie
de masa MALDI-TOF.

Tehnica MALDI-TOF a fost folosita pentru mult timp in microbiologie
ca o alternativd ieftind, eficientd si rapidd pentru a identifica diverse
microorganisme cum sunt bacteriile sau fungi. Cu timpul au fost descoperite
diverse aplicatii pentru aceastd tehnologie printre care si utilizarea acesteia in
domeniul entomologiei.

Flebotomii sunt insecte importante pentru raspandirea leishmaniozei
canine, acestia reprezentand principalul mod de transmitere a Leishmaniei
infantum. Studiul biologiei si ecologiei acestor insecte capatd importanta sporita
datorita acestei abilitati de a transmite L. infantum.

Nu toate speciile de flebotomi pot s transmita leishmanioza, iar din acest
motiv identificarea de specie este importanta. Pentru foarte mult timp flebotomii
au fost identificati morfologic, dar aceasta metoda necesita personal specializat si
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cu experientd. Au fost folosite si tehnici bazate pe biologia moleculara, ca PCR,
dar aceastd tehnica are un cost crescut. Tehnica MALDI-TOF oferi o alternativa
ieftina si eficientd de a identifica flebotomi.

Capcanele de tip “CDC light trap” sunt indispensabile pentru studiul
insectelor hemofage cu fototropism pozitiv, dar au un cost semnificativ si existad
putini producatori la nivel mondial, fapt pentru care de cele mai multe ori exista
si un cost semnificativ de transport. Din acest motiv, au fost construite capcane
tip “CDC light trap” din materiale autohtone ce au fost folosite pentru colectarea
de flebotomi din 21 de puncte de colectare, din patru regiuni din nordul Greciei.
Au fost identificati morfologic 110 flebotomi (44 femele si 66 masculi), dintre
care: 48 Phlebotomus tobbi, 21 Sergentomya minuta, 25 Phlebotomus neglectus,
13 Phlebotomus perfiliewi, 1 Phlebotomus papatasi si 2 Phlebotomus simici.

Omogenizarea probelor este un pas important pentru analiza MALDI-
TOF, dar omogenizarea manuald a probelor necesitd mai mult timp si poate sa
produca rezultate neomogene din punct de vedere al calitatii. Din acest motiv am
dezvoltat o metodd de omogenizare automata a flebotomilor.

O parte din spectrele obtinute in urma analizei MALDI-TOF au fost
folosite pentru crearea unei baze de date necesara identificarii. Baza de date a fost
creatd pentru speciile Phlebotomus tobbi, Sergentomya minuta, Phlebotomus
neglectus, si Phlebotomus perfiliewi. Pentru speciile Phlebotomus papatasi si
Phlebotomus simici nu a fost posibila crearea unei baze de date datoritd numarului
mic de exemplare. Aceste ultime doua specii au fost identificate doar morfologic.

Acest ultim studiu si-a indeplinit obiectivul de a facilita cercetarea
flebotomilor, optimizand metodele de capturare si identificare a acestora.

Obiectivul final al acestei teze este de a completa informatiile despre
epidemiologia leishmaniozei, babesiozei, hepatozoonozei si dirofilariozei din
sudul Romaniei, in contextul unei schimbari ale prevalentei si distributiei bolilor
vectoriale la nivel mondial.

Vii



Cimpan Andrei Alexandru

ABSTRACT

The title of this doctoral thesis is “The epidemiology of vector-borne
parasitic diseases of dogs from Romania” and is composed of several studies
meant to help understand the phenomenon that leads to changes in the prevalence
and distribution of vector-born parasitic diseases of dogs. These changes have not
only been observed in Romania but also all over the world.

This thesis is structured in two parts, according to the required standards:
the first part is named “Current state of knowledge” and the second part is
named “Personal contributions” and describes all scientific results obtained
during the doctoral thesis.

The first part of the thesis, called “Current state of knowledge”,
provides up-to-date, general knowledge about each parasitic disease studied in
this thesis. Each chapter of the first part presents information that highlights the
impact the parasitic diseases studied in this thesis have on the health of dogs but
also on that of humans.

The first chapter, called “The importance of canine leishmaniosis” is
split in five subchapters. In the first subchapter we present data that shows the
impact that Leishmania spp. infections have on the health of animals and humans.
In the second subchapter we describe the biology and ecology of sandflies. These
arthropods are vectors for Leishmania infantum and represent the main mode of
transmission for this parasite. In subchapter three we present the main methods
of prevention of canine leishmaniosis. The effectiveness of each method is also
discussed and examples for the application of each method are provided.
Subchapter four describes the clinical and paraclinical manifestations of L.
infantum infections in dogs and the last subchapter describes the epidemiological
situation of canine L. infantum infections in Europe and in Romania.

Chapter II is named “The importance of canine babesiosis”, it is
divided in four subchapters and presents general and current knowledge that
highlights the importance of canine babesiosis for the health of dogs. The first
subchapter presents a short history that describes the first reports of Babesia spp.
infections. Subchapter two describes the life cycle of Babesia spp. in the
vertebrate and arthropod host.
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Subchapter three describes the clinical and paraclinical signs that are
specific to Babesia species that infect dogs from Europe: Babesia canis, Babesia
vogeli, and Babesia gibsoni. The last subchapter explains the epidemiological
situation of canine babesiosis in Europe.

Chapter III is called “The importance of canine hepatozoonosis” and
is structured similarly to chapter II. It is subdivided in four subchapters. The first
subchapter is an introduction and the second describes the life cycle of
Hepatozoon canis. The third subchapter describes the clinical and paraclinical
signs of canine H. canis infections and the last subchapter describes the
epidemiological situation of this infection in Europe

The last chapter of the first part is called “The importance of canine
dirofilariasis” and is divided in six subchapters. Like in previous chapters, the
first subchapter provides an introduction. We describe the first recorded reports
of Dirofilaria immitis and Dirofilaria repens infections, the localisation of the
parasite in the case of canine, feline or human infections and also a description of
transmission of this parasite. In subchapter two, we present the particularities of
D. immitis and D. repens infection in humans and in subchapter three we discuss
about why infections in wild animals play a role in maintaining these infections
in a region. Subchapter four and five describe the life cycle of D. immitis and D.
repens in vertebrat host, but also in the arthropod, mosquito host. The final
subchapter describes the epidemiology of D. immitis and D. repens in Europe and
particularly in Romania.

The second part of the thesis, named “Personal contributions”, is
divided in five chapters. In this part we present and discuss the results obtained
during the experimental part of the thesis.

Chapter V is the first chapter of the second part and is named “The
epidemiology of canine leishmaniosis in the south of Romania”. The south of
Romania is the region where most canine and human Leishmania infantum
infections have been reported. In this region there have also been the most reports
of vector-competent sandflies. After a period of approximately 50 years since the
last autochthonous L. infantum infections have been eliminated from Romania,
there have been new reports of autochthonous canine infections, but also one
infection in a jackal and one human infection.

In this study we present an epidemiological study of canine L. infantum
infections in the south of Romania. This study is meant to determine if canine
leishmaniosis is re-emerging in Romania.

We collected samples of serum, blood and eye swabs from 300 dogs,
from the counties of Mehedinti, Dolj, Teleorman and lalomita. The blood and eye
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swabs samples from each dog were used to extract DNA. A qPCR assay was used
to detect L. infantum specific DNA in the nucleic acid samples. The serum
samples were used in an ELISA assay in order to detect anti-L. infantum
antibodies.

Both qPCR and ELISA tests were negative for all samples but in spite of
these results there is still the risk that canine leishmaniosis will become endemic
in Romania again.

Chapter VI is entitled “Seroepidemiological study of canine
leishmaniosis in the south-east of Romania”. As the previous chapter, this
study is focused on canine L. infantum infections, but this is a serological study,
focused on the south-east of Romania. As mentioned in the previous chapter most
reports of L. infantum infections are from the south of the country, but there is no
information about the epidemiology of this infection from the south east of
Romania. The role of this study is to determine in dogs from the south-east of
Romania are exposed to L. infantum infections.

Serum samples were collected from 110 dogs from the counties of
Calarasi and Galati. All samples were tested using an ELISA assay and 5/110
samples were positive for anti-L. infantum antibodies. All five positive samples
were from Galati county and the total prevalence was 4.54%. This study shows
that dogs from the south-east of Romania are exposed to L. infantum infections.

Chapter VIl is entitled “The distribution and prevalence of babesiosis
and hepatozoonosis in dogs from the south of Romania” and is an
epidemiological study of canine hepatozoonosis and babesiosis that in the south
of Romania. The studied region was the same as that of chapter V. There have
been several studies in Romania about Babesia spp. infections but there is still a
need for a comprehensive epidemiological study on this subject. Canine
babesiosis is considered by most veterinarians to be a particularly important
parasitic disease.

Hepatozoon canis infections are less pathogenic than Babesia spp.
infections but there is very little known about the epidemiology of canine
hepatozoonosis in Romania. This lack of epidemiological data is the main reason
we chose to study this infection.

Blood samples were collected from 300 dogs, as mentioned in chapter V.
DNA was extracted from all blood samples. All DNA samples were tested using
an aspecific PCR assay meant to amplify DNA fragments of bot Babesia spp. and
Hepatozoon spp. All samples positive to this first assay were tested again using a
PCR assay specific for Babesia spp. and one for H. canis. Samples that were
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positive for the specific PCR assays were sequenced in order to confirm the
diagnosis.

In this study we report a prevalence of 47.6% for H. canis and 9.6% for
Babesia spp. (B. canis 7% and B. vogeli 2.6%). We reported statistically
significant differences in the prevalence of these infections between counties. The
highest prevalence of H. canis and B. vogeli infections were reported in the most
western counties and the highest prevalence of B. canis infections was reported
in the most eastern counties. The phylogenetic study showed that sequences from
this study are similar to sequences previously reported in Romania or in nearby
countries such as Hungary, Turkey or Slovacia.

This study reports a surprisingly high prevalence of H. canis in the south
of Romania and infections with B canis and B. vogeli in the counties from the
south of Romania. We believe that the information presented in this study is of
use to veterinarians working in this region.

Chapter VIII is entitled “Epidemiology of canine dirofilariasis in
shelter dogs from the south of the Romania”. This is the last chapter of the
second part that describes an epidemiological study. This epidemiological study
was carried out in the same region as the studies from chapters V and VII. Like
all the other diseases presented in this thesis, canine dirofilariosis is also a vector-
borne disease that is of importance for veterinarians from Romania.

In Romania there have been published several studies about D. repens
and D. immitis infections in dogs. The majority of these studies are based on
morphological identification of microfilaria or the detection of anti-D. immitis
antibodies. In our study, we take advantage of the sensibility and specificity of
gqPCR in order to determine the prevalence of filarial infections in dogs from the
south of Romania.

Blood samples were collected from 300 dogs and DNA was extracted
from all blood samples. All DNA samples were first tested using a qPCR in order
to take advantage of the great sensibility of this method. All positive samples to
this first screening were tested again using a classical PCR assay that produces a
longer amplicon, suitable for sequencing. Coinfected samples confirmed with a
third classical PCR assay using primers specific for D. immitis and D. repens. The
amplicons of positive samples were purified and sequenced.

We report a prevalence of 11.66% (35/300) for D. repens, 4.66%
(14/300) for D. immitis and 1.33% (4/300) for 4. reconditum. There were no
statistically significant differences of prevalence between counties.

This study achieved the objective of providing accurate data about the
prevalence of Dirofilaria spp. infections in stray dogs from the south of Romania.
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We believe this information is of use to veterinarians but considering the zoonotic
potential of these infections, we consider this study to be of interest to human
health professionals as well.

Chapter IX is named “The use of MALDI-TOF mass spectrometry for
the identification of sandflies”. This is the last chapter of the thesis and it is
focused on the use of the MALDI-TOF mass spectrometry technique in order to
identify sandflies.

The MALDI-TOF technique has been used for a long time in the field of
microbiology as a cheap, fast and reliable alternative method to identify
microorganism such as bacteria or fungi. In time, new applications have been
discovered for this technique. The use of this technique in the field entomology,
to identify important arthropods, is particularly relevant to our study.

Sandflies are arthropods important for the spread of canine leishmaniosis.
The bite of female sandflies is the main mode of transmission of Leishmania
infantum. Not all sandfly species are vectors for canine leishmaniosis and because
of this it is very important to be able to identify accurately the species of sandfly.
For many years, sandflies have been identified morphologically but this method
is time-consuming and requires specialised, experienced personnel. In recent
years, many researchers have chosen to use molecular biology techniques in order
to identify sandflies but this can be a very costly alternative. The MALDI-TOF
technique has been proven to be an efficient, cheap and fast alternative to reliably
identify sandflies.

CDC light traps are indispensable tools for studying hematophagous
arthropods with positive phototropism but these instruments come at a significant
cost. There are few producers worldwide and because of this, there is often a
significant shipping cost added to the total cost of these traps. To circumvent this
cost issue, we built our own CDC style light traps using available materials. The
light traps were used to collect sandflies form 21 collection points, from all four
regions from the north of Greece. We identified morphologically a total of 110
sandflies (44 female and 66 male) of which 48 were identified as Phlebotomus
tobbi, 21 Sergentomya minuta, 25 Phlebotomus neglectus, 13 Phlebotomus
perfiliewi, 1 Phlebotomus papatasi and 2 Phlebotomus simici.

Sample homogenisation is an important step for the MALDI-TOF
analysis but manual homogenisation is time-consuming and very often leads to
differences in the quality of the spectra between operators. To avoid this type of
issues we developed an automatic homogenisation protocol for sandflies.

Some of the spectra obtained after the MALDI-TOF analysis were used
for the creation of a database necessary for identification. We created a database
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for the identification of Phlebotomus tobbi, Sergentomya minuta, Phlebotomus
neglectus, and Phlebotomus perfiliewi. It was not possible to create a database for
Phlebotomus papatasi and Phlebotomus simici because of the small number of
samples. These last two species were only identified morphologically.

This last study has completed the objective of facilitating the study of
sandflies by improving the methods of capture and identification of sandflies by
MALDI-TOF.

The objective of this thesis is to complete and update our knowledge
about the epidemiology of canine leishmaniosis, babesiosis, hepatozoonosis and
dirofilariosis in the context of the world-wide changes of prevalence and
distribution of vector-born diseases.
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INTRODUCERE

Bolile transmise de artropode sau bolile vectoriale reprezintd una dintre
principalele probleme ce afecteaza sanatatea oamenilor si animalelor din toatd
lumea. Leishmanioza, malaria, filariozele, babesioza, virusul zika si west nile
sunt doar cateva dintre cele mai cunoscute infectii transmise de vectori.

Specificul acestui grup de infectii este ca sunt influentate foarte mult de
clima si, din acest motiv, zone geografice si climatice diferite sunt in general
afectate in proportii diferite, de boli diferite. Zone cu clima propice pentru
dezvoltarea unui artropod ce poate fi vector prezintd, in general, prevalente
crescute ale acestor infectii. Datorita schimbarilor climatice, dar si altor schimbari
de habitat induse sau nu de om, au fost raportate modificdri semnificative ale
prevalentei si distributiei ale multor boli vectoriale.

Aceste schimbari epidemiologice prezinta o provocare pentru foarte
multe tari dezvoltate din vestul Europei, ce au investit de-a lungul anilor resurse
considerabile pentru a preveni si a intelege raspandirea acestor boli si, cu atat mai
mult mai reduse si nu a fost cu putinta efectuarea de testari in masa bazate pe
biologia moleculard. Este clar cd in Romania incad existd regiuni in care
cunostintele despre epidemiologia unor boli de importantd pentru medicina
veterinard nu sunt la un nivel asemanator cu cel din vestul Europei. Aceasta
lucrare cauta sa contribuie la remedierea acestei disparitati de cunostinte

Scopul acestei lucrari este de a obtine noi informatii despre
epidemiologia unor boli vectoriale, importante pentru sanatatea cainilor, dar si cu
posibile implicatii pentru sanatatea umana. Am ales sa studiem babesioza canina
pentru impactul semnificativ asupra sanatdtii cainilor, Dirofilaria spp. si
Leishmania spp., care prezintd un risc pentru sdnatatea animalelor, dar si a
oamenilor, si hepatozoonoza canind, o infectie a cérei epidemiologii este foarte
putin cunoscuta in Romania.

Pentru indeplinirea scopului propus au fost stabilite si Indeplinite cinci
obiective generale: (i) studii epidemiologice ale leishmaniozei canine 1n sudul
Roméniei prin metode serologice si de biologie moleculara, (ii) studiu
epidemiologic bazat pe biologie moleculara al babesiozei si hepatozoonozei in
sudul Romaniei, (iii) studiu epidemiologic bazat pe biologie moleculara a
dirofilariozei canine in sudul Romaniei (iv) stabilirea unei metode de
omogenizare automata a flebotomilor pentru analiza MALDI-TOF (v) crearea
unei baze de date de referinti MALDI-TOF si folosirea acesteia pentru
identificarea cu succes a patru specii de flebotomi capturati.
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INTRODUCTION

Diseases that are transmitted by arthropods or vector-borne diseases are
one of the main health concerns that affect both animals and humans around the
world. Diseases such as leishmaniosis, malaria, filariosis, babesiosis, Zika and
West Nile are only some of the most well-known vector-borne infections.

The particularity of this group of diseases is that climate plays an
important role on what diseases are present in a certain region and on the
prevalence of the diseases. Because of this characteristic, regions with different
climate are affected by different diseases and in different proportions. Naturally
this happens because regions with a climate suitable for one particular vector are
often seen to have a higher prevalence of infections transmitted by said vector.

For some years, scientists reported significant changes in the prevalence
and distribution of many vector-borne diseases and this is mainly attributed to
climate change and other changes of habitat.

These changes represent a significant challenge to many countries form
the west of Europe that had to invest considerable resources to understand and to
prevent the spread of these diseases. This situation represented an even bigger
challenge to the counties of Eastern Europe that did not have in the past the
resources to carry large-scale epidemiological studies based on molecular
biology.

It is clear that for the reasons mentioned above, in Romania the
knowledge about vector-borne diseases is not at the same level as in the west of
Europe. This scientific work is meant to help bridge the gap of knowledge in this
field, between the west and east of Europe.

Our study aims to obtain new information about the epidemiology of
some vector-borne diseases that are important for the health of dogs but also have
a role to play in the health of humans. In this study we chose to focus on four
vector-borne diseases. We chose to study canine babesiosis for the significant
impact of this disease on the health of dogs. We chose to study canine filariasis
and canine leishmaniosis two important diseases in dogs that can also affect the
health of humans. Finally, we also chose to study canine hepatozoonosis because
there is scarce knowledge about the epidemiology of this disease in Romania.

In order to carry out our study we fixed and fulfilled five main objectives:
(i) epidemiological study of canine leishmaniosis in the south and south-east of
Romania using serology and molecular biology techniques, (ii) epidemiological
study of canine babesiosis and hepatozoonosis in the south of Romania, using
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molecular biology techniques, (iii) epidemiological study of canine filariasis in
the south of Romania, using molecular biology techniques, (iv) develop a method
for automatic homogenization of sandfly samples for MALDI-TOF analysis, (v)
development of a MALDI-TOF database that can be used for the identification of
four species of sandflies and successfully using said database to identify captured
sandflies.
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CAPITOLUL I
IMPORTANTA LEISHMANIOZEI CANINE

CHAPTERI
THE IMPORTANCE OF CANINE LEISHMANIOSIS

1.1 Importanta leishmaniozei

Leishmanioza este una dintre cele ai importante boli infectioase la nivel
mondial dar afecteaza in mod special populatii din tari in curs de dezvoltare si
populatii sarace din zone rurale sau suburbane (Alvar, Yactayo, si Bern 2006).

Cainii pot fi infectati cu mai multe specii de Leishmania, dar cel mai
important agent etiologic al leishmaniozei canine (CanLl) este L. infantum.
Infectiile cu L. infantum pot duce la manifestari cutanate si viscerale (Dantas-
Torres et al. 2012).

Dupa cum se poate observa si din tabelul 1.1, céinii pot fi infectati de cel
putin 11 alte specii de Leishmania. In pofida acestui fapt, acestia reprezinta un
rezervor important doar pentru infectiile cu L. infantum (Dantas-Torres 2007;
Dantas-Torres et al. 2012).

Infectiile umane cu mai multe specii zoonotice de Leishmania pot duce
la leishmanioz& umana, ce se poate manifesta in diverse moduri, depinzand de
statusul imunitar al gazdei si de specia de Leishmania in cauza. Leishmanioza
umana se poate manifesta ca leishmanioza viscerala, ce implica organele interne
si poate duce la moarte dacd ramane netratatd, leishmanioza cutanatd, ce se
manifestd prin leziuni si ulceratii la nivelul pielii, ce in timp cicatrizeaza, si
leishmanioza mucocutanata, ce se manifesta prin leziuni la nivelul mucoaselor si
a pielii, ce pot duce la desfigurare (Solano-Gallego et al. 2009).

Parazitii din genul Leishmania (Kinetoplastida: Trypanosomatidae) sunt
protozoare ce au un impact important asupra sandtatii animalelor, dar si a
oamenilor. Acesti paraziti infecteaza caini de pe toate continentele, in afara de
Oceania, si sunt transmisi de la o gazda la alta prin intermediul flebotomilor din
genul Phlebotomus in Europa, Asia si Africa sau din genul Lutzomyia pe
continentul American (Dantas-Torres 2007).
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Tabel 1.1: Tabelul reprezinta speciile de leishmania ce afecteaza cdinii, distributia
geografica si vectorii ce transmit fiecare specie de leishmania. Cu exceptia L.

arabica, toate speciile au potential zoonotic dar cainele este considerat un rezervor
important doar pentru L. infantum (Dantas-Torres et al. 2012)

Table 1.1: The table presents all leishmania species that infect dogs. The
geographic distribution and the competent vector is presented for each species as
well. With the exception of L. arabica, all species are zoonotic but the dog is only
considered the main reservoir for L. infantum (Dantas-Torres et al. 2012)

Leishmania spp.

Distributie geografica

L. amazonensis

L. arabica
L. braziliensis

Vector
L. flaviscutellata, L. nociva, L.
whitmani
P. papatasi

L. intermedia, L. migonei, L. wellcomei,
L. whitmani, si altii

Brazilia

Arabia Saudita
America de Sud

L. colombiensis L. hartmanni Venezuela

L. guyanensis L. anduzei, L. umbratilis, L. whitmani Columbia

L. infantum L. longipalpis, L. evansi, P. neglectus, = Africa, America, Asia,
P. perniciosus, si altii Europa

L. major P. papatasi Egipt, Arabia Saudita

L. mexicana L. ayacuchensis, L. olmeca Ecuador, SUA

L. panamensis L. hartmanni, L. gomezi, L. panamensis, ~Columbia, Ecuador,
L. trapidoi, L. sanguinaria Panama

L. peruviana L. peruensis, L. verrucarum Peru

L. pifanoi L. flaviscutellata, L. youngi Ecuador

L. tropica P. sergenti India, Iran, Maroc, Siria

Infectiile cu parazitii din genul Leishmania sunt considerate cele mai
importante boli vectoriale dupd malaria si filariozele ce afecteaza sistemul

limfatic. Leishmanioza este endemicd in 88 de tari si in majoritatea tarilor
tropicale si subtropicale (Solano-Gallego et al. 2009). Peste 350 de milioane de
persoane sunt expuse acestei infectii, iar in fiecare an sunt raportate aproximativ

2 milioane de cazuri noi, dintre care 0.5 milioane de leishmanioza viscerala si 1.5

milioane leishmanioza cutanatd (Desjeux 2004). Doar cazurile de leishmanioza

viscerald sunt responsabile de aproximativ 59000 de morti anual, o ratd a
mortalitatii depdsitd doar de malaria (Desjeux 2004). Aceste cazuri de
leishmanioza cutanatd si mucocutanatd se manifestd cum se poate observa in

figura 1.1.
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1.2 Biologia, ecologia si raspandirea flebotomilor

Singurul mod de transmitere a leishmaniozei, ce este important din punct
de vedere epidemiologic, este prin intermediul intepaturii flebotomului care a
intepat anterior un animal deja infectat. A fost raportata si transmiterea sexuala,
congenitald si prin intermediul transfuziilor cu sdnge contaminat dar aceste
modalitdti de transmitere a leishmaniozei sunt raportate foarte rar si nu reprezinta
modalitatea principala de raspandire a acestei infectii (Rosypal et al. 2005; Silva
et al. 2009; Tabar et al. 2008).

Distributia, taxonomia, ecologia si biologia flebotomilor este studiata
intensiv de foarte multi cercetatori datorita faptului cd aceste insecte transmit la
oameni si animale flebovirusuri, bacteria Bartonella bacilliformis, dar si parazitii
din genul Leishmania.

Flebotomii fac parte din familia Psychodidae, ordinul Diptera,
subordinului Nematocera, clasa Insecta, increngatura Artropoda.

Flebotomii din genul Phlebotomus transmit leishmanioza in Europa,
Africa si Asia, iar flebotomii din genul Lutzomya transmit leishmanioza pe
continentul Nord American si Sud American. Nu toti flebotomii transmit paraziti,
bacterii sau virusi, aproximativ 10% din speciile cunoscute de flebotomi sunt
vectori.

Au fost observate diferente intre preferintele de habitat ale flebotomilor
intalniti in emisfera vesticd si preferintele flebotomilor din restul lumii.
Flebotomii din emisfera vestica sunt gasiti cel mai des in zonele impadurite si in
general oamenii ce petrec mult timp la exterior si langd zone impadurite sunt cei
mai expusi la infectiile cu parazitii din genul Leishmania. Flebotomii din emisfera
esticd se gasesc In numar mai mare in zonele cu o clima arida sau semi-arida si
se gasesc mai des in zone locuite de oameni sau apropierea acestor zone (Killick-
Kendrick 1999; Sharma si Singh 2008).

Chiar dacad flebotomii se gasesc cu preponderenta n zone calde, prezenta
acestor insecte a fost raportata putin la nord de paralela 50°N in Canada si putin
la sud de aceasta paralela la in Franta si Mongolia. In emisfera sudici, flebotomii
au fost raportati pana la paralela 40°S, dar nu se gasesc in Noua Zeelanda.
Flebotomii pot fi gasiti de la sub nivelul marii pana la o 1ndltime de 3300 metri
deasupra nivelului marii (Maroli et al. 2013).

Dupa cum se poate observa si din figura 1.1 flebotomii au patru stadii de
dezvoltare: ou, larva, pupa si adult.
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Figura 1.1: (a) Stadiul larval al flebotomului Phlebotomus perniciosus (Maroli et
al. 2013) (b) Reprezentare grafica a ciclului vital al flebotomilor (Burton, Carter,
si Oeltmann 2018)

Figure 1.1: (a) The larval stage of Phlebotomus perniciosus (Maroli et al. 2013)
(b) The graphical representation of the sandfly life cycle (Burton et al. 2018)

Dupa imperechere (figura 1.2), femele depun intre 15 si 80 oua in locuri
ce oferd hrana necesara, umiditate adecvata larvelor si umbra. Pentru ca larvele
sd aiba toate conditiile necesare supravietuirii, foarte des flebotomii depun ouéle
in scorburi, pesteri, in fecale de animale, in sol bogat in material organic, in
material vegetal in descompunere, crapaturi din ziduri si addposturile animalelor.
Ouile sunt albe dupa depunere, dar devin maronii in scurt timp. Eclozarea ouilor
depinde de temperatura externd. Larvele au forma de omida si prezinta peri in
zona caudald, ce permit identificarea acestora ca larve de flebotomi (Maroli et al.
2013; Sharma si Singh 2008).

Flebotomii adulti sunt de dimensiuni mici, nu depasesc 3.5 mm in
lungime, sunt acoperiti de peri si tin aripile ridicate, Intr-o pozitie specifica ce
aminteste de litera “V”. Se pot prezenta in culori diferite, de la culoarea nisipului
pana la negru, iar picioarele sunt foarte lungi si delicate (Sharma si Singh 2008).

Flebotomii se hranesc cu material vegetal, iar femelele au nevoie de
proteine din sdnge pentru a produce oud. Foarte putine specii nu au nevoie de
sange pentru a depune ouale (Killick-Kendrick 1999; Maroli et al. 2013).
Flebotomii sunt activi seara, noaptea si dimineata, zboara fara sa faca zgomot, cu
o vitezd de sub un metru pe secunda si pe distante mici. Din acest motiv,
flebotomii se indeparteaza doar cateva sute de metri de locurile unde isi depun
ouale pentru a gasi mamifere, pasari sau reptile pentru a obtine singele necesar
pontei (Killick-Kendrick 1999; Maroli et al. 2013).
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Figura 1.2: Imperecherea a doi flebotomi adulti Phlebotomus duboscqi. Se poate
observa in dreapta flebotomul mascul cu abdomenul mai subtire ce se foloseste de
organul genital extern pentru a fixa si copula femela (Lawyer et al. 2017)

Figure 1.2: Two adult Phlebotomus duboscqi can be observed mating. The male
can be observed to the right, with narrow abdomen and using the external
copulatory organ to mate the female (Lawyer et al. 2017)

1.3 Metode de control a raspandirii leishmaniozei provocata
de infectia cu L. infantum

Avand in vedre potentialul zoonotic al infectiilor cu L. infantum, si
schimbare distributiei si prevalentei acestei infectii, a fost investigata eficienta
metodelor de preventie si control.

1.3.1 Preventia prin eutanasia ciinilor seropozitivi

Preventia infectiilor cu L. infantum la oameni si animale prin eutanasia
cainilor seropozitivi este 0 metoda controversata, ce a fost aplicata doar in unele
tari endemice, cu rezultate nesatisfacatoare.

Poate unul dintre cele mai reprezentative exemple ale eficientei acestei
strategii de control este cel al Braziliei.

Eutanasia cainilor seropozitivi pentru anticorpi anti-L. infantum este una
dintre principalele strategii implementate in Brazilia pentru a controla
leishmanioza canind, dar si cea umana (Costa 2011; Dantas-Torres et al. 2012).

Aceastd metoda de control a bolii a fost implementata inca din anul 1950.
In baza acestui program au fost eutanasiati aproximativ 3500 caini seropozitivi
pe an. Intre anii 1990 si 1994 au fost testati 4.5 milioane de caini si au fost
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eutanasiati 80000 de céini. Tot In aceasta perioada, incidenta infectiilor umane cu
L. infantum a crescut cu aproape 100%.

Mai multe studii aratd cd aceastd metoda nu a oprit cresterea incidentei
infectiilor cu L. infantum la céine dar si la om. Aplicarea acestei strategii a dus la
dezbateri. Aceasta a fost intalnitd cu rezistentd din partea societitii din motive
etice si nu este acceptatd nici de o mare parte a comunitatii stiintifice din cauza
lipsei de dovezi stiintifice ce demonstreaza eficacitatea acestei strategii de a limita
raspandirea leishmaniozei (Dantas-Torres et al. 2012).

Studiile ce au monitorizat rezultatele aplicarii acestei strategii au generat
rezultate si concluzii diferite din cauza unor limitari legate de metodologie, cum
ar fi numarul prea mic de subiecti studiati, dar nu au reusit sd8 demonstreze o
eficientd majora a acestei strategii. Aceasta lipsa de eficientd poate fie explicatd
de faptul ca subiectii eutanasiati sunt inlocuiti foarte rapid de alti caini
susceptibili.

Aceasta strategie a provocat moartea a mii de caini in Brazilia si nu a
reusit sd diminueze semnificativ transmiterea acestei boli si nici sd prevind
cresterea in numadr a cazurilor de leishmanioza la céini si oameni. Din aceasta
cauza, marea majoritate a cercetdtorilor din domeniu pledeaza pentru renuntarea
la aceasta strategie in favoarea planurilor de control Impotriva vectorilor si prin
intermediul vaccinarii (Dantas-Torres et al. 2012; Quinnell si Courtenay 2009;
Romero si Boelaert 2010).

1.3.2 Preventia prin controlul vectorilor

Folosirea substantelor repelente pentru a impiedica transmiterea
leishmaniozei de citre flebotomii infectati este o metoda eficienta, folositd in
toate zonele endemice. Aceastd metodd de control are un cost relativ redus si
substantele repelente pot fi obtinute cu usurinta in toate regiunile lumii.

Eficienta zgarzilor impregnate cu deltametrina utilizate pentru a preveni
aparitia leishmaniozei canine a fost raportata in studii ce au avut loc in America
de Sud, in sudul Europei si in Asia. Zgéarzile cu deltametrina au un efect repelent
impotriva flebotomilor pe o perioada indelungata, de peste 6 luni (David et al.
2001; Killick-Kendrick et al. 1997; Maroli et al. 2001; Mazloumi Gavgani et al.
2002; Miré et al. 2008).

Substantele repelente previn transmiterea leishmaniozei intre céini, dar
folosirea in masd, intr-o anumita regiune, a acestor substante previne indirect si
infectiile umane, deoarece L. infantum este transmisa la om de la un caine infectat.
Acest lucru a fost demonstrat in Iran. Folosirea zgirzilor impregnate cu
deltametrind a dus la scdderea numarului de caini seropozitivi, dar a scazut si
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numarul de copii seropozitivi din regiunea in care a avut loc studiul (Mazloumi
Gavgani et al. 2002).

Produsele topice spot-on cu piretroizi au avut de asemenea eficienta
demonstrata in respingerea flebotomilor, dar pentru o durata mai scurta. Produse
pe baza de permetrind, combinatie de permetrina si piriproxifen sau de permetrina
si imidacloprid ofera protectie fata de flebotomi pentru aproximativ 20 de zile.
Eficienta acestor substante a fost testata atat in conditii de laborator, cét si in zone
endemice din sudul Europei. Foarte des sunt folosite combinatii de substante ca
permetrind si imidacloprid sau permetrind si piriproxifen (Mir6 et al. 2007
Molina et al. 2006, 2012; Otranto et al. 2007).

1.3.3 Preventia prin vaccinare

Desi folosirea piretroizilor au un efect important Impotriva Intepaturilor
de flebotomi si sunt eficiente in prevenirea leishmaniozei daca sunt folosite pe
scard largd, acestea nu oferd protectie absolutd impotriva tuturor speciilor de
flebotomi sau daca preventia cu piretroizi este facutd de catre stapanii animalelor
(Gradoni 2015). Din aceasta cauza elaborarea de vaccinuri pentru leishmanioza a
fost si este in continuare un obiectiv foarte important pentru cercetatorii din
domeniul medicinei veterinare, dar i al sanatatii publice (Gradoni 2015).

Un raspuns imunitar eficient al gazdei este celular, specific si mediat de
limfocitele Th1. Din aceasta cauzd, pentru a oferi protectie si a reduce raspandirea
bolii vaccinul trebuie sd contind un antigen ce poate sd induca un raspuns imunitar
mediat de limfocitele Thl. Gasirea antigenului si adjuvantului potrivit a
reprezentat una dintre cele mai mari piedici in obtinerea a unor vaccinuri eficiente
(Gradoni 2015). Mai multe combinatii de antigeni si adjuvanti au fost incercate
in cautarea unor vaccinuri eficiente si antigenii au fost obtinuti din paraziti
inactivati, fractiuni celulare purificate, proteine celulare sau subunitati de
proteine, proteine recombinate, ADN plasmidic si particule virale ce contin
factori de virulentd ai parazitului. Dupa aceastd cautare intensiva, doar trei
vaccinuri cu o eficientd crescutd au fost gasite si au fost inregistrate doua in
Brazilia si un vaccin in Europa (Gradoni 2015; Otranto si Dantas-Torres 2013).
Unul dintre primele vaccinuri Inregistrate in Brazilia are ca antigen proteina A2
recombinat si foloseste saponina ca adjuvant.

Proteina A2 a fost descoperita pentru prima oara in Leishmania donovani
si este primul factor de virulentd identificat ce este specific pentru forma
amastigota. Proteina A2 este una dintre antigenii recunoscuti de limfocitele T in
infectia cu Leishmania infantum.
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Eficacitatea acestui vaccin a fost analizatd 1n laborator prin injectarea
intravenoasi a unei doze mari de promastigote de Leishmania infantum (5x107).
Prin testarea doar 1n laborator al acestui vaccin a fost demonstrat cé protejeaza
40% de infectie si a fost inregistrat ca vaccin canin in Brazilia sub numele de
LeishTec®, produs de Hertape Calier. Deoarece in infectia naturala joaca un rol
si saliva dar si enzimele digestive ale flebotomilor, eficienta acestui vaccin trebuie
evaluatd si pe teren (Fernandes et al. 2008; Gradoni 2015; Otranto si Dantas-
Torres 2013).

Un alt exemplu il reprezintd un vaccin ce are ca antigen glicoproteina
FML, purificatd din Leishmania donovani si amestecatd cu saponina QuilA, cu
rol de adjuvant. Acest vaccin ofera o protectie de 92% si o eficacitate de 76% la
testele facute pe teren si folosirea lui in zone endemice din Brazilia a corelat cu o
scadere 1n incidenta infectiilor canine si umane. Acest vaccin este inregistrat n
Brazilia si a fost demonstrat de folos si in imunoterapia cainilor infectati (Borja-
Cabrera et al. 2010; Gradoni 2015; Otranto si Dantas-Torres 2013).

In Europa este inregistrat produsul “CaniLeish”, un vaccin ce are in
compozitie antigenul ES purificat din supernatantul culturii de Leishmania
infantum si contine saponina QA21 obtinutd din scoarta copacului Quillaja
saponaria ca adjuvant (Gradoni 2015; Otranto si Dantas-Torres 2013). Acest
vaccin a demonstrat o eficacitate de 57% la proba in laborator prin injectarea
intravenoasi a 10%° promastigote de Leishmania infantum la un an dupi
vaccinare (Martin et al. 2014). Acest vaccin are o eficacitate de 68.4% pe teren si
o ratd de protectie de 92.7% dar pentru a conclude in ce masura folosirea lui ar
ajuta controlul leishmaniozei pe continentul European este nevoie de studii la
scard mare (Gradoni 2015; Oliva et al. 2014; Otranto si Dantas-Torres 2013).

1.4 Tabloul clinic

Tabloul clinic al leishmaniozei canine poate sa varieze foarte mult si acest
aspect depinde de parazit dar si de raspunsul imunitar al cainelui infectat.
Leishmanioza canina este o boala sistemica ce poate sa afecteze mai multe organe
si se manifesta prin semne clinice ce nu sunt specifice. Simptomele pot sa includa
letargie, inapetenta, splenomegalie, poliurie, polidipsie, leziuni oculare, epistaxis,
onicogrifoza, diaree, voma, leziuni ale pielii, limfadenomegalie generalizata,
pierdere in greutate, atrofie musculara si intoleranta la efort. Tabloul clinic ce
variaza si simptomele clinice nespecifice Ingreuneaza diagnosticul clinic al
acestei boli, mai ales in térile unde aceasta boala nu este endemica si nu este bine
cunoscutd de medicii veterinari si medicii umani.
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Chiar dacd 1n leishmanioza canind pot sid apard un numar mare de
simptome ce implica organe diferite, existd semne clinice ce sunt intdlnite mai
des si altele intalnite rar (Koutinas et al. 1999; Solano-Gallego et al. 2009).

1.4.1 Leziunile cutanate

Leziunile cutanate reprezintd simptomul cel mai des 1intdlnit in
manifestarea clinica a leishmaniozei canine si poate sa fie singura modificare sau
se poate prezenta in paralel cu alte simptome.

Leziunile cutanate pot se prezinte 1n diferite forme:
a) dermatita exfoliativa, non pruriginoasa, insotita sau nu de alopecie, ce poate fi
localizata sau generalizata;
b) dermatita ulcerativa prezenta deasupra proeminentelor osoase, pe pernute, la
nivelul jonctiunilor muco-cutanate sau pe pavilionul auricular dupa cum se poate
observa in figura 1.3;
¢) dermatitd nodulara focala sau multifocala;
d) dermatitd muco-cutanata proliferativa;

¢) dermatita papulara.

Figura 1.3: Caine din vestul Greciei cu semne clinice specifice leishmaniozei:
cagexie, limfadenopatie, ulceratii la nivelul urechii si leziuni specifice cu
alopecie 1n zona perioculard (original)

Figure 1.3: Dog from the west of Greece manifesting clinical sings specific
for leishmaniosis: cachexia, lymphadenomegaly, skin ulcerations on the ear,
specific lesions with alopecia in the periocular region (original)

Leziuni cutanate atipice includ depigmentatie, paniculitd, hiperkeratoza
nazald si digitala, eruptii de pustule si eritem (Bottero, Poggi, si Viglione 2006;
Koutinas et al. 1999; Solano-Gallego et al. 2009).
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1.4.2 Afectiuni renale

Functiile renale ale cainilor infectati trebuie evaluate, deoarece
leishmanioza canina este insotita foarte des de insuficienta renala cronica.

Aceasta insuficientd renald se datoreazd glomerulonefritei membrano-
proliferative si/sau mezangio-proliferative provocata de distrugerea glomerulului
si a tubului renal ce rezultd in urma depunerii de complexe imune la nivelul
nefronului. Aceste complexe imune sunt imunoglobuline G anti-Leishmania
produse in cursul raspunsului imun umoral.

De multe ori insuficienta renald este singurul simptom. Diagnosticul
precoce al insuficientei renale poate prelungi considerabil viata pacientului
deoarece aceasta reprezintd cauza principald de moarte a animalelor cu
leishmanioza. Desi insuficienta renald este frecventa, azotemia nu este un indiciu
paraclinic intalnit des deoarece nefronii isi pierd din functionalitate in stadiul
terminal al bolii (Alvar et al. 2004; Solano-Gallego et al. 2009).

1.4.3 Afectiuni oculare si perioculare

Afectiunile oculare 1n cazul leishmaniozei canine se prezinta frecvent si
in diverse moduri. De multe ori se prezintd conjunctivitd impreund cu secretii
mucoase sau mucopurulente dupd cum poate fi observat in figura 1.4. Alte
manifestari frecvente sunt: keratitd, keratoconjunctivitd (figura 1.4), uveitd,
blefarita sau sclerita. Keratita poate evolua cu ulceratii si poate duce la orbire. De
asemenea uveita poate evolua in glaucom secundar sau panoftalmie, urmata de
pierderea vederii. Mucoasele pot fi palide datoritd anemiei.

Afectiunile oculare sunt datorate prezentei parazitului, dar exista
posibilitatea ca acestea sa fie provocate si de raspunsul imun (Alvar et al. 2004;
Koutinas et al. 1999).

Exista si leziuni Intalnite mai rar in rdndul cdinilor cu leishmanioza iar
acestea sunt: leiziuni ale mucoaselor, artritd sau poliartirtd, hepatitd cronica,
colita, miozitd, manifestiri nervoase provocate de meningita, boli autoimune,
pericardita, vasculitd, tromboembolism.

10
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Figura 1.4: Keratoconjunctivita si secretii oculare mucopurulente
la un caine cu leishmanioza viscerala (Freitas et al. 2017)

Figure 1.4: Keratoconjunctivitis and mucopurulent discharge in
a dog with visceral leishmaniosis (Freitas et al. 2017)

1.4.4 Semne paraclinice

Urmatoarele semne paraclinice indicd o posibila infectie cu Leishmania
infantum: proteinurie §i azotemie persistentd, anemie nonregenerativa,
leucocitozd sau leucopenie, hipergammaglobulinemie, hipoalbulinemie,
trombocitopenie.

Au fost raportate schimbari in distributia si prevalenta infectiilor cu L.
infantum in toata lumea iar in estul Europei au fost raportate cazuri noi in zone
considerate non-endemice. Si in Romania au fost raportate cazuri noi dupd o
perioada de 70 de ani In care nu a mai fost identificata aceasta infectie pe teritoriul
tarii.

Studiul nostru are rolul de a folosi metode specifice si sensibile de
biologie moleculara si serologie pentru a identifica prezenta infectiilor canine cu
L. infantum la cainii fard stapan din sudul Romaéniei si pentru a stabili distributia
si prevalenta acestei infectii.

1.5 Raspandirea leishmaniozei canine

Pentru mult timp, aceastd boala a fost considerat sa fie endemica doar in
tarile cu climat tropical sau subtropical de pe continentul American, European
Asiatic si African (Solano-Gallego et al. 2009), dar ultimele studii aratd ca
raspandirea acestei boli este in schimbare pe tot globul si a fost demonstrata
prezenta L. infantum in tari cu climd temperata si in zone ce nu au fost considerate
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endemice in trecut. Acest fenomen poate fi observat atat in emisfera vestica, cat
si in emisfera estica. Au fost gasite cazuri de infectii autohtone cu L. infantum in
nordul Argentinei, in sudul Canadei si in Korea de Sud (Bhang et al. 2013; Cruz
et al. 2010; Diaz et al. 2019; Duprey et al. 2006).

Acest fenomen de schimbare a distributiei si prevalentei a infectiilor
canine cu L. infantum a fost observat si in Europa.

In Europa, L. infantum este endemic in tirile mediteraneene dar ca si
pentru celelalte boli vectoriale, a fost observatd o schimbare in distributia si
prevalenta acestui parazit. Aceste schimbari sunt, In mare parte atribuite
schimbdrilor climatice si a altor schimbari ale mediului induse de oameni
(Medlock si Leach 2015; Otranto, Capelli, si Genchi 2009).

Oamenii si animalele ce calatoresc intre zone endemice si non-endemice
joacd un rol important in raspandirea bolii (Day 2011; Maia si Cardoso 2015).
Acest mecanism de raspandire a infectiei este in mod special eficient deoarece
cainele reprezintd rezervorul principal al acestei infectii iar in contextul libertatii
de circulatie din Uniunea Europeand, existd un numar mare de animale si oameni
ce calatoresc intre tarile din sudul Europei si térile din nord sau est (Maia si
Cardoso 2015; Solano-Gallego et al. 2009).

Aceste schimbari ale distributiei si prevalentei leishmaniozei canine in
Europa sunt bine documentate. Existd exemple de leishmanioza canina in zone
non-endemice din Italia (Otranto et al. 2009) si Spania (Mira et al. 2012). In estul
Europei exista o situatie similara, au fost raportate cazuri de leishmanioza canina
in tari considerate non endemice cum sunt Bulgaria (Tsatchev et al. 2010),
Ungaria (Tanczos et al. 2012) sau Roménia (Dumitrache et al. 2016). De
asemenea, in Serbia au fost raportati flebotomi infectati cu L. infantum (Vaselek
etal. 2017).

Prin acest studiu, incercim o abordare comparativi a evolutiei
leishmaniozei, de la raportarea primelor cazuri si pana in prezent.
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CAPITOLUL II
IMPORTANTA BABESIOZEI LA CAINE

CHAPTER 11
THE IMPORTANCE OF CANINE BABESIOSIS

2.1 Introducere

Babesioza este o boala parazitara provocata de infectia cu protozoare din
genul Babesia spp. Parazitii din genul Babesia pot infecta mai multe animale
domestice si salbatice, dar au fost raportate chiar si infectii umane (Solano-
Gallego et al. 2016). Acesti paraziti au fost descrisi pentru prima oara in 1888 de
citre medicul Victor Babes in eritrocite de bovine (Babes 1888). In anul 1892
Victor Babes raporteaza prezenta unor organisme similare in eritrocitele unor
ovine cu hemoglobinurie (Babes 1892). In anul 1893, Starcovici numeste acesti
paraziti Babesia bovis si Babesia ovis, dupa persoana ce a descoperit acesti
paraziti (Schnittger et al. 2012). Aceastd boald este caracterizatd de anemie
hemolitica, splenomegalie, febra si este transmisa de capuse. Parazitii din genul
Babesia spp. fac parte din increngétura Apicomplexa.

2.2 Ciclul biologic

Aceste organisme paraziteaza eritrocitele gazdelor vertebrate unde are
loc si reproducerea asexuatd. Reproducerea sexuata are loc In gazda definitiva,
reprezentatd de cdpusd. Dupa cum se poate observa si din figura 2.1, sporozoitii
(Sz) ajung in sangele gazdei vertebrate in timp ce cdpusa se hraneste. Dupa ce
patrund in eritrocite, acestia se transforma in trofozoiti (T) ce se multiplica
asexuat prin merogonie formand merozoiti (M). Merozoitii parasesc eritrocitele
si patrund in noi eritrocite unde continud multiplicarea. O parte din merozoiti se
opresc din multiplicare si se tranformd in pregametociti (G). Dezvoltarea
gametogonici si sporogonia au loc in cipusa. In lumenul intestinal al cipuselor
pregametocitii se diferenteaza in micro- si macro-gameti (Sk) ce fuzioneaza si
formeaza zigotul (Z). Prin procesul de sporogonie, zigotii se multiplicd prin
meioza si se diferentiaza in oochineti. Oochinetii ajung in limfa, unde continud
multiplicarea. Din limfa, ookinetii ajung in glandele salivare unde are loc ultima
multiplicare si se diferentiaza In sporozoiti (Sz). Acesti sporozoiti vor fi transmisi
gazdei vertebrate dupa ce capusa se va transforma din stadiul de larva in nimfa
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sau din nimfa stadiul adult. Acest proces se numeste transmitere trans-stadiala
(Ts). Oochinetii ajung si in ovare de unde vor ajunge in oua si la generatiile de
capuse viitoare prin transmiterea trans-ovariand (To) (Bowman 2013a; Greene
2012b; Schnittger et al. 2012).

ciclul in ciipusa Sz ciclul in gazda vertebrata

/.'- -\
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:
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Figura 2.1: Reprezentare graficd a ciclului parazitilor din genul Babesia
(Sz)=sporozoiti, (T)=trofozoiti, (M)=merozoiti, (G)=pregametociti, (Sk)= micro- si
macro-gameti, (Z)= zigotul, (Sg)=glande salivare, (Ts)= transmitere trans-stadiala
(To)= transmiterea trans-ovariana. Toate etapele marcate cu litere in figura sunt
descrise in textul de mai sus (Schnittger et al. 2012)

Figure 2.1: Graphical representation of the Babesia spp. life cycle (Sz)=
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sporozoites,  (T)=trophozoites, (M)=  merozoites, (G)=pregametocytes,
(Sk)=microgametes and macrogametes, (Z)=zygote, (Sg)=salivary glands, (Ts)=
transstadial transmission, (To)= transovarial transmission. All stages of the cycle,
maked by letters in the figure are described in the text above (Schnittger et al. 2012)

2.3 Manifestari clinice

2.3.1 Manifestari clinice si semne paraclinice generale

Manifestarile clinice asociate infectiilor cu paraziti din genul Babesia pot
varia foarte mult de la o specie la alta, dar exista variatii chiar si in cazul infectiilor
cu aceeasi specie. Desi tabloul clinic si paraclinic variaza odata cu specia de
capuse ce provoacd infectia, existd unele simptome si semne paraclinice ce sunt
comune si pot ajuta clinicianul sd pund diagnosticul de babesioza. De cele mai
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multe ori, infectiile sunt insotite de febra, anemie hemolitica, splenomegalie,
trombocitopenie, letargie, anorexie, mucoase palide si icter (Bowman 2013a;
Greene 2012b; Koster, Lobetti, si Kelly 2015).

In cazuri severe pot aparea tulburiri de coagulare a sangelui, insuficienta renala
acuta, tulburari neurologice, soc si edem pulmonar (Greene, 2012a).

2.3.2 Manifestari clinice si paraclinice specifice infectiilor cu B.

canis

Infectiile cu B. canis prezintd simptome de o intensitate moderata sau
severa si prezintd o evolutie acutd. Tabloul clinic poate sa varieze foarte mult in
cazul acestor infectii dar de cele mai multe ori este caracterizat de anemie
hemolitica, febra, letargie si splenomegalie. Uneori se pot observa urmatoarele
simptome: petesii, epistaxis, limfadenopatie, voma.

Prin intermediul examenelor paraclinice ale cainilor infectati cu B. canis
se pot descoperi: hipotensiune, neutropenie, leucopenie, limfopenie,
hipoalbuminemie, hipokalemie, hiponatremie, hiperfosfatemie ,
hipertrigliceridemie, hipoglicemie, azotemia, valori crescute ale enzimelor
hepatice, fosfataza alcalind (ALP), aspartataminotransferazd (AST),
alaninaminotransferaza (ALT), dar si anemie normocromica, nonregenerativa si
normocitica (Solano-Gallego et al. 2016).

2.3.3 Manifestari clinice si paraclinice specifice infectiilor cu

Babesia vogeli

Infectiile cu B. vogeli, pot evolua acut sau cronic. De cele mai multe ori
sunt asimptomatice sau prezinta simptome moderate. Unii cdini se pot prezenta
cu febra dar fara alte simptome. Pot sa apara simptome severe in cazul cateilor.
In cazul cainilor infectati cu B. vogeli, sunt frecvente coinfectiile cu Ehrlichia
canis sau Hepatozoon canis (Baneth 2018; Greene 2012b).

2.3.4 Manifestari clinice si paraclinice specifice infectiilor cu B.

gibsoni

Infectiile cainilor cu B. gibsoni pot avea o evolutie acuta sau cronica, iar
simptomele au o intensitate moderatda sau severd. Aceastd infectie se poate
manifesta cu letargie, febrd, anorexie, voma, splenomegalie, limfadenopatie,
diaree (Greene 2012b; Solano-Gallego et al. 2016).

La examenele paraclinice se pot descoperi: hipoalbuminemie, anemie
hemolitica, nivel crescut al enzimelor hepatice fosfataza alcalina (ALP) si
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alaninaminotransferaza (ALT), trombocitopenie, hipoalbuminemie, neutropenie,
ascitd, azotemie, leukocitoza, nefropatie (Solano-Gallego et al. 2016).

Cainii tratati pentru babesiozd provocatd de infectia cu B. gibsoni
prezintd o ameliorare a simptomelor clinice, dar de cele mai multe ori rimén cu
o infectie asimptomaticd (Bowman 2013a).

2.3.5 Manifestari clinice si paraclinice specifice infectiilor cu

Babesia vulpes

Infectiile cu B. vulpes se observa preponderent la cdinii de vanatoare si
cei ce sunt tinuti afard. Aceasta infectie poate avea o evolutie acutd sau cronica,
iar intensitatea simptomelor poate sd fie moderata sau severa. Cainii infectati cu
B. vulpes pot avea mucoasele palide, tahipnee, tahicardie si hemoglobinurie. Prin
intermediul examenelor paraclinice se pot descoperi: anemie hemolitica
regenerativa, trombocitopenie de multe ori Insotita de insuficienta renald, anemie
non regenerativd, proteinurie, azotemie, hiperglobulinemie (Greene 2012b;
Solano-Gallego et al. 2016).

La cainii infectati cu B. vulpes, la care examenul paraclinic releva
azotemie, se observa o probabilitate de deces de zece ori mai mare. De fapt
azotemia este principala cauza de moarte la cdinii infectati cu Babesia vulpes.
Céinii cu azotemie prezintdi de cele mai multe ori si hiperfosfatemie,
hipoalbuminemie, hipercolesterolemie si proteinurie (Camacho et al. 2004).

2.4 Epidemiologia babesiozei canine

Babesioza canina este o boald cu raspandire mondiald dar specia de
Babesia ce provoaca aceasta boala variazd odatd cu locatia geografica. Fiecare
specie are o anumita raspandire geograficd. Cunoasterea raspandirii geografice
pentru fiecare specie este o informatie foarte utila pentru clinicieni, atat pentru
diagnostic cat si pentru tratament (Greene 2012b). Cu toate acestea, cunostintele
legate de raspandirea geografica a fiecarei specii de Babesia inca sunt incomplete.
Odata cu popularizarea metodelor de diagnostic moleculare, PCR si secventiere,
ce permit diferentierea speciilor din punct de vedere genetic, au devenit si mai
evidente diferentele dintre infectiile cu diferite specii de Babesia (Greene 2012b).

In Europa au fost raportate infectii la cini cu B. canis, B. vogeli, B, vulpes
si B. gibsoni. In Romania au fost raportate infectii la caini doar cu B. canis, B.
vogeli, s1 B. gibsoni (Solano-Gallego et al. 2016). Chiar dacd inca nu au fost
raportate infectii la cdini cu B, vulpes, aceasta infectie a fost raportata la vulpi si
la sacali (Daskalaki et al. 2018; Mitkova et al. 2017).
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CAPITOLUL III
IMPORTANTA HEPATOZOONOZEI LA CAINE

CHAPTER 111
THE IMPORTANCE OF CANINE HEPATOZOONOSIS

3.1 Introducere

Hepatozoonoza este o boald vectoriald produsa de protozoare ce fac parte
din genul Hepatozoon, familia Hepatozoidae subordinul Adeleorina, increngatura
Apicomplexa.

Existd un numar mare de parazitii din genul Hepatozoon ce pot si
infecteze mai multe specii de vertebrate. Au fost descoperite peste 300 de specii
de Hepatozoon ce pot sd infecteze pdsari, reptile amfibieni, marsupiale si
mamifere. Dintre cele 300 de specii de Hepatozoon, aproximativ 50 sunt specifice
mamiferelor (Baneth 2011; Greene 2012a; Modry et al. 2017).

Principalele specii de Hepatozoon, ce prezintd interes pentru medicii
veterinari sunt speciile ce afecteazd carnivorele, ca Hepatozoon canis si
Hepatozoon americanum. Infectiile cu Hepatozoon americanum sunt intalnite
cel mai des in sud-estul Statelor Unite, dar au fost raportate infectii cu acest
parazit si in nordul Statelor Unite, America Centrald si nordul Americii de Sud.

Parazitii din genul Hepatozoon pot fi transmisi de mai multe tipuri de
artropode ce paraziteaza vertebratele. Printre acestea se numara cépusele, tantarii,
flebotomii, muste, purici sau paduchii. Acesti paraziti nu sunt transmisi prin
intepatura artropodelor, ci prin inghitirea artropodelor infectate, ce contii oochisti
maturi, de citre gazda intermediara vertebrata.

3.2 Ciclul biologic

Artropodul este gazda definitiva a parazitului, unde are loc reproducerea
sexuatd a parazitului, iar vertebratul este gazda intermediarda, unde are loc
reproducerea asexuata (Greene 2012a).

Vectorul responsabil pentru transmiterea H. canis la caine este forma
matura a capusei Rhipicephalus sanguineus adulta. In Brazilia a fost demonstrat
ca si Amblyomma ovale este vector pentru H. canis . A fost demonstrat
experimental cd acest parazit poate fi transmis si intrauterin, de la catea, la pui
(Murata et al, 1993). Capuse ca Haemophysalis longicornis si Haemophysalis

17



Cimpan Andrei Alexandru

flava sunt potentiali vectori pentru H. canis dar abilitatea lor de a transmite acest
parazit nu a fost incd demonstratd. Nu a fost demonstrata in cazul infectiilor cu
H. canis nici transmiterea prin pradarea unor vertebrate infectate, metoda
confirmata in cazul altor specii din genul Hepatozoon (Baneth 2011).

(b)

Figura 3.1: (a) Meront al parazitului Hepatozoon canis din splina, ce contine
mai multi micromerozoiti coloratia hematoxilind-eozina (x 400) (b) Meront al
parazitului Hepatozoon canis din splind, ce contine trei macromerozoiti coloratia
hematoxilind-eozina (x 400) (Greene 2012a)

Figure 3.1: (a) Hepatozoon canis meront containing micromerozoites from
splenic tissue (Hematoxylin-Eosin staing, x 400) (b) Hepatozoon canis meront
containing three macromerozoites in splenic tissue (Hematoxylin-Eosin staing,
% 400) (Greene 2012a)

Gazda intermediard vertebrata este infectatd cand ingereaza capusa ce
joacd rol de vector. Sporozoitii trec prin peretele tubului digestiv, patrund in
limfocite si monocite, prin intermediul carora ajung in diferite organe tinta ca:
maduva, splina, limfonozi, ficatul, rinichi, plamani. Dupa ce au ajuns in organul
tinta, se formeaza merontii, ce contin merozoiti, ce se divid asexuat prin procesul
de merogonie. Au fost descrise doud tipuri de meronti: primul tip contine intre 20
si 30 de micromerozoiti si al doilea tip ce contine trei sau patru macromerozoiti.
Diferentele microscopice dintre cele doua tipuri de meronti pot fi vizualizate in
figura 3.1. Micromerozoitii parasesc merontii maturi si invadeaza neutrofilele si
monocitele, unde se transformad in gamonti prin procesul de gametogonie.
Parazitii sunt transmisi capuselor, in timpul hranirii, prin intermediul leucocitelor
infectate. Gametii fuzioneaza 1n tubul digestiv al cdpusei, unde formeaza zigotii.
Zigotii se multiplicd, iar prin procesul de sporogonie se formeaza un oochist
localizat in hemocel. Oochistul este o structurd mare ce contine sute de sporozoiti.
Cainele este infectat cand ingereaza oochistul odata cu capusa.
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Tot acest ciclu parazitului in céine are loc in 81 de zile iar durata fiecarui
stadiu de dezvoltare este ilustratd in figura 3.2.
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Figura 3.2: Reprezentarea grafica a ciclului vietii parazitului H. canis in gazda
intermediara si gazda definitivd. Este marcat numarul de zile din momentul
infectiei nimfei. (A) Gametii fuzioneaza. (B) Oochist imatur. (C) Oochist in
dezvoltare. (D) Oochist matur in hemocel. (E) Meront in maduva. (F) Meront ce
contine mai multi micromerozoiti. (G) Meront ce contine doi macromerozoiti.
(H) Macromerozoiti liberi in maduva osoasa. (I) Micromerozoiti in maduva
osoasd (J) Micromerozoiti cea au pentetrat un neutrofil si s-au transformat intr-
un gameti (K) Gamont matur in sangele periferic (Baneth, Samish, si Shkap
2007)

Figure 3.2: Sequence of events during experimental infection with H. canis.
Days from infection of nymph ticks are marked on the circumference of the
circle. (A) Association of gamonts in syzygy. (B) Early oocyst. (C) Developing
oocyst. (D) Mature oocyst in the tick hemocoel. (E) Early meront in the bone
marrow. (F) Meront containing micromerozoites aligned in a circle around a
basal material mass. (G) Meront containing 2 macromerozoites. (H) Free
macromerozoite in the bone marrow. (I) Free micromerozite in the bone marrow.
(J) Micromerozoite after penetration into neutrophil and during transformation
to gamont. (K) Mature gamont in the peripheral blood (Baneth et al. 2007)
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3.3 Manifestari clinice si paraclinice

Cainii infectati cu H. canis se pot prezenta cu manifestari clinice de o
intensitate diferitd. Manifestarile clinice depind de parazitemie. Cainii cu o
parazitemie crescutd se pot prezinta cu letargie, casexie, anemie si neutrofilie.
Acestia pot prezenta aproape toate neutrofilele din sangele periferic infectate,
cum se poate observa in frotiul din figura 3.3 (b). In acest caz semnele clinice
sunt de o intensitate crescutd, iar infectia poate sd pund in pericol viata
pacientului.

Cainii ce prezintd o parazitemie scazutd, intre 1% si 5%, de cele mai
multe ori sunt asimptomatici, sau prezinta semne clinice de o intensitate scazuta.
Acesti caini se prezintd de cele mai multe ori cu anemie si fard neutrofilie, cum
poate fi observat in frotiul din figura 3.3 (a) (Baneth 2011; Greene 2012a).

Intensitatea semnelor clinice si a parazitemiei poate si depinda de
sistemul imunitar al pacientului. Cainii cu un sistem imunitar subdezvoltat, ce au
o alta infectie sau urmeaza tratamente ce afecteaza sistemul imun, sunt predispusi
sd prezinte o parazitemie crescuta si sd prezinte semne clinice.

(@ (b)

Figura 3.3: (a) Gamont de Hepatozoon canis intr-un neutrofil. Frotiu cu sange
de la caine cu o coloratie Giemsa (x 1000) (b) Un frotiu cu sange de la céine si
cu o coloratie Giemsa. Cainele avea o parazitemie ridicatd si prezenta
neutrofilie iar in frotiu se observa o aglomerare de neutrofile ce contin meronti
de Hepatozoon canis (x 1000) (Greene 2012a)

Figure 3.3: (a) Hepatozoon canis gamont in the cytoplasm of a neutrophil on
a Giemsa-stained blood smear (x 1000) (b) A Giemsa-stained blood smear
from a dog with leukocytosis and a high Hepatozoon canis parasitemia. Almost
all of the neutrophils are parasitized with gamonts (x 1000) (Greene 2012a)
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Printre semnele paraclinice ale cdinilor infectati cu H. canis, se pot

numara: hiperproteinemia, hiperglobulinemie, hiperalbuminemie, un nivel
crescut al creatinkinazei si al fosfatazei alcaline. In cazul cainilor cu parazitemie
crescutd, vor fi mai multi merontii localizati 1n diferite organe ce pot provoca
hepatita, penumonie, glomerulonefrita sau, mai rar, periostita.
Printre cele mai frecvente coinfectii intalnite ca cdinii cu Hepatozoon canis, sunt
cele cu: Babesia canis, Babesia vogeli, Leishmania infantum, Toxoplasma gondii,
Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys, sau Ehrlichia canis (Baneth
2011; Greene 2012a).

3.4 Epidemiologie

Infectiile canine cu H. canis au o raspandire mondiald, dupad cum poate fi
observat din figura 3.4, prezenta acestui parazit a fost raportat in America de sud,
America de nord, Europa, Africa si Asia. Chiar daca este cainele principala gazda
intermediard a acestui parazit, aceste infectii sunt raportate si la animale salbatice
ca vulpea, sacalul sau hiena (Baneth 2011).

In Europa, H. canis a fost raportat in mai multe tari, la caini, la animale
sdlbatice ca vulpe sau sacal dar si la capuse (Farkas et al. 2014; Geurden et al.
2018; Hodzic et al. 2018; Johnson 2018; Licari et al. 2017; Mitkova et al. 2016).

# Hepatozoon americanum

¥ Hepatozoon canis 2010 UGARE

Figura 3.4: Harta distributiei infectiilor cu Hepatozoon americanum si
Hepatozoon canis (Greene 2012a)

Figure 3.4: A map of the reported geographic distributions of Hepatozoon canis
and Hepatozoon americanum (Greene 2012a)
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Exista pericolul ca infectiile canine cu H. canis sa se extinda si in tarile

europene ce inca nu sunt endemice. Acest fapt este evident in Regatul Unit, unde
se raporteaza importul unor caini infectati cu paraziti, printre care si cu H. canis
(Johnson 2018).
O situatie asemanatoare este gasita si In Romania. Au fost raportate infectii cu H.
canis la vulpi, la sacali si caini, dar au fost raportate si cdpuse ce contineau acest
parazit (Andersson, et al., 2017 (1); Andersson, et al., 2017 (2); Imre et al., 2015;
Mitkova et al., 2017).

Desi au fost raportate cazuri de infectii canine cu H. canis Tn Romania,
existd doar un studiu epidemiologic pe acest subiect si acopera o zona geografica
foarte restransd. Unul din obiectivele acestui studiu, este sd investigheze
distributia si prevalenta infectiilor canine cu H. canis pe o suprafatd geografica
extinsd, din sudul Romaniei.
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CAPITOLUL 1V
IMPORTANTA DIROFILARIOZEI LA CAINE

CHAPTER IV
THE IMPORTANCE OF CANINE DIROFILARIASIS

4.1 Dirofilarioza canina

Dirofilarioza este un grup de parazitoze transmise de vectori, provocate
speciile din genul Dirofilaria. Parazitii din genul Dirofilaria sunt nematode ce
fac parte din familia Onchocercidae, subfamilia Dirofilariinae si ordinul
Spirurida.

Printre cele mai studiate si relevante specii de filarii se numara D. immitis
si D. repens datoritd patogenicitatii crescute, a prevalentei ridicate dar si pentru
impactul important ce il au asupra sanatatii publice. Infectiile cu D. immitis se
gasesc in toate zonele temperate si tropicale iar infectiile cu D. repens se gasesc
doar in Europa, Africa si Asia (Baptista-Fernandes et al. 2015).

D. immitis a fost descrisa pentru prima oara in secolul XVII de citre un
nobil lombard, ce a descris prezenta unui parazit in inima cainilor sdi de vanatoare
(Simon et al. 2012). Prima raportare a parazitului D. repens a fost cel mai probabil
in anul 1566, de catre medicul portugez Amato Lusitano ce descrie prezenta
parazitului in ochiul unui copil de trei ani (Capelli et al. 2018).

Femelele acestor paraziti sunt ovovivipare si depun microfilariile in
sangele gazdei definitive. Aceste filarii sunt sensibile la schimbarile fiziologice
ale gazdei definitive si pot sd ajungd in sistemul circulator periferic doar in
anumite momente ale zilei. De cele mai multe ori acest lucru le ajutd si fie
prezente in sistemul circulator periferic doar cand este prezent vectorul hematofag
(Manfredi, Cerbo, si Genchi 2007).

Infectiile cu D. immitis la canide si la feline sunt localizate la nivel
cardiac si pulmonar dar infectiile cu D. repens sunt localizare la nivel subcutanat.
Infectiile cu D. immitis si D. repens la om sunt localizate de cele mai multe ori la
nivel pulmonar si subcutanat sau ocular (Simon et al. 2012).

Au fost identificate aproximativ 70 de specii de tntari, in general membri
al genurilor Culex, Aedes, Anopheles, Culiseta, si Coquilletidia, ce sunt potentiali
vectori ai dirofilariozei la om si animale. Chiar dacd existd un numar mare de
specii ce sunt potentiali vectori pentru Dirofilaria spp., capacitatea de vector a
fost confirmatd doar pentru putine specii de tantari. Mai multe studii, in diferite
zone geografice, au cautat potentiali vectori pentru D. immitis si D. repens. Au
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fost amplasate capcane, in mai multe zone endemice ce se foloseau de animale
sau oameni pentru a stabili preferintele de hranire a diferitelor specii de tantari si
pentru a detecta parazitii transmisi de acestia. Detectarea ADN-ului specific
pentru D. repens sau D. immitis in tantari, nu demonstreaza cu certitudine, ca
respectiva specie de tantar este vector. Pentru a confirma ca anumita specie de
tantar este vector, trebuie confirmatd prezenta parazitului la nivelul capului sau a
toracelui. Prezenta ADN-ului la nivelul acestor regiuni indica ca larva filariilor a
reusit sd se dezvolte pana la stadiul L3, stadiu ce este capabil s infecteze gazda
definitiva (Capelli et al. 2018; Morchon et al. 2012).

4.2 Infectii umane

Oamenii sunt gazde accidentale pentru aceste filarii, fapt demonstrat si
de ciclul biologic modificat in cazul infectiilor umane. D. repens se dezvolta
subcutanat timp de mai multe luni de zile inainte sd ajunga la maturitate. De cele
mai multe ori parazitii mor inainte sa producad microfilarii si sé isi completeze
ciclul dar pot sd producd edem, inflamatie locald tranzitorie si granuloame
subcutanate (Baptista-Fernandes et al. 2015). Majoritatea infectiilor umane, cu D.
repens sunt localizate 1n partea superioara a corpului (75.8%). Au fost raportate
foarte multe cazuri de infectii localizate la nivel ocular sau periocular, mai exact
la nivelul pleoapelor sau la nivel subconjunctival. Infectiile cu D. repens au mai
fost raportate si la nivelul sanului, la nivelul organelor genitale masculine, la
nivelul plaméanilor sau la nivelul viscerelor din cavitatea abdominald
(Pampiglione si Rivasi 2000).

Infectiile umane cu D. immitis sunt localizate de cele mai multe ori la
nivelul arterelor mici de la nivel pulmonar. Ocluzia acestor artere poate duce la
infarct si producerea unei leziuni granulomatoase bine delimitatd ce poartad
numele de leziune cu forma unei monede, sau “coin lesion”, in literatura
anglosaxond. Aceste leziuni au o marime de 1-3 cm iar dupd o examinare
radiografica, pot fi confundate cu tumori, tuberculozd sau infectii micotice
(Orihel si Eberhard 1998).

4.3 Infectii la animale salbatice

Infectiile cu D. immitis si D. repens au fost identificate si la carnasierele
sidlbatice din mai multe regiuni geografice. Au fost identificate infectii cu D.
immitis, cu microfilarii, la mai multe animale salbatice, din regiuni diferite din

Statele Unite ale Americii. Cele mai multe infectii au fost raportate la animale ce
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trdiesc 1n apropierea zonelor locuite de oameni, cum sunt coiotii (Canis latrans)
sau vulpile (Vulpes vulpes). Au fost raportate infectii cu D. immitis la sacali, vulpi
si lupi din tari din vestul dar si estul Europei. In Italia, au fost raportate la vulpi si
infectii cu D. repens. Au fost raportate infectii cu filarii la feline sélbatice si ursi
din gradinile zoologice, dar aceste infectii nu sunt importante din punct de vedere
epidemiologic deoarece animalele infectate nu prezentau microfilarii.

Avand in vedere prezenta infectiilor cu D. repens si D. immitis 1a animale
salbatice, este foarte important sa se ia in considerare rolul acestora in mentinerea
acestor infectii Intr-un teritoriu (McCall et al. 2008; Simoén et al. 2012).

4.4 Ciclul biologic in vectorul artropod

Dupa cum se poate observa si din reprezentarea grafica a ciclului, din
figura 4.1, microfilariile sunt ingerate de catre tantarii femele, in timpul hranirii
acestora. Dezvoltarea microfilariilor, poate avea loc doar daca tantarul infectat
este un vector competent, iar numarul de microfilarii ce se dezvolta depinde de
eficienta ca vector a tantarului. Dupa hranirea tantarului, microfilariile trec prin
faringe, ajung in intestinul tantarului si apoi in tuburile Malpighi, in decurs de 24
de ore. In celulele din zona distald a tuburilor Malpighi, microfilariile se
transformé in larve de stadiul 1, sau L1, denumite in literatura anglo-saxona si
“sausage stage”.

Tot in celulele din tuburile Malpighi, are loc si transformarea in larve L2,
la 8-10 zile dupa infectie, si in larve L3, la aproximativ 3 zile dupa transformarea
in larva L2. Larvele L3 parasesc tuburile Malpighi, trec prin hemocel si ajung la
labium (Cancrini si Gabrielli 2007; Simén et al. 2012).

Dezvoltarea larvelor la stadiul L3, capabil sa infecteze vertebratele este
dependenta de factori climatici. Aceasta dezvoltare are loc doar daca temperatura
exterioard este mai mare de 14°C. Temperaturi externe mai mari, pe o perioada
mai indelungata vor permite o dezvoltare mai rapida a larvelor L3.

Pentru a cuantifica timpul si temperatura necesara pentru dezvoltarea
larvelor L3 a D. immitis se calculeaza HDUs (Heartworm development units).
Valoarea HDUs reprezintd numadrul de grade, cu care media zilnica a temperaturii,
depaseste valoarea de 14°C. Numarul HDUs se cumuleaza de la o zi, la alta pana
la 130 HDUs. Numarul de zile necesar pentru a ajunge la valoarea de 130 HDUs
corespunde cu durata necesard pentru dezvoltarea larvei L3. Aceasta metoda,
folositd pentru a determina durata dezvoltarii larvei L3, a fost conceputa in 1989,
de catre Slocombe et. al. (Slocombe, J.O.D., Surgeoner si Srivastava 1989).
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Figura 4.1: Ciclul vital al parazitului D. immitis in gazda definitive, vertebrata.
Ciclul dureaza 6.5 luni si depinde de maturarea microfilariilor, intr-un tantar ce
este vector, pand la stadiu de larva L3. Aceastd maturare este dependenta de
temperatura externd. 1: tantarii ingera microfilarii intepand céini infectati, 2:
microfilariile se transforma in larve L3 in interiorul tAntarului 3: tantarii infectati
depun larvele L3 pe pielea animalului dupa hranire 4: larvele L3 patrund in
corpul céinelui prin leziune si se transforma in larve L5 S: larvele L5 ajung in
sistemul circulator si embolizeaza la nivelul arterelor pulmonare 6: ciclul este
incheiat dupa 6.5 luni, cand vor fi produse noi microfilarii (Knight si Lok 1998)
Figure 4.1: The life cycle of D. immitis in the mammalian host. The cycle lasts
6.5 months and transmission depends on the temperature- dependent maturation
of microfilaria to L3 larva, in a vector-competent mosquito. 1: the mosquito bites
the microfilaremic dog and ingests the microfilaria 1: mosquitoes ingest the
microfilaria by biting microfilaremic dogs, 2: the microfilaria transform in L3
larvae inside the mosquito, 3: the infected mosquito deposit the L3 larva in the
skin while biting the vertebrate host, 4: the L3 larva enter through the bite wound
and mature inside the tissue to the stage of L5, 5: L5 larva penetrate the systemic
veins and embolize in the pulmonary arteries 6: the life cycle is completed after
approximately 6.5 months, when new microfilaria are produced (Knight si Lok
1998)
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Aceastd metoda a fost folositd pentru prima oard pe continentul Nord
American si este utild pentru identificarea zonelor cu risc ridicat, unde se pot
dezvolta mai multe generatii pe sezon dar si pentru identificarea perioadei din an
cand chemo-profilaxia este necesara (Genchi et al. 2005; Knight si Lok 1998;
Slocombe, J.0.D., Surgeoner si Srivastava 1989).

Sistemul imunitar al tAntarului reprezinta un alt factor important ce poate
sa impiedice dezvoltarea larvelor L3. Artropodele au un sistem imunitar ce
implicd un raspuns imun celular dar si umoral. Acest sistem imunitar este capabil
si recunoasci si sa fagociteze sau si incapsuleze cauza infectiei. Incapsularea
implicd depunerea de melanind in jurul parazitului, oprind dezvoltarea larvelor
(Infanger et al. 2004).

Cantitatea de larve ce infecteazd tantarul reprezintd un alt factor
important ce poate duce la oprirea dezvoltarii larvelor. Un numar prea mare de
larve poate duce la moartea tantarului datoritd compromiterii functiei tuburilor
Malpighi. Acest lucru se poate intdmpla mai ales cand larvele L1 patrund in
tuburile Malpighi sau cand larvele L3 pardsesc acest organ. Numarul maxim de
larve ce pot infecta fard a duce la moarte gazdei depinde de specia tantarului si
cea a dirofilariei. Numarul larvelor ce pot infecta un tantar si sa fie compatibile
cu viata este mai mare pentru D. repens, in comparatie cu D. immitis (Cancrini si
Gabrielli 2007).

4.5 Ciclul biologic in gazda definitiva

In timpul hranirii, tantarii depun hemolimfi infectati cu larve in
apropierea ranii ce rezulti in urma punctiei pielii gazdei definitiva. In cazul
infectiilor cu D. immitis, larvele in stadiul 3 (L3) patrund in pielea gazdei si se
dezvolta in larve (L4), intre 3 si 12 zile dupa infectie. Dezvoltarea de la larve (L4)
la pre-adult are loc intre 50 si 70 de zile dupa infectie. Pre-adultii ajung in artera
pulmonara si in ventricolul drept intre 70 si 85 de zile si pand la 120 de zile de la
infectie parazitii devin maturi. Larvele (L3) ale D. repens raman la nivel
subcutanat unde se transforma in larve (L4), pre-adult si in final in adult. Adultii
D. repens pot produce microfilarii dupa cel putin 164 de zile de la infectia gazdei
definitive (Bowman 2013b; Simén et al. 2012).

Femelele D. immitis au o lungime intre 250 mm si 300 mm si o latime
intre 1 mm si 1.3 mm, iar masculii au o lungime intre 120 mm si 200 mm si o
latime intre 0.7 mm si 0.9 mm. In cazul D. repens, femelele au o lungime intre
100 mm si 170 mm si o grosime intre 4.6 mm si 6.3 mm masculii au o lungime
intre 50 mm si 70 mm si o grosime Intre 3.7 mm si 4.5 mm. Adultii D. immitis si
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D. repens pot sa traiasca pana la 7 respectiv 10 ani iar microfilariile pana la 2 ani
(Capelli et al. 2018; Simoén et al. 2012).

4.6 Raspandirea in Europa

Dirofilaria immitis si Dirofilaria repens sunt infectii endemice in multe
tari din Europa.

In trecut, mai multe studii au raportat prevalente mari ale infectiilor
canine cu D. immitis in tiri cu un climat mediteranean, ca Italia, Spania sau
Portugalia. In nordul Italiei, in apropierea raului Po au fost raportate prevalente
de 35% pe cand in regiuni din sudul Italiei au fost raportate prevalente scazute
(0.01% - 0.6%). Au fost raportate prevalente mari si in sudul si in estul Spaniei,
si In Insulele Canare (intre 37% si 8%), dar si In sudul Portugaliei si in Insula
Madeira (30%-12%) (McCall et al. 2008). Studii mai recente raporteaza o scadere
a prevalentei in unele regiuni din aceste tari. In nordul Italiei au fost raportate
prevalente de 8%, in Insulele Canare (Spania) de 19%, in estul Spaniei de 2.8%
si in Portugalia de 4% (Genchi si Kramer 2020).

Printre primele studii epidemiologice ce au studiat infectiile canine cu D.
repens, in Italia au avut loc in nordul tarii si au raportat o prevalenta crescuta in
comparatie cu infectiile cu D. immitis. Studii recente raporteaza ca infectiile
canine cu D. repens sunt endemice 1n toate regiunile din Italia, inclusiv in cele
mai mari insule, Sicilia si Sardinia. Prevalenta acestor infectii variaza intre 1.5%
si 12%. Prevalenta infectiilor canine cu D. repens a fost documentatd si pe
teritoriul Spaniei unde au fost raportate prevalente scizute in nord-vest si in
centrul tarii, dar o prevalentd foarte crescutd, de 84.6%, in sud-estul tarii. in
Portugalia nu au fost raportate cazuri autohtone de infectii canine cu D. repens
pand in anul 2016, iar in Grecia este raportatd o prevalentd mult mai mare in
nordul tarii, in comparatie cu sudul térii (Capelli et al. 2018).

Mai multe studii epidemiologice recente au prezentat prevalente crescute
ale infectiilor canine cu Dirofilaria spp. in mai multe tari din Europa centrala si
de est, unde nu au fost raportate multe infectii in trecut (Genchi si Kramer 2020;
Otranto et al. 2009; Simoén et al. 2012).

In Austria, au fost identificate infectii autohtone cu D. repens la caini, la
tantari, in estul tarii si, incepand cu anul 2008, si la oameni. in Polonia, primul
focar de infectii canine cu D. repens a fost raportat Tn 2008, iar prevalenta variaza
intre 11.7% si 38%. in Republica Ceha, au fost raportate cazuri umane, iar
infectiile canine sunt raportate in sud-estul tarii. Au fost raportate infectii umane
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cu D. repens si in Ungaria, iar in aceasta tara, prevalenta infectiilor canine variaza
intre 14% si 30% (Capelli et al. 2018).

Raportérile infectiilor cu Dirofilaria spp., in estul Europei, si mai ales in
tari precum Bulgaria si Serbia, au o importantd sporitd pentru situatia
epidemiologica din Romania. Aceste tari invecineazd Romania la sud si la vest,
iar in regiunile din sudul si vestul Roméaniei au fost raportate majoritatea
infectiilor Dirofilaria spp. la caine si la om.

In regiunea Voivodina, din nordul Serbiei, au fost raportate infectii, la
caini, cu prevalenta de 49.2%, pentru D. repens, 7.2% pentru D. immitis si doar
2.1% pentru A. reconditum (Tasi¢ et al. 2008). Si 1n sudul Voievodinei, au fost
raportate prevalente crescute a infectiilor la caini (42.6% pentru D. repens si
22.9% pentru D. immitis) (Tasi¢ et al. 2012).

In Serbia, au fost raportate 21 de cazuri de dirofilariozd umana. Toti
pacientii locuiau Intr-o localitate situata langa un rau si majoritatea proveneau din
nordul tarii (76.2%). In cele mai multe cazuri, parazitii au fost localizati in partea
superioarda a corpului (81%), la nivel subcutanat (47.6%) si subconjunctival
(42.8%) (Dami et al. 2009; Tasi¢ et al. 2011; Vucaj Cirilovic et al. 2014). Tot in
Serbia a fost testatd si expunerea populatiei umane la aceste infectii, prin teste
serologice. Nu a existat o diferentd mare intre prevalenta persoanele seropozitive
pentru D. repens (9.7%) si cele pentru D. immitis (8.1%). Cele mai mari
prevalente obtinute prin testarea serologica au fost in orasele nordice Pancevo
(27.1%) si Novi Sad (16.3%) dar si in est; Zajecar (15.8%) si un oras din sud;
Vranje (15.1%) (Tasi¢-Otasevic et al. 2014).

in Bulgaria, prevalenta infectiilor canine cu D. immitis a fost raportata in
2001 ca 12.5% (Georgieva, Kirkova, si Ivanov 2001). In anul 2008, un alt studiu
raporteaza o prevalenta totald a infectiilor de 10.17%, de 9.19% pentru D. immitis
si de doar 1.36% pentru infectiile cu D. repens (Kirkova et al. 2008). Un studiu
mai recent, din 2015, raporteaza o prevalentd de 16.2% pentru D. immitis, in
centrul tarii iar un alt studiu recent, din 2016 raporteaza o prevalentd de 15%
pentru D. immitis si 18% pentru D. repens, n vestul Bulgariei (regiunea Sofia)
(Pantchev et al. 2015; Radev et al. 2016).

Incepand cu anul 1973, au fost raportate in Bulgaria 47 de cazuri de
dirofilariozd umana. Majoritatea cazurilor au fost raportate in vestul tarii (Sofia,
23.4%), dar si In estul tarii (Burgas, 14.9%). Ca si in alte tari, majoritatea
parazitilor au fost localizati In partea superioara a corpului (80.9%), la nivel
subcutanat (74.5%) si subconjunctival (21.3%) (Harizanov, Jordanova, si Bikov
2014).
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In Romania, infectii cu D. repens la caini au fost raportate intre anii 2010
si 2014 in vestul Romaniei, in judetele Timis si Hunedoara, in sudul Romaniei,
in judetele Arges, Dolj, Teleorman si Dambovita, dar si in sud-estul tarii, in
Tulcea si Constanta (Ionicad et al. 2014; Poliana, Romanita, si Niculae 2013;
Roberta CIOCAN, Gh. DARABUS, Olga JACSO 2010). Prevalenta infectiilor cu
D. repens variaza foarte mult de la o zona la alta, dar rezultatele acestor studii nu
pot fi comparate deoarece au fost folosite tehnici diferite, respectiv metoda Knott
modificatd si metoda ELISA (Ionicd et al. 2014; Poliana et al. 2013; Roberta
CIOCAN, Gh. DARABUS, Olga JACSO 2010).

Infectiile la céini cu D. immitis au fost raportate in Romania intre anii
2007 si 2016, iar distributia acestor infectii se suprapune partial cu distributia
infectiilor cu D. repens. Aceste infectii cu D. immitis au fost raportate 1n vestul
Roméniei, in judetele Arad si Timis, in sudul téarii, in judetele Mehedinti,
Teleorman si Dambovita, in sud-estul tdrii, in judetele lalomita, Tulcea si
Constanta, in centrul tarii, in Brasov si in estul tarii in lasi, Vaslui si Galati (Ciuca
et al. 2016; COMAN et al. 2007; Ionica et al. 2014; Mircean et al. 2012; Poliana
etal. 2013).

In Romania au fost raportate infectii umane cu D. repens in aproape toate
regiunile tarii. In nord-vestul tarii au fost raportate doua infectii, la nivel
subcutanat si subconjunctival, in judetele Bihor si Salaj (Lupse et al. 2014;
Macarie et al. 2017). In sudul tarii un caz cu localizare subcutanata a fost raportat
in Bucuresti si unul cu localizare intramusculara 1n judetul Dolj (Gheorghita et al.
2017; Popescu et al. 2012). In estul tarii a fost raportat un caz de infectie la nivel
subconjunctival in judetul Galati (Arbune si Dobre 2015).
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CAPITOLUL V
EPIDEMIOLOGIA LEISHMANIOZEI CANINE iN SUDUL
ROMANIEI

CHAPTER V
THE EPIDEMIOLOGY OF CANINE LEISHMANIOSIS IN
THE SOUTH OF ROMANIA

5.1 Descrierea cadrului organizatoric al cercetarilor

Leishmania infantum este un protozoar unicelular ce este transmis in
Europa de flebotomi din genul Phlebotomus si este principalul agent etiologic al
leishmaniozei canine (CanL) in Europa. L. infantum este endemic in térile din
regiunea mediteraneand iar CanlL este consideratd a fi una dintre cele mai
importante boli vectoriale ale cainelui cu potential zoonotic (Dantas-Torres et al.
2012; Solano-Gallego et al. 2009).

Ca si 1n cazul altor boli vectoriale, distributia si prevalenta CanL in
Europa este in schimbare (Maroli et al. 2008; Otranto et al. 2009). Aceste
schimbari sunt influentate de modificari de habitat ce influenteaza distributia
flebotomilor (Maroli et al. 2008). Un alt factor important este reprezentat de
intensificarea transporturilor de céini intre zone endemice din sudul Europei si
zone non-endemice, fenomen ce a luat amploare dupa intrarea Romaniei in
Uniunea Europeana (Maia si Cardoso 2015; Maroli et al. 2008).

Schimbari ale prevalentei si distributiei au fost raportate in tari ce sunt
deja endemice dar si in tari considerate non-endemice (Mira et al. 2012; Mircean
et al. 2014; Otranto et al. 2009; Tanczos et al. 2012; Tsatchev et al. 2010).
Aceste schimbari au fost raportate in tari din vestul Europei ca Spania sau Italia
dar si 1n tari din estul Europei ca Bulgaria, Ungaria sau Romania (Dumitrache et
al. 2016; Mira et al. 2012; Otranto et al. 2009; Tanczos et al. 2012; Tsatchev et
al. 2010).

Roménia este o tard consideratd non-endemica dar existd studii istorice
despre cazuri de leishmanioza umani si canina. in regiunea de sud a Romaniei au
fost raportate cazuri de leishmaniozd umana si canind intre 1912 si 1969
(DANCESCO 2008; Mircean et al. 2014). Primul caz de leishmanioza umana a
fost raportat in 1912, iar primul caz de CanL a fost raportat in 1935 de catre
Mircean et al. (Mircean et al. 2014). Mai multe cazuri de leishmanioza umana au
fost raportate in sudul Romaéniei intre 1944 si 1955 (DANCESCO 2008; Mircean
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et al. 2014). Tot 1n aceastd perioadd de timp a fost raportatd si o epidemie de
leishmanioza umana, la copii din judetul Dolj (DANCESCO 2008; Mircean et al.
2014). Intre anii 1967 si 1968, au fost publicate studii epidemiologice care
priveau infectiile cu L. infantum la ciini si au raportat prevalente de 1.2% si2.2%
in sud-vestul Romaniei (Mircean et al. 2014).

In perioada 1969-1998 nu au mai fost raportate cazuri noi (DANCESCO
2008; Mircean et al. 2014). Aceastd perioadd in care nu au mai fost raportate
cazuri noi de leishmaniozd urmeazd implementarea programului national de
eradicare a malariei ce a implicat folosirea in masa de insecticide precum
dichlorodiphenyl trichloroethane (DDT) si hexachlorocyclohexane (HCH)
(Mircean et al. 2014; Neghina et al. 2010). Este foarte probabil ca aceasta lipsa
de cazuri de leishmanioza, observata intre anii 1969-1998 a fost o consecinta
neintentionatd, dar binevenita a folosirii in masa de insecticide.

Dupa anul 1989 numarul oamenilor si a animalelor ce au calatorit intre
Roménia si tarile endemice din sudul Europei a crescut datoritd schimbarilor
politice. O consecintd a acestui fenomen a fost aparitia unui numar de infectii cu
L. infantum la oameni sau animale ce au calatorit in zone endemice (Gaman,
Dobrea, si Gdman 2010; Gogoase et al. 2013; Pavel et al. 2017). Acest mecanism
de extindere a acestei infectiei este foarte plauzibil pentru tara noastrd pentru ca
in Romania Inca sunt raportati flebotomi capabili sa transmita L. infantum (Cazan,
Pastrav, Gyorke, et al. 2019; Cazan, Pastrav, Ionica, et al. 2019; Maia si Cardoso
2015).

Desi infectiile autohtone, umane sau canine cu L. infantum inca nu sunt
comune in Romania, Intre 2013 si 2017 au fost raportate mai multe infectii
autohtone la caini dar si o infectiec umand si una la sacal (Canis aureus)
(Dumitrache et al. 2016; Gogoase et al. 2013; Mircean et al. 2014; Mitkova et al.
2017). Primul caz recent de leishmanioza umana autohtona a fost raportat tn 2013,
la un pacient ce provenea din lasi, dar a lucrat in judetul Dolj (Gogoase et al.
2013). in 2014 a fost raportat primul caz recent de leishmanioza canin autohtona
in R@mnicu Vilcea, in judetul Vélcea, invecinat cu judetul Dolj (Mircean et al.
2014). In 2016, a fost publicat rezultatul primului studiu epidemiologic recent
despre infectiile canine autohtone cu L. infantum in sudul Roméaniei (Dumitrache
et al. 2016). Acest studiu a avut loc tot in judetul Vélcea si a raportat la céini ce
nu prezentau semne clinice specifice leishmaniozei canine, o seroprevalentd de
3.7%, o prevalenta de 8.7%, folosind tehnica qPCR din probe de secretii oculare,
si o prevalenta de 1.2%, folosind tehnica qPCR din probe sange (Dumitrache et
al. 2016). Pe langa infectii cu L. infantum la oameni si la caini, in 2017 a fost
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raportat si un caz de infectie cu L. infantum la un sacal (Canis aureus) din judetul
Dolj (Mitkova et al. 2017).

Aceste studii recente ce prezinta infectii autohtone cu L. infantum la om
si animale indica faptul cé exista riscul probabil ca leishmanioza umana si canina
sd devind endemica 1n sudul Romaéniei. Din acest motiv, am incercat sa
investigdm infectiile posibile cu L. infantum la céinii fara stdpan din sudul
Roméniei printr-un studiu epidemiologic proiectat in asa fel incat sia fie
reprezentate toate regiunile din sudul Romaniei iar locatiile de unde au fost
colectate probele au fost alese ludnd in considerare locurile unde au fost raportate
infectii cu L. infantum in trecut.

5.2 Material si metoda

5.2.1 Colectarea probelor
Au fost recoltate probe de sange venos si secretii oculare de la 300 de
caini din 5 adaposturi municipale, din sudul Romaniei, intre 10 si 20 Tulie 2017.

Tabel 5.1: Numarul de probe colectate pe judet si orag
Table 5.1: The number of samples collected per each county and town

Judet Oras Numar de probe

Mehedinti Drobeta-Turnu Severin 64

Dolj Craiova 100

Teleorman Rosiorii de Vede 50
Alexandria 41

Ialomita Slobozia 45

Total 300

Probele de sange au fost recoltate din vena cefalica, in vacutainere cu si
fara anticoagulant EDTA. Secretiile oculare au fost colectate, folosind un tampon
steril, la nivelul corneei si pleoapei inferioare cum a fost descris in trecut (Strauss-
Ayali et al. 2004). Probele au fost recoltate din adaposturi de la marginea oraselor
Drobeta-Turnu Severin, Craiova, Rosiorii de Vede, Alexandria si Slobozia. Cainii
au fost capturati pe teritoriul municipiului sau in localititi din apropierea
municipiului, intr-o perioada de doud saptdmani inaintea recoltarii probelor si nu
au primit medicatie antiparazitara.

Probele de sange 1n vacutainere cu EDTA si tampoanele cu secretii
oculare au fost stocate la -20°C pana la extragerea ADN-ului. Probele de sange
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in vacutainere fara anticoagulant au fost centrifugate, iar serul a fost separat si
stocat la -20°C pana la prelucrarea lor.

Locatia si coordonatele punctelor de recoltare sunt descrise in figura 5.1
iar numarul de probe colectate pe judete si orase sunt descrise in tabelul 5.1.
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Figura 5.1: Puncte de recoltare a probelor: Drobeta-Turnu Severin
(44°37°53.9”N 22°37°55.2”E), Craiova (44°20'32.4"N 23°43'02.6"E), Rosiorii
de Vede (44°07'04.8"N 24°59'58.5"E), Alexandria (43°57'14.5"N 25°20'43.6"E)
si Slobozia (44°34'18.1"N 27°20'51.4"E)

Figure 5.1: The locations of the samplings sites: Drobeta-Turnu Severin
(44°37°53.9”N 22°37°55.2”E), Craiova (44°20'32.4"N 23°43'02.6"E), Rosiorii
de Vede (44°07'04.8"N 24°59'58.5"E), Alexandria (43°57'14.5"N 25°20'43.6"E)
si Slobozia (44°34'18.1"N 27°20'51.4"E)

5.2.2 Amplasarea capcanelor pentru flebotomi

In incinta fiecarui addpost, de unde au fost colectate probe de la caini,
au fost amplasate 4 capcane pentru insecte cu fototropism pozitiv. Capcanele au
fost construite din materiale autohtone, dupa modelul “CDC light trap”. In
figura 5.2.(a) se poate observa sursa de lumina, un bec cu filament incandescent
de 5 wati, ce are rolul de a atrage insectele cu fototropism pozitiv. Sub sursa de
lumina este pozitionat un cilindru ce contine ventilatorul, care directioneaza
insectele spre plasa, ce are rolul de a colecta insectele. Sursa de lumina si
ventilatorul au fost conectate la o baterie de 12 volti.
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Capcanele au fost amplasate cu douad ore Tnainte de apus, in diverse
locuri din adaposturi, si colectate la rasarit. Capcanele au fost amplasate la
inaltimile de aproximativ 1 m, 1,5 m si 2 m.

(@
Figura 5.2: (a) capcana tip “CDC light trap”, se poate observa sursa de
lumina, cilindrul ce contine ventilatorul si plasa (b), (¢) capcanele amplasate
la adaposturile din Rosiorii de Vede si Slobozia
Figure 5.2: (a) CDC light trap that contains an incandescent light bulb that
lures the insects and the cylinder below contains the fan that directs the insects
in the net (b), (c) the light traps placed at the sampling locations of Rosiorii de
Vede and Slobozia

5.2.3 Extractia de ADN si analiza qPCR

Probele de sange in vaccutainere cu EDTA au fost transportate in Israel,
la Scoala de Medicina Veterinara "Koret", din Rehovot. Extractia de ADN a fost
facuta cu kitul Ilustra Blood GenomicPrep Mini Spin Kit, GE Healthcare, din
Buckinghamshire UK, urmand instructiunile producatorului. ADN-ul din probele
de secretii oculare au fost extrase folosind tehnica care utilizeaza fenol, cloroform
si alcool izoamilic. Aceastd tehnicd a fost descrisa de catre Strauss-Ayali et al.,
2004 (Strauss-Ayali et al. 2004).

ADN-ul extras din sange si secretii oculare au fost analizate folosind
tehnica real-time qPCR cantitativa descrisd in tabelul 5.2. Prin aceasta tehnica se
amplificd ADN-ul circular din kinetoplastul speciei L. infantum folosind amorsele
LEISH-1 si LEISH-2 si probele TagMan-MGB cum a fost descris de Francino et
al. (Francino et al. 2006).
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Tabel 5.2: Program Real-time qPCR descris de (Francino et al. 2006) pentru
amorsele LEISH-1 si LEISH-2
Table 5.2: The qPCR cycle described by (Francino et al. 2006), for the
primers LEISH-1 and LEISH-2

Temperatura Durata Nr. de cicluri
50°C 2 m

95°C, 10 m

95°C 15s 40

60°C I m

5.2.4 Analiza serologica

A fost folosita tehnica ELISA pentru a determina anticorpii anti-L.
infantum. Pentru analiza serologica a fost folosit antigen de leishmania extras din
culturd de L. infantum cum a fost descris anterior (Baneth et al. 1998). Toate
probele de ser au fost diluate 1:100 si au fost introduse in godeurile unei placi
pentru ELISA cu antigenul extras anterior din culturile de L. infantum. Placile au
fost mentinute timp o ord la o temperaturd de 37 °C. Dupa perioada de incubare
placile au fost spélate de trei ori cu o solutie ce contine 0.1% polisorbat (Tween
20, de la Sigma®) si 50 nM tampon fosfat salin. Dupa spélare in godeuri a fost
introdusa o solutie ce contine proteine de tip A, conjugate cu peroxidaze extrase
din hrean (HRP) si placile au fost incubate o ora la o temperatura de 37 °C. Dupa
un alt ciclu de trei spalari, a fost adaugat substratul in fiecare godeu
(CisHisN4O¢S4, de 1a Boehringer Mannheim, Germania), iar placile au fost citite
la o lungime de unda de 405 nm cand densitatea optica controalelor pozitive au
ajuns la o valoare intre 0.95 si 1.0. Toate probele au fost lucrate in duplicat iar in
fiecare placa a fost inclus un control pozitiv si un control negativ in triplicat
pentru a monitoriza dacd exista variatii de citire intre placi. Probele cu densitate
optica intre 0.2 si 0.6 au fost considerate la limita iar probele cu densitate optica
peste 0.6 au fost considerate pozitive.

5.3 Rezultate si discutii

Toate probele din acest studiu au fost negative din punct de vedere
serologic. Probele de sange si secretii oculare au fost negative la examenul gPCR
(Cimpan, Nachum-Biala, et al. 2019). Nu au fost identificati flebotomi in
capcanele amplasate in adaposturi.

Roménia este consideratd o tard non-endemica dar studii istorice aratd ca au
existat infectii cu L. infantum la ciini dar si la oameni din sudul Roméniei. Acest
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fapt indicd cd pot exista cazuri de leishmanioza canind autohtond in aceastad
regiune si ca exista riscul ca sudul Romaéniei s redevina endemic.

Studii istorice, intre 1912 si 1955, au raportate cazuri de leishmanioza
umana in judete sudice, ca Dolj, Prahova si Giurgiu (Mircean et al. 2014). Alte
doud studii epidemiologice despre infectiile canine cu L. infantum au raportat
prevalente de 1.2% si 2.2%, in Dolj si Mehedinti, la cdini ce nu prezentau
simptomatologie specificd leishmaniozei (Mircean et al. 2014). Studii istorice
despre ecologia si raspandirea flebotomilor au raportat flebotomi capabili sa
transmita L. infantum, Phlebotomus neglectus si Phlebotomus perfiliewi in judete
sudice ca Mehedinti, Tulcea, Constanta si Teleorman (DANCESCO 2008).
Studii mai recente raporteaza un caz de leishmanioza umana autohtona in 2013,
in judetul Dolj (Gogoase et al. 2013) si un caz de infectie cu L. infantum la un
sacal in 2017 (Mitkova et al. 2017).

Primul caz de leishmaniozi caninad autohtona a fost raportat in 2014 in
Rémnicu Vélcea (judetul Valcea) (Mircean et al. 2014). Acest studiu a fost urmat
de un studiu epidemiologic la céini din acelasi oras, ce nu prezentau
simptomatologie specificd leishmaniozei canine. Acest studiu a raportat o
seroprevalenta de 3.7%. Folosind tehnica qPCR a fost raportata o prevalenta 8.7%
din probe de secretii oculare si 1.2% din probe din sange (Dumitrache et al. 2016).

In 2019 a fost confirmata prezenta flebotomului P. perfiliewi inca o data,
in judetele Mehedinti, Giurgiu, dar si Vaslui (Cazan, Pastrav, lonicé, et al. 2019).
Tot in 2019 P. neglectus a fost raportat In Mehedinti (Cazan, Pastrav, lonica, et
al. 2019).

Aceste studii recente, intre 2013 si 2017, ce raporteaza infectii autohtone
cu L. infantum, la om si animale, dar si prezenta unor specii de flebotomi capabili
sa transmita L. infantum, sugereaza ca existd un factor de risc legat de posibilitatea
ca leishmanioza sa redevina endemica in sudul Romaniei.

Cainele este considerat principalul rezervor al L. infantum pentru ca este
foarte susceptibil la infectie, iar o mare parte a cainilor infectati nu prezinta
simptome clinice, dar reprezintd o sursd de infectie (Dantas-Torres 2007). Din
aceste motive, in teritoriile unde leishmanioza este endemica, prevalenta
infectiilor cu L. infantum in clini este foarte crescutd (Dantas-Torres 2007).
Tocmai pentru ca specia canind reprezinta rezervorul principal pentru L. infantum
studiind prevalenta infectiilor cu L. infantum la cdinii fard stapan, se poate
intelege daca raportarile recente de infectii cu L. infantum in sudul Romaniei sunt
o consecinta a faptului ca leishmanioza redevine endemica.

Pentru a intelege daca aceste infectii recente indica ca exista o posibilitate
ca leishmanioza sa redevina endemica in sudul Romaniei, a fost organizat acest

37



Cimpan Andrei Alexandru

studiu epidemiologic amanuntit despre infectiile cu L. infantum la céini fard
stapani din diverse judete din sudul Romaniei.

Colectarea probelor folosite in acest studiu a fost facuta tinand cont de
locatiile infectiilor cu L. infantum la oameni dar si la animale, ce au fost
mentionate in studiile anterioare. Pentru colectarea probelor au fost luate in
considerare si locatile unde au fost identificati flebotomi capabili sa transmita L.
infantum.

Locatiile de unde au fost colectate probele sunt din judete de unde
anterior au fost raportate infectii cu L. infantum sau au fost gésiti flebotomi
capabili sa transmita L. infantum. Unele probe au fost colectate din judete ce se
aflau langa cele mentionate mai sus.

In ciuda rezultatelor negative ale acestui studiu, factorii de risc ce ar putea
determina ca sudul Romaniei sa redevind o zond endemica exista n continuare:
existd noi raportdri de infectii cu L. infantum in zone considerate non-endemice
din estul Europei (Mircean et al. 2014; Tanczos et al. 2012; Tsatchev et al. 2010).
Existd un numar mare de oameni si animale ce calatoresc din Romania in zone
endemice din Europa. Nu existd un program la nivel national menit sa
monitorizeze sau s prevind acest tip de infectii. Multi medici veterinari nu cunosc
existenta acestui risc.

5.4 Concluzii partiale

Recent au fost raportate in Romania infectii autohtone cu L. infantum la
caini, dar si un caz raportat la un om si la un sacal (Gogoase et al. 2013; Mircean
et al. 2014; Mitkova et al. 2017). In ciuda acestor studii, nu raportam infectii la
caini chiar si dupéd efectuarea acestui studiu epidemiologic exhaustiv.

Acest studiu indica cd sudul Romaniei ramane un teritoriu non-endemic
pentru infectiile cu L. infantum, chiar daca factorii de risc asociati cu aceasta
infectie inca sunt prezenti.

Datorita factorilor de risc mentionati mai sus este oportun sa se continue
monitorizarea cazurilor de leishmaniozad canind, dar si efectuarea altor studii
epidemiologice 1n viitor.
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CAPITOLUL VI
STUDIU SEROEPIDEMIOLOGIC A LEISHMANIOZEI
CANINE iN SUD-ESTUL ROMANIEI

CHAPTER VI
SEROEPIDEMIOLOGICAL STUDY OF CANINE
LEISHMANIOSIS IN THE SOUTH-EAST OF ROMANIA

6.1 Descrierea cadrului organizatoric al cercetarilor

Leishmanioza canina este 0 zoonoza provocatda de un parazit din genul
Leishmania ce este endemic in peste 70 de tari din toate continentele, cu exceptia
Oceaniei (Dantas-Torres et al. 2012; Dumitrache et al. 2016). Desi mai multe
specii de Leishmania pot sa infecteze cainii, Leishmania infantum este cel mai
important agent etiologic al leishmaniozei canine si cea mai raspandita specie de
Leishmania de pe continentul European. L. infantum, in Europa este transmisa de
catre muscatura flebotomilor din genul Phlebotomus (Solano-Gallego et al.
2009).

In Europa, L. infantum este endemica in tarile mediteraneene dar ca si
pentru celelalte boli vectoriale, a fost observatd o schimbare in distributia si
prevalenta acestui parazit. Aceste schimbari sunt, iIn mare parte, atribuite
schimbdrilor climatice si altor schimbéri ale mediului induse de oameni (Medlock
si Leach 2015; Otranto et al. 2009).

Oamenii si animalele ce calatoresc intre zone endemice si non-endemice
joacd un rol important in raspandirea bolii (Day 2011; Maia si Cardoso 2015).
Acest mecanism de raspandire a infectiei este in mod special eficient, deoarece
cainele reprezinta rezervorul principal al acestei infectii, iar in contextul libertatii
de circulatie din Uniunea Europeand, existd un numar mare de animale si oameni
ce calatoresc intre tarile din sudul Europei si tarile din nord sau est (Maia si
Cardoso 2015; Solano-Gallego et al. 2009).

Aceste schimbari ale distributiei si prevalentei leishmaniozei canine in
Europa sunt bine documentate. Existd exemple de leishmanioza canina in zone
non-endemice din Italia (Otranto et al. 2009) si Spania (Mir4 et al. 2012). n estul
Europei exista o situatie similara: au fost raportate cazuri de leishmanioza canina
in tari considerate non endemice, cum sunt Bulgaria (Tsatchev et al. 2010),
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Ungaria (Tanczos et al. 2012) sau Romania (Mircean et al. 2014). De asemenea,
in Serbia au fost raportati flebotomi infectati cu L. infantum (Vaselek et al. 2017).

In regiunea de sud a Romaniei au fost raportate cazuri de leishmanioza
umana si canind Intre 1912 si 1969, dar in perioada 1969-1998 nu au mai fost
raportate cazuri noi (DANCESCO 2008; Mircean et al. 2014). Aceasta perioada
in care nu au mai fost raportate cazuri noi de leishmanioza, urmeaza
implementarea programului national de eradicare a malariei, ce a implicat
folosirea in masa de insecticide, precum dichlorodiphenyl trichloroethane (DDT)
si hexachlorocyclohexane (HCH), intre anii 1969 si 1998 (Mircean et al. 2014;
Neghina et al. 2010). Este foarte probabil cd aceastd lipsd de cazuri de
leishmanioza, observata Intre anii 1969-1998, a fost o consecinta neintentionata,
dar binevenita, a folosirii in masa de insecticide.

Dupa anul 1989, numarul oamenilor si a animalelor ce au célatorit intre
Roménia si tarile endemice din sudul Europei a crescut datoritd schimbarilor
politice. Aceastd tendintd a crescut dupd aderarea Romaniei la Uniunea
Europeand. O consecinta a acestui fenomen a fost aparitia unui numaér crescut de
infectii cu L. infantum la oameni sau animale ce au calatorit in zone endemice
(Gogoase et al. 2013; Pavel et al. 2017). Acest mecanism de extindere a acestei
infectii este foarte plauzibil pentru tara noastra, pentru ca In Roméania nca sunt
raportati flebotomi capabili sa transmita L. infantum (Cazan, Pastrav, Gyorke, et
al. 2019; Cazan, Pastrav, lonica, et al. 2019; Maia si Cardoso 2015).

Desi infectiile autohtone, umane sau canine, cu L. infantum inca nu sunt
comune in Roménia, intre 2013 si 2017 au fost raportate mai multe infectii
autohtone la céini dar si o infectie umand si una la sacal (Canis aureus)
(Dumitrache et al. 2016; Gogoase et al. 2013; Mircean et al. 2014; Mitkova et al.
2017).

6.2 Material si metode

6.2.1 Colectarea probelor

Probele de ser au fost colectate intre 9 i 11 August 2017, de 1a 110 céini,
din doud adaposturi municipale, din sud-estul Romaniei.Un adépost se afla langa
orasul Galati (45°27'14.1"N 28°04'34.0"E) si unul langa Calarasi (44°12'28.7"N
27°19'52.3"E), dupa cum se vede in figura 6.1.

Cainii din adapost au fost capturati din oras si din imprejurimile orasului
cu doud sdptamani naintea recoltdrii probelor. Toate probele au fost colectate
prin punctie din vena cefalicd in vacutainere cu factor de coagulare. Serul a fost
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obtinut prin centrifugare si a fost stocat la -20°C pana a fost folosit pentru analiza
serologica.

Figura 6.1: Harta scoate in evidentd locatia celor doua adaposturi. Judetele

sunt scoase in evidenta iar stelele marcheaza pozitia oraselor
Figure 6.1: The map marks the locations of the sampling sites and highlights
the corresponding counties

Cainii inclusi in studiu nu au primit tratamente sau profilactice
antiparazitare. Recoltarea probelor a fost facutd cu acordul proprietarilor
adapostului.

6.2.2 Analiza serologica

A fost folosita tehnica ELISA pentru a determina anticorpii anti-L.
infantum. Pentru analiza serologica a fost folosit antigen de leishmania extras din
culturd de L. infantum cum a fost descris anterior (Baneth et al. 1998). A fost
folosita titrarea “tabla de sah” pentru a obtine concentratia optima de antigen, de
2.5 mg/ml. Au fost folosite plci pentru ELISA din polistiren. In godeurile placii
a fost introdusd 100 ml de solutie de antigen dizolvat in 0.1 M tampon carbonat,
cu un pH de 9.6. Tamponul carbonat este o solutie ce contine apa distilata,
carbonat de sodiu si bicarbonat de sodiu. Plicile au fost tinute 12 ore la 4°C.
Godeurile au fost spilate de trei ori cu o solutie ce contine apa distilata si un
polisorbat (0,05 Tween 20, de la Sigma®). Dupa spilare in godeuri au fost
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introduse probele de ser diluat 1/300 in tampon fosfat salin cu un pH de 7.2.
Fiecare proba a fost testatd in duplicat, iar fiecare placa a avut control pozitiv si
control negativ 1n triplicat. Placile cu ser au fost puse la incubat pentru 3 ore la
temperatura camerei dupa care au fost spalate de trei ori cu aceeasi solutie cu care
a fost facutd prima spalare. Dupa spalare, in fiecare godeu a fost introdusd o
cantitate de 100 ml de solutie ce contine anticorpi secundari (Anti-Dog IgG
(whole molecule)-FITC antibody, F7884, SIGMA®), diluati 1:30.000 in tampon
fosfat salin. Placa a fost incubata incd odata pentru 3 ore la temperatura camerei
dupa care a fost spalatd inca odatd cu tampon carbonat cu o concentratie de
Img/ml si pH 9.8. Dupa aceasta ultima spalare a fost introdus, in fiecare godeu,
substratul (CsHsNOgP de la SIGMA®) iar placa a fost tinutda la temperatura
camerei timp de 20 minute.

Dupa aceasta ultimd perioada de asteptare, reactia a fost opritd prin
adaugarea de 50 pl hidroxid de sodiu si a fost cititd densitatea optica din godeuri
folosind aparatul HUMANREADER (HUMAN Diagnostic Systems, Germany),
la o lungime de unda de 405 nm si cu un filtru de referintd de 630 nm. Valoarea
prag a fost determinata facand media controalelor negative si addugénd la aceasta
valoare de trei ori deviatia standard (Diakou, Papadopoulos, si Lazarides 2009;
Kouam et al. 2010; Tsakmakidis et al. 2017).

6.2.3 Analiza statistica

Prevalenta si intervalul de incredere 95% a fost calculat folosind
programul Epi Info™ 7.2 de la “Center for Disease Control” (CDC, Atlanta,
USA).
Diferenta de prevalenta dintre cele doud puncte de recoltare a probelor a fost
analizata folosind testul Pearson Chi-square si programul IBM SPSS Statistics
20.0 software.

6.3 Rezultate si discutii

Cinci din cei 110 céini testati, 5 au prezentat anticorpi anti-Leishmania.
Chiar daca toti cainii pozitivi provin din judetul Galati, datoritd numarului mic de
caini pozitivi, nu este o diferentd importanta din punct de vedere statistic intre
seroprevalenta dintre cele doud judete. Dupd cum se vede din tabelul 6.1,
prevalenta totald este de 4.54% iar in judetul Galati este de 8.33% (Cimpan,
Diakou, et al. 2019).

Nu existd informatii suficiente si recente despre seroepidemiologia
leishmaniozei in Romania. Studii istorice despre epidemiolgia leishmaniozei au
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fost publicate intre anii 1912 si 1955. In aceste studii sunt decrise cazuri de
leishmaniozd umana, canina, chiar si o epidemie de leishmanioza la copii din
judetul Dolj (DANCESCO 2008; Mircean et al. 2014).

Tabel 6.1: Seroprevalenta infectiilor cu L. infantum in cele doud judete
Table 6.1: The seroprevalence of L. infantum infections in the two counties

Judet Oras poz/tot Prevalenta 95% CI
Calarasi Calarasi 0/50 0% -
Galati Galati 5/60 8.33% 0.027-0.183
Total 5/110 4.54% 0.014-0.102

Cazuri individuale de leishmanioza umana au fost descrise si in judetele Giurgiu
si Prahova (DANCESCO 2008; Mircean et al. 2014).

Studii epidemiologice publicate intre 1967 si 1968 raporteazd o prevalenta a
infectiilor cu L. infantum de 1.2% si 2.2%, la caini din judetele Dolj si Caras-
Severin (Mircean et al. 2014).

Vectori ai L. infanum ca Phlebotomus neglectus si P. perfiliewi, au fost
raportati intre 1910 si 1971, in regiuni din sudul Romaéniei, ca Dobrogea,
Muntenia, Oltenia, Banat, dar si in vestul tarii, in Crisana (DANCESCO 2008).

Chiar dacd nu au mai fost raportate cazuri de leishmanioza umana si
canind autohtond, dupa folosirea in masa a insecticidelor in cadrul campaniei de
eliminare a malariei in 1958, studiile mentionate mai sus demonstreaza ca in sudul
Roméniei leishmanioza provocatd de L. infantum poate deveni endemica
(Neghina et al. 2010).

Acum existd si studii mai recente ce raporteazd cazuri autohtone de
leishmanioza canind, un caz de leishmaniozd autohtond umana si o infectie
autohtona cu L. infantum laun sacal (Dumitrache et al. 2016; Gogoase et al. 2013;
Mircean et al. 2014; Mitkova et al. 2017).

Existd informatii recente si despre prezenta flebotomilor P. neglectus si
P. perfiliewi, capabili sd transmita L. infantum. Flebotomii P. neglectus si P.
perfiliewi au fost speciile cele mai intalnite in aceste studii, 83.27% respectiv
15.53% (Cazan, Pastrav, lonica, et al. 2019). P. neglectus a fost gasit in sudul
tarii, In judetul Mehedinti iar P. perfiliewi a fost gasit in sudul tarii, in judetele
Mehedinti si Giurgiu dar si In estul tarii, in judetul Vaslui (Cazan, Pastrav,
Gyorke, et al. 2019; Cazan, Pastrav, Ionica, et al. 2019).

Prezenta infectiilor autohtone cu L. infantum la caini, animale silbatice
si oameni, dar i a flebotomilior in sudul tarii reprezinta factori de risc si pot duce
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la raspandirea acestei infectii in Roméania. Mai multe studii sunt necesare pentru
a determina daca aceste raportari se datoreaza transmiterii in urma importarii unor
animale deja infectate.

Deoarece céinele este considerat rezervorul principal pentru aceastd

infectie, este indispensabil pentru raspandirea acestui parazit intr-un teritoriu. Din
acest motiv, monitorizarea infectiilor cu L. infantum la céini poate sd ne ofere
informatii si despre riscul de infectie a altor animale sau a oamenilor.
Exista prea putine informatii despre prevalenta infectiilor cu L. infantum in judete
ca Dolj si Vilcea si sunt necesare mai multe studii pe aceastd tema In aceasta
regiune, dar si in alte zone din sudul Romaniei. Nu exista studii despre prevalenta
infectiilor cu L. infantum in sud-estul Romaniei, dar si aceastd zond trebuie
investigata.

In acest studiu este investigata seroprevalenta infectiilor cu L. infantum
in sud-estul Roméniei si analizam alte studii relevante, deja publicate, pentru a
incerca sa intelegem daca existd posibilitatea ca leishmanioza sd redevina
endemica in sudul Roméniei.

Semnaldm c4, In sud-estul Romaniei, cainii sunt expusi infectiilor cu L.
infantum. Viitoare studii epidemiologice vor trebui s foloseascad si metode mai
specifice, cum este tehnica ‘Real Time PCR’. Este foarte important ca in viitor sa
se continue monitorizarea infectiilor cu L. infantum la om, céine, dar si la alte
carnasiere sdlbatice. De asemenea sunt importante si studiile ce trateaza
raspandirea flebotomilor ce pot transmite L. infantum dar si testarea acestora prin
metode moleculare, pentru a intelege daca sunt infectati cu acest parazit. Aceste
studii sunt utile pentru a intelege care sunt zonele cu risc pentru infectii cu L.
infantum.

6.4 Concluzii partiale

Leishmanioza canind este una dintre cele mai importante parazitoze ce
afecteaza cainii din regiunea mediteraneand, dar are si impact asupra sanatatii
umane. Mai multe studii recente aratd ca distributia acestei infectii este in
schimbare datoritd incalzirii globale. Din cauza acestor schimbari, existd
posibilitatea ca leishmanioza si redevini endemica in Romania. In acest studiu
raportim seroprevalenta si epidemiologia infectiilor cu L. infantum la clini
comunitari din doua judete din sud-estul Romaniei.
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CAPITOLUL VII
DISTRIBUTIA SI PREVALENTA BABESIOZEI SI
HEPATOZOONOZEI CANINE iN SUDUL ROMANIEI

CHAPTER VII
THE DISTRIBUTION AND PREVALENCE OF BABESIOSIS
AND HEPATOZOONOSIS IN DOGS FROM THE SOUTH
OF ROMANIA

7.1 Descrierea cadrului organizatoric al cercetarilor

Parazitii din genul Babesia si Hepatozoon sunt protozoare ce fac parte
din Increngatura Apicomplexa. Acesti paraziti sunt transmisi de cdpuse, pot sa
infecteze un numar mare de specii de vertebrate si reprezintd un interes pentru
medicii veterinari datoritd bolilor provocate animalelor domestice, mai ales
cainilor.

Reproducerea sexuata a parazitilor din genul Babesia spp si Hepatozoon

canis are loc 1n cdpusa, iar reproducerea asexuatd are loc in gazda vertebrata.
Babesioza este transmisa prin muscatura capuselor din familia Ixodidae si se
localizeaza la nivelul eritrocitelor. Manifestérile clinice pot fi importante si pot
sd difere 1n functie de specia de Babesia, insa anemia hemolitica, febra si icterul
sunt simptomele cele mai intalnite (Greene 2012b).
Hepatozoon canis este transmis prin ingestia capusei Rhipicephalus sanguineus
de catre gazda vertebrata, iar infectia este localizata la nivelul leucocitelor. De
cele mai multe ori, infectiile cu Hepatozoon canis sunt asociate cu o
simptomatologie usoard si o parazitemie scdzutd, dar in cazurile in care se
prezintd o parazitemie crescutd, simptomele cele mai intalnite sunt: anemie, febra,
letargie si pierderea inexplicabild a greutatii (Greene 2012a; Margalit Levi et al.
2018).

La fel ca celelalte boli transmise de vectori, babesioza si hepatozoonoza
sunt boli atent studiate de cercetitorii din domeniul medical-veterinar datorita
schimbdrilor in distributie si prevalentd atribuite schimbarilor demografice,
climatice dar si datorita intensificarii transportului de bunuri, persoane si animale
(Alho et al. 2017; Khasnis si Nettleman 2005; Otranto et al. 2009).

In Europa, a fost demonstrat ca multe boli transmise de vectori se extind
din zone in care sunt endemice de mult timp, in sudul Europei, spre nord si nord-
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estul Europei (Morchén et al. 2012; @ines, Storli, si Brun-Hansen 2010;
Stensvold et al. 2015; Tiskina si Jokelainen 2017).

Hepatozoon canis a fost identificat in probe colectate de la céini, vulpi si
sacali din Roménia. Nu exista multe studii pe epidemiologia speciei Hepatozoon
canis si, din aceastd cauza, prevalenta si distributia acestui parazit in Romania nu
sunt cunoscute (Andersson, Tolf, Tamba, Stefanache, Waldenstrom, et al. 2017;
Hamel et al. 2012).

In Romania, a fost observati o crestere in frecventi a cazurilor de
Babesioza, iar specii ca Babesia canis canis, Babesia canis vogeli si Babesia
gibsoni au fost identificate in probe colectate de la cdini, prin metode moleculare
(Hamel et al. 2012; Imre, Farkas, M. S. Ilie, et al. 2013; Ionita et al. 2012). Desi
exista studii epidemiologice in unele zone din sudul Romaniei, inca nu avem
suficiente date pentru a avea o imagine clard a zonelor de risc din Romania
(Hamel et al. 2012; Imre, Farkas, M. Ilie, et al. 2013; Imre, Farkas, M. S. Ilie, et
al. 2013).

Chiar daca babesioza canina este raportatd frecvent de catre clinicienii
din Romania, exista putine studii epidemiologice bazate pe biologie moleculara,
ce trateaza situatia infectiilor canine cu Babesia spp..

in 2012 Hamel et al. a publicat un studiu bazat pe biologie moleculari si
serologie unde este confirmata prezenta infectiilor canine cu B. canis, B. vogeli si
B. gibsoni. Dezavantajul acestui studiu consta in faptul ca nu se cunoaste originea
exactd a cainilor, fiind caini importati din Roménia In Germania, si nu a fost
calculata prevalenta infectiilor cu Babesia in diversele regiuni ale tarii (Hamel et
al. 2012).

In anul 2013 Imre et al. a publicat rezultatele unui studiu
seroepidemiologic a infectiilor canine cu B. canis in vestul Romaniei. Acest
studiu raporteazd o seroprevalentd de 19.8% a infectiilor cu B. canis.
Seroprevalenta ne indicé expunerea cainilor din regiunea studiata si poate sa nu
corespunda cu prevalenta obtinuta in urma unui studiu epidemiologic ce foloseste
metode de biologie moleculara (Imre, Farkas, M. Ilie, et al. 2013).

Un alt studiu publicat tot de Imre et al. n 2013, in vestul tarii prezinta
prevalenta infectiilor cu Babesia la caini ce prezentau deja simptome specifice
acestei infectii. Acest ultim studiu a raportat o prevalentd de 71.4% pentru B.
canis si 28.6% pentru B. gibsoni si a fost facut folosind metoda PCR clasica.
Avand in vedere cd au fost testati doar cdini ce prezentau simptomatologie
specificd infectiilor cu Babesia spp, aceste prevalente nu pot fi extrapolate la
populatia totald de caini din regiunea studiatd (Imre, Farkas, M. S. Ilie, et al.
2013).
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Un studiu publicat in 2017, in sudul Romaniei (judetul Ilfov) de catre
Anderrson et al. a studiat prevalenta infectiilor cu Babesia la caini ce manifestau
simptome specifice acestor infectii. Acest studiu raporteazd o prevalenta de
29.16% a infectiilor cu B. canis si 1.04% a infectiilor cu B. gibsoni. Pentru cé au
fost selectati cdini cu simptomatologie specifica si in acest caz prevalentele
raportate in acest studiu nu pot fi considerate reprezentative pentru toti cainii din
regiunea studiatd (Andersson, Tolf, Tamba, Stefanache, Waldenstrom, et al.
2017).

Studiile mentionate mai sus au o valoare stiintifica ce nu poate fi negata
dar nu sunt suficiente pentru a oferi o imagine de ansamblu a raspandirii si
prevalentei infectiilor cu Babesia spp. la céini in diversele regiuni ale tarii.

Avand 1n vedere importanta acestor boli pentru medicina veterinara in
Roménia si lipsa datelor epidemiologice despre aceste boli, scopul acestui studiu
este s completeze cunostintele despre distributia si prevalenta babesiozei si
hepatozoonozei in sudul tarii.

7.2 Material si metoda

7.2.1 Colectarea probelor

Probe de sange venos au fost recoltate de la 300 de céini din 5 adaposturi
municipale, din sudul Romaniei. Probele au fost recoltate in vacutainere cu
anticoagulant EDTA, intre 10 si 20 iulie 2017. Probele au fost recoltate din
adaposturi de la marginea oraselor Drobeta-Turnu Severin (44°37°53.9”N
22°37°55.2”E), Craiova (44°20'32.4"N 23°43'02.6"E), Rosiorii de Vede
(44°07'04.8"N  24°59'58.5"E), Alexandria (43°57'14.5"N 25°20'43.6"E) si
Slobozia (44°34'18.1"N 27°20'51.4"E). Céinii au fost capturati pe teritoriul
municipiului sau in localititi din apropierea municipiului, intr-o perioada de doua
sdptamani inaintea recoltarii probelor.
Problele au fost stocate la -20°C pana la prelucrarea lor.
Locatia si coordonatele punctelor de recoltare sunt descrise in figura 5.1, din
capitolul V.

7.2.2 Extractia de ADN

Probele de sange au fost transportate in Israel, la Scoala de Medicina
Veterinara "Koret", din Rehovot. Extractia de ADN a fost facuta cu kitul Ilustra
Blood GenomicPrep Mini Spin Kit, GE Healthcare, din Buckinghamshire UK,
urmand instructiunile producatorului.
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7.2.3 Screening molecular

Probele infectate cu Babesia spp sau Hepatozon spp au fost identificate
folosind trei metode moleculare diferite.

Un screening initial a fost facut prin metoda polymerase chain reaction
(PCR) clasica, folosind amorsele Piroplasmid-F
(CCAGCAGCCGCGGTAATTC) si Piroplasmid-R
(CTTTCGCAGTAGTTYGTCTTTAACAAATCT), pentru amplificarea unei
portiuni de 350-400 bp a genei 18s rARN a piroplasmidelor. Pentru a identifica
probele cu coinfectie, toate probele pozitive au fost testate folosind amorsele
specifice  pentru  Babesia  si  Hepatozoon.  Amorsele = PIROA
(AATACCCAATCCTGACACAGGQG) si PIROB
(TTAAATACGAATGCCCCCAAC) (Olmeda et al. 1997) au fost folosite pentru
identificarea probelor infectate cu Babesia, iar amorsele Hepatozoon 18S-F
(GGTAATTCTAGAGCTAATACATGAGC) si Hepatozoon 18S-R
(ACAATAAAGTAAAAAACAYTTCAAAG) (Almeida et al. 2012) au fost
folosite pentru identificarea probelor infectate cu Hepatozoon.

Volumul reactiilor PCR a fost de 25ul, folosind kitul “PCR-ready High
Specificity mix (Syntezza Bioscience, Jerusalem, Israel)” si 400 nM amorse si
apd DNase/RNase-free (Sigma, St. Louis, MO, USA). Amplificarea a fost facuta
folosind un termociclator programabil, produs de Biometra, Gottingen,
Germania.

Pasul initial de denaturare a fost la o temperaturd de 95 °C, a durat 5 min
si a fost urmat de 35 de cicluri de denaturare la 95 °C, timp de 30 de secunde.
Pasii de aditie a amorselor si de extensie au loc la 64°C si dureaza 30 secunde
pentru perechea de amorse Piroplasmid-F/Piroplasmid-R, 58°C, timp de 30
secunde pentru perechea de amorse PIROA/PIROB si 50°C timp de 30 secunde
pentru perechea de amorse Hepatozoonl18S-F/ Hepatozoon18S-R. Pasul de
extensie final a avut loc la o temperatura de 72 °C, timp de 30 de secunde. Dupa
ultimul ciclu, pasul de extensie a fost continuat timp de 5 minute.

AND-ul extras de la un céine infectat cu B. vogeli si de la un caine infectat
cu H. canis a fost folosit ca si control pozitiv. Au fost folosite doua tipuri de
controale negative: primul a fost apa ultrapura folosita in reactia PCR si a doua a
fost AND-ul extras din sangele unui cdine crescut in laborator (piroplasmid-free).
Electroforeza ampliconilor a fost facutda pe un gel de agarozd de 1.5%, cu
bromura de etil. Gelul a fost inspectat la un cititor cu lampa UV, iar ampliconii
au fost comparati cu un marker molecular cu o lungime de 100 baze azotate.
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7.2.4 Secventierea si analiza filogenetica

Ampliconii au fost purificati folosind kitul EXO-Sap, produs de New
England Biolabs Inc, USA, si secventierea a fost facuta de cétre HyLaboratories
Ltd., folosind kitul Big-Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing si secventiatorul
ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer, produs de Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA. Secventele ADN au fost analizate cu programul MEGA X si comparate
cu secvente prezente in baza de date GenBank®, folosind motorul de cautare
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).

Specia a fost stabilitd cand secventa ampliconului are o identitate de 97
% sau mai mare cu cea mai asemanatoare secventd din baza de date GenBank®
(Allen et al. 2008; Baneth et al. 2013; Karagenc et al. 2006).

Analiza filogenetica a fost facuta folosind metoda maximum likelihood,
modelul Hasegawa-Kishino-Yano (Hasegawa, Kishino, si Yano 1985) si folosind
programul MEGA X (Kumar et al. 2018).

7.2.5 Analiza statistica

Analizele statistice au fost facute folosind programul Epi Info™ 7.2
software, al organizatiei Center for Disease Control (CDC), din Atlanta, SUA.

Diferentele dintre prevalenta babesiozei si hepatozoonozei in diferitele
regiuni, a fost stabilitd folosind metoda Pearson Chi-square si programul SPSS
Statistics 20.0 al companiei IBM, SUA.

7.3 Rezultate

7.3.1 Diagnostic molecular si analiza statistica

Din 300 de probe, 48.84% (n=163) au fost pozitive pentru analiza PCR
folosind amorsele pentru piroplasmide. Dupa cum se poate vedea din figura 7.1,
aceasta tehnica a permis identificarea cainilor infectati cu Babesia spp, H. canis
dar si a celor coinfectati cu acesti paraziti. Prevalenta piroplasmidelor in fiecare
punct de colectare a probelor poate fi vazuta in tabelul 7.1.

Dupa cum se poate observa din tabelele 7.2 si 7.3, prevalenta totald a
infectiilor cu H. canis este de 47.67% (n=142, 95%CI 41.57-53.15%) iar pentru
Babesia spp este 9.67% (n=29, 95%CI 6.57%-13.59%). Prevalenta totald a
infectiilor cu H. canis este semnificativ mai mare decat prevalenta infectiilor cu
Babesia spp. (p<0.000).

Prevalenta infectiilor cu H. canis in Drobeta-Turnu Severin a fost
semnificativ mai mare ca cea din restul oragelor (p<0.05; Tabelul 7.2), cu exceptia
prevalentei raportate in Slobozia.
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M 1 2 3 4 nc ntc HEP BAB 5 M

Figura 7.1: Ampliconii PCR a 5 din cele 300 de probe analizate folosind
amorsele PIROA si PIROB. La pozitiile “M” marcatori moleculari, “nc” si
“ntc” sunt controalele negative, “HEP” (- 400bp) si “BAB” ¢ 350bp) sunt
controalele pozitive pentru Hepatozoon spp. si Babesia spp.. Probele 1 si 2 sunt
pozitive pentru Hepatozoon spp., probele 3 si 5 sunt negative iar proba 4 este
coinfectatd cu Hepatozoon spp. si Babesia spp.

Figure 7.1: PCR products of 5 out of 300 de samples analysed using the
PIROA and PIROB primers. “M” are the molecular markers, “nc” and “ntc”
are the negative control and the negative template control, “HEP” ¢400bp) si
“BAB” (-350bp) are the positive controls for Hepatozoon spp. and Babesia
spp.. Samples 1 and 2 are positive for Hepatozoon spp., samples 3 and 5 are
negative and sample 4 is coinfected with Hepatozoon spp. and Babesia spp.

Prevalenta infectiilor cu Babesia spp. in orasele cele mai estice,
Alexandria si Slobozia, a fost semnificativ mai mare ca prevalenta raportata in
orasul cel mai vestic, Drobeta-Turnu Severin (p<0.05), (Tabel 7.3).
In orasele cele mai estice, Alexandria si Slobozia, au fost raportate 90.5% din
infectiile cu B. canis, iar 87.5% din infectiile cu B. vogeli provin din orasele cele
mai vestice, Drobeta-Turnu Severin si Craiova (Tabel 7.3)
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Tabel 7.1: Rezultatul reactiei PCR pentru piroplasmide pe orase si judete
Table 7.1: Positive samples for the piroplasmid PCR, per county and town

Teza doctorat 2020

Judet Oras Piroplasmid [PCR+]|
poz/tot % 95% CI
Mehedinti Drobeta-Turnu Severin 47/64 73.44% 60.91-83.70
Dolj Craiova 54/100 54% 43.74-64.02
Rosiorii de Vede 16/50 32% 19.52-46.70
Teleorman -

Alexandria 20/41 48.78% 32.88-64.87
Ialomita Slobozia 26/45 57.78% 42.15-72.34
Total 163/300 54.33% 48.51-60.07

Prescurtiri: poz: pozitiv, tot: total
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Tabel 7.2: Prevalenta infectiilor cu H. canis pe oras si pe judet. Diferenta statisticd intre prevalentele din orasele de
unde au fost recoltate probe
Table 7.2: The prevalence of H. canis per county and city. The statistical difference between the prevalence in the
sampling locations

County City Hepatozoon canis
pos/tot % 95% CI Statistical significance* poz/tot
CR RV AL SL
Mehedinti Drobeta-Turnu  46/64  71.88% 59.24-  p<0.05 p<0.001  p<0.001 p=0.078 2/64
Severin 82.40
Dolj Craiova 49/100 49% 38.86- p=0.457  p=0.139  p=1.000  7/100
59.20
Rosiorii de 16/50 32% 19.52- p=1.000  p=1.000 0/50
Teleorman Vede 46.70
Alexandria 11/41 26.83% 14.22- p=0.557 11/41
42.94
Ialomita Slobozia 21/45  46.67% 31.66- 9/45
62.13
Total 143/300 47.67%  41.90- 29/300
53.48

Prescurtiri: poz pozitiv, tot total, CR Craiova, RV Rosiorii de Vede, AL Alexandria, SL Slobozia
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Tabel 7.3: Prevalenta infectiilor cu Babesia spp. pe oras si pe judet si coinfectiile cu H. canis si Babesia spp. Diferenta
statistica intre prevalentele din orasele de unde au fost recoltate probe

Table 7.3: The prevalence of Babesia spp. per county and city and the coinfections with H. canis and Babesia spp. The
statistical difference between the prevalence in the sampling locations

Judet Oras Babesia spp. coinfections
pos/tot % 95% CI Statical significance* B. B. H. canis B. H. canis B.
canis vogeli canis vogeli
CR RV AL SL
Mehedinti TS 2/64 3.13% 0.38-10.84 p=1.000p=1.000p<0.005 p<0.05 0 2 0 1
Dolj CR 7/100 7% 2.86-13.89 p=0.156 p<0.05 p=0.263 2 5 0 2
RV 0/50 0% - p<0.001p<0.001 0 0 0 0
Teleorman
AL 11/41 26.83% 14.22- p=1.000 10 1 2 0
42.94
Ialomita SL 9/45 20% 9.58-34.60 9 0 4 0
Total 29/300 9.66% 6.57-13.59 21 8 6 3

Prescurtiri: poz pozitiv, tot total, TS Drobeta Turnu-Severin, CR Craiova, RV Rosiorii de Vede, AL Alexandria, SL Slobozi
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7.3.2 Studiu filogenetic

Secventele nucleotidice obtinute In urma reactiei PCR specifice pentru
identificarea infectiilor cu Hepatozoon canis sunt 98% - 100% identice intre ele
si sunt 97% - 100% identice cu secvente gasite in baza de date GeneBank.

Arborele filogenetic prin metoda maximum likelihood a fost construit
folosind ampliconii de o lungime de 502 baze azotate, a genei 18S rDNA. Nu au
fost observate diferente semnificative intre majoritatea secventelor de H. canis,
cu exceptia a patru segmente din Craiova si Slobozia. Dupa cum se poate observa
si din figura 7.3, secventele de H. canis sunt identice cu secvente raportate in
Ungaria, Serbia, Slovacia, Republica Ceha si Croatia, dar si in alte studii din
Roménia.

Secventele nucleotidice obtinute In urma reactiei PCR specifice pentru
identificarea infectiilor cu B. canis sunt 98% - 100% identice Intre ele si sunt 99%
- 100% identice cu secvente gasite in baza de date GeneBank. Din figura 7.2, se
poate observa cd secventele au fost similare cu secvente raportate in Ungaria,
Serbia si Republica Ceha.

Secventele nucleotidice obtinute In urma reactiei PCR specifice pentru
identificarea infectiilor cu B. vogeli sunt 100% identice intre ele si sunt 97% -
100% identice cu secvente gasite in baza de date GeneBank.
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Figura 7.2: Studiul filogenetic se bazeaza pe ampliconul reactieci PCR
specifica pentru Babesia spp., de o dimensiune de 378 baze azotate si a fost
facut prin metoda ,,Maximum Likelihood” si bazat pe modelul Hasegawa-
Kishino-Yano (Hasegawa et al. 1985). Pentru studiul filogenetic a fost folosit
programul MEGA X (Kumar et al. 2018). Secventele inconjurate cu rosu
apartin studiului nostru

Figure 7.2: Phylogenetic tree of Babesia spp. based on a 378bp-long sequence
of the 18S rRNA gene. The animal species from which sequences are derived
and geographic locations are marked for each entry. The evolutionary history
was inferred by using the Maximum Likelihood method and Hasegawa-
Kishino-Yano model (Hasegawa et al. 1985). Sequences obtained in this study
are marked with a diamond. Only bootstrap values above 80% are shown
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KU597241/ Hepatozoon canis! Ixodes ricinus/ Slovakia
MHE56729 Hepatozoon canis! Canis lupus! Croatia
a6 ||| Ky 197002/ Hepatozoon canis! Rhipicephalus sanguineus! Turkey
@ |MN540617 Hepatozoon canis! Craiova/ DJ 5 |

a8 MG209587/ Hepatozoon canis/ Canis familians/ Pakistan
KY247116/ Hepatozoon canis! Canis familiars’ Turkey
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Figura 7.3: Studiul filogenetic se bazeaza pe ampliconul reactiei PCR
specifica pentru Hepatozoon canis, de o dimensiune de 505 baze azotate si a
fost facut prin metoda ,,Maximum Likelihood” si bazat pe modelul Tamura
3-parameter (Tamura 1992). Pentru studiul filogenetic a fost folosit
programul MEGA X (Kumar et al. 2018). Secventele Inconjurate cu rosu
apartin studiului nostru

Figure 7.3: Phylogenetic tree of Hepatozoon canis based on a 505bp-long
sequence of the 18S rRNA gene. The animal species from which sequences
are derived and geographic locations are marked for each entry.The
evolutionary history was inferred by using the Maximum Likelihood method
and Tamura 3-parameter model (Tamura 1992). Sequences obtained in this
study are marked with diamond. Only bootstrap values above 80% are
shown

56



Teza doctorat 2020

7.4 Discutii

Raportam, pentru prima oara, un studiu epidemiologic al hepatozoonozei
si al habesiozei canine, in sudul Romaéniei, ce foloseste metode moleculare si are
scopul de a stabili prevalenta acestor boli in mai multe judete (Cimpan et al.
2020).

Raportdm o prevalentd de 48.84% a cainilor infectati cu H. canis sau Babesia
spp., dar doar 3% prezinta coinfectie.

Prevalenta totald a infectiilor cu Babesia spp. ( 9.6%) este considerabil
mai mica decat cea de 30%, prezentatd in 2017, in [Ifov (Andersson, Tolf, Tamba,
Stefanache, Waldenstrom, et al. 2017). Prevalentele in punctele de recoltare mai
apropiate de judetul Ilfov, Alexandria si Slobozia, sunt de 20% respectiv 27%,
valori asemandtoare cu cele ce au fost raportate in [Ifov (Andersson, Tolf, Tamba,
Stefanache, Waldenstrom, et al. 2017).

Prevalenta raportatd a babesiozei canine in tdrile limitrofe variaza
considerabil de la 2.1% 1n Turcia (Guo et al. 2017), la 21.5% in Serbia (Gabrielli
et al. 2015) si 50% B. canis in Ungaria (Hamel et al. 2012).

Distributia celor doua specii de Babesia identificate depinde de locatia
punctelor de colectare. 90.47% din infectiile cu B. canis provin din punctele de
colectare cele mai estice, Alexandria si Slobozia, dar 87.5% din infectiile cu B.
vogeli provin din punctele de colectare cele mai vestice, Drobeta-Turnu Severin
si Craiova.

Raportdm o prevalentd mai mare a infectiilor cu H. canis (47%) fata de
cea de 15% raportatd in trecut in judetul Ilfov (Andersson, Tolf, Tamba,
Stefanache, Waldenstrom, et al. 2017) si fata de cea raportata in tari invecinate ca
Turcia (22.3%) (Aktas et al. 2015), Ungaria (26%) (Hornok et al. 2013) si Croatia
(11.8%) (Vojta et al. 2009), dar asemanatoare cu prevalenta de 50.6%, raportata
in Italia (Otranto et al. 2011).

Prevalenta infectiilor cu H. canis, Babesia canis si B. vogeli in sudul
Romaniei depinde de locatie. Raportim o prevalentd mai mare a infectiilor cu H.
canis in punctul de colectare cel mai vestic, Drobeta-Turnu Severin (Tabel. 2), si
o prevalenta mai mare a infectiilor cu Babesia spp. in punctele de colectare cele
mai estice, Slobozia si Alexandria (Tabel 3). Trebuie studiati factorii responsabili
pentru aceasta diferentd de prevalenta intre infectiile cu H. canis si Babesia spp.

Desi infectiile cu H. canis au o prevalentd mare, acest parazit nu este
studiat sau monitorizat indeajuns in Romania, cel mai probabil pentru ca de cele
mai multe ori se manifesta subclinic sau prezintd o simptomatologie usoara.
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Nu raportam cazuri de infectii cu B. gibsoni 1n acest studiu, dar in studii
mai vechi a fost raportatd o prevalenta de 3%, fara a se specifica o anumita zona
a tarii (Hamel et al. 2012), si o prevalentd de 28.6% la caini ce prezentau o
simptomatologie specifica si proveneau din vestul tarii (Imre, Farkas, M. S. Ilie,
et al. 2013).

Studiul filogenetic a ardtat cd nu existd diferente semnificative intre
secventele noastre si secvente din baza de date GenBank, ce provin din tari
apropiate geografic cum ar fi Ungaria, Serbia, Turcia, Republica Cehd sau
Slovacia.

Un studiu epidemiologic al capuselor din sudul Romaniei raporteaza o
prevalentd de 35.3% a capuselor Hyalomma marginatum, 13% Ripicephalus
sanguineus si 12.5% Dermacentor marginatus (Ionita et al. 2013). Cel mai mare
numar de cdpuse a fost gasit in judetele [alomita si Vrancea (lonita et al. 2013).

Un alt studiu epidemiologic al capuselor din toate regiunile tarii a raportat
o prevalentd de 36.9% a lui R. sanguineus 1n judete din sudul tarii si intr- un judet
din vestul tarii (Andersson, Tolf, Tamba, Stefanache, Radbea, et al. 2017).
Prevalentele capuselor D. reticulatus si D. marginatus au fost 13.9% si, respectiv,
de 10.8% si au fost raportate in sudul, nordul si vestul tarii (Andersson, Tolf,
Tamba, Stefanache, Radbea, et al. 2017). in acest studiu, prevalenta capusei H.
marginatum a fost doar 3%, iar capusele au fost recoltate doar din judetele
Mehedinti si Dolj (Andersson, Tolf, Tamba, Stefanache, Radbea, et al. 2017).
Prevalenta capusei /. ricinus a fost 27.7%. Acestea au fost gasite in nordul, vestul,
sudul si centrul tarii, iar foarte multe capuse au fost gasite in judetul Dolj. Ca si
in studiul nostru, parazitul cel mai frecvent intalnit a fost H. canis, prezent in
capusele recoltate din sudul, centrul si vestul tarii (Andersson, Tolf, Tamba,
Stefanache, Radbea, et al. 2017).

Majoritatea capuselor infectate cu H. canis au fost I. ricinus si au fost
recoltate in judetul Mehedinti (Andersson, Tolf, Tamba, Stefanache, Radbea, et
al. 2017). Aceste rezultate coincid cu rezultatele din studiul nostru, Mehedinti a
fost judetul cu cea mai mare prevalenta de infectii cu H. canis la caini (Andersson,
Tolf, Tamba, Stefanache, Radbea, et al. 2017). Capuse infectate cu B. canis au
fost gasite in nordul, vestul si sudul tarii (Andersson, Tolf, Tamba, Stefanache,
Radbea, et al. 2017).

Prevalenta infectiilor cu H. canis si Babesia spp. in sudul Romaniei
reprezintd informatii de interes pentru veterinari, pentru a stabili un diagnostic
corect. In ultimii ani, au fost deschise primele banci de singe pentru caini din
Romania, iar personalul acestor banci ar trebui sd tind cont de prevalenta
infectiilor cu Babesia spp., inaintea alegerii unui donator.
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Canidele, cum sunt sacalii, vulpile si lupii, pot fi infectate cu boli
vectoriale specifice cainilor si pot sd reprezinte o sursd de infectie pentru
animalele de companie, dar si pentru oameni, in cazul bolilor zoonotice, precum
encefalita de capusa (TBEV), leishmanioza, sau dirofilarioza. Prevalenta
infectiilor cu H. canis la vulpi din vestul tarii a fost raportata ca fiind 12.6% (Imre
et al. 2015), iar un studiu al bolilor vectoriale ale sacalilor a raportat o prevalenta
de 70% pentru H. canis, 8.9 % B. canis si 3.57% Babesia vulpes (Mitkova et al.
2017).

7.5 Concluzii partiale

Babesioza canina reprezintd una dintre cele mai importante boli
parazitare cu care se confruntd veterinarii in Romania. Chiar daca B. canis, B.
vogeli si B. gibsoni au fost raportate in trecut, in Romania, inca nu exista
suficiente informatii despre prevalenta infectiilor cu Babesia spp., in diferitele
regiuni ale tarii.

Semnaldm o prevalentd mult mai mare a infectiilor cu H. canis, in
comparatie cu Babesia spp., dar inca nu exista date suficiente despre prevalenta
acestei infectii In Roméania. Hepatozoonoza ramane o boald neglijatd de multi
medici veterinari si de multe ori diagnosticata si tratata ca babesioza.

Sperdm ca acest studiu sa completeze o parte din lipsa de informatii, legate de
epidemiologia acestor doud boli vectoriale ale céinelui.

Consideram ca sunt necesare mai multe studii pentru a intelege distributia
si prevalenta bolilor vectoriale ce afecteazd animalele de companie, animalele
sdlbatice, dar si omul. Sunt foarte importante si studiile ce ne ajutd sa intelegem
care sunt factorii ce influenteaza distributia acestor boli.

Studiile raportate in acest capitol indeplinesc doua obiective importante legate de
epidemiologia babesiozei si hepatozoonozei in sudul Romaniei.

Infectiile canine cu Babesia spp. au fost raportate in trecut in Romania
dar a fost nevoie reald de un studiu exhaustiv bazat pe biologie moleculara care
sd prezinte prevalenta si distributia babesiozei canine intr-o regiune extinsa din
sudul Roméniei.

Infectiile canine cu H. canis au fost putin studiate in Roméania. La
momentul scrierii acestei lucrari exista doar un alt studiu epidemiologic pe
aceasta temd, Intr-un singur judet din Romania. Acest studiu a rdspuns acestei
nevoi si prezintd situatia epidemiologicd a hepatozoonozei canine in sudul
Romaniei.
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Aditional, In acest studiu analizam diferentele de prevalentd dintre
infectii dar si dintre diferitele regiuni ale zonei studiate.
Secventele bazelor azotate din acest studiu au fost folosite pentru efectuarea

unui studiu filogenetic investigheaza eventuale diversitati genetice intre H. canis

si Babesia spp. din sudul Romaniei si din alte regiuni ale lumii.
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CAPITOLUL VIII
EPIDEMIOLOGIA DIROFILARIOZEI LA CAINI DIN
ADAPOSTURI DIN SUDUL ROMANIEI

CHAPTER VIII
EPIDEMIOLOGY OF CANINE DIROFILARIASIS IN
SHELTER DOGS FROM THE SOUTH OF ROMANIA

8.1 Descrierea cadrului organizatoric al cercetarilor

Existd mai multe specii de filarioze ce pot infecta pasari, reptile si
mamifere. Specii ce infecteaza carnivore salbatice si domestice, ca Dirofilaria
immitis, Dirofilaria repens, Onchocerca lupi, Cercopithifilaria grassii si
Thelazia callipaeda, sunt printre cele mai studiate pentru prevalenta lor crescuta,
potentialul zoonotic si patogenicitatea la caini.

Aceste filarioze sunt transmise de artropode, precum sunt tantarii sau
capusele ce joacd rolul de gazda intermediara.

Desi toate filariozele mentionate mai sus au fost raportate in Romania,

infectiile cu D. repens si D. immitis sunt printre cele mai intalnite.
Deoarece parazitii din genul Dirofilaria sunt dixenici, distributia si prevalenta
acestora sunt influentate de factori ambientali. Acesti factori au efect asupra
populatiilor de céini, ce joaca rol de rezervor, si asupra tantarilor, ce joaca rol de
vector.

Schimbarile climatice reprezinta unul dintre cei mai studiati si importanti
factori ce afecteaza distributia si prevalenta dirofilariozelor, deoarece dezvoltarea
artropodelor ce joaca rol de vector, dar si a larvelor de dirofilaria ce infecteaza
vectorii, depinde de temperatura externa (Genchi et al. 2009).

Canidele sdlbatice si domestice sunt principalul rezervor de infectie cu

filariozele din genul Dirofilaria, iar tantarii din familia Culicidae sunt vectorii
responsabili pentru transmiterea acestor infectii.
Studii recente raporteaza ca distributia infectiilor cu Dirofilaria spp., in Europa
este in schimbare si infectiile cu aceste filarioze sunt intalnite din ce n ce mai des
la nord si la est de zonele traditional endemice (Genchi et al. 2005, 2009; Otranto
et al. 2009). Aceastd schimbare poate duce la expunerea mai multor oameni si
animale la aceasta infectie si, din aceastd cauza, existd un interes crescut pentru a
intelege distributia acestor infectii si factorii ce stau la baza acestei schimbari
(Genchi et al. 2009).
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A fost demonstrat ca in Europa, pe 1anga incalzirea globala, exista si alte
schimbadri de habitat ce pot influenta prevalenta bolilor vectoriale (Medlock si
Leach 2015). In foarte multe tiri din Europa, declinul demografic, alaturi de
cresterea In amploare a urbanizérii au dus la depopularea zonei rurale. Acest
fenomen, alaturi de sporirea eforturilor de conservare a faunei salbatice au dus la
cresterea numarului de animale ce pot sd joace rol de rezervor pentru boli
vectoriale (Prins si Gordon 2007).

Datorita globalizarii, transportul de oameni si animale dintr-o tara in alta
a devenit mai usor si accesibil pentru o mare parte a omenirii. Acest fenomen ia
amploare in Europa datoritd garantdrii miscérii oamenilor si marfurilor in
interiorul Uniunii Europene si poate duce la introducerea unor animale infectate,
dar si a unor vectori, in tari ce nu sunt endemice (Maia si Cardoso 2015; Reiter
1998). Romania este o tard in mod deosebit expusa deoarece existd comunitati
importante de romani in tari ca Italia sau Spania, unde au fost raportate prevalente
importante la mai multe boli vectoriale. Aceste boli pot fi introduse in Romania
odatd cu animalele de companie ale comunitatii roménesti din aceste tari.
Introducerea tantarului Aedes albopictus in Europa, odatd cu comertul cu
anvelope reprezintd unul dintre cele mai studiate exemple ale introducerii unui
nou vector, prin comertul international cu anvelope (Reiter 1998). Tantarii Aedes
albopictus sunt vectori ai D. immitis, sunt antropofili, foarte agresivi si au avut o
raspandire impresionanta In ultimii ani (Otranto et al. 2009).

Infectiile cu Dirofilaria spp. afecteaza in mod special canidele, dar exista
si infectii umane. In Europa majoritatea infectiilor umane cu Dirofilaria spp. sunt
datorate D. repens, iar de cele mai multe ori leziunile parazitare sunt localizate n
partea superioara a corpului, cu preponderenta la membrele superioare sau la cap,
la nivel subcutanat sau subconjunctival (figura 8.1) (Pampiglione et al. 2001;
Pampiglione, Rivasi, si Gustinelli 2009). Mai rar, parazitii pot fi localizati la
nivelul tesutului muscular, organelor genitale sau mezenterului (Pampiglione et
al. 2001).

Infectiile umane cu D. immitis au loc mai rar in Europa, in comparatie cu
continentul american, dar parazitii se localizeaza de foarte multe ori la nivelul
plamanilor, iar leziunile provocate de acestia nu pot fi distinse de tumori maligne
pulmonare folosind radiografia (Bailey, Sohrabi, si Roberts 1990; Pampiglione et
al. 2009).

In Romania exista o populatie mare de caini fira stipan ce nu au
beneficiat de tratamente profilactice sau antiparazitare si nu sunt nici catagrafiati
corespunzator.
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Dirofilarioza canind cauzatd de D. immitis este frecvent Intdlnitd in
Roménia de catre clinicieni din toate regiunile tarii, iar din acest motiv exista un
interes real pentru a cunoaste prevalenta infectiilor cu Dirofilaria spp. la caini.
Incepand cu anul 2007, au fost publicate mai multe studii despre prevalenta
infectiilor cu Dirofilaria spp. la caine. Majoritatea raportarilor de infectii cu
Dirofilaria spp. la caine au fost facute in judete din sudul tarii, iar prevalentele
cele mai mari pentru infectiile cu D. immitis si D. repens au fost raportate 1n sud-
estul tarii, in judetul Tulcea (Ionica et al. 2014; Mircean et al. 2012).

Raspandirea infectiilor cu D. immitis si D. repens pe teritoriul Romaniei
reprezintd o probleméd pentru sanitatea cainilor, ce sunt crescuti ca animale de
companie, dar reprezintd o problema si pentru sanatatea oamenilor deoarece
acesti paraziti au un potential zoonotic.

@ )

Figura 8.1: (a) Caz de dirofilarioza umana, cauzata de Dirofilaria repens, cu

localizare subconjunctivala din anul 2013. Pacientul provenea din Galati (sud-
estul Romaniei), de sex feminin, avea 16 ani si locuia in mediu rural (Arbune
si Dobre 2015). (b) Extractia chirurgicala a unei larve de Dirofilaria repens de
la un pacient de 54 de ani, sex feminin, ce provine dintr-o zona rurald, din
judetul Salaj (nord-vestul Roméniei) (Macarie et al. 2017)

Figure 8.1: (a) One case of human dirofilariasis, with subconjunctival
localization, from 2013 caused by Dirofilaria repens. The patient is female,
lived in an rural are, has 16 years, and is from Galati (south-east of Romania)
(Arbune si Dobre 2015). (b) The surgical extraction of a Dirofilaria repens
larvae, from a 54 year, female patient, from a rural area, from Silaj county
(north-west of Romania) (Macarie et al. 2017)
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Studiile mentionate mai sus indica ca infectiile cu D. repens si D. immitis
in Roménia reprezinta un pericol real pentru sdnitatea animalelor dar si cd aceste
infectii pot avea un impact important si asupra sanatatii oamenilor. Din aceste
motive este deosebit de important sa cunoastem raspandirea si prevalenta acestei
infectii.

Avand in vedere situatia epidemiologicd complexa din Roménia si
schimbadrile de prevalenta raportate pentru mai multe boli vectoriale din Europa
si din lume, obiectivul acestui studiului este de a folosi tehnica RT-PCR pentru a
determina eventuale schimbadri de prevalenta, si distributie In una dintre cele mai
afectate regiuni ale Romaniei.

8.2 Material si metoda

8.2.1 Colectarea probelor
Probele de sange au fost colectat de la 300 de caini din 5 adaposturi municipale
din judete din sudul Romaniei. Probele au fost recoltate prin punctia venei
cefalice in tuburi cu anticoagulant EDTA. Probele au fost recoltate din adaposturi
de la marginea oraselor Drobeta-Turnu Severin (44°37°53.9”N 22°37°55.2”E),
Craiova (44°20'32.4"N 23°43'02.6"E), Rosiorii de Vede (44°07'04.8"N
24°59'58.5"E), Alexandria (43°57'14.5"N  25°20'43.6"E) si  Slobozia
(44°34'18.1"N 27°20'51.4"E). Locatia si coordonatele punctelor de recoltare sunt
descrise in figura 5.1, din capitolul V.

Acesti caini au fost capturati de pe teritoriul municipiului dar si din
localitatile din apropierea municipiului. Probele de sdnge cu EDTA au fost stocate
la -20°C pana la extractia de acizi nucleici. Recoltarea probelor a avut loc cu
consimtdmantul conducerii adapostului.

Locatia si coordonatele punctelor de recoltare sunt descrise in figura 8.1.

8.2.2 Extractie de ADN

Probele de sange au fost extrase folosind kit-ul comercial Ilustra Blood
Genomic Prep Mini Spin Kit, produs de GE Healthcare, din Regatul Unit. Pentru
fiecare extractie a fost folosit 300 pl de sange cu EDTA si au fost urmate
instructiunile producatorului.

8.2.3 Screening molecular pentru filarii prin Real Time PCR si PCR
clasic

Pentru a identifica toti canii infectati cu filarii a fost folosita metoda Real
Time PCR pentru a amplifica o secventd de ADN cu o lungime de 115 baze
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azotate ce fac parte din gena 12 S a filariilor. Perechea de amorse F5'-
TTTAAACCGAAAAAATATTGACTGAC-3’ si RS’ -
AAAAACTAAACAATCATACATGTGCC-3', folosite pentru aceasta reactie a
fost conceputd de catre Wongkamchai et al. pentru a detecta parazitii Brugia
malayi, Brugia pahangi si D. immitis dar au folositi si pentru a amplifica ADN si
de la alte specii de filarii, dupa cum a demonstrat Rojas et al. (Rojas et al. 2015;
Wongkamchai et al. 2013). Toate probele au fost analizate prin Real Time PCR,
prin metoda descrisd de Wongkamchai et al., dar si cu modificatd de Rojas et al.
dupd cum este descris in tabelul 8.1 (Rojas et al. 2015; Wongkamchai et al. 2013).
Reactiile PCR au fost efectuate pe wun termociclator Applied
Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA).

Toate probele pozitive la aceastd prima reactie de Real Time PCR au fost
analizate printr-o reactie PCR clasica ce este descrisd in tabelul 8.2. Aceastad
tehnica de PCR clasic a fost descrisd de Rishniw et al (Rishniw et al. 2006) si
foloseste amorsele non specifice DIDR-F1 (5’-AGT GCG AAT TGC AGA CGC
ATT GAG-3’) si DIDR-R1 (5’-AGC GGG TAA TCA CGA CTG AGT TGA-
3°). In trecut aceastd tehnicd a fost folositd pentru identificarea urmatoarelor
specii de filarii: Dirofilaria immitis, Acanthocheilonema reconditum, Dirofilaria
repens, Amphiachyris dracunculoides, Brugia phangi, Brugia malayi, Brugia
timori, Mansonella ozzardi $1 Onchocerca volvulus. Dupad cum poate fi observat
din tabelul 8.3, fiecérei specii de filarie 1i corespunde un amplicon de o anumita
lungime.

Tabel 8.1: Program RT-PCR descris de (Wongkamchai et
al. 2013) si modificat de (Rojas et al. 2015)
Table 8.1: RT-PCR cycles as described by (Wongkamchai
et al. 2013) and modified by (Rojas et al. 2015)

Temperatura Durata Nr. de cicluri
95°C 4 min
95°C, 5s
58°C 15s 50
72°C 10s
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Tabel 8.2: Program PCR clasic descris de (Rishniw et al. 2006) pentru
amorsele non specifice DIDR-F1 si DIDR-R1

Table 8.2: PCR cycles as described by (Rishniw et al. 2006), using the
non-specific primers DIDR-F1 and DIDR-R1

Temperatura Durata Nr. de cicluri
94°C 2 min
94°C, 30s
60°C 30s 32
72°C 30s
72°C 7m
4°C o0

Tabel 8.3: Lungimea secventei amplificate pentru fiecare parazit in baze
azotate obtinute cu tehnica descrisa de (Rishniw et al. 2006) pentru amorsele
non specifice DIDR-F1 si DIDR-R1
Table 8.3: The length of each PCR product using the technique described by
(Rishniw et al. 2006) and the non-specific primers DIDR-F1 and DIDR-R1

D. immitis 542

A. reconditum 578
D. repens 484

A. dracunculoides 584
B. pahangi 664

B. malayi 615

B. timori 625

M. ozzardi 430

O. volvulus 470
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Tabel 8.4: Program PCR clasic descris de (Rishniw et al. 2006) pentru
amorsele specifice pentru Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens si
Acanthocheilonema reconditum
Table 8.4: PCR cycle as described by (Rishniw et al. 2006), using the species
specific primers for Dirofilaria immitis, Dirofilaria repens i
Acanthocheilonema reconditum

Temperatura Durata Nr. de cicluri
94°C 2 min
94°C, 30s
58°C 30s 32
72°C 30s
72°C 7m
4°C 0

Probele ce prezentau coinfectii au fost evaluate folosind tehnica PCR
specifica pentru D. immitis, D. repens si A. reconditum, descrisa 1n tabelul 8.4 si
dezvoltata de citre de catre Rishniw et al. (Rishniw et al. 2006). Pentru aceste
tehnici PCR specifice au fost folosite amorsele DICOI-F1 (5’-AGT GTA GAG
GGT CAG CCT GAG TTA-3’ si DICOI-R1 (5’-ACA GGC ACT GAC AAT
ACC AAT-3’) pentru a detecta D. immitis, amorsele DRCOI-F1 (5’-AGT GTT
GAT GGT CAA CCT GAA TTA-3’) si DRCOI-R1 (5’-GCC AAA ACA GGA
ACA GAT AAA ACT-3’) pentru a detecta D. repens si amorsele ARCOI-F1 (5°-
AGT GTT GAG GGA CAG CCA GAA TTG-3’) si ARCOI-R1 (5’-CCA AAA
CTG GAA CAG ACA AAA CAA GC-3’) pentru a detecta A. reconditum
(Rishniw et al. 2006).

8.3.4 Secventiere

Ampliconii rezultati in urma reactiilor PCR clasice au fost purificati
folosind un kit de purificare EXO-Sap (New England Biolabs Inc, USA) si
urmand instructiunile producatorului.
Secventierea a fost facutd de catre compania HyLaboratories Ltd. (Rehovot,
Israel) folosind kitul Big-Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing si
secventiatorul, ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer, produs de Applied
Biosystems (Foster City, CA, USA).

67



Cimpan Andrei Alexandru

Secventele ADN au fost analizate cu programul MEGA X si comparate
cu secvente prezente in baza de date GenBank®, folosind motorul de cautare
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Dupd cum se poate observa din
figura 8.2, o secventd nucleotidica partiala a D. repens a fost analizata si apoi
comparata cu alte secvente din baza de date.

Specia a fost stabilita cand secventa ampliconului are o identitate de 97 % sau
mai mare cu cea mai asemanatoare secventd din baza de date GenBank® (Allen
et al. 2008; Baneth et al. 2013; Karagenc et al. 20006).

8.2.5 Analiza statistica

Prevalentele si intervalul de incredere 95% au fost calculate folosind
programul Epi Info™ 7.2 software, al organizatiei Center for Disease Control
(CDC), din Atlanta, SUA.
Diferentele de prevalenta dintre speciilor de filarii si diferentele de prevalenta
intre diferite regiuni au fost analizate folosind metoda Pearson Chi-square si
programul SPSS Statistics 20.0 al companiei IBM, SUA.

8.3 Rezultate

8.3.1 Diagnostic molecular si analiza statistica
Din cele 300 de probe analizate folosind tehnicele Real Time qPCR, PCR clasic
si secventiere, 17.33% (n=52) au fost pozitive pentru Dirofilaria spp. si A.
reconditum.

Prevalenta infectiilor cu D. repens este de 11.66% (n=36, 95% CI 8.55%
- 16.22%), pentru D. immitis este de 4.66% (n=14, 95% CI 2.57% - 7.71%) iar
pentru A. reconditum este 1.33% (n=4 95% CI 0.36%-3.38%). Prevalenta totala
a infectiilor cu D. repens este semnificativ mai mare ca prevalenta infectiilor cu
D. immitis si A. reconditum (p<0.003), iar prevalenta infectiilor cu D. immitis este
semnificativ mai mare ca cea cu 4. reconditum (p=0.042).

Prevalenta infectiilor cu Dirofilaria spp. si A. reconditum in fiecare punct
de colectare a probelor, dar si intervalul de incredere cu nivelul de incredere de
95% pot fi vizute in tabelul 8.5. In tabelul 8.5 pot fi observate si rezultatele
testului Chi-square, ce au rolul de a determina daca diferentele de prevalentd a
infectiilor intre orasele din studiu sunt semnificative din punct de vedere statistic.
Nu au fost observate diferente de prevalentd intre orase sau regiuni pentru
infectiile cu D. repens si A. reconditum. Pentru infectiile cu D. immitis, singura
diferenta de prevalenta a fost observata intre orasele Craiova si Rosiorii de Vede
(p=0.042).
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Figura 8.2: Parte a secventei Dirofilaria repens obtinute in urma analizei PCR
folosind amorsele non specifice DIDR-F1 si DIDR-R1 si programul PCR clasic
descris de (Rishniw et al. 2006). Proba provine de la un cdine din comunitar din
Drobeta Turnu-Severin

Table 8.2: Part of a nucleotide sequence of Dirofilaria repens obtained using
the PCR technique as described by (Rishniw et al. 2006), and using the non-
specific primers DIDR-F1 and DIDR-R1. This sample was obtained from a stray
dog from the town Drobeta Turnu-Severin

69



Cimpan Andrei Alexandru

Prevalenta infectiilor cu D. repens 12% (36/300) a fost semnificativ mai
mare ca prevalenta infectiilor cu D. immitis 4.67% (14/300) si A. reconditum
1.33% (4/300) (p<0.003), iar prevalenta infectiilor cu D. immitis a fost
semnificativ mai mica ca prevalenta infectiilor cu A. reconditum (p<0.042)
(Tabelul 8.5).

Au fost observate doar 3 coinfectii cu D. repens si D. immitis.

8.3.2 Studiu filogenetic

In figura 8.3 este prezentat arborele filogenetic prin metoda “Maximum
likelihood” a fost construit folosind ampliconii obtinuti in urma reactiei PCR
clasicd, descrisa de catre Rishniw et al. (Rishniw et al. 2006), si folosind amorsele
DIDR-F1 si DIDR-R1, descrise mai sus.

Secventele nucleotidice specifice D. immitis, obtinute in urma reactiei
PCR descrise mai sus, sunt intre 99.5% si 100% identice intre ele si sunt 100%
identice cu a secvente gasite in baza de date GeneBank, obtinute din Slovacia, de
la vulpi (Vulpes vulpes) (MN596213), si de la cdini (Canis familiaris) din Turcia
(KF273906).

Secventele nucleotidice specifice D. repens, obtinute in urma aceleiasi
reactii PCR descrise mai sus, sunt intre 97.6% si 100% identice intre ele si sunt
100% identice cu secvente gasite in baza de date GeneBank, obtinute de la cdini
din Lituania (MH469230) si Tunisia (KR676387).

Secventa nucleotidica specifica 4. reconditum a fost obtinutd in urma
aceleiasi metode PCR clasic, aceasta fiind identicd 100% cu secventa cu codul
KX932122, raportata in Brazilia si obtinuta de la céine.
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KX932123/ Acanthocheilonema reconditum/ Canis familiaris/ Brazil
|TS 1524/ Acanthocheilonema recundlluml

KX932122/ Acanthocheilonema reconditum/ Canis familiaris/ Brazil
AF217801/ Acanthocheilonema reconditum/ Canis familiaris/ Taiwan
'— KX932121/ Acanthocheilonema reconditum/ Canis familiaris/ Brazil
MH469230/ Dirofilaria repens/ Canis familiaris/ Lithuania

AYB93808/ Dirofilaria repens/ Canis familiaris/ USA

DJ D 26/ Dirofilaria repens
TS 1480/ Dirofilaria repens
IAL 37/ Dirofilaria repens

IAL 27/ Dirofilaria repens
g9 |JAL 1/ Dirofilaria repens
V 12/ Dircfilaria repens
DJ 7/ Dirofilaria repens
TS 1378/ Dirdfilaria repens
AL 462/ Dirdfilaria repens
DJ D/ Dirdfilaria repens
KR676387/ Dirofilaria repens/ Canis familiaris/ Tunisia
- KM108775/ Dirofilaria repens/ Aedes vexans/ Czech Republic
{JODEBMW Dirofilaria repens/ Canis familiaris/ India
TS 1322/ Dirofilaria immitis|
DJ 6/ Dirofilaria immitis
DJ 11/ Dirofilaria immitis
DJ 25/ Dirofilaria immitis
[DJ D 6/ Dirofilaria immitis
DJ D 19/ Dirofilaria immitis
J D 46/ Dirofilaria immitis
75 192 1la1 452/ Dirofilaria immitis
AL 403/ Dirofilaria immitis
MHB63471/ Dirofilaria immitis/ Canis familiaris/ Lituania
KF273905/ Dircfilaria immitis/ Canis familiaris/ Turkey
JX481279/ Dircfilaria immitis/ Canis familiaris/ India
KR676386/ Dirofilaria immitis/ Canis familiaris/ Tunisia
MF959619/ Dirofilaria immitis/ Canis familiaris/ Iran
‘h IMN332198/ Dirofilaria immitis/ Canis familiaris/ Chile
KY863453/ Dirofilaria immitis/ Canis familiaris/ Iran
’— EU272179f Onchocerca volvulus/ Brazil
100 ' DQ317659/ Onchocerca ochengi/ Portugal

AF228561/ Mansonella ozzardi/ Argentina

g

Figura 8.3: Studiul filogenetic se bazeaza pe secvente nucleotidice specifice
parazitilor Dirofilaria repens, Dirofilaria immitis si Acanthocheilonema
reconditum, ce au fost obtinute In urma reactiei PCR clasic, cum a fost descrisa
de Rishniw et al. (Rishniw et al. 2006), si folosind amorsele DIDR-F1 si DIDR-
R1. Arborele a fost facut folosind metoda ,,Maximum Likelihood” si bazat pe
modelul “Tamura 3-parameter” (Tamura 1992). Pentru studiul filogenetic a
fost folosit programul MEGA X (Kumar et al. 2018). Secventele inconjurate
cu rosu apartin studiului nostru

Figure 8.3: Phylogenetic tree of Dirofilaria repens, Dirofilaria immitis si
Acanthocheilonema reconditum based on the amplicons obtained using the
classic PCR reaction, described by a Rishniw et al. (Rishniw et al. 2006), and
using the DIDR-F1 si DIDR-R1 primers. The evolutionary history was inferred
by using the “Maximum Likelihood” method and “Tamura 3-parameter”
model (Tamura 1992). Sequences obtained in this study are marked with a red
rectangle. Only bootstrap values above 80% are shown
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Tabel 8.5: Prevalenta infectiilor cu D. repens, D. immitis si A. reconditum in sudul Romaniei. Infectiile sunt separate pe judete si pe
orase
Table 8.5: The prevalence of infections with D. repens, D. immitis $i A. reconditum in the south of Romania. The infections are
separated by city and county

Judet Total D. repens D. immitis A. reconditum CO
poz/tot %  95% CI |poz/tot % 95% CI  Diferente statistice* |poz/tot % 95% CI Diferente statistice* poz/tot %  95% ClI Diferente statistice* D. repens/
CR| RV | AL |SL CR | RV |AL[SL CR| RV | AL |SL P immitis
Mehedinti TS 23.44%13.75-35.69|12/64 18.75% 10.08- p=1P= p=1 = 1/64 1.56% 0.04-8.40 |p= p=1 |p=1 |p=1 | 3/64 4.69% 0.98- |p=1 |p= = = 1
15/64 30.46 0.236 0.370| 0.205 13.09 0.604 [0.819 .71
Dolj CR  23% 15.17-32.4914/100 14%  7.87- b= p=1. |p= |10/100 10% 4.9-17.62 b= |p=1 p= |1/100 1% 0.03- p=1 |p=1 pp=1 2
23/100 22.37 0.657 0.961] 0.036 0.05 5.45
RV 4% 0.49-13.71| 2/50 4% 0.49- p= p=1 0/50 0% 0-7.11 p= |p=1 | 0/50 0% 0-7.11 p=1 =1 0
Teleorman | 2/50 13.71 0.984 0.26
AL 21.95%10.56-37.61| 6/41 14.63% 5.57- p=1 3/41 7.32% 1.54-19.92 = 0/41 0% 0-8.6 p=1 0
9/41 29.17 0.32
lalomita SL  4.44% 0.54-15.15| 2/45 4,44% 0.54- 0/45 0% 0-7.87 0/45 0% 0-7.87 0
2/45 15.15
Total 51/300 17% 12.93-21.7436/30011.66% 8.55- 14/300 4.66% 2.57-7.71 4/300 1.33% 0.36- 3
16.22 3.38

Prescurtiri: TS - Dobeta Turnu-Severin, CR - Craiova, RV - Rosiorii de Vede, AL - Alexandria, SL — Slobozia, CO — coinfectii
*a fost aplicata corectia Bonferroni
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8.4 Discutii

Raportam un studiu epidemiologic exhaustiv al infectiilor canine cu
filarii in sudul Romaniei. Raportdm o prevalentd totala de 17% (51/300) a
infectiilor cu filarii la caini fara stdpan din mai multe judete din sudul Romaniei.
Prevalenta totald a infectilor cu D. repens a fost de 12% (36/300), mult mai mare
fata de 4.25%, céat a raportat Ciocan et al. in vestul Romaniei in 2010, si 6.23%
cat a raportat Poliana et al. In judetul Dambovita in 2013. Comparatia acestor
rezultate nu este corectd pentru ca in studiile publicate de Poliana et al. si Ciocan
et al. au folosit metoda Knott modificata iar Ciocan et al. a folosit metoda PCR
doar pentru confirmarea probelor pozitive (Poliana et al. 2013; Roberta CIOCAN,
Gh. DARABUS, Olga JACSO 2010). Diferenta de prevalentd ar putea si fie
explicatd de sensibilitatea superioara a metodei PCR, regiunile diferite de unde
au fost colectate probele, dar si de o crestere reald a prevalentei intre 2013 s12017.

Prevalenta infectiilor cu D. repens raportata de noi este considerabil mai
mare si ca cea de 6.15% raportata de cétre lonica et al. in 2015 (Ionica et al. 2015).
Este mai usor de comparat rezultatele acestor doud studii pentru ca ambele au
folosit metoda PCR. In acest caz diferenta de prevalenti ar putea si se datoreze
faptului cé probele au fost colectate in mare parte din judete diferite. Prevalenta
infectiilor cu D. repens raportata de lonica et al. 1n judetele Dolj si Teleorman a
fost de 13.7%, respectiv 8.9%. Aceste rezultate sunt foarte apropiate de
prevalentele de 14% in Dolj si 8.79% in Teleorman raportate in acest studiu
(Ionica et al. 2015).

Prevalenta infectiilor cu D. repens din studiul nostru a fost considerabil
mai mica ca cea raportati in tari apropiate, cum sunt Serbia sau Croatia. In aceste
tari prevalenta infectiilor cu D. repens variaza foarte mult, Intre 24.5% si 49.2%.
Aceste variatii depind 1n functie de metoda folositd in diversele studii, zona
investigata si anul cand a fost efectuat studiul. Prevalenta mai crescuta fata de cea
raportata in studiul nostru poate fi explicata si de influenta climei mediteraneene
din aceste tari (Tasi¢-Otasevic et al. 2015).

in Ungaria, o tara cu un climat asemanitor cu cel din Romania, prevalenta
infectiilor cu D. repens este de 11.1%, foarte apropiat de cel de 12% raportat de
noi (Farkas et al. 2020).

Prevalenta totald a infectiilor cu D. immitis in studiul nostru este de
4.67% (14/300), semnificativ mai mica ca cea de 23.07% raportatd de Coman et
al. in 2007, in vestul tarii, cea de 12.63% raportata de Poliana et al. in judetul
Dambovita, in 2015 si cea de 8.9% raportata de Ciuca et al. 1n estul tarii, in 2017.
Siin acest caz rezultatele studiilor nu pot fi comparate cu usurinta avand 1n vedere
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ca in studiile publicate de catre Poliana et al. si Coman et al. au folosit metode ce
se bazau pe identificarea microfilariilor din sange, iar in studiul publicat de catre
Ciuca et al. a fost folosita metoda ELISA (Ciuca et al. 2016; COMAN et al. 2007;
Poliana et al. 2013).

Prevalenta totala a infectiilor cu D. immitis raportatd de noi este mult mai
apropiata de cea de 3.3% raportata de catre Mircean et al. Tn 2012 dar si acesta a
folosit o metoda bazata pe serologie si nu biologie moleculara ca in studiul nostru
(Mircean et al. 2012).

In anul 2015 Tonici et al. publica rezultatele unui studiu epidemiologic al
prevalentei infectiilor canine cu Dirofilaria spp. si A. reconditum. In acest studiu
sunt folosite si metode bazate pe biologia moleculara, iar prevalenta totald
infectiilor cu D. immitis, de 6.15% este foarte apropiata de cea de 4.67% raportata
in studiul nostru (Ionica et al. 2015).

In tari apropiate ca Bulgaria, Croatia si Ungaria, prevalenta infectiilor cu D.
immitis la caini a fost considerabil mai mare. In Bulgaria a fost raportati o
prevalenta intre 7.4% si 16.2%, in Croatia de 7.5%, iar In Ungaria un studiu bazat
pe biologie moleculara raporteaza o prevalenta de 8.1%.

In studiul nostru prevalenta infectiilor cu A. reconditum a fost de 1.33% (4/300).
Aceasta este o prevalentd similara cu cea de 2.05%, raportata de catre lonica et
al. in 2015 si cea de 0.91% raportatd de catre Hamel et al. in 2012 (Hamel et al.
2012; Ionica et al. 2015).

Infectiile cu D. immitis, D. repens si A. reconditum au fost raportate in
Roménia si la animale sélbatice. D. immitis a fost raportatd la sacal (Canis
aureus), vulpe (Vulpes vulpes) si pisica sélbatica (Felis silvestris). Infectiile cu
D. repens au fost raportate la sacal, vulpe, lup (Canis lupus) si la nevastuica
(Mustela nivalis) iar infectiile cu A. reconditum au fost raportate doar la vulpi.
Infectiile carnivorelor silbatice cu filarii pot reprezenta un factor de risc
mentindnd o infectie in o anumita regiune dar si raspandindu-le de la o regiune la
alta (Ionica et al. 2016; Ionica et al. 2017).

Prezenta D. immitis si D. repens a fost confirmatd in Romania si in tantari recoltati
din Delta Dunérii intr-un studiu recent ce intireste ideea cd prezenta acestor
infectii este semnificativa si in estul Europei (Tomazatos et al. 2018).

In studiul nostru nu au fost observate diferente de prevalentd intre
diferitele regiuni din care au fost colectate probe cu exceptia diferentei de
prevalenta a infectiilor cu D. immitis Intre Craiova (10%) si Rosiorii de Vede
(0%) (p=0.036).

Omul poate fi gazda accidentald pentru D. repens si D. immitis iar in
zonele endemice sunt raportate ocazional si infectii umane. Romania nu face
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exceptie de la aceastd regula iar intre anii 2012 si 2017 au fost raportate doua
cazuri de infectii subconjunctivale, doud cazuri de infectii subcutanate si un caz
cu o infectie localizati la nivel intramuscular. In toate aceste studii filariile au fost
identificate ca fiind D. repens (Arbune si Dobre 2015; Gheorghita et al. 2017;
Lupse et al. 2014; Macarie et al. 2017; Popescu et al. 2012). Avand in vedere ca
potentialul zoonotic al acestor infectii nu este foarte bine cunoscut in Romania,
este foarte posibil ca numarul real al infectiilor umane sd fie mult mai mare.

Un studiu publicat in 2018 de catre al Ciucd et al. raporteazd o
seroprevalentd a infectiilor umane cu D. immitis n estul si sudul Romaniei de
6.9%. Chiar daca microfilariile se dezvolta rar in corpul uman, acest studiu este
important pentru ca aratd procentul populatiei ce a fost expusé (Ciuca et al. 2018).

8.5 Concluzii partiale

Infectiile canine cu D. immitis si D. repens reprezintd un pericol real
pentru sanatatea animalelor de companie, dar si pentru cea a oamenilor. Acest
studiu urméreste si completeze informatiile despre prevalenta infectiilor cu
filarioze canine n sudul Romaniei, folosindu-se de sensibilitatea si specificitatea
crescutd a metodelor bazate pe biologie moleculara.

Acest studiu ne oferd o imagine 1n detaliu a prevalentei infectiilor cu D.
repens, D. immitis si A. reconditum in sudul Romaniei. A fost observat ca
prevalenta infectiilor cu D. repens a fost cea mai mare, iar prevalenta infectiilor
cu D. immitis a fost mai mare ca cea cu 4. reconditum. Nu au fost observate
diferente de prevalentd semnificative, din punct de vedere statistic, de la o zona
la alta.

In contextul epidemiologic actual, se raporteaza modificiri semnificative
ale prevalentei si distributiei a mai multor boli vectoriale in toate regiunile lumii.
Din acest motiv, chiar daca existd studii anterioare au urmadrit sd inteleaga
epidemiologia infectiilor canine cu D. repens si D. immitis, monitorizarea
raspandirii acestor infectii trebuie sd fie un proces continuu. Avand in vedere
importanta acestor infectii pentru sdnatatea animalelor si a oamenilor am ales sa
folosim tehnicile qPCR si secventiere ce ne oferd o sensibilitate si o specificitate
foarte ridicata.

Informatiile prezente in acest studiu sunt importante pentru veterinarii
din sudul Romaéniei pentru ca le permit sa estimeze cat de expusi sunt cainii din
regiune la astfel de infectii. Acest lucru este deosebit de important pentru
infectiile cu D. immitis, ce au o patogenicitate mai mare. Cainii sunt principalul
rezervor pentru aceste infectii, si din acest motiv, informatiile prezentate mai sus
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sunt de interes si pentru medicii umani, pentru cé infectiile umane cu D. repens
in Romaénia reprezintd o problema medicala reald dar putin cunoscuta.
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CAPITOLUL IX
FOLOSIREA TEHNICII MALDI-TOF PENTRU
IDENTIFICAREA SPECIEI DE FLEBOTOMI

CHAPTER IX
THE USE OF MALDI-TOF MASS SPECTROMETRY FOR
THE IDENTIFICATION OF SANDFLIES

9.1 Descrierea cadrului organizatoric al cercetarilor

Tehnica de spectrometrie de masa MALDI-TOF, nume ce vine de la
prescurtarea in engleza ‘“Matrix Assisted Laser Desorbtion Ionisation Time of
Flight”, implica ionizare, asistatd de o matrice, pentru a obtine ioni ai unor
biomolecule, ca proteine, polizaharide sau acizi nucleici. Spectrometrie de masa
MALDI-TOF este o metoda revolutionara iar cu trecerea timpului au fost
descoperite mai multe utilitdti pentru aceasta tehnicd (figura 9.1). Initial a fost
folosita, pentru a identifica, cu acuratete si cu un cost redus, microorganisme cu
importantd clinica, cum sunt bacteriile sau fungii (Mellmann et al. 2009; Santos
et al. 2010; Sauer si Kliem 2010). In anul 2005, aceasti metoda a fost adaptati
pentru identificarea nematodelor (Perera, Vanstone, si Jones 2005). Tot in acest
an, aceastd tehnicd a fost folosita pentru prima oara pentru a identifica artropode,
Campbell et al. a reusit sa identifice si sa diferentieze, cu acuratete diferite
subgrupuri ale speciei Drosophila melanogaster (Campbell 2005).

Ulterior, aceastd metodd a fost folositd pentru a identifica diverse
artropode importante pentru medicina veterinara, dar si pentru medicina umana,
pentru abilitatea lor de a transmite paraziti, bacterii sau virusuri.

Tehnica MALDI-TOF a fost folosita pentru a identifica specii de capuse,

tantari, culicoizi, purici, dar si flebotomi (Kaufmann et al. 2012; Kumsa et al.
2016; Tandina et al. 2018; Zurita et al. 2019).
Aceastd metoda reprezintd un avantaj considerabil mai ales in cazurile in care
identificarea morfologica de specie, nu este posibili, sau este greu de executat. in
comparatie cu metodele de identificare a insectelor, bazate pe biologie
moleculard, metoda MALDI-TOF prezintd un cost mult mai redus al reactivilor
consumabili, lucru ce permite executarea unor studii mai mari cu acelasi cost.
Aceastd tehnica prezintd avantajul de a fi mai rapida ca metodele bazate pe
biologie moleculara iar posibilitatea de contaminarea intre probe, este mult mai
scazuta.
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Pe langd identificarea cu acuratete a mai multe specii de artropode,
metoda MALDI-TOF poate fi folosita si pentru a identifica bacteriile si paraziti
ce sunt transmisi de aceste artropode. Identificarea acestor bacterii sau paraziti
poate fi facutd atat in artropodele ce le transmit, cat si in probe biologice obtinute
de la animale infectate (Dziggiel et al. 2016; El Hamzaoui, Laroche, si Parola
2019; Tabhir et al. 2017).

Aceasta tehnica poate fi utilizatd si pentru a identifica sursa sangelui din
interiorul unui vector hematofag (Diarra et al. 2019; Hlavackova et al. 2019).
Aceasta utilizare este esentiala pentru a intelege ciclul de transmitere a unor boli
vectoriale si ce gazde aleg unele artropode hematofage.

Proof-of-principle experiments

Cryptosporidium spp Giardia spp Ditylenchus dipsaci
(Protozoan parasite) (Protozoan parasite) (plant pathogenic nematode)|

2005 2007 2010

2006
[ﬂnguma tritici (plant-gall nematode)

2009

Method improvement [ Drosophita peptide profiing ]
Cryptosporidium s

Aphid (plant sap insect)
Drosophila subspecies

Reference database based and identification of field samples
Pathogenic Naegleria fowleri, brain eating amoeba
Phlebotomine sand flies-one database two machines
Comprehensive indexing-East African ixodid tick spp.

Rickettsia spp. in ticks
Mosquito species
Leptoglossus occidentalis (Seed bug)| \J 1ok Pecies and pathogen using hemolymph
Tick spp Plasmodium parasites in Anopheles mosquitoes
Culicoides nubecuiosus | Tsetse (Glossina spp.) fy Korean fruit pest Carposina sasakii

2012 2014 2016

2011 2013
Field-caught Culicoides Culicoides peplide profiling ‘Acanthamosba spp.
Single nematode-Meloidogyne incognitd | European mosquito spp. Trichinella spp.
Tick-species and developmental stages | | Mosquito-aqualic developmental stages Trichomonas vaginalis (Prolozoan parasite)
Ceratopogonid and culicid larvae Blastocystis (heterokont parasite) Spidermites (Acari) identification

Phlebotomine sand fly spp

Flea spp.

Leishmartia spp.

Borrelia crocidurae/Ornithodoros sonra in ticks

Ixodid tick species from Oromia, Ethiopia
Algerian field caught phlebotomine sand flies
Blood meal sources in malaria mosquito
Trypanosomatids direc! identification

Figura 9.1: Cronologia descoperirilor de noi metode de a identifica bacterii
paraziti si vectori, folosind tehnica MALDI-TOF (Murugaiyan si Roesler
2017)

Figure 9.1: Time line of the development of MALDI-TOF techniques for
the identification of bacteria, parasites and their vectors (Murugaiyan si
Roesler 2017)

Folosirea tehnicii MALDI-TOF prezinta si unele dezavantaje. Chiar daca
reactivi necesari au un cost redus, aparatul in sine inca are un cost considerabil.
Programele necesare pentru citirea si analizarea spectrelor produse de aparat este
restrictionat, lucru ce nu faciliteaza accesul la un numar mare de persoane ce ar
putea sd invete sa interpreteze spectrele produse in urma analizei MALDI-TOF.
Interpretarea rezultatelor este dependenta de formarea unei baze de date ce trebuie
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sd contina fiecare specie de artropod analizata. Pentru a putea compara probele
analizate cu baza de date, probele trebuie stocate si prelucrate in mod identic cu
probele folosite pentru a crea baza de date. O baza de date sau un spectru prelucrat
cu un sistem de spectrometrie de masa nu este compatibil cu un sistem produs de
o companie diferita.

Scopul acestui studiu este de optimiza o metodd automatd de
omogenizare a probelor provenite de la flebotomi, de a folosi aceasta tehnica
pentru a identifica cu acuratete specia flebotomilor colectati in nordul Greciei si
de a incepe o baza de date pentru flebotomi stocati in etanol 70% si omogenizati
mecanic.

9.2 Materiale si metode

9.2.1 Colectarea flebotomilor

Colectarea flebotomilor a avut loc in lunile August si Septembrie 2019 in
21 de locatii din urmatoarele regiuni, din nordul Greciei: Epirus, Macedonia de
vest, Macedonia centrald si Macedonia de est. Locatia acestor puncte de colectare
poate fi observatd in figura 9.2. Pentru colectarea flebotomilor au fost folosite
capcane tip “CDC light trap”, fabricate din materiale autohtone. Capcanele au
fost pozitionate in punctele de colectare la apus si au fost colectate a doua zi, la
ora 8. Distanta capcanelor fatd de sol a fost intre 1-1.5 m. Dupa cum poate fi
observat din figura 9.3, capcanele au fost amplasate langa ferme de vaci, oi, capre,
adaposturi de caini, restaurante sau zone locuite de oameni.

Flebotomii capturati au fost stocati in etanol 70% si tinuti la -20°C.

79



Cimpan Andrei Alexandru

(b)
Figura 9.2: (a) Regiunile din nordul Greciei, de unde au fost colectati
flebotomi. (b) Localititile unde au fost amplasate capcane pentru recoltarea
flebotomilor

Figure 9.2: (a) The regions, from the north of Greece, where sandfly sampling
was done. (b) The geographical location where light- traps were placed
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Vi A
Figura 9.3: Capcane amplasate langa ferme de oi, din regiunea Epirus, in
nordul Greciei
Figure 9.3: Light-traps placed dear sheep farms from the Epirus region, from
the north of Greece

9.2.2 Identificarea morfologica a flebotomilor

Dupa colectare, flebotomii au fost separati de alte insecte tindnd cont de
caracteristicile morfologice specifice flebotomilor si apoi au fost separati pe sexe,
tinand cont de dimorfismul sexual. Aceste caracteristici morfologice pot fi
observate in figurile 9.4 si 9.5.

Figura 9.4: Femeld flebotom din genul Phlebotomus. Specimen
capturat in vestul Greciei. Se poate observa pozitia specifica, ridicatd a
aripilor, in forma de “V” si picioarele lungi si subtiri (colectie proprie)
Figure 9.4: Female sandfly, genus Phlebotomus. Sample collected from
the west of Greece. The typical “V” shape position of the wings and the
long and thin legs can be observed (original)
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Figura 9.5: Flebotomi masculi din genul Phlebotomus mentinuti in etanol
70%. Se pot observa organele genitale externe, pozitia specifica a aripilor si
picioarele lungi si subtiri. Specimene capturate in vestul Greciei (original)
Figure 9.5: Two male sandflies maintained in 70% ethanol. The external
copulatory organs can be observed, as well as the typical ,,V”’ shaped position
of the wings, and the fine, long legs. Samples and pictures belong to the
author and have been collected from the west of Greece (original)

Capul si partea caudald a abdomenului (ultimele trei sectiuni) ale
flebotomilor au fost sectionate, folosind ace entomologice sterile si au fost
incélzite intr-o solutie Marc-André si fixate intre lama si lameld, intr-o picatura
de alcool polivinilic. A fost analizatda la microscop spermateca, aparatul genital
mascul si armatura de la nivelul faringelui. Identificarea de specie a fost facuta
folosind chei de identificare entomologice specifice pentru flebotomi (Killick-
Kendrick et al. 1991; Lewis 1982).

Abdomenul a fost pastrat in continuare in etanol 70%, la -20°C, pentru
analiza bazatd pe biologie moleculara, iar toracele, impreuna cu picioarele si
aripile au fost stocate separat pentru analiza MALDI-TOF.

9.2.3 Prelucrarea probelor pentru tehnica MALDI-TOF

Fiecare proba ce contine doar toracele cu aripile si picioarele de flebotom
este tinutd la uscat, fara etanol, intr-un tub de 1.5 ml deschis, timp de 16 ore, la o
temperatura de 37°C.

A fost pregétita solutia pentru prelucrarea probei: se amesteca intr-un tub
de 2 ml 800 pl apa pentru cromatografie de lichide de inalta performanta (apa
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HPLC), 700 pl acid formic, de o concentratie cel putin 98%, si 500 ul acetonitril,
de o concentratie 100%. Aceasta solutie va fi amestecata.

In fiecare tub ce contine cite o proba uscata se adauga 20 pl de solutie de
prelucrarea a probei ce este descrisa mai sus. In fiecare tub ce contine proba si
solutie a fost addugat praf sticla (Glass beads, acid-washed G4649, <106 pm,
produs de Sigma, Lyon, Franta) (figura9.6). Praful de sticla trebuie sa reprezinte
50% din volumul solutiei.

A fost pregatitd substanta matrice, ce este o solutie saturatd de acid a-
cyano-4-hydroxycynnamic, ce contine 50% acetonitril, 2,5% acid trifluoroacetic
(TFA) si apa HPLC.

Figura 9.6: Omogenizatorul automat TissueLyser II, de la Qiagen si praful
de sticla folosit pentru omogenizarea si extractia proteinelor

Figure 9.6: Automatic homogeniser TissueLyser II, from Qiagen, and the glass
powder, used to homogenise and extract proteins from the sample

Amestecul de probe, solutie si praf de sticla au fost plasate intr-un
omogenizator automat, Tissue Lyser 11, de la Qiagen pentru a obtine extrasul
proteic (figura9.6). Probele au fost omogenizate la o frecventa de 30 de oscilatii
pe secunda, timp de 1.3 minute. Omogenizarea a fost executata de trei ori, cu o
pauza de un minut intre acestea. Dupa omogenizare, probele au fost centrifugate,
la o turatie de 13.000 g, timp de 10 minute. Supernatantul obtinut In urma
centrifugarii este extrasul proteic folosit in analiza MALDI-TOF.

A fost incarcatd placa de otel pentru MALDI-TOF (Bruker Daltonics,
Wissembourg, Franta) cu cate 1 pl de extras proteic, in fiecare godeu. Fiecare
proba a fost incércata in cel putin 4 godeuri. Placa a fost lasata la uscat timp de 5
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minute, la temperatura camerei, a fost incarcat 1 pl de substanta matrice in fiecare
godeu si a fost tinutd Inca 5 minute la uscat.

Placa a fost analizata folosind aparatul ,,Microflex LT MALDI-TOF
Mass Spectrometer”, produs de firma Bruker Daltonics, din Germania.

9.2.4 Setarile spectrometrului de masa MALDI-TOF

A fost folosit spectrometrul de masa “Microflex LT MALDI-TOF” ce se
poate observa in figura 9.7 si programul “FlexControl v.3.3” produs de Bruker
Daltonics, din Germania pentru a produce spectrul proteic specific probelor
analizate.

(b)
Figura 9.7: (a) Aparatul “Microflex LT MALDI-TOF” folosit pentru

identificarea speciilor de artropode. (b) Placa pentru MALDI-TOF, cu probe,

incércatd in lacasul aparatului.

Figure 9.7: (a) The “Microflex LT MALDI-TOF”, used for the species
identification. (b) The steel plate, with samples, loaded in the MALDI-TOF
machine.

Aparatul a fost setat corespunzator pentru analiza artropodelor, setari, ce
au fost descrise anterior si in alte lucrari stiintifice (Boucheikhchoukh et al., 2018;
Kumsa et al., 2016; Yssouf et al., 2013). Spectrele au fost masurate folosind
metoda “linear positive-ion” si cu o frecventd a laserului de 50 Hz. Au fost
analizate proteinele cu masa intre 2 si 20 kDa. Voltajul in perioada de accelerare
a ionilor a fost de 20 kV. Fiecare spectru a fost construit dupa 240 activari ale
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laserului, In 6 regiuni diferite ale fiecarui godeu. Spectrele generate, au fost
vizualizate folosind programul FlexAnalysis v.3.3 si au fost procesate folosind
programul ClinProTools software v.2.2. Ambele programe au fost produse de
catre compania Bruker Daltonics, din Germania.

9.2.5 Crearea bazei de date, de referinta si identificarea de specie a

flebotomilor, prin metoda “blind test”

Avand la baza identificarea morfologica, au fost selectate spectrele
folosite ca spectre de referintd. Spectrele de referinta au fost utilizate pentru a
crea o baza de date necesara pentru a identifica probe necunoscute. Pentru a crea
baza de date, au fost folosite cel putin 5 spectre pentru fiecare specie si utilizand
functia programului MALDI-Biotyper v3.0. (Bruker Daltonics). Programul a
folosit pozitia, frecventa si intensitatea varfurilor din spectrele introduse, pentru
a crea un spectru de referintd, sau “main spectrum profile”

Spectrele au fost analizate prin metoda “blind test”. Identificarea a fost
facutd folosind valoarea LSV (log score values), calculat de catre programul
MALDI-Biotyper software v.3.0, dupa ce este comparat spectrul obtinut de la
proba analizatd cu spectrul de referintd. Aceastd valoare LSV poate sa varieze
intre 0 si 3 si evalueaza nivelul de reproductibilitate Intre spectrul probei analizate
si spectrul de referintd, comparand pozitia si intensitatea varfurilor. Mai multe
studii au demonstrat cd o valoare de minim 1.8 LSV este necesard pentru
identifica cu incredere specia insectei analizate (Kumsa et al. 2016; Yssouf et al.
2013).

A fost obtinut cate un spectru pentru fiecare godeu incarcat, asadar pentru
fiecare flebotom analizat au fost obtinute intre 4 si 6 spectre. Pentru identificarea
de specie a fost ales doar spectrul cel mai bun, din punct de vedere al calitatii.

9.3 Rezultate obtinute

Din 21 de puncte de recoltare au fost identificati morfologic 110
flebotomi dintre care 44 femele si 66 masculi. Pentru identificare au fost
observate caracteristicile morfologice specifice pe specii, prezente la nivelul
aparatul genital mascul, spermatecei, si armaturei de la nivelul faringelui, dupa
cum se poate observa in figurile 9.8 si 9.9.

Morfologic au fost identificati 48 Phlebotomus tobbi, 21 Sergentomya
minuta, 25 Phlebotomus neglectus, 13 Phlebotomus perfiliewi, 1 Phlebotomus
papatasi $i 2 Phlebotomus simici.
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Datoritd numarului scazut de exemplare, insuficiente pentru crearea bazei
de date, exemplarele de Phlebotomus papatasi si Phlebotomus simici nu au putut
fi folosite pentru identificarea MALDI-TOF. Au fost folosite 107 exemplare in
analiza MALDI-TOF.

(© (d)
Figura 9.8: Aparate genitale ale masculilor flebotomi folosite pentru
identificarea morfologica a speciei: (a) Phlebotomus tobbi, (b) Phlebotomus
neglectus, (¢) Sergentomyia minuta, (d) Phlebotomus perfiliewi
Figure 9.8: The male genitalia used for species identification of sandflies: (a)
Phlebotomus tobbi, (b) Phlebotomus neglectus, (c) Sergentomyia minuta, (d)
Phlebotomus perfiliewi

In urma identificarii MALDI-TOF, prin metoda “blind test”, au fost
identificate corespunzator cu identificarea morfologicd, cu un scor mai mare de
1.8 LSV 96.26% (103/107) dintre probele analizate. Doar 4 probe analizate nu au
prezentat un LSV mai mare de 1.8 (trei probe S. minuta si o proba de P.
neglectus).
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Figura 9.9: Structuri anatomice folosite pentru identificarea morfologica:
armatura de la nivelul faringelui a flebotomilor (a) Sergentomyia minuta si (b)
Phlebotomus neglectus, spermateca ce face parte din organul genital femel a
flebotomilor (¢) Phlebotomus neglectus

Figure 9.9: Anatomical structures used for species identification of sandflies:
pharyngeal armature of (a) Sergentomyia minuta and (b) Phlebotomus

neglectus sandflies. The spermathecae, part of the female reproductive organ
of (¢) Phlebotomus neglectus sandflies

87



Cimpan Andrei Alexandru

x104 00F1 MS, BaselineSubtracted

Aedes albopictus

Intens.[a.u]

0.44

024

00 ﬂv‘MNl* \.bL)L_l_._u‘u.*)(.\.\__u_ﬂA'&h , M. N,
xia%

20

G2 0:G2 M5, Baseline Subtracted

Intens.fau] |

Amblyomma variegatum

tn
L

S x104 | E10:E1 MS, BaselineSubtracted

Phlebotomus neglectus

Al

; x104 G10:G1MS, BaselineSubtracted
g 0] Phlebotomus tobbi
£ 0.8

064

0.4+

024

0.04
;:-,“047 G10:G1 MS Raw
4§ 1o Phlebotomus perfiliewi

08+

0.6+

on
S %104 ] E9 0:E9 MS, BaselineSubtracted

Sergentomya minuta

0.4 -

0.2

0.0
2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000 16000 18000

Figura 9.10: Spectre reprezentative, pentru fiecare specie de flebotom analizati
cu metoda MALDI-TOF, dar si doua spectre reprezentative pentru cdpusa
Amblyomma variegatum si tantarul Aedes albopictus, pentru comparatie.
Spectrele au fost analizate folosind programul FlexAnalysis v3.3. (Intens)
Intensitate; (a.u) unitati arbitrare; (m/z) raportul masa/sarcina electrica

Figure 9.10: Spectra, representative for each sandfly species analysed in or
study, and spectra, representative for the tick Amblyomma variegatum and the
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mosquito Aedes albopictus, for comparison. (Intens) Intensity; (a.u) arbitrary
units; (m/z) mass-to-charge ratio

Se pot observa diferente minore a inaltimii si pozitionarii varfurilor

Dupa cum se observa din figura 9.10, flebotomii au spectre asemanatoare dar
existad diferente minore, ce depind de specia sau genul flebotomului. Se poate
observa in figura 9.10 ca spectrele ce provin de la alte artropode, Aedes
albopictus si Amblyomma variegatum, prezinta diferente semnificative fata de
spectrele ce provin de la flebotomi.

9.4 Concluzii partiale

Acest studiu a reusit sa atingd mai multe obiective. Indeplinirea acestor
obiective ajutd la usurarea studiului prevalentei si distributiilor, biologiei si
ecologiei flebotomilor, dar si a altor artropode ce pot juca rol de vector.
Capcanele de tip “CDC light trap” sunt indispensabile pentru studiul insectelor
hemofage, cu fototropism pozitiv dar pot avea un cost semnificativ pentru unii
cercetdtori. Folosirea de materiale autohtone pentru a construi aceste capcane
reprezinta o solutie practicd avand in vedere simplitatea constructiei.

Capcanele construite din materiale autohtone au fost folosite cu succes pentru a
captura flebotomi din toate regiunile din nordul Greciei, o zona hiperendemica
pentru leishmanioza canind provocata de L. infantum.

Identificarea morfologica a flebotomilor pana la nivel de specie a fost executata
pentru a intelege raspandirea si prevalenta speciilor de flebotomi ce pot transmite
L. infantum.

Pentru a identifica flebotomii, a fost folosita si tehnica de spectrometrie

de masa MALDI-TOF, pentru profita de avantajele acestei tehnici, mentionate si
in introducerea acestui capitol.
A fost adaptata tehnica MALDI-TOF pentru a identifica specia de flebotomi,
folosind omogenizarea automata a probelor. Omogenizarea probelor este un pas
important pentru analiza MALDI-TOF, dar executarea acestui pas manual poate
duce la spectre de calitate proasta si poate dureze mai mult, sau poate sd duca la
compromiterea probei. Cand a fost executat acest studiu nu exista un protocol
pentru omogenizarea automata a flebotomilor pentru MALDI-TOF. Din acest
motiv am optimizat un protocol pentru omogenizarea automati a flebotomilor,
pornind.

Dupa cum a fost prezentat si in introducere, unul dintre dezavantajele
majore ale tehnicii MALDI-TOF este nevoia de o baza de date ce trebuie sa

89



Cimpan Andrei Alexandru

contind mai multe spectre de la toate artropodele ce trebuie identificate. Unul
dintre obiectivele indeplinite ale acestui studiu a fost acela de crea o baza de date
ce poate fi folositd pentru a identifica flebotomii P. tobbi, P. perfiliewi, P.
neglectus si S. minuta.

Dupa cum este descris mai sus, acest studiu indeplineste mai multe
obiective ce au rolul de a facilita studiul flebotomilor, dar si a altor artropode ce
sunt potentiali vectori pentru boli parazitare.
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CAPITOLUL X
CONCLUZII FINALE
CHAPTER X
FINAL CONCLUSIONS

In urma studiilor efectuate privind epidemiologia parazitozelor transmise de
vectori la caine n sudul Romaniei am formulat urmatoarele concluzii finale:

1. In ciuda faptului ca in urma studiului prezentat in cadrul capitolului V, nu a
fost doveditd prezenta parazitului Leishmania infantum la caini din sudul
Romaniei, studiile efectuate anterior indicd cd exista o posibilitate reald ca
leishmanioza canina sa redevina endemica 1n aceasta regiune.

2. Toate studiile ce trateaza infectiile autohtone cu Leishmania infantum au fost
facute in sudul Romaéniei dar nu se cunoaste situatia epidemiologica in alte regiuni
ale tarii. Studiul prezentat la capitolul VI aratd ca in sud-estul Romaniei cainii
sunt expusi infectiilor cu L. infantum. Prezenta acestui parazit trebuie investigata
si In alte regiuni ale tarii.

3. Epidemiologia infectiilor canine cu Babesia spp a fost studiatd in trecut, dar
avand in vedere importanta acestei infectii pentru medicina veterinard sunt
necesare mai multe studii epidemiologice exhaustive, folosind tehnici de biologia
moleculard. Studiul prezentat in capitolul VII ne arati ca existd diferente
semnificative ale prevalentei infectiilor canine cu Babesia spp. intre unele judete.
4. De cele mai multe ori infectiile canine cu Hepatozoon canis nu prezintd
manifestdri clinice la fel de grave ca in cazul infectiilor cu Babesia spp.. Totusi
hepatozoonoza canind se prezintd de multe ori la animale deja infectate cu alti
agenti infectiosi ingreundnd diagnosticul si agravand manifestarile clinice.
Epidemiologia acestei infectii este necunoscuta in aproape toate regiunile tarii. in
studiul de la capitolul VII prezentam o prevalenta surprinzator de crescutd, mai
ales in vestul regiunii studiate. Acest tip de studiu ar trebui repetat in toate
regiunile tarii.

5. In ultimii ani au crescut numarul de infectii raportate cu Dirofilaria spp., dar
majoritatea studiilor au folosit tehnici de identificare morfologica a microfilariilor
sau tehnici serologice. In capitolul VIII prezentim prevalenta infectiilor cu
Dirofilaria repens, Dirofilaria immitis si Acanthochelionema reconditum in sudul
Romaniei, obtinutd profitind de sensibilitatea si specificitatea tehnici qPCR.
Identificarea frecventa a infectiilor canine cu Dirofilaria spp., folosind si tehnici
de biologie moleculard este absolut necesara pentru a estima riscul pentru
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sdnatatea animalelor, dar si a oamenilor. Pentru a estima acest risc in Romania
este important ca acest tip de studiu sa fie repetat In toate regiunile tarii.

6. Studiile filogenetice au aratat ca secventele nucleotidice ale parazitilor
identificati sunt identice sau similare cu secvente ce au fost anterior raportate in
Roménia gi 1n tari apropiate.

7. Spectrometria de masa de tip MALDI-TOF este o tehnica inovativa ce poate fi
folositd pentru a identifica rapid si precis specii de flebotomi. Dupa cum
prezentam in capitolul IX, chiar daca aceasta tehnica a fost folosita cu succes in
trecut, aceasta inca poate fi optimizata.

8. Avand in vedere fenomenul ce a dus la schimbari considerabile ale
prevalentei si distributiei bolilor vectoriale, sunt necesare programe de
monitorizare continud a evolutiei acestor infectii, pentru a asigura sandtatea
animalelor dar si a oamenilor. Mai mult de atat, trebuie analizat riscul
aparitiei, In viitor, a unor infectii ce acum nu sunt endemice in tara noastra.
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ANEXA I
LISTA DE ABREVIERI
ABBREVIATIONS

ADN - acid dezoxiribonucleic (deoxyribonucleic acid)

BLAST — program de cautare si analiza pentru secventele de baze azotate (Basic
Local Alignment Search Tool)

EDTA - acid etilendiaminotetraacetic (ethylenediaminetetraacetic acid)

ELISA — testul imunoenzimatic (enzyme-linked immunosorbent assay)

IgG — Imunoglobulina G (Immunoglobulin G)

ABTS - acid 2,2'-azino-di-3-ethylbenzthiazoline sulfonat (2,2'-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid))

PBS — tampon fosfat salin (phosphate buffered saline)

PCR - reactie de polimerizare 1n lant (polymerase chain reaction)

qPCR - reactie de polimerizare in lant cu detectie in timp real (quantitative
real-time PCR)

HRP — peroxidaza din hrean (horseradish peroxidase)

DDT - diclor-difenil-tricloretanul (dichloro-diphenyl-trichloroethane)

HCH - hexaclorociclohexan (hexachlorocyclohexane)

DOPA - 3,4-dihidroxifenilalanina (3,4-dihydroxyphenylalanine)

apa HPLC — apa destinata cromatografiei de lichide de 1nalta performanta (high-
performance liquid chromatography water)

bp — perechi de baze azotate (base pairs)

FML - ligand fructoza-manoza (fructose-manose ligand)
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Figura 1.1: (a) Stadiul larval al flebotomului Phlebotomus perniciosus (Maroli
et al. 2013) (b) Reprezentare grafica a ciclului vital al flebotomilor (Burton et al.
2018) / Figure 1.1: (a) The larval stage of Phlebotomus perniciosus (Maroli et al.
2013) (b) The graphical representation of the sandfly life cycle (Burton et al.

Figura 1.2: Imperecherea a doi flebotomi adulti Phlebotomus duboscqi. Se poate
observa 1n dreapta flebotomul mascul cu abdomenul mai subtire ce se foloseste
de organul genital extern pentru a fixa si copula femela (Lawyer et al. 2017) /
Figure 1.2: Two adult Phlebotomus duboscqi can be observed mating. The male
can be observed to the right, with narrow abdomen and using the external
copulatory organ to mate the female (Lawyer et al. 2017).......ccccevevrvevvevrienieennnnns 5
Figura 1.3: Caine din vestul Greciei cu semne clinice specifice leishmaniozei:
casexie, limfadenopatie, ulceratii la nivelul urechii si leziuni specifice cu alopecie
in zona perioculara (original) / Figure 1.3: Dog from the west of Greece
manifesting  clinical sings specific for leishmaniosis: cachexia,
lymphadenomegaly, skin ulcerations on the ear, specific lesions with alopecia in
the periocular region (Original).........c.ovviiriiiiiiiiti e 9
Figura 1.4: Keratoconjunctivita si secretii oculare mucopurulente la un céine cu
leishmanioza viscerala (Freitas et al. 2017) / Figure 1.4: Keratoconjunctivitis and
mucopurulent discharge in a dog with visceral leishmaniosis (Freitas et al.

Figura 2.1: Reprezentare graficd a ciclului parazitilor din genul Babesia
(Sz)=sporozoiti, (T)=trofozoiti, (M)=merozoiti, (G)=pregametociti, (Sk)= micro-
si macro-gameti, (Z)= zigotul, (Sg)=glande salivare, (Ts)= transmitere trans-
stadiala (To)= transmiterea trans-ovariand. Toate etapele marcate cu litere in
figura sunt descrise in textul de mai sus (Schnittger et al. 2012) / Figure 2.1:
Graphical representation of the Babesia spp. life cycle (Sz)= sporozoites,
(T)=trophozoites, (M)= merozoites, (G)=pregametocytes, (Sk)=microgametes
and macrogametes, (Z)=zygote, (Sg)=salivary glands, (Ts)= transstadial
transmission, (To)= transovarial transmission. All stages of the cycle, maked by
letters in the figure are described in the text above (Schnittger et al. 2012).......... 14
Figura 3.1: (a) Meront al parazitului Hepatozoon canis din splind, ce contine mai
multi micromerozoiti coloratia hematoxilind-eozind (x 400) (b) Meront al
parazitului Hepatozoon canis din splind, ce contine trei macromerozoiti coloratia
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hematoxilina-eozina (x 400) (Greene 2012a) / Figure 3.1: (a) Hepatozoon canis
meront containing micromerozoites from splenic tissue (Hematoxylin-Eosin
staing, x 400) (b) Hepatozoon canis meront containing three macromerozoites in
splenic tissue (Hematoxylin-Eosin staing, X 400) (Greene 2012a)..................18
Figura 3.2: Reprezentarea grafica a ciclului vietii parazitului H. canis in gazda
intermediard si gazda definitivd. Este marcat numarul de zile din momentul
infectiei nimfei. (A) Gametii fuzioneaza. (B) Oochist imatur. (C) Oochist in
dezvoltare. (D) Oochist matur in hemocel. (E) Meront in maduva. (F) Meront ce
contine mai multi micromerozoiti. (G) Meront ce contine doi macromerozoiti.
(H) Macromerozoiti liberi in maduva osoasd. (I) Micromerozoiti in maduva
osoasa (J) Micromerozoiti cea au pentetrat un neutrofil si s-au transformat intr-
un gameti (K) Gamont matur in sangele periferic (Baneth et al. 2007) / Figure
3.2: Sequence of events during experimental infection with H. canis. Days from
infection of nymph ticks are marked on the circumference of the circle. (A)
Association of gamonts in syzygy. (B) Early oocyst. (C) Developing oocyst. (D)
Mature oocyst in the tick hemocoel. (E) Early meront in the bone marrow. (F)
Meront containing micromerozoites aligned in a circle around a basal material
mass. (G) Meront containing 2 macromerozoites. (H) Free macromerozoite in the
bone marrow. (I) Free micromerozite in the bone marrow. (J) Micromerozoite
after penetration into neutrophil and during transformation to gamont. (K) Mature
gamont in the peripheral blood (Baneth et al.

Figura 3.3: (a) Gamont de Hepatozoon canis intr-un neutrofil. Frotiu cu sange
de la caine cu o coloratie Giemsa (x 1000) (b) Un frotiu cu sange de la céine si
cu o coloratie Giemsa. Céinele avea o parazitemie ridicata si prezenta neutrofilie
iar in frotiu se observd o aglomerare de neutrofile ce contin meronti de
Hepatozoon canis (x 1000) (Greene 2012a) / Figure 3.3: (a) Hepatozoon canis
gamont in the cytoplasm of a neutrophil on a Giemsa-stained blood smear (*
1000) (b) A Giemsa-stained blood smear from a dog with leukocytosis and a high
Hepatozoon canis parasitemia. Almost all of the neutrophils are parasitized with
gamonts (X 1000) (Greene 2012a).......cuviuiiiniiiiiie i eae e 20
Figura 3.4: Harta distributiei infectiilor cu Hepatozoon americanum si
Hepatozoon canis (Greene 2012a) / Figure 3.4: A map of the reported geographic
distributions of Hepatozoon canis and Hepatozoon americanum (Greene

Figura 4.1: Ciclul vital al parazitului Dirofilaria immitis in gazda definitive,
vertebratd. Ciclul dureaza 6.5 luni si depinde de maturarea microfilariilor, intr-un
tantar ce este vector, pana la stadiu de larva L3. Aceastd maturare este dependenta
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de temperatura externd. 1: tantarii ingera microfilarii Intepand caini infectati, 2:
microfilariile se transforma in larve L3 in interiorul tAntarului 3: tantarii infectati
depun larvele L3 pe pielea animalului dupa hranire 4: larvele L3 pétrund in corpul
cainelui prin leziune si se transforma in larve L5 5: larvele L5 ajung in sistemul
circulator si embolizeaza la nivelul arterelor pulmonare 6: ciclul este incheiat
dupa 6.5 luni, cand vor fi produse noi microfilarii (Knight si Lok 1998) / Figure
4.1: The life cycle of Dirofilaria immitis in the mammalian host. The cycle lasts
6.5 months and transmission depends on the temperature- dependent maturation
of microfilaria to L3 larva, in a vector-competent mosquito. 1: the mosquito bites
the microfilaremic dog and ingests the microfilaria 1: mosquitoes ingest the
microfilaria by biting microfilaremic dogs, 2: the microfilaria transform in L3
larvae inside the mosquito, 3: the infected mosquito deposit the L3 larva in the
skin while biting the vertebrate host, 4: the L3 larva enter through the bite wound
and mature inside the tissue to the stage of L5, 5: L5 larva penetrate the systemic
veins and embolize in the pulmonary arteries 6: the life cycle is completed after
approximately 6.5 months, when new microfilaria are produced (Knight si Lok

Figura 5.1: Puncte de recoltare a probelor: Drobeta-Turnu Severin
(44°37°53.9”N 22°37°55.2”E), Craiova (44°20'32.4"N 23°43'02.6"E), Rosiorii
de Vede (44°07'04.8"N 24°59'58.5"E), Alexandria (43°57'14.5"N 25°20'43.6"E)
si Slobozia (44°34'18.1"N 27°20'51.4"E) / Figure 5.1: The locations of the
samplings sites: Drobeta-Turnu Severin (44°37°53.9”N 22°37°55.2”E), Craiova
(44°20'32.4"N 23°43'02.6"E), Rosiorii de Vede (44°07'04.8"N 24°59'58.5"E),
Alexandria  (43°57'14.5"N  25°20'43.6"E) si  Slobozia (44°34'18.1"N
27020 51 A E ) e 34
Figura 5.2: (a) capcana tip “CDC light trap”, se poate observa sursa de lumina,
cilindrul ce contine ventilatorul si plasa (b), (¢) capcanele amplasate la
adaposturile din Rosiorii de Vede si Slobozia / Figure 5.2: (a) CDC light trap
that contains an incandescent light bulb that lures the insects and the cylinder
below contains the fan that directs the insects in the net (b), (c) the light traps
placed at the sampling locations of Rosiorii de Vede and Slobozia...................... 35
Figura 6.1: Harta evidentiaza locatia celor doua adaposturi. Judetele sunt scoase
in evidenta iar stelele marcheaza pozitia oraselor / Figure 6.1: The map marks
the locations of the sampling sites and highlights the corresponding counties....41
Figura 7.1: Ampliconii PCR a 5 din cele 300 de probe analizate folosind
amorsele PIROA si PIROB. La pozitiile “M” marcatori moleculari, “nc” si “ntc”
sunt controalele negative, “HEP” ¢400bp) si “BAB” ¢350bp) sunt controalele
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pozitive pentru Hepatozoon spp. si Babesia spp.. Probele 1 si 2 sunt pozitive
pentru Hepatozoon spp., probele 3 si 5 sunt negative iar proba 4 este coinfectata
cu Hepatozoon spp. si Babesia spp. / Figure 7.1: PCR products of 5 out of 300
de samples analysed using the PIROA and PIROB primers. “M” are the
molecular markers, “nc” and “ntc” are the negative control and the negative
template control, “HEP” (-400bp) si “BAB” (350bp) are the positive controls
for Hepatozoon spp. and Babesia spp.. Samples 1 and 2 are positive for
Hepatozoon spp., samples 3 and 5 are negative and sample 4 is coinfected with
Hepatozoon spp. and BabesSial SPP.......cveveecveeereeseecieeieniesieecreeseensessesseessesnns 50
Figura 7.2: Studiul filogenetic se bazeazd pe ampliconul reactiei PCR specifica
pentru Babesia spp., de o dimensiune de 378 baze azotate si a fost facut prin
metoda ,,Maximum Likelihood” si bazat pe modelul Hasegawa-Kishino-Yano
(Hasegawa et al. 1985). Pentru studiul filogenetic a fost folosit programul MEGA
X (Kumar et al. 2018). Secventele inconjurate cu rosu apartin studiului nostru /
Figure 7.2: Phylogenetic tree of Babesia spp. based on a 378bp-long sequence
of the 18S rRNA gene. The animal species from which sequences are derived and
geographic locations are marked for each entry. The evolutionary history was
inferred by using the Maximum Likelihood method and Hasegawa-Kishino-Yano
model (Hasegawa et al. 1985). Sequences obtained in this study are marked with
a diamond. Only bootstrap values above 80% are

Figura 7.3: Studiul filogenetic se bazeaza pe ampliconul reactiei PCR specifica
pentru Hepatozoon canis, de o dimensiune de 505 baze azotate si a fost facut prin
metoda ,,Maximum Likelihood” si bazat pe modelul Tamura 3-parameter
(Tamura 1992). Pentru studiul filogenetic a fost folosit programul MEGA X
(Kumar et al. 2018). Secventele inconjurate cu rosu apartin studiului nostru /
Figure 7.3: Phylogenetic tree of Hepatozoon canis based on a 505bp-long
sequence of the 18S rRNA gene. The animal species from which sequences are
derived and geographic locations are marked for each entry. The evolutionary
history was inferred by using the Maximum Likelihood method and Tamura 3-
parameter model (Tamura 1992). Sequences obtained in this study are marked
with diamond. Only bootstrap values above 80% are shown........................ 56
Figura 8.1: (a) Caz de dirofilarioza umana, cauzata de Dirofilaria repens, cu
localizare subconjunctivald din anul 2013. Pacientul provenea din Galati (sud-
estul Romaniei), de sex feminin, avea 16 ani si locuia in mediu rural (Arbune si
Dobre 2015). (b) Extractia chirurgicala a unei larve de Dirofilaria repens de la
un pacient de 54 de ani, sex feminin, ce provine dintr-o zona rurala, din judetul
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Salaj (nord-vestul Romaniei) (Macarie etal. 2017) / Figure 8.1: (a) One case of
human dirofilariasis, with subconjunctival localization, from 2013 caused by
Dirofilaria repens. The patient is female, lived in an rural are, has 16 years, and
is from Galati (south-east of Romania) (Arbune si Dobre 2015). (b) The surgical
extraction of a Dirofilaria repens larvae, from a 54 year, female patient, from a
rural area, from Salaj county (north-west of Romania)(Macarie etal. 2017).....63
Figura 8.2: Parte a secventei Dirofilaria repens obtinute In urma analizei PCR
folosind amorsele non specifice DIDR-F1 si DIDR-R1 si programul PCR clasic
descris de (Rishniw et al. 2006). Proba provine de la un céine din comunitar din
Drobeta Turnu-Severin / Table 8.2: Part of a nucleotide sequence of Dirofilaria
repens obtained using the PCR technique as described by (Rishniw et al. 2006),
and using the non-specific primers DIDR-F1 and DIDR-R1. This sample was
obtained from a stray dog from the town Drobeta Turnu-Severin........................ 69
Figura 8.3: Studiul filogenetic se bazeaza pe secvente nucleotidice specifice
parazitilor Dirofilaria repens, Dirofilaria immitis si Acanthocheilonema
reconditum, ce au fost obtinute Tn urma reactiei PCR clasic, cum a fost descrisa
de Rishniw et al. (Rishniw et al. 2006), si folosind amorsele DIDR-F1 si DIDR-
R1. Arborele a fost facut folosind metoda ,,Maximum Likelihood” si bazat pe
modelul “Tamura 3-parameter” (Tamura 1992). Pentru studiul filogenetic a fost
folosit programul MEGA X (Kumar et al. 2018). Secventele inconjurate cu rosu
apartin studiului nostru / Figure 8.3: Phylogenetic tree of Dirofilaria repens,
Dirofilaria immitis si Acanthocheilonema reconditum based on the amplicons
obtained using the classic PCR reaction, described by a Rishniw et al. (Rishniw
et al. 2006), and using the DIDR-F1 si DIDR-R1 primers. The evolutionary
history was inferred by using the “Maximum Likelihood” method and “Tamura
3-parameter” model (Tamura 1992). Sequences obtained in this study are marked
with a red rectangle. Only bootstrap values above 80% are shown................. 71
Figura 9.1: Cronologia descoperirilor de noi metode de a identifica bacterii
paraziti si vectori, folosind tehnica MALDI-TOF (Murugaiyan si Roesler 2017) /
Figure 9.1: Time line of the development of MALDI-TOF techniques for the
identification of bacteria, parasites and their vectors (Murugaiyan si Roesler

Figura 9.2: (a) Regiunile din nordul Greciei, de unde au fost colectati flebotomi.
(b) Localitdtile unde au fost amplasate capcane pentru recoltarea flebotomilor /
Figure 9.2: (a) The regions, from the north of Greece, where sandfly sampling
was done. (b) The geographical location where light- traps were placed.......... 80
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Figura 9.3: Capcane amplasate langa ferme de oi, din regiunea Epirus, in nordul
Greciei / Figure 9.3: Light-traps placed dear sheep farms from the Epirus region,
from the north Of Greece. ... ....oviuiiii i 81
Figura 9.4: Femela flebotom din genul Phlebotomus. Specimen capturat in vestul
Greciei. Se poate observa pozitia specifica, ridicata a aripilor, in forma de “V” si
picioarele lungi si subtiri (colectie proprie) / Figure 9.4: Female sandfly, genus
Phlebotomus. Sample collected from the west of Greece. The typical “V” shape
position of the wings and the long and thin legs can be observed (original)....... 80
Figura 9.5: Flebotomi masculi din genul Phlebotomus mentinuti in etanol 70%.
Se pot observa organele genitale externe, pozitia specifica a aripilor si picioarele
lungi si subtiri. Specimene capturate in vestul Greciei (original) / Figure 9.5: Two
male sandflies maintained in 70% ethanol. The external copulatory organs can be
observed, as well as the typical ,,V” shaped position of the wings, and the fine,
long legs. Samples and pictures belong to the author and have been collected from
the west of Greece (Or1ginal).......c.ovviiiiiiiii i e 82
Figura 9.6: Omogenizatorul automat TissueLyser I, de la Qiagen si praful de
sticla folosit pentru omogenizarea si extractia proteinelor / Figure 9.6: Automatic
homogeniser TissueLyser II, from Qiagen, and the glass powder, used to
homogenise and extract proteins from the sample...............c.ooooviiiai. 83
Figura 9.7: (a) Aparatul “Microflex LT MALDI-TOF” folosit pentru
identificarea speciilor de artropode. (b) Placa pentru MALDI-TOF, cu probe,
incarcatd in lacasul aparatului / Figure 9.7: (a) The “Microflex LT MALDI-
TOF”, used for the species identification. (b) The steel plate, with samples, loaded
inthe MALDI-TOF machine.............ccooiiiiiiiii i 84
Figura 9.8: Aparate genitale ale masculilor flebotomi folosite pentru
identificarea morfologicd a speciei: (a) Phlebotomus tobbi, (b) Phlebotomus
neglectus, (c) Sergentomyia minuta, (d) Phlebotomus perfiliewi / Figure 9.8: The
male genitalia used for species identification of sandflies: (a) Phlebotomus tobbi,
(b) Phlebotomus neglectus, (¢) Sergentomyia minuta, (d) Phlebotomus
PEITILIEWI. ... eeeeeeie ettt ettt st st e s tbe b e e b e e taessaesebesbeeseesssenseas 86
Figura 9.9: Structuri anatomice folosite pentru identificarea morfologica:
armatura de la nivelul faringelui a flebotomilor (a) Sergentomyia minuta si (b)
Phlebotomus neglectus, spermateca ce face parte din organul genital femel a
flebotomilor (¢) Phlebotomus neglectus / Figure 9.9: Anatomical structures used
for species identification of sandflies: pharyngeal armature of (a) Sergentomyia
minuta and (b) Phlebotomus neglectus sandflies. The spermathecae, part of the
female reproductive organ of (¢) Phlebotomus neglectus sandflies................ 87
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Figura 9.10: Spectre reprezentative, pentru fiecare specie de flebotom analizata
cu metoda MALDI-TOF, dar si doud spectre reprezentative pentru capusa
Amblyomma variegatum si tantarul Aedes albopictus, pentru comparatie.
Spectrele au fost analizate folosind programul FlexAnalysis v3.3. (Intens)
Intensitate; (a.u) unitati arbitrare; (m/z) raportul masa/sarcind electricd / Figure
9.10: Spectra, representative for each sandfly species analysed in or study, and
spectra, representative for the tick Amblyomma variegatum and the mosquito
Aedes albopictus, for comparison. (Intens) Intensity; (a.u) arbitrary units; (m/z)
MASS-t0-Charge TALI0. ...\ ut ettt ae e 88
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