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Teza de doctorat - Cercetari epidemiologice privind virusul West Nile in Romania

REZUMAT

Encefalita (febra) West Nile este o infectie arbovirald reemergentd, cu caracter zoonotic,
care afecteaza ecvinele, omul si pasarile determinand manifestari clinice ce variaza ca intensitate
de la cazuri asimptomatice pana la meningoencefalite grave, uneori mortale.

Teza de doctorat intitulatd ,, Cercetiari epidemiologice privind virusul West Nile in
Romainia” este extinsd pe 202 de pagini si este structuratd, in conformitate cu prevederile legale
actuale in doud parti principale: prima parte intitulatd ,,Stadiul actual al cunoasterii’ este
elaboratd pe parcursul a 55 de pagini si contine 5 tabele si 14 figuri iar partea a doua
»Contributii personale” cuprinde 120 pagini, 36 de tabele s1 46 de figuri, pentru o mai buna
reprezentare i sintetizare a continutului.

Prima parte este alcatuitd din trei capitole in care sunt prezentate succint informatii din
literatura de specialitate referitoare la subiectul tezei si utilizate ulterior, in partea a doua a tezei
ca referinte 1n interpretarea si discutarea rezultatelor obtinute.

1

In primul capitol, intitulat ,, Virusul West Nile — istoric si importantd ”, sunt prezentate
date din literatura de specialitate referitoare la primele descrieri ale bolii si ale agentului
etiologic, la istoricul evolutiei virusului West Nile si importanta afectiunilor pe care le
determind. Agentul etiologic al encefalitei West Nile este reprezentat de virusul omonim,
denumit astfel dupd locul in care a fost izolat pentru prima oara, districtul West Nile, Uganda
(Africa de Est). In prezent repartitia virusului este vastd, semnalandu-se in Africa, Europa,
Orientul Mijlociu, in Asia Centrala si de Vest, Oceania si mai recent in America de Nord .
Incepand cu anul 1996, anul in care s-a declarat prezenta sa in Romania, virusul a devenit
o problema de sanatate publica si de supraveghere veterinara in Europa, in bazinul Mediteranean
si mai tarziu in SUA, unde epidemiile si epizootiile semnalate in populatiile de oameni si

cabaline odata cu prima introducere a virusului in emisfera vestica au avut efecte dramatice.
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Al doilea capitol intitulat ,,Etiologie patogeneza si epidemiologie”, este structurat in trei
subcapitole in care sunt prezentate date referitoare la morfologie si Incadrare filogenetica si
particularitatile virusului, mecanismele patogenetice si ale rdspunsului imun, accentuandu-se pe
importanta factorilor care influenteazd aparitia bolii precum s$i o trecere in revistd a
epidemiologiei infectiilor determinate de virusul West Nile in lume si in Roménia urméarindu-se
toate aspectele epidemiologice caracteristice.

In ceea ce priveste evolutia infectiilor determinate de virusul West Nile in Romania, in
perioada iulie - octombrie 1996, o epidemie de febra West Nile s-a inregistrat in zona de sud (in
Bucuresti si in lunca Dundrii), aceasta a determinand aparitia a sute de cazuri de imbolnavire la
oameni, manifestate prin forma evolutiva neurologici - encefalita West Nile. In cazul acestei
epidemii s-a inregistrat o rati a mortalitatii de aproximativ 10%. In octombrie 1996, anchete
epidemiologice, entomologice, ornitologice si de mediu au fost realizate Tn Bucuresti dar si in
zonele rurale adiacente demonstrand ca tantari din genul Culex P. pipiens au fost unicii vectori ai
epidemiei, fapt confirmat si de izolarea ulterioara a VWN, serotipul RO97-50, in urma recoltarii
de Culex P. pipiens prin aspirare de pe zidurile si tavanul unei case de lemn localizate in
apropierea centrului orasului.

In ultimul capitol al primei parti intitulat ,.Aspecte clinice, diagnostic, tratament i
preventie ’sunt descrise formele de manifestare clinica a infectiilor cu virusul West Nile,
metodele de diagnostic disponibile la ora actuald, precum si masurile de profilaxia si combatere
adoptate, punandu-se accent in cadrul descrierii metodelor de profilaxie specifica, pe studiul
utilizarii in vaccinurilor vectoriale si in particular a celor bazate pe vectori lentivirali

Astfel s-a constatat cd severitatea semnelor clinice Tn cazul infectiilor determinate de
virusul West Nile este influentatd de mai multi factori: varsta, conditiile de crestere, virulenta
tulpinii virale si susceptibilitatea genetica a gazdei (Perianu T., 2006) iar manifestarile clinice
incadreaza deopotriva aceastd maladie in cadrul arbovirozelor cu manifestari pseudogripale dar
si In cadrul celor cu tropism visceral sau neurologic (encefalite si encefalomielite). La pasari
boala evolueaza asimptomatic In majoritatea cazurilor, in timp ce la oameni §i cabaline
simptomatologia poate varia de la o evolutie insidioasd sau un sindrom gripal, pand la o
meningoencefalita mortala. Faptul ca semnele clinice specifice lipsesc Ingreuneaza diagnosticul
si semnalarea bolii (Steinman si col.,2002).

In afara de pasari sau cabaline si alte vertebrate sunt susceptibile la infectia cu virusul
West Nile. Anticorpi anti-VWN au fost decelati la cel putin 30 de specii diferite: animale de
rentd, animale de companie si animale salbatice. Seroprevalenta pare sd fie mai crescutd in

regiuni 1n care circulatia virusului a fost detectatd mai demult.
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Diagnosticul de laborator este necesar avand in vedere evolutia adesea subclinicd sau
asimptomatica a infectiei si semnele clinice nespecifice iar testele serologice raman principalele
metode de diagnostic a infectiei cu VWN. Testul serologic etalon este seroneutralizarea in placi,
utilizat atat pentru confirmarea infectiei cat i aprecierea titrului anticorpilor neutralizanti
specifici virusului West Nile, din ser sau din lichid cerebro-spinal. Virusul West Nile poate fi
izolat pe culturi celulare §i prin titrare In placi iar identificarea se realizeaza prin ,reverse-
transcription polymerase chain reaction” (RT-PCR), real-time RT-PCR, teste de detectie a
antigenelor, metode imunohistochimice.

Pand in urma cu 10 ani, controlul invaziei tantarilor a fost singura strategie aplicatd
pentru a preveni si controla diseminarea virusului, insa frecventa crescuta si gravitatea infectiei
in timpul ultimului deceniu a condus la producerea a numeroase vaccinuri impotriva VWN care
sunt in diferite faze ale testarii sau au obtinut licentd de comercializare (vaccinuri de uz veterinar
- doar in SUA). Desi vaccinarea poate controla difuzibilitatea infectiei in populatiile de ecvine, in
Romania nu exista un vaccin de uz veterinar disponibil.

O noud generatie de vaccinuri vectoriale printre care si vaccinurile bazate pe vectori
lentivirali, devin din ce in ce mai utilizate in vaccinologie, deoarece au capacitatea de a induce
un raspuns imun de calitate si constituie o alternativd de prevenire a multor boli la animale.
Vaccinuri vectoriale (cu vector lentiviral sau rubeolic) determind o imunitate protectivd la
soareci in urma infectiei experimentale cu virusul West Nile (Iglesias si col. 2006; Despres si
col, 2005).

Pe parcursul capitolului IV intitulat ,,.Scopul si obiectivele cercetarilor”, sunt subliniate
premisele realizarii tezei. Scopul cercetdrilor este acela de a evalua situatia epidemiologica
referitoare la prezenta si diseminarea virusului West Nile in Romania, monitorizarea zonelor cu
risc crescut de emergentd a infectiei, pentru a putea cunoaste mai indeaproape statusul imunitar
al cabalinelor si al altor specii care reprezintd indicatori ai prezentei virusului West Nile si o
prima santinela in vederea supravegherii virusului in populatia umana, precum si stabilirea unor
metode eficiente de diagnostic i monitorizare a infectiei, disponibile rapid in caz de suspiciune.

Obiectivele principale urmarite pe parcursul cercetarilor sunt  reprezentate de
implementarea in laborator a tehnicilor de diagnostic si protocoalelor de lucru utilizate in mod
curent n supravegherea circulatiei virusului West Nile 1n alte tari precum si testarea si validarea
unor noi metode de diagnostic, realizarea unei anchete sero-epidemiologice referitoare la infectia
cu virusul West Nile la cabaline din judetele situate In bazinul inferior al Dundrii i la pasari
salbatice si domestice din Delta Dunarii, elaborarea unei noi metode ELISA indirecta pentru

diagnosticul serologic al infectiilor determinate de virusul West Nile la cabaline si elaborarea si
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testarea unui vaccin bazat pe vectori lentivirali capabil sd protejeze cabalinele Impotriva
infectiilor determinate de virusul West Nile.

Capitolul V intitulat ,,Cercetdri privind metodologia de diagnostic in infectiile cu
virusul West Nile”, este structurat in doud subcapitole. In primul subcapitol este sunt descrise pe
larg metodele serologice utilizate pentru diagnosticul de rutind al infectiilor determinate de
virusul West Nile (testul ID Screen® West Nile indirect, testul MAC ELISA, tehnicile de
indirect. Astfel, testarea comparativd a unui numar de 76 de probe utilizand testul /D Screen®
West Nile indirect, efectuatd in doud laboratoare diferite (USAMV lasi si UMR 1161 Alfort
Franta) a dovedit o reproductibilitate a testelor realizate in Romania de 94,45% . De asemenea
sunt descrise cercetarile realizate in vederea validarii a doua teste comercial: un test rapid de
diagnostic la cabaline ImmunoComb produs de Biogaled Laboratories si un test ELISA de
competitiec (ID Screen® West Nile Competition) in vederea utilzdrii pentru diagnosticul
serologic la pasari. Testdrile utilizand kitul de diagnostic rapid ELISA ,,WNV-ImunnoComb-
Equine West Nile Virus Antibody Test Kit”, fabricat de Biogal Galed aplicat pe probe testate n
prealabil prin seroneutralizare a dovedit o sensibilitate de 97,67% si o specificitate de 95,55%. In
ceea ce priveste kitul ELISA ID Screen® West Nile Competition, acesta s-a dovedit specific,
rezultatele obtinute in urma testdrii serurilor de pasari fiind in concordantd cu rezultatele testului
de seroneutralizare, demonstrand cd metoda se preteaza unui examen de acuratete in laboratoare
cu un grad mic de securitate si facilitind diagnosticul serologic in conditii de securitate de grad I
al infectiilor determinate de virusul West Nile la pasari.

Al doilea subcapitol prezinta cercetdri privind metodele de diagnostic virusologic al
infectiilor determinate de virusul West Nile, respectiv evidentierea efectului citopatogen pe
culturi celulare. Prezenta infectiilor cu virusul West Nile la animale si pasari din regiunea
studiatd, semnalata initial prin investigatii serologice a fost confirmatd prin examen virusologic,
in culturi celulare obtindndu-se un efect citopatogen pentru 4 probe din organe de ciori §i pentru
1 proba de tantari.

In capitolul VI intitulat ,,Observatii privind prezenta si diseminarea virusului West Nile
in Romdnia” sunt descrise metodele de lucru, materialele utilizate si rezultatele obtinute in urma
efectudrii unor anchete epidemiologice privind infectia cu virusul West Nile in intervalul 2006-
2008, la cabaline din judete situate in bazinul inferior al Dunarii si la pasari domestice si
salbatice (considerate rezervoare naturale ale virusului) precum si de la alte specii nereceptive in
mod natural la infectia cu acest virus, dar care In urma contactului cu virusul West Nile suporta

seroconversie specifica.
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In cadrul cercetarilor au fost prelevate un numar de 1701 probe de sange de la cabaline
dintre care un numar del488 probe au fost testate serologic pentru punerea in evidentd a IgG
anti-virusul West Nile iar 69 de probe au fost analizate si pentru decelarea IgM.

Rezultate obtinute au subliniat faptul ca seroprevalenta se mentine la niveluri ridicate in
cadrul populatiilor de cabaline provenind din judetele plasate In zone in care prezenta vectorilor
tantari si conditiile climatice faciliteaza intretinerea virusului Tn naturd Braila, Galati si Tulcea.

In urma testarii probelor recoltate de la pasari utilizand testele de seroneutralizare si testul
ELISA de competitie se poate aprecia o prevalentd medie de 2,7 % respectiv 12 probe pozitive
dintr-un total de 378 analizate. Cel mai mare numar de probe pozitive s-a obtinut la serurile
provenite de la Corvidee, si Passeriforme ceea ce concordd cu datele din literatura de
specialitate. Testdrile realizate la rumegétoare au evidentiat o seroprevalentd globala de 5,10%.

Capitolul VII intitulat ,,Elaborarea si testarea unei metode ELISA pentru diagnosticul
serologic al infectiilor determinate de virusul West Nile”, prezintd materialele si metodele
utilizate in vederea elaborarii unei noi metode ELISA indirectd, bazata pe utilizarea ca si antigen
pentru cdptusirea microplacilor a unei secvente genetice recombinate ce codeazd proteina
anvelopei (E) virusului West Nile, proteina cu cel mai important rol in imunogenitate. In
continuare sunt descrise rezultatele obtinute ca urmare a perfectionarii noului protocol de lucru si
valorile intrinseci estimate pentru acestei. Valorile intrinseci ale noii metode indirecta ELISA au
fost raportate la rezultatele obtinute in urma testarii serurilor utilizand testul de seroneutralizare,
estimandu-se o sensibilitate de 92,3% si o specificitate de 100%.

Capitolul VIII, intitulat ,,Cercetari privind elaborarea unui vaccin vectorial destinat
utilizarii in imunoprofilaxia infectiei cu virusul West Nile la cabaline” supune atentiei
descrierea cercetdrilor ce au urmdrit obtinerea unui vector lentiviral in care este inseratd
transgena ce codeaza pentru proteina E a virusului West Nile, folosit ulterior pentru elaborarea
unui nou vaccin destinat imunoprofilaxiei infectiei cu virusul West Nile la cabaline. In acelasi
capitol sunt prezentate testarile preliminare in vitro si in vivo pentru evaluarea calitatii vaccinului
si capacitdtii imunogene §i se remarca faptul ca raspunsul obtinut In urma imunizarii soarecilor
cu noul vaccin bazat pe vectori lentivirali a fost puternic si a asigurat o protectie stabila in timp,
fard a periclita sanatatea si statusul fiziologic normal al animalelor de laborator, aspecte ce sunt
comparabile cu cele descrise 1n literatura de specialitate.

In final, in capitolul IX intitulat ,, Cercetdri privind testarea imunogenitatii vaccinului
vectorial la cabaline”, este descris protocolul de lucru si rezultatele obtinute in cadrul unui
studiu ce a urmarit evaluarea cineticii raspunsului imun in urma inoculdrii experimentale a
vaccinului la cabaline. Testarea a fost realizatd initial Intr-o faza pilot, pe un grup de patru

cabaline, urmarindu-se stabilirea dozei optime pentru inoculare, pentru ca intr-o etapa ulterioara
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sa se realizeze o testare a vectorului In comparatie cu un vaccin comercial iar rezultatele obtinute
la cabalinele vaccinate releva faptul ca animalele au dezvoltat un raspuns imun umoral impotriva
virusului West Nile, cu o evolutie ce corespunde dozei administrate. In ceea ce priveste
comparatia cu raspunsul imun obtinut la cabalinele carora li s-a administrat vaccinul comercial
Recombitek® Equine West Nile virus vaccine, incepand cu ziua a 14-a post vaccinare s-a
inregistrat aparitia unui rdspuns imun net superior la animalele imunizate cu noua varianta de
vaccein.

in cadrul capitolului X ,, Concluzii finale” sunt redactate un numar de 23 de concluzii
desprinse 1n urma realizarii cercetarilor.

Concluzionand se poate afirma infectiile determinate de virusul West Nile trebuie
supravegheate intr-un mod continuu iar circulatia agentului patogen trebuie rapid detectata, astfel
incat autoritdtile sanitare sa poata implementa masuri protective avand in vedere implicatiile

infectiei in sdnatatea animala dar si in sdnatatea publicd, ca zoonoza emergenta.



