I MINETERLL
j el | EDUCATIEL
" — | NATHINALE
HPOS DRL
GLVERNLL ROAAMIEI Frntinl Seazisl Furawnn Insrnments Sinaciimie sl
II. FAMILIEL, POSMRI AR-2E0 Nt 2y =
el i e USAMV lasi
I HECRMEL LK WARS | ICE ¥
ARIFISARL

Unul din efectele incélzirii globale il reprezintd adaptarea unor noi vectori la conditii
climatice considerate pana la momentul respectiv improprii dezvoltarii, precum si riscul
introducerii si/sau re-emergentei unor boli. Malaria se numdra printre bolile a carui risc de re-
emergenta este legat de efectele incalziri globale. Malaria este boala cu distributia cea mai larga
de pe glob. Anual mii de oameni bolnavi sau purtdtori de malarie calatoresc in tari libere de
malarie, reintroducand riscul re-emergentei acestei boli. Necesitatea cartografierii distributiei
globale a malariei este mare intrucat aceasta se afld intr-o continua schimbare, iar vectorii
implicati in transmiterea ei se adapteaza pe teritorii tot mai diverse, fiind transportati odata cu
intensificarea caldtoriilor intercontinentale.

Astfel in lucrarea de fata s-a urmadrit identificarea speciilor de culicidae din complexul
Anopheles maculipennis si stabilirea rolului lor vectorial in transmiterea malariei.

Lucrarea este structurata in doua parti, ce corepund ca intindere a subiectului tratat, regulilor
impuse redactarii tezei de doctorat.

Prima parte trateaza studiul bibliografic al temei propuse, consultdndu-se literatura de
specialitate din tara si strdindtate, fiind o literatura de actualitate, oferind date de ultima ora
asupra temei propuse si se intinde pe 48 de pagini cu 7 figuri si 5 tabele.

In capitolul I sunt redate aspecte ale bioecologiei culicidelor din zona orasului lasi- ca
studiu de caz, cu prezentarea factorilor climatogeni, care influenteazd dezvoltarea tantarilor:
radiatia solard, caracteristica reliefului, termica multianuala, umiditatea aerului si regimul
pluviometric.

Capitolul al-II-lea din partea de cercetdri bibliografice a fost destinat unei descrieri
morfologice pe baza de chei de determinare a tantarilor din complexul Anopheles maculipennis,
in diferite stadii de dezvoltare si compararea stadiului actual al cunoasterii complexelor de specii
din genul Anopheles, care transmit malaria, pe plan national §i international.

in capitolul al-IIT-lea au fost observate aspecte privind epidemiologia malariei, data

fiind patogenitatea cunoscutd a tantarilor care pot provoca aceasta boala cu distributia cea mai
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larga de pe glob. Este realizatd o descriere a distributiei malariei in Africa, Asia, America si
Europa, finalizand capitolul cu date despre distributia malariei in Romania.

Capitolul al-IV-lea este destinat descrierii ciclului biologic al parazitilor malariei, a
grupului de specii din genul Plasmodium, descriind ciclul sporogonic, ciclul schizogonic,
eritrocitar si modul de transmitere, vectorial sau prin transfuzie a malariei.

Capitolul V este destinat descrierii unor tehnici de clonare moleculara care presupune
asamblarea unor molecule de ADN recombinat si replicarea lor in organismul gazda. Se descrie
procesul clonarii si etapele acestuia, de la extractia ADN-ului, la amplificarea genei de interes,
tratarea cu enzime de restrictie a ADN-ului purificat pentru a obtine capete care pot fi legate cu
cele ale vectorului de clonare si introducerea moleculelor recombinate in celula gazda, cu
verificarea moleculelor recombinate.

A doua parte cuprinde partea de cercetari proprii si se intinde pe 128 de pagini cu 75 de figuri si
28 de tabele, fiind structurata pe cinci capitole dupa cum urmeaza:

Capitolul VI cuprinde analiza datelor climatice (temperatura, umiditate si precipitatii
pentru 1961-2013) cu scopul demonstrarii evolutiei favorabile a acestora asupra ciclului de viata
al culicidelor, in prezent si pana in 2030. In acest scop am implementat un model matematic nou
numit modelul ET30 ce se bazeaza pe constructia unei functii de interpolare de tip polinom
Lagrange, si oferd posibilitatea unei prognoze cu o probabilitate de peste 95%. Utilizarea
acestui tip de algoritm matematic permite gasirea unei functii F, prin interpolarea masuratorii
experimentale, care sa estimeze cat mai bine temperatura medie in fiecare luna a anul 2030,
conform tendintei termice inregistrate in ultimile cinci decenii. Secventele de program ale
modelului ET30 au fost calculate utilizdnd limbajul de programare FORTRAN, iar prelucrarea
datelor fost facuta cu ajutorul aplicatiie OringiPro.

Astfel facAndu-se o comparatie cu perioada de eradicare a malariei in Romania, anii 60',
la Tasi s-a inregistrat pana in prezent o crestere cu 1,1°C, iar la nivelul intregii tari o crestere de
0,72°C, aratand probabilitatea adaptirii unor noi specii de culicide la clima noastra. Intr-un
studiu realizat de Jonathan A. Patz si Sarah H. Olson In 2006 demonstreaza ca in zona montana,

unde malaria este absenta sau sezoniera, o incalzire cu 0,5°C ar duce la o inmultire a populatiilor
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de culicide cu 30-100% si de asemenea ar favoriza dezvoltarea parazitului in interiorul
vectorului.

Umiditatea medie relativa la lasi inregistreaza o scadere cu 8,0% fata de perioada de
eradicare a malariei, Inregistrandu-se o umiditate relativd medie anuald de 64%, favorabila
dezvoltarii culicidelor, o umiditate excesiva incetinindu-le dezvoltarea. Au fost realizate si doua
harti, cu situatia actuald a Romaniei in prezent si o extrapolare a datelor in 2030, aratandu-se o
crestere cu 0,7-0.8°C, rezultate ce coincid cu cele furnizate la nivel global pentru 2030 de catre
cele mai prestigioase institute de cercetare din lume (0.8-1.7°C), demonstrand validitatea
modelului matematic implementat de noi ET30.

Capitolul VII cuprinde studii referitoare la colectarea si identificarea speciilor de
culicide ce apartin complexului Anopheles maculipennis, prin tehnici de biologie moleculara,
facandu-se capturi 1in trei puncte din orasul Iasi: lacul Ciurbesti, iazul Cotu Morii si raul
Nicolina (cartier Galata). Capcanele au fost instalate la lasarea serii, ora 20.00 si pand dimineata,
ora 06.00 in punctele considerate cele mai propice pentru activitatea tAntarilor. In vederea
identificarii genurilor si speciilor de tantari acestia sunt pdstrati in alcool etilic 80%.

Recoltarea probelor s-a facut incepand cu luna mai, pana in luna octombrie, capcanele
fiind amplasate la Inceputul si la sfarsitul lunii, in 2010 si 2012. Tantarii conservati in alcool au
fost identificati pe baza cheilor de identificare descrise de Norbert Becker in 2003. Culicidele
din genul Anopheles incadrate in complexul Anopheles maculipennis au fost folosite pentru
extractia. ADN-ului si identificarea prin tehnici de biologie moleculard, fiind specii gemene
identice din punct de vedere morfologic.

In total au fost examinati 1830 de tantari incadrati in genurile Culex, Aedes, Ochlerotatus
si Anopheles. In complexul Anopheles maculipennis au fost incadrati 243 de tantari pe baza
caracteristicilor morfologice (chei de identificare date de Norbert Becker), speciile fiind
identificate apoi prin tehnici de biologie moleculara.

In total au fost identificate prin PCR 217 exemplare apartinind complexului Anopheles
maculipennis din care: 58 exemplare Anopheles atroparvus, 18 exemplare Anopheles melanoon,
2 exemplare Anopheles labranchiae, 52 exemplare Anopheles maculipennis si 87 exemplare

Anopheles messeae. Au fost folositi pentru identificare tantari adulti si larve de stadiul III si IV.
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Regiunea ITS2 a ADN-ului a fost amplificatd in intregime prin PCR, folosind primerii utilizati
de Jana Proft in 1999.

Anopheles labranchiae a fost pentru prima datd semnalatd in Romania, specia fiind
capturatd la iazul natural Ciurbesti, aflat la periferia orasului lasi in comuna Miroslava. Cele
doua exemplare identificate au fost larve de stadiul IV, ceea ce poate concluziona cu adaptarea
speciei la clima orasului lasi. Asemanarea in proportie de 96% cu specia Anopheles labranchiae
din Italia aratd posibiliatatea importdrii speciei din aceasta tara, avand in vedere si cd o mare
parte din locuitorii din municipiul Iasi si comunele periferice, isi exercitd forta de munca in Italia
(vara intorcandu-se in tard si putand transporta cu ei si tantari din aceastd specie). Larvele de
Anopheles labranchiae se dezvolta in apa stagnantd, dulce sau saratd, in zonele de coasta din
Europa, preferdnd cdldura. Hibernarea se face ca femeld adultd la intuneric, in grajduri sau
cavitdti naturale. Diapauza poate fi completd sau incompletd, existind pranzuri de sange
ocazionale. Femelele sunt in principal antropofage, ocazional hranindu-se si pe animale
domestice.

Anopheles labranchiae este o specie endofilica, locuind in locuinte umane, grajduri,
adaposturi de animale si ocazional 1in aer liber in addposturi naturale (cavitdti de copac).
Prezenta larvelor a fost semnalata din aprilie pana in octombrie. Zborul acestei specii este limitat
la 2-5 km. Anopheles labranchiae are o distributie limitatd in sudul si sud-estul Europei .
Acesta a fost raportat in sud-estul Spaniei, Corsica, zonele de coasta din Italia, Sardinia, Sicilia.
In Africa de Nord specia se giseste in Maroc, Algeria si Tunisia (A.R.Zahar 1990). Anopheles
labranchiae a inregistrat o crestere 1n Sardinia 1n ultimii 35 de ani.

Probele PCR, specifice speciilor de tantari identificate au fost supuse secventierii si rezultatele au
fost comparate cu cele inregistrate In GenBank, asemdnarile gasindu-se In proportii intre 96% si
100%. Astfel specia Anopheles labranchiae din Romania se aseamadnd in proportie de 96% cu
specia Anopheles labranchiae din Italia (Cagliari),cod-AY253840.1; secventierea probei de
Anopheles maculipennis sp. din Roméania (lasi) a fost verificatd in GenBank prin NCBI Blast:
Nucleotide sequence si corespunde in proportie de 99% cu specia Anopheles maculipennis sp.
din Turcia (Anatolia),cod-JN112927.1; secventierea probei de Anopheles messeae din Romania

(Iasi) a fost verificata iIn GenBank prin NCBI Blast: Nucleotide sequence si corespunde in
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proportie de 99% cu specia Anopheles messeae din Italia,cod-AY365011.1; secventierea probei
de Anopheles melanoon din Romania (lasi) a fost verificatd in GenBank prin NCBI Blast:
Nucleotide sequence si corespunde in proportie de 100% cu specia Anopheles melanoon din
Italia,cod- AY365009.1.

Distributia globald a malariei depinde foarte mult de caracteristicile intrinseci ale vectorului,
competenta vectorului (capacitatea unei specii de Anopheles de a asigura dezvoltarea completa a
parazitului) si capacitatea sa vectoriala, Anopheles labranchiae dovedindu-se a fi cel mai
important vector al malariei in Europa.

Anopheles labranchiae, Anopheles messeae, Anopheles melanoon, Anopheles atroparvus si
Anopheles maculipennis au fost incriminati in transmiterea malariei in Europa, ultimii 4 fiind
responsabili de transmiterea malariei In Roménia in perioada 1948-1963.

Capitolul VIII cuprinde studii referitoare la epidemiologia malariei in Romania in
ultimii 37 de ani, cu analiza cazurilor pe varstd, sex, profesie si zona de infestatie pentru
perioada 2007-2013, in vederea stabilirii unor masuri profilactice.

Din 1976 cidnd malaria a fost eradicata complet si pana in 2012 in Romania au fost
diagnosticate 744 de cazuri de malarie. Incidenta cea mai mare a malariei s-a raportat in
Constanta cu 229 de cazuri si Bucuresti cu 221 de cazuri. Desi nu avem o detaliere a cazurilor
din Constanta, privind profesia celor diagnosticati cu malarie, raportat la datele din 1997-2005
cand 70% din cazuri s-au Inregistrat la cei de profesie marinar, putem afirma cd o mai buna
instruire a echipajului maritim, precum si inasprirea investigatiilor medicale a celor intorsi din
zone endemice de malarie, pot fi considerate ca masuri profilactice.

In perioada 2007-2012 in Roménia au fost diagnosticate 142 de cazuri toate fiind de
import. Plasmodium falciparum a fost diagnosticat in 52% din cazuri, fiind de altfel si cea mai
periculoasa specie de Plasmodium, responsabila de malaria cerebrala, ducand la moarte in scurt
timp dacd nu este instituit un tratament corespunzator. La nivel global Plasmodium falciparum
este responsabil de 85% din cazurile de malarie. Dintre speciile de malarie care infecteaza omul,
Plasmodium vivax si Plasmodium ovale pot dezvolta etape hepatice latente, care se pot reactiva

dupd intervale de pand la 2 (P. vivax) la 4 ani (P. ovale). Cazurile diagnosticate in Romania in
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perioada 2007 -2012 au fost reprezentate intr-o proprtiec de 12% de P.vivax si doar 2% de
P.ovale.

In 57,7% din cazurile diagnosticate in Romania, infestatia s-a produs intr-o tard de pe
continentul Africa. Statistici exacte privind situatia exactd a malariei in Africa nu pot fi obtinute
din cauza problemelor existente in obtinerea datelor din sistemul de sanatate si din cauza faptului
ca multe tratamente si decese nu sunt inregistrate. Snow et al. au facut o cartografiere a
distributiei malariei in lume in anul 2002, an in care s-a inregistrat 515 milioane de episoade
clinice de P. falciparum. Aceste estimari globale sunt cu pana la 50% mai mari decét cele
raportate de catre Organizatia Mondiald a Sanatatii (OMS) si 200% mai mare pentru zonele din
afara Africii.

Africa reprezinta 85% din cazurile de malarie inregistrate si 90% din decesele cauzate de
malarie la nivel mondial.

In perioada 1997-2005 cazurile de malarie diagnosticate in Roménia au fost reprezentate
de personalul marinar, procentaj ce a scazut la 0.01% in perioada 2007-2012 ceea ce aratd o
imbunatétire a instruirii personalului, a companiilor de transport maritim.

Situatia este cu totul diferita in perioada 2007-2012 cand majoritatea cazurilor de malarie
au fost reprezentate de muncitori. Conform statisticilor criza economica mondiald a inceput in
decembrie 2007, si se pare cd aceasta reprezintd motivul imigrdrii romanilor in zone geografice
foarte indepartate, zone endemice de malarie care pana atunci nu au reprezentat o oportunitate de
castig. Majoritatea celor incadrati in categoria muncitori nu au avut studii superioare, sau nu au
lucrat calificati intr-o anumita profesie, ceea ce aratd si o explicatie a lipsei de documentare in
ceea ce priveste riscurile calatoriilor in zone endemice de malarie. O rezolvare a educarii
populatiei in ceea ce priveste importanta instituirii unei profilaxii corecte si durata acesteia s-ar
putea rezolva prin centralizarea calatoriilor in momentul achizitionarii biletului, si beneficierea
automat de o consiliere medicala.

Urmatoarea categorie a fost reprezentata de turisti care au urmat o profilaxie dar nu
constantd si de cele mai multe ori necorespunzitoare. Acest lucru aratd ca oamenii nu sunt
informati corespunzator In ceea ce priveste importanta unei profilaxii si gravitatea problemei

legate de contactarea unei boli tropicale cu o rata a mortalitatii foarte ridicate la nivel mondial.
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In perioada 2007-2012 cazurile de malarie diagnosticate in Roménia au fost reprezentate
intr-o proportie de 71% de barbati, fiind in stransd legatura cu graficul anterior ce ilustraza
profesia. Sexul este deci direct influentat de meseria celor care au migrat in zone endemice de
malarie fiind strict in scop profesional, in domenii ce implici mana de munca barbateasca. In
ceea ce priveste studiile de caz au fost luate in calcul 2 cazuri reprezentand studenti, si 2 cazuri
de muncitori dar cu studii superioare si profilaxie administrata.

Ca s1 masuri profilactice cdldtorii ar trebui sd doarma sub o plasa de tantari impregnata cu
insecticid. Daca sejurul este de lungd duratd, se pot achizitiona kit-uri de imgregnare simple si
eficiente ce contin compusi pentru impregnare unicd (comprimate efervescente, plicuri, sticle) ce
sunt amestecate cu apa, pentru impregnarea plaselor. Utilizarea aerului conditionat nu constituie
o protectie impotriva muscaturii de tantar, poate reduce agresivitatea, dar nu impiedica
muscdtura. Utilizarea de difuzoare electrice, spray-uri de camera, constituie o modalitate
complementard de protectie impotriva tantarilor. Este indicatd purtarea bluzelor cu maneci lungi
si a pantalonilor, precum si folosirea de repelente pe zonele expuse (fatd,gat), ce completeaza
protectia mecanica datd de haine. De asemenea folosirea spray-urilor repelente pe haine, creste
protectia de la cateva zile la cateva saptamani. Se mai poate utiliza impregnarea hainelor cu
permetrina (isecticidul cu toxicitatea cea mai mica pentru om- o impregnare prin pulverizare cu
doza de 1g/m?) oferd protectie pe o perioadd de 2 luni si rezistd la 8 spalari cu apa si sdpun
(protejand astfel si de disconfortul muscaturii si altor specii de tantari).

Conform datelor analizate, calatoriile in zone endemice de malarie, In scop turistic sau
profesional sunt in continua crestere, intretinand riscul introducerii parazitului malariei in tara.
De asemenea orasul Iasi este incadrat ca si oras cultural, cu multe universitdti, ce gizduieste
studenti straini ce vin din zone endemice de malarie, putind fi purtatori de Plasmodium. Corelat
cu prezenta vectorului ce apartine complexului Anopheles maculipennis si factorii climatici
favorabili, introducerea periodicd a malariei in tard, riscul re-emergentei acesteia in tard este
posibil.

Capitolul IX a avut ca obiectiv studiul mecanismului molecular desfasurat in momentul
infectiei ficatului cu Plasmodium, cu crearea de paraziti transgenici Plasmodium berghei si

Plasmodium yoelii exprimand o proteind de fuziune GFP-LUC. Obiectivul pe termen lung este
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de a permite, gratie unei bune intelegeri a mecanismului de patrundere si a diferentierii
intracelulare a sporozoitilor, abordarea de noi posibilitati terapeutice sau de vaccinuri care
vizeazd prevenirea infectiei ficatului de catre Plasmodium. Complexitatea parazitului
Plasmodium falciparum a contrariat logistica vaccinurilor si a imunologiei de mai bine de un
secol, reprezentand un impediment in crearea unui vaccin pentru o protectie integrald. Aceasta
complexitate este datoratd capacitdtii parazitului de schimbare totald a invelisului celular si
molecular in fiecare etapa de dezvoltare, proces controlat de un genom cu peste 5000 de gene
recunoscute; si de asemenea schimbarea niselor de dezvoltare extracelulara si intracelulara.

S-au utilizat ca modele parazitare Plasmodium berghei si Plasmodium yoelii de la
rozatoare. La acesti paraziti pot fi studiate toate stadiile ciclului parazitar, in special dupa
infectarea tantarilor Anopheles hraniti pe soareci infectati.

Comparativ cu Plasmodium falciparum, principalul agent al paludismului la om,
modificdrile genetice sunt relativ usor de realizat la P.berghei si P.yoelii, prin recombindri
omoloage. Pentru a studia infectia ficatului cu Plasmodium, se utilizeaza ficat, in vitro,
consistent, infectat cu culturii celulare de sporozoiti si modele in vivo, unde soarecii sunt
inoculati cu sporozoiti, pe cale intravenoasa. Noi am folosit o noud abordare pentru cuantificarea
parazitilor in ficat, bazate pe utilizarea parazitilor transgenici ce exprima luciferaza, ce permite
detectia parazitilor in vivo prin bioluminescentd dupa injectarea unui substrat adaptat
(Luciferazele sunt enzime care controleaza oxidarea luciferinei in oxiluciferind provocand emisie
de fotoni. Luciferaza cea mai cunoscuta este cea a lui Photinus pyralis ( licurici). S-a utilizat
bioluminescenta, ce permite cuantificarea parazitilor intr-un mod neinvaziv, fard sacrificarea
animalului, si permite deci urmarirea in timp pe acelasi animal. Un aspect important al studiului
infectiei ficatului cu Plasmodium, este capacitatea cuantificarii in vivo a schimbarii parazitemiei
in ficat.

Strategiile alese sunt urmatoarele:

1. Constructia de vectori a expresiei la E.coli utilizdnd plasmidul comercial (pSP- luc+NF
Fusion vector, ref e4471, Promega) ce contine o gend de rezistentd la ampicilinad ( pentru selectia
de bacterii recombinate) si o secventd codanta pentru luciferaza licuriciului (LUC), flancatd de

multiple situri de restrictie. In acest plasmid au fost clonate succesiv 5 fragmente: GFP,
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promotorul (HSP70-1), 3’'UTR (DHFR), regiunea omoloaga 5’( Pb sau Py), regiunea omoloaga
3" (Pb sau Py).

2. Alegerea transgenei: Noi am utilizat luciferaza de la licurici, la care s-a fuzionat o
proteina fluorescenta GFP. GFP-ul a fost utilizat ca marker de selectie, este o proteind formata
din 238 reziduri de aminoacizi, ce exprima fluorescentd cand este expusa la lumina UV. Cel mai
frecvent GFP este obtinut de la meduza Aequorea Victoria. Luciferazele sunt enzime care
controleaza oxidarea luciferinei in oxiluciferind provocand emisie de fotoni. Luciferaza cea mai
cunoscuta este cea a lui Photinus pyralis ( licurici).

3. Alegerea promotorului : S-a utilizat promotorul genei HSP70, pentru ca permite o
expresie puternicad si constitutivd (a tuturor stadiilor) a transgenei. Acest promotor ar trebui sa
permitd detectarea bioluminescentei emise de formele hepatice precoce a Plasmodium-ului.

4. Metode de integrare in genom

Caseta de expresiec GFP-LUC a fost integratd in genomul parazitului receptor stabil
omolog de recombinare. Pentru asta, noi am utilizat o abordare, de inlocuire genica
care permite integrarea ireversibila a transgenei dupa dublu crossing-over.

Pentru a permite aceasta recombinare, caseta de expresie a genei a fost flancatd de doua
regiuni omoloage regiunilor 5° si 3™ a genei P230p, care nu este necesara parazitului, si poate fi
deci inlocuita de o alta gena ( ex:transgena).

5. Selectia de paraziti transgenici.

O abordare clasica pentru selectia de paraziti transgenici, este introducerea ca marker de
selectie a unei gene de rezistenta la pyrimetamina.

6. Infectii experimentale pe soareci de laborator, dupa o prealabila transfectie. Transfectia
este o tehnicad foarte dificild, rata reusitei fiind in general mica. Transfectia poate fi reusitd dar
pot aparea mutatii, care confera rezistenta contra antibioticului utilizat. Se poate ca transfectia sa
nu reuseasca din cauza nedistrugerii in totalitate a parazitilor salbatici. Daca parazitii care au fost
transfectati contin in constructia lor un marker fluorescent (in cazul nostru GFP-LUC) se
recomanda verificarea fluorescentei la microscop cu fluorescentd (obiectiv x40). Noi am recoltat

sange de la soarecii ce contin paraziti transgenici, s-a repatizat sangele in godeurile placii si s-a
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examinat la microscop. Sangele transfectat nu a prezentat fluorescentd. Conform electroforezelor
si secventierii, introducerea celor 5 fragmente in plasmid s-a realizat cu succes.

Cauzele lipsei fluorescentei, pot fi datorate nivelului scizut de exprimare a markerilor
fluorescentei, nedetectabili la microscop si transfectia sa fi reusit, fie transfectia a esuat, fie
gazarea mediului in care s-au cultivat parazitii nu a fost corespunzatoare, urmand ca studiul sa
continue.

Capitolul X cuprinde concluziile finale, acestea fiind urmate de bibliografie.





