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REZUMAT

Teza de doctorat cu titlul ,,Cercetari privind filogenia coronavirusurilor identificate
la pisici’® prezinta un numar de 220 pagini, fiind structurata conform cerintelor actuale in doua
parti: prima de studiu bibliografic, iar cea de a doua de cercetari proprii.

Prima parte intitulata ,,Stadiul actual al cunoasterii’’> este formata din 45 pagini, 3
capitole, 23 subcapitole, 15 figuri. Pentru realizarea acesteia a fost consultat un numar de 309
titluri bibliografice.

Capitolul I intitulat ,,Descrierea coronavirusului felin” cuprinde 9 subcapitole in care se
fac referiri la taxonomia virald, descrierea virionului, clasificare, ipoteze privind susele benigne
si cele virulente, patogeneza, aspecte epidemiologice, reactia organismului.

Coronavirusul felin este incadrat in genul Alphacoronavirus 1, familia Coronaviridae,
ordinul Nidovirales alaturi de coronavirusul canin si cel al gastroenteritei transmisibile porcine.
Denumirea virusurilor din aceasta familie se datoreaza aspectului caracteristic de ,,coroana” al
virionilor examinati la microscopul electronic.

Pand 1n prezent au fost descrise doua biotipuri de coronavirus felin - enteric si cel al
peritonitei infectioase feline, dar si doud serotipuri I si II. Deasemenea exista suse benigne de
coronavirus si suse inalt virulente, indiferent de clasificarea lor in functie de serotip sau biotip. Tn
ceea ce priveste existenta acestor suse cu virulenta diferita s-au formulat mai multe ipoteze, cea
mai cunoscuta fiind cea a mutatiei interne din timpul replicatiei prin care coronavirusul enteric
felin duce la aparitia virusului peritonitei infectioase feline. Coronavirusul enteric se transmite
usor intre indivizii speciei feline determinand simptome usoare, pe cand virusul PIF determina o
afectiune fatald, dar care evolueaza cu o incidenta redusa. Biotipul enteric de coronavirus are
afinitate pentru celulele intestinale, pe cidnd virusul ce determind peritonita infectioasd felina
infecteazd monocitele si macrofagele. Mecanismele de apdrare ale organismului infectat sunt
ineficiente avand in vedere ca boala este fatala.

Capitolul I intitulat ,,Descrierea semnelor clinice si anatomopatologice n infectiile
coronavirale” este structurat in 5 subcapitole.

Acesta cuprinde informatii din literatura de specialitate referitoare la simptomatologia in
infectia cu coronavirus felin, la baza careia stau leziunile de vasculitd. Peritonita infectioasa
felina poate evolua sub mai multe forme (umeda sau uscatda - acutd sau cronicd), iar leziunea

histopatologica patognomonica/ de referintd o reprezinta piogranulomul cu localizari diverse.
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Capitolul 111 intitulat ,,Diagnosticul in peritonita infectioasa felina” este structurat in 9
subcapitole n care sunt prezentate metodele de diagnostic clinic si paraclinic utilizate in cazul
acestei afectiuni. Astfel, dintre metodele imagistice, radiografia si ecografia sunt frecvent
utilizate, comparativ cu rezonanta magnetica.

Metodele hematologice folosite pentru diagnostic vizeaza studiul modificarilor formulei
leucocitare si depistarea anemiilor non-regenerative. Analizele biochimice sunt realizate in
special pe probe de sange si urmaresc evolutia raportului intre alpha - si gamaglobuline. Pentru
orientarea diagnosticului se pot realiza examenele amintite si pentru lichidul cefalorahidian si
lichidele acumulate Tn cavitati.

Detectarea antigenelor coronavirale se realizeaza prin metode de biologie molecularad
cum ar fi RT-PCR-ul si real-time RT-PCR-ul. Prin metodele serologice se urmareste
identificarea anticorpilor anticoronavirali din diferitele lichide patologice. Metodele cele mai
relevante pentru diagnosticul PIF sunt imunohistiochimia realizatd prin marcarea macrofagelor
cu anticorpi specifici si examenul histopatologic. In ceea ce priveste modificirile microscopice
din PIF piogranulomul reprezintd leziunea caracteristica aldturi de prezenta vasculitei.
Subcapitolele 8 si 9 fac referire la metodele de tratament si profilaxie specifica si nespecifica
testate Tn cazurile de PIF.

In incercarea de a trata aceasti afectiune s-au utilizat o multitudine de substante
farmaceutice, incluzand antiviralele si interferonii. Acestea insa nu si-au dovedit eficacitatea in
peritonita infectioasa felind. Pana la ora actuald nu s-a stabilit o schema de tratament prin
intermediul careia s se reuseasca vindecarea indivizilor afectati. Din aceste considerente se
recomanda tratamentul simptomatic si de sustinere care sd cuprinda substante antiinflamatoare,
antibiotice, imunomodulatoare.

In ceea ce priveste profilaxia specifica incercirile de preparare a vaccinurilor contra
coronavirusurilor feline au esuat in majoritatea cazurilor. Existd un vaccin preparat pe baza unei
tulpini termosensibile de coronavirus, insad acesta nu este disponibil in Europa, iar eficienta lui a
fost deasemenea contestata.

Singura modalitate de aparare impotriva infectiei cu coronavirus in cazul speciei feline
consta in respectarea masurilor de profilaxie nespecifica. Evitarea stresului, a contactului cu
eliminatorii de coronavirus, igienizarea litierei si a vaselor utilizate pentru hrand si apa,
eliminarea de la reproductie a indivizilor ce provin din linii sensibile reprezinta metode eficiente
in evitarea transmiterii infectiei.

Partea de cercetari proprii insumeaza 150 pagini, 73 figuri si 25 tabele si cuprinde opt
capitole in care sunt prezentate rezultatele privind analiza filogeneticd a coronavirusurilor

identificate la pisici, dar si a examenelor premergatoare acesteia.
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Capitolul 1V cu titlul ,,Scopul si obiectivele cercetarii’’ cuprinde obiectivele si activitatile
aferente necesare pentru realizarea analizelor filogenetice. Astfel, pentru aceasta, a fost necesara
selectia unor indivizi de la care sa se faca recoltarea de diverse probe care au fost apoi supuse
examindrii virusologice. Aceasta a fost efectuata utilizand tehnici de biologie moleculara cum ar
fi RT-PCR-ul si real-time RT-PCR-ul. Probele pozitive au fost apoi secventializate pentru
obtinerea informatiei genetice codificate de acestea. Pe baza acestor rezultate au fost simulate
proteinele corespunzatoare necesare pentru constructia arborilor filogenetici.

Capitolul V intitulat ,,Evaluarea clinica a pisicilor suspecte de peritonita infectioasd
felin@” cuprinde 3 subcapitole in care sunt prezentate materialele si metodele de lucru,
rezultatele, discutiile si concluziile partiale. Investigatiile au avut drept scop obtinerea de tulpini
de coronavirus de la indivizii purtatori si eliminatori de coronavirus cu semne clinice de
peritonita infectioasa felina.

Astfel, au fost luate in studiu un numar de 25 de pisici din cazuistica Clinicilor de
Medicald si Boli infectioase din cadrul Facultatii de Medicina Veterinara lasi si 11 din cea a
cabinetelor particulare de pe raza orasului Iasi, totalizind un numar de 36 cazuri din care 29
masculi si 6 femele, majoritatea fiind in jurul varstei de doi ani.

Pentru fiecare caz s-a realizat anamneza si examenul clinic utilizand metode imagistice
precum ecografia, radiografia. Pentru lichidele patologice de epansament s-a examinat aspectul,
s-a determinat concentratia in proteine si s-a realizat examenul citologic.

Simptomele intalnite la cazurile examinate au variat foarte mult, cel mai frecvent
observandu-se modificari ale comportamentului, pierderi in greutate, afectiuni digestive, renale,
acumulari de lichid 1n cavitdtile abdominala si/sau toracica.

Capitolul VI avand titlul , Aspecte anatomo si histopatologice la pisicile cu infecrii
coronavirale” prezinta pe parcursul a doud subcapitole modificarile macroscopice si
microscopice la pisicile cu infectii determinate de coronavirusuri.

Subcapitolul 6.1. prezinta rezultatele anatomopatologice ale necropsiilor realizate,
precum si metodele de lucru. Astfel in urma examinarii a 10 cadavre s-a observat, in majoritatea
cazurilor, aspectul cahectic al acestora, iar la deschidere prezenta fibrinei si a lichidelor
acumulate in cavitati. Deasemenea s-au observat modificari la nivelul organelor interne, mai ales
in ceea ce priveste volumul. O coinfectie bacteriana cu Streptococcus spp. a fost intalnita in
cazul unui mascul 1n varsta de aproximativ 2 ani. Cele mai afectate organe din punct de vedere
macroscopic au fost limfonodurile mezenterice, ficatul, splina, rinichii. Modificarile au fost
observate Tn cazul tuturor pisicilor examinate.

La nivelul organelor parenchimatoase (rinichi, ficat) s-a observat prezenta unor noduli

albiciosi determinati de depunerea complexelor antigen-anticorp.
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Tn subcapitolul 6.2. sunt prezentate rezultatele examenului histopatologic realizat pe

preparate din organe recoltate de la doi indivizi. Probele au fost incluse in parafind si colorate
prin metoda HE si HEA. Leziunile microscopice observate la nivelul organelor examinate au fost
cele de edem, infiltratii celulare si de fibrind, necroze, steatoze, vasculita, piogranulom hepatic si
renal, comparabile cu cele amintite in literatura de specialitate ca fiind tipice pentru peritonita
infectioasa felina.

Capitolul VIl intitulat ,,Examene serologice pentru depistarea anticorpilor
anticoronavirali” contine 3 subcapitole in care sunt prezentate metodele de lucru, rezultatele si
concluziile partiale. Determinarea titrului anticorpilor virali s-a realizat pentru 12 probe de sange
si lichide patologice recoltate de la pisici suspecte de PIF si 8 probe de sénge provenite de la
indivizi clinic sanatosi, utilizdndu-se tehnica de imunofluorescentd indirecta. Pentru efectuarea
acesteia s-au utilizat culturi celulare din linia PK infectate cu virusul gastroenteritei transmisibile
porcine. Pentru evidentierea complexelor antigen-anticorp s-a utilizat tehnica de
imunofluorescenta directa. Titrul de anticorpi Tn cazul pisicilor cu semne clinice de peritonita
infectioasa felina a variat de la 1/625 pana la 1/16000, indicand in ultimul caz un raspuns imun
puternic, iar la pisicile clinic sanatoase anticorpii anticoronavirali au fost detectati Th probele de
sange la dilutii de la 1/125 pana la 1/3125.

Capitolul VIII este intitulat ,,Examene virusologice realizate prin tehnica real-time RT-
PCR”. In cadrul acestuia sunt prezentate esantioanele luate in studiu si care au constat atit in
materiale patologice recoltate de la pisici suspecte de PIF, cat si din organe recoltate in urma
necropsiilor. Pentru efectuarea tehnicii real-time RT-PCR s-a utilizat perechea de primeri 205-
211 necesara pentru amplificarea unei portiuni bine conservate in genomul familiei
Coronaviridae. Ca martor pozitiv s-a utilizat ARN provenit de la virusul gastroenteritei
transmisibile porcine ca atare si in dilutii de 1/10 si 1/100. Amplificarea s-a realizat intr-un
termociclor Ligh-Cycler de la Roche, pentru fiecare proba analizata fiind necesar ARN pur si
diluat 1/10.

Din cele 47 de probe analizate, coronavirusul a fost detectat Tn 35 de probe de fecale,
lichide patologice si organe. In cazul tuturor probelor de intestin recoltate de la cele 4 pisici luate
in studiu s-au inregistrat rezultate pozitive, situatie legatd de tropismul virusului pentru
enterocite. Incarcitura virali cea mai mare a fost inregistratd in cazul unei probe de intestin,
aceasta devenind pozitiva la un numar de cicluri (16.51) apropiat de cel al dilutiei de 1/100 a
martorului pozitiv (15.65).

Capitolul IX cu titlul ,,Examene virusologice realizate prin tehnica RT-PCR” prezinta
metodele de lucru si rezultatele obtinute in cazul amplificarii probelor luate in studiu, utilizand

perechi de amorse corespunzatoare genelor 7b, 3¢, M si N. Pentru testare au fost recoltate probe
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atat de la pisici clinic sanatoase, cat si de la cele suspecte de PIF. Amplificarea s-a realizat
utilizand kitul comercial Qiagen One-Step RT-PCR, iar pentru vizualizarea rezultatelor s-a
efectuat electroforeza in gel de agaroza. Probele pozitive au fost decupate din gel, ADN-ul
corespunzator acestora fiind extras utilizand kitul MinEluteGel Extraction si trimis pentru
secventilizare.

Pentru caracterizarea tulpinilor de coronavirus identificate, RT-PCR-ul a permis
obtinerea a 5 rezultate pozitive la amplificarea genei 7b, 23 de rezultate pozitive la amplificarea
genei M, 27 de rezultate pozitive la amplificarea genei 3c, 28 de rezultate pozitive la
amplificarea genei N.

Capitolul X denumit ,,Analizarea/prelucrarea informatiilor obtinute prin examene
virusologice si secventializare’’ cuprinde 4 subcapitole si prezintd modul de lucru si rezultatele
analizei filogenetice. Rezultatele de la secventializare corespunzatoare amplificarii fiecarei gene
au fost prelucrate utilizand programe in silico pentru obtinerea proteinelor si arborilor
filogenetici. Programele utilizate au fost accesate online pe site-ul European Bioinformatics
Institute (www.ebi.ac.uk), iar pentru obtinerca arborilor s-au utilizat diverse versiuni ale
programului MEGA.

Rezultatele analizei filogenetice au ardtat ca proteinele coronavirale 7b identificate in
diferite organe ale aceluiasi individ cu PIF au fost inrudite.

Pentru constructia arborilor filogenetici pe baza proteinelor de matrice s-au utilizat si
tulpini de coronavirus canin si un coronavirus porcin. Cu acestea au prezentat similaritati tulpini
coronavirale identificate in probe de ficat, pancreas si intestin recoltate de la doi indivizi cu PIF.

Utilizand tulpini de coronavirus din literatura de specialitate identificate la pisicile
sdndtoase comparativ cu cele de la pisicile luate in studiu si cele cu PIF din literatura de
specialitate nu s-a observat o segregare neta intre acestea, in cazul analizei filogenetice pe baza
proteinelor N si 3c. Tn urma amplificirii portiunii corespunzitoare genei care codifica proteina
de membrana s-au identificat in probe de organe trei tulpini de coronavirus ce au prezentat
inrudiri filogenetice cu coronavirusuri identificate la céini, ceea ce sustine incadrarea acestora in
randul virusurilor ce depasesc bariera de specie. Amplificarea genei 7b a dus la obtinerea a cinci
proteine non-structurale virtuale, analiza filogenetica realizatd pe baza lor sustinand ipoteza
conform cdreia virusul peritonitei infectioase feline apare in urma unor mutatii din timpul
replicarii virale.

Capitolul XI cuprinde ,,Concluziile finale’’.
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