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Cuvinte cheie: Ixodidae, distributie geografica, ecologie, activitate sezoniera, capuse

—gazde - RLB, Dermacentor, diversitate genetica

Teza de doctorat intitulata ,,POLIMORFISMUL GENETIC SI ECOLOGIA
CAPUSELOR IXODIDE” a fost elaborati in cadrul Scolii Doctorale a Universitatii de Stiinte
Agricole si Medicind Veterinara ,,Jon lonescu de la Brad” din lasi, ca parte a proiectului
Perfectionarea si dezvoltarea resurselor umane pentru cercetare §i inovare prin scoala
doctorala, POSDRU/CPP107/DMI1.5/S/77222, proiect cofinantat din Fondul Social European,
prin intermediul Ministerului Muncii, Familiei, Protectiei Sociale si Persoanelor Varstnice,
respectiv Autoritatea de Management pentru Programul Operational Sectorial Dezvoltarea
Resurselor Umane (AMPOSDRU), in cadrul Programului Operational Sectorial pentru
Dezvoltarea Resurselor Umane 2007 -2013.

Lucrarea a fost realizatd pe parcursul a patru ani de studii, in perioada 1.10.2010 —
30.09.2014 si este structuratd in conformitate cu prevederile legale actuale, in doua parti
principale: prima parte reprezentatd de Stadiul Actual al Cunoasterii, ce cuprinde un numar de
33 pagini si reprezintd 26.19 % din continutul lucrarii si ce-a de a doua parte, de Contributii
Personale, cu un numar de 93 pagini reprezentand 73.81%.

Continutul primei parti, Stadiul Actual al Cunoasterii, este structurat in doua capitole,
n care sunt relatate, in sinteza informatii din literatura de specialitate nationald si internationala
cu privire la subiectul acestei lucrari.

Primul capitol, intitulat Notiuni generale privind morfologia si ecologia capuselor
ixodide cuprinde studii bibliografice cu privire la taxonomia céapuselor, morfologia si date
privind ecologia acestora. Taxonomia capuselor a fost si inca mai este un subiect de dezbatut.
Ultima actualizare a genurilor si speciilor de capuse a fost realizatda de Guglielmone si colab. n
anul 2010, in care sunt recunoscute 896 specii de capuse organizate in trei familii:
Nuttalliellidae, cu o singura specie, Argasidae ce cuprinde un numar de 193 de specii si familia

Ixodidae formata din 702 specii. In urmatorul subcapitol am pus accent pe elementele de
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morfologie externd, elemente pe baza cadrora se realizeazd identificarea speciilor de capuse;
metodele de biologie moleculara fiind utilizate indeosebi pentru clarificarea conflictelor de
sinonimie a anumitor specii asemanatoare din punct de vedere morfologic (Zhaler, 1995 Barke si
colab., 2002), de caracterizare a structurii filogeografice (Nourredine si colab., 2011, Qui si
colab., 2002) si de masurare a diversitatii genetice (Casati si colab., 2007, Chitimia si colab.,
2009). Tot in acest capitol am descris ciclurile biologice ale capuselor ixodide, importanta
gazdelor, interactiunea gazda — vector in transmiterea agentilor patogeni si factorii ecologici
biotici si abiotici ce influenteaza biociclul capuselor ixodide.

In cadrul Capitolului 1l - Consideratii generale privind caracterizarea genetici a
ixodidelor am realizat un studiu bibliografic cu privire la caracterizarea genetica a capuselor in
Romania si Tn strdindtate si a markerilor moleculari utilizati pentru masurarea diversitatii
genetice. Studii privind caracterizarea genetica a capuselor ixodide din Romania au fost facute
de catre unii autori, pe esantioane din sud-vestul tarii. Au fost caracterizate din punct de vedere
genetic patru specii ce apartin familiei Ixodidae (Dermacentor marginatus, Haemaphysalis
punctata, Haemaphysalis parva, Ixodes ricinus), alaturi de gamasidul Dermanyssus galinae,
Haemaphysalis longicornis din China fiind folosit Tn scop comparativ. Au fost amplificate
regiunile non-codante ITS1 si ITS2 cu lungimi ce au variat intre 238 — 1819 pb pentru ITSI1 si
137 — 1695 pb pentru ITS2. Pentru cele 4 specii de cdpuse ixodide procentul de diferentiere
intraspecifica a fost intre 0 si 1.5%, in schimb diferenta privind variatia interspecifica a fost intre
2 — 25.2% (Chitimia si colab., 2009). Tntr-un alt studiu efectuat in 2010, privind caracterizarea
genetica, au fost incluse trei specii de capuse din familia Ixodidae (Dermaecentor marginatus,
Haemaphysalis punctata, Ixodes ricinus) din Romania, o specie din China Haemaphysalis
longicornis si o specie apartinand familiei Argasidae (Argas persicus). Capusele au fost
caracterizate genetic pe baza a doi marker moleculari (pcox1 — gena partiala citocrom oxidaza
subunitatea 1, pnad5 — gena partiala dehidrogenaza subunitatea 5). Ampliconii rezultati in urma
reactici PCR au fost de 732 pb pentru pcoxl, respectiv 519 pb pentru pnad5. Variatia
intraspecifica a fost curinsd intre 0.1 — 1.0% pentru pcox1 si 0.2 — 1.2 % pentru pnad5 Tn cazul
speciei Dermacentor marginatus, iar pentru Haempahysalis punctata procentele au variat intre
0.4 — 1.9 % pentru gena pcox1 si 0.4 — 1.0% pentru gena pnad>5. La fel ca si in cazul markerilor
moleculari ITS1 si ITS2 , variatia interspecifica a fost mai mare, aceasta avand valori cuprinse
intre 15.9 — 27.6% pentru gena pcox1 si 20.3 — 42.4% pentru gena nad5 (Chitimia si colab,
2010). Studiile privind caracterizarea geneticd a speciilor de ixodide din sud vestul Rominiei au

fost primele de acest fel in Romania, aducand informatii despre variabilitatea genetica
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interpecificd dar si intraspecificd. Dintre genele studiate, gena pnad5 prezinta raportul cel mai
mare de diferentiere interspecii.

Tn schimb, numeroase studii privind caracterizarea genetica a capuselor ixodide au fost
efectuate in strainatate. Cercetarile efectuate de catre Norris si colab. (1996), Kain si
colab.(1999) si Qui si colab., (2002) pe continentul nord american, privind caracterizarea
genetica a speciei Ixodes scapularis au descris, cu ajutorul markerilor genetici (markeri
mitocondriali 12S si 16rADN) si prin metoda SSCP (”Single straind conformation
polymorfism”), o structura filogeograficd bine definitd cu o clada sudicad si una nordicd;
subpopulatiile acestei specii fiind perfect distincte din punct de vedere genetic. Studii privind
diversitatea genetica si structura filogeografica a capuselor s-au realizat si in Europa. Bineinteles
ca cercetarile s-au axat pe vectorul principal al boreliozei, respectiv specia Ixodes ricinus.
Thierry de Meeus si colab. in 2002 au analizat diversitatea genetica a unei populatii de Ixodes
ricinus de la nivel local (Elvetia), la care a adaugat si o proba din nordul continentului african
(Tunisia). Markerii moleculari utilizati in acest studiu au fost microsateliti descrisi de catre
Delaye si colab. (1998), respectiv IR8, IR25, IR27, IR32 si IR39. in urma analizelor efectuate s-a
obervat o slaba diferentiere genetica la nivelul populatiei elevetiene a speciei Ixodes ricinus, dar
o divergenta a populatiei tunisiene.

Pentru a intelege mai bine epidemiologia si evolutia demografica a speciei Ixodes ricinus
au fost efectuate si alte studii cu privire la structura genetica acestei specii. Casati si colab.
(2007) a investigat variabilitatea intraspecifica a specie Ixodes ricinus pe 26 de probe recoltate
din diferite tari europene (Elvetia, Italia, Austria, Danemarca, Suedia si Finlanda) utilizand cinci
markeri mitocondriali (CR — regiunea control, COI, COII, cytB si 12S). In urma analizelor
efectuate asupra celor 5 markeri mitocodriali nu s-a putut stabili o structura geografica corelata
cu originea probelor studiate. Procentul substitutiilor nucleotidice in cadrul specie Ixodes ricinus
a celor cinci markeri mitocondriali a fost mic (CR -5.0%, cytB - 2.7%, 12S rADN — 2.6%, COI —
2.4% respectiv COIl — 1.6% ), rezultatele fiind similare cu ale altor autori (De Meeus si colab.,
2002 , Delaye si colab. (1997). Noureddine si colab. (2011) au notat diferente genetice majore
intre speciile de cdpuse europene si cele nord africane, observand o divergenta semnificativa
intre acestea. Rezultatele obtinute de catre Nourredine si colab. (2011) in urma utilizarii de
markeri mitocondriali cat si nucleari au sporit atentia cercetatorilor care la o analiza foarte
minutioasd a activitatii sezoniere, preferintelor ecologice a stadiilor de dezvoltare si a

morfologiei acestora au stabilit existenta unei specii noi de capuse: Ixodes inopinatus.
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Cea de-a doua parte a acestei teze de CONTRIBUTII PERSONALE este alcatuita din
cinci capitole. Capitolul 111 - Scopul si obiectivele cercetarilor motiveaza tema de cercetare
prin importanta studiului si a utilizarii metodelor moderne de caracterizare genetica a cdpuselor
ixodide.

Capitolul 1V intitulat Distributia geograficd si dinamica sezonieri a cipuselor
ixodide din Nord-Estul Romaniei are ca obiective realizarea unei cartografieri a capuselor
ixodide recoltate de pe vegetatie In regiunea Moldovei si judetul Tulcea, descrierea comunitatilor
de capuse si evaluarea dinamicii sezoniere a acestora. Astfel, pentru indeplinirea obiectivelor s-
au desfasurat numeroase campanii de colectare a capuselor folosind tehnica drapelului. S-au
realizat recoltari din 32 de locatii, pentru fiecare dintre ele notandu-se coordonatele geografice,
altitudinea si tipul vegetatiei. Dupa colectare, capusele au fost identificate pe baza caracterelor
morfologice si conservate in etanol 70% in vederea utilizdrii acestora pentru examene
moleculare.

Din cele 32 de puncte de colectare s-au recoltat un total de 1017 de capuse. Au fost
identificate sapte specii de capuse din trei genuri: Ixodes ricinus (879, 86.26%), Haemaphysalis
punctata (85, 8.34%%), Dermacentor reticulatus (27, 2.65%), Dermacentor marginatus (22,
2.16%), Haemaphysalis inermis (2, 0.19%), Ixodes redikorzevi (1, 0,10%), Haemaphysalis
concinnna (1, 0.10%). Pentru fiecare specie s-a realizat o harta a distributiei geografice in
regiunea de Nord-Est a Romaniei.

Ixodes ricinus a avut prevalenta cea mai crescutd, aceasta specie a fost gasita in toate
cele 32 de locatii (100%). In 10 puncte de colectare unde au fost recolate specii diferite, Ixodes
rincinus a fost specia dominta (C.A. Rosetti - IS, Ciric - IS, Cetatuia - IS, Paun - IS, Breazu - IS,
Cotu Morii - IS, Solesti - VS, Crasna - VS, Garboavele - GL, Slava Cercheza - TL), iar in alte 17
locatii Ixodes ricinus a fost singura specie colectatd (Copou - IS, Barnova - IS, Ezareni - IS, Husi
- VS, Adam - GL, Slava Rusa - TL, Gresu - VN, Valea Sarii - VN, Dofteanca - BC, Poiana
Sarata - BC, Podoleni - NT, Mihai Eminesctu -BT, Drancani - SV, Cosna - SV, Saru Dornei -
SV, Pojorata - SV, Radauti - SV). Specia Ixodes ricinus a fost recoltata din padurile de foioase,
din padurile mixte si a fost singura specie identificatd in habitatele formate din paduri de
conifere. Aceasta specie prezinta o mare capacitate de adaptare confirmata prin largirea ariei de
distributie la altitudini si latitudini mai mari.

Este de evidentiat comunitatea populatiei de Dermacentor reticulatus in zona Moldovei,
0 speciei cu o importantd patogena deosebitd, fiind raspunzatoare, de cele mai multe ori, de

transmiterea babesiozei canine.
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Este important de subliniat faptul ca specia Haemaphysalis inermis a fost din nou
identificata in Romania, ultima descriere a acesteie a fost facuta de catre Feider Zicman in anul
1965.

Datele prezentate n subcapitolul 4.1 - Distributia geografica a cipuselor ixodide din
Nord-Estul Romaniei - au fost subiectul unei lucriri stiintifice publicati in Revista de
Lucriri Stiintifice a Faculitii de Medicind Veterinara, Timisoara Vol. XLVII (3), 78-83 -
2014 1SSN: - 1221-5295, - ”SHORT SURVEY OF QUESTING TICKS DISPERSAL
(Ixodidae) IN THE NORTH-EASTERN ROMANIA”.

Urmatorul subcapitol - 4.2 Dinamica sezoniera a capuselor ixodide din Nord-Estul
Romaniei - a vizat corelarea datelor obtinute anterior prin analiza comunitatiilor de capuse
ixodide si evaluarea dinamicii sezoniere a acestora la nivelul unor biotopuri favorabile
dezvoltirii lor. In cadrul acestui subcapitol au fost stabilite patru zone de studiu: C.A. Rosetti,
Ciric, Cetatuia si Bucium din municipiul Iasi. Tipul de vegetatie intalnit a fost format din padure
de foioase mixta, alcatuita predominant din specii de arbori precum Quercus spp., Carpinus spp.,
Fraxinus spp., Fagus spp., aceasta asigurand conditii foarte bune de umiditate si temperatura
necesare dezvoltarii capuselor Ixodide. in astfel de habitate fauna este reprezentati, de obicei, de
pasari de talie mica: vrabia (Passer domesticus), mierla (Turdus merula), rozatoare: soarecele de
camp (Apodemus agrarius), soarcele cu burta alba (Apodemus flavicollis), orbetele
(Nannospalax leucodon), veverita (Sciurus vulgaris), iepurele (Lepus europaeus), ariciul
(Erinaceus romanicus), pisica salbatica (Felis silvestris), mistretul (Sus scrofa), caprioara
(Capreolus capreolus), vulpea (Vulpes vulpes) si lupul (Canis lupus). Recoltarea capuselor a fost
efectuatd pe durata unui an calendaristic, metodologia de recoltare permitand o evaluare buna a
densititii cipuselor in zonele studiate. Tn perioada Octombrie 2013 — Septembrie 2014 au fost
colectate 1526 de capuse: Ixodes ricinus a fost cea mai abundenta specie (92,39%) cu 35
masculi, 26 femele, 220 nimfe si 1129 larve, urmata de specia Haemaphysalis punctata (6,94%)
cu 1 mascul, 12 femele, 16 nimfe si 77 larve si Dermacentor reticulatus (0,59%) cu 2 masculi si
7 femele. Un adult (femeld) din specia Ixodes redikorzevi a fost colectat din punctul de recoltare
C.A Rosetti.

Ixodes ricinus a fost specia cel mai des intalnita, inregistrand o prevalenta de 88,59 % la
C.A Rosetti, 99,04% 1a Ciric, 89,85% la Bucium si 65,51% la Cetatuia

Haemaphysalis punctata a fost a doua specie abundenta, intalnitd in trei puncte de
recoltare: Bucium 3%, C.A. Rosetti 8% si Cetatuia 34%. Prevalenta ridicata a speciel

Haemaphysalis punctata pe dealul Cetatuia poate fi atribuita factorilor ecologici locali
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(expunerea versantului, temperatura, umiditatea relativa, comunitatea plantelor si a animalelor),
observandu-se o stratificare evidenta a acestei specii in functie de expunerea versantilor in zonele
de agrement C.A. Rosetti si Cetatuia.

Dermacentor reticulatus a prezentat cea mai scazutd abundenta a populatiilor de capuse
din cele patru zone de agrement: Bucium — 7%, C.A. Rosetti — 3% si Ciric — 1%.

Cea mai mare densitate de capuse s-a inregistrat in lunile Aprilie si Mai in zona de
agrement Ciric. (9 capuse/100m?, 7 capuse/100m?). Tn luna aprilie in zona de agrement C.A.
Rosetti, densitatea capuselor a fost de 6,4 capuse/100m? pe dealul Cetatuia inregistrindu-se o
densitate de 4,4 cépuge/lOOmz. Pe dealul Bucium densitatea capuselor de pe vegetatie a fost de
2,4/100m2 in luna Aprilie, cu o crestere in luna Mai — 5,8 capuse/ 100m?

O crestere a densitatii capuselor din mediu se observa si In perioada anotimpului de
toamna: C.A. Rosetti — 4,6 cipuse/100m?; Ciric — 2 capuse/100m?; Cetituia — 1,4 capuse/100m?;
Bucium — 1,2 capuse/100m?

Datele inregistrate la nivel local confirma rezultatele privind abundenta si comunitatea
speciilor de capuse din regiunea Moldovei.

Datele prezentului subcapitol (4.2) au fost prezentate sub forma unui articol
stiintific publicat in Revista de Lucrari Stiintifice a Facultatii de Medicina Veterinara, Iasi,
2014 Vol. 57(1-2):140-145, intitulat ,,The Acarological Risk in Iasi Recreational Areas”

In Iasi, dinamica sezoniera a cipuselor ixodide prezinti predominant tiparul activitatii lui
Ixodes ricinus, specie dominanta (>90% prevalenta) in cele patru habitate studiate.

Dermacentor reticulatus a prezentat un debut mai timpuriu al activitatii, cu un varf de
activitate Tnregistrat in luna Martie, acesta descrescand usor in lunile de primavara, cu o
intrerupere de-alungul verii si un al doilea val de activitatea in Octombrie. Varful activitatii de
toamna a reprezentat cca. 20% din cel de primavard. Date obtinute sunt similare cu cele din
literatura de specialitate. (Ionitd si colab., 2009, Feider 1965).

Debutul activitatii sezoniere a lui Haemaphysalis punctata s-a inregistrat in luna Martie,
lar varful activitatii in luna Aprilie. Curba dinamicii a descris, mai apoi, o scadere brusca in luna
Mai, fara a atinge punctul 0, crescand din nou, in lunile August, Septembrie si Octombrie.
Dinamica sezoniera a speciei Haemaphysalis punctata este aseméanatoare celei descrise de
Feider Tn 1965 la sud de izoterma anuala de 10°C. In ultimii ani izoterma anuala inregistrata in
judetul lasi a depasit frecvent pragul de 10°C.

Activitatea sezoniera a adultilor de Ixodes ricinus s-a desfasurat, in general, dupa tiparul

de activitate al speciei. Un tipar, bimodal, cu un varf al activitatii Sezoniere Tnregistrat in lunile
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de primdvara (Aprilie-Mai) si o a doua perioada de activitate mult mai scazutd ca intensitate, in
Septembrie si Octombrie. Nimfele au prezentat o dinamicd sezonierd asemanatoare CuU cea a
adultilor, insd abundenta acestora a fost cu mult mai mare. Varful de activitate al nimfelor de
Ixodes ricinus a fost inregistrat in luna Aprilie in zonele de agrement C.A. Rosetti, Ciric si
Cetituia si in luna Mai pe dealul Bucium. In ceea ce priveste activitatea sezonierd a larvelor de
Ixodes ricinus, acestea au fost active in perioada lunilor de vara, cu varful de activitate
inregistrat in luna Iulie, in zonele de agrement C.A. Rosetti, Ciric si Cetdtuia. Pe dealul Bucium
larvele au fost active Tncepand cu luna Mai, luna in care s-a inregistrat, si varful de activitate.
Cercetarile efectuate Tn Romania de catre alti autori au relevat o dinamica sezoniera a speciei
Ixodes ricinus cu un varf de activitate in lunile Mai — Tunie (Ionita si colab., 2006, Ionita si
colab., 2009, Coipan si colab., 2010).

In Capitolul V intitulat Influenta factorilor ecologici asupra cipuselor ixodide, am
urmarit efectuarea corelatiilor intre factorii ecologici biotici si abiotici si dinamica sezoniera a
speciei Ixodes ricinus si identificarea gazdelor capuselor prin metode de biologie moleculara.

Activitatea sezoniera a capuselor Ixodide este puternic influentata de factorii ecologici
abiotici — Temperatura; Umiditatea; Deficitul de saturatie si Precipitatiile. Acestia pot prelungi,
reduce sau chiar stopa activitatea de cautare a gazdelor a capuselor ixodide. Umiditatea relativa
este un indicator al puterii capuselor de rehidratare. De ex. Ixodes ricinus, Dermacentor
variabilis, Amblyomma cajennense, capuse de pe continente diferite, pot supravietui doar atunci
cand umiditatea relativa nu scade sub 80% pentru o perioada mai lunga de timp (Pfaffle si colab.,
2013).

Datele meteorologice ale anilor 2013 si 2014 (temperatura, umiditatea relativa,
deficitul de saturatie si precipitatiile) au fost obtinute de la Centrul Regional de Meteorologie
Moldova.

Analiza datelor meteorologice si a celor privind activitatea sezonierd a capuselor a
evidentiat o corelatie negativa intre activitatea nimfelor si adultilor speciei Ixodes ricinus si o
crestere a temperaturii medii lunare peste 19°C asociati cu o umiditate relativa scizuti (70%). In
trei din cele patru zone studiate, larvele au avut o activitate sezoniera alocronica in comparatie cu
nimfele si adultii, prezentdnd varful de activitate in luna Iulie, puternic corelat cu temperatura
ridicata. Cercetari efectuate asupra dinamicii sezoniere a larvelor de capuse de Ixodes ricinus, in
corelatie cu temperatura au fost efectuate si de catre alti autori din Europa, mentionand ca
temperatura este factorul abiotic cel mai important in desfasurarea activitatii de cautare a

gazdelor (Dantas-Torres si colab., 2010)
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Rezultatele obtinute in cadrul subcapitolului Factorii ecologici abiotici au facut parte din
lucrarea stiintifica cu titlul ’SEASONAL DYNAMICS OF IXODID TICKS IN IASI URBAN
AREA” puplicatd in Revista de Lucrari Stiintifice — Medicind Veterinara, Iasi, 2014 Vol.
57(1-2) :135-139

Identificarea gazdelor capuselor Ixodes ricinus s-a realizat prin tehnica RLBH (reverse
line blot hybridization). Aceasta metoda presupune identificarea sursei (gazdei) prin analiza
mesei de sange a capuselor. Probele au fost prelucrate si analizate in cadrul laboratorului
URO0346 INRA - Clermont Ferrand, Franta.

Tehnica mPCR/RLBH (multiplex PCR/ Reverse Line Blot Hybridization) pentru analiza
mesei de sange a capuselor fost adaptata si descrisa de Humair si colab., 2007. Principiul acestei
metode presupune amplificarea unui marker reprezentat de un fragment al unei gene
mitocondriale specifice animalului gazda. Acest marker trebuie sa fie driscriminatoriu intre
grupele principale de gazde vertebrate (mamifere, pasari, rozatoare mici, artiodactile si reptile) si
sa permita identificarea acestuia, pe baza mesei de sange a capusei.

Un numar de 96 de nimfe din padurea Breazu au fost analizate prin metoda mPCR/RLB
pentru identificarea gazdelor. Pentru validarea reactiei multiplex PCR s-a recurs la amplificarea
unui fragment al unei gene apartinand speciei Ixodes ricinus. S-au utilizat 20 de sonde pentru
pasari (Certhia brachydactyla, Columba palumbus, Corvus corone, Erithacus rubeculla,
Fringilla/Pyrrhula,Gallus gallus,Garrulus glandarius, Luscinia megarynchos, Parus, Parus
ater, Phasianus colchicus, Phylloscopus, Pica, Picus viridis, Prunella, Sitta europaea, Sturnus
vulgaris, Sylvia, Troglodytes, Turdus/Parus), una pentru reptile (Reptilia) si 35 pentru mamifere
(Apodemus sylvaticus, Bos taurus,Capreolus capreolus,Crocidura russula, Equus cabalus,
Erinaceus erinaceus, Glis glis, Lepus europaeus, Meles meles, Microtus/Micromys, Mycromis
minutus, Microtus agrestis, Microtus arvalis, Mus musculus, Mustella erminea, Mustella
putorius, Mustella nivalis, Myocastor coypus, Myodes glaerolus, Neomys, Neomys anomalus,
Neomys fodiens, Oryctolagus cuniculus, Ovies aries, Rattus norvegicus, Rattus rattus, Sciurus
vulgaris, Sorex, Sorex araneus, Sorex minutus, Suncus etruscus, Sus scrofa, Talpa europaea,
Tamia sibiricus, Vulpes vulpes.)

Din totalul probelor analizate 30% au raspuns pozitiv la analiza mesei de sange. Gazdele
identificate au fost: Sus scrofa — 24%; Bos taurus — 14%, Oryctolagus cuniculus — 14%; Aves —
10%; Vulpes — 7%; Microtus agrestis — 7%; Neomys - %; Sciurus vulgaris — 4%; Apodemus —
4%; Fringilla/Pyrulla — 3%, Microtus/Micromys — 3%; Turdus/Parus — 3%; Columba palumbus

— 3%. Determinarea preferintei gazdelor capuselor — vector este vitald in elucidarea eco-
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epidemiologiei bolilor pe care acestea le transmit. Detasarea capuselor de pe animalele capturate
ne poate indica utilizarea acelui animal drept gazda, dar cu un anumit grad de subiectivism
pentru acele specii care sunt usor de capturat. Utilizarea acestei metode de identificare a gazdelor
pe baza mesei de sange luate de catre capuse in stadiul de dezvoltare precedent este mult mai
fezabila si nediscriminatorie, reusind a se identifica gazda capusei dintr-o cantitate infima de
sange ramas 1n intestinul nimfei sau adultului, chiar si dupa 280 zile de la ndparlire (Humair si
colab., 2007). Ulterior pe aceleasi esantioane se poate verifica gradul de infestare al capuselor cu
diferiti agenti patogeni. (Coipan si colab., 2009, Scott si colab., 2012). Metoda poate fi adaptata
si pentru identificarea gazdelor altor artropode vectori. De asemenea, permite identificarea
agentilor patogeni gazduiti de artropode, identificare la nivel de speciei a gazdelor rezervor si
determinarea importantei speciilor gazde dintr-un habitat (Scot si colab., 2012).

Cele 96 de nimfe examinate prin metoda mMPCR/RLB fac parte dintr-un studiu
european de identificare a gazdelor speciei Ixodes ricinus si de evaluare a relatiei gazda-
vector-patogen.

Tn continuare, In cadrul capitolului VI intitulat Diversitatea genetici a speciilor
Dermacentor marginatus si Dermacentor reticulatus s-a urmarit evaluarea prin metode de
biologie moleculard a gradului de diversitate genetica si analiza structurii filogeografice a celor
doua specii la nivel european.

Caracterizarea genetica a populatiilor de capuse poate contribui la:

- masurarea fluxului de gene intre populatii cat si la interiorul populatiilor, oferind astfel o mai
bund cunoastere a dispersiei vectorilor si implicit a agentilor patogeni transmisi de capuse,

- oferd informatii asupra taxonomiei al speciilor sau subspeciilor,

- dezvolatarea unor noi metode de preventie a bolilor transmise prin intermediul capuselor

Genul Dermacentor este unul din cele mai importante ce cuprinde un numar de 30 de
specii raspandite in Europa, Asia si America de Nord (Soneshine si colab., 2002). In Europa
exista doud specii importante ale genului Dermacentor, respectiv Dermacentor marginatus si
Dermacentor reticulatus. Aceste specii prezintda importantd medicala fiind vectori pentru maladii
precum babesioza cdinilor si rumegdtoarelor si a ricketssizelor precum SFG (”Spoted Fever
Group”) si TIBOLA (Tick-Borne Lymphadenopathy) (Selmi si colab., 2008, Foldvari si colab.,
2013).

Esantionajul celor doud specii analizate a fost efectuat astfel incat s cuprinda o arie cét
mai mare din distributia geografici a acestora. In cazul speciei Dermacentor marginatus

esantionarea a cuprins 9 tari: Portugalia (Penisula Iberica), Tunisia (Nordul Africii), Frata, Italia,
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Germania, Ungaria, Romania (Europa Centrala si de Est) si Turcia, Iran (Asia Mica). Tarile de
provenienta a esantioanelor speciei Dermacentor reticulatus au fost: Portugalia, Franta,
Germania, Slovacia, Romania si Turcia.

Alegerea genei de interes s-a facut dupa o prealabila cercetare “in silico”. Cu ajutorul
secventelor de ADN mitocondrial sau nuclear preluate din Genbank, am efectuat aliniamente cu
rolul de a gasi gena (markerul molecular) ce ofera cele mai multe situsuri informative in raport
cu posibilitatea efectuarii primerilor necesari amplificarii acesteia. S-au efectuat aliniamente ale
genelor mitocondriale 12S rARN, 16S rARN si citocrom oxidaza subunitatea 1 si ale genelor
nucleare 18S rARN, 28S rARN, beta-actina, defensina, ITS1 si ITS2. Pentru realizarea
aliniamentelor am folosit programele BioEdit si Geneious 6.0.6. Dupa o analiza amanuntitd a
celor trei gene mitocondriale si a celor sase gene nucleare fost selectata gena pCOIl a ca marker
molecular pentru caracterizarea genetica a speciilor Dermacentor marginatus si Dermacentor
reticulatus. In vederea izolarii ADN-ului cipuselor am utilizat metoda de extractic pe bile
magnetice apoi s-a efectuat o purificare a materialului genetic pe coloane cu filtru, urmata de
cuantificarea extractelor obtinute. Pentru siguranta calitatii probelor utilizate in vederea
secventierii, dozarea ADN-ului obtinut s-a facut prin doud metode diferite: fluorometrie si
spectrofotometrie.

Analiza datelor obtinute in urma Secventierii probelor de ADN de la capusele de
Dermacentor marginatus si Dermacentor reticulatus a fost efectuata cu programe speciale de a
bioinformatica. Analiza si editarea cromatogramelor a fost realizata cu programele: Bioedit v
7.2.5 (Hall, 2005) si Finch TV 1.4, iar programul Geneious 6.0.6 a fost utilizat pentru
realizarea aliniamentelor. Analizele filogenetice au fost efectuate cu ajutorul programului
MEGAG (Tamura si colab., 2007) folosind metodele ,,Neighbour Joining” (NJ)” si ,,Maximum
Composite Likelihood” (MCL). Analiza numarului de site-uri de segregare, numarului de
haplotipuri, diversitatea haplotidicd si nucleotidicd au fost efectuate cu programul DnaSP v 5.1
(Rozas si colab., 2003).

In cazul speciilor genului Dermacentor au fost aliniate 28 de secvente cu programul
Geneious 6.0.6. (19 indivizi apartinand speciei Dermacentor marginatus si 9 indivizi apartinand
speciei Dermacentor reticulatus).

Pentru populatia de Dermacentor marginatus (19 probe) au fost identificate 12
haplotipuri separate prin 15 situri variabile (14 sinonime, 1 non-sinonima), 5 situsuri variabile

unice si 10 ”parsimony” informative. Trei haplotipuri au fost inregistrate in urma analizei celor
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noua esantioane a speciel Dermacentor reticulatus, separate prin doud situri variabile unice
(amandoua sinonime).

Valorile inregistrate pentru diversitatea haplotidicd in cazul speciilor Dermacentor
marginatus (0.95322) si Ixodes ricinus (0.8952) au fost foarte mari , Dermacentor reticulatus a
prezentat o diversitate haplotidica moderata (0.41667). De asemenea, diversitatea nucelotidica a
inregistat valori ridicate pentru speciile Dermacentor marginatus (0.00671) si Ixodes ricinus
(0.00699) si o valoare mica in cazul speciei Dermacentor reticulatus (0.00082).

Acest studiu reprezintd prima incercare de a descrie diversitatea genetica a celor
doua specii ale genului Dermacentor din Europa, respectiv Dermacentor marginatus si
Dermacentor reticulatus.

Vasta raspandire geografica a speciei Dermacentor marginatus corelatd cu o mare
varietate de gazde folosite poate explica valorile mari ale diversitétii haplotidice si diversitatii
nucleotidice, in comparatie cu cele inregistrate in cazul speciei surori (Dermacentor reticulatus).
In schimb, valorile scizute ale diversitatii haplotidice si diversitatii nucleotidice pot fi atribuite
numarului scazut de gazde, unei arii inguste de distributie si unei evolutii recente.

Valoarea ridicatd a diversitatii haplotidice (0.95322) inregistratd de Dermacentor
marginatus este similara cu cea descrisa de Noureddine si colab. (2011) pentru Ixodes ricinus
(0.886). Ixodes ricinus prezintd o mare omogenitate a fluxului de gene la nivelul continentului
European, dar o divergentd fata de populatiile nord africane. Omogenitatea acestei specii a fost
pusa pe seama dispersiei pasive prin intermediul pasdrilor migratoare (Noureddine si colab.,
2011). La fel si in cazul speciei Dermacentor marginatus, pasarile joaca un rol important in
dispersia geografica. Larvele de Dermacentor marginatus sunt gasite ocazional si pe pasari.

Arborii filogenetici realizati pentru speciile de Dermacentor marginatus si Dermacentor
reticulatus studiate in aceasta lucrare rezultagi au prezentat o structura filogeografica slaba.
Totusi in cazul speciei Dermacentor reticulatus se observa o usoara divergentd a populatiei din
Turcia, probabil ca urmare a unei separatii alopatrice.

Toate testele moleculare au fost realizate in cadrul unititii mixte de cercetare INRA
- ONIRIS , BioEpAR 1300, Nantes, Franta sub indrumarea cercetatorului stiintific gradul I
Olivier PLANTARD.

n incheierea tezei sunt redate Concluziile Generale Tn cadrul Capitolului VII.



