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Rezumat

Cuvinte cheie: Giardia spp., Cryptosporidium spp., Eimeria spp., prevalenta,

dinamica sezoniera, McMaster, MiniFlotac®, Imunofluorescenta, probe compozite

Teza de doctorat intitulata “Prevalenta si riscul zoonotic al protozoarelor parazite
intestinale la tineretul bovin din regiunea Moldovei, Romania” a fost elaboratd in cadrul
Scolii Doctorale a Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinard ”lon lonescu de la
Brad” din lasi, ca parte a proiectului ”Perfectionarea si dezvoltarea resurselor umane pentru
cercetare §i inovare prin scoala doctorala, POSDRU/CPP107/DMI1.5/5/77222”, 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.

Scopul lucrarii a fost acela de a realiza un studiu complex in legatura cu protozoarele
parazite la viteii din zona Moldovei. Obiectivele care au fost realizate pentru indeplinirea

scopului definit au fost urmatoarele:
Recoltarea probelor din fermele de bovine

Evaluarea comparativa a metodelor de examinare din punct de vedere parazitologic a
fecalelor pentru identificarea protozoarelor parazite: Examinarea directa a frotiului (cu
sau fara coloranti) Metoda Willis

Metoda Ziehl-Neelsen
Metoda Giemsa

Metoda imunofluorescentei
Metoda McMaster

Metoda Flotac

Metoda MiniFlotac®

Elaborarea unor noi protocoale de lucru in vederea obtinerii reducerii costurilor si a
cresterii eficientei;

Pentru indeplinirea obiectivelor si a scopului am realizat urmatoarele actiuni:
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Aprofundarea cunostintelor prin efectuarea unui stagiu in cadrul laboratorului de

parazitologie al Facultétii de Medicina Veterinard a Universitatii Gent;

Efectuarea hartii de lucru si aplicarea metodelor in Romania si Belgia

Tn urma realizarii obiectivelor principale desprindem din studiile noastre urmitoarele

elemente cu grad de noutate ca urmare a studiilor intreprinse urmatoarele aspecte:

— Perfectionarea unor metode de esantionaj pentru scdderea costurilor
materialelor si a timpului de lucru
— Completarea si modificarea unor protocoale de analiza clasice

Lucrarea a fost realizata 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 doud parti
principale: prima parte reprezentata de stadiul actual al cunoasterii, ce cuprinde un numar de
40 de pagini si care reprezinta aproximativ 30% din continutul lucrarii si ce-a de a doua parte,
de contributii personale, cu un numar de 91 pagini reprezentand aproximativ 70%.

Cercetarile prezentei teze de doctorat au fost valorificate prin publicarea ca prim-autor a
trei articole stiintifice In reviste cotate in baze de date internationale, rezultatele finale,
prezentate in ultimele doua capitole fac subiectul unui articol “in press”, intitulat:”The effect
of different detection methods and pooling of samples on the detection of protozoan infections
in housed calves’.

Continutul primei parti, stadiul actual al cunoasterii, este structurat in douad capitole,
in care sunt relatate in sintezd, informatii din literatura de specialitate nationala si
internationala legate de relatia functie cauzalitate a particularitatilor morfoligice, fiziologice,
fizipatologice, imunitare, de furajare si de intretinere a tineretului bovin si evolutia
protozoozelor la vitei. Sistemul digestiv monogastric al vitelului la fatare suferd modificari,
transformdri si evolutii pand devine rumegdtor prin diferentierea compartimentelor
pregastrice (rumen, retea, foios si cheag). Sunt prezentate mecanismele producerii diareii, ca
principal proces fiziopatologic ce produce Insemnate pierderi economice pe langé afectiunile
respiratorii. De altfel este realizatad si o sintezad a proceselor implicate in imunitatea specifica
si nespecifica, care luptd in apdrarea impotriva parazitilor. Placenta si imunoglobulinile din
colostrum au o functie importantd in dezvoltarea viitorului organism din punct de vedere
imunitar. Diferitele modalitati de Intretinere, hranire si crestere a tineretului taurin care au
influentd 1n transmiterea, evolutia si prevenirea parazitozelor, sunt prezentate la sfarsitul

capitolului intai.
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In cadrul Capitolului Il, Metode de identificare a protozoarelor intestinale la

tineretul bovin, al primei parti s-a realizat un studiu bibliografic referitor la metodele
standard utilizate Tn diagnosticarea protozoarelor parazite. Metodele au fost atat calitative cat
si cantitative. Cea mai accesibild si uzualda metodd folositd pentru depistarea formelor
vegetative de paraziti flagelati sau ciliati; de sporozoare este realizarea frotiului direct, cu sau
fara coloranti sau solutii clarificatoare, conform Cosoroaba si col., 2002. Metoda Willis
descrisa atdt de Mircean V. si colab., 2011 cat si Cosoroabd si colab., 2002 se preteaza
pentru identificarea oudlor usuoare, flotabile in solutie hipersalina. Pentru diagnosticarea
Cryptosporidium spp. sunt descrise conform literaturii atdt metoda Ziehl Neelsen modificata
de Henricksen (Iacob O, 2000) cat si metoda de colorare Giemsa (Cosoroaba si colab., 2002).
Imunofluorescenta permite identificarea chistilor de Giardia spp. si a celor de
Cryptosporidium spp prin examinarea lamelor la microscopul cu imunofluorescenta. Pentru
realizarea studiilor noastre am utilizat kitul ,,Cryptosporidium/Giardia detection kit” de la
firma Merifluor. Tehnica este usor de realizat iar identificarea chistilor se face prin
examinarea cu obiectiv 200x sau 400x. La probele pozitive in cAmpul microscopic se observa
formatiuni cu morfologie si dimensiuni specifice colorate in verde fluorescent pe un fundal
rosu- portocaliu. Examinarea microscopicd cantitativd se poate face prin metodele:
McMaster, Flotac si MiniFlotac® pentru Eimeria spp.. Metoda McMaster este cea mai
utilizatd metoda in parazitologia veterinard la nivel mondial. A fost dezvoltata pentru a usura
diagnosticarea parazitozelor la ovinele din Noua Zeelanda. Pentru a facilita realizarea
studiilor de eficienta a medicamentelor s-au dezvoltat metode inovative care combina flotatia
cu centrifugarea (Flotac), translatia sau metode mai putin consumatoare de timp si necesar de
aparaturi- MiniFlotac® cu dispozitivul FillFlotac. In cazul acestor douid metode partea
superioara din solutia de examinat este supusa translatiei, ceea ce permite o examinare facila,
farda prezenta detritusurilor (rdmase la partea inferioard a camerei de examinare).
Sensibilitatea este mai crescuta In comparatie cu metodele clasice si astfel se preteaza a fi
utilizate atat in realizarea supravegherii eficientei medicamentelor cat si la efectuarea de

studii de prevalenta a diferitelor specii de paraziti.

Cea de-a doua parte a acestei tezei, CONTRIBUTII PERSONALE, este alcatuita

din sase capitole urmate de concluziile generale:
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Capitolul 111 - SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARILOR motiveazi tema
de cecetare a prezentei teze, prin importanta studiului si a utilizarii metodelor moderne de
identificare a protozoarelor parazite la bovine dar si imbunatatirile aduse tehnicilor de
identificare a acestora.

Finalitatea studiului inteprins poate fi concluzionata astfel:
In Romania, in fermele de bovine evolueaza pe tot parcursul anului cele 3 boli studiate de
noi:

Eimerioza cca 30%

Giardioza cca 45%

Criptosporidioza cca 8%

MiniFlotac, ca metodd de investigatie paraclinici se poate utiliza pentru
diagnosticarea eimeriozei atat in metodele individuale cat si in cele din probe compozite.

Metoda probelor compozite”’pooling-ul”’se poate utiliza Tn diagnosticul complexului
parazitar Giardia spp., Cryptosporidium spp. si Eimeria spp., avand eficientd mai mare la 5
probe compozite in comparatie cu probe compozite 10. Rezultatele au fost degajate din studii
complexe cu peste 250 de probe din peste 35 de ferme din Romania si din Belgia, studii
realizate Tn echipe mixte de cercetdtori romani si belgieni pe parcursul elabordrii acestui
demers stiintific.

Capitolele 1V si V prezinta locurile desfasurarii studiilor, recoltare a probelor dar si
agentii patogeni studiati. In cadrul laboratorului de Parazitologie al FMV lasi s-au desfasurat
cea mai mare parte a cercetirilor din Roménia. Tn cadrul Laboratorul de Imunologie si
Virusologie al Directiei de Sanatate Veterinara si Siguranta Alimentelor lasi s-a realizat
examinarea lamelor la microscopul cu fluorescenta. Probele incluse in studiile efectuate in
decursul celor patru ani au provenit de pe teritoriul intregii Romanii dar in special din zona
Moldovei. Modul de intretinere diferit, perioada de recoltare diferita si metodele diversificate
au permis obtinerea de valori conforme cu cele intdlnite in literatura internationalda de
specialitate. Astfel in urma efectuarii studiului din oct 2010-martie 2013 au fost analizate 354
de probe prin metoda Willis si s-a obtinut o prevalentd a coccidiozei la vitei de cca 20%,
speciile cel mai des intélnite au fost: Eimeria bovis si Eimeria zuernii. (Tronciu si colab,c
2014). In a doua etapa a studiului din Romania au fost recoltate 160 de probe si analizate prin
metodele: McMaster (modificatd), MiniFlotac® si IFA (modificatd). Efectuarea in paralel a

tehnicilor McMaster (modificatd) si MiniFlotac® au permis realizarea unui studiu comparativ

4



* - I MINISTERLL
* * 7 BE, y
. & e/ EDUCATIEL
* o h “' r—5| NATIONALE
CIPTSIRL
LIINE & FUROPE S RG GLUVERNLL ROARNIEI Funtinl Szl Furspsnn kst Sinazinmis

FIHISTERLIL KLIRCIL FASAILIEL, POSARN M0 Flingrl gk .
RO EC | SIAE S USAMV lasi

IEHSOAMEL L WARS | ZE
AMPOSAR

intre aceste metode. Tot pe baza datelor obtinute s-au validat utilizarii probelor compozite dar
si stabilirea prevalentei coccidiozei, giardiozei si criptosporidiozei la viteii din fermele luate
n studiu. In fermele cu vaci de lapte de tip intensiv intretinerea tineretului se face in cusete
individuale, situate in special in afara adapostului. La fermele extensive, microfermele de tip
familial intretinerea viteilor se face in tarcuri comune, in adaposturi. La fermele cu vaci
pentru carne viteii pot cazati, pand la Intircare, impreund cu mamele. Atat tipul fermei,
extensiv sau intensiv, cu vaci pentru carne sau cu vaci pentru lapte, modul de intretinere si
hranire a viteilor influenteaza evolutia protozoarelor parazitare. Aceste rezultate au fost
prezentate in articolele intitulate: The distribution of the parasitic complex of Eimeria,
Giardia and Cryptosporidium in housed calves from Moldavia, Preliminary research on the
parasitic complex of Eimeria, Giardia and Cryptosporidium in young cattle from Northern
Moldavia, si The prevalence of Eimeria species in dairy farms from Romania. Tehnica
modificata a imunofluorescentei permite stabilirca OPG/EPG pentru Giardia spp si
Cryprosporidium spp.

In intervalul lanuarie 2013-Mai 2013 s-a efectuat un stagiu de deplasare, din cadrul
proiectului “Improvement and Development of Human Resources for Research and
Innovation by Doctoral School”, Contract: POSDRU — CPP107-DMI1/5/S/77222, in Belgia,
la Faculatea de Medicind Veterinara a Universitatii Gent. Studiile au fost realizate in echipa
de cercetatori condusa de prof. univ. dr Edwin Claerebout si sub supravegherea a Iui Bruno
Levecke. Aici au fost consolidate cunostintele legate de metodele McMaster modificata,
MiniFlotac®, imunofluorescenta, utilizate pentru validarea realizérii probelor compozite de 5
sau 10 esantioane individuale. Materialul coprologic a provenit din 22 ferme localizate n
partea vestica a Belgiei, din regiunea Flandra. Fermele sunt axate pe cresterea vacilor de
carne, rasa predominanta este Belgian blue and white, vacile, in numar de 8-10, sunt cazate in
tarcuri situate in addposturi inchise sau semiinchise. Tineretul bovin are acces nelimitat atat la
colostru cét si la laptele matern pana la intarcare.

Tn total s-au analizat 730 de probe individuale n intervalul Octombrie 2010- Mai
2014 prin metode calitative si cantitative.

In capitolul V sunt prezentati agentii etiologici incriminati, cu descrierea etiologiei, metode
de diagnostic, tratament si a riscurilor zoonotice sau economice pentru:

Giardia spp.,

Cryptosporidium spp.
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Eimeria spp.

Giardia spp. are cea mai mare prevalentd la viteii cu varste pana la sase luni, iar
subtipurile zoonotice (A si B) sunt intalnite in 20% din cazurile pozitive la vitei. Studiile
aratd nivele foarte mari de raspandire a protozoarelor la vitei, In unele cazuri rata infestatiei
fiind de 100%.

Ciclul biologic permite eliminarea de elemente infestante si de rezistenta in 72 de ore
de la contaminare. Trofozoitul are forma de pard, cu dimensiunile de 12-15 pm lungime si 5-9
pum latime. Chistul are forma ovald, aproximativ de la 5 pana la 7-10 um in diametru si contine
patru nuclei. Peretele are o grosime de 0,3-0,5 um si este compus dintr-o retea de filamente de 7-
20 nm. Fixarea trofozoitului se face prin intermediul discului adeziv. Ph-ul ridicat face ca
trofozoitii de Giardia spp. sa dezvolte vezicule, care nu sunt observate in mod normal la
trofozoiti. Chistul are o forma ovalara si contine patru sau doi nuclei, corpul bazal si axonema
sunt localizate mult mai aproape de nuclei si de fragmentele din discul adeziv. Patogeneza in
Giardia spp. poate fi considerata ca un proces multifactorial incluzand atat caracteristicile
parazitului, dar si rdspunsul imun. Distrugerea microvililor marginii in perie si scaderea
eficientei enzimelor, In special lipaza, unele proteaze, lactaza si maltoza este data de toxinele
trofozoitilor. Distrugerea difuzd a microvililor conduce la scaderea ratei de absorbtie, in
intestinul subtire, a apei, a electrolitilor si a nutrientilor. Efectul combinat a acestei scaderi si
deficienta enzimala are ca rezultat direct malabsorbtia, diareea, si scaderea scorului de greutate
corporala. Scaderea activitatii lipazei si cresterea productier de mucus poate explica steatoreia
descrisa la gazdele infestate cu Giardia spp. (Lujan si colab., 2011). Principala manifestare
clinica este diareea, care nu raspunde nici la tratamentul cu antibiotice, nici la cel cu
coccidiostatice. Eliminarea unor fecale pastoase, cu aspect mucos indicd aparitia giardiozei, in
special cand diareea survine la animalele tinere.

Diagnosticul paraclinic se face prin identificarea trofozoitilor sau chistilor in fecale,
chistii pot fi colorati, cel mai adesea cu iod. Kiturile de IFA utilizeaza anticorpii imnunoclonali
anti proteina din peretii chistici. Cea mai sensibila metoda de diagnostic este PCR-ul care a fost
utilizat initial la genotiparea si identificarea diferitelor specii de Giardia spp.. Teoretic, limita de
detectie a PCR-ului este de un chist, care permite sa creasca considerabil sensibilitatea de

diagnostic.(Geurden T., 2007)
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Producerea si rolul anticorpilor anti — Giardia spp. Soarecii imunocompetenti infestati cu
Giardia muris produc anticorpi impotriva trofozoitilor de Giardia muris. Este o dovada ca
anticorpii joacd un rol important in imunitatea organismului. A fost demonstrat ca odata cu
introducerea trofozoitilor de Giardia lamblia in lumenul duodenal al sobolanilor isi face aparitia
Ig A specifica.

Fenbendazolul are o eficien{d marita in tratamentul oral al giardiozei la o doza de 15mg
pe kg 3 zile consecutiv. In cazul tratamentului cu Fenbendazol se observa lipsa modificarii
consistentei fecalelor, si disparitia simptomele clinice. Totodata este intreruptd si eliminarea
intermitenta a chistilor. Cu toate acestea, infestatia cu Giardia duodenalis este mai putin severa
in comparatie cu coccidioza, care poate produce forme letale de boald. Trenarea bolii in
grupurile de vitei infestati poate dura pana la 6 luni, sugerand faptul ca Giardia duodenalis are
un impact potential major in fermele de bovine. (Appelbee A.J. si colab 2003, Santina M. si
colab., 2012) Diferentele de spor corporal la viteii tratati pentru Giardia spp. au fost de cca 3kg

intr-un interval de 4 saptamani. (Geurden T. si colab., 2010)

Albendazolul, aldturi de fenbendazol poate fi folosit pentru tratarea viteilor.
Fenbendazolul a contribuit la inlaturarea trofozoitilor si microvilii s-au refacut la 7 zile de la
aplicarea tratamentului. Chiar daca se foloseste un tratament eficient, reinfestérile sunt destul de
frecvente daca sursa de contaminare persistd in mediu sau colectiv. Vacile lactante produc
colostrum si lapte cu anticorpi anti-Giardia, astfel viteii cu varste fragede sunt protejati, si astfel

exista potentialul pentru producerea unui vaccin.( Olson M.E. si colab.,2004)

Din cauza unei prevalente crescute atat a Giardia spp si Cryptosporidium spp. in fermele
de bovine din intreaga lume riscul transmiterii zoonotice este foarte mare. Giardia spp. prezinta
specificitate de gazda avand cele 2 subtipuri zoonotice intalnite la caini, pisici, vifei si animale
salbatice. Existd posibilitatea prezentei infectiilor mixte cu Cryptosporidium spp al carui
rezervor principal rdméan viteii. Copii reprezintd un grup cu risc crescut, igiena precard a fost
indicata ca fiind un factor crucial. Cryptosporidium spp. si Giardia spp. pot fi transmise prin
apa, fiind incluse sursele de apa potabild, apele utilizate in scop recreativ cat si lacuri si rauri. In
cazul contaminarii cu Giardia spp. pot aparea episoade diareice.

Din punctul de vedere al sanatatii publice, izolatele recoltate de la rumegdtoare sunt
morfologic si imunologic asemanatoare Giardiei duodenalis intalnita la om. Cel mai mare risc

zoonotic prezinta subtipul A si subtipul B. Studiile arata ca aproximativ 20% din vitei sunt

7
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infestati cu subtipul A. Aceasta ne Indruma spre evaluarea riscului zoonotic fie prin contactul
direct, fie prin contaminarea apelor de suprafatd. (R.C. Andrew Thompson, 2000)
In urma studiilor de biologie moleculara, (PCR), au fost identificate genotipuri zoonotice

de Giardia in fermele de bovine. (Trout J.M. si colab., 2006;0'Handley R.M. si colab., 2000)

Cryptosporidium spp. Infectiile criptosporidiene au fost raportate pe intreg mapamondul.
Din perspectiva sanatatii umane, bovinele au fost implicate deseori ca sursa de contaminare cu
speciile de Cryptosporidium.(Ortega G. si colab., 2009). Viteii se pot infecta prin contaminarea
oro-fecala dar este posibild si calea vectoriald (unelte,intermediul ingrijitorilor ,pasari sau
artropode). La viteii cu varste fragede principala sursa de contaminare o poate constitui mama.
La fermele cu vaci pentru lapte, unde viteii sunt crescuti in cusete individuale, este mai mica
infestarea Tn comparatie cu fermele cu vaci pentru carne, unde sistemul tehnologic implica
cazarea cu mama,posibilitatea de contaminare. Trei specii de Cryptosporidium au fost
identificate la vitei: C. parvum (59.4%), urmat de C. bovis (20.3%) and C. ryanae (9.8%).
Infectiile mixte C. parvum/C. bovis si C. parvum/ C. ryanae au reprezentat 9.8 %.( Josephine Su
Yin, 2012). C. parvum este responsabil pentru aproximativ 85% din infectii la viteii neintarcati
si doar 1% la cei intarcati. Schizogonia debuteazd prin consumul oochistilor infectanti care
contin patru sporozoiti liberi si un corp rezidual. Odata ajuns in interiorul organismului gazda,
sub influenta sucurilor gastrointestinale, are loc spargerea peretelui oochistului pe o singurda
parte numita zona de suturd, fiind eliberati sporozoitii. Spre deosebire de alte coccidii, care
invadeaza enterocitele ei produc fuziunea si expansiunea microvililor rezultdnd inconjurarea
parazitului cu o membrana dubla. (Hanna Borowski si colab., 2008). Macrogametocitul da
nastere unui macrogamet si zigot, care se transformd, in lumenul intestinal, in oochist, iar la
eliminarea prin fecale este sporulat, continand patru sporozoiti. Oochistul este rotund sau usor
oval, are dimensiuni medii de Spm, cu 0 membrana dubla, iar cei patru sporozoiti sunt in forma

bacilara sau de banana, de cca 1pum, asezati marginal, in forma de U. (Mitrea I.L., 2002)

Atrofia microvililor este cauzata de distrugerea enterocitelor si retractia microvililor in
incercarea de a menfine continuitatea barierei epiteliale. Hiperplazia criptica apare de asemenea
ca un efort de a Inlocui celulele epiteliale distruse. Astfel absorbtia este modificatd din cauza
disparitiei enterocitelor mature la nivelul microvililor si a functiei lor transportoare.Distrugerea

celuleor absorbtive de la extremitatea microvililor ;si marirea secretiei clorului la nivelul


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1471492208002195
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criptelor conduce la o secretie accentuata. Totodata scade si suprafata totala absorbtiva. (Andrew

S si colab 2005)

Simptomele clinice sunt diareea si malabsorbtia. Diareea poate fi moderata spre severa
cu fecale gélbui apoase sau mucoide. Viteii cu forme severe de boala pot avea nevoie de
perioade mai lungi, de pana la cateva saptaimani pentru a se reface. Se crede ca patogenitatea
este mai diminuatd la viteii cu varste mai mari din cauza interventiei proceselor

imunologice.(Geurden T.,2007)

Examinarea microscopicd se poate face fie direct fie cu colorare. Cele mai utilizate
metode de colorare sunt metodele Ziehl-Neelsen si coloratia cu carbolfuxina. Diferentele
morfologice intre speciile de criptosporidii sunt insesizabile, in campul microscopic pot aparea

si alte componente ce conduc la un diagnostic gresit .

In comparatie cu examinarea microscopicd, tehnicile imunologice si PCR-ul oferd o
sensibilitate crescutd chiar si la concentratii scazute de oochisti. Singurul medicament din
Romania, Inregistrat pentru tratamentul criptosporidiozei la vitei, la ora actuala este lactatul de
halofuginond (Halocur, Intervet). Doza terapeutica a lactatului de halofuginona variazd in
functie de greutatea si scopul urmdrit. In cazul tratamentului profilactic la viteii care cantiresc
35-45 kg doza zilnica este de 8 ml cu aplicare timp de 7 zile, incepand cu primele 24-48 ore
dupa nastere. La viteii cu greutate intre 45-60 kg se recomanda administrarea a 12 ml Halocur.
(Kalman 1., 2010; Andrew S si colab. 2005)

Eimerioza bovind (cunoscutd sub denumirea de diareea rosie) este produsd de diferite
specii de eimerii dintre care cele mai patogene fiind E.bovis si E. zuernii. Contaminarea se
realizeaza pe calea orala prin ingerarea oochisturilor odatd cu apa sau furajele. Ciclul biologic
are doua faze de Tnmultire, sexuatd si asexuatd. Coincide cu patrunderea oochistului in tubul
digestiv, unde sub actiunea tripsinei si a bilei oochistul exchisteazd, eliminind sporozoitii.
Coccidioza clinica este cel mai des cauzata de Eimeria bovis si Eimeria zuernii gametii acestor 2
specii patogenice produc leziuni la nivelul intestinului gros, cauzand diareee severd sau chiar
moartea. (Cornelissen W.C.A. si colab., 1995). Leziunile cele mai distructive se gasesc in ultimii
2 metri ai ileonului viteilor examinati n ziua 19 postinfectie. Microvilii au fost scurtati, varfurile

fiind ulcerate.Lamina proprie a fost denudata si acoperita cu fibrina.
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Simptomele clinice apar dupa o incubatie de pana la 20 de zile, cu evolutii diferite:
forma supraacuta, acuta, subacutd si cronicd, Animalele cu forme clinice de coccidioza prezinta
intarzieri in crestere, aceste animale riscand sa nu mai devina profitabile din punct de vedere
economic. Chiar si coccidioza subclinica, de altfel mai putin evidentd pentru fermieri sau
veterinari poate afecta fiziologia intestinald i prin urmare conversia hranei si sporul de crestere
al animalelor. Este acceptat faptul ca eimerioza subclinica este mai pagubitoare economic,din
cauza recurentei mai mari.(Daugschies A. si colab., 2007) In urma testelor clinice s-a
concluzionat ca utilizarea Toltrazurilului pentru prevenirea coccidiozei este mai eficienta decat
Diclazurilul, sulfamidin si amprol. (Mundt H.C. si colab.,2005; Mohamed M. Ghanem si colab.,
2008).

Capitolul VI prezintd metodele utilizate in realizarea cercetarilor cu modificarile aduse
fiecareia in vederea facilitdrii identificarii protozoarelor parazite intestinale la tineretul bovin.
Cea mai utilizata tehnica, McMaster, a fost modificata in vederea obtinerii unui factor de
sensibilitate mai mare (50 OPG). Spre deosebire de metoda descrisa de Cosoroaba (2002) si

Mircean V (2010) cantitatea de fecale luata in calcul a fost de 4 grame.

Tehnica MiniFlotac® a fost dezvoltata de cercetatorii Universitatii Federico Il din
Napoli prin simplificarea metodei Flotac, metodd bazatd pe flotatie si translatia partii
superioare. In protocolul standard de operare furnizat de producitori se recomanda utilizarea
solutiei hipersaline zaharata pentru identificarea oochistilor de protozoarelor intestinale din
fecalele de vitei. Deoarece solutia zaharata are vascozitatea mai mare si la translarea partii
superioare a camerei MiniFlotac® , apar cu o incidentd mai mare decat in cazul solutiei

hipersaline, bule de aer, care pot modifica cantitatea de solutie examinata.

Testul de imunofluorescentd pentru identificarea giardiozei si criptosporidiozei se
bazeaza pe utilizarea kitului comercializat de compania Merifluor, Cryptosporidium/Giardia
kit (Meridian Diagnostics Inc., Cincinnati, Ohio) si prin modificarea metodei folosita de Xiao
and Herd (1993). Prin standardizarea cantitatilor luate in calcul dintr-un test calitativ se

obtine o metoda cantitativad cu factorul de sensibilitate 50.

Datele privind prevalenta protozoarelor, prezentate in capitolul VI al tezei, in partea
de est a Romaniei au fost obtinute prin realizarea a doud studii din perioade diferite, 2010-

2011 si 2013-2014, care au avut la baza principii de identificare a elementelor parazitare atit
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clasice cat si moderne. Prevalenta protozoarelor intestinale parazite a fost obtinutd prin

analiza a trei genuri : Eimeria spp., Giardia spp. Cryptosporidium spp.. prin metode diferite.

Prevalenta eimeriozei este constantd in fermele de bovine, atit din Romania, din
Moldova in special cat si in fermele din Flandra, Belgia. Prin metoda Willis, prevalenta
eimeriozei a fost de cca 20%, fiind o metoda cu o sensibilitate scazutd, calitativa. Dupa
analiza esantionelor recoltate din cele 16 ferme de pe teritoriul Moldovei prin mai multe

metode diferite a rezultat; la McMaster 36,87%, iar la MiniFlotac® au fost 38,12%.

Datele obtinute in perioada Octombrie 2010- martie-2011 au fost valorificate
prin realizarea lucrarii cu subiectul:”The prevalence of eimeria species in dairy farms
from Romania” publicat in Revista de Lucrari Stiintifice a Facultatii de Medicina

Veterinara, lasi, 2014 Vol. 57(1-2):151-154,

Studiul pentru prevalenta giardiozei s-a realizat in perioada iulie 2013- mai 2014,
viteii luati 1n studiu au avut varste cuprinse Intre una si cinci luni. Din totalul de 140 de probe
individuale recoltate de la vitei 63 au fost pozitive, ceea ce semnificd o prevalenta de 45% a
parazitozei. Prevalenta Giardia spp. a fost influentata si de modul de intretinere a viteilor, din
fermele cu tarcuri colective 42.66% au fost pozitive pe cand viteii din cusetele individuale au

avut o ratd mai mare a infestarii: 47.69% .

Criptosporidioza este una din bolile cu evolutie la tineretul bovin manifestatd clinic
prin producerea diareei si dezechilibrelor metabolice. Asemanator infestatiilor cu Giardia
spp.prevalenta variazd intre 1-60%. Pana la 90% din ferme sunt pozitive pentru
Cryptosporidium spp. Diferentele sunt polifactoriale: tehnici de diagnostic, varsta, numarul
viteilor, managementul fermei, dezinfectii. Din totalul de 140 de probe individuale recoltate
de la vitei un numar de 12 au fost pozitive, ceea ce semnificd o prevalentd de 8,57% a
probelor pozitive, dar 1n special datoritd varstei viteilor, boala fiiind mai des intalnita la viteii
de 8-14 zile. In functie de modul de intretinere a viteilor, in tarcuri comune sau individuale
rezultatele au fost urmadtoarele: din totalul de 75 probe provenind din ferme cu tarcuri
colective 4 (5.33%) au fost pozitive. Pe de cealalta parte din totalul de 65 de probe din

fermele cu cusete sau tarcuri individuale 8 (12.03 %) au fost pozitive.
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Punctele de recoltare a probelor au fost vizitate in intervalul iulie 2013-mai 2014.
Rezultatele arata cd in lunile de iarnd apar niveluri crescute de giardiozd (61.62%), nivelul
eimeriozelor este constant 37,2% pe parcursul intregului an, iar infestatia cu Cryptosporidium

spp. prezinta cel mai mic nivel (8,13%) dintre protozoarele studiate.

Datele preliminare obtinute pe parcursul realizarii cercetirilor au fost
comunicate la in Revista de Lucrari Stiintifice a Faculitii de Medicina Veterinara,
Timisoara Vol. XLVII (3), 120-124 - 2014 ISSN: - 1221-5295, cu lucrarea” Preliminary
research on the parasitic complex of Eimeria, Giardia and Cryptosporidium in young
cattle from northern Moldavia”

Prevalenta crescutd a protozoarelor parazite intestinale la vitei, confirmatd atat de
datele din literatura de specialitate cat si de datele obtinute din cercetdrile propii ne-au
indemnat la incercarea de imbunatatirea metodelor deja existente (prin cresterea factorului de
sensibiltate), dar si prin o incercare de scadere a costurilor.

Lucrarea cu datele despre prevalenta protozoarelor parazite la viteii din Moldova a
fost prezentata la cel de al S53-lea simpozion stiintific al Facultatii de Medicina
Veterinari, intitulat: "Spre o sanatate globali" si publicat in Revista de Lucrari
Stiintifice a Facultitii de Medicina Veterinara, Iasi, 2014 Vol. 57(1-2):146-150, intitulat
"The distribution of the parasitic complex of Eimeria, Giardia and Cryptosporidium in
housed calves from Moldavia™

Pentru realizarea metodelor de flotatie costurile sunt doar de consumul de apa si sare
(cu exceptia achizitiei initialda a camerelor de flotatie). Realizarea probelor compozite
reprezintd o altd modalitate prin care diagnosticul este obtinut mai rapid si facil. Aceste
imbunatatiri avantajeaza atat personalul din laboratoarele de specialitate cét si pe fermier prin
scaderea costurilor de analiza si a timpului de asteptare a rezultatelor. Studiile anterioare au
aratat ca Flotac are cea mai mare sensibilitate 66,7% 1n comparatie cu McMaster 41,7%,
pentru depistarea oudlelor de strongili gastro-intestinali din probele compozite. Este nevoie
completarea literaturii cu studii privind posibilitatea utilizarii metodelor nou dezvoltate (in
special MiniFlotac®) in dignosticul parazitar la bovine.(Boscol si colab.,2014)

Capitolul VIII prezinta imbunatatiri ale metodelor de recoltare si analiza a probelor
de fecale in vederea identificarii protozoarelor intestinale la vitei. Prevalenta crescutd a

protozoarelor parazite intestinale la vitei, confirmatd atat de datele din literatura de
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specialitate cat si de datele obtinute din cercetarile propii ne-au indemnat la incercarea de
imbundtdtirea metodelor deja existente (prin cresterea factorului de sensibiltate), dar si prin o
incercare de scadere a costurilor. Pentru realizarea metodelor de flotatie costurile sunt date
doar de consumul de apa si sare (cu exceptia achizitiei initiald a camerelor de flotatie).
Realizarea probelor compozite reprezinta o altd modalitate prin care diagnosticul este obtinut
mai rapid si facil. Aceste imbunatatiri avantajeazd atat personalul din laboratoarele de
specialitate cat si pe fermieri prin scdderea costurilor de analiza si a timpului de asteptare a
rezultatelor. Studiile anterioare au aratat ca Flotac are cea mai mare sensibilitate 66,7% in
comparatie cu McMaster 41,7%, pentru probele compozite. Fiind nevoie de completarea
literaturii cu studii privind posibilitatea utilizarii probelor compozite cu metodele nou
dezvoltate (MiniFlotac®) n dignosticul parazitar la bovine am recurs la realizarea studiului.
MiniFlotac® este o metoda bazatd de asemenea pe flotabilitatea elementelor parazitare.
Aceasta metoda inovativa a fost dezvoltata de cercetatorii de la Universitatea Federico Il din
Napoli, Italia si a derivat din simplificarea metodei FLOTACQO. Pe langa flotabilitate metoda
se mai bazeaza si pe translatia partii superioare a solutiei de examinat.

In mod uzual stabilirea intensivititii infestatiilor se face prin analiza individuala a
probelor, 1nsd aceasta este consumatoare de timp §i materiale, fiind foarte costisitoare in cazul
efectudrii unui studiu de amploare. O alternativa este analiza probelor compozite, de diferite
dimensiuni. O practicad comunad este cea in care fermierul administreaza un tratament viteilor
contra eimeriozei, dar fard a face o eventuald verificare a statusului parazitar, nici inainte si
nici dupd tratament. Cauze ale acestei practici pot fi pretul crescut necesar examindrii
individuale, timpul de asteptare. Folosirea probelor compozite va permite scaderea pretului si
astfel Incat examinarea sd fie la indeména fermierilor i1 a medicilor veterinari practicieni.
Datele obtinute au fost analizate cu ajutorul programului Excel, unde au fost calculate 2
valori statistice ,,coeficientul Pearson” si ,,P value”. In majoritatea situatiilor indicele de
corelatie Pearson s-a incadrat intre valorile 0,900607 si 0,999809. Atunci cand avem o
legatura stransa Intre cele 2 variabile, cu directia pozitiva si formd lineara existd o asociere
pozitiva puternica.

In mod particular in cazul graficului la comparatia intre media valorilor individuale
analizate prin McMaster si proba compozita 10 rezultatd din aceleasi esantioane, P value este
de 0,0000182 iar factorul pearson este de 0,90175303. In comparatie cu rezultatele obtinute

la graficul Fig.7.13.(comparatia intre media valorilor individuale analizate prin MiniFlotac® )
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si proba compozitd 10 rezultatd din aceleasi esantioane unde atat P value este 0 cat si
coeficientul pearson este de 0,981194479 rezulta faptul ca la formarea probelor compozite
din 10 esantioane individuale se recomanda o metoda de diagnostic cu sensibilitate crescuta,
n cazul nostru MiniFlotac® . O a doua situatie diferitd apare in cazul probelor compozite de
10 esantioane individuale pentru Giardia spp. coeficientul pearson de 0,565754138 si P value
de 0,02235909 corelatia fiind una rezonabila chiar daca este pozitiva in comparatie cu P5
Giardia spp. unde coeficientul pearson este de0,900607 si P value este 0. Astfel se
recomanda utilizarea PS5 in cazul probelor compozite Giardia spp. la bovine analizate prin
IFA.

In cazul criptosporidiozei atat la P5(0,999809) cat si la P10 (0,999974508) avem
valori apropiate de limita maxima in aceastd situatie rezultatul poate sa indice o corelatie
foarte 1nalta cu o relatie foarte stransa intre variabile sau poate indica o eroare. Tinand cont ca
prevalenta criptosporidiozei a fost foarte mica nu putem sa afirmam ca aceasta (P5/P10)este o
metoda fiabild. Se recomanda refacerea testarii cu recoltarea de probe de la vitei cu varste sub
o lund, pentru a obtine un numar mai mare de probe poziitive.

Concluzii finale
1. Prevalenta eimeiriozei in cele 36 de ferme de vaci atat pentru lapte cat si de carne este

de 20,6% conform rezultatelor studiul efectuat intre Octombrie 2010 si Martie 2011.

Speciile predominante au fost Eimeria bovis 12,99%,si Eimeria zuernii 3,38%

2. Prevalenta medie a eimeriozei in cele 16 ferme de vaci de lapte din Moldova este de

37%, conform datelor rezultate din studiul efectuat in intervalul iulie 2013-mai 2014.

3. Prevalenta giardiozei in cele 16 ferme de vaci de lapte din Moldova este de 45%. In
functie de modul de intretinere al viteilor, in tarcuri comune sau individuale,
prevalenta a fost cu 5,03 % mai mare in cazul intretinerii individuale (47,69%) fata de

42,66% la viteii din tarcuri comune.

4. Prevalenta criptosporidiozei. la viteii cu varste intre o luna i 5 luni in fermele de unde
s-au recoltat probele a fost de 8,57%. La fel ca in cazul giardiozei, viteii din sisteme

de crestere individuald au Tnregistrat o prevalenta mai crescuta (12,03%).

5. Eimerioza este o boala constantd in fermele de pe tot teritoriul Romaniei cu mici
fluctuatii sezoniere si influentate de metoda de diagnostic.
6. Giardioza viteilor apare iarna in procent de 61,62%% iar primadvara in procent de

27, 717%
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7. Dinamica sezonierd a criptosporidiozei ne aratd ca boala evolueaza cu precadere
primavara(13.88%).

8. MiniFlotac este o metodd inovativd cu sensibilitate mai mare decat a metodei
McMaster.

9. Metoda probelor compozite functioneaza atat pentru probe compuse din 5 esantioane
individuale cét si pentru probe compozite formate din 10 esantioane.

10. Cand infestatiile au niveluri mai scdzute se recomanda utilizarea metodelor de
diagnostic cu sensibilitate crescuta (MiniFlotac, Flotac) .

11. Metoda probelor compozite 5 are o sensibilitate mai mare decat metoda probelor
compozite 10 si este recomandatd utilizarea metodei MiniFlotac, deoarece se obtin
rezultate mai concludente in comparatie cu metoda McMaster.

12. Identificarea giardiilor prin metoda imunofluorescentei se poate face si prin metoda
probelor compozite 5 sau 10.

13. Prevalenta criptosporidiozei a avut valorile cele mai scazute in comparatie cu

eimerioza si giardioza.
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