REZUMAT

Teza de doctorat intitulatd ?CERCETARI PRIVIND FILARIOZELE LA
CAINE iN MOLDOVA” a avut ca motivatie cresterea prevalentei filariozelor la
caine in ultimii ani. Datoritd potentialului zoonotic al acestor helminti am
considerat utila cercetarea si imbunatatirea metodelor morfologice, serologice
si moleculare de diagnostic al filariozelor, in special ale dirofilariozei si
relevanta aplicarii acestora in diagnosticul dirofilariozei la caine si la om in
Moldova.

Teza este structuratd in douad parti conform normelor uzuale: prima
parte care este dedicata unui studiu al tematicii cu date actuale din literatura
de specialitate si partea a-ll-a, care vizeaza cercetarile proprii.

Rezultatele lucrarii sunt ilustrate printr-o iconografie originala, cu figuri
si tabele explicative clare si relevante.

In prima parte, intitulata ,,Stadiul actual al cunoasterii”, se prezinta
un studiu bibliografic cu privire la raspandirea geografica a filariozelor, fiind
inserate date despre ecologia si epidemiologia acestor helmintoze cu
transmitere vectoriala la céine si la om. Informatiile obtinute in urma efectuarii
acestui studiu au fost utilizate ulterior in elaborarea, interpretarea si
compararea rezultatelor obtinute in cercetarile proprii.

Primul capitol, intitulat ,,Importanta filariozelor la cdine’’ este destinat
unei scurte descrieri privind principalele filarioze ce evolueaza la céine,
prezentarea unordate importante privind epidemiologia si raspéandirea
geografica a dirofilariozei la caine, date curente despre utilizarea tratamentului
termic in diagnosticul dirofilariozei la céine, precum si descrierea pe scurt a
ciclului biologic al speciilor ce determina evolutia acestei zooantroponoze.

in capitolul Il, intitulat ,,Aspectul zoonotic al dirofilariozei:
importanta dirofilariozei la om”, se realizeaza o trecere in revista a datelor
despre aspectele clinice ale dirofilariozei pulmonare si subcutanate la om, fiind
descrise epidemiologia, diagnosticul si raspandirea geografica a dirofilariozei.

Intr-un subcapitol sunt prezentate aspectele clinice ale infestatiei cu
Dirofilaria immitis si Dirofilaria repens, cu localizérile caracteristice fiecarei
specii, iar intr-un alt subcapitol sunt prezentate aspectele de epidemiologie a
bolii, aratand -conform datelor din literatura- caracterul endemic al bolii in
bazinul mediteranean pana in jurul anilor 2000, ulterior acestei perioade fiind
inregistrata o extensie si in alte zone considerate non-endemice.



intr-un alt subcapitol sunt descrise aparte, metodele de diagnostic
utilizate la om, avind in vedere caracterul zoonotic al bolii. Sunt aratate
procedurile esentiale care trebuie respectate pentru confirmarea bolii si
anume o colectare adecvata a probelor si o identificare corectd a agentului
patogen, lucru valabil si pentru diagnosticul bolii la animale. Se descriu atit
metodele invazive, precum punctia biopsica a nodulului parazitar, dar si
metodele alternative de diagnostic molecular, imunohistochimic ori serologic
(ELISA si Western Blott), tinand cont si de posibila interferenta antigenica ca
raspuns a prezentei si a altor helminti ai omului cum ar fi cei din genurile
Toxocara, Ascaris, Echinococcus.

Motivatia acestei abordari rezida in faptul ca literatura de specialitate
raporteaza o cazuistica in crestere, dar care nu reprezinta de fapt adevarata
evolutie a bolii in zonele rurale si urbane, impunandu-se o reevaluare a
acestor date -ceea ce am incercat si noi, in acest demers stiintific. Este
necesara continuarea investigatiilor atat pentru om cat si pentru animale,
intrucat prin cross-overul epidemiologic realizat de noi rezulta ca exista zone
in care este prezenta dirofilarioza la om dar nu sunt deloc relatate cazuri care
sa evolueze la animale si invers.

Partea a-ll-a ,,Cercetari proprii” este compusa din 6 capitole in care
sunt prezentate si discutate rezultatele cercetarilor efectuate.

Capitolul 11l ,,Distributia si epidemiologia dirofilariozei (Dirofilaria
immitis) la cainii din adaposturi din estul Romaniei”’ este un studiu realizat
in partea de est a Romaniei pentru a evalua prevalenta si distributia
geografica a infectiei cu Dirofilaria immitis la caine. Au fost colectate probe de
plasma de la 458 de caini gazduiti in adaposturi din 8 judete si testati
serologic pentru prezenta antigenului D.immitis. Studiul de fatd a aratat
rezultate negative in judetele Botosani, Suceava, Neamt, Bacau si Vrancea.
De asemenea, au fost examinate 45 de probe de sange de la cainii dintr-un
adapost din municipiul Galati, folosind metoda Knott modificata si tehnica
multiplex-PCR (reactia de polimerizare in lant). Testul imunoenzimatic a aratat
o prevalentd a infectiei cu D. immitis de 8,9%. Valorile de densitate optica
(DO) obtinute pentru probele pozitive au variat intre 0,217 si 2,683. Au fost
utilizate sisteme de informare geografica (GIS) pentru a efectua suprapuneri
ale hartilor de distributie a prevalentei D. immitis si harti predictive bazate pe
temperaturi optime necesare perioadei de incubatie extrinseca a dirofilariozei.
Cea mai mare prevalentd obtinutain acest studiu s-a constatat in partea
central-estica pana la granita de nord a tarii, si anume in judetul Galati (60%),
urmat de judetele Vaslui (12,0%) si lasi (7,7%). Din 45 de probe examinate cu
ajutorul metodei Knott, 23 au fost pozitive pentru microfilarii circulante



(51,1%), in timp ce 19 au fost pozitive pentru D. immitis si 4 au fost pozitive
atat pentru D. immitis, cat si pentru D. repens, folosind testul multiplex-PCR.
Prevalenta ridicata a speciei D. immitis din zona de sud-est (Galati - 42,2%),
folosind de asemenea tehnica multiplex-PCR, a oferit o sustinere puternica
pentru rezultatele obtinute cu ajutorul testelor serologice. Studiul de fata
confirma capacitatea sistemelor de informare geografice de a identifica
distributia si epidemiologia dirofilariozei in diferite teritorii geografice, astfel
cum a fost deja demonstrat prin intermediul datelor epidemiologice empirice
obtinute la nivel continental, national si inter-regional.

Capitolul 1V intitulat ,,Prognoza dirofilariozei in estul Roméaniei pe
baza modelului matematic ET30 ” prezinta un studiu in care s-a utilizat un
model matematic bazat pe regim termic pentru a estima distributia
dirofilariozei in partea de est a Romaniei in urmatorii 20 de ani. Calcularea
unitatilor HDUs (Heartworm Development Units) a fost realizata utilizand
valorile temperaturilor maxime, medii si minime zilnice, Tn intervalul de timp 1
ianuarie 1961 - 30 iunie 2016, inregistrate in statile meteorologice principale
din zona Moldovei, partea de est a Roméaniei (Botosani, Bacau, lasi si Galati
pentru zona de deal si podis, iar Ceahlau — Toaca pentru zona de munte
inalt).

Studiul prezintda urmatoarele rezultate: gruparea valorilor termice pe
anotimpuri arata ca vara sunt indeplinite conditile optime de dezvoltare a
larvei infestante (L3) in corpul tantarilor, in aproape toate zilele, iar primavara
si toamna nu avem 30 zile consecutive in care se pot acumula unitatile (HDU),
insa larva infestanta (L3) se poata dezvolta si in aceste perioade deoarece
poate rezista in corpul vectorului daca zilele cu temperaturi optime alterneaza
cu temperaturii extreme.

In perioada de iarn3 nu este posibil sa se acumuleze suficiente unitati
(HDU) pentru a se dezvolta agentul patogen. Estimarile pentru anii 2035,
obtinute utilizdnd modelul ET30, arata aceeasi crestere si in urmatorii 20 ani,
cu o valoare de 1,1°C. Datorita cresterii temperaturii in anii 2035 durata de
incubatie extrinseca a dirofilariozei se va micsora cu aproximativ 5 % / an.

Scaderea semnificativa se va finregistra primdvara si toamna cu
aproximativ 6,5 %. Aceasta reprezintd o scadere a perioadei de incubatie
extrinseca a dirofilariozei cu 1-2 zile ceea ce duce la o crestere a generatiilor
de Dirofilarii in tantar precum si raspandirea semnificativa a infectiei in zona
de studiu. Aceasta inseamna o crestere a prevalentei si o posibila extindere
de areal pentru Dirofilaria spp.



In capitolul V intitulat “Efectul tratamentului de incélzire (heat
treatment) asupra serului provenit de la cdini infestati in mod natural cu
Dirofilaria repens si D. immitis” sunt prezentate rezultatele aplicarii
tratamentului termic in diagnosticul serologic al cainilor cu dirofilarioza
cardiopulmonara si subcutanata. Prelevarea probelor de ser s-a realizat de la
o populatie de céaini expusa in mod natural la infectia cu D. immitis si D.
repens. Probele de ser au fost testate pentru prezenta antigenului Dirofilaria
immitis inainte si dupa tratamentul termic. Din cei 194 de caini testati pentru
antigenul D. immitis, 16 caini (8,2%) au raspuns pozitiv Thainte de aplicarea
tratamentului termic si 52 caini (26,8%) au raspuns pozitiv dupa aplicarea
tratamentului termic. Din cei 108 caini testati prin metoda Knott, 24 de caini
(22,2%) au fost depistati cu microfilarii circulante. Dupa identificarea ulterioara
cu ajutorul tehnicii multiplex-PCR a probelor pozitive la Knott rezultatele au
fost: sase caini infectati cu D. immitis, 12 caini infectati cu D. repenssi 5
infectati cu ambele specii. 50 % din cainii cu microfilarii circulante de D.
immitis au raspunst pozitiv la testul de depistare a antigenului inainte si dupa
tratamentul termic, in timp ce restul de 50% au raspuns pozitiv numai dupa
tratamentul termic. 60% din cainii cu infectii mixte D. Immitis/D. repens au
raspuns pozitiv la testul de depistare a antigenului Thainte si dupa tratamentul
termic, in timp ce restul de 40% au raspuns pozitiv numai dupa tratamentul
termic. Testul de depistare a antigenului pentru D. immitis la cei 12 caini
infectati numai cu microfilarii de D. repens a avut rezultate contradictorii. Doar
doi céini (16%) au raspuns negativ atat inainte cat si dupa tratamentul termic.
La sase caini (50%) rezultatul testului a devenit pozitiv dupa tratamentul
termic, iar la patru caini (30%) rezultatul testului a fost pozitiv atat inainte cat si
dupé tratamentul termic. iIn urma acestui studiu putem deduce ca rezultatul
fals negativ pentru testul de depistare a antigenului D. immitis poate fi
inversat prin tratarea termica a probei de ser si cainii infectati cu D. repens pot
avea deasemenea, o infectie oculta cu D. immitis.

Capitolul VI intitulat “Investigatii serologice privind dirofilarioza la
om in Roménia si in Republica Moldova” relateaza urmatoarele date: in
perioada decembrie 2014 -martie 2015, s-a realizat un screening serologic cu
participarea a 450 de pacienti: 187 pacienti din Roméania (Galati, Bucuresti,
Bacau, lasi) si 263 pacienti din Republica Moldova. Varsta subiectilor
participanti se incadreaza in intervalul 7-78 ani si dintre acestia 166 sunt
barbati si 284 sunt femei. Serul pacientilor s-a utilizat pentru identificarea
raspunsului anticorpilor 1gG la antigenul ce provine din extractia adultilor
Dirofilaria immitis si D. repens.

Raportandu-ne la judetele din Romaéania in care s-a desfasurat
screeningul, seroprevalenta a fost 6% in judetul Bacau, 7% in judetul Galati,



2.3% in judetul lagi si de 18,2% in Bucuresti. Seroprevalenta dirofilariozei
pentru pacientii din Republica Moldova a fost de 9.1% (n=236)

Testul t pentru esantioane independente a aratat ca nu exista o
diferenta semnificativa statistic a varstei medii intre cele doua grupuri. Astfel,
atat pacientii pozitivi la 1IgG anti-D. immitis (M=50,31 ani) céat si cei negativi
(M=47,10) au o varsta medie apropiata. Prin urmare, varsta nu reprezinta un
factor predispozant pentru transmiterea infectiei cu D. immitis la om.

Avand in vedere ca in Republica Moldova nu sunt raportate date
despre dirofilarioza la céine, iar studiul de fatd confirma prezenta dirofilariozei
la om prin metode imunologice, sunt necesare studii serologice si anchete
epidemiologice care sa ateste si sa identifice prevalenta parazitozei la céine si
implicit evaluarea reala a riscului zoonotic al acestei boli

Rezultatul testului t pentru esantioane independente a aratat
deasemenea, ca varsta medie nu difera semnificativ statistic intre grupul de
pacienti care au raspuns pozitiv la IgG anti-D. repens si grupul de pacientii
fara raspuns la IgG anti-D. repens. Prin urmare, putem afirma ca varsta nu
este un factor predispozant nici pentru infectia cu D. repens la om.

Analizand relatia dintre gen si prezenta raspunsului IgG anti-D. immitis
si anti-D.repens la pacientii luati in studiu, putem observa repartitia echilibrata
intre cele doua sexe. Prin urmare, nu se constata o prevalenta mai mare in
cazul unuia dintre sexe, sexul nefiind un factor predispozant pentru infectia cu
Dirofilaria spp. la om.

Rezultatele studiului confirma impactul zoonotic al bolii pe teritoriul
Romaniei si pe teritoriul Republicii Moldova. Avand in vedere ca rezorvorul
bolii este reprezentat de cainii microfilariemici iar boala este transmisa prin
tantari sunt necesare programe de monitorizare si control a vectorilor si a
cainilor in ambele teritorii: Roménia si Republica Moldova in vederea
diminuarii riscului zoonotic al bolii.

Capitolul VII intitulat “Investigatii privind tabloul clinic si diagnosticul
oncocercozei la cdine in Romania’ ’descrie prima raportare a infestatiei cu
Onchocerca lupi la caine in Roméania. Acest studiu prezinta tabloul clinic a trei
caini infestati cu Onchocerca lupi: o femeld, Ciobanesc German de 4 ani din
Targoviste, un mascul, rasa mixta 5 ani din Targoviste si un mascul de 6 ani,
rasa mixta din lasi. Pacientii au fost adusi la clinica datoritd unor conjuctivite
cu secretii oculare excesive. La examenul oftalmologic acestia au prezentat
urmatoarele leziuni oculare: primul caz: conjunctivitd moderata, cu prezenta
de viermi subtiri albi pe suprafata conjunctivei, dinspre unghiul interior al
ochiului, blefarospasm, iar secretiile lacrimale erau mucopurulente, cu efect de
aglutinare a blanii. Pe unghiul exterior al OS (ochiul stdng) a fost observat un
nodul subconjunctival de aproximativ 0,5 cm in diametru; cazul doi: secretii



mucopurulente, conjunctivita moderata si o masa la nivel conjunctival de 1,2
cm in diametru. OD (ochiul drept) nu prezenta aspecte anormale si starea
generala a pacientului era buna si in cazul al treilea: hiperemie conjunctivala,
secretii mucopurulente si congestie episclerald vasculara. S-a observat
prezenta unui nodul episcleral la ambii ochi, caracterizat prin prezenta mai
multor mase individuale elevate, provenind de sub conjunctiva bulbara (situate
bilateral, in limbul lateral sau dorsolateral). Nodulii au fost indepartati
chirurgical, la doua saptamani distanta, mai intai la OD, apoi la OS. Doua luni
mai tarziu, a fost constatata o recidiva la OS. Cainele a fost adus inapoi pe
fondul fotofobiei, hiperemiei conjunctivale pronuntate si a secretiilor purulente.
La un control atent al fundului de sac conjunctival inferior, s-a extras sub
anestezie locala un vierme lung, de forma spiralata. La examinarea
microscopica, viermii recoltati de la cei doi céini erau femele mature, cu uter
dublu contindnd numeroase microfilarii lipsite de teaca. Femelele adulte
prezentau cuticula relativ groasa, compusa din doua straturi distincte. Pe
scurt, stratul exterior avea creste cuticulare de forma unor proeminente
rotunde aflate la distante egale, cu aceeasi dimensiune si forma, iar stratul
intern era striat, cu o striatie sub fiecare creasta si una intre crestele
adiacente, specifica speciei cu Onchocerca lupi. Studiul prezent confirma
raspandirea speciei in partea de est a Europei. Parazitoza este extrem de
importanta atat pentru caine cat si pentru om, avand in vedere, ca riscul
zoonotic al acesteia a fost confirmat de altii autori in unele regiuni din Europa
si in (USA) Statele Unite ale Americii.

Capitolul VIl cuprinde Concluziile generale si unele recomandari care
rezulta in urma realizarii studiilor din componenta tezei.

Lucrarea se incheie cu prezentarea revistei bibliografice cu titluri din
literatura de specialitate romana si straina utilizate pe parcursul cercetarilor





