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Prezenta lucrare de doctorat, intitulata ,, Arboviroze cu caracter zoonotic transmise de tantari in
Romania”, este structuratd, conform normelor in vigoare, in doud parti principale: prima parte,
reprezentatd de ,,Stadiul actual al cunoasterii”, ce condenseaza informatii actualizate din literatura de
specialitate privind tema abordata si partea a I1-a, respectiv cea de ,,Contributii personale”, in care sunt
descrise metodele de lucru si rezultatele obtinute ca urmare a cercetarilor intreprinse pe parcursul perioadei
de studii doctorale.

Prima parte, ,,Stadiul actual al cunoasterii”, structurata in trei capitole, cuprinde o sistematizare
succintd a informatiilor extrase din literatura de specialitate cu privire la principalele arbovirusuri,
manifestarile clinice la om si animale, principalele insecte cu rol de vectori si capacitatea vectoriald a
acestora, cu factorii implicati in transmiterea agentilor patogeni pe cale vectoriala.

Primul capitol, cu titlul ,,Principalele arbovirusuri zoonotice cu potential de emergenta si re-
emergentd in Romania” descrie, asa cum reiese din titlu, principalele familii si genuri virale ce includ
virusuri a caror transmitere implica participarea unei insecte hematofage. Pe 1anga acestea, mai sunt redate
sindroamele clinice asociate infectiei cu virusurile mentionate, la om si animale. Principalele familii virale
descrise n acest capitol sunt reprezentate de familia Flaviviridae, cu virusurile West Nile, Usutu si virusul
encefalitei de capusa, familia Togaviridae, cu virusul Sindbis si familia Peribunyaviridae, cu virusul
Tahyna.

In ceea ce priveste principalele specii de tantari implicate in transmiterea virusurilor descrise
anterior, cel de-al doilea capitol, denumit ,,Principalele specii de culicide cu rol in transmiterea agentilor
patogeni la animale si oameni in Romania”, descrie specii indigene si invazive, ce se regasesc in tara
noastrd. Din cele 55 de specii de tantari recunoscute ca native pentru Romania, in acest capitol sunt redate
speciile: Culex pipiens, cu cele doud bioforme, Culex modestus, Aedes vexans si specia invaziva Aedes
albopictus.

Capitolul 111, intitulat ,,Capacitatea vectoriala a tantarilor”, pune accentul pe capacitatea
vectoriald si vector-competentd, aspecte cheie pentru a intelege transmiterea patogenilor.

Cea de-a doua parte a tezei, ,,Contributii personale”, este structurata in cinci capitole (IV-V1II),
in fiecare fiind prezentate metodele de lucru abordate, rezultatele obtinute in cursul perioadei de studii
doctorale si concluziile rezultate din prelucrarea informatiilor expuse.

Capitolele IV si V, respectiv ,,Scopul si obiectivele cercetarilor” si ,,Descrierea cadrului
organizatoric si insitutional in care s-au desfasurat cercetarile”, descriu succint scopul si obiectivele
urmarite precum si locul de desfasurare a activitatilor necesare realizarii obiectivelor propuse.

Astfel, prezenta lucrare a rezultat ca urmare a implementarii unui studiu de supraveghere in zona
de est a tarii. Actiunea de supraveghere a fost centrata pe trei aspecte majore implicate in ciclul de viata
arboviral: (i) comunitatile de tantari; (ii) detectia si caracterizarea arbovirusurilor prezente in tantarii
capturati; (iii) supravegherea serologica activa a speciilor receptive.

Capitolul V1, intitulat ,,/nvestigatii serologice privind principalele infectii transmise de tantari la
om si animale”, este structurat la randul sau in patru subcapitole. Divizarea in subcapitole denota abordarea
ampla a subiectului si a speciilor receptive vizate, ce reprezintd verigi estentiale in circuitul de transmitere
si mentinere a arbovirusurilor in natura. Astfel, investigatiile serologice au urmarit detectia si prevalenta
anticorpilor specifici in probe de ser provenite de la cai, pasari, caini si oameni din zona de est a Roméniei.



Prima ancheta sero-epidemiologica a urmarit detectia anticorpilor impotriva virusurilor West Nile,
Usutu si encefalitei de capusa, in probe de ser de la cai clinic sanatosi, in 14 locatii din trei judete. Astfel,
probele testate au provenit din judetele Iasi (n=118), Vaslui (n =208) si Tulcea (n =28) si au fost recoltate
concomitent cu esantioanele destinate testarii pentru anemia infectioasa ecvina, in perioada februarie -
aprilie si in lunile mai si iulie. Datele individuale ale animalelor incluse in studiu au fost obtinute de la
apartinatori si au fost sistematizate in doud variabile: categorie de varsta si sex.

Testarea serologica a celor 354 de probe s-a realizat, intr-o prima etapa, prin tehnica
imunoenzimatica (ELISA) pentrudetectia IgG, utilizand kit-ul comercial ID-Screen West Nile Competition
(IDVet Diagnostics, Montpellier, Franta). Ulterior, probele pozitive au fost retestate, pentru confirmare,
prin tehnica de seroneutralizare. Tehnicile de lucru s-au realizat conform protocoalelor inteme ale ANSES,
Franta.

Rezulatele primei testari serologice a relevat o prevalentd a anticorpilor anti-VWN de 46,6%,
respectiv 165 de probe pozitive. In ceea ce priveste variabilele considerate, s-a observat ca ponderea cea
mai mare a corespuns categoriei de varsta ,,adult” (5 - 14 ani), in timp ce Intre sexe nu au fost diferenfe
notabile. Pentru a exclude rezultatele fals pozitive, ca urmare a reactiilor serologice incrucisate cu alte
flavivirusuri, probele pozitive si cele dubioase prin tehnica ELISA au fost retestate prin tehnica de virus
micro-neutralizare (MNT). Astfel, anticorpii neutralizanti anti-VWN au fost detectati in 136 din cele 168
de probe retestate, ceea ce reprezinta o seroprevalentd cumulata de 38,4 % (136/354).

Ca urmare a testarii prin tehnica de micro-neutralizare, au fost depistate patru probe pozitive atat
pentru VWN cat si pentru VUSU. Intrucat conditia pentru ca anticorpii specifici sa fie atribuiti unui anumit
virus este ca un virus sa aiba titrul anticorpilor de patru ori mai mare decéat al celui de-al doilea, cele patru
probe au fost considerate pozitive doar pentru VWN.

Tn ceea ce priveste detectia anticorpilor neutralizanti impotriva virusului encefalitei transmise de
cdpuse, acestianu au fost detectati In nici una din probele de ser testate.

Cea de-a doua ancheta serologica a urmarit detectia anticorpilor IgG in probe de ser provenite de
la pasari salbatice din patru locatii diferite din Rezervatia Biosferei Delta Dunarii (DDBR), respectiv din
Caraorman, Furtuna, Murighiol si Salcioara. Pasarilor capturate li s-au stabilit statusul: migrator sau
rezident, precum si categoria de varsta: tineret sau adult. Pentru realizarea scopului, in mod etapizat s-au
recoltat 68 probe din cele patru locuri mentionate anterior. Probele au fost testate utilizand kit-ul comercial
ID Screen® West Nile Competition Multi species (IDVet, Grabels, Franta) pentru detectia anticorpiloranti-
VWN, respectandu-se instructiunile mentionate de producator.

Din cele 68 de pasari salbatice,22 au fost incadrate in categoria,,tineret” (eclozate Tn sezonul 2016)
iar 46 au in categoria ,,adulti”. In ceea ce priveste pasarile adulte, 12 au fost femele si 14 masculi iar pentru
alte 20 de pasari sexul nu a fost determinat.

In urma testarii prin tehnica ELISA de competitie, prezenta anticorpilor specifici anti-VWN a fost
evidentiata la opt pasari sdlbatice din totalul de 68 testate (11,8%, CI95%= 11,5% -12,1%).
Seroneutralizarea in vederea confirmarii probelor pozitive a fost efectuatd pe 51 de probe din doua loc ati,
in timp ce pentru 17 probe cantitatea initiald de ser nu a permis alte testari ulterioare. Astfel, din totalul
probelor testate pentru detectia anticorpilor neutralizanti anti-VWN, sase probe au fost confirmate [11,8%,
Cl195% =2,92%-20,61%)].

Ceade-atreia anchetdsero-epidemiologicaa cuprins probe recoltate de la caini cu diferite afectiuni
sau clinic sanatosi, din sase judete din partea de est a tarii. Pentru realizarea obiectivului propus, s-au
recoltat 363 de probe de la caini din padocuri, gospodarii private si clinici veterinare, din judetele: Suceava
(n=12), lasi (n=237), Bacau (n =24), Braila (n=16), Galati (n =53) si Tulcea (n =21).



Detectia anticorpilor specifici (IgG) anti-VWN s-a realizat etapizat, prin tehnica ELISA de
competitie, utilizand doua kit-uri pentru uz veterinar, ready-to-use, ambele fiind comerciale: 1D-Screen
West Nile Competition (ID Vet Diagnostics, Montpellier, Franta) si Ingezim WNV Compaq kit (Ingenasa).

in prima etapa, 179 de probe au fost testate serologic prin tehnica imunoenzimatica ELISA,
utilizand kit-ul comercial ID-Screen West Nile Competition (IDVet Diagnostics, Montpellier, Franta),
urmirind protocolul de lucru derivat din instructiunile furnizorului. in cea de-a doua etapa, au fost testate
184 proberecoltate in timpul consultatiilor oferite in clinicile FMV lasi si din gospodariile private din lasi
si Faurei (Braila), utilizand kit-ul comercial INGEZIM West Nile COMPAC (Ingenasa, Madrid, Spania).

In functie de disponibilitatea datelor individuale, s-au luat in considerare ca variabile: genul
animalului, varsta, talia si gradul de expunere.

Ca urmare a testarii celor 179 de probe, in cursul primei etape, anticorpii specifici anti-VWN au
fost detectati in 79 de probe [(44,1%) 95% C136,86-51,41] iar in cea de-a doua etapa, in urma testarii a
184 de probe, s-a obtinut o prevalentd a anticorpilor specifici anti-VWN de 51% [(94/184) 95% ClI 43,86-
58,31].
rezultate in urma testarii in cadrul celei de-a douaetapeau fostretestate printehnica de competitie, utilizand
Kit-ul ID Screen WNV Competition. Astfel, din cele 94 de probe pozitive, in functie de cantitatea de ser
disponibild, au fost reanalizate 86 de probe, obtinandu-se un grad de fidelitate si o pozitivitate de 100%
intre cele douakit-uri.

Pentru a reduce erorile date de valorile intrinseci ale celor doua teste de depistare folosite si pentru
a avea importantastatistica in vederea stabilirii unei seroprevalente globale, S-au consideratdoar rezultatele
obtinute ca urmare a testarii utilizand kit-ul ID Screen WNV Competition. Astfel, din totalul de 363 de
probe testate, anticorpii specifici virusului WN si altor flavivirusuri inrudite antigenic au fost detectati in
165 de probe (79 din prima etapa si 86 confirmate ca urmare a celei de-a doua analize), cu o seroprevalenta
cumulata de 45,5 % (95% CI: 40,33 - 50,58).

Probele seropozitiverezultate in urmatestarii printehnica imunoenzimatica ELISA au fostretestate
prin tehnica de micro-virus neutralizare (MNT), pentru detectia anticorpilor neutralizanti specifici pentru
virusurile West Nile, Usutu si virusul encefalitei de capusa. Astfel, in scopul confirmarii seropozitivitatii si
dependent de cantitatea de ser din proba disponibila, au fost testate 161 din cele 165 pozitive la ELISA.

Prin tehnica de micro-virus neutralizare, anticorpi specifici neutralizanti impotriva VWN au fost
detectatiin 131 din 363 de probe, anticorpi neutralizanti anti-VUSU (titrul anticorpilor 160) la o singura
proba iar pentru TBEV 1n nicio proba.

Aparitia simultana a anticorpilor anti-VWN si anti-VUSU a fost observata la 10,3% din probe
(17/165), 1a 16 dintre acestea titrul anticorpilor neutralizanti specifici anti-VWN fiind semnificativ mai
mare, comparativ cu cel al anticorpilor specifici virusului Usutu.

Ultima etapa a investigatiilor serologice a urmarit detectia anticorpilor IgG si IgM impotriva
virusului West Nile si a IgG pentru virusul Usutu la om.

In vederea stabilirii prevalentei anticorpilor la oameni, s-au analizat probe recoltate in doud etape
(2015 512019) dela pacienti ai Spitalului de Boli Infectioase "Sfanta Parascheva" din Iasi. Pacientii, care
si-au dat acordul pentru prelevarea probelor, au completat un chestionar menit sa colecteze informatii
demografice, clinice precum si locul de provenienta.

Ca urmare a analizarii celor 176 de probe de ser de la oameni recoltate in anii 2015 si 2019, s-a
putut detecta o prevalentd a anticorpilor specifici anti-VWN (1gG) de 3,4% (6/176).



In urma testarii pentru detectialgM anti-VWN a celor 88 de proberecoltate in anul 2019, a rezultat
o seroprevalenta de 9,1% (8/88).

In ceea ce priveste detectia anticorpilor anti-VUSU (IgG) la oameni, in nici una din cele 88 de
probe recoltate Th 2019 nu s-au depistat markeri specifici. Astfel, nici o proba nu a fost pozitiva pentru
infectia cu VUSU la oameni.

Capitolul VII, intitulat ,,/dentificarea agentilor patogeni de naturd virald in tdntari prin
intermediul Sistemului High-Throughput Real-Time PCR” insumeaza rezultatele obtinute in urma realizarii
supravegherii vectorilor in doud judete din partea de est a tarii. De asemenea, sunt cuprinse si rezultatele
obtinute in urma detectiei si izolarii agentilor patogeni de natura virald din tantari, prin tehnici de biologie
moleculara si tehnici de cultivare de in vitro.

Tn cadrul studiului, s-au analizat tAntari capturati in timpul sezoanelor de transmitere din anii 2018
12019, din sapte puncte de colectare, distribuite pe raza a doua judete din partea de est a Romaniei (Iasi si
Tulcea).

Capturarea tantarilor s-a realizat utilizdnd patru tipuri de dispozitive, automate si manuale.
Specimenele colectate au fost stocate la -20°C pentru 5 minute si ulterior identificate pe baza caracterelor
morfologice si a stadiului gonotrofic (hranite/nehranite, pregatite pentru depunerea pontei) pe placi de
gheatd. Ulterior, au fost grupate in pool-uri in functie de data colectdrii, sex, specie, punct de colectare si
stadiul gonotrofic. Pentru detectarea arbovirusurilor, femelele hrinite au fost grupate in pool-uri de 1 pana
la 19 specimene iar femelele nehranite au fost analizate in pool-uri monospecifice, continand 20 - 50 de
specimene/esantion.

ARN-ul total din pool-urile monospecifice de tantari a fost extras automat. Pentru obtinerea ADN-
ului complementar, revers-transcriptia extractelor din pool-urile de tAntari a fost realizata folosind kit-ul
Reverse Transcriptase Master Mix (Fluidigm Corporation, USA) iar pre-amplificarea reactiilor s-a realizat
utilizand kit-ul PreAmp Master Mix Kit (Fluidigm corporation, USA).

In cele din urma, probele de ADNc pre-amplificat au fost testate pentru prezentaa 41 agenti virali
vectorizati de tantari, prin PCR in timp real microfluid utilizand sistemul BioMark™ real-time PCR
(Fluidigm, USA), tehnica dezvoltata de Moutailler s.a., 2019.

Probele corespunzatoare semnalelor positive obtinute In urma tehnicii PCR in timp real microfluid
au fost retestate ulterior pentru confirmare, printr-o serie de tehnici care s-au succedat in cascada. Astfel,
probele pozitive au fost retestate prin TagMan PCR in timp real, izolare pe culturi celulare (Vero si C6/36),
testarea prin RT-qPCR a supernatantului de la culturile celulare, rt-PCR Pan-flavivirus si secventiere.

Din cei 17.694 tantari identificati, 16.827 au fost analizati si grupati in 365 pool-uri care au facut
obiectul detectiei virale. In total, au fost colectate siidentificate 1 1 specii de tAntari si un taxon nespecificat.
Dintre acestea, sase specii si taxonul neidendentificat au fost analizate pentru prezenta posibilelor
arbovirusuri.

Ca urmare a testarii prin tehnica PCR in timp real microfluid, din 365 pool-uri de tantari testate, 11
pool-uri cu tantari, incadrati in trei taxoni (Culex pipiens s.I, Culex modestus si Aedes vexans) au fost
pozitive pentru arbovirusuri. Cel mai frecvent detectat a fost virusul West Nile, in zece probe iar un singur
pool a fost pozitiv pentru virusul Sindbis.

Probele pozitive pentru VWN prin tehnica PCR 1n timp real microfluid, au fost confirmate prin
realizarea unui duplex PCR in timp real, tintind pentru amplificare regiunile 3’NCsi ProC ale genomului.

Confirmarearezultatelor pozitive obtinute prin RT-PCR, a fost urmata de izolarea si propagarea in
vitro a virusului pe culturi celulare de mamifere si culturi celulare derivate din insecte. Interactiunea virus



- celule a evidentiat aparitia de celule rotunjite si refringente in culturile celulare de tip Vero, dupa patru
zile de la infectie.

Efectul citopatic reprezentat de modificarile de tip degenerativ a fost observat in trei flacoane de
culturi celulare infectate. Un prim pasaj pe celule derivate din tantari s-a realizat pentru probele inoculate
initial pe culturi celulare de mamifere. Supernatantul de la ambele tipuri de culturi celulare a fost supus
detectiei genomului viral prin PCR in timp real, utilizand ca tinte regiunile 3'NC si ProC ale VWN.

Virusul a fost detectat in supernatantul celular de la o singura proba, utilizand ca tinta regiunea
ProC.

Ulterior amplificarii prin PCR Pan-flavivirus (regiune de interes NS5), au putut fi obtinute doua
secvente iar analiza bioinformaticd a fragmentelor a indicat ca izolatele apartin VWN, linia genetica 2.

In cazul probei pozitive pentru virusul Sindbis, interactiunea dintre inocul si monostratul celular nu
a relevat aparitia modificarilor morfologice ale celulelor, detasarea sau individualizarea acestora.

Amplificareavirald prin PCR clasic pentru proteinade invelis ,,E” a virusului Sindbis, pentru ARN-
ul provenitdin tAntari din supernatantul celulelor Vero sicel al liniei C6/36, nua confirmat semnalul pozitiv
obtinut in urma tehnicii de amplificare initiala.

Capitolul V111, ,,Concluzii finale” concentreaza concluziile esentiale desprinse din actiunile de
supraveghere ale vectorilor si de realizare a patru anchete seroepidemiologice pentru detectia anticorpilor
specifici impotriva unor flavivirusuri.

Prezenta teza aduce o contributie insemnata si subliniaza dinamica circulatiei VWN, sustinuta de
o plaja variatd de vectori si gazde receptive in zonele cuprinse in studiu.

Caracterul de noutate al prezentei teze este dat de prima raportare a detectarii, prin tehnici de
biologie moleculard, a virusului Sindbis si, prin teste serologice, a virusului Usutu.

In ceea ce priveste cele doua virusuri mentionate anterior, afirmam ci sunt necesare investigatii
entomologice, moleculare si serologice sincronizate si aprofundate pe un areal mai extins, pentru a putea
izola si caracteriza virusurile Sindbis si Usutu.

Cu toate acestea, rezultatele obtinute servesc ca date de baza pentru cercetarile ulterioare ce vor
viza atét studiul populatiilor de vectori cat si implementarea unui sistem interdisciplinar de supraveghere
activa si pasiva pentru controlul arbovirusurilor cu potential de emergenta in Romania.



