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In domeniul medicinii umane si veterinare, aplicarea metodelor de profilaxie si combatere pe
plan mondial a permis obtinerea unor succese importante in lupta contra bolilor infectioase
contagioase — eradicarea variolei umane in 1979, ultimul caz de pestd bovind in 2008 si declararea
eradicarii bolii in 2011, precum si campaniile de eradicare a poliomielitei si rujeolei prin programe de
imunizare in masa. In schimb, evolutia arbovirozelor a manifestat tendinte opuse, multe arbovirusuri
inregistrand emergenta din rezervoarele silvatice “traditionale” si raspandirea globala, datorita unor
factori evolutivi de tip antropic — cresterea animalelor, comertul, modificarea habitatelor umane.

O boala a rumegatoarelor denumita “boala limbii albastre” si transmisa de insecte din genul
Cullicoides era mentionata pana in anul 1940 doar in Africa de Sud dar ulterior s-a extins accentuat,
astfel incat dupa numai 66 de ani a ajuns pani la latitudinea nordica de 53°, in conditii climatice care
nu permiteau supravietuirea de la un sezon la altul a insectelor vectoare.

Bluetongue este produsa de virusuri incadrate in genul Orbivirus, familia Reoviridae si
afecteaza rumegatoarele domestice si salbatice, cu manifestari clinice si lezionale determinate de
leziunile vasculare produse de catre virus - infarctizarea tesuturilor, hemoragii, edem si soc
hipovolemic. Teza de doctorat intitulata “Studii anatomoclinice si de laborator in focarele de
bluetongue din Romania”, este structurata conform cerintelor in doua parti, studiu bibliografic si
respectiv, cercetdri personale.

Partea I “Studiu bibliografic” cuprinde 4 capitole, in care sunt prezentate principalele
aspecte bibliografice despre bluetongue, referitoare la etiologie, caractere epidemiologice,
simptomatologie si tablou lezional. Sunt precizate date despre diagnosticul diferential ce trebuie
realizat in boli si afectiuni cu manifestari clinice similare sau apropiate, iar in capitolul 3 sunt
prezentate tehnicile de diagnostic, cu accent pe metodele moderne de laborator, utilizate in cadrul
controlului oficial. Ultimul capitol al primei parti prezinta succint, cateva informatii privind profilaxia

si combaterea bluetongue.



Capitolul 1 “Cadrul general”, prezintd datele cunoscute pana in prezent despre bluetongue.
Sunt amintite cateva date cu caracter istoric, precum distributia bluetongue pe mapamond, alaturi de
implicarea in patologia umana si veterinara a virusurilor din genul Orbivirus. Este prezentata structura
si compozitia virusurilor bluetongue, cu rolul componentelor virale in ciclul de replicare celulara al
virusului.

Avand in vedere caracterul necontagios al bolii, este descrisa importanta insectelor vectoare
prin prezentarea succinta a unor date despre biologia culicoizilor si despre modul in care aspectele lor
comportamentale influenteaza epidemiologia bolii alaturi de factorii geoclimatici.

Sunt enumerate aspectele patogenetice ale replicarii virusurilor bluetongue in organismul
rumegatoarelor susceptibile, aratind modul de exprimare a tabloului simptomatic si implicit, a
aspectele generale si particulare ale tabloului lezional, in functie de specia receptiva.

Rapsunsul imun consecutiv infectiei cu virusuri bluetongue este influentat de catre
determinantii antigenici ai capsidei, proteine care sunt utilizate si in Structura testelor pentru
diagnosticul serologic al bolii. Exprimarea clinica a bolii este foarte variabila la animalele receptive,
fiind influentata de factori legati de tulpina de virus, dar mai ales de factorii gazdei — specie si rasa.
Virusurile bluetongue trec relativ usor barierele de specie, dovada fiind semnalarile bolii de la
carnivore.

In prezentarea simptomelor si a leziunilor, au fost utilizate datele bibliografice cu referire la
speciile de rumegatoare domestice susceptibile (bovine, ovine, caprine) si la speciile de rumegatoare
salbatice. Aceste date din literatura de specialitate se refera la evolutiile predominant asimptomatice
ale bolii la specia bovina si caprina, alaturi de o evolutie clinic manifesta, cu mortalitate la specia
ovind. Mult mai putine date bibliografice existd despre boala la rumegdtoarele salbatice, insa
exceptand cazuri izolate, evolutia este considerata n general inaparenta clinic.

Aspectele diagnosticului clinic diferential in special in cazul bolilor majore exotice, sunt
importante pentru cd reactia tuturor actorilor implicati In fata unei posibile amenintari a unei boli
emergente trebuie sa fie prompta si eficienta.

Capitolul 2 “Diagnosticul diferential in bluetongue” prezinta o serie de aspecte de natura
clinica si epidemiologica de diferentiere intre bluetongue si alte boli virale majore sau alte afectiuni
de natura primara.

Diagnosticul de laborator ramane demersul major pentru identificarea circulatiei de virus in

populatiile de insecte vectoare si a cazurilor de infectie cu bluetongue la animale.



Diagnosticul in bluetongue are doud scopuri principale: identificarea agentului cauzal, prin
detectia de antigen sau genom viral sau izolarea de virus, precum si detectia de anticorpi, ca rezultat
al conflictului dintre agentul cauzal al bolii si reactivitatea organismului gazda.

Capitolul 3 “Tehnici de diagnostic in bluetongue” prezinta tehnicile si metodele disponibile
cadrul laboratorului, toate prevazute de Manualul de standarde al OMSA pentru teste de diagnostic si
vaccinuri, metode care au fost aplicate in conformitate cu un sistem de management al calitatii
implementat conform SR EN 1SO 17025/2005.

Capitolul 4 “Profilaxia si combaterea bolii” trateaza aceste demersuri specifice pentru o
boald cu transmitere vectoriald, masuri prevazute de legislatia comunitard. Monitorizarea
entomologicd poate oferi date valoroase pentru determinarea genului si speciilor de insecte si
identificarea vectorilor competenti in diseminarea virusurilor bluetongue, iar profilaxia specifica
poate proteja efectivele de animale de infectie.

Partea a ll-a “Cercetari personale”, cuprinde 3 mari capitole, fiecare cu mai multe
subcapitole, respectiv scopul lucrarii, un capitol dedicat materialelor si metodelor utilizate pe durata
cercetdrilor, apoi sunt prezentate rezultatele interpretate ale investigatiilor, precum si partea finala a
concluziilor si cateva recomandari.

Scopul lucririi este acela de a identifica trasaturile generale si specifice ale manifestarii
bluetongue, boala emergenta in prima sa evolutie pe teritoriul Romaniei.

S-au urmarit manifestarile clinice ale bolii la diversele specii de rumegatoare receptive, marea
majoritate a acestora fiind intretinute in exploatatii non-profesionale si in sistem extensiv.

Au fost evaluate leziunile produse de virusul bluetongue serotip 4, realizandu-se corelatii cu
susceptibilitatea la boald a fiecdrei specii de animale gazda si urmarindu-se modul in care tropismul
celular al virusului influenteaza tabloul morfopatologic global.

A fost considerat diagnosticul bolii, atat cu metode virusologice clasice cat si cu instrumentele
moderne ale detectiei de genom viral, in conditiile in care exigentele actuale ale controlului oficial
impun acreditarea in conformitate cu standardele internationale in vigoare.

A fost studiat comportamentul virusului bluetongue serotip 4 in cursul replicarii pe linii
celulare permisive, urmarindu-se aspectele specifice ale efectului citopatic rezultat, iar prin
electronomicroscopie au fost studiate aspectele ultrastructurale ale virionilor, evaluandu-se modul in
care aceasta tehnica poate fi utilizata in diagnosticul primar al bolilor emergente.

Capitolul 5 “Material si metode” prezinta tipurile de probe / matrice de Tncercare luate n

lucru precum si metodele de investigare anatomoclinica si de laborator a cazurilor de bluetongue.



Investigatiile au fost realizate In cadrul Laboratorului National de Referintd pentru Arboviroze
din Institutul de Diagnostic si Sanatate Animala Bucuresti, precum si in cadrul laboratoarelor sanitare
veterinare si pentru siguranta alimentelor judetene, in conformitate cu capabilitatea pentru metodele
de diagnostic si cu reglementarile in vigoare referitoare la desemnarile in cadrul controlului oficial.

Au fost efectuate investigatii si evaludri la un numar de 242 cadavre provenite de la diferite
specii de rumegatoare susceptibile, 2125 seturi de organe, 3033 probe de sange recoltate pe
anticoagulant si 54056 probe de ser sanguin.

Animalele infectate cu serotipul 4 de virus bluetongue au fost supuse examenelor clinice,
urmdrindu-se simptomele manifestate de catre fiecare specie de animal receptiv, iar examenele
necropsice si evaluarea seturilor de organe au permis evidentierea leziunilor si observarea corelatiilor
acestor leziuni morfopatologice cu tabloul simptomatic.

Tn cadrul laboratorului au fost aplicate metodele pentru diagnosticul si supravegherea
bluetongue determinata de serotipul 4 de virus. Au fost utilizate in primul rand metodele prevazute in
cadrul Manualului OMSA pentru diagnosticul bolii, respectiv metode pentru detectia de genom viral
atat pentru serogrup cat si pentru serotipul 4, precum si metodele pentru detectia de anticorpi — teste
imunoenzimatice ELISA si teste de virusneutralizare. De asemenea, au fost utilizate teste ale
virusologiei clasice — izolarea de virus, dar si investigatii electronomicroscopice.

Au fost aplicate o serie de metode de colorare specifice histopatologiei (HE, HEA, Martius
Scarlet Blue, Gomori, Pappenheim) pe sectiuni de tesuturi / organe prelevate de la cazurile de boala,
supuse tehnicii de microtomie si de includere in parafina.

In capitolul 6 “Rezultate si discutii” sunt prezentate intr-o maniera detaliatd rezultatele
investigatiilor efectuate pe probele luate in studiu.

Examenele si evaludrile clinice au permis evidentierea diverselor categorii de simptome
clinice si a ponderii acestora din totalul cazurilor luate in considerare.

Interpretarea globald a acestor date au confirmat o evolutie tipica a bolii produse de serotipul
4 de virus bluetongue la rumegatoarele mici (clinic manifesta la ovine si slab exprimata la caprine)
dar atipica la bovine, cu semne clinice severe.

Daca in literatura de specialitate, la rumegdtoarele sdlbatice, evolutia bolii este predominant
asimptomatica iar evolutia la cervidee pare sa confirme aceste date din literatura, la zimbri in schimb,
s-a constatat o evolutie grava, similara cu cea de la bovine.

Tn cazul examenelor anatomopatologice, s-a putut observa corelarea leziunilor cu gravitatea
simptomelor clinice, tabloul lezional fiind marcat in ansamblu de rezultanta modificarilor vasculare

induse de virus la nivelul intregului organism, pe de o parte datorita fenomenului patologic de afectare



a endoteliilor vaselor mici din tesuturi, cu aparitia consecutivd a trombozelor vasculare si a
infarctizarilor tesuturilor irigate si pe de altd parte, prin cresterea permeabilitdtii vasculare, care
genereaza producerea de edeme ale tesuturilor.

Detectia de anticorpi efectuata prin teste imunoenzimatice de screening, a permis identificarea
animalelor trecute prin boald, in timp ce testele de virusneutralizare au confirmat originea de serotip
a anticorpilor respectivi.

Izolarea agentului cauzal pe culturi celulare permisive pentru replicarea virala a evidentiat
efectul citopatic specific virusurilor bluetongue si a permis confirmarea unui aspect descris relativ de
curand in literatura, respectiv capacitatea virusurilor bluetongue de blocare a ciclului celular in mitoza
si de inducere a unor mitoze aberante.

Prin coloratii histopatologice clasice, au fost evidentiate sediile intracitoplasmatice ale
replicarii virale — incluziile virale, iar electronomicroscopia prin transmisie a furnizat date de
ultrastructura ce a permis identificarea de gen a agentului cauzal al bolii.

Astfel, metoda detectiei de genom viral prin Real Time RT-PCR reprezinta testul de baza in
identificarea infectiei cu virus bluetongue, fiind aplicatda atat pe probe de sange cu EDTA de la
animalele in viata, cat si pe probe din organe recoltate de la animalele moarte.

Corelarea acestor teste cu cele de serologie a permis determinarea clara a stadiului infectiei la
animalele in viata. Astfel, adevarata imagine a rezultatului replicarii virusurilor in tesuturi si organe a
fost evidentiata de tehnicile histopatologice clasice, fiind evidenta succesiunea efectelor patogenetice,
pornind de la lezarea endoteliilor vaselor mici si ajungandu-se la aspectul hemoragic de ansamblu ce
caracterizeaza evolutia tipica de bluetongue la speciile receptive luate in studiu.

In capitolul 7 “Concluzii si recomandiri” sunt prezentate 38 de concluzii extrase pe
parcursul si in urma investigatiilor efectuate in efectivele de animale din Romania din perioada anilor
2014 — 2015 a bluetongue determinate de serotipul 4 de virus. Sunt precizate si un numar de 4
recomandari, care se refera nu numai la demersurile de supraveghere si diagnostic ale bluetongue, ci
au in vedere orizonturi mai largi, precum cresterea capabilitatii de laborator pentru identificarea
bolilor emergente, aplicarea unor mijloace de supraveghere adaptate contextului epidemiologic
regional dar si cresterea gradului de constientizare si implicare a personalului medical veterinar in

activitatile de supraveghere a bolii.



