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REZUMAT

Artrita-encefalita caprina (AEC) este una dintre cele mai importante boli virale
ale caprelor, cu implicatii economice semnificative (CIRONE si colab., 2019). Boala este
cauzatad de virusul artritei-encefalitei caprine (VAEC), un lentivirus, un virus cu ARN
monocatenar, ce apartine familiei Retroviridae, care impreuna cu virusul Maedi-Visna
(VMV) sunt clasificate ca lentivirusurile rumegatoarelor mici (SRLV) (COST ACTION,
2002). Modul principal de transmitere a virusului se realizeaza prin ingestia de colostru
si lapte infectat, de catre iezi (transmitere verticala), Insa contactul direct cu animale
infectate poate fi de asemenea implicat in diseminarea virusului (transmitere
orizontald) (SMITH and SHERMAN, 2009; BALBIN and MINGALA, 2017). Infectia cu
SRLV la capre are o evolutie clinicd progresiva, in cadrul careia artrita este cel mai
frecvent simptom. Boala este caracterizata de o rata crescuta a infectiilor inaparente,
doar 30% din animalele infectate manifestaind semne clinice (PETERHANS si colab.,
2004). Perioada de incubatie este de lunga durata, cu persistenta virusului in organism
timp de mai multi ani, sau chiar pe tot parcursul viatii (PERK, 1995). Infectia se
raspandeste in cadrul efectivului insidios inainte ca primele semne clinice sd fie
observabile, afectdnd un procent crescut de animale (CZOPOWICZ si colab., 2018).

In consecintd, diagnosticul AEC de certitudine este fundamentat pe teste de
laborator. Cu toate ca identificarea SRLV prin metode de biologie moleculara (PCR) este
o variantd potential utilizabila pentru diagnostic, asemenea teste nu sunt incluse inca in
practica curenta. Testele serologice, cum ar fi testul imunoenzimatic (ELISA) sau testul
de dubld imunodifuzie in gel de agar (AGID), raman principalele metode de diagnostic
ale AEC (HERMAN-HOUSING, 2010). In prezent, nu existd tratament sau profilaxie
specifica Impotriva AEC. Ca urmare, programele de control nespecifice reprezinta
singura cale de a preveni raspandirea infectiilor cu SRLV (MINGUIJON si colab., 2015).

Cea mai importanta problema asociata cu aplicarea procedurilor de diagnostic
este colectarea probelor pentru testare (RUIZ-FONS si colab., 2011). in mod curent,
sangele reprezintd materialul utilizat pentru detectarea anticorpilor anti-SRLV. in
numeroase tdri, colectarea probelor de sange este permisa doar medicilor veterinari,
aceasta reprezentdnd o manopera invaziva, care creste semnificativ costurile testarii
(ADJAD]J si colab., 2019). Acest inconvenient a dus la ipoteza: utilizarea laptelui ca
material alternativ de testare in locul serului. Detectarea anticorpilor din lapte poate fi
o variantd mai buna fata de identificarea acestora din probele sanguine, colectarea fiind
mai usoar3, fird afectarea bunistirii animalelor (GAZZONS si colab., 2018). In turmele
crescute pentru lapte, probe individuale de lapte pot fi colectate direct de catre fermieri
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(BRINKHOF si colab., 2010). Mai mult, utilizarea tot mai frecventa a probelor colective,
reprezinta un pas inainte in evolutia metodelor de supraveghere a bolilor (ROTOLO si
colab., 2018). In mod special, colectarea laptelui din tanc, pare si fie o optiune atractiva
pentru programele de monitorizare, sau in cazul determinarii statusului de boala al
turmei (SEKIYA si colab., 2013). Acest mod de prelevare a probelor este o alternativa
facila, ce economiseste timp, proba colectiva fiind reprezentativa pentru toate animalele
lactante din efectiv (GARCIA-PEREZ si colab., 2009).

In Romania, datele epidemiologice privind rata infectirii cu SRLV sunt
incomplete, fiind putine date disponibile la nivel national (POTARNICHE si colab., 2020).
In aceste circumstante, o imagine epidemiologici completd cu harti ale distributiei
infectiei cu SRLV poate fi obtinuta prin investigatii extinse la nivel national, folosind
metode de diagnostic eficiente din punct de vedere economic.

Cu toate ca prezenta infectiei cu SRLV In Romania este o certitudine, sunt putine
date in ceea ce priveste epidemiologia acesteia. Din aceste motive, aceasta teza are
urmatoarele obiective:

» de a rezuma informatii actuale in ceea ce priveste statusul epidemiologic al
infectiei cu SRLV in cadrul populatiei de caprine din Romania si de a prezenta
incidenta AEC in perioada 2008-2019;

> de a stabili daca probele de lapte pot fi folosite ca material alternativ probelor
de ser pentru detectia infectiei cu SRLV;

» deainvestiga fezabilitatea testdrii laptelui din tanc pentru diagnosticul infectiei
cu SRLV;

» de a estima prevalenta AEC in 8 judete din Transilvania si zonele limitrofe
folosind ca material laptele colectiv (din tanc);

Studiile prezentate in cadrul tezei au fost efectuate pe perioada doctoratului
(2016-2020), in cadrul a doua universitati, una din Romania, Universitatea de Stiinte
Agricole si Medicind Veterinarda Cluj-Napoca, Facultatea de Medicind Veterinara,
Departamentul de Boli Infectioase si Medicina Preventiva, si a doua din Polonia,
Universitatea de Stiinte ale Vietii din Varsovia, Institutul de Medicina Veterinara, Divizia
de Epidemiologie si Economie Veterinara.

Teza intitulata “Testarea serologica a probelor de lapte individuale si colective
pentru investigarea prevalentei artritei-encefalitei (AEC) in Romania” este structurata
in doua parti principale: stadiul actual al cunoasterii ce acopera trei capitole si
contributia personald care cuprinde 10 capitole. Teza cuprinde 117 pagini, incluzand
21 de tabele, 35 de figuri si 250 de referinte bibliografice.
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Prima parte (Stadiul actual al cunoasterii), rezuma informatii din literatura de
specialitate despre caracteristicile lenitvirusurilor rumegatoarelor mici (SRLV), despre
epidemiologia si patogeneza artritei-encefalitei caprine, precum si despre diagnosticul
si strategiile de control ale bolii. Capitolul 1 contine informatii despre istoricul SRLV,
etiologie si taxonomie, caracteristicile generale ale lentivirusurilor si diversitatea lor
genetica. Capitolul 2 include date despre distributia bolii, susceptibilitatea gazdelor,
cdile de transmitere, patogeneza, raspunsul gazdei si tabloul clinic al bolii. Capitolul 3
prezinta date din literatura in ceea ce priveste diagnosticul si diagnosticul diferential,
tratamentul, preventia si strategiile de control utilizate pentru limitarea raspandirii
bolii.

A doua parte (Contributia proprie) e structurata in 10 capitole si include
obiectivele tezei (Capitolul 4), urmate de cercetarea propriu-zisa descrisa in Capitolele
5-8. Concluziile generale si recomanddrile sunt prezentate in Capitolul 9, iar
originalitatea si contributiile inovative in Capitolul 10. Sursele bibliografice citate sunt
reprezentate de 250 de titluri.

Tindnd cont de faptul cad singurele date despre infectia cu SRLV a caprelor din
Romania sunt publicate in jurnale locale fara vizibilitate buna in comunitatea stiintifica
internationald, scopul Capitolului 5 a fost acela de a colecta toate informatiile
disponibile, publicate pana in prezent, privitoare la statusul epidemiologic al AEC in
Romania, folosind baze de date electronice. Mai mult decat atat, au fost analizate si
datele oferite de Organizatia Internationald de Epizootii (OIE) in ceea ce priveste
incidenta bolii in perioada 2008-2019. In Romania, au fost publicate doar cinci studii cu
privire la infectia cu SRLV la capre. In plus, numarul de animale si de turme investigate
in aceste studii a fost redus, in unele judete fiind testatd o singura turma. In toate aceste
studii au fost utilizate metode serologice, pentru diagnostic. Seroprevalenta adevarata a
AEC a fost estimata in 13 din 42 de judete (31%) si a variat intre 0,4% si 40%. Pe baza
datelor furnizate de OIE, AEC a fost raportatd intre 2008 si 2019 in 14 judete din
Romania (33.33%), Insumand 182 de focare de boala. Datele raportate in literatura sunt
in contradictie cu situatia raportatd de ANSVSA din Romania. Absenta programelor de
control a SRLV reprezinta bariera majora in limitarea raspandirii bolii la nivel national.
Autoritatile competente din Romania ar trebui sa initieze un program de supraveghere
a bolii, pentru a determina statusul epidemiologic actual, ce reprezinta pasul cheie al
oricdrui program de control si eradicare.

Laptele a fost identificat ca fiind un inlocuitor adecvat pentru ser in ceea ce
priveste identificarea anticorpilor anti-SRLV (MOTHA si RALSTON, 1994; PLAZA si
colab., 2009). Astfel, principalele obiective ale Capitolului 6 au fost: a) testarea ipotezei
referitoare la identificarea infectiei cu SRLV la capre folosind probe de lapte in locul
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probelor de sange si estimarea concordantei intre probele perechi; b) efectuarea unei
analize comparative intre trei kituri comericale ELISA, pentru detectarea anticorpilor
anti-SRLV. Pentru acestea, au fost colectate simultan, 420 de probe perechi (sange si
lapte) de la capre ce proveneau din 5 turme pentru lapte din Polonia. Trei din acestea au
fost negative la infectia cu SRLV (4, B, C), iar celelalte doua erau cunoscute ca incluzand
animale infectate (D, E). Probele de ser si lactoser au fost testate pentru detectarea
anticorpilor anti-SRLV utilizad trei kituri comerciale ELISA: ID Screen® MVV/CAEV
Indirect (IDVet - Innovative Diagnostics, Grabels, France), IDEXX MVV/CAEV p28 Ab
Screening (IDEXX Labortories Inc, Westbrook, USA) si Small Ruminant Lentivirus
Antibody Test Kit, cELISA (VMRD - Veterinary Medical Research and Development,
Pullman, USA). Acestea au fost utilizate conform instructiunilor date de producatori.
Coeficientul kappa a ardtat o concordanta aproape perfectd - 93.7%, intre probele
perechi de ser si lactoser cand s-a folosit kitul ELISA IDVet. Patru sute sapte din 420
probe au dat acelasi rezultat In probele de ser si lactoser. Sapte din cele 235 de probe
pozitive de ser au fost negative la testarea lactoserului, in timp ce sase probe care au fost
negative ca ser, au dat un rezultat pozitiv pentru lactoser, ducand la o sensibilitate si
specificitate relativa de 97%. Rezultate similare s-au obtinut cand s-a utilizat kitul ELISA
de la IDEXX. Concordanta probelor a fost considerata aproape perfecta - coeficientul
kappa fiind de 93.2%. Patru sute sase din 420 de probe au avut acelasi rezultat la ambele
tipuri de probe. Doar 3 probe au fost pozitive pentru ser si negative pentru lactoser, in
timp ce 11 probe au fost negative in ser si pozitive in lactoser, rezultand o sensibilitate
si specificitate relativd de 99% respectiv 94%. In cazul kitului ELISA VMRD, concordanta
dintre probele perechi a fost moderati - 76.2%. In acest ultim caz, 370 din totatlul de
420 de probe au produs acelasi rezultat. in acest caz, 19 probe au obtinut un rezultat
pozitiv in ser si negativ pentru lactoser, iar 31 de probe au fost pozitive pentru lactoser,
dar negative pentru ser. Sensibilitatea si specificitatea relativa au fost vizibil mai scazute
comparativ cu Kiturile ELISA descrise anterior, fiind de 91 si respectiv 85%. In plus, a
fost evaluata corelatia rezultatelor numerice (valorilor S/P% si PI%) dintre probele de
ser si lactoser in fiecare tip de ELISA. Similar rezultatelor calitative, kiturile ELISA IDVet
si IDEXX au obtinut o corelatie directa intensa (r=0.91, respectiv r=0.94), in timp ce
ELISA VMRD a aratat un nivel mai scazut al corelatiei (r=0.78). Per ansamblu, s-a definit
o corelatie pozitiva semnificativa intre probele de ser si lactoser. Pe baza acestor
rezultate, putem concluziona ca probele individuale de lapte (lactoser) ar putea fi
folosite ca material alternativ pentru detectarea anticorpilor anti-SRLV la caprele
lactante prin utilizarea kiturilor comerciale ELISA (IDVet, IDEXX, VMRD).

Testarea laptelui din tanc (proba colectiva) reprezinta o optiune utila si atractiva
in cazul monitorizarii efectivelor pentru lapte pentru diferite boli infectioase, luand in
considerare reducerea enorma a costurilor (BRINKHOF si colab., 2010). Cu toate
acestea, exista anumiti factori care pot influenta nivelul anticorpilor din laptele din tanc,
unul dintre cei mai importanti fiind seropozitivitatea relativa a animalelor (SEKIYA si
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colab., 2013). Asadar, obiectivele Capitolului 7 au fost urmatoarele: a) stabilirea
corelatiei dintre seroprevalenta din cadrul turmei (probe individuale de lactoser) si
valorile S/P% (IDVet, IDEXX) sau P1% (VMRD) ale ELISA efectuate pe laptele din tanc si
b) dezvoltarea unei ecuatii care sa permita calcularea prevalentei infectiei cu SRLV in
cadrul turmei, pe baza valorilor S/P% sau PI% a probelor de lapte din tanc. Toate
probele de lactoser utilizate in acest studiu au fost testate anterior (Capitolul 6) folosind
cele trei kituri ELISA comerciale: IDVet, IDEXX si VMRD. Pentru acest studiu, au fost
create probe artificiale de lapte din tanc prin amestecarea unor cantitati egale de lapte
provenite de la capre cu status cunoscut al infectiei cu SRLV. In acest sens, au fost
utilizate: i) 100 de probe individuale de lapte pozitive care provin de la capre identificate
anterior ca fiind pozitive la toate cele 3 kituri ELISA (aplicate probelor de ser): IDVet
(S/P% > 300%), IDEXX (S/P%> 300%), si VMRD (P1%> 50%); ii) 100 de probe
individuale negative care provin de la capre identificate anterior ca fiind negative in
toate kiturile ELISA (aplicate probelor de ser): IDVet (S/P %> 300%), IDEXX (S/P%>
300%), si VMRD (PI%> 50%). Astfel, au fost create 101 probe artificiale de lapte « de
tanc », cu un procent crescator de probe individuale pozitive (de la 0% la 100%,
crescand pentru fiecare proba cu cate 1%). Din fiecare proba individuala de lapte, s-au
utilizat cate 10 ul pentru a obtine probe colective de cate 1 ml volum (10 pl x 100 probe).
In plus, pentru a determina cea mai buni limit pentru testarea probelor colective, au
fost create alte 94 de probe artificiale negative. In acest scop, au fost selectate 169 de
probe individuale de lapte care provin de la capre identificate anterior ca fiind negative
in toate kiturile ELISA (efectuate pe ser): IDVet (S/P%< 50%), IDEXX (S/P%< 110%) si
VMRD (P1%< 35%). De fiecare data s-au ales in mod aleatoriu cate 10 probe de lactoser
si s-au extras cate 40 pul pentru a crea probe artificiale negative de lapte colectiv de 400
ul (40 pl x 10 probe). Studiul nostru a indicat o corelatie puternica si semnificativa (p
<0.001) intre concentratia anticorpilor anti-SRLV in probelor individuale de lactoser si
rezultatul numeric (S/P% si P1%) al tuturor celor trei ELISA efectuate pe probe colective
de lapte din tanc. Cea mai buna corelatie a fost gasita in cazul kitului ELISA IDVet
(r=0.93), urmat de IDEXX (r=0.87) si VMRD (r=0.84). Functia exponentiald a descris
aceasta relatia considerabil mai bine decat functia liniara. Aceasta observatie a permis
estimarea prevalentei infectiei cu SRLV in cadrul efectivului folosind rezultatele testelor
ELISA efectuate pe probe de lapte din tanc, ceea ce reprezinta o abordare noua care
permite nu numai detectarea infectiei In efectiv, ci si identificarea (cu un oarecare grad
de incertitudine) procentului de animale infectate.

Avand in vedere lipsa datelor epidemiologice cu privire la prevalenta AEC la
caprele din Romania, scopul Capitolului 8 a fost de a obtine date epidemiologice
(prevalenta din cadrul efectivului, precum si prevalenta la nivel de turma) cu privire la
infectia cu SRLV prin detectarea anticorpilor din probe de lapte colectiv (din tanc) de la
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efective de capre din Transilvania si zonele limitrofe. Pentru aceasta, a fost utilizat un
test ELISA indirect (IDVet) pentru detectarea anticorpilor anti-SRLV din probe de lapte
colectiv. Studiul a fost realizat In perioada 2019-2020 in Transilvania, una dintre cele
mai importante regiuni pentru productia de lapte de capri. In total au fost colectate, in
mod aleator 25 de probe de lapte din tanc de la turme de capre, provenind din 8 judete
(Bihor, Bistrita-Nasaud, Brasov, Cluj, Maramures, Mures, Sdlaj, Valcea). Situatia acestor
efective In ceea ce priveste AEC nu era cunoscuta. Detectarea anticorpilor anti-SRLV din
probele de lapte din tanc a fost realizata cu ajutorul unui kit ELISA comercial (ID
Screen® MVV/CAEV Indirect, IDVet - Innovative Diagnostics, Grabels, France), urmand
instructiunile producatorului. Pe baza rezultatele obtinute n studiul anterior (Capitolul
7), limita de detectie a kitului ELISA IDVet efectuata pe probe de lapte din tanc a fost de
5.9%. La aceasta valoare, Se a fost de 100% (CI 95%:96.3%, 100%) si Sp a fost de 97.9%
(CI 95%: 92.6%, 99.4%). Teoretic, fiecare proba de lapte din tanc cu o valoare a S/P%
mai micd de 5.9, provine cu certitudine din turme negative. Prevalenta din cadrul
efectivului a fost estimata folosind ecuatia exponentiald: Psruv = 0.0603 X exp(0.0093 X
S/P%). Infectia cu SRLV a fost identificatd la 20 din 25 de efective, ceea ce indicd o
prevalenta aparenta la nivel de turma de 80.0% (CI 95%: 60.9%, 91.1%) si o prevalenta
adevarata de 79.8% (CI 95%: 60.6%, 91.0%). Anticorpi specifici anti-SRLV au fost
identificati in probe provenind din 5 judete (62.5%) din cele 8 investigate. Prevalenta in
cadrul efectivelor a variat Intre 6.4% si 100%. Acesta este cel mai extins studiu efectuat
in Romania pentru detectarea infectiei cu SRLV la capre, si este prima investigatie
privind infectia cu SRLV in aceasta parte a tarii. Rezultatele au aratat ca testul kitul ELISA
IDVet efectuat pe probe de lapte colectat din tanc ar putea fi o varianta potrivita pentru
supravegherea si monitorizarea infectiei cu SRLV la nivel de turma (pozitiv sau negativ).
Testarea laptelui din tanc ar putea fi utilizata si pentru a estima prevalenta infectiei cu
SRLV la efectivele de capre de lapte.
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