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Aspecte privind epidemiologia si patogenitatea in infestatiile cu Toxocara canis si T. cati, cu evaluarea riscului
zoonotic

REZUMAT

Animalele de companie au devenit parte integranta a vietii cotidiene umane,
beneficiile interactiunii dintre om-animal pe plan social, fizic, mental si emotional fiind
cunoscute si demonstrate. Alaturi de acestea, consecintele umanizarii si a contactului
tot mai strans dintre caini, pisici si om necesitd insa si o abordare prin perspectiva
conceptului One Health, care include colaborarea multidisciplinara intre specialisti din
domeniul veterinar, al sanatatii publice si populatia generald in ceea ce priveste
preventia si controlul bolilor parazitare zoonotice.

Tulburdrile gastrointestinale reprezinta unul dintre motivele pentru proprietari
de prezentare la clinica veterinara cu animalul de companie pentru o consultatie
medicala. Diversi agenti patogeni, precum virusuri, bacterii si paraziti pot fi
responsabili de aparitia simptomelor gastrointestinale la animalele de companie
(SABSHIN si colab., 2012; TELLO si PEREZ-FREYTES, 2017).

Toxocara canis si T. cati sunt nematozi cu localizare digestiva la caine,
respectiv pisica, fiind printre cei mai frecventi paraziti identificati la aceste specii.
Animalele infestate excretda oud parazitare odata cu fecalele, contribuind astfel la
contaminarea mediului si la infestarea altor gazde definitive sau paratenice. In Europa
a fost estimatda o prevalenta medie de 14.6% la caine si 24,5% la pisicd in urma
revizuirii sistematice a studiilor din 26 tari intre anii 1994 si 2019 (OVERGAAUW si
NIJSSE, 2020).

Alaturi de importanta veterinara, T. canis si T. cati reprezinta o problema de
sdnatate public3, fiind responsabili de cauzarea toxocarozei umane, o patologie severa
exprimatd prin patru forme clinice majore de evolutie: toxocaroza viscerala (larva
migrans visceralis), toxocaroza neurologicd (larva migrans neuralis), toxocaroza
oculara (larva migrans ocularis) si toxocaroza ascunsa (MACPHERSON, 2013). Omul si
alte vertebrate sau non-vertebrate pot deveni accidental gazde paratenice prin
ingerarea oudlor larvate din mediun, prin consum de hrana contaminata sau de carne
ce contine forme larvare ale parazitului (HOLLAND, 2017). Riscul zoonotic este unul
insemnat, Intrucat seroprevalenta la om poate fi de 19% la nivel global si o medie de
10,5% in Europa (ROSTAMI si colab.,2019).

Studierea mecanismelor patogenetice cauzate de migrarea larvelor de
Toxocara spp. la gazda definitivd sau paratenica necesita realizarea unor modele
experimentale. Rozadtoarele sunt modelul animal cel mai frecvent utilizat datorita
intretinerii, manipularii si reproducerii mai facile si putin costisitoare. Mai mult decat
atat, ele reprezinta gazde paratenice naturale fiind implicate In ciclu biologic al
parazitului (BOES si HELWIGH, 2000).

in acest context, lucrarea de fati urmaireste (1) determinarea aspectelor
epidemiologice cu privire la prevalenta infestatiei cu T. canis si T. cati la cainii si pisicile
clinic sdnatoase, dar si cu patologie digestiva, (2) a patogenitatii la gazda definitiva si la
gazda paratenica prin utilizarea soarecilor ca modele experimentale pentru obtinerea
sindromului de larva migrans neuralis si (3) evaluarea eficacitatii masurilor de
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dezinfectie utilizate in mod curent In zone cu risc crescut Impotriva contaminarii si
infestarii cu oua de Toxocara spp.

Teza de doctorat contine este structurata in doua parti; prima parte este
intitulata “Stadiul actual al cunoasterii”, iar partea a doua de cercetari proprii este
intitulata “Contributia personalad”.

Prima parte a tezei cuprinde informatii din literatura de specialitate cu privire
la Toxocara canis si T. cati, fiind structurati in 6 capitole. In capitolul I.1. sunt
prezentate date referitoare la istoric si taxonomie, descriere morfologica si ciclu
biologic. In cadrul capitolului I1.2 sunt redate informatii legate de patogenitate, aspecte
clinice si morfopatologice atat la gazda definitiva cat si la gazda paratenica. Capitolul
.3 cuprinde date epidemiologice referitoare la infestatia parazitara la caine si pisica,
toxocaroza la om, precum si informatii privind contaminarea mediului cu oua de
Toxocara spp. in cadrul capitolului .4 sunt sintetizate informatii cu privire la metodele
de diagnostic, iar in capitolul 1.5 informatii privind tratamentul si controlul infestatiei
cu T. canis si T. cati la caine si pisicd. In ultimul capitol din aceasti parte (1.6) sunt
prezentate date privind modele experimentale utilizate pentru obtinerea sindromului
de “larva migrans”.

A doua parte a tezei include activitatea de cercetarea si rezultatele obtinute pe
parcursul studiilor doctorale. Astfel, cuprinde enuntarea obiectivelor tezei de doctorat
si cinci capitole de studii originale cu privire la aspecte de epidemiologie si
patogenitate in infestatia cu T. canis si T. cati la caine si pisica (I1.1, 1.2, I1.3), realizarea
fenomenului de larva migrans neuralis si evidentierea riscului zoonotic (I1.4, IL.5).

Capitolul I1.1 a avut ca scop evaluarea retrospectiva a prevalentei infestatiei cu
ascarizi si alti helminti gastrointestinali la caini (n=964) si pisici (n=382) post-mortem
si corelatia acestora cu leziunile morfopatologice si alte comorbiditati.

Studiul a fost realizat pe cadavre de cdini si pisici necropsiate la Disciplinei de
Anatomie Patologica, Diagnostic Necropsic si Medicina Legala din cadrul Facultatii de
Medicina Veterinara al Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara, Cluj-
Napoca, intre anii 2013-2018. Animalele au fost necropsiate In vederea stabilirii cauzei
mortii.

Au fost extrase din registre informatii legate de rasa (rasa mixta, rasa pura),
varsta (catei/pisoi: <6 luni, tineret: <6 luni <2 ani si adulti), sex si origine, cauza mortii,
leziuni morfopatologice, comorbiditatile si endoparazitii identificati. Datele extrase au
fost prelucrate statistic cu ajutorul programului Epi Info™ 7 (CDC, USA) (DEAN si colab.,
2011). S-a calculat frecventa, prevalenta si intervalul de confidenta (IC) 95% total, pentru
fiecare parazit identificat si in functie de factorii de risc (rasa, varsta, sex si originea
animalelor). Factorii de risc si corelatia dintre infestatia cu ascarizi si leziuni
morfopatologice, respectiv comorbiditati au fost analizate prin testul Hi-patrat.

Din totalul de animale necropsiate, 11,1% au fost infestate cu cel putin un
helmint digestiv, prevalenta fiind mai crescuta la pisica (21,2%), comparativ cu cea
obtinuta la caine (7,1%).

Ascarizii au fost identificati la 8,5% dintre animalele necropsiate si au fost
semnificativ statistic cei mai frecventi helminti identificati atat la caini (75,0%) cat si la
pisici (81,5%). La cainii necropsiati au mai fost identificati urmatorii helminti digestivi:
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Trichuris vulpis (14.7%), Taenia spp. (13.2%), Dypilidium caninum (7.4%) si strongili
digestivi (4.4%). La pisici au mai fost identificati urmatorii helminti digestivi: D.
caninum (23.5%) si Taenia spp. (14.8%).

Prin analiza statisticd a datelor culese, a fost identificat un singur factor de risc
in infestatia cu ascarizi si doar la caini. Astfel, infestatia cu ascarizi a fost semnificativ
statistic mai frecventa la cdinii tineri cu varste sub 6 luni (43/43).

Infestatiile cu ascarizi la cainii si pisicile necropsiate au fost frecvent asociate cu
leziuni de enterita (caini: 70,6%; pisici: 56,1%) si gastrita (caini: 41,2%; pisici: 40,9%).

De asemenea, 35,3% dintre cainii infestati cu ascarizi au fost diagnosticati cu
parvoviroza canina si la 15,2% dintre pisicile infestate cu ascarizi a evoluat si
panleucopenia felina.

Capitolul I1.2 a avut ca scop determinarea prevalentei infestatiei cu T. canis plus
alti enteropatogeni parazitari si evaluarea factorilor de risc la cainii cu si fara
manifestari digestive.

Au fost recoltate si analizate 321 probe de fecale provenite de la caini atat cu
manifestari digestive, cat si clinic sanatosi. Cainii au avut varste cuprinse intre 3
saptamani si 17 ani (medie de 22,01 luni #31,93). Probele de fecale au fost supuse
examenului coproparazitologic prin tehnica de flotatie (Willis), In cadrul Disciplinei de
Parazitologie si Boli Parazitare (DPBP) de la FMV Cluj-Napoca. Rezultatele obtinute au
fost prelucrate statistic cu programul Epi Info™ 7 (CDC, USA) (DEAN si colab, 2011).

S-a calculat frecventa, prevalenta si IC 95% pentru totalul infestatiilor, fiecare
parazit identificat, asocieri parazitare si pentru variabilele luate in studiu. Factorii de risc
au fost evaluati cu ajutorul testului Hi-patrat. Variabilele luate in studiu au fost: (1) varsta
(catei <3 luni: 116; tineret >3 - <12 luni: 85; si adulti > 1 an:120); (2) sexul (masculi: 173,
femele: 148); (3) origine (cdini cu proprietar: 197; caini din canise: 53; si caini din
asociatii sau program de adoptie temporara: 71); (4) deparazitari in ultimele 3 luni (da:
163; nu: 158); (5) prezenta (n=178) sau absenta (n=143) manifestarilor digestive.

Prevalenta generala endoparazitara a fost de 64,5% la cainii investigati;
endoparazitii au fost semnificativ statistic mai frecvent identificati la caini cu
manifestari digestive (77,0%) comparativ cu cei clinic sanatosi (49,1%).

Toxocara canis a fost cel mai prevalent enteropatogen parazitar, atat la cainii cu
tulburari digestive cat si la cei clinic sanatosi. La examenul coproparazitologic au mai
fost identificati urmatorii endoparaziti (n=11): Trichuris vulpis (19,9%), Cystoisospora
spp. (14,3%), Ancylostoma caninum/Uncinaria stenocephala (10,0%), Giardia
duodenalis (5,6%), Sarcocystis spp. (0,9%), Taenia spp. (0,6%), Strongyloides stercoralis
(0,3%), Neospora caninum/Hammondia heydorni (0,3%), Toxascaris leonina (0,3%) si
Dipylidium caninum (0,3%).

Desi prevalenta generala a infestatiilor monospecifice a fost mai mare (45.2%),
decat cea a co-infestatiilor (19.3%), pluriparazitismul a fost corelat pozitiv cu evolutia
manifestarilor digestive la caine (24%). Cea mai frecventa asociere parazitara a fost
intre T. canis si Cystoisospora spp. (5.3%) si singura cu diferente semnificativ statistice
intre cainii cu si fara manifestari digestive.

Varsta a fost identificatd ca factor de risc pentru infestatia cu T. canis la ciinii
luati in studiu. Prevalenta cea mai mare a fost inregistrata la catei (58,6%) indifferent
de statusul clinic (cu manifestdri digestive: 62,9%; fara manifestari digestive: 52,1%).
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Rata de infestare a scdzut odatd cu varsta, dar 10% dintre cdinii adulti au fost
coproeliminatori de oua de T. canis. De asemenea, ciinii care nu au beneficiat de o
deparazitare in ultimele 3 luni indiferent de statusul clinic au avut un risc mai crescut
de a fi infestati cu T. canis (total: 55,1%; cu simptome digestive: 55,0%; asimptomatici:
55,2%).

Evolutia sindromului diareic a fost semnificativ statistic asociat cu infestatia cu
T. canis la caine (42,3%).

Datele obtinute evidentiaza efectuarea examenelor coproparazitologice la ciine,
atatin scop de diagnostic, cat si de rutina.

Capitolul I1.3 a avut ca scop determinarea prevalentei infestatiei cu T. cati plus
alti enteropatogeni parazitari si evaluarea factorilor de risc la pisici cu si fara
manifestari digestive.

Au fost incluse In studiu 137 de pisici prezentate la Serviciul de Urgente si
Terapie Intensiva. Varsta pisicilor luate in studiu s-a situat Intre 4 saptamani si 15 ani
cu o medie de 26,03 (+3,68) luni. De la aceste pisici au fost recoltate si testate prin
examen coproparazitologic probe de fecale la DPBP din cadrul USAMV Cluj-Napoca,
FMV pentru diagnostic diferential sau control de rutina.

Rezultatele obtinute au fost prelucrate statistic cu programul Epi Info™ 7 (CDC,
USA) (DEAN si colab, 2011). S-a calculat frecventa, prevalenta si IC 95% pentru totalul
infestatiilor, fiecare parazit identificat, asocieri parazitare si pentru variabilele luate In
studiu. Factorii de risc au fost evaluati prin analizd de regresie logistica binara si
multinomiala. Variabilele luate 1n studiu au fost: varsta (<6 luni: 66; 6 luni-2 ani: 39; >2
ani: 32); rasa (mixta: 128; pura: 9) sex (masculi: 70, femele: 67), habitat (acces in
exterior: 96; interior: 41), prezenta (n=90) sau absenta (n=47) semnelor digestive si
statusul deparazitarilor interne (da: 74; nu: 63).

Prevalenta generald a parazitilor intestinali a fost de 50,4%, cu diferente
semnificativ statistice intre pisicile cu manifestari digestive (66,7%) si cele clinic
sdandtoase (19,2%), fie ca infestatii monospecifice sau polispecifice. Toxocara cati
(40,2%) a fost semnificativ statistic cel mai frecvent endoparazit identificat, urmat de
Cystoisospora spp. (10,2%), Ancylostoma tubaeforme (3,7%), Giardia duodenalis
(2,2%), Taenia spp. (2,2%) si Toxoplasma gondii/Hammondia hammondi (0,7%).

Cea mai prevalenta asociere parazitara a fost cea dintre T. cati si Cystoisospora
spp. (8,9%) si de asemenea, a fost singura semnificativa din punct de vedere statistic la
pisicile cu semne digestive.

Mai mult de jumatate (65,7%) dintre pisicile examinate au prezentat unul sau
mai multe semne digestive precum voma (n=21), diaree (n=78) sau inapetenta (n=31).
Semnele digestive au fost mai frecvente la pisicile cu acces in mediul exterior (78,8%),
la pisoi (63,3%) si pisicilor nedeparazitate (53,3%). Dintre acestea 53,3% au fost
infestate cu T. cati. La pisicile clinic sdanatoase T. cati a fost observata la 14,9% dintre
acestea. In ceea ce priveste categoriile de varst3, a existat un trend de descrestere a
ratei de infestatie cu T. cati la pisicile simptomatice corelat cu cresterea varstei, insa
fara semnificatie statistica.

La pisoi si tineret (47/48), diareea a fost semnificativ statistic cel mai frecvent
semn digestiv la indivizii infestati cu T. cati ca unic simptom (24/48) sau in combinatie
(23/48) cu alte semne digestive precum voma (12/48) si inapetenta (22/48).
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Lipsa deparazitarii In ultimele trei luni (OR: 15,9), accesul in mediul exterior
(OR: 13,8), prezenta semnelor digestive (OR: 5,4) si varsta tanara (OR: 4.2) au fost
determinati ca fiind factori de risc pentru infestatia cu T. cati la pisicile cu proprietar
prin analiza de regresie logistica.

Capitolul I1.4 a avut ca scop observarea fenomenului de larva migrans neuralis
la T. canis si T. cati la gazda paratenica reprezentata de soareci din linia CD. Au fost
inregistrate si descrise aspecte de patogenitate in toxocaroza cerebrala.

In acest sens s-au realizat 3 loturi experimentale a cite 14 soareci: (1) lot
infestat cu 2000 de oua infestante de Toxocara canis/soarece; (2) lot infestat cu 2000
de oud infestante de Toxocara cati/soarece; (3) lot martor la care s-a administrat apa
distilata

A fost realizata electroencefalograma la 30 si 60 de zile post infestatie (p.i.) pe
aceeasi indivizi, respectiv cate 3 soareci din fiecare lot.

Dupa 30 de zile, cate 7 soareci din loturile infestate (T canis, T cati) si 3 soareci
din lotul martor au fost sacrificati prin dislocare cervicala sub anestezie generala.
Procedura a fost repetata la 60 de zile p.i. (post infestatie).

Dupa sacrificare s-a realizat examen necropsic si macroscopic al organelor, a
fost examinat numarul si motilitatea larvelor de T. canis si T. cati de 1a nivel cerebral, s-
au efectuat examene histopatologice si imunohistochimice.

Soarecii din linia CD1 au reprezentat un model experimental potrivit atat pentru
T. canis, cat si pentru T. cati, in special pentru obtinerea neurotoxocarozei.

Electroencefalografia soarecilor infestati cu T. canis si T. cati a prezentat
modificari in cazul tuturor indivizilor, in comparatie cu lotul martor neinfestat. S-au
evidentiat diverse descarcari epileptiforme si leziuni de tip encefalitic care au fost
prezente atatla 30 de zile p.i, cat sila 60 de zile p.i.

in cazul loturilor infestate cu T, canis, rata de recuperare larvara a fost similara
intre ziua 30 p.i (21,34%) si 60 p.i (21,77%). Distributia larvara a relevat un procent
mai crescut la nivelul emisferei drepte la soriceii infestati cu T. canis, dar fara
semnificatie statistica.

Procentul de recuperarea larvara a scazut in cazul soarecilor infestati cu T. cati,
de la 30 zile p.i. (3,55%) la 60 de zile p.i. (1,98%), insd nesemnificativ statistic.
Distributia medie larvara a relevat cel mai mare procent la nivelul cerebelului atat la
30 cat sila 60 zile p.i. Semnificatie statisticad a fost obtinuta la 60 de zile p.i. intre larvele
recuperate de la nivelul cerebelului si emisferei drepte.

Recuperarea si motilitatea larvara au avut valori mai mari la lotul infestat cu T.
canis comparativ cu lotul infestat cu T. cati, atat la 30 de zile p.i,, cat si la 60 de zile p.i.
la soarecii din linia CD1.

Modificarile anatomopatologice s-au corelat cu rezultatele examenului
histopatologic in care s-a pus in evidenta prezenta larvelor si a infiltratelor inflamatorii
la nivelul altor organe.

La nivelul sistemului nervos central, reactia inflamatoare a fost mai intensa la
indivizii din lotul infestat T. canis, reprezentata de congestie moderatd si edem
interstitial, degenerare Walleriana, malacie, formare de celule lipofage Gitter, focare de
glioza si proliferare de astrocite sub forma de gemistocite, comparativ cu un proces
inflamator minimal caracterizat prin vacuolizari, degenerare discreta si focare rare de
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glioza in cazul lotului infestat cu T. cati; In ambele loturi, s-a observat reactie de tip
granulomatous la nivelul meningelui.
Imunohistochimia a relevat exprimarea unor markeri inflamatori, la nivel SNC

(GFAP, iNOS si S100) in cazul ambelor loturi infestate.

Toate studiile experimentale din cadrul prezentei teze de doctorat au fost
aprobate de Comisia de Bioeticd a Universitatii de Stiinte Agricole si Medicina
Veterinara Cluj-Napoca (avize nr. 125/05.12.2018).

Capitolul II. 5 a avut ca scop evaluarea eficientei unor dezinfectanti utilizati in
mod curent in medii cu risc crescut asupra embriogenezei oualor de T. canis, pentru a
raspunde intrebarii daca madsurile care se iau la momentul actual sunt suficiente
pentru a preveni infestarea si contaminarea cu T. canis.

Dezinfectantii testati au fost pe baza de: dicloroizocianurat de sodiu dihidtrat
(0.05%) (A); hipoclorit de sodiu (2,4%) (B); mix de glutaraldehida si saruri amoniacale
(clorura de dimetilcocobenziamoniu) (1%) (C); peroximonosulfat de postasiu (1%)
(D); mix de dodecilpropan-1,3-diamina (0.06%) (E); 2-propanol, etanol, clorura de
benzalconiu, glucoprotamin (100%) (F). Aceste substante sunt indicate pentru
proprietatile lor bactericide si virucide, dar “off label” se folosesc pentru obtinerea unei
actiuni paraziticide.

Dezinfectantii au fost testati in concentratia maxima recomandata de
producator pentru efectul biocid.Fiecare dezinfectant testat a fost pus in contact cu
aproximativ 10.000 oua de T. canis pentru 5, 10, 15, 30 si 60 de minute. Pentru fiecare
dezinfectant si timp de contact s-au folosit 3 replicate. Dupa expunerea la substantele
chimice, oudle deT. canis au fost spalate si incubate in apa distilata la 27°C timp de 2
sdptamani. Pe perioada incubarii la fiecare doua zile ouadle de T. canis au fost examinate
microscopic (10x, 20x, 30x, 40x) apreciindu-se morfologia si motilitatea larvelor.

Procentul de dezvoltare larvara a fost calculat folosind urmatoarea formula: oua
complet embrionate (L2)/numarul total de oua x 100 (OH, 2016). Ouale alterate nu au
fost luate In considerare. Eficacitatea dezinfectantilor a fost determinata ca diferenta
dintre dezvoltarea larvara de 100% si cea a fiecarui dezinfectant la timpii de contact
utilizati. Evaluarea statistica a fost realizata cu ajutorul pachetului de software statistic
GraphPad InStat, prin utilizarea One-way Analysis of Variance (ANOVA). Comparatia a
fost efectuata prin Testul de Comparare Multipla Tukey-Kramer.

Niciunul dintre dezinfectantii testati in experiment nu au reusit sa inhibe
complet embrionarea oudlor de T. canis sau sa le distrugd, indiferent de timpul de
contact. Cel mai eficient dezinfectant a fost sodiul dicloroizocianurat la un timp de
contact de 30 de minute (31,44%).

Modificari morfologice ale invelisului extern al oualor au fost observate in
probele de hipoclorit de sodium, caz in care dezvoltarea embrionara a fost mai rapida
in comparatie cu grupul mator.

Concluziile generale au fost:

e ascarizii au fost cei mai prevalenti helminti digestivi identificati postemortem
atat la caine, cat si la pisica, fiind adesea asociati cu prezenta leziunilor de
enterita si gastrita ;
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parvoviroza canind si panleucopenia felina sunt comorbiditatile cel mai
frecvent identificate alaturi de infestatia cu ascarizi la caine si pisica;
prevalenta infestatiilor cu T. canis si T. cati a fost semnificativ statistic mai
mare la cdinii si pisicile care prezentau semne clinice digestive (sindrom
diareic);

factorii de risc asociati infestatiei cu T. canis la caine au fost varsta si absenta
deparazitarilor, indiferent de starea clinic3;

factorii de risc asociati infestatiei cu T. cati la pisici au fost varsta, accesul in
mediul exterior si absenta deparazitarilor;

T. canis si T. cati produc toxocaroza cerebrala la soarecii din linia CD1, cu o
rata de recuperare larvara mai mare la nivelul SNC, in cazul lui T. canis;

T. canis si T. cati produc modificari ale electroencefalogramei de tip
epileptiform si encefalitic;

la nivelul sistemului nervos central, reactia inflamatoare a fost mai intensa la
indivizii din lotul infestat T. canis comparativ cu un proces inflamator minimal
¢ In cazul lotului infestat cu T. cati;

Imunohistochimia a relevat exprimarea unor markeri inflamatori, la nivel SNC
(GFAP, iNOS si S100) in cazul ambelor loturi infestate;

dezinfectarea realizatd cu produsele uzuale testate nu reprezintd o masura
eficientd de prevenire a contaminarii cu T. canis, riscul zoonotic si de infestare
pentru alte animale este posibil.
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