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I. INTRODUCERE

Divizia Microsporidia este reprezentata de un grup de microorganisme eucariote,
unicelulare, obligatoriu intracelulare, formatoare de spori, avand ca si gazde atat
vertebratele cit si nevertebratele (Han si colab., 2020). Din aceasta categorie face parte si
Encephalitozoon cuniculi, care reprezintad subiectul principal al acestui studiu.

E. cuniculi este un microorganism eucariot, atit cu caractere de parazit protozoar
cat si de fung descoperit pentru prima datd la iepurele domestic in 1922 (Wright si
Craighead, 1922), dar cu transmisibilitate la numeroase alte specii, inclusiv omul, motiv
pentru care infectia poate avea potential zoonotic (Magalhdes si colab., 2022). La iepuri,
transmiterea infectiei are loc atat pe cale orizontal3, prin ingerare orald a sporilor si mai rar
inhalatorie, cat si pe cale verticald, transplacentar de la mama la descendenti (Meredith si
Richardson, 2015). In mecanismul de protectie al organismului intervin doui tipuri de
imunitate ca urmare a expunerii la agentul patogen, respectiv imunitatea mediata celular
prin intermediul limfocitelor si citokinelor, si imunitatea umorald, prin producerea de
anticorpi IgM si IgG (Latney si colab., 2014). Tabloul clinic al bolii la iepuri este descris in
principal de simptome neurologice (ataxie, torticolis, nistagmus, crize convulsive), cat si
renale (polidipsie, poliurie) si oculare (uveita facoclasticd) intr-o masurd mai mica, insa
majoritatea infectiilor au caracter asimptomatic (Harcourt-Brown si Holloway, 2003).
Tratamentul vizeazd reducerea Iincarcaturii sporilor si a inflamatiei cauzata de
microorganism, cu ajutorul fenbendazolului, antiinflamatoarelor si a tratamentului de
sustinere, dar nici un fel de terapie nu asigurd o vindecare completa (Latney si colab.,
2014). Din acest motiv, masurile profilactice sunt de o mare importantd pentru a reduce
raspandirea infectiei, acestea implica testarea periodica a efectivelor de iepuri,
administrarea preventivd a fenbendazolului si dezinfectia riguroasda a adapostului
(Meredith si Richardson, 2015).

Diagnosticul E. cuniculi la iepuri nu poate fi realizat in exclusivitate pe baza
simptomatologiei clinice, care este nespecificd, astfel ca in prezent sunt utilizate metode
serologice, tehnici de genetica moleculara si examinadri histopatologice pentru identificarea
agentului patogen sau a anticorpilor (Latney si colab., 2014). Avand in vedere caracterul
latent al microorganismului cat si cel zoonotic, este importanta detectarea acestuia la o
populatie cat mai larga de iepuri pentru stabilirea diagnosticului, cat si pentru
constientizarea medicilor clinicieni si a proprietarilor, dar si pentru adoptarea masurilor
de profilaxie necesare.

Ipoteza de lucru este reprezentata de importanta diagnosticului Encephalitozoon
cuniculi, realizat prin multiple metode, care este o microsporidie larg raspandita in
populatiile de iepuri, de multe ori in stare latents, si care poate avea risc zoonotic.

Obiectivele cercetdrii au fost reprezentate de diagnosticul E. cuniculi prin
mijloace de diagnostic clinic, diagnostic serologic, diagnostic prin tehnici de genetica
molecular3, precum si compararea rezultatelor obtinute si prezentarea unor studii de caz.
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In primul rand, examinarea clinici si realizarea anumitor investigatii paraclinice
(analize sanguine, examen coproparazitologic, investigatii imagistice), in special la iepurii
cu simptomatologie specifica encefalitozoonozei, a avut scopul de a evalua atat starea de
sdndtate a acestora, cat si de a identifica importanta investigatiilor paraclinice in context
clinic.

Diagnosticul serologic a reprezentat unul din obiectivele principale ale
prezentului studiu, acesta fiind efectuat prin testarea serului sanguin folosind tehnica
ELISA pentru detectarea anticorpilor anti-E. cuniculi 1gG si analizarea rezultatelor obtinute.

Diagnosticul prin tehnici de genetica moleculara a fost cel de-al doilea obiectiv
principal. Au fost utilizate tehnicile nested PCR si qPCR pentru detectarea ADN specific E.
cuniculi pe probe de uring, fecale si organe, urmate de analizarea rezultatelor obtinute.

In final s-au realizat studii comparative intre rezultatele obtinute prin tehnica
serologica si metodele de geneticd moleculard, pentru a evalua eficacitatea acestora si
pentru a identifica cea mai potrivita metoda de diagnostic a microsporidiei.

Un obiectiv secundar al acestui studiu a constat in prezentarea unor studii de caz
pentru evidentierea importantei diagnosticului E. cuniculi la iepuri, indiferent de statusul
lor clinic.

IL. CONTRIBUTIA PERSONALA

Capitolul Contributia personala din teza intitulatd “Tehnici de diagnostic ale
Encephalitozoon cuniculi la iepurele domestic (Oryctolagus cuniculus)’ cuprinde
patru studii a caror obiectiv principal a fost de identificare a agentului patogen prin
examene clinice si paraclinice, diagnostic serologic (ELISA, IFAT) si diagnostic prin tehnici
de geneticd moleculard (nested PCR, gqPCR). De asemenea, studiile de caz au avut ca
obiectiv sublinierea importantei diagnosticarii E. cuniculi, atat pentru iepurii care prezinta
manifestare clinicd, in principal cu simptomatologie neurologicd, cat si a celor aparent
asimptomatici. Proprietarii iepurilor domestici au fost informati cu privire la obiectul
studiilor, au semnat un consimtamant scris pentru acordul participarii si li s-au comunicat
rezultatele obtinute.

1. Studiul 1 - Diagnosticul clinic si teste paraclinice

Obiectivul principal al acestui studiu a fost examinarea clinica a iepurilor, precum
si realizarea testelor paraclinice, in special la cei cu prezenta semnelor clinice specifice
encefalitozoonozei. Obiectivul secundar a fost de a evalua statusul clinic al pacientilor in
concordanta cu testele paraclinice efectuate, pentru a identifica aplicabilitatea acestora, in
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special in contextul manifestarii acute ale bolii. Un obiectiv final a reprezentat
implementarea si analizarea managementului terapeutic in cazurile posibile.

In acest studiu au fost inclusi 370 de iepuri domestici (Oryctolagus cuniculus)
pentru examinarea clinicd si investigatii paraclinice la unele exemplare selectate.
Investigatiile paraclinice au inclus, In unele cazuri, examen biochimic sanguin, examen
coproparazitologic, examen CT al capului si examen radiologic.

Concluzii:

1. [n urma examindrii clinice, din totalul de 370 de iepuri, 8,65% (32/370; IC 95%:
6,19-11,95) din iepuri s-au incadrat in categoria celor cu manifestari specifice
encefalitozoonozei, respectiv semne neurologice si renale, in timp ce 91,35%
(338/370, IC 95%: 88,05-93,81) au fost asimptomatici, fie ei clinic sanatosi sau cu
alte patologii nespecifice.

2. Analiza de biochimie a sangelui a relevat rezultate care coincid cu deshidratare si
afectare hepatica/digestiva (hipoproteinemie, hipoalbuminemie,
hiperglobulinemie, hipernatremie, BUN scazut, ALP crescut, GLY crescut), precum
si cu afectarea renala (hipercalcemie, hipofosfatemie, hiperkalemie).

3. Prin examenul coproparazitologic au fostidentificati paraziti din genurile Eimeria
spp., Passalurus spp. si Trichostrongylus spp., iepurii asimptomatici prezentand
prevalenta mai mare 50,29% (88/175; IC 95%: 42,95-57,61) fara a se gasi o
corelatie intre endoparazitism si predispozitia la infectia cu E. cuniculi.

4. Investigatiile imagistice, In special cea de tip CT, s-au dovedit utile pentru
evaluarea stdrii pacientului cu manifestari neurologice acute, cat si pentru
diagnostic diferential (otita medie/interna).

5. Chiar daca aceste investigatii paraclinice nu ofera un diagnostic de certitudine in
ceea ce priveste identificarea E. cuniculi, ele denotda importanta pentru medicul
clinician 1n privinta conduitei de management a pacientului.

6. Recomandarea principala, atat in cazul iepurilor simptomatici cat si a celor
asimptomatici diagnosticati cu E. cuniculi, este initierea protocolului terapeutic cu
fenbendazol in doza de 20 mg/kg/zi oral, timp de 28 de zile, pentru a maximiza
sansele de ameliorare a infectiei.

2. Studiul 2 - Diagnosticul serologic al Encephalitozoon cuniculi

Obiectivul principal al acestui studiu a fost diagnosticul prin tehnica de serologie
calitativa ELISA a prezentei anticorpilor IgG specifici anti-E. cuniculi 1a iepuri care provin
din regiunea de Nord-Vest a Romaniei si analiza rezultatelor obtinute in relatie cu anumiti
parametri caracteristici diferitelor grupuri de iepuri inclusi in studiu (varsta, sex, anotimp
de recoltare a probelor, sistem de crestere, status clinic, status vaccinal si judet de
provenientd).

In acest studiu au fost inclusi 351 de iepuri domestici. Materialele necesare
studiului au fost impartite in materiale pentru recoltarea probelor de sange si exprimarea
serului, materiale pentru prelucrarea serologica ELISA (kit Medicago, Uppsala, Suedia) si
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aparatura pentru citirea rezultatelor (cititor de absorbanta Bio-Rad PR2100 Microplate
Reader, Bio-Rad Laboratories, SUA).
Concluzii:

1. Prevalenta totala obtinutd cu ajutorul tehnicii serologice ELISA la iepuri din
Nord-Vestul Romaniei a fost de 43,02% (151/351, IC 95%: 37,94-48,25).

2. Diferente semnificative statistic au fost obtinute in relatie cu varsta, anotimpul de
recoltare a probelor, BCS, statusul clinic si judetul de provenienta.

3. Tehnica ELISA a fost optiunea aleasa datorita fezabilitatii acesteia pentru
prelucrarea unui numar crescut de probe.

4. La categoria de varsta adulta a fost obtinuta o prevalenta semnificativ mai crescuta
48,23% (136/282, IC 95%: 42,46-54,04) fata de tineret 21,74% (15/69, IC 95%:
13,64-32,82).

5. In anotimpurile primavara si toamna au rezultat cele mai mari procente, respectiv
65,57% (40/61, IC 95%: 53,05-76,25) si 45,27% (67/148, IC 95%: 37,47-53,31).

6. Indivizii cu prezenta simptomelor specifice encefalitozoonozei au dovedit o
prevalenta semnificativ mai crescuta (61,29%, IC 95%: 43,82-76,27) fata de cei
asimptomatici (41,25%, IC 95%: 35,99-46,72).

7. Scorurile corporale de 2/5 (55,56%; 5/9, IC 95%: 26,67-81,12) si 4/5 (45,24%;
19/42, 1C 95%: 31,22-60,05) au relevat cea mai mare seropozitivitate.

8. In judetele de provenienti Alba, Cluj si Bistrita-Nisdud au rezultat pozitivititi
crescute si apropiate, respectiv 51,52% (34/66, IC 95%: 39,71-63,15), 47,95%
(82/171, IC 95%: 40,59-55,40) si 46,94% (23/49, IC 95%: 33,70-60,62).

9. Diagnosticul serologic prin metoda IFAT a oferit o pozitivitate de 53,85% (7/13,
IC 95%: 29,14-76,79), majoritatea acestor rezultate (12/13) fiind comparativ
identice celor obtinute prin metoda ELISA.

10. Se recomanda aplicarea metodei serologice ELISA pentru testarea unor efective
mai mari in scop de screening si pentru analiza necesitatii instituirii masurilor de
tratament si profilaxie necesare.

3. Studiul 3 - Diagnosticul prin tehnica nested PCR al Encephalitozoon cuniculi

Obiectivul acestui studiu a fost diagnosticul prin tehnica de genetica moleculara
nested PCR a prezentei ADN-ului E. cuniculi din probe de excretii si tesuturi, provenite atat
de la iepuri de companie si de carne din regiunea de Nord-Vest a Romaniei, cat si de la
iepuri salbatici din judetul Satu-Mare. Obiectivul secundar a fost compararea a trei
protocoale de lucru diferite, folosind primerii MSP1_for si MSP2A_rev pentru primul PCR si
primerii MSP3_for si MSP4A_rev pentru al doilea PCR (Katzwinkel-Wladarsch si colab.,
1996), primerii P2 si M2 pentru primul PCR si primerii Ence_549_forward si
Ence_549_reverse pentru al doilea PCR (Csokai si colab., 2009), respectiv primerii MK5 si
MK6 pentru primul PCR si primerii K4 si K3 pentru al doilea PCR (Kimura si colab., 2013).
Al treilea obiectiv al studiului este reprezentat de compararea rezultatelor nested PCR
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obtinute din excretii si tesuturi provenite de la diferite grupuri de iepuri, in relatie cu
anumiti parametri (varsts, sex, anotimp de recoltare a probelor, sistem de crestere, status
clinic, status vaccinal si judet de provenienta), pentru a observa prevalenta in functie de
tipul de material biologic testat.

In acest studiu au fost inclusi 242 de iepuri, iar materialele necesare au fost
impartite in materiale pentru recoltarea probelor de excretii (uring, fecale) si organe (creier,
cristalin, rinichi, vezica urinard, ficat, pulmon, miocard, splind), materiale pentru
prelucrarea probelor in vederea extractiilor ADN (kiturile Maxwell® RSC Genomic DNA Kit,
QIAamp Fast DNA Stool Mini Kit, E.Z.N.A. Stool DNA Kit, ADN ReliaPrep gDNA Tissue
Miniprep System, DNeasy® Blood & Tissue Kit) si amplificirilor ulterioare, precum si
aparatura pentru prelucrarea moleculard (extractor automat de ADN Maxwell® RSC
Instrument, Thermal Cycler Bio-Rad T100 si transiluminatorul UV Cleaver).

Concluzii:

1. Nested PCR este o metoda larg utilizata pentru diagnosticul E. cuniculi din diferite
tipuri de probe, precum uring, fecale si organe, protocolul descris de
Katzwinkel-Wladarsch si colab. (1996), fiind aplicat cu rezultate concludente in
acest studiu. (Fig. 18).

Fig. 18. Electroforeza in gel de agar 1.5%. Pozitivitate exprimatd pentru probele 1, 3, 4, 5,7, 8,9, 10 prin
prezenta benzii la nivelul 300-bp. MP - martor pozitiv, MN - martor negativ, HL - HyperLadder™. (Original)

2. Prevalenta totala a nested PCR din toate tipurile de probe obtinute de la 242 de
iepuri a fost de 45,45% (110/242; IC 95%: 39,30-51,75).
3. Prevalenta E. cuniculi prin nested PCR:

e din probele de urina a fost de 27,27% (15/55, IC 95%: 17,28-40,23), cu
diferente semnificative in corelatie cu sistemul de crestere si BCS;

e din fecale a fost de 37,50% (72/192, IC 95%: 30,96-44,53), cu diferente
semnificative 1n functie de varst3, sex, anotimp, sistem de crestere, BCS, status
clinic si judetul de provenients;

e din organe a fost de 61,54% (32/52, IC 95%: 47,02-74,70), cu diferente
semnificative in functie de sex, anotimp, sistemul de crestere, statusul clinic
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si judetul de provenienta.

4. Metoda nested PCR aplicata pe diferite tipuri de organe a identificat o pozitivitate
de 30,56% (11/36, IC 95%: 18,00-46,86) pentru vezica urinari, aceasta
reprezentdnd prima semnalare a testdrii acestui organ intr-un studiu de
specialitate.

5. Studiul de fata a identificat, pentru prima data in tara noastrd, prezenta E. cuniculi
in organe provenite de la iepuri europeni salbatici, demonstrand astfel si fauna
sdlbatica poate fi un potential rezervor al acestui patogen.

6. In ansamblu, pozitivitatea tuturor probelor luate in lucru s-a dovedit relevanti
pentru iepurii care se Incadreaza in categoriile: tineret, asimptomatici, crescuti in
sistem gospodaresc.

4. Studiul 4 - Diagnosticul prin tehnica Real-Time PCR al Encephalitozoon cuniculi

Obiectivul principal al acestui studiu a fost diagnosticul prin tehnica de genetica
moleculara Real-Time PCR sau qPCR a prezentei ADN-ului E. cuniculi din probe de excretii
si organe provenite de la iepuri domestici. Obiectivul secundar al acestui studiu a
reprezentat compararea rezultatelor qPCR obtinute din probe de excretii si organe cu alte
studii, pentru a evalua eficacitatea acestei metode pentru diferitele tipuri de materiale
biologice.

In acest studiu au fost inclusi 31 de iepuri domestici de companie si de carne.
Materialele necesare au constatat in materiale necesare recoltdrii probelor de excretii
(uring, fecale) si organe (creier, cristalin, rinichi, vezica urinarg, ficat, pulmon, miocard,
splind), materiale necesare prelucrarii probelor in vederea reactiilor PCR (kiturile de
extractie ADN Maxwell® RSC Genomic DNA Kit, QlJAamp Fast DNA Stool Mini Kit, E.Z.N.A.
Stool DNA Kit, ADN ReliaPrep gDNA Tissue Miniprep System, DNeasy® Blood & Tissue Kit)
si aparatura (Azure Cielo™ Real-Time PCR System) pentru realizarea diagnosticului
molecular.

Concluzii:

1. Prevalenta totala obtinutd prin qPCR din toate tipurile de probe testate (n=122),
reprezentdnd probe de organe, urina si fecale, provenite de la 31 de iepuri, a fost
48,39% (15/31, 95% CI: 31,97-65,16).

2. Rezultatele gPCR obtinute din probe de urina si fecale, provenite de la 10 iepuri,
au fost pozitive in 4, respectiv doua cazuri.

3. Pozitivitatea prin qPCR la nivelul organelor, provenite de la 26 de iepuri, a fost de
53,85 % (14/26, IC 95%: 35,46-71,24).

4. Identificarea E. cuniculi in probe recoltate de la nivelul vezicii urinare prin metoda
gPCR reprezinta prima raportare in literatura de specialitate, fiind obtinuta o
pozitivitate de 35,29% (6/17; 1C 95%: 17,31-58,70).

5. Se recomanda analiza prin tehnica qPCR a unor esantioane mai mari de probe
pentru aplicarea analizei statistice.
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5. Studiul 5 - Evaluarea comparativa a diagnosticului serologic (ELISA) si a celui
prin tehnici de genetica moleculara (nested PCR, qPCR) al Encephalitozoon
cuniculi

Obiectivul principal al acestui studiu a fost compararea rezultatelor obtinute prin
metodele de diagnostic serologic si prin tehnici de genetica moleculara pentru identificarea

E. cuniculi, precum si corelarea acestora cu datele clinice ale iepurilor inclusi. Obiectivul

secundar a fost de a evalua eficacitatea metodelor efectuate si de a identifica principalii

factori de risc implicati In expunerea la microorganism, dar si corelarea utilitatii metodelor
de diagnostic 1n contextul clinic al pacientilor.

in acest studiu a fost inclus un numir total de 381 iepuri, dintre care 378
domestici si 3 europeni salbatici. Dintre acestia, la 351 de iepuri s-a realizat recoltarea
sangelui si ulterior diagnosticul serologic, respectiv la 242 s-au recoltat fie uring, fecale
sau organe pentru diagnosticul prin tehnici de geneticd moleculara. Toate materialele
necesare studiilor anterioare au fost utilizate pentru indeplinirea obiectivelor.

Concluzii:

1. Analiza comparativa a diagnosticelor serologic prin metoda ELISA a determinat
obtinerea unei seroprevalente totale de 58,96% (125/212, IC 95%: 52,24-65,37),
respectiv o pozitivitate de 43,40% (92/212, IC 95%: 36,90-50,13) prin nested PCR
la probele de uring, fecale sau organe.

2. Diferente semnificative intre pozitivitatea metodelor ELISA si nested PCR s-au
identificat in ceea ce priveste varsta si statusul clinic al iepurilor.

3. Seropozitivitatea a fost mai crescuta in cazul indivizilor adulti (69,57%, 112/212)
si a celor simptomatici (70,83%, 17/212), in timp ce diagnosticul molecular a
demonstrat pozitivitatea mai mare la tineret (60,78%, 31/212) si la cei
asimptomatici (44,68%, 84/212).

4. Comparativ cu metoda nested PCR considerata golden standard, metoda ELISA a
prezentat o sensibilitate de 58,7%, respectiv specificitate de 40,83%.

5. Prin evaluarea factorilor de risc in functie de rezultatele diagnosticelor ELISA
(n=351) si nested PCR (n=242) s-au identificat varsta si anotimpul de recoltare a
probelor cu semnificatie statistica raportatd la seropozitivitate.

6. Comparatia intre metodele nested PCR si qPCR din probe de uring, fecale sau
organe a demonstrat o prevalenta de 54,84% (17/31) respectiv 48,39% (15/31),
fara diferente semnificative in functie de grupurile de iepuri analizate.

7. Analiza comparativa a metodelor moleculare nested PCR si qPCR a relevat
pozitivitate In favoarea primei tehnici, dar esantionul redus de probe sugereaza
necesitatea efectudrii unor studii suplimentare.

8. Comparativ cu metoda nested PCR ca si golden standard, sensibilitatea si
specificitatea metodei qPCR a fost de 58,8% respectiv 64,3%.

9. Prin testarea nested PCR atit a urinei cat si a vezicii urinare s-a constatat obtinerea
unor rezultate similare (13/20), dar mai multe studii care sa certifice
sensibilitatea acestor tipuri de probe sunt esentiale.
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10. Analiza comparativa a tuturor diagnosticelor efectuate pentru 6 iepuri a dovedit
gPCR de la nivelul organelor metoda cu pozitivitate maxima, ceea ce sugereaza ca
prezinta cea mai mare eficacitate.

6. Studiul 6 - Studii de caz

In cadrul acestui capitol a fost realizati o prezentare a anumitor cazuri de iepuri cu
sau fara manifestare clinicd specifica encefalitozoonozei in relatie cu rezultatele
diagnosticelor efectuate. Cele 4 tipologii de cazuri selectate pentru a fi prezentate au fost:
caz pozitiv cu simptomatologie prezents, In vederea stabilirii diagnosticului de certitudine;
caz pozitiv cu absenta simptomelor specifice, in vederea screening-ului infectiei; caz
negativ cu simptomatologie specifici prezenta, in vederea stabilirii diagnosticului
diferential; caz negativ cu absenta semnelor clinice, in vederea screening-ului infectiei.

IIL. CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Scopul cercetarilor proprii a fost realizarea unui studiu complet in ceea ce priveste
Encephalitozoon cuniculi la iepuri domestici si salbatici din regiunea de Nord-Vest a
Romaniei, mai exact prin identificarea agentului patogen folosind metode serologice si de
geneticd moleculard, urmate de compararea acestor rezultate si identificarea eficacitatii
metodelor efectuate. Acestea au generat urmatoarele concluzii:

1. Studiul clinic al iepurilor a identificat o prevalenta de 8,40% (32/381; IC 95%:
6,01-11,62) de pacienti cu simptomatologie specifica encefalitozoonozei, manifestata
preponderent prin semne de tip neurologic (ataxie, torticolis, nistagmus, crize
convulsive cu/fara rostogoliri), dar si renale (incontinenta urinard, polidipsie,
poliurie, anorexie). Investigatiile paraclinice efectuate nu au oferit informatii
semnificative asupra diagnosticului direct al E. cuniculi, insa acestea raman o unealta
utild 1n contextul evaluarii bolii acute si pentru excluderea unor diagnostice

diferentiale.

2. Identificarea E. cuniculi a fost realizatd prin metode serologice si tehnici de genetica
moleculara.

3. Diagnosticul serologic realizat prin metoda ELISA a condus la obtinerea urmatoarelor
rezultate:

3.1. O prevalenta totala de 43,02% (151/351, IC 95%: 37,94-48,25) la iepurii
domestici, diferente semnificative statistic fiind identificate In ceea ce priveste
variabilele de varsta, anotimpul de recoltare a probelor; scorul corporal, statusul
clinic si judetul de provenienta.

3.2. Pe baza acestor rezultate, iepurii adulti, in anotimpurile de primavara si
toamnd, cu scor corporal in afara limitei normale si cu simptome specifice bolii ar
fi mai predispusi sa prezinte seropozitivitate.

3.3. Metoda serologica ELISA a demonstrat o buna fezabilitate pentru testarea
unei populatii largi de iepuri ca si metoda calitativ4, iar rezultatele comparative
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prin metoda cantitativa IFAT au aratat o corelatie buna a rezultatelor.

4. Diagnosticul prin tehnici de genetica moleculara a urmarit identificarea ADN-ului
specific E. cuniculi prin tehnici PCR (nested PCR si qPCR), pe probe de uring, fecale sau
organe, provenite att de la iepuri domestici cat si salbatici, cu obtinerea urmatoarelor
rezultate:

4.1. Prin nested PCR a fost identificatd o prevalenta totala de 45,45%
(110/242; IC 95%: 39,30-51,75). Intre diferitele tipuri de probe testate, cea mai
mare prevalentd a rezultat in cazul organelor 61,54% (32/52, IC 95%:
47,02-74,70), datorita faptului cd eliminarea sporilor parazitari prin urina si fecale
este intermitenta si astfel, probabilitatea este mult mai mica de a se detecta ADN
specific din acestea.

4.2. Nested PCR a oferit rezultate concludente in cazul protocolului de lucru
descris de Katzwinkel-Wladarsch si colab. (1996), cu folosirea primerilor
MSP1_for si MSP2A_rev pentru primul PCR, respectiv primerii MSP3_for si
MSP4A _rev pentru al doilea PCR.

4.3. Prin nested PCR s-a identificat E. cuniculi cu relevanta statistica
semnificativd pentru urmatoarele grupe: tineret, asimptomatici, din sistemul de
crestere gospoddresc si in anotimpurile vara si iarna. Aceste rezultate subliniaza
importanta acestui tip de diagnostic, care poate identifica ADN-ul specific chiar si
in cazul stdrii de latenta, fara ca animalul infectat sa prezinte manifestare clinica,
cat si pentru evidentierea starii de infectie in cazul iepurilor destinati consumului
de carne si a posibilelor riscuri zoonotice aferente.

4.4, Tehnica qPCR a relevat o prevalenta totala de 48,39% (15/31, 95% CI:
31,97-65,16), similara celei obtinute prin nested PCR, 1nsad fara posibilitatea
realizarii unei analize statistice datorita esantionului redus de probe.

4.5. Prin ambele tehnici de genetica moleculara utilizate am obtinut, si
raportat pentru prima datd, pozitivitate in cazul testarii vezicii urinare, respectiv
30,56% (11/36, IC 95%: 18,00-46,86) prin nested PCR si 35,29% (6/17; IC 95%:
17,31-58,70) prin gPCR. Aceste rezultate ofera o noua abordare asupra
modalitatilor de diagnostic a E. cuniculi din acest tesut.

5. Evaluarea comparativda a rezultatelor metodei serologice cu cele de genetica
moleculara a demonstrat urmatoarele:

5.1. Metoda ELISA a oferit o seroprevalenta mai crescuta (58,96%, 125/212)
fata de pozitivitatea prin nested PCR (43,40%, 92/212). Prima metoda a aratat
prevalenta semnificativ mai mare pentru iepurii adulti si simptomatici, in timp ce
cel de-al doilea tip de diagnostic a aratat pozitivitate relevantd pentru indivizii
tineri si asimptomatici. Aceste rezultate nu declara o metoda mai sensibila decat
cealaltd, ci demonstreaza aplicabilitatea fiecareia in functie de disponibilitatea
probelor care pot fi testate, cat si dependenta de stadiul infectiei, In concordanta
cu evolutia clinica a pacientului.
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6.

5.2. In relatie cu seropozitivitatea, iepurii cu varsta de peste 4 luni s-au
dovedit a fi de 4,5 ori mai predispusi sa prezinte un rezultat pozitiv decat
tineretul, iar in ceea ce priveste anotimpul probele recoltate iarna au prezentat
sanse semnificativ mai mici de pozitivitate fatd de cele recoltate primavara.
Comparativ, prin nested PCR probele recoltate vara au prezentat sanse semnificativ
mai mari decat cele recoltate primavara pentru rezultate pozitive. Acestea ne arata
inca o datd caracterul divers de identificare al E. cuniculi in functie de tipul de
tehnica efectuat si de tipul de probe.
5.3. Prin compararea rezultatelor nested PCR si qPCR s-a observat prevalenta
de 54,84% (17/31) respectiv 48,39% (15/31), cu favoarea pozitivitatii in cazul
primei tehnici.
5.4. Comparativ. cu metoda nested PCR consideratd golden standard,
sensibilitatea si specificitatea au fost usor mai inalte pentru qPCR fata de ELISA,
insa ambele metode raman utile.
Studiile de caz au evidentiat importanta diagnosticului E. cuniculi atat in context clinic
al unei infectii acute, simptomatice, in contextul diagnosticului diferential, cat si
pentru iepurii aparent asimptomatici, in scop de screening.

Recomandari:

1.

In vederea diagnosticului E. cuniculi ante-mortem recomandim metodele serologice
de detectare a anticorpilor specifici, recoltarea sangelui fiind rapida si facila, iar
identificarea expunerii la agentul patogen prezentand succes.

in scop de screening al populatiilor largi de iepuri recomandim diagnosticul
serologic prin metoda ELISA, acesta reprezentand o tehnica fezabila unui esantion larg
de probe si o unealtd utild in controlul raspandirii E. cuniculi.

In cazul diagnosticului post-mortem E. cuniculi recomandim testarea organelor de
predilectie, respectiv creier, cristalin, rinichi si vezica urinard, prin metoda nested
PCR, care a demonstrat rezultate semnificative si de precizie chiar si in lipsa
semnelor clinice ante-mortem.

De asemenea, in cazul probelor de urina sau fecale pot sa apara rezultate fals negative
datorita eliminarii sporadice a sporilor patogeni, de aceea determinarile care folosesc
aceste probe nu sunt recomandate.
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IV.

ORIGINALITATEA SI CONTRIBUTIILE INOVATIVE ALE TEZEI

Teza de fatd raporteaza pentru prima data in literatura de specialitate prevalenta E.
cuniculi n regiunea de Nord-Vest a Romaniei, fiind un studiu complet de diagnostic
(investigatii clinice, paraclinice, serologice - ELISA si IFAT - si tehnici de genetica
moleculara nested PCR si qPCR), realizat la iepuri domestici.

In studiul de fati s-a realizat, pentru prima dat3, si identificarea E. cuniculi in organe
provenite de la iepuri salbatici, prin tehnici de genetica moleculara.

Studiul actual a vizat testarea pentru identificarea E. cuniculi prin tehnici de genetica
moleculara la nivelul vezicii urinare si a raportat pentru prima oara in literatura de
specialitate obtinerea pozitivitatii prin nested PCR si qPCR.

Pozitivitatea ridicata atit in randul iepurilor asimptomatici, cat si la cei crescuti in
sistem gospodaresc si de companie, sunt rezultate importante, si de avut in vedere, in
special in contextul caracterului zoonotic al E. cuniculi.

Analiza rezultatelor diagnosticului E. cuniculi in functie de anotimpul in care probele
au fost recoltate a oferit rezultate importante, primavara si toamna prezentand o
pozitivitate semnificativ crescutd pentru anticorpii IgG anti-E. cuniculi prin metoda
ELISA si vara prin metoda nested PCR, pentru identificarea ADN specific E. cuniculi.

O contributie inovativa este reprezentata de aplicabilitatea practica a metodelor de
diagnostic E. cuniculi prezentate in aceasta tezd, prin tehnici serologice si de genetica
moleculara in cadrul Laboratorului de GeneticdA Moleculara, Departamentul de
Genetica si Eredopatologie din cadrul FMV - USAMV Cluj-Napoca si asigurarea de
servicii economice catre proprietarii si crescatorii de iepuri.

Rezultatele acestui studiu contribuie la cresterea gradului de constientizare in randul
proprietarilor cu privire la riscul infectiei cu E. cuniculi in randul populatiilor de
iepuri din Romania si subliniaza importanta implementdrii masurilor de preventie
menite sd limiteze raspandirea agentului patogen atat la alte animale, cat si la oameni.
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