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Obiectiv 1. Cercetari asupra etiologiei hemoparazitozelor la caini in sud-
vestul Romaniei

a. Investigatii etiologice in babesioza canina in zona de sud-vest a tarii prin tehnica
de colorare Diff-Quick

Pe parcursul anului 2011 au fost investigati un numdr de 130 de caini, suspecti de babesioza,
proveniti din 15 localitati ale judetelor Caras-Severin, Mehedinti, Gorj, Dolj si Olt. Cainii au avut varste
cuprinse intre 7 luni si 13 ani si au fost de sexe diferite (78 femele si 52 masculi). Fiecare animal investigat a
prezentat unul sau mai multe simptome specifice babesiozei cum ar fi febra, hemoglobinuria, icterul si
anemia. De la fiecare animal s-a recoltat prob3 de sange pe anticoagulant (EDTA). in decurs de cel mult 12
ore, materialul biologic a fost prelucrat in vederea identificarii babesiilor, in laboratorul disciplinei de
Parazitologie si Boli Parazitare.

Diagnosticul de babesioza s-a pus prin observarea directda la microscopul optic (ob.x100) a
protozoarului in frotiul de sange colorat Diff-Quick.

b. Investigatii etiologice in dirofilarioza canina in sud-vestul Romaniei prin tehnici
uzuale de diagnostic si tehnici imunoenzimatice

Cercetdrile au fost realizate pe un efectiv de 414 caini proveniti din 28 de localitati a 7 judete din
sud-vestul Romaniei. De la fiecare animal s-a recoltat o proba de sange in vacutainere de 3 ml cu
anticoagulant (EDTA). Tn vederea evidentierii microfilariilor de Dirofilaria spp. probele de sange au fost
prelucrate utilizdnd examenul direct intre lama si lamela. Ulterior, probele in care s-au gasit microfilarii au
fost colorate histochimic cu fosfataza acida si prin metoda Knott modificatd, in scopul diferentierii speciilor
de dirofilarii pe baza caracterelor morfologice. Mai mult, tot ca test de diferentiere intre Dirofilaria immitis
si Dirofilaria repens, s-a utilizat testul Snap® 4DX ca metodad rapidd imunologicd calitativa bazata pe
principiul sandwich imunocromatografic. Acest test identifica antigenele circulante ale femelelor gravide de
D. immitis.

c. Investigatii etiologice in babesioza, erlichioza, anaplasmoza si borelioza canina
in zona de sud-vest a tarii prin tehnica imunofluorescentei indirecte

in perioada ianuarie — decembrie 2011 au fost investigati 414 caini aparent clinic sdn&tosi
(asimptomatici) proveniti din 28 de localitati ale judetelor Caras-Severin, Mehedinti, Hunedoara, Gorj, Dolj,
Olt si Valcea. De la fiecare animal s-a recoltat proba de sange in vacutainere sterile, care au fost tinute la
temperatura camerei pentru exprimarea serului/plasmei prin sedimentare libera. in momentul recoltarii
prin interviu, despre fiecare animal, s-au obtinut date suplimentare cu privire la provenienta (214 caini din
mediul urban si 200 de caini din mediul rural), rasa (278 de metisi si 136 de rasa purad), varsta (81 de caini <1
an; 134 de caini de la 1 pana la < 3 ani; 103 cdini de la 3 pana la <6 ani; 96 cu varsta de peste 6 ani) sex (212
femele si 202 masculi). Tot in acest caz proprietarii au fost intrebati daca animalul a avut vreodata contact
cu capuse (in 148 de situatii da respectiv in 266 de situatii nu). Dupa obtinere, materialul biologic a fost
depozitat in tuburi Eppendorf de 1.5 ml si pastrat la temperatura de congelare pana in momentul
prelucrarii. Probele au fost prelucrate in vederea identificarii unor agenti etiologici hemoparazitari (Babesia
canis, Babesia gibsoni, Erlichia canis, Anaplasma si Borellia burgdorferi sensu lato), prin tehnica
imunofluorescentei indirecte, in laboratorul disciplinei de Parazitologie si Boli Parazitare, a Facultatii de
Medicina Veterinara Timisoara.

Pentru fiecare animal luat in studiu s-au facut investigatii pentru toti cei patru, posibili agenti
etiologici mentionati anterior. Tn vederea realizarii scopului propus, s-a utilizat kit-ul MegaScreen®
FLUOVET®(Diagnostik MegaCor, GmbH) conform instructiunilor din prospect.

Pe ansamblu, screeningul etiologic efectuat prin tehnica imunofluorescentei indirecte a demonstrat
un parazitism cu B. canis, B. gibsoni, E. canis, A. phagocytophilum si B. burgdorferi sensu lato.
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Obiectiv 2. Determinarea prevalentei hemoparazitozelor la caini in sud
vestul si vestul Romaniei si cartarea speciilor identificate

a. Screening seroepidemiologic prin tehnica imunofluorescentei indirecte asupra
raspandirii hemoparazitozelor la caini in zona de vest si sud-vest a Romaniei

n vederea realizérii scopului propus au fost investigati 608 caini asimptomatici proveniti din 51 de
localitati ale judetelor Arad (4 localitati), Bihor (5 localitati), Timis (8 localitati), Caras-Severin (8 localitati),
Hunedoara (5 localitati), Mehedinti (2 localitati), Dolj (4 localitati), Gorj (5 localitati), Olt (4 localitati) si
Valcea (6 localitati). De la fiecare animal s-a recoltat proba de sange in vacutainere sterile, care au fost
mentinute la temperatura camerei pentru exprimarea serului/plasmei prin sedimentare liberd. Dupa
obtinere, materialul biologic a fost depozitat in tuburi Eppendorf de 1,5 ml si pastrat, la temperatura de
congelare, pana in momentul prelucrarii. Probele au fost prelucrate in vederea identificarii unor agenti
etiologici hemoparazitari (Babesia canis, Babesia gibsoni, Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum si
Borellia burgdorferi sensu lato), prin tehnica imunofluorescentei indirecte, in laboratorul disciplinei de
Parazitologie si Boli Parazitare, Timigoara. Pentru fiecare animal luat in studiu s-au facut investigatii pentru
toti cei patru agenti etiologici mentionati anterior. in momentul recoltdrii prin interviu cu proprietarii,
despre fiecare animal, s-au obtinut date suplimentare cu privire la provenienta (339 de céaini din mediul
urban si 269 de caini din mediul rural), rasa (415 de metisi si 193 de rasa pura), varsta (115 de caini <1 an;
195 de céini de la 1 pana la < 3 ani; 150 caini de la 3 pana la <6 ani; 148 cu varsta de peste 6 ani) si sex (313
femele si 295 masculi). De asemenea, proprietarii au fost intrebati dacd animalul a avut vreodata contact cu
capuse (in 229 de situatii da respectiv in 379 de situatii nu).

Pentru serodiagnosticul babesiozei, ehrlichiozei, anaplasmozei si boreliozei s-a utilizat kit-ul
MegaScreen® FLUOVET® (Diagnostik MegaCor, Austria, GmbH). Kitul contine mai multe lame (slideuri),
fiecare cu 10 microgodeuri specifice pentru un agent etiologic de cercetat. Slideurile contin in godeurile
marcate eritrocite canine fixate si infectate cu specii de babesii (B. canis sau B. gibsoni), monocite infectate
cu E. canis, neutrofile parazitate cu A. phagocytophilum sau antigene fixate de Borellia. Modul de lucru a
urmat pasii inscrisi Tn instructiunile de utilizare a kit-ului. Fiecare slide a fost examinat la microscopul
(Motic-031) cu posibilitati de examinare in lumina ultravioleta (fluorescentd) prin reflexie sau transmisie cu
sistem de filtre adecvat fluorocromului continut de conjugat. Reactia pozitiva (complexul antigen-anticorp)
a fost marcat de aparitia unei culori avand o nuanta de verde crud sau verde galbui pe un fond negru.
Interpretarea rezultatelor s-a facut prin comparatie cu martorul pozitiv si negativ.

Prelucrarea statistica a datelor s-a facut cu ajutorul programului Minitab 16 Statistical Software
(Minitab, Inc., 2011), iar diferentele de prevalenta intre diferitele grupuri investigate au fost considerate
semnificative cand valoarea lui p a fost mai mica sau egala cu 0.05.

b. Screening epidemiologic asupra raspandirii dirofilariozei canine in zona de vest
si sud-vest a Romaniei

Cercetdrile au fost realizate pe un efectiv de 608 caini proveniti din 51 de localitati a 10 judete din
vestul si sud-vestul Romaniei. De la fiecare animal s-a recoltat proba de sange in vacutainere de 3 ml cu
anticoagulant (EDTA). Tn vederea evidentierii microfilariilor de Dirofilaria spp. probele de sange au fost
prelucrate prin examenul direct intre lama si lamela. Ulterior, probele in care s-au gasit microfilarii au fost
colorate histochimic cu fosfataza acida si prin metoda Knott modificata, in scopul diferentierii speciilor de
dirofilarii pe baza caracterelor morfologice. Mai mult, tot ca test de diferentiere intre Dirofilaria immitis si
Dirofilaria repens, s-a utilizat testul Snap® 4DX ca metoda rapida imunologica calitativa bazata pe principiul
sandwich imunocromatografic. Acest test identifica antigenele circulante ale femelelor gravide de D.
immitis.

Obiectiv 3. Evaluarea patogenitatii hemoparazitilor asupra gazdelor

Determinarea profilului hematologic si profilului biochimic la caini in infestatia cu
hemoparaziti

Studiul a fost efectuat pe probe de sange recoltate de la caini, infestati natural cu Babesia spp.,
Ehrlichia spp. si Dirofilaria spp., surprinse in faza acuta a bolii, din 15 rase diferite, cu varsta cuprinsa intre
opt luni si 11 ani, 16 masculi si 9 femele.
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Sangele a fost recoltat din vena jugulard in vacutainere, cu anticoagulant (EDTA) si fara
anticoagulant. Pentru profilul hematologic au fost determinati urmatorii parametri: hematocrit (Ht),
hemoglobina (Hb), numarul de eritrocite (E), volumul eritrocitar mediu (VEM), hemoglobina eritrocitara
medie (HEM), concentratia in hemoglobina eritrocitara medie (CHEM), coeficientul de variatie a dimensiunii
eritrocitelor (RDW), trombocitele (PLT), numarul de leucocite (L), procentul de neutrofile, limfocite,
monocite, eozinofile si bazofile. Hematocritul s-a determinat prin centrifugare la 12000 rpm in tuburi

capilare (micrometoda). Calculul indicilor eritrocitari a fost efectuat dupa formulele clasice': VEM (MCV) =
Htx 10 Hb x 10 Hb x 100

; HEM (MCH) = ; CHEM (MCHC) =
E E Ht

Pentru profilul biochimic probele de sange au fost prelucrate cu ajutorul aparatului Vet Screen. S-au
determinat: bilirubina totala (BT), lipaza, albuminele, creatinina, GGT — ul (gamaglutamil transferazei), GOT-
ul (aspartat amino transferaza = AST), GPT-ul (alanin amino transferaza = ALT), fosfataza alcalina, proteinele
totale. Analiza statistica a fost efectuata cu ajutorul programului Microsoft Office Excel.

n cele ce urmeaza sunt puse in discutie modificirile clinicopatologice intalnite in hemoparazitoze si
consecintele asupra gazdelor raportate la literatura de specialitate din domeniu. Tn babesioza canina cele
mai comune modificari hematologice sunt anemia si trombocitopenia. Anemia normocitara si normocroma
apare de obicei in babesioza produsa de speciile de babesii mari. Severitatea anemiei este strans legatad de
specia de babesie implicata, cele mai severe cazuri fiind asociate cu B. canis rossi. Anemia hemolitica este
indusa de fisiunea binard intraeritrocitara a trofozoitilor. Secundar anemia hemolitica mediata imun
deterioreaza eritrocitele cainilor. Prezenta in ser a factorului hemolitic a fost descris in infectia cu B. gibsoni.

Cele mai intalnite modificari ale eritrocitelor sunt anisocitoza si poikilocitoza. Pe langa acestea se mai
intalnesc policromazia, hipocromia, eritroblastoza, dar si normocitoza si ortocromazia.

n mod compensator, organismul reactioneaza, fie prin cresterea numérului de celule active la nivelul
maduvei hematogene prin expansiunea madduvei rosii in cavitdtile oaselor, fie prin scurtarea timpului
necesar pentru producerea unui eritrocit matur functional. in conditii normale pentru organism, eritronului
fi este caracteristica o anumita constanta intre comportamentul de producere, aflat in maduva hematogena
(compartimentul de exploatare functionala din sange) si cel in care are loc destructia (dominant in splina si
ficat). Modificdrile aparute in rapoartele stabilite intre compartimente si in special, in raportul
producere/distrugere, determina interventia rapida a mecanismelor de reglare a homeostaziei, dominate
de activitatea eritropoietinei. Maduva osoasa hematogena are capacitatea de a inlocui, in orice moment, de
cca 7-8 ori, eritrocitele distruse sau pierdute in circulatia sanguina periferica.

in diversitatea extrem de mare a stirilor patologice, atdt din punct de vedere etiologic, cat si
patogenetic, cercetarea valorilor leucocitemiei cantitative si calitative joaca un rol esential, dar rareori
specific. Modificarile leucocitare trebuie, in mod obligatoriu, sa fie clasificate in: modificari ale organelor
hematopoietice cu caracter reactiv-reactional si modificari esentiale, de plus sau minus productie.
Modificarile cantitative si calitative ale leucocitelor (scaderi, cresteri, aparitia de forme imature, forme cu
structuri alterate etc.) oglindesc diferite faze ale luptei si adaptarii la conditiile nou create de actiunea
agentilor patogeni.

in anaplasmozd, unele studii precizeazi cd hematologic se observd trombocitopenia severs,
prezenta la aproximativ 80% din cazuri, limfopenie, apoi limfocitoza si mai rar, neutropenie. Uneori, poate fi
observata o usoara anemie nonregenerativa. Din punct de vedere biochimic, fosfataza alcalina este crescuta
si sunt prezente hipoalbuminemia si hiperfibrinogenemia. Hipoalbuminemia dispare odata cu febra.

Semnele clinice ale bolii apar in faza bacteriemicd a infectiei, iar durata si severitatea acestora
variaza 1n limite largi. Tabloul clinic, polimorf si nespecific, include: febra, letargia, anorexia, dureri
musculare si dificultate in mers, voma, diarea, poliartrita, splenomegalia, limfoadenopatia si anemia. De
asemenea, aditional, mai pot apdrea schiopaturile si durerile articulare. Rar, pot fi observate probleme la
nivelul cailor respiratorii (ca tusea, tahipneea) sau la nivelul sistemului nervos central, cum ar fi: meningita,
ataxia sau alte manifestari neurologice nespecifice.

n babesioza severitatea semnelor clinice este strans legatd de gradul de replicare al parazitului in
eritrocitele gazdei, de liza celulara produsa, precum si de patogenitatea tulpinii de Babesia infectanta.

Din punct de vedere hematologic, in infectiile cu Babesia spp., s-au constatat prezenta anemiei
hipocrome-normocitare, policromastiei, neutropeniei, anizocitozei, leucocitozei neutrofilice, monocitozei,
limfopeniei si trombocitopenei. La analiza hemogramei s-au constatat prezenta anemiei hemolitice

1 Ht — hematocrit, Hb — hemoglobind, MCV=VEM -volumul eritrocitar mediu, MCH=HEM-hemoglobina eritrocitara
medie, MCHC=CHEM-concentratia in hemoglobina eritrocitara medie.
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regenerative, scaderea volumului celular total si trombopenie. Severitatea anemiei poate varia in linii largi,
iar in unele cazuri, numarul total de eritrocite poate scadea panala 1,7 x 106/mm3. Volumul leucocitar total
poate fi scizut sau crescut. in infectia cu B. gibsoni modificirile leucogramei sunt nespecifice, desi a fost
observata neutropenie tranzitorie severa.

Dupa administrarea tratamentului trombocitemia, numarul total de leucocite si hematocritul au
crescut zilnic, ajungand la valorile de referinta in patru zile.

Din punct de vedere metabolic, s-a observat cresterea ALT, bilirubinei si ureei, precum si
hipoglicemie. Tulburarile acido-bazice sunt relativ comune in babesioza severa, cu prezenta acidozei
metabolice si alcalozei respiratorii. Combinatia acidozei metabolice cu hipoglicemia si hiperlactemia este un
indicator al hipoxiei tisulare. De asemenea, s-a mai constatat prezenta azotemiei renale, anemiei imuno-
mediate si pigmenturiei.

Boala de Lyme este o afectiune inflamatorie multisistemica, afectand sistemele reticuloendoteliale,
cardiovascular, nervos, central si osos. Cazurile diagnosticate in prezentul contract sunt animale serologic
pozitive, ceea ce inseamna ca nu au fost surprinse cazuri acute de boald. Majoritatea cainilor infectati sunt
normali din punct de vedere clinic. Semnele clinice se manifesta doar pana la 5% dintre cainii expusi la B.
burgdorferi.

La caine, boala poate aparea de la doud pana la cinci luni din momentul inocularii agentului patogen.
n faza de debut apare hipertermia (39,5-40,5°C), acompaniata de letargie, anorexie si adinamie. Deseori, la
locul intepaturii se poate observa o macula rosie destul de discreta.

Dirofilarioza cardiovasculara evolueaza diferit, de la un caz la altul, cronic, subclinic, cu manifestari
polimorfe, sub forma de sindroame fiind strict legata de gradul de infestatie, reactivitatea individuala si
efortul depus de céine.

Evolutia dirofilariozei este dependenta de o multitudine de factori. Daca cainii nu sunt supusi
efortului este posibila o supravietuire indelungata. Uneori boala se agraveaza progresiv, cu anemie,
hematurie, albuminurie si moarte in 6-18 luni. Animalele supuse unui efort intens (cdini de vanatoare, cei
dresati pentru diferite servicii si cei de la stane) pot muri dupa o evolutie rapida, prin insuficienta cardiaca.

Modificarile clinicopatologice asociate infectiei cu Ehrlichia canis variaza mult de la un animal la altul
si sunt influentate de rezistenta organismului, de statusul imun al gazdei si de rasa De obicei, faza acuta a
infectiei trece neobservata, iar simptomele sunt foarte slabe pentru ca proprietarii sa solicite examen
medical. Printre putinele simptome nespecifice se numara letargia, febra, anorexia, pierderi in greutate, la
care se asociazd morfopatologic splenomegalia si limfadenopatia generalizati. Tn majoritatea cazurilor,
boala se diagnostica n faza cronica.

Semne hemoragice cum ar fi epistaxisul, melena, hemoragia petesiald, echimoza, hemoragia retinei
sau hematuria se observa in 25% péand la 60% din cazuri. Uveita anterioard, perturbari ale retinei sau
modificdri neurologice sunt observate ocazional

Paraclinic, anemia nonregenerativa este identificata in majoritatea cazurilor. Celulele albe pot scddea
in limitele sau sub limitele normale la cainii cu ehrlichioza. Desi hiperglobulinemia nu a fost raportata in
mod repetat, a fost observata in majoritatea cazurilor. Alte modificari ale serului, gasite cu regularitate,
includ hipoalbuminemia, scaderea fosfatazei alcaline si concentratiei alanil transaminazei. Proteinemia
poate sa apara independent sau in mod concurent cu glomerulonefrita

in concluzie se poate spune ci modificirile clinico patologice, la cini, in hemoparazitoze, depind
foarte mult de specia de patogen implicata, de imunitatea gazdei, varsta, boli intercurente si zona
geografica de provenienta, fiind cunoscut ca patogenitatea speciilor variaza cu susa sau subspecia implicata.

Datorita evolutiei subclinice sau cu simptomatologie stearsa, caracteristica unor hemoparazitoze,
boala poate trece neobservata, proprietarii nu efectueaza vizita la medicul veterinar, nefiind solicitate
examene de specialitate. Tn consecintd aceste animale scapa supravegherii epidemiologice sau complici
epidemiologia bolii fiind surse importante de patogeni.
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