Summary

The diversity of causative agents of infec-
tious diseases identified in ticks collected
in the Republic of Moldova

Arthropod ticks (family Ixodidae) are vec-
tors for pathogens that cause infectious
diseases in humans. Species collected in
the Republic of Moldova and identified as:
Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus,
D. marginatus and Haemophysalis punc-
tata were subjected of laboratory research
methods: enzyme-linked immunoassay
(ELISA) and polymerase chain reaction
(PCR). The results showed that in the
ixodidae tick populations were identified
genomes of causative agents of the next
transmissible diseases: Tick-born encepha-
litis, West Nile, Lyme disease, Ehrlihioses,
and Babesiosis.

Keywords: Ixodidae, vector, Tick-born
encephalitis, West Nile, Lyme disease,
Ehrlihioses.
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Introducere

Schimbarile climatice (incalzirea globald) pot favoriza modi-
ficarea arealului cdpuselor ixodide, determinand riscul de inregis-
trare a unor maladii transmisibile in teritorii noi.

Modificarile climatice din ultimii ani influenteaza atat ecologia
vectorilor (cadpuselor ixodide), animalelor vertebrate — gazdelor, cat
si particularitatile circulatiei microorganismelor in populatia lor.

Sporirea riscului de contractare a maladiilor transmise prin
intermediul vectorilor in ultimele decenii este influentata si de
factori sociali, care includ sporirea densitatii populatiei umane si
apropierea de focarele naturale, cresterea gradului de globalizare
sia procesului de urbanizare, migratia intensa, contribuind in acest
mod la diseminarea geografica si majorarea incidentei prin maladii
infectioase, transmise prin intermediul vectorilor.

Capusele pot transmite un sir de agenti patogeni, astfel mus-
catura unei cdpuse poate duce la raspandirea mai multor maladii
infectioase [1].

in Statele Unite ale Americii, speciile de capuse Ixodes scapu-
laris, Amblyomma americanum, Dermacentor variabilis, D. andersoni
pot fi vectori ai agentilor cauzali ai maladiilor infectioase [1]. Prin-
tre infectiile transmise de capuse sunt forme nosologice severe
emergente si reemergente (borrelioza Lyme, febre recurente de
capuse, ehrlihioza, babezioza etc).

in regiunea europeans, riscul maladiilor infectioase transmise
prin vectori este mentinut, in ultimul deceniu, de particularitati-
le de extindere geografica a speciilor de vectori si de existenta
speciilor specifice in areale caracteristice. Pe parcursul ultimului
deceniu, febra hemoragica de Crimeea-Congo (FHCC), care are o
rata de fatalitate considerabila, a aparut si reaparut in mai multe
tari din regiunea balcanica, Turcia, regiunile de sud-vest ale Fede-
ratiei Ruse si Ucrainei [2]. Distributia geografica a FHCC coincide
cu cea a capuselor din genul Hyalomma. in regiunea europeana,
principalul vector al FHCC — Hyalomma marginatum - poate fi de-
pistatin Albania, Bulgaria, Franta, Grecia, Italia, Kosovo, Republica
Moldova, Portugalia, Romania etc. [2].

Encefalita acariand este atestata in ultimele decenii ca fiind
o maladie reemegenta si agentul etiologic ai acestei maladii este
printre cele mai importante microorganisme care cauzeaza en-
cefalitele virale in Europa. Aceasta nosologie este, de asemenea,
transmisa de capusele ixodide [3]. In unele zone endemice din
Federatia Rusa, rata contaminarii capuselor Ixodes persulcatus si Ix.
pavlovskyi cu virusul encefalitei acariene constituie 5,7% [4].

Borrelioza Lyme este cea mai frecvent inregistrata maladie
transmisa de capusele din genul Ixodes, care contin agentul cauzal
in intestine si glandele salivare. Capusele Ixodes scapularis si Ix. pa-
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cificus preponderent sunt implicate in transmiterea
borreliozei Lyme in SUA, iar Ix. ricinus - in regiunea
europeana [1, 51. Suplimentar, speciile de capuse Ix.
scapularis pot transmite agentii cauzali ai unui sir
de alte maladii, ca ehrlihioza si babezioza. Capusele
Dermacentor sunt vectorii rickettsiozelor, febrei Q si
tularemiei.

In Europa, infectia cu virusul West Nile reprezin-
ta o maladie agentii cauzali ai cdreia sunt transmisi de
circa 43 de specii de tantari [6, 7]. Factorii de mediu
(ploile torentiale urmate de inundatii, irigarea, tem-
peraturile ridicate), inclusiv activitatile antropogene,
sporesc densitatea populatiei de vectori, formand
nise ecologice care favorizeaza reproducerea lor
masiva. Numarul crescut de tantari contaminati cu
virusul West Nile sporeste riscul de contractare a
maladiei si determina aparitia cazurilor si cresterea
incidentei infectiei cu virusul West Nile [6]. Riscul
raspandirii acestei maladii in Republica Moldova
se mentine datorita circulatiei agentului cauzal in
populatiile de tantari in regiunile limitrofe, fapt
demonstrat si de izbucnirea epidemica cu 57 de
cazuri de infectie cu virusul West Nile in Romania,
in perioada iulie - octombrie 2010 [8]. Infectia cu
virusul West Nile este transmisa de tantari, desi sunt
dovezi ca cdpusele din fam. Ixodidae de asemenea
sunt capabile de a juca rolul de vector [9, 10].

Republica Moldova, de rand cu alte tari din
Europa, trece prin aceleasi schimbari sociale si cli-
materice, astfel exista riscul iminent de aparitie a
maladiilor infectioase, transmise prin vectori.

Pe intreg teritoriul Republicii Moldova a fost
stabilita prezenta a 22 specii de capuse ixodide [11],
ce pot fi implicate in raspandirea agentilor cauzali,
cu formarea noilor focare naturale si mentinerea
celor existente.

in republica noastra, studiile preventive (a.a.
1990, 2003, 2005) au demonstrat implicareaintensa
in procesul epizootic a 4 specii de capuse: Ixodes
ricinus, Haemaphisalis punctata, Dermacentor mar-
ginatus si D. reticulatus, la care s-au depistat agentii
cauzali ai 7 maladii infectioase. Diversitatea cea mai
mare de agenti cauzali se atestd la specia de capuse
Ix. ricinus. Agentii cauzali ai 6 maladii, inclusiv ai febrei
hemoragice de Crimeea-Congo, infectiei cu virusul
West Nile, tularemiei, borreliozei Lyme, febrei Q si
ehrlihiozei granulocitare umane au fost identificati
la cea mai raspandita pe teritoriul {arii noastre specie
de capuse - Ix. ricinus. Capusele din genul Derma-
centor (D. marginatus si D. reticulatus) sunt vectorii
agentilor patogeni ai tularemiei si febrei Q. Agentii
cauzali ai febrei Q si febrei hemoragice de Crimeea-
Congo au fost identificati la capusele Haemaphisalis
punctata. Doar la capusele din specia D. marginatus a
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fost depistat agentul cauzal al encefalitei acariene, al
infectiei cu virusul West Nile si al febrei hemoragice
de Crimeea-Congo.

Monitorizarea continua a actiunii factorilor de
mediu (temperatura, umeditatea etc.), determinarea
atat a varietatii speciilor de capuse ixodide existente,
a aparitiei speciilor noi, cat si detectarea diversitatii
agentilor cauzali ai maladiilor infectioase permit
estimarea pericolului si evaluarea riscului, pentru
sanatatea publica, de aparitie a maladiilor transmise
de vectori cu evolutie grava si letalitate inalta.

Datele despre bolile infectioase indica ca
incidenta acestor maladii in Europa este mult mai
mare decat numarul cazurilor diagnosticate si celor
inregistrate in statistica oficiala ale autoritatilor de
sanatate publica.

Materiale si metode

Capusele ixodide au fost colectate cu folosi-
rea metodelor-standard in perioada activitatii lor
biologice maximale de primavara-toamna, de pe
vegetatie si animale domestice (bovine, ovine) in
2008. Teritoriile de studiu au inclus biotopurile de
padure, clasificate in 3 ecotopuri: marginea padurii;
padure si fasii de padure; biotopuri umede, zone de
odihna si agrement din toate cele 3 zone ale Repu-
blicii Moldova. Lucrarile de colectare a materialului
biologic au fost infaptuite in conformitate cu meto-
dele-standard [12].

Materialul colectat a fost supus analizei sistema-
tice a speciilor de capuse ixodide, cu determinarea
diversitatii si densitatii lor. Indicele densitatii capuse-
lor reprezintd raportul numarului total colectat de ca-
puse ixodide la numarul rutelor (traseelor) standard
cu o lungime de 200 m. in perioada de referinta, cu
ajutorul flagului”au fost colectate de pe plante 351
de exemplare si de pe animale — 408 exemplare de
capuse ixodide, ce apartineau sistematic la 4 specii:
Ixodes ricinus, Dermacentor marginatus, D. reticulatus,
Haemaphysalis punctata si H. inermis.

Speciile: Ix. ricinus (151 ex.), D. reticulatus (2 ex.),
D. marginatus (12 ex.) siHaemophysalis punctata (10
ex.), pastrate in conditii de minus 20°C, au fost supu-
se cercetarilor de laborator cu folosirea metodelor:
imunoenzimatica (ELISA), utilizand trusele Vector
Best (Federatia Rusa), si reactia de polimerizare in
lant (PCR) conform instructiei.

In testul ELISA, pe faza solida au fost fixati anti-
corpi monoclinali catre virusul West Nile, care ulterior
s-au incubat cu antigenul din probele colectate. La
complexul antigen/anticorp format s-au adaugat
anticorpi umani marcati cu peroxidaza de hrean,
facand acest complex enzimo-activ. La addugarea
substratului compus din apa oxigenata si tetrame-
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tilbenzedina a aparut culoare, reactia a fost stopata cu solutie de acid. Rezultatul a fost evaluat in functie
de intensitatea culorii, prin determinarea, cu ajutorul spectrofotometrului, a densitatii optice in lungimea
de unda 450 nm.

Pentru reactia de polimerizare in lant (PCR), capusele au fost pastrate la temperatura minus 70°C.
Omogenizarea mostrelor a fost efectuata in mojar, cu addugarea a 300 pl solutie salina tampon fosfat. Aci-
zii nucleici din 100 pl de omogenat au fost extrasi prin utilizarea truselor P60 Cop6 (Interlabservis, Rusia),
conform instructiei.

Reverstranscrierea: ADN complementar a fost sintetizat pe matricea ARN sumar, cu utilizarea prime-
rului sintetic dN,. Sinteza a fost efectuata in 20 pl de solutie cu urmatoarea compozitie: 4 ul solutie salind
(x5) tampon pentru revers transcriere (Medighen, Rusia), 10 MM DTT, cate 1 MM pentru fiecare dezoxinucle-
ozidtrifosfat, 2,5 MmkM xeamer dN,, 50 e.a. revers transcriptaza M-MulV (Sibenzim, Rusia) la t 37°C timp de 1
ora. Inainte de adaugarea reverstranscriptazei, amestecul a fost incilzit la +65°C timp de 2 minute si apoi
introdus in gheata.

Reactia de polimerizare in lant pentru amplificarea genomului diferitor agenti, au fost utilizati primeri
specifici cu structura remarcata in datele din literatura [1-3]. Amplificarea a fost efectuata in 30 ul de solutie-
tampon pentru Tag ADN-polimeraza (Medighen, Rusia), 0.2 mM pentru fiecare dezoxinucleozidtrifosfat, 0.08
UM primeri, 2 un. Taq ADN-polimeraza (Medighen, Rusia). Temperaturile optime pentru diferite perechi de
primeri au fost determinate experimental (temperaturi tipice 95°C — 10 sec., Tann - 15 sec., 72°C - 30 sec. 40
cicluri). Rezultatele obtinute au fost analizate prin metode statistice acceptate.

Rezultate obtinute

Colectdrile efectuate in cele 3 zone ale Republicii Moldova au identificat 4 specii de capuse Ixodes rici-
nus, Dermacentor marginatus, D. reticulatus Haemaphysalis punctata, cu repartizarea si clasificarea acestora
in eprubete dupa gen, specii pentru efectuarea investigatiilor microbiologice (vezi tabelul).

Distributia teritoriald a cdpuselor ixodide si ponderea agentilor patogeni ai maladiilor transmisibile in
Republica Moldova

N §” Mod de Specii capugse § = Agenti microbieni
N § colectare ixodide S .8 [ Borre- | Virus en- Virus Ehrli- | Babe-
M lii cef acar. | West Nile hii i
Ix. ricinus 53 12 8 5 - 3
rl Gloden.l, tiibara de vegetatie D. reticulatus 2 1 1 - - -
= odihna
E D. marginatus 4 4 - - - -
r-1 Glodeni, rez.“Padurea . Ix. ricinus 42 7 ) - - -
' vegetatie
Domneasca D. marginatus 4 0 - - - -
Subtotal 105 24 9 5 0 3
-1 laloveni, loc de pa- bovine D. marginatus 4 - - 2 - -
g sunat
=
5 . B
© | mun. Chisindu, zond de | oo Ix. ricinus 25 2 4 3 1 1
odihna ;
Subtotal 29 2 4 5 1 1
Stefan-Voda, loc. Talma- . Ix. ricinus 22 - 2 - 7 5
. bovine
za, 1. Nistru
E Stefan-Voda, loc; Co- vegetatie Ix. ricinus 9 - - - 1 3
©»2 | panca-Leuntea, padure
fan-Voda, loc. Talma- .
Stefan-Voda, loc fl ma vegetatie H. punctata 10 1 - - 2 -
za, agrocenoza
Subtotal 41 1 2 0 10 8
Total investigate/rezultate pozitive 175 27 15 10 11 12
Ponderea rezultatelor pozitive (%) - 154 8,6 5,7 6,3 6,9
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Distributia speciilor de capuse difera de la o
zona la alta. Atat numarul, cat si diversitatea mai
mare a speciilor de capuse din genul Ixodes au
fost inregistrate in zona de Nord, in comparatie cu
zonele Sud si Centru. Densitatea inalta a capuselor
a fost inregistrata in teritoriile impadurite, datorita
conditiilor favorabile pentru supravietuirea acestora,
determinate de un numar sporit de rozatoare si ani-
male domestice ce reprezinta surse de alimentare,
conditiilor meteorologice satisfacatoare (umiditate
si temperaturi optime). Rozatoarele si animalele do-
mestice asigura viabilitatea stadiilor de dezvoltare a
capuselor: larva, nimfa, imago.

Capusele colectate au fost investigate, pentru
a determina prezenta agentilor cauzali ai maladiilor
infectioase. Rezultatele investigatiilor de laborator
incluse in tabel denota prezenta la capusele cerce-
tate a agentilor cauzali ai 5 maladii infectioase: bor-
relioza Lyme, encefalita acariand, infectia cu virusul
West Nile, ehrlihiioza si babezioza. Din numarul de
capuse investigate, genomul Borrelia burgdorferi a
fost depistat mai frecvent, in comparatie cu ceilalti
agenti microbieni, inregistrand o pondere medie
de 15,4%. Doar in 2 biotopuri din zonele Sud (r-nul
Stefan-Voda) si Centru (r-nul laloveni) nu a fost de-
pistat genomul Borrelia burgdorferi. Totodata, in cele
4 specii de capuse investigate la Ix. ricinus, colectate
in zona de Nord, s-a inregistrat cea mai inalta pon-
dere de contaminare cu borrelii. In cazuri rare pot fi
identificate borrelii la speciile D. marginatus, D. reti-
culatus si H. punctata. Speciile mentionate, in acelasi
timp, nu prezinta un pericol real pentru raspandirea
infectiei in populatie, deoarece rareori ataca omul,
mai curand fiind implicate in mentinerea focarelor
naturale siin transmiterea agentilor borreliozei Lyme
in populatia animala.

Agentii cauzali ai encefalitei acariene au fost
identificati la specia Ix. ricinus in ecosistemele din cele
3 zonesila specia D. reticulatus doar in zona de Nord,
constituind o pondere medie de 8,6% din numarul
total de capuse investigate. Speciile Ix. ricinus si H.
punctata sunt contaminate cu ehrlichii, constituind
6,9% din numarul total de exemplare investigate.
Agenti cauzali ai babeziozei (6,3%) au fost identificati
la o singura specie Ix. ricinus. Microorganismele ba-
beziile si ehrlichiile au fost evidentiate mai frecvent
la capusele colectate de pe plante si animale in toate
ecosistemele din zona de Sud. Babeziile si ehrlichiile
au fost identificate doar in cazuri unice in zonele
Nord si Centru (mun. Chisindu).

La cdpusele testate prin metoda ELISA a fost
determinat antigenul virusului West Nile. Ulterior
aceste probe au fost investigate prin metoda PCR,
pentruidentificarea genomului viral. Virusul infectiei
cuWest Nile s-a depistat la 5,7% capuse Ix. ricinus si D.
marginatus, colectate in zonele Nord si Centru. Desi
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vectorii de baza ai virusului West Nile sunt tantarii,
capusele ar putea avea un rol de mentinere a agen-
tilor cauzali in natura si transmiterea lor gazdelor
(pasari, animale vertebrate etc.) in timpul alimentarii
cu sange.

Datele prezentate in tabel denota ca la cea mai
raspandita specie de capuse - Ix. ricinus - au fost
identificati agenti cauzali ai 5 maladii infectioase:
borreliozei Lyme, encefalitei acariene, virusului West
Nile, ehrlichiozei si babeziozei. Genul Dermacentor
mentine si asigura persistenta agentilor cauzali ai
3 maladii infectioase: D. reticulatus - ai borreliozei
Lyme, encefalitei acariene; D. marginatus - ai borre-
liozei Lyme, encefalitei acariene si ehrlichiozei. La
specia H. punctata au fost depistati agentii cauzali
ai borreliozei Lyme si ehrlichiozei.

La cdpusele investigate nu au fost depistate
asocieri ale agentilor microbieni, totodata detectarea
unei specii de agenti cauzali nu este strict specifica
pentru o anumita specie de vectori, fapt demonstrat
si de polimorfismul agentilor la speciile de capuse
Ix. ricinus.

Rezultatele recente obtinute denota prezenta
agentilor cauzali ai borreliozei Lyme, encefalitei
acariene, infectiei cu virusul West Nile, ehrlichiozei si
babeziozei in populatiile de capuse. in baza studiilor
preliminare, lista microorganismelor depistate la ca-
puse trebuie suplimentata cu agentii cauzali ai febrei
hemoragice de Crimeea-Congo, tularemiei, febrei Q,
circulatia carora a fost atestata in studiile anterioare.

Desi in perioada 2007-2011, in sistemul de su-
praveghere a maladiilor transmisibile se inregistreaza
anual doar cazuri de borrelioza Lyme (~ 100-150),
febra Q (~ 5-6), tularemie (1 caz in a. 2009), persista
riscul permanent de aparitie si a cazurilor de infectie
cu virusul West Nile, encefalita acariana etc.

Mentinerea supravegherii epidemiologice a
maladiilor transmisibile, fortificarea sistemului de
diagnostic de laborator, implementarea programelor
de monitorizare a vectorilor si a circulatiei agentilor
cauzali vor permite estimarea pericolului, cu evalua-
rea riscului si aplicarea masurilor de raspuns, pentru a
preveniinrautatirea situatiei epidemiologice privind
maladiile transmise prin vectori.

Concluzii

1. Pe teritoriul Republicii Moldova, din 22 de
specii de capuse ixodide existente, 4 au fost iden-
tificate: Ixodes ricinus, Dermacentor reticulatus, D.
marginatus, Haemophysalis punctata, specia Ix. ricinus
fiind atestata in toate ecosistemele cercetate din
zonele Nord, Centru si Sud.

2. La 4 specii de cdpuse investigate au fost
depistati agentii cauzali ai 5 maladii infectioase,
transmise prin intermediul vectorilor, asigurand
persistenta microorganismelor in natura.




3. Mentinerea si fortificarea supravegherii si
controlul maladiilor infectioase, inclusiv a celor trans-
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VALUAREA NIVELULUI
DE IMUNIZARE IMPOTRIVA
UNOR MALADII-TINTA DIN
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Summary delay of the first OPV and DTP revaccination intended for

The data of immunization level against target diseases of
NIP in children aged 15-26 months

Present paper examine the level of vaccination coverage
with some vaccines included in NIP in children aged 15-26
months in different territories of the Republic of Moldova,
take into consideration that the objective of the NIP is to
achieve vaccination coverage level equal to 95%. There were
examined data from medical records about the immunization
of 831 children aged 15-26 months randomly selected in 33
urban (534 children) and rural (297 children) from different
geographical areas of the country. Was assessed completeness
and opportunity of immunization with BCG vaccine, OPV,
DTP, MMR, hepatitis B and Hib infection. Vaccination cov-
erage analysis showed that its level in most vaccines, except
Hib and MMR, is high with the values within the 98-100%
without significant difference between regions and geogra-
phies. Also in whole territory of Moldova was found a total

64

children aged 22-24 months. The first dose of MMR vaccine
received a total of 91.3+1.9% children (90.8+2.5 in urban
areas, rural — 92.3+3.0%, P > 0.05), the respective indices
being at a lower level than expected for the NIP. It detected
a significant difference in vaccination coverage indices in
different regions and territories of the R. of Moldova which
requires the development of organizational measures.

Keywords: vaccination coverage, children, geographical
areas.

Pe3rome

Ouenka ypoeHsa 0xeama UMMYHU3AUUEIl NPOMUE Uel1e8bIX
ungpexyun HITH oemelii 6 so3pacme 15-26 mecayes

B pabome u3zyuen yposenv oxeama ummyHuzayueli Hekomo-
poIMU aKyuHamu, exmodentsvimu ¢ HITU, cpedu oemelti 8 603-
pacme 15-26 mecsyes 6 pasuvix meppumopusx P. Monooesa, ¢




