TEZA DE DOCTORAT

Cercetari privind
Interactiunea capusa
(Ixodidae) — Borrelia — gazda
receptiva; diversitatea genetica
a unor specii din genul
Borrelia

(REZUMAT AL TEZEI DE DOCTORAT)

Doctorand Zsuzsa Kalmar

Conducator de doctorat Prof. Univ. Dr. Vasile Cozma
Membru titular al Academiei de Stiinte Agricole si Silvice Bucuresti







Cercetdri privind interactiunea capusd (Ixodidae) - Borrelia - gazda receptivd; diversitatea
geneticd a unor specii din genul Borrelia

REZUMAT

in ultimul deceniu bolile vectoriale transmise de cipuse au devenit
din ce in ce mai importante. Incilzirea globali, urbanizarea habitatului
natural al capuselor, cresterea populatiilor unor specii de gazde vertebrate
in zonele de habitat ale artropodelor afecteaza biologia vectorilor si
transmiterea agentilor patogeni, astfel cd, incidenta anuala a bolilor
vectoriale este in crestere (GRAY, 2009). Incidenta bolilor vectoriale se
extinde in acele zone geografice unde vectorii agentilor patogeni sunt
distribuiti, fiind mai frecventa in perioada de activitate a capuselor vectori.

Spirochetele din genul Borrelia sunt printre cei mai larg raspanditi
agenti patogeni bacterieni transmisi de capuse. Speciile genului Borrelia
prezinta patogenitate diferita in gazdele vertebrate si sunt mentinute in
cadrul unui sistem ciclic ce implica prezenta anumitor specii de capuse
vectori (PARTE, 2014). Speciile de Borrelia, din punct de vedere filogenetic,
sunt impartite in trei grupe de spirochete: agentii cauzatori ai boreliozei
Lyme (grupa BL), agentii cauzatori ai febrei recurente (grupa FR),
respectiv specii de Borrelia care sunt asociate cu reptile (grupa REP) si a
cdror patogenitate la om nu este cunoscutd in momentul de fata.

Borelioza Lyme este consideratad cea mai raspanditd boala vectoriala
transmisa de capuse atat In Europa cat si in America de Nord si Asia, fiind
cauzatda de spirochete din complexul Borrelia burgdorferi sensu lato
(MASUZAWA, 2004). Datorita afectiunii multisistemice la om, aceasta
boala este numita si ‘boala cu 1000 de fete’, afectand pielea, articulatiile,
sistemul nervos si cordul (CIUTA, 2012). Omul este considerat gazdi
terminald, deoarece nu poate transmite mai departe agentii etiologici,
inchizand ciclul infectiei. In momentul de fati se cunosc 20 agenti etiologici
ai BL care au o distributie geografica diferita. Agentul etiologic al acestei
zoonoze vectoriale circuld atat in capusele vectori, cat si in gazdele
vertebrate salbatice si domestice, afectand atat unele specii de animale cat,
si omul.

in Europa cea mai frecventi si des raportati specie, cauzatoare a
febrei recurente, este B. miyamotoi, fiind semnalata atat la diferite specii de
cdpuse, cat si la rozatoare, micromamifere, pdsari, respectiv la om
(WAGEMAKERS, 2015). Din punct de vedere filogenetic, aceasta specie face
parte din grupa FR, dar este o specie care produce simptome similare atat
cu speciile din grupa BL, cat si din grupa FR. Studiie efectuate arata faptul
ca aceastd specie se poate regasi atat la stadiile larvare ale capuselor, cat si
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la nimfe si adulti, demonstrand tansmiterea transovariana a speciei
(SCOLES, 2001).

Grupa REP cuprinde specii care s-au izolat de la reptile sau de la
capusele care paraziteazd aceste vertebrate, incluzadnd specia Borreli
turcica. Ecologia si patogenitatea bacteriei B. turcica este incomplet
elucidata. Datele filogenetice arata faptul ca aceasta bacterie formeaza un
cluster cu speciile din grupa BL si FR.

Gazdele rezervor in cele mai multe cazuri sunt specii comune de
animale din fauna spontand, care mentin si transmit patogenii citre un
vector, sau un lant succesiv de vectori care la randul sau transmite boala la
gazda finala (ANDERSON, 1991). Gazdele rezervor sunt specii care satisfac
cateva conditii specifice, cum ar fi de exemplu capacitatea de a mentine viu
patogenul pe perioade de timp indelungate, capacitatea de a transmite
patogenul la un vector si capacitatea de a fi gazda comuna a acestui vector
(GERN, 1998).

Rolul micromamiferelor este considerat ca fiind de o deosebita
importan{a epidemiologicd, de asemenea sunt considerate markeri pentru
evaluarea distributiei unor specii de capuse, iar prin densitatea ridicata in
majoritatea habitatelor forestiere, ele devin un grup important de gazde
rezervor (HANINCOVA, 2003).

Datoritd mediatizarii din ultimii ani privind riscul de infectare cu
Borrelia spp. transmise prin muscaturi de capuse, datele epidemiologice in
Romania cresc anual. Pana in prezent, in Romania datele epidemiologice la
om sunt limitate (BRICIU, 2011; 2014), dar exista studii serologice la ciini,
cai (KISS, 2011; MIRCEAN, 2012), si studii moleculare la arici
(DUMITRACHE, 2012), mustelide (GHERMAN, 2012) si la cdpusele
colectate de pe vegetatie (COIPAN, 2010; 2011; KALMAR, 2013).

In acest context, lucrarea de fatd a avut ca si obiective generale
urmatoarele:

eStabilirea prevalentei si diversitatii unor specii din genul Borrelia
la capusele Ixodes ricinus nehranite din Romania si analiza distributiei
spatiale a speciilor implicate in infectie;

eFurnizarea datelor epidemiologice privind prezenta bacteriilor
Borrelia in tesuturile unor specii de animale si in corpul capuselor parazite
pe aceste animale;

eEvaluarea posibilititii de transmitere si stabilirea prevalentei
moleculare a bacteriei Borrelia turcica la capusele Hyalomma aegyptium
parazite pe specia de {estoase Testudo graeca din Romania;
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eCaracterizarea structurii moleculare si determinarea conformatiei
structurii ADN-ului prin spectroscopia in infrarosu cu transformata
Fourier (FT-IR) a spirochetei Borreli turcica.

Lucrarea cuprinde 163 pagini si este structurata pe doua parti:
prima parte, stadiul actual al cunoasterii, cuprinde 5 capitole, iar partea a
doua, contributia personald, 10 capitole.

Prima parte este structurata pe cinci capitole si prezinta in mod
sintetic informatii din literatura de specialitate referitoare la rolul vectorial
al cdpuselor Ixodidae, principalele boli vectoriale cauzate de acestea,
borelioza Lyme si febra recurents, biologia agentului patogen Borrelia spp.
si gazdele rezervor competente, precum si cateva date privind principalele
metode de detectare si identificare a agentului patogen Borrelia spp.

Capitol 1 prezinta date referitoare la ciclul biologic al capuselor
Ixodidae si rolul/competenta vectoriala al acestora. Capitolul 2 detaliaza
manifestdrile clinice a celor doua boli vectoriale cauzate de agentii
etiologici, borelioza Lyme, respectiv febra recurentd, boli transmise de
capuse. Capitolul 3 descrie caracteristicile generale ale agentului patogen
Borrelia spp., detalidnd morfologia si structura acestei bacterii. Capitol 4
prezinta gazdele rezervor pentru Borrelia spp. totodata abordeaza
interactiunile intre capusa - Borrelia - gazda vertebrata. Ultimul capitol,
capitolul 5, al primei parti este dedicat metodelor de detectare si
identificare a agenutlui patogen Borrelia spp. Se prezinta principalele
metode moleculare si spectroscopice de detectare si de identificare a
borreliilor atit in organsimul capuselor, ciat si in tesutul gazdelor
vertebrate.

Partea a doua a tezei este structuratd pe 10 capitole, incluzand
ipoteza de lucru/obiective (capitolul 6) si metodologia generala (capitolul
7), urmat de cercetarile proprii (capitolele 8 - 13), concluziile generale si
recomandarile (capitolul 14), respectiv originalitatea si contributiile
inovative ale tezei (capitolul 15). Lucrarea se incheie cu lista bibliografica
(397 de titluri).

Capitolul 8 a avut ca obiectiv identificarea diferitelor genospecii din
complexul B. burgdroferi s, de asemenea, analiza spatiala a speciilor
implicate in infectia capuselor I ricinus nehranite din Romania.

In Romania, informatiile referitoare la infectia cu Borrelia spp. la
cdpusele nehranite si la om, sunt incd limitate. Primul studiu, la nivel
natioanal privind infectia capuselor I ricinus nehranite, s-a efectuat de
echipa noastra in cadrul unui proiect de cercetare IDEI-PCCE CNCSIS 84,
7/2010 (DUMITRACHE, 2012; KALMAR, 2013). In vederea identificarii
genospeciilor de B. burgdorferi s.l. implicate in infectie, s-au aplicat doua
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metode de identificare, printre care: RFLP si secventializarea ADN-ului.
Astfel, din 172 de capuse I ricinus infectate cu B. burgdorferi s.l., 141 (82%,
95% CI: 75.4 - 87.4) de capuse au avut infectii monospecifice. Cea mai
frecventa specie detectata a fost B. afzelii (126/12.221; 1.03% sau 73.25%
din capuse infectate), urmata de B. garinii (65/12.221; 0.53% sau 37.79%
din cipuse infectate), si B. burgdorferi s.s. (12/12.221; 0.10% sau 6.98%
din capuse infectate). Co-infectii s-au detectat la 31 de capuse (18%) in 14
localitati, aceste fiind urmatoarele: B. afzelii + B. garinii, B. garinii + B.
burgdorferi s.s. si o cipusa co-infectata cu B. afzelii + B. burgdorferi s.s. Din
cele 65 . ricinus infectate cu B. afzelii, la 30 de infectii (46.2%, 95% CI: 33.7
- 59.0) s-au depistat co-infectii. Cea mai larg raspandita genospecie din
Romania este B. afzelii, aceasta specie fiind detectatd in 46 localitati,
urmata de B. garinii in 23 localitati si B. burgdorferi s.s. in 12 localitati.

Valorile prevalentei infectiei cu diferite specii de Borrelia
identificate in alte tari europene sunt comparabile cu datele noastre
obtinute in acest studiu. Genospeciile dominante in Romania sunt B. afzelii
si B. garinii, B. afzelii este o genospecie simpatrica cu B. garinii, care este
frecventa 1n regiunile de deal, si cu B. burgdorferi s.s. a carei distributie
este limitata. Totusi, studiile efectuate In Europa releva faptul ca B. afzelii
este specia cea mai raspandita atat in alte tari din sud-estul Europei, cat si
in Romania (COPIAN, 2011). in studiul de fatd, s-a evaluat, pentru prima
data, diversitatea genetica a diferitelor genospecii de B. burgdorferi s.l. la
capusele [ ricinus, colectate de pe vegetatie, pe plan national, respectiv s-a
analizat distributia spatiald a acestora.

Capitolul 9 a avut ca obiectiv determinarea prevalentei infectiei cu
B. miyamotoi la capusele I ricinus nehranite din Transilvania si distributia
spatiald a acestei specii. Borrelia miyamotoi este o spirocheta care din
punct de vedere filogenetic face parte din grupa FR, dar din punctul de
vedere al simptomelor si manifestarilor clinice pe care aceasta le poate
provoca, este o specie care produce simptome similare cu BL si FR
(KRAUSE, 2015). Borrelia miyamotoi este raspandita in Europa, America,
Rusia si Japonia (FONVILLE, 2014). Desi existenta acestei specii se
cunoaste din anul 1999, totusi, aceasta a primit putina atentie pana la
primele raportari de cazuri umane. Cu toate acestea, nu exista informatii
referitoare la infectia cu B. miyamotoi la capusele I ricinus nehranite din
Romania.

Pentru a obtine o indicatie privind prezenta agentului patogen B.
miyamotoi in cdpusele nehranite I ricinus, s-au selectat aleatoriu cipuse
din 14 judete din regiunea Transilvania. Astfel, s-au analizat 468 de capuse
nehranite I ricinus pentru infectia cu B. miyamotoi. Detectarea agentului
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patogen s-a efectuat prin PCR cantitativ, tintind gena flab (FONVILLE,
2014). Din 468 de cdpuse nehranite I ricinus (26.92% masculi, 63.25%
femele, 9.83% nimfe) incluse In acest studiu, 7 capuse au fost infectate cu
B. miyamotoi, astfel prevalenta totald a infectiei a fost 1.5%. Infectii s-au
detectat in 5 localitati, iar prevalenta localda in localitatile unde s-au
inregistrat capuse infectate, a variat intre 1.61% - 8.33%.

Valorile prevalentei infectiei cu B. miyamotoi identificate in alte tari
europene sunt similare cu rezultatele obtinute in studiul de fata.
Cunoasterea distributiei geografice a speciei B. miyamotoi este limitata, dar
se presupune ca aceasta specie are o distributie similara cu cele cauzatoare
ale BL (KRAUSE, 2015). Rezultatele obtinute in acest studiu sugereaza o
distributie mozaicatd a B. miyamotoi la capusele nehranite I ricinus In zona
investigata, fiind, prima semnalare in Romania.

Capitolul 10 a avut ca obiectiv furnizarea datelor epidemiologice
privind prezenta Borrelia spp. In {esuturile micromamiferelor din Romania
si In corpul cdpuselor parazite pe aceste animale. Micromamiferele
constituie gazde rezervor competente pentru capuse, care mentin si
transmit agentii patogeni catre vectori ce sunt transmisi mai departe la
gazda finala (BOWMANN, 2008). Dintre micromamifere, in principal,
diferitele specii de rozdtoare sunt rezervoare competente pentru capuse
(MIHALCA, 2012a; 2013). Aceste gazde sunt considerate markeri pentru
evaluarea distributiei unor specii de cipuse (MIHALCA, 2012b). Datorita
faptului ca micromamiferele sunt gazde pentru diferite specii de capuse
(MIHALCA, 2012b), iar nivelul de parazitare al acestora este ridicat, aceste
animale joacad un rol important in epidemiologia bolilor vectoriale
transmise prin capuse.

In acest sens, 401 de micromamifere (11 specii) au fost colectati din
7 judete din Romania: 9 specii de rozatoare - soareci (Apodemus agrarius,
A. flavicollis, A. sylvaticus, A. uralensis, M. minutus, M. agrestis, M. arvalis, M.
subterraneus, M. glareolus) si doua specii de insectivore - chitcani
(Crocidura leucodon, C. suaveolens). De la 393 animale (98%) s-a recoltat
atat cordul, cat si ficatul, de la doua animale (0.50%) doar cordul, iar de la
6 (1.50%) doar ficatul. In ceea ce priveste infectia cu Borrelia spp. la I.
ricinus colectate (n=301) de pe micromamifere, nu s-au gasit cdpuse
infectate cu aceste spirochete.

Prevalenta totald a infectiei cu Borrelia spp. la micromamifere a fost
de 4.99%. Cea mai ridicatd prevalenta din totalul micromamiferelor
examinate, s-a Inregistrat la C. suaveolens (7/49; 1.45%), urmat de A.
agrarius (3/87; 0.75%) si M. arvalis (3/53; 0.75%), A. flavicollis (2/49;
0.50%) si M. glareolus (2/32; 0.50%), M. agrestis (1/2; 0.5%), M. minutus
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(1/11; 0.50%), C. leucodon (1/21; 0.25%). Tesuturile infectate au fost atat
cordul (13/395; 3.29%), cat si ficatul (11/399; 2.76%). Cea mai frecventa
specie detectata din totalul probelor pozitive a fost B. afzelii (14/20; 70%),
urmata de B. garinii, B. burgdorferi s.s. si B. miyamotoi cu o prevalenta de
10% (2/20) in cazul fiecdrei specii. Corelarea genospeciilor cu speciile de
gazda, arata faptul ca B. afzelii a fost detectatd la 8 specii de micromamifere
(A. agrarius, A. flavicollis, C. leucodon, C. suaveolens M. minutus, M. agrestis,
M. arvalis, M. glareolus), la cate un exemplar din fiecare specie de
micromamifer enumerat, fiind mai frecventa la C. suaveolens. Borrelia
garinii, B. burgdorferi s.s. si B. miyamotoi au fost detectate la cate doua
specii de animale, prezentand urmatoarele asocieri: B. garinii - A. agrarius,
B. garinii - M. arvalis respectiv B. burgdorferi s.s. - A. agrarius si B.
burgdorferi s.s. - M. arvalis, Borrelia miyamotoi - A. flavicollis si M. glareolus,
in ambele cazuri tesutul infectat fiind ficatul.

Studiul de fata este primul care evalueaza prevalenta infectiei cu
Borrelia spp. In tesuturile recoltate de la rozatoare si insectivore din
Romania, 1n corelatie cu capusele parazite pe aceste animale. De asemenea,
este primul studiu In care s-a semnalat prezenta agentului patogen
Borrelia spp. la speciile insectivore C. leucodon, respectiv C. suaveolens.
Rolul de rezervor la cele doua specii de insectivore nu s-a mai evaluat pana
in prezent.

14 nimfe 14 adulyi

2 femele nehranite 6 masculi nehrinifi 6 nimfe hranite moarte 4 femele hrinite 10 masculi hréiniti
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transmitere transstadiala
Fig. 1. Stagiile cipuselor H. aegyptium, infectia lor cu B. turcica relevati dupa naparlire si
cultivare, respectiv dupi analiza PCR (KALMAR, 2015a).
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Capitolul 11 a avut ca obiectiv evaluarea posibilitatii de transmitere
a bacteriei B. turcica in diferite stadii de dezvoltare al capuselor H.
aegyptium parazite pe specia de testoasa dobrogeana Testudo graeca din
Romania. Importanta si rolul epidemiologic al testoaselor (reptilelor) a
crescut, datorita comertului international al animalelor de companie
provenite din salbaticie (BURRIDGE, 2011). O multitudine de agenti
patogeni emergenti si/sau zoonotici, au fost izolati de la reptile sau de la
cdpusele care paraziteaza aceste vertebrate (PASTIU, 2012). Testoasele,
aduse din salbaticie, parazitate cu diferite specii de capuse, faciliteaza
introducerea patogenilor ,non-native” si reprezinta un risc semnificativ
pentru sandtatea publica (BURRIDGE, 2000; 2011; 2003).

Studiul s-a desfasurat in perioada anului 2013, luna iulie. In total s-
au colectat 28 de capuse dupa hranire si detasare completa de pe 6
testoase (T. graeca). Nimfele au fost tinute in conditii de laborator pana
pani la niparlirea acestora in adulti. in vederea cultivarii spirochetelor,
continutul intestinal si glandele salivare au fost obtinuti de la adulfi
nehraniti (nimfe naparlite) si hraniti. Prezenta spirochetelor s-a detectat
prin DFM/MCF iar prin PCR folosind primeri, proiectati in acest studiu,
pentru detectarea B. turcica tintind genele gyrB si glpQ (Figura 1).

Acesta este primul studiu care evalueaza posibilitatea transmiterii
transstadiale a infectiei cu B. turcica la capusele H. aegyptium recoltate de
pe T. graeca din Romania. Prevalen{a crescuta a H. aegyptium pe T. graeca
(PASTIU, 2012), respectiv rezultatele obtinute in acest studiu, indica faptul
cd B. turcica este mentinuta In natura in cadrul unui sistem ciclic. Astfel,
presupunem, ca gazda vertebrata naturala a bacteriei poate fi reprezentata
de micromamifere (ex. rozatoare, arici) care sunt preferate de stagiile
premature (larve, nimfe) ale capuselor. De asemenea, negativitatea
probelor de sange poate indica si o bacteriemie scazuta. Avand in vedere
ca probele de sange recoltate de la testoase nu au prezentat semne de
infectie cu B. turcica, indica faptul cd, contaminarea nimfelor a decurs: in
timpul hranirii nimfelor pe o altd gazda; prin transmitere transovariana;
sau prin mecanismul de co-hranire a nimfelor pe o altd gazda. Rezultatele
obtinute confirm, pentru prima datd, transmiterea transstadialda a
patogenului B. turcica la capusele H. aegyptium. Aceastd transmitere
subliniazd importanta supravegherii testoaselor in ceea ce priveste bolile
vectoriale.

Capitolul 12 a avut ca obiectiv determinarea, utilizind tehnica PCR,
prevalenta infectiei cu B. turcica la capuse H. aegyptium hranite pe broasca
testoasa dobrogeana, T. graeca, din Romania. Astfel, s-au folosit probele de
ADN extrase in prealabil de la H. aegyptium recoltate de pe testoasele de
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uscat, T. graeca capturate in judetele Tulcea si Constanta (PASTIU, 2012).
Din totalul celor 448 de cdpuse, prevalenta totald a infectiei cu B. turcica
obtinut a fost 17.41 %.

Studii epidemiologice privind infectia cu B. turcica la H. ageyptium
sunt parcimonioase. Borrelia turcica a fost studiata si caracterizata pentru
prima data de GUNER si colab. in anul 2003. Aceste spirochete au fost
izolate din H. aegyptium hranite pe T. graeca provenite din Turcia.
Rezultatele obtinute in studiul de fatda privind prevalenta infectiei cu B.
turcica sunt comparabile cu rata prevalentei obtinute de GUNER si colab.
(2003). Riscul infectiei depinde de mai muti factori. Unul dintre acesti
factori ar fi schimbarea climatica care influenteaza ecologia si biologia
vectorului, a patogenului si a gazdei. In studiile epidemiologice, densitatea
populatiei luate in studiu influenfeaza prevalenta totala a infectiei cu un
anumit patogen.

Capitolul 13 a avut ca obiectiv caracterizarea structurii moleculare a
bacteriei B. turcica prin spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier
(FT-IR), care permite identificarea compozitiei moleculare a unei celulei de
la un microorganism, permifand identificarea proteinelor, lipidelor si a
carbohidratilor prezente in compozitia acesteia, respectiv ofera informatii
despre conformatia ADN-ului si ARN-ului (OUST, 2004). Datorita
diferentelor structural a microorganismelor, aceasta tehnica permite
identificarea a diferitelor specii de bacterii pe baza spectrelor emise
(D’SOUZA, 2009).

Analiza experimentald FT-IR s-a efectuat din cultura de B. turcica si
din ADN-ul acestuia. Cultura si ADN-ul, razuit de pe suprafata lamelor, s-a
omogenizat cu bromura de potasiu (KBr). Domeniile spectrale in cazul
culturii au fost cuprinse intre ~ 400 -4000 cm'!, respectiv ~ 700 - 1700
cm in cazul ADN-ului izolat de la B. turcica. Spectrele FT-IR inregistrate In
cazul culturii B. turcica prezintd un numar de 21 benzi de absorbfie.
Benzile Inregistrate in aceasta regiune spectrald sunt caracteristice
gruparilor functionale din structura proteinelor, acizilor nucleici,
fosfolipidelor, respectiv carbohidratilor. In ceea ce priveste spectrele FT-IR
inregistrate in cazul ADN-ului izolat de la B.turcica s-au Inregistrat 27 de
peak-uri, care sunt caracteristice structurii ADN-ului. Diferentele spectrale
inregistrate la genospeciile patogene la om, B. afzelii, B. garinii, B.
burgdorferi s.s., comparativ cu specia, B. turcica, investigata in studiul de
fatd, se pot datora diferentelor structurale din compozitia peretelui celular
al borreliilor. Conformatia proteinelor din structura bacteriei B. turcica,
determinata prin FT-IR, este de a-helix, iar conformatia ADN-ului este de
forma B.
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Toate aceste studii s-au realizat in cadrul proiectului IDEI-PCCE
CNCSIS 84, 7/2010 "Studii fundamentale si aplicate de ecoepidemiologie,
biologie si genetica moleculara ale vectorilor bolii Lyme”, EurNegVec COST
TD1303, in colaborare cu Institutul National de Sanatate Publica si Mediu,
Ministerul Sanatatii, Bunastarii si Sportului (RIVM) din Olanda, in cadrul
proiectului European, EurNegVec COST Action TD1303 si al proiectului co-
finantat POSDRU 159/1.5/S/136893.
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