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REZUMAT 

În ultimul deceniu bolile vectoriale transmise de căpuşe au devenit 
din ce în ce mai importante. Încălzirea globală, urbanizarea habitatului 
natural al căpuşelor, creşterea populaţiilor unor specii de gazde vertebrate 
în zonele de habitat ale artropodelor afectează biologia vectorilor şi 
transmiterea agenţilor patogeni, astfel că, incidenţa anuală a bolilor 
vectoriale este în creştere (GRAY, 2009). Incidenţa bolilor vectoriale se 
extinde în acele zone geografice unde vectorii agenţilor patogeni sunt 
distribuiţi, fiind mai frecventă în perioada de activitate a căpuşelor vectori. 

Spirochetele din genul Borrelia sunt printre cei mai larg răspândiţi 
agenți patogeni bacterieni transmişi de căpușe. Speciile genului Borrelia 
prezintă patogenitate diferită în gazdele vertebrate și sunt menţinute în 
cadrul unui sistem ciclic ce implică prezenţa anumitor specii de căpuşe 
vectori (PARTE, 2014). Speciile de Borrelia, din punct de vedere filogenetic, 
sunt împărţite în trei grupe de spirochete: agenţii cauzatori ai boreliozei 
Lyme (grupa BL), agenţii cauzatori ai febrei recurente (grupa FR), 
respectiv specii de Borrelia care sunt asociate cu reptile (grupa REP) și a 
căror patogenitate la om nu este cunoscută în momentul de faţă. 

Borelioza Lyme este considerată cea mai răspândită boală vectorială 
transmisă de căpuşe atât în Europa cât şi în America de Nord şi Asia, fiind 
cauzată de spirochete din complexul Borrelia burgdorferi sensu lato 
(MASUZAWA, 2004). Datorită afecţiunii multisistemice la om, această 
boală este numită şi ‘boala cu 1000 de feţe’, afectând pielea, articulaţiile, 
sistemul nervos și cordul (CIUTĂ, 2012). Omul este considerat gazdă 
terminală, deoarece nu poate transmite mai departe agenţii etiologici, 
inchizând ciclul infecţiei. În momentul de față se cunosc 20 agenţi etiologici 
ai BL care au o distribuţie geografică diferită. Agentul etiologic al acestei 
zoonoze vectoriale circulă atât în căpuşele vectori, cât şi în gazdele 
vertebrate sălbatice şi domestice, afectând atât unele specii de animale cât, 
şi omul.  

În Europa cea mai frecventă şi des raportată specie, cauzatoare a 
febrei recurente, este B. miyamotoi, fiind semnalată atât la diferite specii de 
căpuşe, cât şi la rozătoare, micromamifere, păsări, respectiv la om 
(WAGEMAKERS, 2015). Din punct de vedere filogenetic, această specie face 
parte din grupa FR, dar este o specie care produce simptome similare atât 
cu speciile din grupa BL, cât şi din grupa FR. Studiie efectuate arată faptul 
că această specie se poate regăsi atât la stadiile larvare ale căpuşelor, cât şi 
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la nimfe şi adulţi, demonstrând tansmiterea transovariană a speciei 
(SCOLES, 2001). 

Grupa REP cuprinde specii care s-au izolat de la reptile sau de la 
căpuşele care parazitează aceste vertebrate, incluzând specia Borreli 
turcica. Ecologia şi patogenitatea bacteriei B. turcica este incomplet 
elucidată. Datele filogenetice arată faptul că această bacterie formează un 
cluster cu speciile din grupa BL şi FR. 

Gazdele rezervor în cele mai multe cazuri sunt specii comune de 
animale din fauna spontană, care menţin şi transmit patogenii către un 
vector, sau un lanţ succesiv de vectori care la rândul său transmite boala la 
gazda finală (ANDERSON, 1991). Gazdele rezervor sunt specii care satisfac 
câteva condiţii specifice, cum ar fi de exemplu capacitatea de a menţine viu 
patogenul pe perioade de timp îndelungate, capacitatea de a transmite 
patogenul la un vector şi capacitatea de a fi gazdă comună a acestui vector 
(GERN, 1998).  

Rolul micromamiferelor este considerat ca fiind de o deosebită 
importanţă epidemiologică, de asemenea sunt considerate markeri pentru 
evaluarea distribuţiei unor specii de căpuşe, iar prin densitatea ridicată în 
majoritatea habitatelor forestiere, ele devin un grup important de gazde 
rezervor (HANINCOVÁ, 2003). 

Datorită mediatizării din ultimii ani privind riscul de infectare cu 
Borrelia spp. transmise prin muşcături de căpuşe, datele epidemiologice în 
România cresc anual. Până în prezent, în România datele epidemiologice la 
om sunt limitate (BRICIU, 2011; 2014), dar există studii serologice la câini, 
cai (KISS, 2011; MIRCEAN, 2012), şi studii moleculare la arici 
(DUMITRACHE, 2012), mustelide (GHERMAN, 2012) şi la căpuşele 
colectate de pe vegetaţie (COIPAN, 2010; 2011; KALMÁR, 2013). 

În acest context, lucrarea de faţă a avut ca şi obiective generale 
următoarele: 

 Stabilirea prevalenței și diversității unor specii din genul Borrelia 
la căpuşele Ixodes ricinus nehrănite din România și analiza distribuției 
spațiale a speciilor implicate în infecție; 

 Furnizarea datelor epidemiologice privind prezenţa bacteriilor 
Borrelia în ţesuturile unor specii de animale şi în corpul căpuşelor parazite 
pe aceste animale; 

 Evaluarea posibilității de transmitere și stabilirea prevalenței 
moleculare a bacteriei Borrelia turcica la căpuşele Hyalomma aegyptium 
parazite pe specia de ţestoase Testudo graeca din România; 
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 Caracterizarea structurii moleculare şi determinarea conformaţiei 
structurii ADN-ului prin spectroscopia în infraroşu cu transformată 
Fourier (FT-IR) a spirochetei Borreli turcica. 

Lucrarea cuprinde 163 pagini şi este structurată pe două părţi: 
prima parte, stadiul actual al cunoaşterii, cuprinde 5 capitole, iar partea a 
doua, contribuţia personală, 10 capitole. 

Prima parte este structurată pe cinci capitole şi prezintă în mod 
sintetic informaţii din literatura de specialitate referitoare la rolul vectorial 
al căpuşelor Ixodidae, principalele boli vectoriale cauzate de acestea, 
borelioza Lyme și febra recurentă, biologia agentului patogen Borrelia spp. 
şi gazdele rezervor competente, precum şi câteva date privind principalele 
metode de detectare şi identificare a agentului patogen Borrelia spp.  

Capitol 1 prezintă date referitoare la ciclul biologic al căpuşelor 
Ixodidae şi rolul/competenţa vectorială al acestora. Capitolul 2 detaliază 
manifestările clinice a celor două boli vectoriale cauzate de agenţii 
etiologici, borelioza Lyme, respectiv febra recurentă, boli transmise de 
căpuşe. Capitolul 3 descrie caracteristicile generale ale agentului patogen 
Borrelia spp., detaliând morfologia şi structura acestei bacterii. Capitol 4 
prezintă gazdele rezervor pentru Borrelia spp., totodată abordează 
interacţiunile între căpuşă – Borrelia – gazdă vertebrată. Ultimul capitol, 
capitolul 5, al primei părţi este dedicat metodelor de detectare şi 
identificare a agenutlui patogen Borrelia spp. Se prezintă principalele 
metode moleculare şi spectroscopice de detectare şi de identificare a 
borreliilor atât în organsimul căpuşelor, căt şi în țesutul gazdelor 
vertebrate.  

Partea a doua a tezei este structurată pe 10 capitole, incluzând 
ipoteza de lucru/obiective (capitolul 6) și metodologia generală (capitolul 
7), urmat de cercetările proprii (capitolele 8 - 13), concluziile generale şi 
recomandările (capitolul 14), respectiv originalitatea şi contribuţiile 
inovative ale tezei (capitolul 15). Lucrarea se încheie cu lista bibliografică 
(397 de titluri). 

Capitolul 8 a avut ca obiectiv identificarea diferitelor genospecii din 
complexul B. burgdroferi s.l., de asemenea, analiza spaţială a speciilor 
implicate în infecţia căpuşelor I. ricinus nehrănite din România.  

În România, informațiile referitoare la infecția cu Borrelia spp. la 
căpușele nehrănite și la om, sunt încă limitate. Primul studiu, la nivel 
națioanal privind infecția căpușelor I. ricinus nehrănite, s-a efectuat de 
echipa noastră în cadrul unui proiect de cercetare IDEI-PCCE CNCSIS 84, 
7/2010 (DUMITRACHE, 2012; KALMÁR, 2013). În vederea identificării 
genospeciilor de B. burgdorferi s.l. implicate în infecţie, s-au aplicat două 
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metode de identificare, printre care: RFLP şi secvenţializarea ADN-ului. 
Astfel, din 172 de căpuşe I. ricinus infectate cu B. burgdorferi s.l., 141 (82%, 
95% CI: 75.4 - 87.4) de căpuşe au avut infecții monospecifice. Cea mai 
frecventă specie detectată a fost B. afzelii (126/12.221; 1.03% sau 73.25% 
din căpuşe infectate), urmată de B. garinii (65/12.221; 0.53% sau 37.79% 
din căpuşe infectate), şi B. burgdorferi s.s. (12/12.221; 0.10% sau 6.98% 
din căpuşe infectate). Co-infecţii s-au detectat la 31 de căpuşe (18%) în 14 
localităţi, aceste fiind următoarele: B. afzelii + B. garinii, B. garinii + B. 
burgdorferi s.s. şi o căpuşă co-infectată cu B. afzelii + B. burgdorferi s.s. Din 
cele 65 I. ricinus infectate cu B. afzelii, la 30 de infecţii (46.2%, 95% CI: 33.7 
- 59.0) s-au depistat co-infecţii. Cea mai larg răspândită genospecie din 
România este B. afzelii, această specie fiind detectată în 46 localități, 
urmată de B. garinii în 23 localități și B. burgdorferi s.s. în 12 localități. 

Valorile prevalenţei infecţiei cu diferite specii de Borrelia 
identificate în alte țări europene sunt comparabile cu datele noastre 
obținute în acest studiu. Genospeciile dominante în România sunt B. afzelii 
şi B. garinii, B. afzelii este o genospecie simpatrică cu B. garinii, care este 
frecventă în regiunile de deal, și cu B. burgdorferi s.s. a cărei distribuţie 
este limitată. Totuşi, studiile efectuate în Europa relevă faptul că B. afzelii 
este specia cea mai răspândită atât în alte ţări din sud-estul Europei, cât şi 
în România (COPIAN, 2011). În studiul de față, s-a evaluat, pentru prima 
dată, diversitatea genetică a diferitelor genospecii de B. burgdorferi s.l. la 
căpușele I. ricinus, colectate de pe vegetație, pe plan national, respectiv s-a 
analizat distribuția spațială a acestora. 

Capitolul 9 a avut ca obiectiv determinarea prevalenţei infecției cu 
B. miyamotoi la căpuşele I. ricinus nehrănite din Transilvania şi distribuţia 
spaţială a acestei specii. Borrelia miyamotoi este o spirochetă care din 
punct de vedere filogenetic face parte din grupa FR, dar din punctul de 
vedere al simptomelor şi manifestărilor clinice pe care aceasta le poate 
provoca, este o specie care produce simptome similare cu BL şi FR 
(KRAUSE, 2015). Borrelia miyamotoi este răspândită în Europa, America, 
Rusia și Japonia (FONVILLE, 2014). Deşi existenţa acestei specii se 
cunoaște din anul 1999, totuşi, aceasta a primit puţină atenţie până la 
primele raportări de cazuri umane. Cu toate acestea, nu există informaţii 
referitoare la infecţia cu B. miyamotoi la căpuşele I. ricinus nehrănite din 
România.  

Pentru a obţine o indicaţie privind prezenţa agentului patogen B. 
miyamotoi în căpuşele nehrănite I. ricinus, s-au selectat aleatoriu căpuşe 
din 14 judeţe din regiunea Transilvania. Astfel, s-au analizat 468 de căpuşe 
nehrănite I. ricinus pentru infecţia cu B. miyamotoi. Detectarea agentului 
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patogen s-a efectuat prin PCR cantitativ, ţintind gena flab (FONVILLE, 
2014). Din 468 de căpuşe nehrănite I. ricinus (26.92% masculi, 63.25% 
femele, 9.83% nimfe) incluse în acest studiu, 7 căpuşe au fost infectate cu 
B. miyamotoi, astfel prevalenţa totală a infecţiei a fost 1.5%. Infecţii s-au 
detectat în 5 localităţi, iar prevalenţa locală în localitățile unde s-au 
înregistrat căpușe infectate, a variat între 1.61% - 8.33%. 

Valorile prevalenţei infecţiei cu B. miyamotoi identificate în alte tări 
europene sunt similare cu rezultatele obţinute în studiul de faţă. 
Cunoaşterea distribuţiei geografice a speciei B. miyamotoi este limitată, dar 
se presupune că această specie are o distribuţie similară cu cele cauzatoare 
ale BL (KRAUSE, 2015). Rezultatele obţinute în acest studiu sugerează o 
distribuţie mozaicată a B. miyamotoi la căpuşele nehrănite I. ricinus în zona 
investigată, fiind, prima semnalare în România.  

Capitolul 10 a avut ca obiectiv furnizarea datelor epidemiologice 
privind prezența Borrelia spp. în ţesuturile micromamiferelor din România 
şi în corpul căpuşelor parazite pe aceste animale. Micromamiferele 
constituie gazde rezervor competente pentru căpuşe, care menţin şi 
transmit agenţii patogeni către vectori ce sunt transmişi mai departe la 
gazda finală (BOWMANN, 2008). Dintre micromamifere, în principal, 
diferitele specii de rozătoare sunt rezervoare competente pentru căpuşe 
(MIHALCA, 2012a; 2013). Aceste gazde sunt considerate markeri pentru 
evaluarea distribuţiei unor specii de căpuşe (MIHALCA, 2012b). Datorită 
faptului că micromamiferele sunt gazde pentru diferite specii de căpuşe 
(MIHALCA, 2012b), iar nivelul de parazitare al acestora este ridicat, aceste 
animale joacă un rol important în epidemiologia bolilor vectoriale 
transmise prin căpuşe.  

În acest sens, 401 de micromamifere (11 specii) au fost colectaţi din 
7 judeţe din România: 9 specii de rozătoare - şoareci (Apodemus agrarius, 
A. flavicollis, A. sylvaticus, A. uralensis, M. minutus, M. agrestis, M. arvalis, M. 
subterraneus, M. glareolus) și două specii de insectivore – chiţcani 
(Crocidura leucodon, C. suaveolens). De la 393 animale (98%) s-a recoltat 
atât cordul, cât şi ficatul, de la două animale (0.50%) doar cordul, iar de la 
6 (1.50%) doar ficatul. În ceea ce priveşte infecţia cu Borrelia spp. la I. 
ricinus colectate (n=301) de pe micromamifere, nu s-au găsit căpuşe 
infectate cu aceste spirochete. 

Prevalenţa totală a infecţiei cu Borrelia spp. la micromamifere a fost 
de 4.99%. Cea mai ridicată prevalenţă din totalul micromamiferelor 
examinate, s-a înregistrat la C. suaveolens (7/49; 1.45%), urmat de A. 
agrarius (3/87; 0.75%) și M. arvalis (3/53; 0.75%), A. flavicollis (2/49; 
0.50%) și 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%). Ţesuturile infectate au fost atât 
cordul (13/395; 3.29%), cât şi ficatul (11/399; 2.76%). Cea mai frecventă 
specie detectată din totalul probelor pozitive a fost B. afzelii (14/20; 70%), 
urmată de B. garinii, B. burgdorferi s.s. şi B. miyamotoi cu o prevalenţă de 
10% (2/20) în cazul fiecărei specii. Corelarea genospeciilor cu speciile de 
gazdă, arată faptul că B. afzelii a fost detectată la 8 specii de micromamifere 
(A. agrarius, A. flavicollis, C. leucodon, C. suaveolens M. minutus, M. agrestis, 
M. arvalis, M. glareolus), la câte un exemplar din fiecare specie de 
micromamifer enumerat, fiind mai frecventă la C. suaveolens. Borrelia 
garinii, B. burgdorferi s.s. şi B. miyamotoi au fost detectate la câte două 
specii de animale, prezentând următoarele asocieri: B. garinii - A. agrarius, 
B. garinii - M. arvalis respectiv B. burgdorferi s.s. - A. agrarius şi B. 
burgdorferi s.s. - M. arvalis, Borrelia miyamotoi - A. flavicollis şi M. glareolus, 
în ambele cazuri ţesutul infectat fiind ficatul. 

Studiul de faţă este primul care evaluează prevalenţa infecţiei cu 
Borrelia spp. în ţesuturile recoltate de la rozătoare şi insectivore din 
România, în corelaţie cu căpuşele parazite pe aceste animale. De asemenea, 
este primul studiu în care s-a semnalat prezenţa agentului patogen 
Borrelia spp. la speciile insectivore C. leucodon, respectiv C. suaveolens. 
Rolul de rezervor la cele două specii de insectivore nu s-a mai evaluat până 
în prezent.  

Fig. 1. Stagiile căpuşelor H. aegyptium, infecţia lor cu B. turcica relevată după năpârlire şi 
cultivare, respectiv după analiza PCR (KALMÁR, 2015a). 
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Capitolul 11 a avut ca obiectiv evaluarea posibilităţii de transmitere 
a bacteriei B. turcica în diferite stadii de dezvoltare al căpuşelor H. 
aegyptium parazite pe specia de țestoasă dobrogeană Testudo graeca din 
România. Importanţa şi rolul epidemiologic al ţestoaselor (reptilelor) a 
crescut, datorită comerțului internațional al animalelor de companie 
provenite din sălbăticie (BURRIDGE, 2011). O multitudine de agenţi 
patogeni emergenți și/sau zoonotici, au fost izolați de la reptile sau de la 
căpuşele care parazitează aceste vertebrate (PAŞTIU, 2012). Țestoasele, 
aduse din sălbăticie, parazitate cu diferite specii de căpuşe, facilitează 
introducerea patogenilor „non-native” şi reprezintă un risc semnificativ 
pentru sănătatea publică (BURRIDGE, 2000; 2011; 2003).  

Studiul s-a desfăşurat în perioada anului 2013, luna iulie. În total s-
au colectat 28 de căpuşe după hrănire şi detaşare completă de pe 6 
ţestoase (T. graeca). Nimfele au fost ținute în condiții de laborator până 
până la năpârlirea acestora în adulți. În vederea cultivării spirochetelor, 
conţinutul intestinal şi glandele salivare au fost obţinuți de la adulţi 
nehrăniți (nimfe năpârlite) şi hrăniți. Prezenţa spirochetelor s-a detectat 
prin DFM/MCF iar prin PCR folosind primeri, proiectaţi în acest studiu, 
pentru detectarea B. turcica ţintind genele gyrB şi glpQ (Figura 1). 

Acesta este primul studiu care evaluează posibilitatea transmiterii 
transstadiale a infecţiei cu B. turcica la căpuşele H. aegyptium recoltate de 
pe T. graeca din România. Prevalenţa crescută a H. aegyptium pe T. graeca 
(PAŞTIU, 2012), respectiv rezultatele obţinute în acest studiu, indică faptul 
că B. turcica este menţinută în natură în cadrul unui sistem ciclic. Astfel, 
presupunem, că gazda vertebrată naturală a bacteriei poate fi reprezentată 
de micromamifere (ex. rozătoare, arici) care sunt preferate de stagiile 
premature (larve, nimfe) ale căpuşelor. De asemenea, negativitatea 
probelor de sânge poate indica şi o bacteriemie scăzută. Având în vedere 
că probele de sânge recoltate de la ţestoase nu au prezentat semne de 
infecţie cu B. turcica, indică faptul că, contaminarea nimfelor a decurs: în 
timpul hrănirii nimfelor pe o altă gazdă; prin transmitere transovariană; 
sau prin mecanismul de co-hrănire a nimfelor pe o altă gazdă. Rezultatele 
obţinute confirm, pentru prima dată, transmiterea transstadială a 
patogenului B. turcica la căpuşele H. aegyptium. Această transmitere 
subliniază importanţa supravegherii ţestoaselor în ceea ce priveşte bolile 
vectoriale.  

Capitolul 12 a avut ca obiectiv determinarea, utilizând tehnica PCR, 
prevalenţa infecţiei cu B. turcica la căpuşe H. aegyptium hrănite pe broasca 
ţestoasă dobrogeană, T. graeca, din România. Astfel, s-au folosit probele de 
ADN extrase în prealabil de la H. aegyptium recoltate de pe ţestoasele de 
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uscat, T. graeca capturate în judeţele Tulcea şi Constanța (PAŞTIU, 2012). 
Din totalul celor 448 de căpuşe, prevalenţa totală a infecţiei cu B. turcica 
obţinut a fost 17.41 %. 

Studii epidemiologice privind infecţia cu B. turcica la H. ageyptium 
sunt parcimonioase. Borrelia turcica a fost studiată şi caracterizată pentru 
prima data de GÜNER şi colab. în anul 2003. Aceste spirochete au fost 
izolate din H. aegyptium hrănite pe T. graeca provenite din Turcia. 
Rezultatele obţinute în studiul de faţă privind prevalenţa infecţiei cu B. 
turcica sunt comparabile cu rata prevalenţei obținute de GÜNER şi colab. 
(2003). Riscul infecţiei depinde de mai muţi factori. Unul dintre aceşti 
factori ar fi schimbarea climatică care influenţează ecologia şi biologia 
vectorului, a patogenului şi a gazdei. În studiile epidemiologice, densitatea 
populaţiei luate în studiu influenţează prevalenţa totală a infecţiei cu un 
anumit patogen. 

Capitolul 13 a avut ca obiectiv caracterizarea structurii moleculare a 
bacteriei B. turcica prin spectroscopia în infraroşu cu transformată Fourier 
(FT-IR), care permite identificarea compoziţiei moleculare a unei celulei de 
la un microorganism, permiţând identificarea proteinelor, lipidelor şi a 
carbohidraţilor prezente în compoziţia acesteia, respectiv oferă informaţii 
despre conformaţia ADN-ului şi ARN-ului (OUST, 2004). Datorită 
diferențelor structural a microorganismelor, această tehnică permite 
identificarea a diferitelor specii de bacterii pe baza spectrelor emise 
(D’SOUZA, 2009).  

Analiza experimentală FT-IR s-a efectuat din cultură de B. turcica şi 
din ADN-ul acestuia. Cultura şi ADN-ul, răzuit de pe suprafaţa lamelor, s-a 
omogenizat cu bromură de potasiu (KBr). Domeniile spectrale în cazul 
culturii au fost cuprinse între ~ 400 –4000 cm-1, respectiv ~ 700 – 1700 
cm-1 în cazul ADN-ului izolat de la B. turcica. Spectrele FT-IR înregistrate în 
cazul culturii B. turcica prezintă un număr de 21 benzi de absorbţie. 
Benzile înregistrate în această regiune spectrală sunt caracteristice 
grupărilor funcţionale din structura proteinelor, acizilor nucleici, 
fosfolipidelor, respectiv carbohidraţilor. În ceea ce priveşte spectrele FT-IR 
înregistrate în cazul ADN-ului izolat de la B.turcica s-au înregistrat 27 de 
peak-uri, care sunt caracteristice structurii ADN-ului. Diferenţele spectrale 
înregistrate la genospeciile patogene la om, B. afzelii, B. garinii, B. 
burgdorferi s.s., comparativ cu specia, B. turcica, investigată în studiul de 
faţă, se pot datora diferenţelor structurale din compoziţia peretelui celular 
al borreliilor. Conformația proteinelor din structura bacteriei B. turcica, 
determinată prin FT-IR, este de α-helix, iar conformația ADN-ului este de 
formă B. 
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Toate aceste studii s-au realizat în cadrul proiectului IDEI-PCCE 
CNCSIS 84, 7/2010 ”Studii fundamentale și aplicate de ecoepidemiologie, 
biologie și genetica moleculară ale vectorilor bolii Lyme”, EurNegVec COST 
TD1303, în colaborare cu Institutul Național de Sănătate Publică și Mediu, 
Ministerul Sănătății, Bunăstării și Sportului (RIVM) din Olanda, în cadrul 
proiectului European, EurNegVec COST Action TD1303 și al proiectului co-
finanțat POSDRU 159/1.5/S/136893. 
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