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REPERELE CONCEPTUALE ALE CERCETARII
Actualitatea si obiectivele cercetarii. Studiul si identificarea agentilor patogeni care
populeaza capusele ixodide sunt importante atdt pentru prognozarea riscului de boli

zooantroponoze deja cunoscute, cat si pentru detectarea microorganismelor inca neidentificate ce
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prezintd interes in studiul bolilor mai putin cunoscute transmise de Ixodide la om, precum si la
animalele domestice. Capusele din familia Ixodidae sunt vectori ai diversilor agenti patogeni din
diferite grupuri sistematice ale regnului animal: virusi, bacterii si protozoare [2]. Capusele Ixodide
sunt ectoparaziti multihomi ai diverselor vertebrate si pasari migratoare, care isi consuma gazda o
lunga perioada de timp, ceea ce provoaca mentinerea si raspandirea microorganismelor patogene
pe teritorii vaste.

Aproape toate bolile umane asociate cu pasarile sunt, intr-un fel sau altul, zoonoze in natura
lor parazitard, iar agentii patogeni nu se transmit de la o persoani la alta [1]. In acelasi timp,
focarele de infectii, legate de pasari, includ in sine, de regula, cu titlu de componenti necesari,
artropode nevertebrate hematofage, prin care agentii patogeni sunt transmisi foarte des la om.
Pasarile migratoare sunt adesea implicate in transportarea cdpuselor si a agentilor patogeni
asociati. Capusele propriu-zise au o mobilitate relativ redusa, atunci insa cand paraziteaza corpul
pasarilor migratoare, se pot transporta peste bariere, cum ar fi rauri, deserturi si munti, oceane si
continente. Aceasta metoda de dispersie este considerata a fi una principala pentru capuse. Sub
aspect evolutiv, pasarile reprezinti unul dintre cele mai vechi rezervoare de virusi. In locurile de
cuibarit si pe traseele de zbor, in perioada iernatului se realizeaza contacte intre diverse specii de
pasari, izolate ecologic si geografic [4]. In plus, pasirile silbatice si cele domestice contacteaza
intre ele in bazinele acvatice, in locurile de odihna. Este cunoscut faptul ca pasarile sunt purtatoare
de capuse care, la randul lor, sunt vectori de Borrelia [10;17], virusul encefalitei purtate de capuse
[23], paraziti intracelulari ai genurilor Anaplasma, Rickettsia si Babesia [11] in multe regiuni ale
Europei. De asemenea, pasarile transmit specii invazive de capuse, necaracteristice unor teritorii
infectate cu virusul febrei hemoragice din Crimeea (CCHF).

Aceste fenomene prezintd interes practic considerabil, deoarece implica posibilitatea
transmiterii de noi agenti patogeni la om, capabili de a provoca boli care nu sunt luate in seama in
practica locala de diagnostic diferential. Iar in caz de contaminare cu infectii mixte, tactica de
tratament ar trebui rectificata.

Scopul cercetirii: Studierea faunei capuselor Ixodide care paraziteaza suprafata corpului
pasarilor de pe teritoriul Republicii Republica Moldova, identificarea relatiilor parazit-gazda, a
particularitatilor zoogeografice, precum si a importantei epidemiologice.

In vederea atingerii acestui scop au fost trasate urmatoarele obiective de cercetare:

1. a determina compozitia speciilor de capuse Ixodide care paraziteaza pasarile din
familia vrabiilor din Republica Republica Moldova, pentru a afla dinamica sezoniera a aparitiei
capuselor la pasari in diferite perioade ale anului.

2. a preciza compozitia speciilor de pasari, care sunt principalele gazde ale capuselor

ixodide pe teritoriul Republicii Republica Moldova, pentru a identifica factorii ce a determina.
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3. a identifica lista microorganismelor patogene purtate de capusele ixodide colectate
de la pasari, utilizind metode moderne ale biologiei moleculare.

4. a efectua analiza importantei epidemiologic potential a capuselor.
Ipoteza stiintifica

Ipoteza stiintifica se bazeaza pe faptul cd agentii patogeni ai capuselor colectate de la pasari
vor fi diferiti de cei din capusele adunate din vegetatie sau de la vite. Aceasta ipoteza st la baza
faptului ca pasarile, care efectueaza zboruri migratorii, aduc noi agenti patogeni care nu sunt tipici
pentru o anumitd regiune. Datele obtinute in cursul testarii acestei ipoteze vor contribui la o
identificarea unei viziuni noi privind gradul de pericol al agentilor patogeni transmisi prin capusa
si vor releva noi riscuri potentiale pentru populatie si pentru ramura cresterii animalelor.

Metodologia studiului stiintific este bazata pe date fundamentale expuse in lucrarile
cercetatorilor Pavlovsky E.N. (1936, 1954, 1964), Shapoval A. N. (1961, 1980, 1990), E.W. Baker
(1978), G.W. Wharton (1963), Subladze A.K. (1954, 1974), Levkovich E.N. (1967), Chumakov
A. P. (1975), Smorodintev A.A. (1986), Lvov D.K. (1990), lerusalimschy A.P. (2001), FX. Heinz
(1980, 1991), Leonov G.N. (1997), S. Randolph (2004).

Noutatea stiintifica si originalitatea cercetarii.

- Pentru prima data in Republica Moldova a fost aplicata in timp real RLP pentru
determinarea cantitativa a agentilor patogeni din capuse.

- Ca urmare a studiilor faunistice, a fost identificata compozitia speciilor de capuse ixodide
care paraziteaza pasarile.

- A fost testatd valoarea de diagnostic a markerilor genetici moleculari, elaborati de cétre
M. Assous, A. Courtney, Massung si Slater, S. Casati, C. Silaghi pentru identificarea bacteriilor
din genul Anaplasma, Babesia, Borrelia (grupul RF).

- Pentru prima data pe teritoriul Republicii Republica Moldova, in capusele ixodide au fost
identificati agentii patogeni ai boreliozei, periculosi pentru om, Borrelia miyamotoi (Fukunaga
1995), Rickettsia slovaca (Sekeyova 1998).

Semnificatia teoreticd a rezultatelor cercetirii. Rezultatele obtinute vor extinde
semnificativ ipotezele existente despre fauna si importanta epidemiologica a capuselor ixodide
in regiunea studiata. Datele cercetarii pot fi utilizate la cursurile de zoologie, ecologie si genetica
animala, in desfasurarea practicii educationale a studentilor, la efectuarea lucrarilor de curs si a
tezelor de licenta.

Valoarea aplicativa. Materialele lucrarii pot fi utilizate la elaborarea planurilor de actiune
pentru monitorizarea si controlul numarului de capuse in serviciile sanitare-epidemiologice.
Rezultatele studiului pot contribui la implementarea unor prognoze epidemiologice pe termen lung

si pe termen scurt din focarele de boli transmisibile; la identificarea genetica exacta a speciilor
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importante de bacterii patogene pentru om si pentru animalele cu relevantd economica. Datele
privind componenta speciilor si distributia de agenti patogeni pot fi luate in considerare de catre
Ministerul Sanatatii la prognozarea riscurilor.
ngele principale propuse pentru sustinere

1. In timpul colectarii ixodidelor de la pasari pe teritoriul Republicii Republica Moldova au fost
inregistrate cinci specii de capuse din familia Ixodidae (Murray, 1877): Ixodes ricinus (Linnaeus,
1758); Dermacentor marginatus (Sulzer, 1776); Haemaphysalis punctata (Canestrini et
Fanzago, 1877); Ixodes frontalis (Panzer, 1798); Hyalomma marginatum (Koch, 1844). In
colectii au predominat speciile Ixodes ricinus.

2. In capusele ixodide prelevate de la pasari au fost depistati: agentii patogeni ai Borreliozei - boala
Lyme (trei specii de B. burgdorferi sl: B. garinii, B. lusitaniae, B. valaisiana); agentii cauzali ai
infectiilor de Rickettsia (doua specii de Rickettsia helvetica, R. monacensis); agentii cauzali ai
anaplasmozei granulocitice - GAC (Anaplasma phagocytophilum); agentii cauzali ai babesiozei
(Babesia microti) etc.

3. Borrelia miyamotoi a fost depistata pentru prima data in Republica Republica Moldova. Acest
microorganism, fiind patogen pentru oameni, a fost descris anterior cu referire la diverse capuse
colectate de la gazde diferite, inclusiv pasari din Eurasia si America de Nord.

4. Rezultatele obtinute confirma participarea pasarilor la circulatia agentilor patogeni ai bolilor
umane transmisibile, ai caror vectori sunt capusele. Datele obtinute confirma faptul ca pasarile
sunt rezervoare de microorganisme patogene.

Implementarea rezultatelor cercetarii. Rezultatele studiului pot fi utilizate in procesul
didactic la facultatile de biologie, datele obtinute fiind de folos la Intocmirea rapoartelor europene
privind incidenta si numarul capuselor, precum si a intretinatorilor lor.

Rezultatele acestei lucrari pot fi implementate la cursurile la Facultatea de Biologie si
Pedologie a Universitatii de Stat din Republica Republica Moldova, precum si in activitatea
Centrului de Analize Medicale «MedExpert», in cadrul Laboratorului de Biologie Moleculara
pentru testarea capuselor ixodide.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Materialele lucrarii au fost raportate si discutate la:

XIV Congress of Russian Entomological Society, Russia, Saint-Petersbourg, 2013;
International Conference of Young Researchers 2013, Xth edition; Weimar 2013 XII International
Jena Symposium on Tick-borne Diseases ;International Conference "Fundamental and applied
aspects of the study of parasitic arthropods in the XXI century™ in memory of Corresponding
Member of the RAS Yu.S. Balashov. Russia, St. Petersburg, October 21-25, 2013; Germany,
Berlin, 2" workshop on Tick-Borne Diseases, 2014. Keln ; VIlI-th international conference of

zoologists “actual problems of protection and sustainable use of the animal world diversity ” 2015
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;Xth International Congress of Geneticists and Breeders of the Republic of Republica Moldova
2015 ; Annual Zoological Congress of “Grigore Antipa” Museum 17-20 November 2015.
Bucharest, Romania. ; 9th International Conference of Zoologists”Sustainable use, protection of
animal world and forest management in the context of climate change” Octombrie 2016. Chisinau
; International Zoological Congress of “Grigore Antipa” Museum. Noiembrie 2017 ; Fourth
Conference on Neglected Vectors and Vector-Borne Diseases (EurNegVec): with MC and WG
Meeting of the COST Action TD1303 Location: Chaina, Crete, Grece. 9-13 Septembrie
Publicatii la tema lucrarii de doctorat

Principalele teze si rezultate la tema acestei disertatii au fost publicate in 14 lucrari
stiintifice (inclusiv 2 - fard coautori), articole in reviste nationale din categoria B - 3, publicatii In
culegeri internationale (nationale) - 2 (1), rezumate ale rapoartelor stiintifice internationale - 10.

Volumul si structura lucrarii

Lucrarea de fatd continei intoducere, cinci capitoli, concluzii generale si recomandari
practice, 111 de pagini text de baza, care include: 16 tabele, 28 de figuri, 4 anexe. Bibliografia este
constituitd din 307 de surse, incl. 225 straine.

Cuvinte cheie: cdpuse ixodide, pasari, agenti patogeni de cadpusd, semnificatie

epizootologica si epidemica.

CONTINUTUL LUCRARII DE DISERTATIE
INTRODUCERE

In introducere este fundamentata relevanta temei lucrarii de disertatie, se propune atentiei
cititorului o scurta descriere a domeniului de cercetare analizat, se determina scopul si
obiectivele studiului, noutatea stiintifica, valoarea teoretica si semnificatia practica a rezultatelor

obtinute.

1. STUDIUL ROLULUI EPIZOOTOLOGIC AL PASARILOR SI INFECTIILOR
BACTERIENE ALE CAPUSELOR

Capitolul prezent contine un rezumat bibliografic, in care este descrisa istoria studierii
rolului pasarilor in raspandirea agentilor patogeni transportati de capuse. De asemenea, include
informatii despre istoria studiului faunei acarienilor pe teritoriul Republicii Moldova si prezinta

caracteristicile microorganismelor patogene ale capuselor ixodide.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE
La efectuarea lucrarii de fata a fost utilisat materialul colectat, in conditii de camp,
de la 640 de pasari ce fac parte din 9 ordine si 40 de specii. Au fost colectate 1146 de ixodide
din vegetatie si 262 de capuse de la pasari, apartinand speciilor Ixodes, Dermacentor,

Haemaphysalis; Hyalomma.



Colectarea materialului si supravegherea pasarilor au fost efectuate pe parcursul a trei
sezoane de migratie (2013-2015) 1in rezervatia naturalda Iagorlak si in Gradina Botanica
Nationala din Chisindu. De asemenea, a fost adunat material de studiu in rezervatiile Prutul
de Jos, Padurea Domneasca, Codrii, Plaiul fagului in lunile de primavara. in padurea din
orasel Durlesti si in satul Baltata, colectarea s-a realizat pe parcursul a doud sezoane de
primivara. In plus, capturarea pasarilor s-a efectuat in satul Badragii Vechi in anii 2013 si
2014. Colectarea s-a desfasurat in zonele de silvostepa si in cele de padure. Lungimea totala
a traseului de evidenta a pasarilor a fost de 72 km. Informatii privind numarul si densitatea
speciilor de pasari au fost obtinute in timpul evaluarii standard a traseelor. Evidenta pasarilor
in padurea rezervatiei a fost efectuatd conform metodei lui Ravkin, 1967 [5]. In timpul
studiilor de teren, pasarile au fost capturate cu plase speciale din sfoara de nylon. Pentru
capturarea pasarilor au fost utilizate in total noud plase de nylon negru. Plasele au fost
confectionate prin decuparea si redimensionarea a patru plase Ecotone Inc., Polonia
(Ecotone Mist Net 716/12) (convertite din 5 pana la 3 buzunare cu lungimea de la 6 la 12 m,
inaltimea de la 1,5 la 2,5 m). Colectarea capuselor din vegetatie a fost realizatd paralel cu
colectarea capuselor de la pasari in teritoriile respective, precum si in teritoriile de cuibarire
in masa a pasarilor.

Studiul materialului colectat prin metode genetice moleculare a fost realizat partial in
Germania (Institutul Bernhard Nocht, Hamburg) si partial in Laboratorul de sistematica si
filogenie moleculari de la Institutul de Zoologie din Chisinau. Inainte de a incepe studiul in
laborator, cdpusele colectate de la pasari au fost spalate individual in apa distilata, sectionate
in mai multe parti, utilizand un bisturiu jetabil si introduse in eprubete de 1,5 ml ce contin
100 ml de PBS (solutie salind). Probele au fost omogenizate in omogenizatorul SpeedMill
(Germania) folosind perle ceramice innuSPEED tip P (2,4-2,8 mm) (Hanovra, Germania).
ADN-ul a fost extras din fiecare capusa individual, folosind setul QIAGEN DNAEasyBlood
& Tissue (QIAGEN, Hilden, Germania), conform instructiunilor producatorului, cu exceptia
faptului ca probele au fost incubate in amortizorul ATL (30 mM TrisCl; 8 mM EDTA, 0,5
% SDS) [14] ce contine 1,25 pg/ml proteinaza K in decursul noptii, la 50 ° C si cu agitare
continud. Cantitatea si calitatea ADN-ului extras au fost evaluate, utilizdnd un
spectrofotometru NanoDrop® 2000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, DE, SUA). In
acest scop au fost utilizate protocoalele de imprimare a RLP descrise anterior (Tabelul 2.1).

Evaluarea autenticitatii rezultatelor procesarii statistice a materialelor de studiu a fost

efectuata prin determinarea erorii medii. Indicele de coinfectie Ginsberg (Ic) a fost utilizat



pentru a testa diferentele dintre valorile observate si cele asteptate. Ic este pozitiv atunci
cand numarul de valori este mai mare decat se astepta. Valoarea indexului a fost calculata
folosind testul ¥2 [9]. Coeficientul de corelatie de rang Kendall a fost aplicat pentru a evalua
corelatia dintre numarul total de capuse testate si numarul total de capuse infectate.
Biodiversitatea microorganismelor purtate de cdpuse a fost evaluatd prin calcularea
indicelui Shannon (H) [12]. Numarul capuselor pozitive si negative pentru fiecare agent
patogen a fost introdus in tabelele de asociere, iar pentru evaluarea importantei au fost
utilizati indicii testului chi-patrat (versiunea SAS 9.2). Prelucrarea statistica a datelor a fost
realizatd cu ajutorul unui pachet special de programe aplicate BioStat, elaborat de Catedra
de zoologie a Universitatii de Stat din Republica Moldova, condusd de catre doctorul

habilitat in biologie, Academicianul I. Toderas.

Tabelul 2.1. Lista primeriilor, utilizati pentru screening-ul cipuselor colectate de la pasari

Organismul Gen Praimeri 5’ — 3’ b.p. Referinte

5S-23 ref CtgcgAGTTCGCGGGAGAG

spacer m | AAQCTCCTAGGCATTCACCATA 198 |  Richter [19]

Borrelia ssp.

gltA CS1d | ATGACCAATGAAAATAATAAT

region | CS2d | CTTATACTCTCTATGTACA 1254 | Mediannikov [16]

o ompg | 120-M59 | CCgCAGGGTTGGTAACTGC os | ROUX V., &
Rickettsia ssp. 120-807 | CCTTTTAGATTACCGCCTAA Raoult, D. [18]

CS-F | TCGCAAATGTTCACGGTACTTT

gltA CS-R | TCGTGCATTTCTTTCCATTGTG
region CS-P | FAM-TGCAATAGCAAGAACCGTAGGCTGGATG-
BHQ

74 Stenos, J [21].

RF23sF | CGGTACTCTTCACTATCGGTAGCTT

glpQ | RF23sR | TGGAAAAGTTAGCCARAGAAGG Subramanian, G.

RF23sP | 6FAM-TCCCGTCCTACTTAGGAACATC-TAMRA [22]
Borrelia RF
flaB- | TAATACGTCAGCCATAAATGC Assous, M
Flagelin | BOR1 750 [71.
pr. B flaB-
BOR2 |9CTCTTTGATCAGTTATCATTAC
MRP2 | ApMsp2f | TGGAAGGTAGTGTTGGTTATGGTATT
Anaplasma ApMsp2r | TTGGTCTTGAAGCGCTCGTA 77 | Courtney et al. [8]
phagocytophilum ApMSP2 | TGGTGCCAGGGTTGAGCTTGAGATTG y '

p-HEX




1tamp
ge3a | CACATGCAAGTCGAACGGATTATTC
rF1e6NSA gel0r | TTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC 932 | Massung and
(nested) 2M amp. Slater [15]
ge9f | AACGGATTATTCTTTATAGCTTGCT
ge2 | GGCAGTATTAAAAGCAGCTCCAGG 546
185 BJl | GTCTTGTAATTGGAATGATGG
Babesia spp. rRNA BN2 TAGTTTATGGTTAGGACTACG 424 Casati, S. [24]
part
NMikGr | CCTTGAAAATATAGCAAGATCAGGTAG
oEL F2
NMikGr | CCACCACGTAACTTATTTAGTACTAAAG
Candidatus OEL revl
Neoehrlichia GroEL | NMikGr | CCACCACGTAACTTATTTAGTACTAAAG 968 | Silaghi, C. [20]
mikurensis OEL rbev2 FAM-
Probe | cCTCTACTAATTATTGCTGAAGATGTAGAAGGT
NMIkGr | ¢ A AGC-BHQ1-
OEL-P2a
forward, | CGTTATTTTACGGGTGTGCCA
icd-439F
. o reverse, | CAGAATTTTCGCGGAAAATCA Silke R. Klee [13]
Coxiella burnetii icd . 76
icd-514R
icd- | FAM-CATATTCACCTTTTCAGGCGTTTTGACCGT-
464TM | TAMRA-T

in acest demers s-a recurs la editorul de calcul MS Excel 2010. Pregatirea secventelor de
nucleotide obtinute pentru prelucrarea ulterioara a fost realizata cu editorul de aliniere a
secventelor nucleotide BioEdit 7.0. Alinierea continuitatilor de nucleotide, analiza BLAST,
constructia de dendrograme, folosind clustering-ul de perechi neponderat cu media aritmetica
[UPGMA] au fost efectuate utilizand programul MEGA 5.1.

3. CARACTERISTICA NATURAL-CLIMATICA, ECOLOGICA SI GEOGRAFICA

In acest capitol se descriu succint caracteristicile landsaftului geografic din zonele de colectare
amaterialului. De asemenea, sunt prezentate caracteristicile faunistice si ecologice ale rezervatiilor
studiate. Capitolul este dedicat cu precadere caracteristicilor climatice si geografice locurilor unde
a fost colectat materialul. In acest capitol sunt descrise anumite aspecte fizico-geografice si
climatice pentru o regiune si a biotopurilor care pot spatia cercetarea si colectarea materialelor. De
asemenea, sunt prezentate conditiile naturale ale ariilor protejate studiate, caracteristice ecologice.
Aceste rezervatii adapostesc peste 131 de specii de pasari paseriforme; din totalul de 64 de specii
studiate, 14 specii sunt considerate ca fiind sedentare, 24 sunt migratoare si 26 - de tranzit [1].
Factorul respectiv favorizeaza aparitia unor varietati mari de aparitie potentiala a bolilor

transmisibile.
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4. CARACTERISTICILE ORNITOFAUNEI ZONEI STUDIATE
Studiile ornitofaunei efectuate in diverse zone ale landsaftului studiat au permis relevarea
a 64 de specii de pasari, Intr-un fel sau altul asociate acestui tip de biotop. Cel mai mare numar
este reprezentat de ordinul Passeriformes - 42 de specii, Falconiformes si Piciformes - 4 specii,
Columbiformes si Galliformes — céte 3 specii fiecare.

In acest context, lista elaborata include toate speciile inregistrate in perioada de studiu,
inclusiv cele care sunt inrudite indirect cu biotopurile studiate — locuitori ai spatiilor deschise,
stufului si trestiilor. Pdsarile, care prin cuibdrire sunt asociate cu vegetatia arborilor si arbustilor
(dendrofile), sunt reprezentate de 38 de specii, cu zone umede de mlastini (limnofile) - doua
specii, cu spatii deschise (campofile) - noua specii, cu cuibaritul in adaposturi: povarnisuri,
vizuini (sclerofile) - opt specii.

4.1 Dinamica si numarul pasarilor

Indicatorul total al abundentei pasarilor, conform datelor medii lunare pentru anii 2013-

2010, variazi de la 10,2 (septembrie) la 27,5 (aprilie) ex / km?.

Tabelul 4.1 Pisarile colectate in perioada studiului

Locul colectarii lagorlac = Plaiul = Codri = Prutul de Padurea mun. Badragii | Total
fagului i jos Domneasci = Chisiniu Vechi

Passer domesticus 15 7 4 5 9 20 18 78
Turdus merula 42 4 6 3 2 15 6 78
Sturnus vulgaris 9 5 6 7 4 15 20 66
Erithacus 22 6 9 4 3 5 3 52
rubecula
Turdus philomelos 21 6 3 5 9 1 52
Parus major 13 1 1 2 3 21 3 44
Coccothraustes 13 6 1 2 12 3 38
coccothraustes
Carduelis chloris 11 3 3 2 2 1 1 23
Fringilla coelebs 6 5 4 6 0 4 1 26
Luscinia luscinia 0 1 0 2 0 13 16
Lanius collurio 2 1 0 0 1 10 14
Passer montanus 5 2 0 0 2 14
Dendrocopos 6 0 1 0 0 12
syriacus
Garrulus 4 0 2 0 1 2 1 10
glandarius
Sylvia atricapilla 3 1 0 0 4 2 0 10
Acrocephalus 0 0 0 8 0 0 0 8
arundinaceus
Cyanistes caeruleus 6 0 0 2 0 0
Lanius minor
Oriolus oriolus 0 1 0 0 1 2 4 8
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Pica pica 2 0 0 0 0 6 0 8
Dendrocopos major 3 0 2 0 0 1 1 7
Emberiza citrinella 2 0 0 2 1 1 0 6
Picus canus 2 0 0 0 1 3 0 6
Prunella modularis 0 1 2 2 1 0 0 6
Sitta europaea 2 3 1 0 0 0 0 6
Anthus trivialis 2 0 0 0 0 2 0 4
Hirundo rustica 0 0 0 4 0 0 0 4
Phoenicurs 2 0 0 0 0 2 0 4
ochruros
Accipiter nisus 3 0 0 0 0 0 0 3
Emberiza 1 0 0 2 0 0 0
schoeniclus
Turdus pilaris 3 0 0 0 0 0 0 3
Motacilla alba 1 0 0 0 0 0 1 2
Accipiter gentilis 2 0 1 0 0 0 1 4
Alcedo atthis 0 0 0 2 0 0 0 2
Corvus frugilegus 0 0 0 0 0 2 0 2
Carduelis spinus 1 0 0 0 0 0 0 1
Dendrocopos minor 1 0 0 0 0 0 0 1
Jynx torquilla 1 0 0 0 0 0 0 1
Phoenicurus 0 0 0 0 0 1 0 1
phoenicurus
Phylloscopus 1 0 0 0 0 0 0 1
trochilus

Total 209 53 47 60 44 147 80 640

Gradina Botanica (Institut) din Chisinau, datorita diversitatii florei in crestere si, in
coscecintda, a celei mai diverse aprovizionari cu alimente, este zona cu cea mai mare
diversitatea de aviafauna din mun. Chisinau (Tabelul 4.1).

In a doua decadi a lunii martie se inregistreazi o crestere a numairului celor mai
numeroase specii — cioarei-de-semanaturd, pitigoilui-mare, mierlei, cintezei si florintelui.
In luna martie, ponderea totala a acestor specii de pasari in ornitofauna constituie 71,6%
(cioara-de-semanatura - 30,7%, pitigoiul-mare - 20,8%, mierla - 7,5%, cinteza - 6,3%,
florintele - 6,3%).

Cea mai intensa migratie de primavara este observata la ciorile de semanatura si la
un sir de alte pasari din ordinul Passeriformes. In perioada primaverii timpurii, la inceputul
lunii martie, are loc migratia in masa a cioarelor de camp. De obicei, zborul are loc atat in
stoluri mari, pana la cateva sute de indivizi, cat si In concentratii mai mici. Ciorile de
semanatura, deplasandu-se pe teritoriul lor, se hranesc un timp mai indelungat in cAmpuri,
apoi incep sa repare si si construiasca cuiburi noi. In prezent, este cunoscut faptul ca
diverse populatii de corvide au propriile trasee de migratie [6]. Astfel, populatiile
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geografice de corvide difera intre ele prin directii, termeni si alte particularitati ale
migratiilor.

Zborul micileandrului a fost inregistrat in toti anii de studiu. In anii 2013 si 2014 s-
au observat concentrari dispersate de florinte a cate 7, 9, 15 indivizi in stoluri. Cintezoii
erau observati hranindu-se, de obicei, in asternutul padurii. La florinte, a fost atestata 0
crestere treptatd a abundentei pe parcursul primaverii, atingdnd valoarea maxima la
mijlocul lunii mai.

Dupa observatiile din anul 2014, zborul botgrosului a inceput la sfarsitul lunii martie,
primele stoluri au fost observate la 23.03.2014: au fost Intdlnite 2 stoluri in numar de 5 si
7 indivizi. La 27 martie 2014, au fost observate 2 stoluri mixte, alcatuite de botgrosi cu
florinte, in total de 30 de indivizi. In zona de silvostepa, numarul de cinteze a constituit
pana la 40 de indivizi in stol. Indicatorul de abundenta a cintezei a crescut de la a doua
jumatate a lunii martie pana la a doua jumatate a lunii mai, iar de la mijlocul acestei luni
intensitatea sa a scazut brusc. Cel de-al doilea varf de activitate pentru cinteza a fost
observat la sfarsitul verii. In luna august cintezele s-au unit in stoluri si au inceput
migratiile lor de toamna. In aceasta perioada, pasarile au devenit mai vizibile, ceea ce s-a
reflectat in modificarea indicatorului de abundenta.

in general, folosind exemplul colectarilor, in mun. Chisinau pot fi evidentiate 4 specii
principale, care alcatuiesc mai mult de jumatate din toate pasarile capturate. Este vorba
despre: vrabia-de-casa (Passer domesticus), pitigoiul-mare (Parus major), graurul (Sturnus
vulgaris) si mierla (Turdus merula). Potential toate aceste specii pot fi purtatoare de
cdpuse, dar cele mai predispuse sunt mierla sura si graurul obisnuit, datoritd faptului ca se
afld mult timp 1n contact cu asternutul si printre vegetatia ierboasa joasa.

Cu o deosebita atentie au fost luate in calcul prezenta si abundenta mierlelor ca
principalele gazde ale capuselor ixodide. De asemenea, S-au observat mierlele in mici
aglomerari, hranindu-se pe asternutul de padure a cate 2-4 indivizi. Conform datelor din
literaturd, mierlele canta foarte activ in martie-aprilie, inainte ca puii sa iasd in masa din
ou. De la sfarsitul lunii aprilie, pand la mijlocul lunii mai, in timpul aparitiei in masa a
puilor, activitatea lor scade brusc. In cel de-al doilea varf, se observi si un al doilea val de
vocalizare, probabil datorita celui de-al doilea ciclu de reproducere [3]. In studiile noastre,
in primavara, doua varfuri din abundenta mierlelor sure nu au fost clar urmarite, dar la
inceputul toamnei a fost urmdrit un varf suplimentar. Apoi se inregistreaza o scadere brusca

.....

treptat la inceputul toamnei. (Figura 4.1)
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Figura 4.1. Indicele abundentei mierlei sure dupi datele lunare medii (indiv./500 m)

Varful abundentei populatiei de pasari se inregistreazi in luna mai. In structura ornitofaunei,
apare si creste numarul speciilor migratoare si care cuibaresc: cioara-de-camp, graurul Sturnus
vulgaris, grangurul (Oriolus oriolus), codrosul-de-padure (Phoenicurus phoenicurus), muscarul-
mic (Ficedula parva), presura-sura (Miliaria calandra), presura-de-gradini (Emberiza hortulana),
precum si pitigoiul-mare (Parus major), potarnichea (Perdix perdix), prepelita (Coturnix
coturnix), ciocanitoarea-pestrita-mare (Dendrocopos major), vrabia-de-camp (Passer montanus),
mierla (Turdus merula). Daca in luna martie abundenta totala a speciilor din rezervatia lagorlac
constituia 15,86 ex/km, in luna aprilie a crescut pana la 24,47 ex/km, iar in luna mai a atins o
valoare maxima de 31,35 ex/km. Incepand cu prima decadi a lunii iunie si pana in iulie inclusiv,
abundenta pasarilor a scazut semnificativ. Acest lucru se datoreazd in primul rand faptului ca
activitatea vocald a pasarilor si, prin urmare, indicii abundentei lor in timpul sezonului de cuibarire
se schimbd semnificativ. Cele mai mici valori ale abundentei sunt tipice pentru lunile iulie si
august, in aceastd perioada pasirile sunt mai greu de observat si practic nu canta. In perioada de
cuibdrire, numarul mediu lunar de pasari a scazut de la 29,35 ex/ km, in luna mai, la 11,05 ex/km,
in iulie, atingdnd cea mai mica valoare in luna septembrie - 10,1 ex/km.
4.2Activitatea zilnica a pasarilor

Pe parcursul studiului, s-a stabilit prezenta mai multor varfuri in activitatea zilnica a
pasarilor passeriformes. Zona cea mai nordica a satului Badragii Vechi (Fig. 4.3) s-a caracterizat
prin prezenta a trei varfuri de activitate cauzate de participarea silviei-cap-negru, graurului,
presurii-galbene, sfranciocului-rosiatic si fasei-de-padure. Primul varf a fost format in principal de
codobatura-alba, fasa-de-padure, presura-galbena, al doilea - de graur, sfranciocul-rosiatic, al
treilea—de silvia-cap-negru, presura-galbena, fasa-de-padure, pitigoiul-mare. Dintre toate speciile,
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cel mai timpuriu, la ora 6:00, 1si manifesta activitatea pitigoiul-mare si Silvia-de-camp; ceva mai
tarziu — fagsa-de-padure, grangurul si altele.

La pasarile passeriforme care locuiesc in vegetatia arborescentd si de arbusti din
vecindtatea gradinii botanice (Fig. 4.2) din Chisinau, s-au inregistrat 5 perioade de activitate
maxima: primul varf de activitate (7:00 - 8:00) I-a constituit pitigoiul-mare, privighetoarea-de-
zavoi, fasa-de-padure, presura-galbena; cel de-al doilea (10:00 - 11:00) — pitigoiul-mare, mierla;
cel de-al treilea (14:00 - 15:00) — mierla-cantatoare, pitigiul-mare, presura-galbena, codrosul-de-
padure; al patrulea (17:00 - 18:00) — cioara-de-semanatura, cotofana, grangurul; al cincilea (20:00
- 22:00) — cioara-de-semanatura, pitigoiul-mare, mierla.

Capacitatea mierlei de a fi activa un timp mai indelungat (14:00 - 21:00) este posibila
datorita specializarii acestei specii in dobandirea hranei.

Astfel, este identificat un grup stabil de specii care manifestd o activitate simultand si
participa la formarea majoritatii varfurilor de activitate pe parcursul zilei, reprezentata de pitigoiul-
mare, mierla sura, fasa-de-padure.

Acest lucru se realizeaza, se pare, fie datorita plasticitatii ecologice a speciilor, fie datorita
specializarii inalte a speciilor. Al treilea si al patrulea varfuri sunt, de asemenea, formate de
grangur, iar primul si al treilea de presura galbena. Lipsa activitatii maxime in alte perioade de

timp, este probabil, o consecinta a suprimarii lor de catre alte specii.
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lagorlac (2013-2014, sfarsitul lunii mai—inceputul lunii iunie)

Gradina Botanica (2015, sfarsitul lunii mai — inceputul lunii

Figura 4.2. Evidenta cantitativa cumulativa a activititii zilnice a pasarilor de zi din
rezervatia Iagorlac si Gradina Botanica (Institut) din mun. Chisinau
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Figura 4.3. Evidenta cantitativa cumulativa a activititii zilnice a pasarilor de zi din

Badrajii Vechi si rezervatia Prutul de Jos.

Ca exemplu, in acest caz, putem examina primul varf al activitatii totale. Pitigoiul-mare,
presura-galbena si fasa-de-padure, care il formeaza, locuiesc intr-un biotop — vegetatia
arborescentd si de arbusti a marginii de padure. In ciuda acestui fapt, maximele matinale ale
activitatii lor coincid. Posibil cd faptul acesta se explicd prin diferentierea niselor ecologice ale
speciilor pe etaje. Fasa-de-padure se hraneste la sol, pitigoiul-mare si presura-galbena populeaza
coroanele copacilor, in plus, presura-galbend prefera etajele mai inalte, comparativ cu pitigoiul-
mare. In acelasi timp, cioara-de-semanturi se intalneste in special in cAmpurile cu culturi agricole
si, Tn mod corespunzdtor, beneficiaza de resursele unei alte biocenoze. Grangurul, desi poate fi
intdlnit impreuna cu pitigoiul-mare si presura-galbena, preferd habitatele mai umede. De
asemenea, este necesar sa remarcam diferentele dintre metodele de dobandire a hranei, care, fara
indoiald, au un impact direct asupra exploatdrii niselor ecologice. Ca exemplu de distribuire a

29 A

»hiselor temporale” intre speciile care locuiesc intr-un biotop, precum este vegetatia arborilor si
arbustilor de pe povarnisul si marginea exterioara a terasei poate servi habitatul comun al
urmatoarelor specii: silvia-de-camp, pitigoiul-mare si florintele, grangurul, fasa-de-padure,
presura-galbena si sticletele. Dintre toate speciile care locuiesc 1n acest biotop, cel mai devreme,

la ora 6:00, se manifesta activitatea: pitigoiul-mare sisilvia-de-camp; ceva mai tarziu — fasa-de-
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padure, grangurul si alte specii. Schema de distribuire a varfurilor de activitate la pasarile din

diferite specii este prezentata in figura 4.4.

asari

Q.
)
°
2
(T
£ 5
=]
2
3
1 1
6:00 7:00 8:00 9:00 10:00 11:00 12:00 1:00 2:00 3:00 4:00 5:00 6:00 7:00 8:00 9:00 10:00
AM AM AM AM AM AM PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM PM
==@==Botgros ==@==Codros de munte Grangurul Fasa de padure
«=@==Presura galbena e==@==Pitigoiul mare e=@==Silvia de camp e=@==Cijoara de semanatura
e=@==[|orinte ==@==Ticlean e=@== Codobatura «=@==\/rabie de casa

Vrabie de camp

Figura 4.4. Evidenta cantitativi a activitatii zilnice a pasarilor care locuiesc in comunitati
la hotarul padurii din Durlesti

In timpul capturirii pasarilor au fost luate in considerare varfurile activititii pasarilor intr-
o anumita zona. De asemenea, s-au calculat corect intervalele pentru verificarea plaselor instalate.
Intervalele prea frecvente in perioadele cu activitate scazutd vor speria pasarile si vor reduce
numadrul de indivizi capturati, in timp ce intervale prea rare in perioadele de varf vor duce activ la
incalcirea severa a pasarii in plasa si acumularea concomitenta a mai multor indivizi. Acest lucru
va face mult mai dificila descélcirea pasarilor, ceea ce va afecta negativ numarul de capturi. In
plus, odata cu incalcirea puternica a pasarii, cresc sansele producerii unor daune atunci cand

individul este eliberat, suplimentar creste si uzura plasei.

5. CARACTERISTICA EPIDEMIOLOGICA A CAPUSELOR IXODIDE
COLECTATE DE LA PASARI

5.1 Componenta genetica si ecologia capuselor de pe pasari
Cipusele au fost depistate la 93 de pasiri. In total, au fost colectati 262 de indivizi (Tabelul
5.1) apartinand la 5 specii de capuse (Ixodes ricinus N = 245, I. frontalis = 12, Haemaphysalis

punctata n = 2, Hyalomma marginatum n = 2, Dermacentor magrginatus n = 1) (Figura 5.2), dintre
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acestea 250 (96%) se aflau in stadiul de nimfa si 9 in stadiul de larva (3%). Majoritatea cdpuselor de
la pasari au fost colectate in Iagorlac si in Gradina Botanica Nationala din mun. Chisinau (Figura
5.1). A fost gasit doar un adult de capusa Ixodes frontalis si doua de Hy. marginatum. Intensitatea
medie totala si abundenta invaziei au constituit 2,81 si, respectiv, 0,62. Intensitatea invaziei de catre
nimfe este incomparabil mai mare decat intensitatea invaziei de catre larve. In dinamica sezoniera
se observa un model care coreleazd cu activitatea generald a capuselor. Cel mai mare numar de
capuse a fost colectat in lunile mai si aprilie (n=72, respectiv n=59), ceea ce coincide cu activitatea
de varf a capuselor pe parcursul anului. Intensitatea medie a infestarii pasarilor cu cdpuse a avut loc
la inceputul lunii iunie (0,87). Desi luna iunie nu este perioda cea mai activa, pana in august,
activitatea capuselor este practic nuld, pentru 3 sezoane de Studiu au fost colectate doar opt capuse
de la doua pasari (Tabelul 5.1). Turdus merula si T. philomelos au fost speciile cu cea mai mare rata
de infestare. Aceste specii se hranesc la sol, fapt sporeste enorm contactul lor cu capuse. In schimb,
majoritatea speciilor de pasari colectate in timpul studiului nu au fost infestate de capuse.

Numeroase pasari (Coccothraustes coccothraustes, Fringilla coelebs, Carduelis chloris)
au cuprins specii hranitoare nepamantene. Probabil, preferinta de hranire este cel mai important
factor care afecteaza frecventa infestarii cu capuse a pasarilor. Fenomenul pare sa depinda in mare
parte de specia de capusa. Variabilitatea conditiilor de mediu din Republica Moldova este asociata
cu prezenta pasarilor paseriforme in diferite perioade sezoniere. Spectrul vast de specii si numarul
mare de pasari determind o probabilitate mare de introducere a agentilor patogeni, de catre capuse.
Astfel, se formeaza focare naturale secundare.

Tabelul 5.1 Distribuirea lunara a pasérilor si cipuselor colectate de la acestea

Luna Pasari Pasari Cipuse Réaspindirea Numérul Intensitatea
examinate infestate cu colectate | capuselor (%0) mediu de medie de
cipuse cipuse la infestare cu
pasare cipuse
infestata
Martie 58 6 20 15,38 3.3 0,34
Aprilie 142 28 59 20 2,1 0,42
Mai 166 32 72 24,3 2,3 0,43
lunie 60 10 52 26,6 5,2 0,87
lulie 38 4 12 30 3 0,32
August 47 2 8 9,09 4 0,17
Septembrie 49 6 22 16 3,7 0,45
Octombrie 45 3 13 5,88 4,3 0,29
Noiembrie 35 2 4 6,66 2 0,11
in total 640 93 262 14,06 2,8 0,41
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Figura 5.2. Numarul de ciipuse din vegetatie in diverse locuri de colectare (a. 2013-2015)
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5.2. Microorganismele patogene in cipusele colectate de la pasari

Un total de 32,82% (86/262, CI: 13,1-23,3) (Tabelul 5.2) din numarul de capuse
colectate de la pasari au fost testate pozitiv pentru unul sau mai multi agenti patogeni: 6,9%
(18/262) dintre capuse au fost pozitive la Anaplasma phagocytophilum, 15,2% (40/262) de
capuse au fost infestate cu Borrelia spp., 8,7% (23/262) dintre capuse au fost infestate cu
rickettsia, 1,5% (4/262) cu Candidatus Neoehrlichia mikurensis, 1, 5% (4/262) cu Babesia
microti si 1,5% (4/262) cu Borrelia miyamotoi. Aceste 86 de cazuri pozitive pentru patogeni
au inclus 7 cazuri de co-infectie a doi agenti patogeni. Toti agentii patogeni au fost depistati
la nimfele 1. ricinus, cu exceptia R. slovaca, care a fost descoperita la nimfa Ixodes frontalis.
Din 93 de rezultate pozitive RPL, continuitati de nucleotide au fost obtinute pentru 23 de
Rickettsia spp. 36 de Borrelia sensu lato, 4 de Anaplsama, 2 de RF Borrelia, 4 de Babesia
ssp. BLAST analiza datelor continuitatilor arata asemanarea de 100 % cu Borrelia garinii
(AY772205 GQ387030.1 JX909912.1 KU291355.1 KJ577538.1), Rickettsia slovaca
(CP003398.1), Rickettsia monacensis LN794217.1 AF141906.1 AF140706.1), Babesia
mictori (JQ886034.1 JQ886035.1 JQ886058.1) si asemanarea de 99% cu Rickettsia helvetica
(KP866150.1 KU310588.1), Borrelia miyamotoi (FJ874925.1 CP010308.1 CP006647.2),
Borrelia valaisiana (CP009117.1), Anaplasma phagocytophilum (JX173651.1 JN181075.1
JN181063.1 HQ629911.1 AF136712.1), Borrelia lusitaniae (HG798781.1). Coxiella

burnetii nu a fost depistata la nici una dintre capusele testate.

Tabelul 5.2. Speciile de agenti patogeni ai cipuselor colectate de la pasari

Numarul de capuse infectate cu agentul patogen:
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Tabelul 5.3. Agentii patogeni depistati in capusele colectate din vegetatie
(* capusele au fost studiate in esantioane a cite 5 indivizi in fiecare, ** colectate de la vite)

Numarul de cipuse* infestate cu agent patogen:
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Capusele colectate din vegetatie au fost testate pentru aceleasi grupuri de agenti patogeni
ca si capusele colectate de la pasari, folosind aceleasi truse de reactivi. Decodificarea secventei
genetice a fost obtinutad numai pentru Borrelia burdorferi s.l. Astfel, a fost efectuat studiul a 20 de
pools (n=5) de capuse I. ricinus, 5 pools de Dermacentor marginatus, 5 pools de Dermacentor
reticulatus, 15 capuse individuale de H. punctata, doua capuse de Hyalomma marginatum si o
capusd de /. frontalis. S-a depistat prezenta principalelor grupe de agenti patogeni la capusele 1.
ricinus $1 Rickettsia spp. la capusele din genul Dermacentor. Trei genospecii diferite de Borrelia
spp. au fost identificate: Borrelia garinii (n=4,20%), Borrelia afzelii (n=7,35%), Borrelia
valaisiana (n=1,5%), Borrelia b.s.l. (=3, 15%). In total, dupa examinarea a 20 de pools de cipuse

L. ricinus, 15 pool-uri au fost pozitive pentru cel putin unul dintre agentii patogeni. (Tabelul 5.3)

5.3. Co-infectiile si nivelul de sarcina bacteriana a cipuselor colectate de la pasari

Nivelul total de co-infectie, conform rezultatelor studiului a 262 de capuse, a constituit
2,7%. Coeficientul general de co-infectie Ginsberg (Ic) +4,58 (p = 0,05). Pentru toate zonele
studiate, Ic a fost pozitiv (Tabelul 5.4). Nu s-au inregistrat cazuri de co-infectie pe doua teritorii

(Prutul de jos, Badragii Vechi), care poate fi explicat printr-un esantion mai redus.
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Coeficientul lui T Kendall (R = 0,4, n =262, p <0,1) denota faptul ca numarul total de
capuse a fost corelat pozitiv cu numarul de agenti patogeni 1 (= Borrelia garinii) / agentul
patogen 2 (= Rickettsia sp., Anaplasma phagocytophylum) capuse coinfectate. Majoritatea co-

infectiilor au fost depistate in rezervatia lagorlac.

Tabelul 5.4. Co-infectiile la cipusele colectate de la pasari
(B.g.—Borrelia garinii; A.p.—Anaplasma phagocytophylum; R.m.—Rickettsia monacensis;

* co.infectiile cu valoarea statica (p <0,05))

Specia | Locul colectiirii | Numarul Numiirul de | Indicele co- | Tipul co- | Numiirul de co-
de de capuse | cipuse co- | infectiei infectiei infectii printre
cipuse studiate infectate (%0) ciipuse co-
infectate
Ixodes lagorlac 165 3(1.8) +1,37* B.g./R.m T. merula
ricinus
B.g./R.m T. philomelos
B.g./A.p T. merula
Mun.Chigindu 42 2(4.7) +2,5% B.g./R.m T. merula
B.g./A.p T. merula
Plaiul fagului 19 1(5.3) +12,0 R.m./A.p T. merula
Codrii 21 1(4.7) +17,8 B.g./R.m T. merula
Prutul de Jos 10 0
Badragii Vechi 5 0
Total 262 7 (2,67) +4,58*

Indicele Shannon pentru capusele colectate de la pasari a ajuns la valorile 1,39 = 0,44. Nu
a fost inregistrata o corelatie semnificativa intre procentul capuselor infectate si valorile indicilor
biodiversitatii.

Pentru reprezentantii genurilor Borrelia si Rickettsia a fost posibild evaluarea prezentei
cantitative a bacteriilor in corpul cipusei datoritd standardelor cu o concentratie cunoscuti (2x10°
la Rickettsia (ADN Rickettsia prowazekii) si 2x10°® la Borrelia (ADN de borrelia burgdorferi
sensu lato). Dreapta de calibrare pentru RPL in timp real a fost obtinutd pe calea celor patru
dizolvari succesive de 10 ori a standardelor existente. Sarcina bacteriana medie totala depistata a
constituit 3,53 x 10° pentru reprezentantii genului Borrelia si 1,23 x 10° Rickettsia la cipusele cu
monoinfectie (Figura 5.3). Capusele in care a fost depistata co-infectia, au avut valoarea medie de
9,47 x 10* bacterii, divisate 1a 2,83 x 10° pentru Borreliasi 9,19 x 10* bacterii din genul Rickettsia
la o singura capusa (Figura 5.3). Capusele infectate cu Rickettsia (P <0,01) si capusele co-infectate
(P <0,1) au avut o sarcind bacteriana semnificativ mai mare decat capusele infectate cu spirochete

din genul Borrelia. Cele mai mari sarcini bacteriene au fost gasite la nimfe colectate de la mierlele
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sure (Borrelia mono-infectate: 7,56 x 103 Rickettsia mono-infectate: 4,87 x 10°; Borrelia co-
infectate: 7,21 x 10% Rickettsia co-infectate: 3,12 x 10°; Borrelia-Rickettsia co-infectate: 3,22 x
10°), si apoi la nimfele colectate de la grauri (Borrelia mono-infectate: 5,56 x 10;% Rickettsia
mono-infectate: 2,09 x 10°; Borrelia coinfectate: 5, 57 x 10%; Rickettsia co-infectate: 3,06 x 10°;

Borrelia-Rickettsia co-infectate: 3,06 x 10°.

1= 10%-

1x1074

1x10%

1x 1051

1x 1044

1107+

1x102-

-

1x10"4

1x10°

I:l Borrelia spp -chkeﬁsfaspp - Coinfection

Borrelia spp. + Rickettsia spp.

Figura 5.3. Nivelul sarcinii bacteriene in cipuse (numirul echivalentilor de genom ai bacteriilor)

CONCLUZII GENERALE
1. Datele obtinute confirma rolul important al pasarilor in raspindirea bolilor umane, ai
caror vectori sunt cipusele. In total 32,82% (86/262) dintre cipusele colectate de la pasari au fost
testate pozitiv pentru unul sau mai multi agenti patogeni: 6,9% (18/262) testate pozitiv pentru
Anaplasma phagocytophilum, 15,2% (40/262) infectate cu Borrelia spp., 8,7% (23/262) infectate
cu Rickettsiae, 1,5% (4/262) cu Candidatus Neoehrlichia mikurensis, 1,5% (4/262) cu Babesia

microti si 1,5% (4/262) cu Borrelia miyamoto.
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2. Pentru prima data pe teritoriul Republicii Moldova, datoritd unor studii genetice
moleculare, s-a putut identifica, in capusele I. ricinus, un nou agent Borrelia miyamotoi, agentul
ce cauzeaza febra recidivanta la om. Existenta agentului Borrelia miyamotoi, in capusele I. ricinus
in zonele publice de recreare, si agrement prezinta un risc real pentru transmiterea acestui agent
infectios catre populatia urbana.

3. Ca rezultat al cercetarii, s-a constatat cd, in structura populatiei de pasari din diferite
zone peisagistice ale Republicii Moldova, pasdrile care se hranesc pe sol reprezinta 53%, ceea ce
determind participarea lor la circulatia agentilor patogeni transmisi de capuse. Populatia de pasari
din cenozele urbane diferd de cea din rezervatii prin compozitia speciilor dominante, in timp ce
seturile de specii de fond coincid.

4. Capusele Hyalomma marginatum colectate in sudul tarii, atat de la pasari, cat si de la
vite, denota faptul ca acestea sunt aduse pe teritoriul Republicii Moldova de pasarile migratoare.
Capusele acestei specii servesc ca vectori de boli pentru animale si pot provoaca cazuri umane de
febra hemoragica, inclusiv febra hemoragica din Crimeea.

5. Capusele infectate cu Rickettsia au avut o incarcatura bacteriana mai semnificativa decat
cele infectate cu spirochete din genul Borrelia. Incircarea bacteriana medie totala depistata a fost
de 3,53 x 10 pentru reprezentantii genului Borrelia si de 1,23 x 10° pentru Rickettsia la cipusele
monoinfectate. Caipusele co-infectate au reprezentat o medie de 9,47 x 10* bacterii impartite la
2,83 x 10° pentru Borrelia si 9,19 x 10* pentru Rickettsia per cipusa.

6. Principalele rezervoare de agenti patogeni, transmisi de capuse, sunt pasarile care se
hranesc indeosebi pe sol. Printre acestea sunt urmatoarele specii de pasari: Turdus merula, Turdus
philomelos, Sturnus vulgaris. Dintre pasarile examinate, au fost infestati 59, 19,2 si, respectiv,
15% de indivizi. Numarul mediu de acarieni per pasare infestata a fost de 3,78; 3 si, respectiv, 1,6.

7. Speciile migratoare, cum ar fi Erithacus rubecula, Sylvia atricapilla, Luscinia luscinia
si Acrocephalus arundinaceus prezinta cel mai mare interes, intrucat acestea introduce noi specii
de capuse pe teritoriul Republicii Moldova.

8. Borrelia afzelii nu a fost identificata in capusele colectate de la pasari, Ci in cele colectate
de la vegetatie, cee ace denotd ca rezervor pentru aceasta bacterie sunt n principal mamiferele.

9. Prezenta lucrare are valoare atat practica, cat si teoreticd. Rezultatele obtinute extind
cunostintele despre fauna si ecologia cdpuselor ixodide, precum si despre rolul epizootologic si
epidemiologic al cdpuselor si pasdrilor ixodide din Republica Moldova. Realizarile in aceasta teza
de doctorat pot fi utilizate in activitatea stiintific si in practica a epidemiologilor, acarologilor,
microbiologilor. Acestea pot servi ca material didactic pentru prelegerile de parazitologie,

zoologie si ecologie animala. Tehnicilor genetice moleculare pot fi utilizate in diagnosticul
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borreliozei Lyme. Protocoalele si rezultatele prezentate in aceasta lucrare pot constitui drept suport
metodologic la cursurile de parazitologie, zoologia nevertebratelor precum si la lucrarile practice
de genetica pentru studentii Universitatii de Stat din Moldova.

10. Cu regret, studiile efectuate unele de limitari. In primul rand, nu a fost posibil si se
testeze sangele pasarilor din care au fost colectate capusele pentru a depista anticorpii la agentii
patogeni. In al doilea rand, depozitarea materialului pentru testarea virusilor necesita congelarea
lor imediata, care, din pacate, nu a putut fi asiguratd in momentul colectarii. Astfel, screening-ul
pentru virusi nu a fost efectuat, desi encefalita transmisa de capuse este depistatd in Republica
Moldova. In al treilea rand, in timp ce rezultatele PCR pozitive au fost confirmate prin secventiere,
acuratetea rezultatelor PCR negative poate fi teoretic pusa la indoiala. Protocoalele PCR publicate
in literatura au fost utilizate pe diverse platforme PCR, la diferite locuri ale studiului, neavand o
definitie exacta a limitei de detectie in probele de cipuse. In al patrulea rand, numarul minim de
coinfectii la capusele evaluate limiteaza interpretarea asociatiilor calculate. Estimarile
preferintelor bazate pe un esantion de capuse colectate direct de la gazde, ca si in cazul acestei

egale.

RECOMANDARI PRACTICE
1. Intrucat infectiile, a ciror vectori sunt capusele, reprezinti o amenintare pentru sinitate
st frecventa de depistare din cauza mobilitdtii In crestere a populatiei depaseste zonele endemice,
monitorizarea constantd a capuselor, a gazdelor, In special a pasarilor si micromamiferelor, este
necesara.

2. Medicii, la efectuarea diagnosticului diferential, trebuie sa tind cont, printre altele, de
bolile rare pe care le pot transmite cdpusele, In special febra cu etiologie necunoscutd, anemia si
sindroamele de stare generala de rau.

3. Atunci cand se constata cazuri de infectii cauzate de B. garinii, trebuie sa cercetam un
rezervor la pasari. Daca se indifica B. afzelii, acordam atentie micromamiferelor.

4. Informatiile privind rolul pasarilor in transmiterea agentilor patogeni transmisi de capuse
trebuie sa fie integrate cu datele pentru alte grupuri relevante de animale-gazda. De asemenea,
trebuie luate in considerare eterogenitatea comportamentului capuselor, preferintele gazdei si
potentialul gazdei ca rezervor pentru un numar de agenti patogeni simultan, deoarece acesti factori
pot influenta dinamica transmiterii patogenului si pot determina importanta diferite lor specii de

gazda.
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5. Sunt necesare studii suplimentare asupra nivelului de infestare a pasarilor cu capuse si
harti patogene atat ale capuselor, cat si ale pasarilor ca atare pentru a obtine o idee generala despre
agentii patogeni. De asemenea, progresele conceptuale semnificative in ecologia agentilor
patogeni transportati de capuse vor necesita, o trecere de la studiile de caz descriptive ale infestarii
aviare si agentii patogeni la o evaluare holistica a sistemelor de transmisie. De exemplu, multe boli
zoonotice cauzate de agenti patogeni transmisi de capuse sunt sisteme multi-gazda, iar diversitatea
si compozitia de specii a comunitatilor de gazda pot influenta dinamica transmiterii.

6. Pentru a obtine o imagine mai completa a rolului pasarilor in circulatia agentilor patogeni
periculosi pentru oameni si animale, sunt necesare cercetari suplimentare. Paralel cu studiul
capuselor pentru identificarea agentilor bacterieni si protozoarelor, este necesar si se testeze
pasarile ca atare pentru a depista anticorpi in sange. De asemenea, materialul colectat de la pasari
trebuie studiat pentru a detecta virusii, iar pasarile pentru anticorpii la virusi. O imagine completa
a semnificatiei epidemiologice va fi disponibila doar dupa ce va fi efectuat un studiu similar al

micromamiferelor si gazdelor stadiilor imaginare.
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AHHOTANUA

Mopo3zoB Anekcanap «@ayHa 1 3MUAeMHOJIOTHYeCKoe 3HAYeHHe HKCOAOBBIX KJlemiei
(Acari, Ixodidae) y Bopoobunooopasubix nrunl Pecnyoamku MoggoBa». J{uccepranus Ha
COMCKaHHE YUCHOU CTETICHH JIOKTOpa Ouosnorndeckux Hayk. Kumunay, 2022 rog.

O0beM M cTPpyKTypa padoThl: BBEJCHHUE, 5 TJIaB, OCHOBHBIC BBIBOJbI U PEKOMEH/IAIINH,
307 uctounukoB Oubmmorpadum. Padora m3nmokena Ha 111 crpaHWIlaX OCHOBHOTO TEKCTa,
comepxuT 16 Tabimi u 28 pucyHkoB. [lomydeHHbIE pe3yabTaThl OMyOJUKOBaHBI B 17 HayYHBIX
paborax.

KioueBble  cjoBa:  HMKCOJIOBBIE  KJCIIM,  MTULbI,  KJCIIEBbIE  MATOTEHBI,
SMU300TOJIOTMYECKOE U SMUIEMUUECKOE 3HAUCHHUE.

OobaacTh UccIeI0BaAHMM: TAPA3UTOIOTUS

Lesas uccjie0BaHUIi: U3YYUTh BUAOBOE pPa3HOOOpa3ne MKCOAOBBIX KIelei, COOpaHHbBIX
C BOPOOBMHOOOPA3HBIX MTHI], 0003HAYNTH UX BO3MOXKHYIO SMTUAEMHUOJIOTHYECKYIO 3HAUUMOCTh U
MOTEHIIMaN Kak pe3epByapa undexiuii uenoseka u KPC.

Jliis peanu3anuy JaHHOH 1eNTM ObUTA OTIPEeCNICHBI CIICIYIONINE 3aa41 HCCIeJOBAHMIA:
OTIpeNIeNUTh BHUJIOBOW cocTaB kiemeidl Ixodidae mapasutupyrommx Ha BOPOOBHMHOOOpPA3HBIX
ntunax PecryOnuku MonjoBa, BBISICHUTH CE30HHYIO JMHAMUKY BCTPEYaeMOCTH KIEIIed Ha
OTUIAX B pa3Hble mepuoAsl rojga. OmpenenuTh BUAOBON COCTAaB MTHIl, KOTOPbIE SBISIOTCS
OCHOBHBIMH TPOKOPMHUTEISIMH HKCOJIOBBIX Kjemeil Ha Teppuropun PecnmyOmmku Monnosa,
BBISIBUTH (DaKTOPBI, OMpEAEISIoNue JaHHBIH BUIOBON cocTaB. OmpeenuTh Kakue MaToreHHbIe
areHTbl TEPEHOCAT HaNJCHHBbIE HKCOIOBBIE KICHIM C IOMOIIBI0 COBPEMEHHBIX METOJI0B
MOJIEKYJIsIpHOM Ononorun. IIpoBecTy aHaN3 MOTEHIMATBHOM AHUIEMHOIOTHIECKOH 3HAYMMOCTH
KJICLIEH.

HayyHasi HOBHM3HA M OPUIMHAJIBHOCTH MCCJIeAO0BaHWl. Brepsble Ha TeppuTOpUU
Pecniy6nuku MonmoBa Obut nmpumener meton I[P B peasbHOM BpeMeHH A MCCIEIOBaHUS
naToreHoB kjemed. OmpeneneH ypoBEHb 3apaK€HHOCTU Kilelled, COOpaHHBIX C ITHUI]
MaTOTEHHBIMU JIJIS YellOBeKa OOppeNnusaMu, pUKKETCUSIMH, aHarIa3MaMu, 6abe3usimu. BriepBrie Ha
tepputopun PecnyOnauku MoigoBa B HMKCOMOBBIX Kiemiax Ixodes ricinus ObL1o BBISBICHO
NpUCYTCTBUE TMaroreHa uenmoBeka Borrelia miyamotoi, koropsiii sBjsIeTCs BO30yAHMTEIEM
BO3BPATHOU JIUXOPAAKU

ITosryyeHHbIe pe3y/bTaThbl, KOTOpPbIE¢ CHOCOOCTBYIOT PCIICHHI0O BAKHON Hay4YHOH
MPo06JIeMbI 3aKITI0YAI0TCS B HAyYHOM 000CHOBAHHMH POJTH MKCOI0BBIX Kiereit (Acarina: Ixodidae)
COOpaHHBIX C NTHI] ¥, B YaCTHOCTH, IPEUMAarMHAIBHBIX CTauii Kiema 1Xodes ricinus B kauecTse
MEPEHOCYMKOB PAa3JIMYHBIX KJEUIEBBIX MAaTOT€HOB. bbulM oOmpeneneHbl MOTEHUWal U
AMUIEMUOJIOTMYECKas 3HAUMMOCTh NTHIl KaK pe3epByapoB MH(EKIUH, a Takke, yCTaHOBJIEHO
BUJIOBOE pa3HOOOpa3ue MTHUILl, SBISIOMIMXCS NPOKOPMUTEISIMH HKCOAOBBIX Kiemend. ITo
MO3BOJINJIO, BrepBble 3a nociaeaHue 40 neT, moayduTh JOCTOBEPHbIE JaHHBIE O POJIM NTUIl B
pacmpoCTpaHEeHUH W TMOAJEPKAHWU KIICIIEBhIX MAaTOT€HOB, BBI3BIBAIONINX OOJE3HU YelIOBEKA.
[Tomy4yeHHbIE TaHHBIE MOTYT OBITH UCIIOJIB30BAHBI JIJIs1 TPOTHO3UPOBAHUS IITHEMHOJIOTHUECKON
cutyanuu B Pecriybnuke Monnosa.

TeopeTnueckasi 3HAYMMOCTh: TIOJIYYEHHBIE PE3YIbTATHl PACIIUPSIOT 3HAHUS O ayHe
HKOJIOTMH MKCOJOBBIX KJIEIIeH, a TaKkKe O 3MHU300TOJIOTHYEeCKON U SMUAEMUOJIOIMUECKON poiH
MKCOJIOBBIX Kiemei u ntuil Pecryommku Momnoga.

IIpakTHyeckasi 3HAYUMOCTH: MaTEepUAIbl JUCCEPTALMN MOTYT OBITh MCIOJIBb30BaHbBI B
Hay4YHOUM M MpakTUyecKkoil padoTe 3MUAEeMHUOJIOTOB, SJHTOMOJIOTOB, MUKPOOHOJIOTOB, a TaKXke
KaK JUJaKTHYeCKU MaTepuai 1o MapasuToJIOTUH, 300JI0TMH U HKOJIOTUN KUBOTHBIX.

Buenpenue pe3yJibTaTOB: Pe3yNbTaThl TAHHOW PabOTHI UCIIONB3YIOTCS B KypcaxX JEKIUN
I'ocynapctBennoro Yuusepcurera Monnossl, @axkynsrera bronoruu u I[louBoBenenus, a Takxke
B pabore llentpa Meaununckux Anamu3oB «MedExpert», B JlabopaTtopuu MOJIEKYISPHON
OHMOJIOTUY TPU TECTUPOBAHUH UKCOIOBBIX KIICIICH.

31



ADNOTARE

Morozov Alexandr “ Fauna si semnificatia epidemiologica a capuselor ixodide (Acari,
Ixodidae) la pasarile paseriforme de pe teritoriul Republicii Moldova”. Teza de doctor in
stiinte biologice. Chisinau, 2022

Structura lucrarii: introducere, 5 capitole, concluzii generale si recomandari practice,
bibliografie din 307 titluri, ,111 pagini text de baza, 28 de figuri, 16 tabele. Rezultatele obtinute
sunt publicate in 17 lucrari stiintifice.

Cuvinte cheie: capuse ixodide, pasari, capuse patogene, semnificatia epizootologica si
epidemica.

Domeniu de studii: parazitologie

Scopul lucrarii: studiul diversitatii speciilor de cdpuse colectate de pe pasarile paseriforme
si stabilirea semnificatiei potentiale epidemiologice a capuselor si potentialului de rezervar de
infectii ale omului si vitelor mari cornute.

Pentru atingerea acestui scop, au fost identificate urmatoarele sarcini de cercetare:
Determinarea compozitiei Tn specii a cdpuselor ixodide parazitdnd la pasarile paseriforme din
Republica Moldova, aflarea dinamicii sezoniere a aparitiei capuselor la pasari in diferite perioade
ale anului. Precizarea compozitiei speciilor de pasari, care sunt principalele gazde ale capuselor
ixodide pe teritoriul Republicii Moldova, pentru a identifica factorii care determina precum si ce
agenti patogeni sunt transferati de cdpusele ixodide colectate folosind metode moderne in biologie
moleculara, de analiza importantei epidemiologice a capuselor colectate de la pasari.

Noutatea si originalitatea stiintifici: in premiera pe teritoriul Republicii Moldova a fost
aplicatd o metoda real time PCR pentru cercetarea patogenilor capuselor; a fost determinat nivelul
de infestare a capuselor colectate de pe pasdri cu borelia, riketia, anaplasma, babezia — agenti
patogeni ai omului; pentru prima data pe teritoriul tarii in capusele Ixodes ricinus a fost depistat
un patogen al omului Borrelia miyamotoi, care poate cauza febra returnabila.

Rezultatele obtinute, care pot contribui la solutionarea problemei stiintifice
importante constau in fundamentalizarea stiintifica a rolului capuselor ixodide (Acaria:
Ixodidae) colectate de pe pasari si in special stadiilor preimago ale capusei I1xodes ricinus in
caliatate de transmitatori ai diferitor patogeni, ceea ce a condus la determinarea potentialului
pasdrilor in calitate de rezervor de infectii, precum si stabilirea diversitatii speciilor de pasari
care sunt gazde pentru cdpuse ixodide, ceea ce a permis pentru prima data in ultimii 40 de ani
de a obtinea date fiabile (sigure) despre rolul pasarilor in raspandirea si mentinerea patogenilor
ixodide ce provoaca boli ale omului. Datele obtinute pot contribui la prognozarea situatiei
epidemiologice in Republica Moldova.

Semnificatia teoreticd: rezultatele obtinute extind cunostintele despre fauna, ecologia
capuselor ixodide, precum si despre rolul epizootologic si cel epidemiologic al pasarilor pe
teritoriul Republicii Moldova.

Valoarea aplicativa a lucrarii: materialele lucrarii pot fi utilizate in munca stiintifica si
practicda a epidemiologilor, entomologilor, precum si in calitate de material didactic la
parazitologie, zoologie si ecologia animalelor. Datele obtinute prezinta un interes pentru Centrele
de Sanatate Publicd, deoarece contribuie la prognozarea situatiei epidemiologice si planificarea
activitatilor legate de monitorizarea si controlul numarului de capuse ixodide.

Implementarea rezultatelor: rezultatele acestei lucrari sunt folosite cu scop didactic in
cursurile Universitatii de Stat din Moldova, Facultatea de Biologie si Pedologie, precum si in
activitatea de analize medicale la Centrul MedExpert in Laboratorul de biologie moleculara la
testarea capuselor ixodide.
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SUMMARY

Morozov Alexandr ""Fauna and epidemiological value of ticks (acari, ixodidae) in the
passerine birds of the Republic of Moldova'. Thesis for the degree of doctor of biological
sciences. Chisinau, 2022.

Structure of the work: introduction, five chapters, main conclusions and
recommendations, bibliography from 307 sources. The work is presented on 111 pages of the main
text, contains 16 tables and 28 figures. The results are published in 17 scientific papers.

Key words: ixodid ticks, birds, tick pathogens, epizootological and epidemic significance.

Research Area: parasitology

The purpose of research: to study the species diversity of ixodid ticks collected from
passerines, to identify their potential epidemiological significance and potential role as reservoirs
of human and animal infections.

To achieve this goal, the following research tasks were identified: To determine the
species composition of ixodid ticks parasitizing on the passerine birds in the Republic of Moldova,
to find out the seasonal dynamics of the occurrence of ticks on birds in different periods of the
year. To determine the species composition of birds, which are the main hosts of the ixodid ticks
on the territory of the Republic of Moldova, to identify the factors that determine this species
composition. To identify which pathogenic agents are transfered by collected ixodid ticks using
modern methods in molecular biology. To analyze the potential epidemiological significance of
ticks collected from birds.

Scientific novelty and originality of research. For the first time the real-time PCR,
method was used to study tick pathogens in the Republic of Moldova. The level of infestation of
ticks collected from birds with borrelia, rickettsia, anaplasmas and babesia pathogenic for humans
has been determined. For the first time the presence of human pathogen Borrelia, miyamotoi was
detected in Ixodes ricinus ticks in the Republic of Moldova, which is the causative agent of
recurrent fever.

The results obtained that contribute to solving the important scientific problem are
the scientific substantiation of the role of ixodid ticks (Acarina: Ixodidae) collected from birds and
in particular the preimaginal stages of Ixodes ricinus tick as carrier of various tick-borne
pathogens. These results led to the identification of the species composition of birds, which are the
hosts of ixodid ticks and the potential role of birds as reservoirs of infections. This allowed for the
first time in the last 40 years to obtain reliable data on the role of birds in the spread and
maintenance of tick pathogens causing human diseases. The data obtained contribute to the
prediction of the epidemiological situation in the Republic of Moldova.

Theoretical significance. The obtained results expand knowledge about the fauna and
ecology of ixodid ticks, as well as the epizootological and epidemiological role of birds and
ixodid ticks in the Republic of Moldova.

Practical significance. The dissertation materials can be used in scientific and practical
work of epidemiologists, entomologists, microbiologists, as well as didactic material on
parasitology, zoology and ecology of animals. The data obtained are of interest to the Public Health
Centers as contributing to the predictions of the epidemiological situation and drawing up plans
for monitoring and controlling the number of ixodid ticks.

Implementation of the results: the results of this work are used in lectures of the State
University of Moldova, the Faculty of Biology and Soil Science, as well as in the work of the
MedExpert Medical Analysis Center in the molecular biology laboratory when testing ixodid tick

33



MOROZOV ALEXANDR

FAUNA SI SEMNIFICATIA EPIDEMIOLOGICA A
CAPUSELOR IXODIDE (ACARI, IXODIDAE) LA PASARILE
PASERIFORME DE PE TERITORIUL REPUBLICII
REPUBLICA MOLDOVA

165.05 - PARAZITOLOGIE

Rezumatul tezei de doctor in stiinte biologice

Aprobat spre tipar: data Formatul hartiei 60x84 1/16
Hartie ofset. Tipar ofset. Tiraj ... ex...
Coli de tipar.: ... Comandanr. ....

Denumirea si adresa institutiei unde a fost tiparit rezumatul

34



