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OBIECTIVELE SI SCOPUL LUCRARII

In ultimi ani datoritd numarului ridicat de focare de pestd porcind africand (PPA) raportate si
consecintelor economice, aceasta viroza este consideratd cea mai importanta dintre toate bolile care se manifesta
la suine atat in tara noastra cat si la nivel global. Pesta porcina africand (PPA) este o boala virald a porcului
domestic si a mistretilor.

Am ales sa studiem aceasta boald datoritd impactului medical, dar si socio-economic deosebit pe care il
are asupra comertului international si care impune ca raportarea noilor cazuri de boala sa fie obligatoriu
notificabila catre WOAH (Organizatia Mondiald pentru Sanatatea Animalelor). Boala este produsd de un virus
distinct, singurul din Familia Asfaviridae. Animalele infectate prezintd o mare varietate de forme clinice care
variazd in functie de virulenta virusului dar si de caracteristicile imunologice ale gazdei. Absenta actuald a
profilaxiei sau a contramasurilor eficiente, face ca aceasta sa reprezinte un pericol economic atat pentru regiunile
afectate cat si invecinate. De aceea considerdm ca este imperativa urmarirea unor aspecte privind epidemiologia,
precum modul de transmitere al bolii, reactia organismului gazda, pentru a putea in acest fel preveni transmiterea
si de asemenea pentru a implementa masuri stricte de biosecuritate si strategii de control si eradicare.

Pornind de la aceste aspecte enuntate anterior, lucrarea de fata are drept scop identificarea genomului PPA
prin tehnici de laborator desfasurate in cadrul DSVSA Constanta prin identificarea cazurilor pozitive de PPA si
isi propune urmatoarele obiective:

Stabilirea curbei epidemiologice si a incidentei PPA in judetul Constanta pe o perioada de sase ani (2018-
2023) si totodatd o comparatie a dinamici de transmitere a focarelor de PPA intre diferite tari.

Un al doilea obiectiv epidemiologic urmarit il reprezintd evidentierea existentei unei posibile dinamici
sezoniere ce permite analiza indeaproape a posibililor vectori transmisibili.

S-a realizat analiza datelor de secventiere si generarea arborelui filogenetic folosind datele de secventiere
GenBank pentru a evidentia asemanari intre izolatele noastre versus izolatele din alte tari.

Compararea a doud tipuri de probe examinate prin metoda Polymerase Chain Reaction (PCR) ce au
evidentiat pe baza analizei valorilor de Cycle Treshold (CT) detectarea genomului viral PPA in cantitate
predominantd in probele de sdnge cu acid etilendiaminotetraacetic (EDTA) comparativ cu probele de tesuturi si
organe, ce indica faptul cd sangele pe EDTA are o specificitate mai mare pentru detectarea genomului viral PPA,
atat in stadiile incipiente ale bolii cat si in stadiile tarzii de evolutie.

Detectarea si monitorizarea infectiei cu virusul PPA la porcii domestici si mistreti, printr-o abordare
bilaterald, utilizand metode de detectie a genomului viral precum si detectarea anticorpilor anti-virus. Prin
examinarea unei palete extinse de probe s-a evidentiat ca metoda PCR permite detectarea in stadiile pre-viremice
ale infectiei PPA cat si In stadiul de diseminare sistemica a virusului ce duce la instalarea viremiei in timp ce
metoda testul imunosorbant legat de enzima (ELISA) permite detectarea prezentei anticorpilor specifici PPA
incepand cu a 14-a zi dupa contactul cu virusul. Prin urmare nu este o metoda de analiza fiabild pentru
confirmarea bolii Tnsd poate fi utilizat pentru a monitoriza starea imunologica post-infectie PPA a populatiilor de
porci domestici si mistreti.

Am luat In considerare o altd metoda de analizad pentru a depista cat mai rapid cazurile pozitive de PPA
bazéndu-ne pe punerea in evidenta a schimbarilor privind parametrii sangvini in diferitele etape ale viremiei prin
compararea cazurilor pozitive cu cazurile negative.

CAPITOLUL 1

VIRUSUL PESTEI PORCINE AFRICANE
1.1 Structura genomului

Acest capitol aprofundeaza caracteristicile si diversitatea semnificativa dintre izolate a genomului virusului
PPA ce face parte din Familia Asfarviridae, fiind singurul membru din aceastd familie, Specia Virusul pestei
porcine africane (PPA), gen Asphivirus clasificat ca un Arbovirus ADN (Alejo et al., 2018). Virusul PPA a fost
clasificat in 24 de genotipuri bazate pe secventierea genei B626L, ce codifica proteina p72. S-a constatat o
distribuire a acestor genotipuri in diferite regiuni geografice cu raspandire variata in functie de zone (Chapman et
al.,2008).

Structura genomului viral a fost studiaté inca de la aparitia bolii iar rezultatele au aratat ca aceastd molecula
de ADN dublu catenara de dimensiuni mari 170- 193 perechi kilobaze (kbp) codifica intre 151-175 de cadre de
citire deschise (ORF) (L. Wang et al., 2020). Virusul PPA are o structura multistrat, nucleul viral este invelit de
un dublu strat lipidic, de o capsida ce conferda forma icosaedrica a virionului, de un invelis interior derivat din

1



reticulul endoplasmatic. Si un invelis de baza care inconjoara nucleul viral acest invelis este compus din doua
poliproteine, pp220 si pp62. Cercetarile au aratat ca in absenta pp62 infectia produce particule virale fara nucleu
(Suérez et al., 2010).

Genomul este constituit dintr-o regiune centrala ce este foarte bine conservata si regiunile aflate la capete
ce sunt variabile avand rol in adaptabilitatea si diversitatea acestuia (Bao et al., 2022) fiind bogate in familii
multigene (MGF) acestea contribuie la virulenta si la modul de adaptare a virusului (Domelevo Entfellner et al.,
2024). Variatia dintre genomurile diferitelor izolate PPA se datoreaza cel mai frecvent castigului sau pierderii
membrilor familiilor multigene, MGF 100,110,300,360,505/530 impactul pe care il are pierderea MGF 110 asupra
modului in care virusul isi creste patogenitatea prin evitarea raspunsului imun (Vega et al., 1990).

Au fost identificate 68 de proteine structurale si alte 100 de proteine nestructurale (Y. Wang et al., 2021).
Dintre proteinele structurale p72, p15 si p35 sunt implicate in formarea virionului iar proteinele nestructurale
precum deoxidiurind trifosfat (dUTP) ce sunt implicate in replicare si transcriptie (G. Wang et al., 2021), dar si
gene flexibile cu proteine asemandtoare histaminelor si factorilor de transcriptie ce codifica proteinele implicate
in evitarea raspunsului imun al gazdei cum este gena ASFV 5-HL aceasta codifica gena Bcl-2 care prelungeste
supravietuirea celulelor apoptotice, ajutand astfel virusul sa evite efectele raspunsului imun al gazdei. Pe cand
gena 4CL desi are o structura similara nu prezinta activitate apoptoticd (Neilan et al., 1997).

PARTEA IT
CONTRIBUTII PERSONALE
INTRODUCERE

Avand in vedere ca nu existd date stiintifice privind evolutia bolii PPA 1n judetul Constanta, Romania,
am concentrat cercetarea de fata asupra diagnosticului si confirmarii focarelor de PPA si implicit asupra aspectelor
epidemiologice intlnite in randul mistretilor si populatiei de porci domestici. Factorul de risc uman a fost luat in
considerare ca avand un rol important in raspandirea si mentinerea PPA in populatia porcilor domestici crescuti
in sistem gospodaresc privat. Testarea ELISA a fost un instrument util folosit pentru a arata raspandirea PPA pe
parcursul a sase ani de la confirmarea primului caz PPA. Lucrarea de fata are drept scop identificarea genomului
PPA prin tehnici de laborator desfasurate in cadrul DSVSA Constanta pentru confirmarea cazurilor pozitive PPA
si analizele filogenetice virale desfasurate in laboratorul de Genomicé de la Universitatea de Stiinte Agricole si
Medicind Veterinara din Cluj-Napoca.

CAPITOLUL 5
MATERIALE SI METODE, TEHNICI, APARATURA

5.1 Metoda de analizd pentru studiul epidemiologic al evolutiei pestei porcine africane in arealul judetului
Constanta

5.1.1 Ancheta epidemiologica

Pentru identificarea virusului PPA, a gazdei si a factorilor de mediu care provoaca aceastd boald o intreaga
echipd, reprezentatd de medici veterinari si ingineri din Biroul de Sanatate Animala aflat in cadrul DSVSA
Constanta ce are o structura si responsabilitati specifice privind eradicarea PPA la nivel local pe baza cerintelor
Manualului Operational pentru PPA (Terrestrial Code Online Access, n.d.), elaboreazd planul de contingenta si
responsabilitdtile asociate. Aceste demersuri sunt stabilite de Centrul Local pentru Controlul Bolilor (CLCB),
organizat in trei divizii distincte: Unitatea Locala de Decizie (ULD), Unitatea Operationald Locala (UOL), care
supravegheaza si Centrul de Investigatii pe teren (CIT) si Unitatea de Suport Local (ULS).

Metodele epidemiologice sunt utilizate pentru a stabilii originile bolii PPA, mecanismele de transmitere a
acesteia si strategiile necesare de prevenire si control. Faza initiald presupune colectarea de date prin intermediul
programului de supraveghere, cuprinzand informatii privind debutul simptomelor, incidenta bolii si mortalitatea
in randul populatiei de porci domestici dintr-o ferma specifica sau populatia de mistreti din apropierea focarului,
precum si starea clinica a porcilor afectati. Pe baza unei evaludri aprofundate a datelor colectate, echipa de
epidemiologie clasifica si sintetizeaza aceste informatii, identificand ulterior discrepantele si formuland concluzii
cu privire la potentialii factori cauzali pentru transmiterea bolii sau elementele de risc asociate. In cele din urma,
propune si executd strategii prin masuri de interventie menite s reducd diseminarea ulterioarda a bolii si sa
informeze fermierii, vanatorii si publicul mai larg cu privire la semnificatia comportamentului lor in legatura cu
propagarea bolii. Protocoalele de eradicare sunt instituite de echipa CIT ca urmare a confirmarii oficiale a bolii
PPA 1in laborator, necesitand eutanasia imediata a tuturor porcilor.

CLCB are obligatia de a stabilii un perimetru de protectie de 3 km in jurul focarului PPA si va dispune
sacrificarea tuturor porcilor din incinta afectata, care vor fi plasati sub supraveghere veterinara oficiala pentru a
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atenua orice potential de transmitere virald. Procedurile de prelevare de probe se executa la toti porcii in momentul
eutanasiei, in conformitate cu Manualul operational pentru pesta porcina africana (Terrestrial Code Online Access,
n.d.) pentru a stabili modul de introducere a virusului in fermad si pentru a determina durata prezentei acestuia
inainte de notificarea bolii. Eliminarea carcaselor si a tuturor materialelor periculoase rezultate din focar se
efectueaza printr-o metoda alternativa de neutralizare, in special prin Ingropare intr-o locatie selectata de Agentia
pentru Protectia Mediului Constanta (APM), Administratia Bazinului Apelor Litoral Dobrogea (ABADL) si
Administratia Judeteand Autonoma a Apelor (RAJA). Se instituie masuri complete de curdtare si dezinfectare
mecanica, alaturi de incinerarea tuturor surselor de contaminare. Se stabilesc masuri adecvate de dezinfectare la
intrarile in ferma si In grajduri. Se efectueaza o cartografiere cuprinzatoare a tuturor spatiilor din zona de protectie.
Intrarea sau iesirea animalelor din orice specie din si/sau in zona de protectie este strict interzisa. Probele sunt
prelevate atat de la animale bolnave, cat si de la animale decedate si expediate la laborator pentru confirmare.
Aceste probe urmeaza sa fie colectate, inregistrate, procesate statistic si datele fiind ulterior utilizate in eforturile
de control si eradicare pentru PPA. Aglomerérile de animale din toate speciile, inclusiv targuri, expozitii, circuri
etc., sunt interzise iIn mod expres. Aplicarea masurilor in zona de protectie va persista pana la finalizarea
protocoalelor de curatare si dezinfectare in incinta infectata. Toti porcii localizati in toate exploatatiile din zona
de protectie vor fi supusi evaluarilor clinice si de laborator pe o duratd de 45 de zile. Dupa finalizarea acestor
proceduri si confirmarea absentei bolii, restrictiile vor fi ridicate.

Zona de supraveghere a PPA este stabilita pe distanta de 10 km in jurul focarului de PPA si se efectucaza
o cartografiere a tuturor exploatatiilor din zona de supraveghere. Furnizarea de informatii si educatia crescatorilor
trebuie asigurata.

Proprietarii de animale sunt mandatati sa efectueze o evaluare clinica pasiva a porcilor lor si sunt obligati
sd raporteze orice modificare a stirii de sanatate a acestor animale medicului veterinar oficial desemnat.
Deplasarea animalelor domestice in afara zonei de supraveghere este strict interzisd, cu exceptia porcilor
desemnati pentru sacrificare si a celor care au primit autorizatia autoritatilor veterinare locale. Aglomerarile de
animale din toate speciile in contextul targurilor si expozitiilor de animale este interzisa in mod expres. Orice porc
decedat sau bolnav dintr-o anumita exploatatie trebuie raportat prompt medicului veterinar oficial, care va initia
investigatiile necesare in conformitate cu protocoalele delimitate in Manualul operational pentru pesta porcina
africand (Terrestrial Code Online Access, n.d.). Comunicarea cu directiile si filialele judetene de silvicultura ale
Asociatiei Judetene a Vanatorilor si Pescarilor Sportivi (AJVPS) cu privire la prevederile CNCB este esentiala.
Se evalueaza cuantificarea si delimitarea zonelor locuite de mistreti pentru a evita orice interactiune cu zona de
supraveghere.

In contextul operatiunilor la scard micd, cum ar fi gospodariile private, procesul de repopulare este prefatat
de introducerea porcilor santinela care au avut un test negativ pentru anticorpi PPA sau provin din exploatatii care
nu sunt afectate de restrictiile privind PPA. Porcii santineld sunt distribuiti strategic in intreaga exploatatie, in
conformitate cu dispozitiile stabilite de autoritatea veterinard. Dupd o duratd de 45 de zile, acesti porci vor fi
supusi testelor pentru a stabili prezenta anticorpilor impotriva virusului PPA, in conformitate cu Manualul
operational pentru PPA (Terrestrial Manual Online Access, n.d).

in situatia in care rezultatele testelor sunt negative, procesul complet de repopulare poate incepe. in cazul
exploatatiilor comerciale, repopularea porcilor se efectueazd in conformitate cu directivele legislative stabilite si
este conditionatd de repopularea totald a tuturor porcilor proveniti din exploatatii care nu sunt supuse restrictiilor
PPA. Porcii din efectivul nou populat sunt supusi evaluarii serologice in conformitate cu Manualul operational
pentru PPA (Terrestrial Manual Online Access, n.d). Prelevarea de probe pentru aceastd ancheta se efectueaza nu
mai devreme de 45 de zile de la sosirea grupului final de porci. Echipa de cercetare, compusa din medici veterinari,
utilizeaza o varietate de surse si metodologii pentru colectarea datelor in domeniu, cu scopul de a investiga si
evalua fundalul epidemiologic al bolii. Un chestionar standardizat (Figura 1.) este utilizat pentru a aduna
informatii precise referitoare la tipul de productie, detaliile proprietarului, numéarul de ferme suplimentare detinute
de acelasi proprietar, identificarea animalelor si numarul total al fiecdrei specii de animale detinute, precum si
coordonate geografice si caracteristicile de mediu, cum ar fi fermele vecine sau zonele agricole, precum si rutele
primare si secundare si artere conform Manualului Operational pentru interventia in focarele de PPA (Manual
Operational Pentru Interventia in Focarele De Pestd Porcind Africana — Editia 4 — 2019 — A.N.S.V.S.A., 2019)
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Figura 1. Model Ancheta Epidemiologica pentru PPA in exploatatiile non-profesionale. Exploatatiile comerciale
de tip A si n exploatatiile de tip gospodaresc conform (contine 8 pagini).

Ancheta epidemiologica se concentreaza pe 30 de zile Tnainte de primele semne ale bolii sau suspiciune a boli.
Sunt colectate si date atunci cand proprietarul utilizeaza inseminarea artificiala, data la care a avut loc inocularea,
numele si adresa furnizorului de material seminal si trasabilitatea donatorului.

Date privind intrarea produselor si subproduselor din carne contaminate in ferma, dacd se confirma,
proprietarul trebuie sa furnizeze detalii despre provenienta si astfel ancheta epidemiologica trebuie sa se extinda
si astfel sunt inregistrati toti participantii si sursa principald a aproviziondrii cu carne si produse din carne
contaminate. Verificarile activitatilor desfasurate in ferma se efectueaza asupra tuturor angajatilor sau membrilor
familiei, cum ar fi activitatile de Intretinere a grajdurilor, activitati de vanatoare, taierea lemnului sau culesul
ciupercilor, activitatile agricole ce asigura hrana pentru animale, interactiunea cu alte ferme.

In situatia in care ferma se afla in apropierea unui fond de vanitoare confirmat pozitiv pentru PPA, se
inregistreaza cand a fost confirmat ultimul caz pozitiv prin metoda Real Time PCR sau ELISA si cand a fost
ultimul test negativ folosind aceleasi metode de analizd. In ceea ce priveste hrana pentru animale, proprietarul
trebuie sa precizeze daca utilizeaza in acest caz cereale provenite din productia proprie si dacd a observat urme de
mistret pe terenul sau agricol. In situatia in care proprietarul achizitioneaza hrana, se inregistreaza data achizitiei,
sursa, placuta de inmatriculare a vehiculului utilizat pentru transport si toate livrarile catre alte ferme de porci cu
30 de zile inainte de primele semne clinice din care apare debutul PPA. De asemenea se inregistreaza daca porcii
au fost hraniti cu resturi din bucitirie si daca nu au fost tratate termic. in ce priveste asternutul folosit (paie) se
inregistreaza daca a fost depozitat cu cel putin 90 de zile inainte de izbucnirea epidemiei.

5.1.2 Analiza statistica

Pentru prelucrarea statistica a datelor de studiu, a fost utilizatd IBM SPSS Software Descriptive Statistics
for Windows, versiunea 29.0. (versiune de incercare de 30 de zile) Armonk, NY: IBM Corp. Datele nominale au
fost prezentate ca frecventd absolutd si procent, iar variabilele continue au fost exprimate ca deviatie medie si
standard. O valoare a coeficientului de semnificatie statistica p<0,05 a fost considerata semnificativa.

5.1.3 Analiza geografica

Trasarea focarelor de PPA pe harta s-a facut prin utilizarea imaginilor Sistemului Informational Geografic
pe Google Earth Pro care permite integrarea datelor de longitudine si latitudine colectate de echipa de
epidemiologie cu informatii spatiale. Continutul hartii include dispunerea fizica a terenurilor, oraselor, drumurilor,
frontierelor vamale si localizarea exacta a focarelor PPA obtinute prin longitudine si latitudine pentru a prezice
aparitia focarelor PPA si pentru a genera ipoteze privind posibila asociere intre factorii de risc, cum ar fi porcii
mistretii i interventia umana in transmiterea bolii.

Metodele de laborator utilizate pentru confirmarea focarelor de PPA au fost Real Time PCR pentru
detectarea genomului virusului PPA si supravegherea serologicd pasiva prin utilizarea unui antigen de testare
pentru detectarea anticorpilor PPA in proba de ser sangvin.

5.2 Metoda de analiza pentru examene genetice prin testul de virus secventiere si analiza filogenetica

Pentru identificarea tulpinii circulante de PPA in zona investigata, s-a efectuat secventierea ampliconilor
(produsilor PCR) obtinuti dupa extragerea si purificarea ADN-ului (etapa detaliata in capitolul 5.3) a zece probe
pozitive de porci domestici si mistreti.

5.3 Metoda de analiza pentru examenul virusologic prin metoda de identificarea genomului virusului
PPA folosind metoda Reactiei in lant a polimerazei in timp

Real qPCR

Reactia 1n lant a polimerazei se bazeaza pe folosirea intr-un amestec de reactie a eluatului (ADN sablon),
polimeraza ADN termostabild, primeri si cei patru trifosfati dezoxiribonucleozide (ANTPs) in exces intr-o solutie
tampon. Tuburile care contin amestecul de reactie sunt supuse unor cicluri repetitive la temperaturi diferite, de 40
de ori 1n interiorul blocului de incélzire al unui sistem termo-block precum Applied Biosystems 7900HT Fast
Real-Time PCR (Applied Biosystems, USA)/ sau CFX96 Touch System Real — Time PCR (Bio-Rad, USA)
Aparatul permite stabilirea duratei si succesiunea ciclurilor de etape de temperatura.

Obtinerea valorilor CT. Reprezinta acel ciclu in care semnalul fluorescent al reactiei traverseaza linia de prag
(treshold). Valoarea CT este invers proportionald in raport cu cantitatea de pornire a tintei ADN, in concluzie,
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cantitatea ADN-ului scade iar valoarea CT va creste. Treshold-ul Real Time PCR reprezintd nivelul unui semnal
fluorescent care reflectd o crestere semnificativa peste semnalul baseline calculat. Thresold-ul este menit sa
distinga semnalele de amplificare relevante de background ( zona de zgomot) acesta este setat automat de catre
soft-ul instrumentului Real Time PCR la o valoare de zece ori Inmultit cu deviatia standard a valorii de
fluorescenta a baseline-ului. Treshold-ul este reprezentat de o linie orizontala in graficul de amplificare ce este
setat acolo unde curbele de amplificare sunt drepte si paralele una fata de cealalta si unde precizia replicatelor
este cea mai ridicatd. In Figura 2. se observi valorile CT obtinute in timpul analizei probelor pozitive.
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Figura 2. Graficul de amplificare PCR in timp real care evidentiazd doua probe testate pozitiv pentru infectia cu
PPA. Unk: probe testate; Pos: martori pozitivi (referinta tulpind BA71VR); Neg: martor negativ (proba de apd);
NTC: martor negativ (contine doar Master Mix).

5.3.4 Echipamente
Analiza fazelor de amplificare

Amplificarea a fost efectuata pe doua aparate si anume prin utilizarea Applied Biosystems 7900HT Fast
Real-Time PCR folosind software-ul 2.4 ( Figura 3) si Bio Rad CFX96 Touch System Real-Time PCR folosind
software-ul CFX Maestro 2.3 (Bio-Rad, SUA) (Figura 4) ambele aparate utilizeaza reactia in lant a polimerazei
pe baza de fluorescentd pentru a oferi detectarea cantitativa a secventelor de acid nucleic folosind analiza in timp
real. A fost utilizat urmatorul profil termic: denaturare initiald timp de 2 min la 95 °C(1 ciclu ) urmata de 45 de
cicluri timp de 10 s la 95°C, alinierea a primerilor timp de 15 s la 58°C si extensia lor timp de 45 s la 60°C. Placile
au fost citite cu filtrul FAM activat la sfarsitul prelungirii celor 45 de cicluri. Rezultatul a fost considerat negativ
pentru valorile CT > 39 (Anghel et al., 2022).

Figura 4. Echipament de amplificare CFX96 Touch System Real-Time PCR Bio Rad.

5.4 Metoda de analiza pentru examenul serologic folosind metoda de detectie a anticorpilor anti-virus
PPA prin tehnica imuno-enzimaticid ELISA

5.4.4 Echipamente

Metoda ELISA a fost utilizatd pentru detectarea anticorpilor antivirus PPA prin tehnica imunologica
indirecta. Probele de plasma si ser au fost analizate folosind kitul ID VET si cititorul ELISA Ledetect 96 Led

9



Based; Channel Microplate Reader Austria ( Figura 5). Multi-antigen indirect ELISA Kit- ID Screen African
porcine pesta porcind Testul indirect de screening (Louis Pasteur- Grabels, Franta) a fost utilizat pentru detectarea
anticorpilor impotriva P32, P62 si P72 ai PPA (sensibilitate, 99% corespondentd cu OIE ELISA si specificitate —
corespondenta 100% OIE ELISA).

Figura 5. Echipament de citire Ledetect 96 Led Based Channel Microplate Reader Austria.

5.5 Metoda de analizi pentru examenul hematologic prin analiza constituentilor din singe pe EDTA la
animalele testate pozitiv pentru virusul PPA

Studiul s-a efectuat intr-o gospodarie, in care cu o zi inainte s-a confirmat un focar de PPA prin metoda Real
Time PCR, pe un grup de 15 porci domestici ( Sus Scrofa Domesticius) compus din 14 porci tineri in varsta de 6
luni si o scroafa in varsta de 18 luni. Porcii erau gazduitii in patru tarcuri dispuse linear si despartite printr-un gard
metalic tip plasd. Primul grup compus din 3 porci (o scroafi si doi purcei) care prezentau semne clinice critice
febra (41°C) si decubit prelungit deplasand-se doar asistat, al doilea grup compus din 5 porci prezentau
dezorientare, lipsa poftei de mancare si ataxie intermitentd, al treilea grup era compus din alti 4 porci cu mobilitate
redusa si lipsa poftei de mancare iar al patrulea grup format din 3 porci care nu prezentau semne clinice de boala.
Acesti porci ce au fost in cele din urma eliminati In conformitate cu legislatia europeand si nationald privind
bundstarea si ingrijirea animalelor. Grupul control negativ reprezentat de 5 porci, toti in varsta de 9 luni, dintr-o
alta ferma care nu prezentau semne clinice asociate nici unei boli cunoscute.

Probele de sange pe EDTA au fost analizate la clinica Quick Vet, Constanta la interval de 6 ore de la
recoltare cu ajutorul unui analizor automat de hematologie veterinara ( URIT — 3000Plus ) producator fiind Urit
Medical Electronics pentru determinarea celulelor albe totale din sange (WBC), volumul mediu de trombocite (
MPV), celulele rosii din sange (RBC), concentratia hemoglobinei (HGB), hematocritul (volumul relativ al
eritrocitelor HCT), volumul corpuscular mediu (MCV), hemoglobina medie corpuscularda (MCH), concentratia
medie de hemoglobind corpusculard (MCHC), distributia celulelor rosii din sange (RDW_CV). Toate rezultatele
au fost comparate cu referintele calibrate ale analizorului URIT-3000Plus pentru Sus scroafd domestica.

Probele de plasma si ser au fost analizate la laboratorul de serologie din cadrul DSVSA Constanta pentru
detectarea anticorpilor anti-virus pesta porcina africana prin tehnica imunoenzimatica (ELISA) folosind Kit ID
Screen African Swine Fever Indirect Screening Test si pentru citirea placilor a fost utilizat si cititorul ELISA-
Ledetect 96 Led Based, Channel Microplate Reader.

5.5.4 Echipamente

Pentru a analiza probele, am folosit un analizor de hematologie URIT-3000Plus URIT Medical Eectronic
(Figura 14) si un cititor ELISA- Ledetect 96 Led Based, Channel Microplate Reader pentru detectarea anticorpilor
anti-virus PPA prin tehnica imunoenzimatica (ELISA) (Figura 13).

Figura 6. Echipament analizor automat de hematologie URIT-3000Plus URIT Medical Eectronic.

10



CAPITOLUL 6
EXPERIMENTE PROPRII

6.1 STUDIUL EPIDEMIOLOGIC AL EVOLUTIEI PPA iN AREALUL JUDETULUI CONSTANTA
(Anghel et al., 2025)

Prevenirea si controlul virusului PPA este dificila datorita usurintei cu care acesta se raspandeste, rezistenta
la conditiile de mediu dar mai ales lipsa unei imunoprofilaxii eficiente, acest lucru afecteaza economia tarii
datorita pierderilor din comert si a productiei de suine prin punerea in aplicare a strategiilor de control drastice si
costisitoare pentru eradicarea bolii. La nivel mondial la ora actuald conform Raportului de autodeclarare a bolii
PPA catre Organizatia Mondiald pentru Sanatatea Animalelor (WOAH) singura tard indemna de PPA este Belgia
si conform aceluiasi raport doua tari din Europa au raportat noi evenimente PPA, in timp ce noua tari din Europa
si-au actualizat situatia PPA ca fiind 1n curs de evolutie (Self-Declared Disease Status — World Organisation for
Animal Health, n.d). Nu a fost raportat niciun focar nou 2025 de catre tari din America, Asia, Africa sau Oceania.

In ciuda faptului ca PPA este una din bolile virale studiate de mai bine de 100 de ani (Penrith si Kivaria,
2022) aceasta continud sa provoace pierderi economice semnificative ce pot fi prevenite doar prin intelegerea cat
mai aprofundatd a modului de distributie a virusului PPA, pentru a directiona cat mai eficient metodele de control
a boli.

6.1.1 Scopul studiului

In studiul actual am investigat evolutia a unui numar total 93 de focare PPA confirmate pe teritoriul judetului
Constanta prin testarea unui numar total de 3085 de probe colectate, de la animale susceptibile la boala, pe
perioada 2018- 2023. Am analizat arealul geografic in zona de vest a judetului unde am gasit un numar de 35 de
focare la mistreti si astfel putem sa previzionam ca focarele de PPA s-au raspandit si in alte zone datorita traseului
mistretilor prin migrarea lor dinspre Delta Dundrii catre zona (vesticd) forestiera a judetului Constanta
(Actualizarea Situatiei Privind Evolutia Pestei Porcine Afiricane (PPA)- ANVSA., 2023).

Am realizat o analiza a curbei epidemiologice pentru a deduce unde si cand a avut loc distributia bolii in
judet si am concluzionat cd in unele regiuni cel mai probabil mod de raspandire a epidemiei il reprezintd porcii
mistreti ce sunt considerati rezervorul principal de boald insd urmarind mapa geografica a focarelor putem observa
si zone in care virusul ar fi putut fi transmis de interactiunea om animal.

Incepand cu data de 05 iulie 2018, a fost confirmata pentru prima data in judetul Constanta intr-o gospodarie
privata din provincia Istria. Cazul index descris 1n timpul anchetei a fost o scroafa gestanta gésita moarta in grajd.
In urma notificarii medicului veterinar oficial din zona afectata, probele au fost recoltate si trimise la laboratorul
de biologie moleculara DSVSA Constanta pentru analize Real Time PCR, la care s-au obtinut rezultate pozitive
pentru PPA. Zona afectata a fost pusa sub supraveghere oficiald, in conformitate cu masurile de control stabilite
de Manualul operational al PPA (Terrestrial Code Online Access, n.d.).

Ulterior 1n data de 11 iulie 2018, a fost confirmat un al doilea focar PPA cand alti saptesprezece porci au
murit intr-o exploatatie de tip gospodarie privata din localitatea Cheia, la aproximativ 32 km de Istria. Actiunii de
restrictie si supraveghere a fost luate in ambele focare pentru a se conforma cu At. 5 din UE 429/2016 cu
completarile si modificarile ulterioare (Regulament-2016/429-RO-EUR-Lex,n.d.) si in conformitate cu UE
1099/2009 cu completarile si modificérile ulterioare( Regulamentul (CE) nr. 1099/2009 al Consiliului din 24
septemberie 2009 privind protectia animalelor in momentul ucideri, 2009) privind metoda de ucidere si protectia
animalelor. Astfel animalele, produsele si deseurile pot fi distruse prin metode de ingropare si ardere intr-o locatie
aprobata. In timpul uciderii, procedurile stricte de biosecuritate au fost urmate prin pulverizarea carcaselor,
tesuturilor, sangelui, adapostului si curtii cu dezinfectant. Au fost implementate masuri de prevenire a raspandirii
virusului PPA prin restrictionarea animalelor, vehiculelor si echipamentelor la si de la focar si stabilirea zonei de
protectie (3 km) si a zonei de supraveghere (10 km) (Figura 7). In ciuda eforturilor de izolare a fiecarui focar,
pana la sfarsitul anului 2023 au fost notificate 164 de focare PPA ( atat la porcii domestici cat si mistreti)
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Figura 7. Zonele de protectie si supraveghere ale primului caz de PPA in Istria médsoara minimum 3 km, respectiv
10 km.

A fost utilizatd o curba epidemiologica pentru a identifica modul in care a fost transmis virusul PPA. Curba
indica 93 de noi focare de PPA declarate in 2018 (din totalul de animale bolnave 254 de porci si 4 mistreti), urmate
de o scadere, ajungand la 34 de focare de PPA 1n 2019 (din totalul de animale bolnave 19 porci si 50 de mistreti)
si la 3 focare de PPA in 2020 (din totalul de animale bolnave 4 porci si 2 mistreti). in 2021, au fost confirmate 11
focare PPA (din totalul de animale bolnave 62 porci si 2 mistreti); in 2022, au fost confirmate doar 2 focare de
PPA (din totalul de animale bolnave 4 porci si 1 mistret), urmate de 21 de focare de PPA confirmate in 2023 (din
totalul de animale bolnave 38 de porci) (Tabelul 1 si 4; Grafic 1). Acest grafic aratd o tendintd epidemica
propagata, deoarece nu existd o sursd comuna de infectie. Progresul PPA este reprezentat de numarul mare de
cazuri confirmate de porci domestici in 2018. Un numar mare de notificari la mistreti si porci domestici a fost
confirmat in 2019, 2020 si 2021. Cu toate acestea, in 2023, nu au fost raportate cazuri de PPA la mistreti.

Porc Mistret Total
An
Numir Procentaj (%) Numir Procentaj (%)

2018 89 95.7 4 43 93
2019 8 23.5 26 76.5 34
2020 1 333 2 66.7 3
2021 9 81.8 2 18.2 11
2022 1 50 1 50 2
2023 21 100 0 0 21

Tabelul 1. Anul confirmarii si speciile la care a aparut PPA in judetul Constanta.
< e {“éw-l LT
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Grafic 1. Reprezentarea grafica a speciei de animale la care a aparut PPA pe fiecare an.
Distributia anuala a PPA a confirmat focarele pe specii in care a aparut boala.

Hartile de mai jos indica locatia focarelor confirmate de PPA 1n judetul Constanta in fiecare an. Un numar
mare de focare au fost identificate in anul 2018 atat la porci domestici din gospodariile private dar si la mistreti
(Figura 8 a) urmand o descrestere a numarului de focare Inregistrat in anul 2019 ( Figura 8§ b).
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Figura 7. Harta distributiei in timp a virusului PPA in judetul Constanta: (a) Punctele etichetate cu litera H de
culoare albastra indica locatia focarelor de PPA mistret si punctele etichetate cu 1 in culoarea portocalie indica
locatia cresterii traditionale a porcilor cu focare confirmate de PPA in 2018; (b) Punctele etichetate cu litera H de
culoare albastrd indica locatia focarelor de PPA de mistret, iar punctele etichetate cu 2 de culoare portocalie indica
locatia cresterii traditionale a porcilor cu focare confirmate de PPA in 2019.

(@

Figura 7. Harta distributiei in timp a virusului PPA in judetul Constanta: (c) Punctele etichetate cu litera H de
culoare albastra indica locatia focarelor de mistreti 2020 si punctele etichetate cu litera C in culoarea violet indica
locatia focarelor de mistreti 2021. Punctele etichetate cu 3 in culoarea verde inchis indicd locatia cresterii
traditionale a porcilor cu focare confirmate PPA 2020 si punctele etichetate cu 4 in culoarea verde deschis indica
locatia cresterii traditionale a porcilor cu focare PPA confirmate 2021; (d) Punctele etichetate cu litera H de culoare
albastrd indica locatia focarelor de mistreti in 2022, iar punctele etichetate cu 5 1n culoarea rosie indica locatia
cresterii traditionale a porcilor cu focare confirmate de PPA 2022, iar punctele etichetate cu 6 in culoarea verde
indicd locatia cresterii traditionale a porcilor cu focare confirmate PPA 2023.
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Toate cazurile confirmate de PPA au aparut la porcii domestici crescuti in sistem gospodaresc privat. Analiza
statisticd a confirmat ca au fost identificate mai multe focare de PPA la porcii domestici in august (54 de focare),
iulie (26 de focare), astfel putem sa concludem cé focarele de PPA apar in timpul verii datoritd mistretilor care
devin dependenti de zonele cu apa (rauri, iazuri) dar si de umbra, conditii asigurate de paduri, in incercarea de a
face fata temperaturilor ridicate si a resurselor reduse de hrana. Dar si in luna septembrie (22 de focare) o data ce
hrana devine mai abundentd mistretii fiind atrasi de cdmpurile agricole unde se pot hranii cu cereale. Un alt aspect
luat in considerare a fost si perioada de imperechere a mistretilor noiembrie — decembrie in care datele noastre
statistice aratd in noiembrie (4 mistreti pozitivi PPA), in luna decembrie ( 5 mistreti pozitivi PPA) si ianuarie —
aprilie in februarie au fost cei mai multi mistreti confirmati cu PPA (7 mistreti pozitivi PPA) (Tabelul 2).

Luna Focare de porcine Focare de mistreti
Numar Procentaj (%) Numar Procentaj (%)
lanuarie 3 2.32 3 8.57
Februarie 2 1.55 7 20
Martie 4 3.1 5 14.2
Aprilie 3 2.32 2 5.7
Mai 0 0 4 11.4
Iunie 1 0.77 0 0
Iulie 26 20.1 0 0
August 54 41.8 0 0
Septembrie 22 17 3 8.57
Octombrie 7 5.42 2 5.7
Noiembrie 6 4.6 4 11.4
Decembrie 1 0.77 5 14.2
Total 129 100 35 100

Tabelul 2. Lunile in care au fost confirmate focare de PPA in judetul Constanta.

Animale ucise si distruse.

Un total de 1985 de animale au fost ucise si distruse: 1406 in 2018, 134 in 2019, 70 In 2020, 107 in 2021, 16
in 2022 gi 252 in 2023( Tabelul 3)

caren apirut boals | A" locare | ueise | Medis | i | Minim | Maxim
Porc 2018 89 1403 15.76 24.088 0 123
2019 8 100 12.50 20.771 0 63

2020 1 68 68.00 0 68 68

2021 9 105 11.67 13.029 0 37

2022 1 15 15.00 0 15 15

2023 21 252 12.00 15.238 0 57

Mistret 2018 4 3 0.75 0 0 2
2019 26 34 1.31 1.408 0 5

2020 2 2 1.00 0 1 1

2021 2 2 1.00 0 1 1

2022 1 1 1.00 0 1 1

Tabelul 3. Animale ucise si distruse.
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A fost utilizatd o curba epidemiologica pentru a identifica modul in care a fost transmis virusul PPA. Curba
indica 93 de noi focare de PPA declarate in 2018 (din totalul de animale bolnave 254 de porci si 4 mistreti), urmate
de o scadere, ajungand la 34 de focare de PPA 1n 2019 (din totalul de animale bolnave 19 porci si 50 de mistreti)
si la 3 focare de PPA in 2020 (din totalul de animale bolnave 4 porci si 2 mistreti). in 2021, au fost confirmate 11
focare PPA din totalul de animale bolnave (62 porci si 2 mistreti); in 2022, au fost confirmate doar 2 focare de
PPA (din totalul de animale bolnave 4 porci si 1 mistret), urmate de 21 de focare de PPA confirmate in 2023 (din
totalul de animale bolnave 38 de porci) (Tabelul 1 si 4; Grafic 1). Se observa o mentinere a curbei epidemiologice,
diferenta dintre ani in ceea ce priveste numarul de focare, numarul de animale susceptibile si numarul de animale
bolnave la data declararii nu este semnificativa din punct de vedere statistic, dupa cum arata rezultatele testului
Kruskal-Wallis de mai jos ( Tabelul 7), atat pentru porci, cét si pentru mistreti.

Cu toate acestea, in cazul porcilor, existd o diferentd semnificativa in ceea ce priveste numarul de animale
bolnave confirmate de la inceputul epizootiei in perioada analizatd 2018-2023.

Deoarece testul Kruskal Wallis nu ne spune in ce ani diferentele sunt semnificative din punct de vedere
statistic, am comparat anii doi cate doi aplicand testul Mann-Whitney U si ajustdnd pragul de semnificatie in
functie de numarul de comparatii (15 in cazul nostru), astfel incat p = 0,05/15 = 0,003.

Metoda de analiza .
Animalele bolnave
Specii de Animale bolnave | confirmate de la
animale la care Numérul Animale la momentul inceputul bolii
a aparut boala focarelor sensibile declararii bolii epizootice
Porc Kruskal-Wallis H 0,000 4,154 4,952 14,982
Df 5 5 5 5
Asimp. Sig. 1,000 0,527 0,422 0,010
Mistret Kruskal-Wallis H 0,000 4,673 7,430 7,790
df 4 4 4 4
Asimp. Sig. 1,000 0,323 0,115 0,100

Tabelul 3. Analiza statistica a datelor colectate pe perioada 2018 pana in 2023.

Au existat diferente semnificative in ceea ce priveste numarul de animale bolnave confirmate de la
inceputul epidemiei intre 2018 si alti ani (2019, 2020, 2021, 2022, 2023).

Cu toate acestea, 1n perioada 2019-2023, nu se observa diferente semnificative statistic in ceea ce priveste
numarul de animale bolnave confirmate de la inceputul epizootiei.

Bazandu-ne pe o bund functionare a serviciului sanitar veterinar, ar trebui sa putem eradica PPA la porcii
domestici la nivel de ferma. Avand in vedere cd toate masurile sunt luate intr-o ferma cu PPA si urmati toti pasii
pentru eradicarea acestei boli Tnainte de a fi transmisa unei ferme vecine. Dupd cum sa mentionat, este o boala
lentd in comparatie cu alte boli (febra aftoasa), iar in cazul PPA este timp sa se aplice masurile de eradicare. Pe
baza a ceea ce am invatat despre PPA si a cunostintelor noastre despre epidemiologie, am ajuns la concluzia ca
este 0 boald transfrontaliera mentinuta de citre migratia mistretilor si intretinutd de oameni. Depinde de modul
in care oamenii se comporta si cum transporti virusul. In trecut, pentru ci nu exista o schema de compensare
pentru fermieri, pe masura ce pierdeau multi porci fie ca mureau sau incepeau sa se imbolnaveasca, fermierii au
fost tentati sa economiseasca bani prin sacrificarea porcilor bolnavi. Carnea contaminata a fost transportata la
distante foarte mari. Deci, comportamentul individual este foarte important pentru a controla raspandirea PPA,
numai dacd oamenii sunt responsabili si implicati activ putem reusi prin educatie In ceea ce priveste buna
gestionare a fermei, muncitorii, medicii veterinari si tot felul de oamenti, astfel incét sa prevenim raspandirea bolii.

Este dificil sd prevenim PPA in padure. Bazdndu-ne pe o buna cooperare cu vanatorii, populatia de mistreti
este sub supraveghere in privinta evolutiei bolii in paddure. Vanatorii sunt cei care asigurd cautarea carcaselor si
este cea mai buna abordare pentru identificarea semnelor clinice de boald, in padure impreund cu testarea
animalelor vanate pentru PPA. Ca perspectiva pentru viitor, sperantele mari se concentreaza pe un vaccin aprobat.
Acest lucru va atenua probabil efectul bolii.

Studiul analizeaza procesarea statistica a datelor colectate dintr-un studiu, utilizind IBM SPSS Statistics
for Windows, versiunea 29.0. Analiza se concentreaza pe prezentarea datelor nominale ca frecvente si procente
absolute, in timp ce variabilele continue sunt exprimate prin valori medii si abateri standard. Un nivel de
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semnificatie de p<0.05 este considerat semnificativ statistic, indicand faptul ca rezultatele probabil nu se datoreaza
intamplarii.
6.2 EXAMENE GENETICE PRIN TESTUL DE VIRUS, SECVENTIERE SI ANALIZA
FILOGENETICA

(Anghel et al., 2025) In Press

In ultimi ani se observa o crestere exponentiala a numarului rapoartelor de cercetare publicate despre boala
PPA si cele mai recente studii de cercetare implicd metode de analizd moleculare care permit caracterizarea
geneticd a virusului PPA. Sunt 24 de genotipuri identificate in Africa. In Europa, genotipul I a fost identificat
pentru prima data in Portugalia in 1957 si s-a raspandit rapid in Spania, Franta, Malta, Belgia, Italia si Tarile de
Jos (Gaudreault et al., 2020). in 1978, un nou focar de PPA a aparut in Sardinia, Italia (Mur et al., 2016). In Rusia,
prezenta PPA a fost raportata pentru prima data in 1977 (Kolbasov et al., 2018). La sfarsitul anilor 1970, virusul
a fost identificat in Brazilia (Tokarnia et al., 2004), Cuba (Negrin si Frias Lepoureau, 2002) si Insulele Caraibe
(Ruiz Saenz et al., 2022).

Studiul a vizat secventierea a ampliconilor, de 251 pb al genei B646L a virusului PPA (pozitiile 105,320-
105,570; GenBank MN194591.1), care codifica proteina capsidei p72, a fost amplificata folosind un test TagMan
,obtinuti din zece probe pozitive pentru PPA din judetul Constanta (5 de la porci domestici si 5 de mistreti)
colectate din 10 zone de focar si supuse unei analize filogenetice prin comparatia referintelor cu secventele
disponibile GenBank de PPA din Europa (Romania: MK850402, OK623917; Ungaria: MN715134; Republica
Ceha: LR722600; Polonia: MH681419; Ucraina: JX857521; Georgia: MH910496; Rusia: JX857510; Lituania:
MK628478), asiatica (China, MT332151; Vietnam, MN393476; Coreea de Sud, MN817977) si African (Tanzania:
MK?276921), au evidentiat asemanari de 100% cu tulpina II a PPA. Arborele filogenetic Neighbor-Join, construit
folosind modelul Tajima Nei cu 1000 de replicari bootstrap, a confirmat aceste constatari (Figura 8).

Figura 8. Identificarea tulpinii circulante in judetul Constanta a virusului PPA.

Prin metode de diagnostic molecular: electroforeza pe gel de agaroza evidentiind ampliconi PCR de 251
pb obtinuti din B646L in probe pozitive pentru VPPA (1-4), scara L-100 bp; Secventierea cromatogramelor si a
arborelui filogenetic al izolatelor PPA din judetul Constanta versus izolatele din tulpina IT a PPA din alte tari.

6.3 EXAMENE VIRUSOLOGICE PRIN METODA DE IDENTIFICAREA GENOMULUI
VIRUSULUI PPA FOLOSIND METODA REACTIEI iN LANT A POLIMERAZEI iN TIMP REAL
qPCR

(Anghel et al., 2022)

Scopul studiului este de a sublinia cat de esentiala este supravegherea de rutind a bolii PPA pentru
depistarea rapida a focarelor in judetul Constanta demonstrand modul in care monitorizarea continud permite
interventii in timp util pentru a preveni raspandirea ulterioara. Prin Intelegerea dinamicii infectiei cu PPA poate
ajuta partile interesate sa implementeze masuri mai bune de biosecuritate si reducerea pierderilor economice.

6.3.2.1 Detectarea si monitorizarea infectiei cu virusul PPA la porcii domestici si mistreti pe o perioada de
sase ani utilizind testul PCR

in perioada 2018-2023 s-au efectuat un numir de 2606 de preleviri de probe pentru testul PCR, din care 518
(19,9%) in anul 2018, 538 (20,6%) 1n anul 2019, 360 (13,8%) in anul 2021, 445 (17,1%) in anul 2022, respectiv
384 (14,7%) in anul 2023 ( Tabelul 4; Grafic 2).

Anul 2018 2019 2020 2021 2022 2023 Total
Total 518 538 360 361 445 384 2606
frecventa
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% 19,9 20,6 13,8 13,9 17,1 14,7 100,0

Tabelul 4. Numarul de probe prelevate pe fiecare an.
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Grafic 2. Reprezentarea grafica a numarului de probe prelevate pe fiecare an.
Locul prelevarii

Majoritatea probelor au fost prelevate din exploatatiile comerciale (1556). 844 (32,4%)probe au fost
prelevate din complexul vanatoresc, iar 206 (7,9%) din exploatatiile non-profesionale ( Tabelul 5; Grafic 4).

Locul prelevarii

Exploatatie
Complex comerciala Exploatatie non-
vanatoresc (ferma) profesionald Total
Anul 2018  Frecventa 270 155 93 518
% 52,1% 29,9% 18,0% 100,0%
2019  Frecventa 153 364 21 538
% 28,4% 67,7% 3,9% 100,0%
2020  Frecventa 90 262 8 360
% 25,0% 72,8% 2,2% 100,0%
2021  Frecventa 81 266 14 361
% 22,4% 73,7% 3,9% 100,0%
2022  Frecventa 147 262 36 445
% 33,0% 58,9% 8,1% 100,0%
2023  Frecventa 103 247 34 384
% 26,8% 64,3% 8,9% 100,0%
Total Frecventa 844 1556 206 2606
% 32,4% 59,7% 7,9% 100,0%

Tabelul 5. Anul si locul prelevarii probelor
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Grafic 4. Reprezentarea grafica a locului de unde au fost prelevate probele pe fiecare an
Contextul prelevarii

Majoritatea covarsitoare a probelor (97%) au fost colectate In contextul supravegherii raspandirii PPA si
doar 3% au fost prelevate la cerere ( Tabelul 6; Grafic 5).

Contextul prelevarii Total
Supraveghere La cerere
Anul 2018 Frecventa 476 42 518
% 91,9% 8,1% 100,0%
2019 Frecventa 509 29 538
% 94,6% 5,4% 100,0%
2020 Frecventa 356 4 360
% 98,9% 1,1% 100,0%
2021 Frecventa 360 1 361
% 99,7% 0,3% 100,0%
2022 Frecventa 442 3 445
% 99,3% 0,7% 100,0%
2023 Frecventa 384 0 384
% 100,0% 0,0% 100,0%
Total Frecventa 2527 79 2606
% 97,0% 3,0% 100,0%
Tabelul 6. Contextul prelevarii probelor pe fiecare an.

Epivas|n

Grafic 5. Reprezentarea grafica a contextului prelevarii probelor pe fiecare an.
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Tip probe

Tipurile de probe au fost preponderent au fost organe (71,3%). Alte tipuri de probe prelevate au fost: sange
pe EDTA (28%), tesut osos (0,5%) si cadavre de animale (0,3%) (Tabelul 7; Grafic 6).

Tip probe Total
Cadavru Organe Os Sange pe EDTA

Anul 2018 Frecventa 3 449 3 63 518
% 0,6% 86,7% 0,6% 12,2% 100,0%

2019 Frecventa 2 441 9 86 538

% 0,4% 82,0% 1,7% 16,0% 100,0%

2020 Frecventa 1 234 0 125 360

% 0,3% 65,0% 0,0% 34,7% 100,0%

2021 Frecventa 2 223 0 136 361

% 0,6% 61,8% 0,0% 37,7% 100,0%

2022 Frecventa 0 285 0 160 445

% 0,0% 64,0% 0,0% 36,0% 100,0%

2023 Frecventa 0 225 0 159 384

% 0,0% 58,6% 0,0% 41,4% 100,0%

Total Frecventa 8 1857 12 729 2606
% 0,3% 71,3% 0,5% 28,0% 100,0%

Tabelul 7. Tipul de probe prelevate pe fiecare an.
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Grafic 6. Reprezentarea grafica tipului de probe prelevate pe fiecare an.

Stare animale

38,9% dintre animalele de la care s-au prelevat probe au fost moarte, 30,9% au fost impuscate, 28,9% au
fost cu semne clinice de boald. Doar 1,2% din probe au fost prelevate din taieri de urgenta si 0,1% din taieri

normale ( Tabelul 8; Grafic 7).
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Stare clinica a animalelor la momentul recoltarii

Cu semne
clinice de A Taiere Taiere de
boala Impuscat Mort normala urgenta Total

Anul 2018 Frecventa 65 262 191 0 0 518
% 12,5% 50,6% 36,9% 0,0% 0,0% 100,0%
2019  Frecventa 96 134 308 0 0 538
% 17,8% 24,9% 57,2% 0,0% 0,0% 100,0%
2020 Frecventa 126 87 146 0 1 360
% 35,0% 24,2% 40,6% 0,0% 0,3%  100,0%
2021  Frecventa 138 80 143 0 0 361
% 38,2% 22,2% 39,6% 0,0% 0,0%  100,0%
2022  Frecventa 168 143 106 2 26 445
% 37,8% 32,1% 23,8% 0,4% 5,8%  100,0%
2023  Frecventa 161 100 120 0 3 384
% 41,9% 26,0% 31,3% 0,0% 0,8% 100,0%
Total Frecventa 754 806 1014 2 30 2606
% 28,9% 30,9% 38,9% 0,1% 1,2% 100,0%

Tabelul 8. Starea clinica animalelor la momentul recoltarii probelor pe fiecare an.

Nr. probe pozitive
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Grafic 7. Reprezentarea grafica a starii clinice a animalelor la momentul recoltarii probelor pe fiecare an.
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Au fost determinate 218 probe pozitive din 152 de prelevari de probe ( Tabelul 9). Cele mai multe probe
pozitive au fost determinate Tn anul 2018 (112 probe) (Tabelul 9;Tabelul 10; Grafic 8).

Nr. probe pozitive

Numiér prelevari cu probe pozitive

Numar esantioane pozitive

152

218
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Tabelul 9. Numarul probelor prelevate cu rezultat pozitiv si numarul total de esantioane analizate la care am

Nr. probe pozitive

Anul
2018 2019 2020 2021 2022 2023
Numar prelevari cu probe pozitive 82 26 2 11 3 28
Numar esantioane pozitive 112 44 5 20 3 34

obtinut rezultate pozitive la testul PCR pe perioada 2018-2023.
Tabelul 10. Numarul probelor prelevate cu rezultat pozitiv si numarul total de esantioane analizate la care am
obtinut rezultate pozitive la testul PCR pe fiecare an.
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Grafic 8. Reprezentarea grafica a numarului de probe prelevate pe fiecare an.

Numar prelevari cu probe

Stare animale pozitive Numar probe pozitive
Cu semne clinice de boala 63 102
Impuscat 14 14

Mort 72 99

Taiere normala 0 0

Taiere de urgenta 3 3

Au fost determinate 218 probe pozitive, pe perioada 2018-2023, din care majoritatea (102) au fost
prelevate de la animale ce prezentau semne clinice de boala (Tabelul 11).

Tabelul 11. Numarul probelor prelevate cu rezultat pozitiv la testul PCR si starea animalelor la momentul
recoltarii pe perioada 2018-2023.

Studiul a implicat actiuni de supraveghere realizate de citre medicii veterinari cat si de vandatori care au
colectate un numar total de 6820 de probe pentru testarea PCR din 2018-2013 datele obtinute in urma testarii au
fost analizate statistic utilizand IBM SPSS Statistic for Windows, versiunea 29.0 subliniind avantajul de a utiliza
instrumente statistice fiabile si avansate ce pot duce la o mai buna intelegere si gestionare a bolii PPA. Aceasta
colectie extinsa de date imbunatateste robustetea studiului si permite o analizd mai amanuntita a tendintelor de
sanatate in timp. Defalcarea detaliata a probelor colectate in fiecare an pe fiecare specie la care a fost confirmata
boala, numarul de animale susceptibile sau care prezentau semne clinice de boala ofera informatii valoroase asupra
modificarilor temporale ale datelor privind statutul de boala PPA. Metodologia si constatarile prezentate pot servi
drept referinta pentru studiile viitoare ce sporesc intelegerea tendintelor si poate pune bazele eforturilor viitoare
care pot influenta deciziile si interventiile In teren.
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In urma analizei statistice am concluzionat ci studiul prezinti efectiv datele nominale ca frecvente si
procente absolute, ceea ce ajutd la intelegerea distributiei variabilelor categorice. Variabilele continue sunt
exprimate prin valori medii si abateri standard, oferind o imagine clara a tendintei si variabilitatii centrale a datelor.
Aceastad abordare Tmbunatateste interpretabilitatea rezultatelor. Prin stabilirea unui nivel de semnificatie de
p<0,05, lucrarea stabileste un standard pentru determinarea semnificatiei statistice a constatarilor. Acest criteriu
este crucial pentru validarea rezultatelor si asigurarea faptului ca acestea nu se datoreaza intamplarii aleatorii,
contribuind astfel la fiabilitatea rezultatelor cercetarii.

6.3.2.2 Compararea rezultatelor obtinute pe doua tipuri de probe diferite (singe pe EDTA si organe /
tesuturi)

Studiul compara doua tipuri de probe pozitive PPA, sange de pe EDTA si organe (splina, rinichi, ganglioni
limfatici) recoltate atat de la mistreti, cat si de la porcii domestici. Prin aceasta comparatie s-a permis o evaluare
a Incarcaturii virale in diferite matrici, contribuind la intelegerea eficientei detectarii PPA prin prezentarea datelor
CT (ciclu de prag), analizate 1n laboratorul de biologie moleculard al D.S.V.S.A Constanta, concentrandu-se pe
detectarea virusului PPA folosind metoda Real Time PCR, o tehnica care permite cuantificarea ADN-ului viral in
timpul procesului de amplificare. Utilizarea valorilor CT oferd o masura cantitativa care poate ajuta la evaluarea
incarcaturii virale in diferite probe. Valoarea CT reprezintd numarul ciclului la care semnalul fluorescent trece un
prag predeterminat. Acest prag este esential pentru a determina dacad o proba este consideratd pozitivd pentru
virusul PPA. Studiul subliniaza ca valoarea CT este invers proportionald cu cantitatea initiala a ADN-ului viral
tintd, ceea ce inseamnd cd pe masurd ce incarcatura virald creste, valoarea CT scade.Valorile CT servesc ca
indicator al incarcaturii virale prezente intr-o proba. O valoare CT mai mica sugereaza o cantitate mai mare de
ADN viral PPA, indicand faptul ca proba este pozitiva pentru virusul PPA. in acest studiu, valoarea medie a CT
pentru probele de sange a fost de 15,72, semnificativ mai mica decat media de 24,33 pentru probele de organe,
sugerand cd sangele contine o incarcaturd virala mai mare decat organele. Studiul evidentiaza faptul ca valorile
CT obtinute din probele de singe demonstreazd o specificitate mai mare pentru detectarea genomului viral
folosind PCR in timp real. Aceasta inseamna cé probele de sange sunt mai fiabile pentru detectarea timpurie si
tarzie a PPA ceea ce este esential pentru interventia In timp util si aplicarea masurilor de control.

Din totalul de 1561 de probe analizate in anul 2019 s-a obtinut rezultat pozitiv la 20 de probe de la porcii
domestici si 6 porci mistreti ( Tabelul 12).

2019
Porc Total Probe de Probe de Probe de Probe de Rezultat
probe singe sange organe organ pozitiv
analizate pozitiva pozitiv total
Domestic 1337 351 12 986 8 20
Mistret 224 6 0 218 6 6

Tabelul 12. Totalul de probe de la porcii domestici cat si de la mistreti pe fiecare matrice si totalul rezultatelor
pozitive obtinute utilizand metoda Real Time PCR 1n anul 2019.

Pe baza mediei de 16,82 valorilor de CT obtinute In anul 2019, la probele de sange pe EDTA se poate
concluziona ca probele de sange au prezentat incarcaturi virale mai mari decat probele de organe, indicand o
specificitate mai bund de detectare (Tabelul 13; Grafic 10, 12).

2019
Matricea analizata Numirul de esantioane Valori CT
Sange 1 15.29
Sange 2 14.38
Sange 3 20.54
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Sange 4 20.34
Sange 5 19.03
Sange 6 22.37
Sange 7 15.43
Sange 8 16.59
Sange 9 14.62
Sange 10 14.09
Sange 11 14.67
Sange 12 14.58

Tabelul 13. Valorile de CT obtinute pe matrice sange in anul 2019.

Valorile de CT obtinute la probe de
sange - 2019
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Grafic 10. Reprezentarea graficd a valorilor de CT obtinute pe matricea sange pe EDTA in anul 2019.

Pe baza mediei de 20,89 a valorilor de CT obtinute in anul 2019, la probele de organe se poate concluziona
ca probele de organe au prezentat incarcaturi virale mai mici decét probele de sdnge pe EDTA, indicand o
specificitate mai buna de detectare (Tabelul 14; Grafic 11, 12).

2019
Matricea analizata Numairul de esantioane Valori CT
Organe 1 19. 47
Organe 2 19.85
Organe 3 21.28
Organe 4 19.52
Organe 5 31.26
Organe 6 27.60
Organe 7 19.39
Organe 8 21.16
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Organe 9 21.18
Organe 10 17.64
Organe 11 18.51
Organe 12 19.90
Organe 13 15.79
Organe 14 19.93

Tabelul 14. Valorile de CT obtinute pe matrice organe in anul 2019.

Valori CT obtinute la probe de
organe - 2019
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Grafic 11. Reprezentarea grafica a valorilor de CT obtinute pe matricea organe in anul 2019.
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Grafic 12. Reprezentarea grafica a comparatiei valorilor de CT obtinute pe matricea de sange pe EDTA versus
matricea de organe in anul 2019.

Pachetul de inregistrari include o populatie formata din mistreti si porci domestici, iar valorile CT
obtinute pentru matricea sanguina si organe ne permit sd comparam valorile CT medii pentru matricea sanguina
este de 15,72 fata de valorile CT medii pentru matricea de organe este de 24,33. Putem concluziona ci in urma
comparatiei facute intre cele doud matrici, putem spune ca in sdnge cantitatea de virus este mai mare decat in
organe.

6.4 EXAMEN SEROLOGIC FOLOSIND METODA DE DETECTIE A ANTICORPILOR ANTI-VIRUS
PPA PRIN TEHNICA IMUNOENZIMATICA ELISA

(Anghel et al., 2023)
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6.4.2.1 Studiul comparativ al rezultatelor obtinute prin doud metode de diagnostic Real Time PCR si
ELISA

Potrivit Laboratorul de referintd al Uniunii Europene pentru PPA, cu sediul in Valdeolmos, Spania
recomanda ca ambele metode sa fie utilizate pentru stabilirea dinamicii infectiei in cazul rezultatelor pozitive ale
detectarii genomului viral dar si detectia anticorpilor demonstreaza ca animalele erau infectate la momentul
prelevarii probelor. In cazul unui rezultat pozitiv la testul de anticorpi in absenta detectirii genomului viral indica
o infectie in curs sau anterioard (Guidelines, Community Reference Laboratory for African Swine Fever, n.d.).
Investigatiile aratd cd doar 6 cazuri de mistreti au fost confirmate printr-un rezultat pozitiv utilizind ambele
metode de analiza (Tabelul 15, 16). Aceste animale erau inca in faza de viremie, cu semne clinice si in perioada
de seroconversie (> 10 zile) (Guidelines, Community Reference Laboratory for African Swine Fever, n.d.). De
asemenea, unul din cei doi mistret a avut un rezultat pozitiv slab folosind metoda PCR (Tabelul 15), acelasi
animal a fost testat folosind metoda ELISA si s-a obtinut rezultat negativ la testul de anticorpi (Tabelul 16) ceea
ce demonstreaza ca acest animal a fost recent infectat cu PPA si nu a avut inca loc seroconversia (< la 7 zile de la
contact), semnele clinice nu erau evidente si anticorpii nu erau inca produsi. Un al doilea mistret a rezultat slab
pozitiv la testul PCR (Tabelul 15) si pozitiv pentru detectarea anticorpilor (Tabelul 16). in aceste cazuri
particulare, animalul a trecut de infectie si este posibil sd nu prezinte semne clinice. Acest mistret ar fi putut fi
infectat cu o tulpind atenuata (Guidelines, Community Reference Laboratory for African Swine Fever, n.d.).

Matrice Mistreti Pozitivi Slab Pozitivi Negativi
Sange pe EDTA 6 0 0 6
Organe 229 5 2 222
Maduva osoasa 21 21 0 0

Tabelul 15. Rezultatele obtinute din probe recoltate de la mistreti analizate utilizand metoda Real Time PCR pe
erioada 2019.

Matricea Mistreti Pozitiv Slab Pozitiv Negativ

Ser sanguin 199 17 1 181

Tabel 16. Rezultate obtinute din probe de la mistret utilizind metoda ELISA pe perioada 2019.

Din totalul de probe analizate folosind testul ELISA de la porcii din gospodarii private (879), rezultatele obtinute
au aratat ca 6 au fost testati pozitiv pentru anticorpi si din acest grup 3 probe au fost pozitive pentru testul PCR.
Acesti porci erau incd in faza de viremie, cu semne clinice si seroconversia a avut loc (> 10 zile) (Tabelul 17).

Matricea Porci din Pozitiv Slab pozitiv Negativ
gospodarii private

Sange pe EDTA 50 7 0 43
Organe 11 5 0 6
Maduva osoasa 0 0 0 0
Cadavru 3 3 0 0

Tabelul 17. Rezultatele obtinute din probe de la porcii domestici din gospodarii private analizate utilizdnd
metoda Real Time PCR pe perioada 2019.

Testul ELISA este mai potrivit pentru detectarea prezentei anticorpilor specifici la PPA incepand cu a 14-
a zi dupa contactul cu virusul. Prin urmare, nu este recomandata in situatia in care animalele au fost recent infectate
cu virusul PPA. Cu toate acestea, poate fi utilizatd pentru a monitoriza starea imunologicd post-infectie a
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populatiilor de porci domestici i mistreti ca raspuns la virusul PPA. ELISA poate ajuta statistic la pastrarea unei
evidente a procentului de porci care au devenit imuni la boala.

6.5 EXAMEN HEMATOLOGIC REALIZAT PRIN ANALIZA CONSTITUENTILOR DIN SANGE PE
EDTA LA ANIMALELE TESTATE POZITIV PENTRU

VIRUSUL PPA
(Anghel et al., 2022)

Datorita contagiozitatii ridicate a boli si de cele mai multe ori dovedindu-se a fi fatala atat pentru suinele
domestice cat si la mistreti am studiat detectarea cat mai rapida a simptomelor clinice asociate cu stadiul de
viremie PPA folosind interpretarea valorilor asociate compusilor din sidnge obtinute folosind analizoarele
hematologice automate. Am urmarit sa subliniem corelatia dintre parametrii sanguini din hemoleucograma si
diferitele etape ale viremiei PPA pentru a determina dacé acestd metoda de analiza poate fi folosita pe viitor in
practica clinica atunci cand se suspicioneaza infectia naturald cu virusul PPA. Diagnosticarea cat mai rapida si
precisa a bolii putem controla mai bine evolutia si raspandirea ei.

In acest studiu investigim modificirile parametrilor sanguini ai celor 15 porci confirmati cu PPA prin
testul Real Time PCR, care erau cazati in patru tarcuri, pentru a demonstra dinamica virala in diferitele etape de
viremie. In acest sens au fost efectuate teste de hemoleucograma pentru a arita diferitele stadii de viremie ale PPA
prin analizarea numarului de celule albe totale din sdnge (WBC) ce creste rapid in intervalul 0-1dpv (zi dupa
debutul viremiei) si scade brusc la 2-6 dpv (zi dupd debutul viremiei) (Oh et al., 2022).

Am efectuat si testul ELISA pe toti cei 15 porci si la care am obtinut rezultate negative. Motivul pentru
care am folosit testul ELISA a fost acela de a demonstra ca porcii din focar se aflau in stadiul de viremie si de a
exclude posibilitatea de a trece mai mult de 14 zile de infectie pentru detectarea anticorpilor pestei porcine africane
specifici.

Primul grup format din trei porci aflati in primul tarc la care debutul bolii a fost cel mai rapid cu semne
clinice de febrd si decubit prelungit se considera, bazandu-ne pe datele expuse in tabelul 18, ca fiind donatori de
virus prin contact direct cu celelalte animale (Wilkinson si Donaldson, 1977) (de Carvalho Fereira et al., 2012)
din tarcurile imediat alaturate fie prin intermediul excrementelor (Davies et al., 2017). Astfel plecand de la studiul
lui (Guinat et al., 2014) care a demonstrat faptul ca detectarea ADN viral PPA este asociata cu aparitia semnelor
clinice, au fost efectuate teste hematologice a sangelui pe EDTA pentru a aratd ca acestia sunt inca in perioada
viremica a boli, pentru a asigura controlul focarelor prin diagnostic.

Parametrii analizati ' Valori de referinta Scroafa Porc 1 Porc 2

WBC conta, x10 " °/L 11.0-22.0 6.7 6.3 7.2
Trombocite, x10"%/L 200 — 700 74 33 16
MPV, Fl 6.0-12.0 7.6 7.4 7.4
RBC x10 "~ 12/L 5.00-9.50 1.86 5.24 5.87
HGB, g/dl 9.9-16.5 2.8 7.4 10.5
HCT, % 32.0 - 50.0 10.8 30.9 42.0
MCV, FL 51.0-68.0 58.5 59.0 71.6
MCH, pg 17.0 - 22.0 15.0 14.1 17.8
MCHC, g/ DI 30.0 - 38.0 25.9 23.9 25.0
RDW_CV, % 14.0 - 19.0 16.1 13.7 13.8

Tabel 18. Compararea parametrilor sangvini din primul grup dintr-un focar confirmat de PPA in judetul
Constanta, reprezentat de 3 porci domestici aflati in stare critica si care prezentau semne clinice de febra si decubit
prelungit.

in randul porcilor din al doilea tarc se pot observa modificiri ale parametrilor sanguini precum
leucocitopenia doar la porcii numarul 3,4 si 5, ce a fost observata conform studiilor lui (Karalyan et al., 2012) in
ultimele zile de viata, o altd modificare care se mentine este trombocitopenia observata la porcul 3,4,6 si 7 in

26




concordanta cu valori scazute ale hemoglobinei la porcul 3,4,5,6 si 7 ce indica instalarea anemiei doveditd de
valoarea hematocritului scazuta inregistrata la porcul 5 si 6, si valorile MCH respectiv MCHC sub normale
observate la toti porcii din tarc, RDW_CV valori scazute la porcul 5.

Parametrii analizati ' Valori de referinta Porc3  Porc4 Porc S Porc 6 Porc7

WBC conta, x10 " %/L 11.0-22.0 8.0 8.3 10.0 11.2 11.9
Trombocite, x10"/L 200 — 700 111 28 263 36 53
MPV, Fl 6.0-12.0 6.7 8.0 8.6 7.0 7.6
RBC x10 ~ 12/L 5.00-9.50 6.48 5.68 5.29 5.33 5.54
HGB, g/dl 9.9-16.5 9.3 7.8 7.8 7.6 8.0
HCT, % 32.0-50.0 38.2 32.2 31.7 30.7 33.3
MCV, FL 51.0-68.0 59.1 56.8 60.1 57.6 60.2
MCH, pg 17.0 - 22.0 14.3 13.7 14.7 14.2 14.4
MCHC, g/ DI 30.0 - 38.0 24.3 24.2 24.6 24.7 24.0
RDW_CV, % 14.0 - 19.0 14.4 15.0 13.4 14.8 14.1

Tabel 19. Compararea parametrilor sangvini din grupul al doilea dintr-un focar confirmat de PPA in judetul
Constanta, reprezentat de 5 porci domestici ce manifestau semne clinice precum lipsa poftei de mancare, ataxie,
iar parametrii sangvini sunt moderat modificati.

In infectia cu virusul PPA° WBC pot depisi valorile normale imediat dupa infectia cu virusul PPA (0-
1dpv) (Oh et al., 2022) fapt intélnit si la porcii numarul 12,13 si 14 din al treilea tabel 3. Trombocitopenie la porcii
numarul 11,12,13 si 14 este o modificare hematologica frecvent observata in perioada de viremie (Blome et al.,
2013) ( Ramiro-Ibafiez et al., 1997). Hemoglbina scazuta la porcii 11 si 13 MCH, MCHC scézut la porcii 11,12,13
si 14. Valori scazute ale RDW_CV doar la porcul numarul 12.

Parametrii analizati * Valori de referinta Porc 11 Porc 12 Porc 13 Porc 14
WBC conta, x10 " °/L 11.0-22.0 21.9 23.6 23.6 22.8
Trombocite, x10"%/L 200 — 700 191 37 57 52
MPV, fL 6.0-12.0 7.1 8.8 6.8 7.9
RBC x10 "~ 12/L 5.00-9.50 5.15 7.53 6.98 5.20
HGB, g/dl 9.9-16.5 7.9 12.6 9.7 11.6
HCT, % 32.0-50.0 32.0 48.6 39.2 47.8
MCV, fL 51.0-68.0 62.3 64.6 56.3 62.9
MCH, pg 17.0 - 22.0 15.3 16.7 13.8 15.9
MCHC, g/ DI 30.0 - 38.0 24.6 25.9 24.7 24.1

RDW_CV, % 14.0 - 19.0 15.1 13.9 15.1 14.1

Tabel 20. Compararea parametrilor sangvini din grupul al treilea, dintr-un focar confirmat de PPA in judetul
Constanta, reprezentat de 4 porci domestici, si care nu prezentau semne clinice, in schimb numarul WBC are
valori peste limitele normale.
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Trombocitopenie in cazul porcului numarul 9 si MCH, MCHC cu valori scdzute la porcul numarul 8,9 si 10.

Parametrii analizati * Valori de referinta Porc 8 Porc 9 Porc 10
Numarul WBC, x10"/L 11.0-22.0 13.4 15.8 18.1
Trombocite, x107°/L 200 —700 210 86 241
MPV, fL 6.0-12.0 7.8 8.1 7.6
RBC x10 "~ 12/L 5.00-9.50 6.69 6.95 6.87
HGB, g/dl 9.9-16.5 9.4 11.2 9.9
HCT, % 32.0-50.0 38.9 44.3 40.4
MCV, FL 51.0-68.0 58.2 63.8 58.9
MCH, pg 17.0-22.0 14.0 16.1 14.4
MCHC, g/ DI 30.0 - 38.0 24.1 25.2 24.5
RDW CV, % 14.0-19.0 15.4 16.2 15.2

Tabel 21. Compararea parametrilor sangvini din grupul al patrulea, dintr-un focar confirmat de PPA in judetul
Constanta, reprezentat de 3 porci domestici care nu prezentau semne de boald, iar numarul WBC se afla in limite
normale.

Mediile valorilor s-au incadrat in valorile de referinta ale analizorului automatic, cu exceptia MCH,
MCHC, RDW_CV care depasesc valorile de referintd pusa pe seama unei diete cu o concentratiei maritd de Fe
(Deng et al., 2021).

Parametrii analizati' Valori de referinti  Porcl Porc2  Porc3 Porc4 Porc 5

WBC conta, x10 " °/L 11.0-22.0 11.9 11.8 12.1 11.9 11.8
Trombocite, x10"%/L 200 — 700 236 240 235 236 246
MPV, fL 6.0-12.0 7.5 7.4 7.5 7.4 7.4
RBC x10 ~ 12/L 5.00 - 9.50 5.59 5.64 5.61 5.60 5.58
HGB, g/dl 9.9-16.5 15.2 15.3 154 154 15.4
HCT, % 32.0-50.0 36.5 36.9 369  36.8 36.8
MCV, FL 51.0 - 68.0 65.4 65.6 658 658 66.0
MCH, pg 17.0-22.0 27.1 27.1 274 275 27.5
MCHC, g/ DI 30.0 - 38.0 41.6 41.1 417 418 41.8
RDW_CV, % 14.0-19.0 26.8 25.2 251 258 25.0

'"WBC = celule albe din sange; MPV = volumul mediu al trombocitelor; RBC = celule rosii din sdnge; HGB =
Concentratia hemoglobinei; HCT = hematocrit (volum relativ de eritrocite); MCV = volumul corpuscular mediu;
MCH = hemoglobina medie corpusculard; MCHC = concentratia medie de hemoglobina corpusculard; RDW_CV
= distributie a celulelor rosii din sange .

Tabel 22. Compararea parametrilor sangvini din grupul control negativ reprezentat de 5 porci domestici, care nu
sunt cunoscuti cu patologii si la care parametrii sangvini nu au prezentat diferente semnificative fata de valorile
normale de referinta.

Studiul efectuat pe probe de sange ale porcilor din primul tarc a ardtat o perioadd viremica de lungd
durata pentru a dezvolta procese patologice care sa determine un nivel scdzut de WBC, trombocitopenie asociata
cu un nivel scazut al valorilor MPV. Valorile foarte scazute ale parametrilor RBC, HGB, HTC, MCH, MCHC
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intalnite mai ales la scroafa dar si la porcul numarul 1 si 2 denota instalarea anemiei ceea ce explica si reticenta la
deplasare. Datoritd faptului cé porcii examinati nu prezentau sindrom hemoragic (cum ar fi cianoza sau hemoragii
la nivelul pielii, urechilor sau diaree sangvinolentd) nu au fost observate 1n timpul acestui experiment modificari
ale valorilor RBC care sunt marginal scizute sau in limite normale, rezultate sustinute si de cercetarile lui Blome
si colaboratorii (Blome et al., 2013). Din acest motiv, parametrii RBC nu sunt fiabili pentru a diagnostica pesta
porcina africand in stadiul de viremie, in schimb ne putem baza pe numarul WBC. Interactiunea dintre gazda si
agentul patogen viral cat si difuzarea virusului PPA la alte gazde poate fi urmarita prin analizarea acestui parametru
comparand parametrii obtinuti la hemoleucograma de la progresia infectiei in organism corelatd cu valori ce
depasesc limitele normala ale WBC ,urmata de replicarea si apoi eliminarea virusului PPA prin secretie, excretie
urmata de transmiterea la alti porci sensibili, corelata cu scaderea valori sub normal limitele normale ale WBC.
In functie de cat de sensibila este gazda si de virulenta tulpini virale am concluzionat ci parametrii sanguini
obtinuti de la toti porci din primul tarc dar si porcii numarul 3,4 si 5 din al doilea tarc prezentau un stadiu avansat
de infectie, probabil la 12 -14 dpi, comparativ cu porcii numarul 11,12,13,14 unde parametrii sanguini au aratat
ca se afla in stadiul initial al perioadei de viremie datorita valorilor ce depasesc limita normala a WBC.

Rezultatele au aratat o corelatie semnificativd intre semnele clinice si valorile obtinute in determinarea
parametrilor hematologici ale porcilor afectati in comparatie cu porcii sanatosi testati si care nu se aflau sub
incidenta unor boli cunoscute si la care se poate observa ca nu au avut modificari semnificative ale parametrilor
analizati in hemoleucograma.

CAPITOLUL 7

CONCLUZII GENERALE
Analizand rezultatele obtinute prin studiile noastre prin excelenta experimentale si originale, din aceasta
teza de doctorat, intitulata PESTA PORCINA AFRICANA LA PORCII DOMESTICI SI MISTRETI PRIN
PRISMA INVESTIGATIILOR FOLOSITE iN CADRUL LABORATORULUI DE BIOLOGIE
MOLECULARA CE PERMIT PUNEREA iN EVIDENT;& A GENOMULUI VIRAL PRIN TEHNICA
REAL TIME PCR SI ELISA, putem formula, urmatoarele, aprecieri, comentarii si concluzii.

in acest studiu, am evaluat incidenta PPA la porcii domestici si mistreti pe o perioada de sase ani (intre
2018 si 2023) 1n judetul Constanta, o a doua zona cheie de origine a focarului din Roméania, unde PPA a fost
confirmata in iulie 2018. Acest judet are o importanta deosebita pentru intelegerea evolutiei si raspandirii focarului
de PPA in Romania, datoritd vecinatatii sale apropiate de zonele umede din Delta Dunarii si fluviul Dunarii,
ambele foarte populate cu mistreti. Aceste zone umede, impreuna cu cele mai mari terenuri agricole cultivate cu
culturi, joaca un rol important pentru ecologia mistretilor si cresterea porcilor. O populatie importanta de porci
este crescutd in gospodarii private mici sau in aer liber in zona Deltei Dunarii, favorizand un contact strans cu
mistretii. Mai mult, datoritd pozitiei sale geografice, Delta Dunarii este o ruta cheie de migratie a mistretilor prin
Ucraina din térile din est in cele din vest, unde au fost raportate initial focare de PPA: Georgia (Rowlands et al.,
2008) Rusia (Kolbasov et al., 2018), Armenia (Sargsyan et al., 2018).

De la primele cazuri identificate la porcine in Romania in iulie 2017 in judetul Satu-Mare (Ardelean et al.,
2021) si iulie 2018 in judetul Constanta, ambele zone afectate au fost plasate sub supraveghere oficiala de catre
Autoritatea Nationald Veterinard si pentru Siguranta Alimentelor din Romania, conform masurilor de control
stabilite de manualul de diagnostic al Comisiei Comunitatilor Europene (Decision — 2003/422- EN-EUR-Lex,
n.d.). In ciuda eforturilor initiale de a controla raspandirea bolii, pana la sfarsitul anului 2023 au fost notificate
164 de focare de PPA 1n judetul Constanta. Cea mai mare proportie a cazurilor confirmate de PPA in judetul
Constanta a aparut la porcii crescuti in ferme traditionale, probabil din cauza nivelurilor scazute de securitate, care
au favorizat contactul strans al porcilor cu mistretii si/sau probabil din cauza hranirii porcilor cu deseuri de
catering. La nivel national, conform comunicarii Autoritdtii Nationale Veterinare si pentru Siguranta Alimentelor
in perioada 2017-2023, au fost identificate un numar de 7141 de cazuri pozitive PPA la mistreti in 5979 de zone
declarate focare, afectand toate cele 41 de judete din Romania (Actualizarea situatiei privind evolutia Pestei
Porcine Africane (PPA) — A.N.S.V.S.A, 23 martie 2023).

Am observat, In baza analizei statistice efectuate, o dinamica sezoniera a bolii in judetul Constanta, prin
confirmarea celor mai multe focare de PPA la porcii domestici in luna august (54 focare), iulie (26) datorita
temperaturilor ridicate si datorita conditiilor reduse de hrana, mistretii devin dependenti de zonele cu apa (rauri,
iazuri) si de zonele cu umbria ( paduri, prerie). In luna septembrie au fost confirmate 22 de focare de PPA la porcii
domestici, cand hrana mistretilor devine mai abundenta fiind deseori atrasi de campurile agricole unde se pot hrani
cu cereale.

Numarul de cazuri la porci si mistreti din tard a scazut semnificativ in aceastd perioada datorita procedurilor
de eradicare implementate de Autoritatea Nationald Veterinarad si pentru Siguranta Alimentelor din Romania.
Acestea au constat In implementarea procedurilor de diagnostic molecular si a masurilor de carantina:
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restrictionarea miscarilor animalelor, dezinfectarea grajdurilor, vehiculelor si echipamentelor agricole, hranirea
animalelor exclusiv cu cereale si sacrificarea tuturor animalelor din zonele de focare. In plus, stabilirea unor zone
de protectie la 3 km si a unei zone de supraveghere la 10 km in jurul locului focarului s-a dovedit a fi un mare
succes in controlul raspandirii bolii.

Mai multe studii au investigat epidemiologia moleculard a PPA, pentru a stabilii dinamica transmiterii PPA
intre diferite tari si au relevat o dinamica similard a focarelor de PPA cu rezultatele noastre. in septembrie 2018,
tulpina II de PPA a fost detectatd la mistreti din Belgia (Garigliany et al., 2019). Gallardo si colaboratorii (C.
Gallardo et al., 2023) au analizat regiunea variabilei centrale a 382 de izolate colectate din 2007 pana 1n 2022 si
au impartit genotipurile europene II-ASFV in 24 de grupuri diferite. Autorii au observat ca tulpina care a provocat
focarul din 2022 din Macedonia de Nord este similard cu tulpina care evolueaza in Romania, Bulgaria, Serbia si
Grecia. In Romania, genotipul II al PPA a fost detectat pentru prima data in ianuarie 2019 intr-o ferma de porci
domestici din vestul Romaniei (C. Gallardo et al., 2023). Aceasta tulpina a provocat focare ulterior in restul tarii
si 1n judetul Constanta. Tulpinile roméanesti din 2017, 2018 si 2021 au fost identificate ca varianta I (C. Gallardo
et al., 2023). Studiul nostru demonstreaza ca probele pozitive pentru PPA din Romania analizate din judetul
Constanta, au 100% asemanari cu tulpina II a PPA. Un arbore filogenetic construit folosind secvente de referinta
GenBank din Europa, Asia si Africa a confirmat aceste constatari.

Lucrarea aduce perspective noi in ce priveste examenele de laborator efectuate pentru diagnosticarea bolii
PPA utilizand tehnologii de laborator ce au dus la dezvoltarea unor metode de testare mai sensibile si specifice.
Aceste imbunatatiri faciliteaza detectarea mai rapida si mai precisd a bolii, ceea ce este crucial pentru confirmarea
focarelor de PPA. Metodele de analiza utilizate sunt inovative si imbunatatesc modul de colectare a probelor,
analiza si interpretarea datelor ce au implicatii practice fiind aplicabile ulterior in teren de cétre medicii veterinari
si vanatori. Metoda Real Time PCR utilizata in laboratorul de biologie moleculard din cadrul D.S.V.S.A Constanta
este o tehnicd de testare moleculara ce vizeazd secvente unice ADN viral PPA si permite amplificarea unor
cantitati mici de ADN viral PPA, aceasta constatare a fost facutd prin compararea valorilor CT obtinute din probe
de organe 1n comparatie cu probe de sange pe EDTA, de la mistreti si porci domestici, colectate pe o perioada de
3 ani (2019-2021). in urma comparatiei ficute intre valorile CT obtinute intre cele doua matrici am concluzionat
ca matrice sange pe EDTA ofera o specificitate mai mare pentru detectarea genomului viral PPA fata de matricea
organ. Medici veterinari pot acorda prioritate testelor de sdnge 1n cazurile suspectate de PPA. Acest lucru poate
facilita interventiile in timp util, reducand potential raspandirea virusului in randul porcilor domestici si
mistretilor.

Lucrarea aduce perspective noi prin comparatia rezultatelor obtinute in diagnosticul virusului PPA la porcii
domestici si mistreti pe perioada 2019 — 2023, aducand mai multe contributii semnificative la intelegerea si
gestionarea bolii PPA 1in judetul Constanta, printr-o evaluare cuprinzitoare a doud metode de diagnostic PCR si
ELISA, evidentiind modul in care aceste metode pot fi utilizate in mod eficient impreuna pentru a monitoriza
infectiile PPA atat la mistreti, cat si la porcii domestici, oferind un cadru pertinent pentru diagnosticare.

Studiul privind rezultatele obtinute prin folosirea testul ELISA, pe perioada 2019-2023 ca masurd de
supraveghere a bolii PPA in judetul Constanta, au aratat ca testele ELISA sunt mai utile in monitorizarea
progresului boli sau a eficacitatii planului de combatere PPA. De exemplu, prin masurarea periodica a nivelurilor
anticorpilor anti-PPA, medicii veterinari pot verifica dacé planul de combatere aplicat a functionat sau daca sunt
necesare ajustari. Nu numai cd ajutd la confirmarea unui diagnostic, dar ajutd si la adaptarea planurilor de
monitorizare a progresiei bolii PPA.

Din dorinta de a ajuta si mai mult medicii veterinari din teren pentru a diagnostica cat mai rapid si cat mai
precis a bolii PPA am corelat detectarea cat mai rapida a semnelor clinice asociate cu stadiul de viremie PPA,
bazandu-ne pe interpretarea valorilor asociate compusilor din sange in special a valorilor obtinute pentru
parametrul WBC la care am constatat o corelare intre cresterea valorii acestui parametru peste limitele normale in
stadiul initial al perioadei de viremie si scaderea valorii acestui parametru sub limitele normale in perioada de
replicare virald si eliminare a virusului.

Impactul PPA asupra industriei globale a porcilor este semnificativ. Un vaccin eficient si sigur ar putea fi
un instrument valoros pentru tarile in care PPA este endemica si ar putea ajuta la eradicarea virusului la populatiile
de porci si mistreti.
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