DENUMIREA PROIECTULUI

SISTEM DE AVERTIZARE IN TIMP REAL ASUPRA RISCULUI
EPIDEMIOLOGIC ARBOVIRAL PENTRU ZONA BUCURESTI

COD PROIECT
PN 19140201
SURSA DE FINANTARE

Ministerul Cercetarii, Inovarii si Digitalizarii — Program Nucleu 2019 — 2022, contract
47N/2019

Responsabil de proiect
Dr. Prioteasa Florian-Liviu
REZUMAT

Virusul West Nile (VWN) este un arbovirus (virus transmis prin intermediul vectorilor
artropozi) mentinut in cicluri enzootice de transmitere realizate intre diferite specii de pasari
si diferite specii de tintari ornitofili, mamiferele (inclusiv omul) reprezentdnd gazde
tangentiale (gazde accidentale care desi manifesta boala nu pot transmite virusul mai
departe). Tncepand din a doua jumatate a sezonului cald (iulie — august) VWN provoaca
infectii umane, in anumiti ani inregistrandu-se epidemii severe. Desi in general, infectia cu
VWN la om este asimptomatica sau prezintd o simptomatologie usoara cu manifestari
asemanatoare gripei, n unele cazuri (aprox. 1%) se manifesta ca o infectei grava
neuroinvaziva (meningo-encefalita viralad) ce produce adesea sechele neurologice, iar in
segmentul de populatie varstnica, pe fondul unor boli cronice asociate, cauzeaza adesea
decese.

Avand o populatie de aproximativ doud milioane de locuitori, orasul Bucuresti este endemic
pentru circulatia virusului West Nile. Tn anul 1996 aici s-a inregistrat prima epidemie urbani
majord produsd de un arbovirus in Europa. Desi, dupa acest eveniment, municipalitatea a
externalizat serviciul de control al populatiilor de vectori, aproape in fiecare sezon de
transmitere aici s-au nregistrat cazuri de infectie neuroinvaziva cu virus West Nile in randul
populatiei umane si nu au putut fi prevenite noi epidemii precum cele din anii 2016 si 2018
cand s-au inregistrat doar la nivelul capitalei 18, respectiv 53 de cazuri. Principalul motiv este
reprezentat de absenta unui sistem de avertizare in timp real asupra zonelor de tip ’focar’,
imperios necesar pentru interventia eficientd in sensul diminudrii riscului epidemic.
Observatiile noastre anterioare au ardatat ca virusul West Nile se amplifica in microfocare.
Structura ecologica si stabilitatea In timp a unui astfel de focar de circulatie a virusului
depinde foarte mult de ciclul biologic al patogenului si de biologia vectorului. Atat
populatiile de vectori, cat si cele ale gazdelor vertebrate au o distibutie spatiald heterogena.
Ca urmare, conditiile favorabile amplificarii epizootice a virusului in cicluri multiple pasare—
tantar-pasare, sunt realizate concomitent doar in anumite zone, care genereaza cantitdti mari
de virus circulant in naturd, devenind astfel zone de risc pentru transmiterea virusului la om.
Tn cazul VWN, aceste micro-focare sunt cel mai adesea temporare, tranzitorii, fiind deosebit
de active o perioada de cateva saptamani, in a doua jumatate a verii, dupa care se sting
natural.



OBIECTIVUL PROIECTULUI

Prezentul proiect a urmarit optimizarea metodelor de investigatiec entomologica si de
diagnostic arboviral in vederea realizarii un sistem de avertizare in timp real asupra zonelor si
perioadelor de risc epidemic cu virus West Nile la nivelul municipiului Bucuresti. Pornind de
la ideea ca virusul necesita o perioada de amplificare in cicluri enzootice de tip pasari <
tantari, proiectul si-a propus depistarea timpurie a prezentei VWN 1n populatiile de tantari si
avertizarea autoritatilor asupra zonelor de circulatie virala inainte ca virusul sa fie transmis
catre populatia umana rezidenta, pentru a putea fi adoptate masuri precoce de prevenire sau
atenuare a riscului epidemic.

METODOLOGIE

e Colectarea, identificarea si sortarea in probe a culicidelor (tantarilor)

Colectarea tantarilor s-a facut anual In perioada iunie — septembrie In mai multe situri din
Bucuresti. In alegerea siturilor de coletare s-a avut in vedere acoperirea cAt mai multor tipuri
de zone urbane (zone rezidentiale de case, zone rezidentiale de blocuri, zone rezidentiale
mixte, zone verzi, zone periacvatice etc) precum si siguranta capcanelor utilizate. In acest
sens am beneficiat de sprijnul Inspectoratului General al Politiei Roméane, al Administratiei
Lacuri Parcuri si Agrement Bucuresti, al Institutului de Biologie al Academiei Romane, al
Uniunii Nationale a Transportatorilor Rutieri din Romania, al Companiei Municipale Eco-
Igienizare Bucuresti precum si de cel al unor persoane private care ne-au permis accesul si
amplasarea capcanelor 1n curtile lor personale. Capcanele folosite pentru capturarea
culicidelor au fost capcane de tip CDC Gravid-trap. Acestea au operat continuu din iunie
pana la sfarsitul lunii septembrie, colectarea materialului biologic facandu-se regulat, o data
la 2-3 zile. Dupa colectare, tantarii au fost adusi 1n laborator si identificati la nivel de specie
cu ajutorul stereomicroscopului.




Fig. 1 Siturile de colectare a culicidelor din Bucuresti (stg.) si capcana de tip CDC
Gravid-trap (dr.)

Dupa identificare, femelele apartinand complexului Culex pipiens s.l. (principalii vectori ai
VWN) au fost grupate in probe de cate 20 — 50 indivizi in acord cu data si situl de colectare si
supuse diagnosticului prezentei virusului West Nile.

e Diagnosticul prezentei virusului West Nile in probele de tintari

Probele de tantari au fost omogenizate in 1 ml de solutie tampon PBS (ph 7,2) suplimentata
cu 20% ser fetal de vitel, 200 pg/ml streptomicina, 200 u/ml penicilina, 1 pg/ml amfotericina
B, folosind un omogenizator de probe. Omogenatul a fost apoi centrifugat (14.000 rpm, 4 °c).
ARN-ul a fost extras din 140 pL de supernatant folosind kitul comercial QlAamp Viral ARN
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germania) si eluat iIn 50 pL de tampon AVE furnizat in kit.
Extractia ARN a fost efectuata intr-o incintda BSL-2. Dupa extractie, s-au folosit 10 uL de
solutie de ARN, diagnosticul prezentei genomului VWN facandu-se prin tehnica RT-PCR in
timp real intr-un singur pas, folosind kitulWest Nile Virus Real-TM, Sacace Biotechnologies,
Como, Italia) pe un sistem QuantStudio 5 (Applied Biosystems, Waltham, MA, SUA). Din
cauza complexitatii acestei metode, n anii 2021, respectiv 2022 am optat pentru metoda de
screening RAMP (Rapid Analyte Measurement Platform - Response Biomedical Corporation,
Burnaby, BC, Canada), doar probele pozitive fiind supuse ulterior confirmarii prin tehnica
Real-Time RT-PCR. Testul RAMP este un test de screening imunocromatografic semi-
cantitativ utilizat pentru diagnosticarea rapida a VWN in probele de tantari. Testul foloseste
particule fluorescente legate de anticorpi anti-VWN. Acestia se ataseaza de particulele virale
prezente in probe. Probele sunt puse la migrat Intr-un cartus care contine o banda de migrare
cu o zona de test si una de control. Particulele virale legate de anticorpii marcati fluorescent
sunt captate Tn zona de test, iar anticorpii liberi sunt captati in zona de control. Aparatul
RAMP masoara intensitatea fluorescentei din zona de test si cea de control a benzii de
migrare iar raportul dintre acestea este exprimat in unitati RAMP cu valori cuprinse intre 0 si
640. Conform instructiunilor producatorului, o proba de tantari care afiseazd o valoare > 30
de unitati este considerata pozitiva pentru VWN.

e Aprecierea gradului de risc epidemiologic ale diferitelor zone urbane

Pentru aprecierea gradului de risc epidemiologic de infectie cu VWN am definit un indice pe
care l-am denumit Indice Zonal de Risc (IZR) si patru clase de valori ale acestuia
corespunzatoare diferitelor grade de risc. Formula de calcul a acestui indice am stabilit-o ca
fiind:
Ab*MIR
1000

IZR =

unde Ab reprezinta abundenta speciilor de culicide vectoare (calculata ca medie de capturare
per capcand/ per 24h), iar MIR reprezinta Rata Minima de Infectie a culicidelor vectoare (de
la engl. Minimum Infection Rate) calculatd ca raport intre numarul probelor pozitive si
numarul total de tantari testati exprimat la mia de indivizi.

Nr. probe pozitive

MIR = * 1000

Nr. total tantari testati



Cele patru clase de valori de incadrare a gradului de risc epidemic in functie de valoarea 1ZR
sunt:

- Clasal: 1ZR € [0,01 —0.1) —risc redus;

- Clasall: 1ZR € [0,1 - 0,2) — risc moderat;

- Clasa lll: I1ZR €[0,2 — 0,4) — risc semnificativ;
- ClasalV: 1ZR = 0,4 — risc major.

Pentru IZR < 0.01 consideram risc absent.
REZULTATE
e ANUL 2019

Anul 2019 a reprezentat anul de debut al proiectului cand activitatea a fost focusatd pe
alegerea siturilor de colectare a culicidelor si pe alegerea unei metodologii de lucru optime in
raport cu obiectivul general al proiectului. Am putea spune ca anul 2019 a fost un an de
testari in vederea stabilirii unei metodologii eficace pentru urmitorii ani. In acest an,
activitatea de colectare a culicidelor s-a efectuat in cea mai mare parte in jumatate de sud a
capitalei. Din iunie si pand in septembrie inclusiv, au fost colectati 14.796 de tantari
apartindnd la 9 specii. Au fost constituite si testate 225 de probe de culicide insumand
aproximativ 7500 de indivizi. Un numar de 15 probe, colectate exclusiv in luna august in
patru situri, au fost pozitive pentru virusul West Nile. Cele patru situri pozitive au fost:
Parcul Al. loan Cuza, Parcul Titan, zona lzvor si zona cartierului Salaj. Pentru aceste zone a
fost calculat Indicele Zonal de Risc.
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Fig. 2 Valorile IZR in cele 4 situri pozitive pentru VWN in anul 2019



Conform valorilor IZR, trei situri au fost incadrate in clasa III de risc epidemic si unul in
clasa IV. Distributia cazurilor umane de infectii cu virus West Nile din anul 2019 in orasul
Bucuresti (18) s-a corelat cu clasificarea zonelor in clasele de risc facuta de noi, cele mai
multe cazuri nregistrandu-se in proximitatea zonei de clasa IV. Din pacate, timpul scurs de la
colectarea culicidelor pana obtinerea rezultatelor de diagnostic molecular al probelor a fost
relativ lung si primele probe pozitive s-au confirmat concomitent cu semnalarea primelor
cazuri umane de infectii cu virus West Nile. De aceea, pentru anul urmator s-a avut in vedere
optimizarea timpului dintre colectarea si diagnosticul molecular al probelor de culicide pentru
a putea s emitem avertizari asupra zonelor de risc Tnaintea aparitiei cazurilor umane.

e Anul 2020

Desi planul initial pentru aceastd faza a proiectului prevedea esantionarea si evaluarea
riscului epidemiologic arboviral doar a zonei de nord a capitalei, am considerat necesar ca
supravegherea entomologica sa se faca pe o zona cat mai larga la nivelul orasului pentru a
putea obtine date necesare optimizarii sistemului de avertizare si pentru a contribui cat mai
curand la diminuarea riscului de infectii cu VWN. In acest sens, supravegherea entomologica
s-a efectuat in 16 situri acoperind toate sectoarele capitalei. In majoritatea siturilor
investigate, supravegherea entomologicd a iInceput in luna iunie si s-a desfdsurat cu
regularitate pand in a doua jumatate a lunii septembrie. Anul 2020 s-a caracterizat printr-o
abundenta apreciabild a culicidelor fapt ce a generat un efort considerabil pentru identificarea
acestora si sortarea lor in probe de diagnostic molecular. Pe intreg parcursul activitatii de
supraveghere vectoriald, in cele 16 situri s-au colectat si identificat in total 43.660 de tantari
apartinand la zece specii. Au fost constituite 492 de probe insuménd 18.387 femele de tantari.
S-au nregistrat 14 probe pozitive pentru virusul West Nile din tantari colectati in opt situri.
Primele probe pozitive s-au inregistrat in zona lacului Fundeni (8-10 iulie) si pe strada Bacau
din cartierul Salaj (10 -14 iulie). La data de 22 iulie au fost informate asupra zonelor de risc
urmatoarele institutii: Institutul National de Sanatate Publica(INSP), Primaria Municipiului
Bucuresti(PMB) si Compania Municipala Eco-Igienizare Bucuresti. Pe intreg sezonul de
supraveghere vectoriald au fost emise catre institutiile amintite mai multe informari oficiale
asupra zonelor cu risc de infectii cu VWN. Valorile IZR inregistrate au fost semnificativ mai
mici fatd de anul precedent variind intre 0,02 si 0,25. In anul 2020 un singur caz de infectie
cu VWN la om a fost Inregistrat in Bucuresti.

Tabelul 1. Valorile IZR in cele opt situri pozitive pentru VWN in anul 2020

Sit Valoare generala | Clasa de risc | Semnificatie
IZR

Herastrau 0,15 Il Risc moderat
Fundeni 0,12 I Risc moderat
Izvor 0,05 | Risc redus

Lacul Morii 0,25 1 Risc semnificativ
P2Concordiei | 0,06 [ Risc redus

Titan 0,03 | Risc redus

Salaj 0,02 I Risc redus




| Uranus 10,02 K | Risc redus

e Anul 2021

In anul 2021, pentru reducerea timpului necesar diagnosticului arboviral, am optat pentru
testarea probelor de culicide prin metoda de screening RAMP si doar probele pozitive au
facut obiectul confirmarii prin metoda molecularda RT-PCR. Un numar total de 210 probe,
insumand 8878 de femele apartinand speciei Culex pipiens s.l. au fost analizate prin metoda
RAMP. Un numar de 24 de probe au fost pozitive pentru virusul West Nile dintre care 21 au
fost confirmate RT-PCR. Probele pozitive confirmate s-au inregistrat doar in patru din cele
15 situri investigate Tn acest an. Doar probele pozitive confirmate RT-PCR au fost luate in
considerare la stabilirea zonelor de risc epidemiologic. Astfel, putem spune ca pe parcursul
anului 2021, au fost identificate 4 zone de risc epidemic in sudul, centru si vestul capitalei
(fig. 3). Autoritatile (INSP si PMB) au fost fost instiintate imediat dupa confirmarea PCR a
fiecarei probe pentru implementarea urgenta a masurilor de control al vectorilor in vederea
limitarii riscului epidemic. Valoarile IZR au fost cuprinse intre 0,01 si 0,78, doud zone fiind
incluse incluse in clasa de risc redus si doud zone n clasa de risc major.

Fig. 3. Zonele de risc epdemiologic din Bucuresti in anul 2021 (cu galben
zonele de risc redus; cu rosu zonele de risc major)



e Anul 2022

Anul acesta s-a Inregistrat o circulatie intensa a VWN cu o larga distributie spatiald. Péana la
inceputul lunii august prezenta virusului a fost pusd in evidentd in cinci zone: Rahova,
Crangasi, Drumul Taberei, Brancusi si Izvor. Primele probe pozitive s-au Tnregistrat in prima
decada a lunii iulie. Pana la data de 20 iulie au fost trimise catre INSP si PMB 3 instiintari
referitoare la larga distributiec a VWN la nivelul capitalei, avertizand asupra pericolului de
infectare n randul populatiei rezidente. Pana in luna octombrie au fost inregistrate 20 de
cazuri umane de infectiec cu VWN 1n Bucuresti. Harta zonelor de risc pentru acest an va fi
disponibila dupa prelucrarea si analiza tuturor datelor colectate in acest an.
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