RECEPTIONAT
Agentia Nationald pentru Cercetare si Dezvoltare

La data:

AVIZAT
Sectia ASM

RAPORT STIINTIFIC FINAL
privind executarea proiectului de cercetiri stiintifice
(caracterul cercetdrilor: aplicativ, pentru Tinerii Cercetatori)
(perioada de implementare a proiectului, 2018/2019)

Proiectul (titlul) Identificarea taxonomicd, detectarea moleculard si supravegherea unor noi boli,
transmise la om si animale de insectele hematofage din fauna Republicii Moldova.

Cifrul Proiectului: 18.80012.80.15A

Directia Strategici: 16.04/5007 Santate si biomedicina

termen de executare ,, 34 » decombece 2019

termen de executare: 31 decembrie 2019

Directorul proiectului ___Tatiana Sulesco S’ % %

(numele, prenumele) (semnatura)
Directorul institutiei/universitatii _Laurentia Ungureanu %%
(numele, prenumele) (semnatura)
et kaonsiliului Stiintific _ Laurentia Ungureanu
(numele, prenumele presedintelui consiliului) (semnanﬁ)

Z,
LR

Chisiniu 2019



CUPRINS:

1. Scopul si obiectivele propuse spre realizare in cadrul proiectului (pana la 1 pagind).
2. Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul proiectului.
3. Cele mai relevante realizari obtinute in cadrul proiectului (pana la 100 cuvinte).

4. Participarea 1n programe si proiecte internationale (ORIZONT 2020, COST...), inclusiv
propunerile inaintate/proiecte castigate in cadrul concursurilor nationale/internationale cu

tangenta la tematica proiectului.
5. Colaborari stiintifice internationale/nationale.
6. Vizite ale cercetatorilor stiintifici din strainatate.
7. Teze de doctorat/postdoctorat sustinute pe parcursul realizarii proiectului.
8. Manifestari stiintifice organizate la nivel national/international.

9. Aprecierea activitatii stiintifice promovate la executarea proiectului (premii, medalii, diplome

etc.).

10. Rezumatul raportului cu evidentierea rezultatului, impactului, implementarilor,

recomandarilor.
11. Concluzii.

12.Bugetul proiectului, lista executorilor, lista tinerilor cercetatori, doctoranzilor(conform anexei
nr.1)

13.Lista publicatiilor stiintifice ce tin de rezultatele obtinute in cadrul proiectului(conform anexei
nr.2)

14. Participari la manifestari stiintifice nationale/internationale (conform anexei nr.3)

Conducatorul proiectului Tatiana Sulesco

(nume, prenume, grad, titlu stiintific) (semnatura)




Scopul si obiectivele propuse spre realizare in cadrul proiectului

Scopul major al acestui proiect este evaluarea riscului epizootologic al patogenilor (Dirofilaria spp.,

Leishmania spp., etc.) in Republica Moldova prin inventarierea faunei insectelor hematofage (tantari si

flebotomi) si determinarea distributiei geografice a patogenilor in vectori.

Obiectivele principale ale proiectului sunt:

1.
2.

Evaluarea diversitatii si distributiei speciilor de insecte hematofage Tn Republica Moldova.
Elucidarea preferintelor de nutritie pe vertebrate gazde ale tantarilor si flebotomilor pentru
indicarea speciilor — vectori potentiali ai agentilor patogeni in tara.

Screening-ul tantarilor si flebotomilor la prezenta ADN-ului agentilor patogeni cu utilizarea
marcherilor molecular-genetici pentru Dirofilaria spp. si Leishmania spp.

Evaluarea riscului epidemiologic si zoonotic in tara a leishmaniozei si dirofilariozei prin
determinarea distributiei geografice a patogenilor in vectori.

Cresterea calitatii cercetdrii si a resursei umane reprezentatd de tineri cercetdtori prin mobilitéti

de scurta durata in centre internationale de cercetare.

Obiectivele specifice ale etapelor I-11 (2018) sunt:

1.

Determinarea diversitatii insectelor hematofage (flebotomi, tantari, simulide si culicoide)
colectate in a. 2017-2018 in ecosistemele naturale si antropizate cu ajutorul metodelor clasice
si molecular-biologice.

Evidentierea speciilor epidemiologic importante si a habitatelor lor acvatice naturale si
antropogene.

Evaluarea distributiei geografice a dipterelor in tara.

Testarea probelor la prezenta agentilor patogeni (Leishmania spp., Dirofilaria spp.) cu metode

molecular-biologice.

Obiectivele specifice ale etapelor 111-1V (2019) sunt:

1.

Studiul diversitatii si distributiei a insectelor hematofage din ecosistemele naturale si
antropizate, identificarea rolului lor in circulatia zoonozelor vectoriale in Republica Moldova.
Identificarea speciilor gemene din genul Phlebotomus cu ajutorul analizei PCR si MALDI TOF;
Identificarea speciei-gazde prin detectarea ADN-ului vertebratelor Tn organismul insectelor.

Evaluarea riscului zoonotic si epidemiologic al leishmaniozei si dirofilariozei in tara.



o Rezultatele stiintifice obtinute in cadrul proiectului

Flebotomii, tantarii si culicoidele au fost colectate din 27 localitati din 10 regiuni ale Republicii

Molodova in aa. 2017-2018. Insectele au fost colectate cu ajutorul capcanelor de lumina + ghiata uscata

si cu aspiratoare in locuintele umane si cotete. In total, 11 localititi au fost negative la prezenta

flebotomilor si 16 pozitive, cu trei specii identificate prin metode morfologice: Phlebotomus papatasi,

Ph. perfiliewi s.1. si Ph. halepensis/longiductus. Densitatea mare a flebotomilor a fost inregistrata in

satele din sudul si centrul Moldovei. Identificarea flebotomilor a fost confirmatd in continuare prin

doua metode moleculare: analiza secventelor de ADN ale genelor mitocondriale cytochrome oxidase |

(COI) si cytochrome B (cytB) si MALDI-TOF, ambele metode au confirmat identificarea morfologica

a speciilor Ph. papatasi si Ph. perfiliewi sensu strict (Fig 1).
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Figura 1. Analiza spectrometrica a proteinelor flebotomilor din R.
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localitatile pozitive pentru flebotomi. Phlebotomus papatasi predomina in sudul si centrul al Republicii

Moldova unde musca oameni 1n case.



Figura 2. Retea haplotipurilor bazata pe secvente genei COI ale diferitor populatii de P. papatasi
din Republica Moldova, Turcia, Armenia, etc.
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Figura 3. Comparatia spectrelor de proteine ale speciei P. perfiliewi cu ajutorul analizei MALDI
TOF din Moldova, Macedonia si Bulgaria.
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Partiunele de gena cytB si ITS2 ale specimenelor din complexul P. perfiliewi colectate din Moldova au

fost amplificate cu ajutorul analizei PCR si secventiate. Analizd BLAST a secventelor obtinute cu celor

din Genbanca a aratat ca in Republica Moldova este destribuita specie P. perfiliewi sensu stricto.
Speciile Ph. perfiliewi s.s. si Ph. halepensis/longiductus se ntélnesc regular in colectiile din

sudul, centrul si nordul Moldovei, dar nu sunt speciile abundente (Fig 4).

A B

Figura 4. Localizarea punctelor de colectare ale speciilor Ph. perfiliewi s.s. (A) si Ph.
halepensis/ longiductus (B) in R. Moldova.

Numai 2 masculi si 18 femele din genul Adlerius au fost colectate in Moldova, principal din
sudul tarii. Caracterele morfologice ai exemplarelor sunt apropiate de Ph. longiductus. Analiza BLAST
a aratat ca Secventele de ADN ale partiunei de genda COI ale specimenelor subgenului Adlerius din
Moldova la 95% sunt identice cu secventele de ADN ale speciei Ph. longiductus din China.

Identificarea morfologica a speciilor de culicoide colectate cu capcane de lumina in anii 2017-
2018 a demonstrat prezenta urmatoarelor 9 specii: Culicoides nubeculosus, C. puncticollis, C. riethi,
Avaritia spp., C. punctatus, C. newsteadi s.l., C. salinarius, C. simulator si C. cataneii/gejgelensis.
Culicoides punctatus este o specie dominanta in R. Moldova. Aceste rezultate au fost obtinute pentru
primad datd in Republica Moldova.

Identificarea morfologica a speciilor de tantari colectate cu capcane de lumina in aa. 2017-2018
a aratat prezenta urmatoarelor specii: Aedes vexans, Cx. pipiens/torrentium, Anopheles maculipennis
s.l., Culiseta annulata, Ae. caspius, Culex modestus, An. claviger, Ur. unguiculata, An. hyrcanus.
Specia Culex martinii a fost inregistrata pentru prima data in Republica Moldova. A fost realizata
analiza morfologica comparativa cu specimene de C. martinii din Morocco pastrate la Institutul IRD
din Montpellier, Franta, care a confirmat identificare corecta a specimenelor de C. martinii din R.

Moldova.



Dintre toate speciile apartindnd subfamiliei Anophelinae, circa 70 pot avea rol de vectori ai
malariei, insd doar 41 dintre ei sunt specii vectoare dominante. Tn timp ce principalii vectori ai malariei
in Africa (An. gambiae s.l.. si An. funestus s.l.) apartin subgenului Cellia, Th Europa malaria este
transmisd in principal de speciile subgenului Anopheles. Unele specii gemene din complexul
Anopheles maculipennis au fost vectori principali ai malariei in anii 50 in Republica Moldova.
Identificarea speciilor complexului Anopheles maculipennis in aceasta perioada era prin metoda
ovipozitiilor - analiza corionului oudlor depuse de femele. Noi am initiat identificarea speciilor
gemene prin metode molecular.

In total, 298 femele umflate de Anopheles maculipennis complex colectate din diferite localitati
ale Republicii Moldova in perioada 2016 - 2019 au fost identificate pana la specie cu ajutorul analizei

PCR cu primeri specifici care amplifica partiune de gena ITS2 (Fig 5.).
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Figura 5. Agaroz gel electroforeza, care arata ampliconii secventei de gena I'TS2 ale
speciilor din complexul Anopheles maculipennis din Republica Moldova.

PCR ampliconii au fost secventiati pentru 298 specimene din complexul An. maculipennis. In rezultat,
4 specii: An. maculipennis s.s., An. atroparvus, An. messeae si An. daciae au fost identificate. Pentru
prima dati specia An. daciae a fost identificatd pentru Republica Moldova. In trecut aceasta specie era
mis identificata ca An. messeae. Cea mai abundenta si larg raspandita specie este An. maculipennis s.s
(115 exemplare, 38,7%), urmata de An. daciae (72 exemplare, 24,2%), An. atroparvus (56 exemplare,
18,9%) si An. messeae (52 exemplare, 18,2%) (Fig. 6). In total 10 localititi: Calinesti, Troita Nous,
Balatina, Cobani, Branza, Moara Domneascda, Magdacesti, Ceadir-Lunga, Zambreni, Balabanesti au
fost pozitive pentru An. atroparvus.

16 localitati au fost pozitive pentru An. maculipennis s.s: Rosu, Slobozia Dusca, Zambreni, Cobani,
Magdacesti, Zambreni, Gisca, Albinetul Vechi, Balabanesti, Vorniceni, Braniste, Balatina, Caragas,
Costesti, Malaesti, Calinesti.



12 localitati au fost pozitive pentru An. daciae: Slobozia Mare, Branza, Vadul lui Isac, Rosu, Colibasi,
Crihana Veche, Moara Domneasca, Cobani, Branza, Prutul de Jos, Zambreni, Magdacesti.

In total 1000 exemplare de femele de tantari din 20 specii au fost testate la prezenta ADN-ului
vertebratelor gazde. 581 secvente de ADN al genei cytb au fost obtinute. Analiza datelor va arata

preferinte de nutritie a diferitor specii de tantari din R. Moldova.
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Figura 6. Ponderea speciilor complexului Anopheles maculipennis din Republica
Moldova.
Flebotomile colectate in Moldova in a. 2017 au fost testate la prezenta Leishmania spp. cu
analiza PCR. In calitate de marker genetic a fost selectatd o regiune de ADN - internal transcribed
spacer (ITS). Fiecare femela a fost testata individual. Leishmania spp. nu a fost detectata in flebotomile

din Republica Moldova, rezultatele sunt negative.

Tabel 1. Puncte de colectare ale simulidelor in R. Moldova

Chisinau, str. Costin N. 47°02'26.0" N 28°46'48.6" E
Chisinau, Gradina Botanica 46°58'26.2" N 28°52'58.6" E
Chisinau, Parc Valea Trandafirilor 47°00'00.5" N 28°51'21.7" E
Duruitoarea Veche 47°52'16.6" N 27°16'08.0" E
Racovit river (Brinzeni) 48°04'43.5" N 27°09'08.0" E
Racovét river (Burlanesti) 48°07'13.8" N 27°10'15.9" E
Viscauti 47°25'16.8" N 29°04'05.4" E




Tn anul 2018, pentru prima dati au fost initializate colectarile simulidelor pe teritoriul Republicii
Moldova. In total 15 localititi au fost cercetate: Plaiul Fagului, Zberoaia, Grozesti, Vascauti,
Saharna, Rezina, Ciorna, Costesti, Duritoarea Noua, Branzeni, Burlanesti, Sturzovca, Tomai, Ceadir-
Lunga, Corten) din noua regiuni (Calarasi, Nisporeni, Orhei, Rezina, Rascani, Glodeni, Edinet, Ceadie-
Lunga, Taraclia). Larve si pupe de musculita neagra au fost colectate din 5 localitati ale R.Moldova.
Densitatile inalte de simulide imature au fost gasite pe substraturile de vegetatie la o adancime de 6-10

cm sub suprafata apei la temperatura apei 24-28°C in raul Racovat si in fluxurile or. Chisindu.

Tabel 2. Screening-ul tantarilor din Republica Moldova la prezenta parazitilor Dirofilaria
repens si D. immitis

specie 2017-2018 (| 2017-2018 | 2017-2018 2017-2018
(D. repens) (D. immitis)
no. No. Probe Probe pozitive
specimene | Probelor pozitive pentru D. immitis
testate testate pentru D. (PCR)
repens
(PCR)
Culex pipiens s.1. 1320 53 11
Anopheles 25 2 0 1
hyrcanus
3 A. maculipennis 708 46 6 3
s.l.
4 A. vexans 502 30 1 0
5 C. modestus 70 5 1 0
6 Cq. richiardii 115 10 0 0
7 Aedes sticticus 86 9 0 0
8 Ae. caspius 123 11 1 0
9 Ae. geniculatus 130 9 0 0
10 Oc. annulipes 56 6 0 0
11 Oc. cantans 102 12 0 0
12 Oc. behningi 38 5 0 0
13 Oc. riparius 23 1 0 0
14 Oc. cataphylla 47 4 0 0
15 An. plumbeus 15 1 0 0
total 3360 204 20 (9,8%) 6 (3,0%)

Cele mai apropiate faune de simulide din Romania si Ucraina constau in aproximativ 102 -
111 specii apartinand a sase genuri: Prosimulium, Metacnephia, Twinnia, Cnephia, Simulium si
Stegopterna. In total, in Romania au fost Tnregistrate 71 de specii de simulide din trei genuri
(Prosimulium, Metacnephia Si Simulium). In Ucraina au fost Tnregistrate total 92 de specii de
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simulide apartinand a cinci genuri (Prosimulium, Twinnia, Cnephia, Simulium Si Stegopterna). In
total, 45 specii de musculita neagra din genurile Prosimulium (4 specii) si Simulium (41 de specii)
sunt comune atat pentru Romania, cat si pentru Ucraina si probabil sunt prezente in R. Moldova. In
plus, 44 de specii valide au fost raportate din Ucraina, care nu au fost inregistrate in Romania si
aproximativ 18-25 specii inregistrate in Romania nu au fost gasite in Ucraina.

Datorita absentei datelor vechi si recente privind diversitatea speciilor de musculitd neagra,
distributia lor spatiala si importanta pentru sanate publica in Moldova, studii noi sunt necesare in
tara.

In total 15 specii de tantari (2538 exemplare) din 5 genuri (Aedes, Anopheles, Coquillettidia,
Culex din Culiseta) colectate in Moldova in aa. 2017-2018 au fost testate la prezenta parazitilor D.
repens si D. immitis cu ajutorul analizei real-time PCR. Culex pipiens s.l./torrentium a fost cea mai
frecventa specie examinata, urmata de An. maculipennis s.1. si Ae. vexans. Tantari au fost capturate cu
capcand de lumina, manual pe corpul uman si cu aspirator din cotete si grajduri in zonele urbane, rurale
si naturale ale Republicii Moldova. In total 204 probe de tantari (1-25 specimene in o probi) au fost
testate din care 26 probe (12,7%) au fost testate pozitiv la prezenta ADN-ului Dirofilaria spp. (Tabel
3). Dintre acestea, 9.8% probe au fost identificate pozitiv la D. repens si 3,0% de probe au fost pozitive
pentru D. immitis. Cx. pipiens s.l./torrentium, An. maculipennis s.I. si An. hyrcanus au fost positive la
prezenta D. immitis. Dirofilaria repens a fost detectata la 5 specii de tantari: Cx. pipiens s.l./torrentium,
Ae. vexans, An. maculipennis s.l., Cx. modestus si Ae. caspius.

Tn anul 2019 colectarile simulidelor pe teritoriul Republicii Moldova au fost continuate in nordul si
centrul Republicii Moldova. In total 8 localitati au fost cercetate: Chisinau, Fetesti, Duritoarea Noua,
Branzeni, Braniste, Chiurt, Buzdugeni. Larve si pupe de musculifa neagrd au fost colectate in rauri
Racovat, Prut, Ciuhur, Draghiste si diferite fluxuri din Chisinau, Duruitoarea Veche, Soroca (Tabel 2).
Densitatile inalte de simulide imature au fost gasite pe substraturile de vegetatie la o adancime de 6-10
cm sub suprafata apei la temperatura apei 24-28°C in raul Racovit si in fluxurile or. Chisindu si
Duruitoarea Veche. Pentru prima data 20 specii de simulide din genuri Twinnia si Simulium, cu
subgenele din genul Simulium: Boophthora, Eusimulium, Nevermannia, Simulium si Wilhelmia, au fost
identificate morfologic in R. Moldova: S. alajense (Rubtsov, 1938), S. angustipes (Edwards, 1915), S.
angustitarse (Lundstrom, 1911), S. aureum (Fries, 1824), S. balcanicum (Enderlein, 1924), S.
brachyantherum (Rubtsov, 1947), S. brevitarse (Rubtsov, 1976), S. costatum (Friederichs, 1920), S.
crenobium (Knoz, 1961), S. equinum (Linnaeus, 1758), S. erythrocephalum (De Geer, 1776), S.
lundstromi (Enderlein, 1921), S. ornatum (Meigen, 1818) (complex), S. pseudequinum (Séguy, 1921), S.
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rubzovianum (Sherban, 1961), S. silvaticum (Rubtsov, 1962), S. turgaicum (Rubtsov, 1940), S.
veltistshevi (Rubtsov, 1940), S. vernum (Macquart, 1826), T. hydroides (Novéak, 1956).
Simulium costatum (Friederichs, 1920) (Fig. 7). Localitate: Chisinau (47°02°26.0>’ N 28°46°48.6’" E.),
Vascauti (47°25'16.8" N 29°04'05.4"E).

Biologie: Se intdlneste frecvent si foarte raspandit in Europa, ceea ce a fost observat pentru Serbia si

Ungaria (Aleksandra Ignjatovi¢ Cupina, 2014, Csaba Deék, 2009). Inhabita fluxuri si izvoare mici

(Rubtov, 1956). Hiberneaza in faza larvara (Dinulescu, 1966).

Tabel 3. Puncte de colectare ale simulidelor cu parametre fizico-chimice ale habitatelor acvatice

din R. Moldova
localitate Coordinate parametre | parameter Specie
chimice fizice (cm)
(flux) Chisinau, str. 47°02°26.0”” N 28°46°48.6”” E Ph:8.1 adancimea: 1 | S. costatum
Costin N. TDS: 585 latime: 51
(flux) Chisinau, 46°58°26.2>” N 28°52°58.6”” E Ph:7.6 adancimea: S. ornatum complex
Gradina Botanica TDS: 648 latime: S. delizhanense
(flux) Chisinau, 47°00°00.5>” N 28°51°21.7” E Ph: 7.7 adancimea: S. costatum
Valea Trandafirilor TDS: 679 latime: S. ornatum complex
(flux) Duruitoarea 47°52°16.6”” N 27°16°08.0”” E Ph: 8.1 adancimea: 30 | S. ornatum complex
Veche TDS: 415 latime: 50
r. Racovat 48°04°43.5>> N 27°09°08.0” E Ph: 7.9 adancimea: 5 S. silvaticum,
(Bréanzeni) TDS:526 latime:320 S. lundstromi/angustitarse,
S. balcanicum
S. equinum
S. erytrhrocephalum
S. angustipes
r. Prut (Braniste) 47°47°51.83” N 27°14°22.65’ | Ph: 8.3 adancimea: (larve)
E TDS: 205 latime:
r. Ciuhur (Chiurt) 48°03°58.68”” N 27°20’43.21”’ | Ph: 8.2 adancimea: S. erytrhrocephalum
E TDS: 402 latime: S. balcanicum
(flux) Vascauti 47°25'16.8" N 29°04'05.4"E Ph: - adancimea: S. costatum
TDS: - latime: S. alajense
S. lundstromi/angustitarse
r. Racovit 48°07°13.8>’ N 27°10°15.9” E Ph: 8.4 adancimea: 8 | S. silvaticum
(Buzdugeni) TDS: 415 latime: 400 S. lundstromi/angustitarse
(flux) Bicirov lar 48°08.153” N 028°18.358’ E Ph: - adancimea: (larve)
(Soroca) TDS:- latime:
r. Draghiste (Fetesti) | 48°09.16.26° N 27°06.43.98” E Ph:- adancimea: -
TDS:- latime:
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4

Figura 7. Simulium costatum din R. Moldova. 1 — pupa, filamente respiratoare; 2 — organ mascul,
gonostern; 3, 4 — organ mascul, gonopodit.

Simulium ornatum complex (Meigen, 1818) (Fig. 8). Localitate: Chisinau, flux (46°58°26.2°> N
28°52°58.6°” E); Duruitoarea Veche, flux (47°52°16.6°> N 27°16°08.0"" E).

Biologie: Extrem variabil morfologic dupa culoarea si dimensiunea, de aceea diferite variatii
morfologice au fost combinate ntr-un complex de specii gemene. Este extrem raspandit atat in Europa
cat si n tarile asiatice._Inhabita fluxuri mici, uneori izvoare mici, dar calde._Depun ouale pe plante,
unde se dezvolta si larvele, care apoi se transforma in pupe. Se poate dezvolta si la fluxul scazut de apa.
Se adapteaza cu usurinta la schimbarile de mediu si la poluare. Este un hematofag agresiv, ataca
oamenii §i animalele. Specie este gazda si vector al nematodei din genul Onchocerca care cauzeaza
oncocercoza la bovine.

Figura 8. Simulium ornatum complex din R. Moldova. (Foto: Vasiliev A.)
1 - pupa, filamente respiratoare; 2 — organ mascul, gonostern; 3 — organ mascul, gonopodit.

Simulium equinum (Friederichs, 1920) (Figura 9). Localitate: Branzeni, r. Racovat (48°04°43.5”° N
27°09°08.0” E).

Biologie: specie este morphologic variabild. Larve si pupe inhabit fluxuri si rauri de diferit regim si
diferite dimensiuni. Unele forme tolerecaza poluarea severa a apei. Prefera rezervoare cu vegetatie.
Femelele sunt hematofage, ataca oamenii si animalele. Specie se numeste musculita de cal, pentru ca se
acumuleaza in cantitati mari Tn urechile calului. Hiberneaza in faza larvara.
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Figura 9. Simulium equinum (Friederichs, 1920) complex din R. Moldova. (Foto: Vasiliev A.) 1 -
pupa, filamente respiratoare; 2 — organ mascul, gonostern si gonopodit.

Simulium erythrocephalum (De Geer, 1776) (Fig. 10). Localitate: Chiurt, r. Ciuhur (48°03°58.68’ N
27°20°43.21" E).

Biologie: Specie este larg raspandita in Europa, are 0 importantd economica semnificativa._Inhabita
diferite tipuri de rezervoare cu apa curenta de diferita viteza de curent, poluare si dimensiuni. Nu a fost
gasit numai in rezervoarele de munte. Uneori gasit in fluxuri poluati in apropierea localitatii umane in
cantitati mari. Cel mai abundent este in raurile zonei de stepd. Este un hematofag agresiv, ataca
oamenii si animalele. In surse bibliografice circuld informatie ci specie este un transmititor al
infectiilor la pasari (protozoale) si animale de curte (oncocercoze).

Figura 10. Simulium erythrocephalum(De Geer, 1776) din R. Moldova. (Foto: Vasiliev A.)
1 - pupa, filamente respiratoare; 2 — terminalia, femela.

Simulium balcanicum (Enderlein, 1924). Localitate: Brénzeni, r. Racovat (48°04°43.5> N
27°09°08.0°” E); Chiurt, r. Ciuhur (48°03°58.68"" N 27°20°43.21"" E).

Biologie: cel mai usor dintre toti reprezentantii subgenului Wilhelmia difera prin structura filamentelor
respiratoare ale pupei. Larvele si pupa se dezvolta in rauri calde, relativ mici. Au fost observate doua
generatii: in luna mai si august, Tn iulie este diapauza.
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Simulium lundstromi/angustitarse (Fig. 11). Localitate: Vascauti, flux (47°25'16.8" N 29°04'05.4"E),
Branzeni, r. Racovat (48°04°43.5>° N 27°09°08.0°" E), Buzdugeni, r. Racovaf.

1Figura 11. Simuliuri lundstromi/angustitarse din R. Moldova. (Foto:4VasiIiev A).
1 - pupa, filamente respiratoare; 2 - cocon 3 — organ mascul, gonopodit, 4 — gheara, femela.

Identificarea flebotomilor din R. Moldova a fost confirmata in continuare prin metoda moleculara
MALDI-TOF (analiza spectrometrica a proteinelor). Specia cea mai raspandita in Republica Moldova
este Ph. papatasi care a fost prezentd la toate localitatile pozitive pentru flebotomi. Ph. papatasi
predomina in sudul si centrul Republicii Moldova unde muscd oameni in case.

Surse de hrana ale femelelor umflate de Ph. papatasi au fost identificate folosind analiza
secventelor de cytB si metoda RFLP cu utilizarea enzimelor de restrictie Haelll si Hinfl. Tn total 100 de
femele umflate au fost testate (Tabel 4). Rezultatele analizei sdngelui demonstreaza cd specia Ph.
papatasi are o anthropofilie puternica, adica se hraneste mai mult pe om si nuami un procent mic se

hraneste pe pasari.

Tabelul 4. Analiza preferintelor de nutritie ale flebotomilor (Ph. papatasi) din R. Moldova

Numarul total de specimene
testate
femele umflate de Ph. papatasi 100
Hranite pe om (Homo sapiens) 98
Hranite pe pasari (G. galus) 2

Pe baza datelor colectarii insectelor hematofage cu capcane de lumina (CDC light traps), au fost
compilate harti de raspandire spatiala a habitatelor flebotomilor (Phlebotomus spp.) (n=44), tantarilor
(n=85) si culicoidelor (n=36). A fost modelatd abundenta spatiala a dipterelor marcata pe harta in

diferite culori (albastru inchis — abundenta minimald, rosu — abundenta maximala) (Fig. 12-14).
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Fig. 12. Raspandire spatiala a punctelor pozitive de colectare a tantarilor (1) si modelarea
abundentei lor spatiale (2) in R. Moldova. Spatiu marcat in gri indica locuri neexplorate.

2
Fig. 13. Raspandire spatiala a punctelor pozitive de colectare a culicoidelor (1) si modelarea
abundentei lor spatiale (2) in R. Moldova. Spatiu marcat in gri indica locuri neexplorate.
Pentru 112 puncte de colectare ale tantarilor, flebotomilor si culicoidelor au fost determinate
tipuri de clima conform clasificarii Koppen-Geiger. Ca rezultat, trei tipuri de clima au fost evidentiate
pentru puncte de colectare: Dfb (n = 48), Cfb (n = 42), Cfa (n = 21).
Dfb: clima boreala fara o perioada uscata exercitata pe parcursul anului. Temperatura medie a celei mai
reci luni este sub -3°C, in timp ce temperatura Tn cea mai calda luna este peste 10-C. Temperatura
medie a lunii mai este sub 22-C, temperatura medie a celor mai putin calde patru luni este mai mare de
10-C. Precipitatiile primare apar in toamna si secundar primavara.
Cfb: clima temperata usoara cu veri calde si o perioada de seceta care apare frecvent in timpul verii, cu

o distributie uniforma de precipitatii pe parcursul anului. Temperatura medie a lunii mai calde este sub
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22°C, 1n timp ce temperatura medie de cel putin patru luni este mai mare de 10-C.
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Fig. 14. Raspandire spatiala a punctelor pozitive de colectare a flebotomilor (1) si modelarea
abundentei lor spatiale (2) in R. Moldova. Spatiu marcat in gri indica locuri neexplorate.

Cfa: climatul subtropical umed, cea mai scdzutd luna cu o medie de peste 0 ° C (sau -3 ° C),
temperaturd medie de cel putin o lund mai mare de 22 ° C si cel putin patru luni cu 0 medie de peste 10
° C. Nu exista o diferenta semnificativa de precipitatii Intre anotimpuri.

A fost completata baza de date «Indici climatice» pentru habitatele (n=111) de flebotomi, tantari
si culicoide care include urmatorii parametri :

A

moow

Temperatura medie (°C) pentru an

Cantitatea medie anuald a precipitatiilor (mm)

Temperatura medie (°C) pentru lunie-lulie-August

Temperatura medie (°C) pentru lanuarie

Frecventa precipitarii, exprimata in numarul de zile pe an cu ploaie> 1 mm

e Cele mai relevante realizari obtinute in cadrul proiectului (pana la 100 cuvinte).

Pe teritoriul R. Moldova au fost Tnregistrate trei specii de flebotomi (vectori ai leishmaniozei) prin
metode morfologice si molecular biologice: Phlebotomus papatasi, Ph. perfiliewi si Adlerius sp. (Ph.
halepensis/longiductus). A fost descoperitd o specie noua de tantar malariogen din complexul Anopheles
maculipennis - Anopheles daciae. Pentru prima data pe teritoriul R. Moldova au fost inregistrate 9 specii
de culicoide (vectori potentiali ai virusului bolii limbii albastre la vaci si o1). Pentru prima data 20 specii
de simulide din genuri Twinnia, Simulium si Simulium au fost identificate morfologic in R. Moldova.
Noua specii de tantari au fost testate pozitiv la prezenta ADN-ului parazitilor din genul Dirofilria ceea

ce indicd un spectru larg de tantari - vectori care potential pot fi implicati In transmiterea si distribuirea
dirofilariozei in Moldova.
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Participarea in programe si proiecte internationale (ORIZONT 2020, COST...), inclusiv
propunerile Tnaintate/proiecte castigate in cadrul concursurilor nationale/internationale cu
tangenta la tematica proiectului.

La tematica cercetarii proiectului realizat echipa de cercetare participa la realizarea proiectului
international AIM-COST “Aedes Invasive Moquitoes (AIM)” (Proiect OC-2017-1-22105). 2018-
2020.

A fost prezentata propunere de proiect in cadrul concursului national ,,Suportul financiar pentru
participarea Republicii Moldova la Programul UE Orizont 2020 pentru anii 2019-2020™:
InfrArtVec “Integrarea Centrului de Cercetare a Invaziilor Biologice in consortiile Europene pentru
supravegherea artropodelor vectori si a infectiilor cu transmitere vectoriala prin conectarea la
Infrastructura  de  Cercetare = Europeana”. Se afla la etapa de  evaluare
https://ancd.gov.md/ro/content/rezultatele-evalu%C4%83rii-propunerilor-de-proiecte-din-cadrul-
concursului-privind-conectarea

Grant stiintific pe termen scurt in cadrul actiunilor COST a fost realizat la Institutul de Medicina
Tropicald Bernhard Nocht din Hamburg, Germania, in perioada 07.10 - 06.12.2019.
https://www.youtube.com/watch?v=TZgscLB4K90

e Colabordiri stiintifice internationale

— Bernhard Nocht Institute for Tropical Medicine, WHO Collaborating Centre for Arbovirus and
Hemorrhagic Fever Reference and Research, Gamburg, Germania.

— Charles University, Prague, Czech Republic.

— IRD Institute, Montpelier, France.

— Institutul Zoologic al Academiei de Stiinte din Rusia, Sankt Petersburg.

— Universitate de Stat din Moscova, Moscova, Federatie Rusa

e Vizite ale cercetatorilor stiintifici din strainatate.

- Doctor in stiinte veterinare Serhii Filatov de la Institutul de Medicina Veterinara Experimentala
si Clinica 1n anul 2019 a participat in expeditii pe teren oragnizate in cadrul proiectului pentru
tinerii cercetatori.
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https://www.youtube.com/watch?v=TZqscLB4K90

Rezumatul raportului cu evidentierea rezultatului, impactului, implementirilor,
recomandarilor

Artropodele hematofage reprezinta cea mai vasta si dinamica categorie de agenti-vectori din
toatd sistematica zoologica deoarece multitudinea speciilor sale componente vehiculeaza agentii
patogeni pe tot globul, contribuind Th mod semnificativ la extinderea spatiald a principalelor tipuri de
boli infectioase. Pe parcursul realizérii proiectului pentru Tinerii Cercetatori “Identificarea taxonomica,
detectarea moleculara si supravegherea unor noi boli, transmise la om si animale de insectele
hematofage din fauna Republicii Moldova”, pe teritoriul R. Moldova au fost inregistrate trei specii de
flebotomi (vectori ai leishmaniozei) prin metode morfologice si molecular biologice (analiza PCR si
analizi MALDI TOF): Phlebotomus papatasi, Ph. perfiliewi si Adlerius sp. (Ph.
halepensis/longiductus). In total, 11 localititi din R. Moldova au fost negative la prezenta flebotomilor
si 16 au fost pozitive. Specia cea mai raspandita in Republica Moldova este Phlebotomus papatasi care
a fost prezenta in toate localitatile pozitive pentru flebotomi. Phlebotomus papatasi predomina in sudul
si centrul Republicii Moldova unde muscd oameni in case. Speciile P. perfiliewi s.s. si Ph.
halepensis/longiductus se Tntalnesc regular in capcane de lumina din sudul, centrul si nordul Moldovei,
dar nu sunt speciile abundente. Flebotomile colectati ih Moldova in aa. 2017-2018 au fost testati la
prezenta ADN-ului parazitului Leishmania spp. cu analiza PCR. Tn calitate de marker genetic a fost
selectatd o regiune de ADN - internal transcribed spacer (ITS). Fiecare femela a fost testata individual.
Leishmania spp. nu a fost detectata in flebotomile din Republica Moldova. Rezultatele sunt negative,
ceea ce reduce riscul epidemiologic si zoonotic al leishmaniozei in tard. Rezultatele PCR analizei si
secventierii partiunei de gend cytB din sange a vertebratelor gazde cu care erau hranite femele de Ph.
papatasi au demonstrat ca aceastd specie are o anthropofilie puternica, adica se hraneste mai mult pe
om si nuami un procent mic se hraneste pe pasari.

In total, 298 femele umflate de tantari malariogeni apartinAind complexului Anopheles
maculipennis au fost identificate pana la specie cu ajutorul analizei PCR cu primeri specifici care
amplifici partiune de gena ITS2. Tn rezultat, 4 specii gemene: Anopheles maculipennis s.s., A.
atroparvus, A. messeae si A. daciae au fost identificate. Pentru prima datd specia A. daciae a fost
identificata pentru Republica Moldova.

Noud specii de tantari au fost testate pozitiv la prezenta ADN-ului parazitilor din genul
Dirofilria (Dirofilaria repens si D. immitis) ceea ce indica un spectru larg de specii de tantari - vectori
care potential pot fi implicati in transmiterea si distribuirea dirofilariozei in Republica Moldova.

In total 15 specii de tantari din 5 genuri colectate in Moldova n aa. 2017-2018 au fost testate la

prezenta parazitilor D. repens si D. immitis cu ajutorul analizei real-time PCR. n total 204 probe de
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tantari (1-25 specimene in o proba) au fost testate din care 26 probe (12,7%) au fost testate pozitiv la
prezenta ADN-ului Dirofilaria spp. Dintre acestea, 9.8% probe au fost identificate pozitiv la D. repens
si 3,0% de probe au fost pozitive pentru D. immitis. Cx. pipiens s.l./torrentium, An. maculipennis s.l. si
An. hyrcanus au fost positive la prezenta D. immitis. Dirofilaria repens a fost detectatd la 5 specii de
tantari: Cx. pipiens s.l./torrentium, Ae. vexans, An. maculipennis s.l., Cx. modestus si Ae. caspius.

Pentru prima data pe teritoriul R. Moldova au fost inregistrate 9 specii de culicoide (Diptera:
Culicoidae) (vectori potentiali ai virusului bolii limbii albastre la vaci si oi).

Pentru prima data 20 specii de simulide din genuri Twinnia si Simulium au fost identificate

morfologic in R. Moldova.

Concluzii:
1. Anopheles daciae este o specie noud pentru Republica Moldova din complexul tantarilor malariogeni

An. Maculipennis, identificata prin secventierea partiunei de gena ITS2.

2. Pe teritoriul R. Moldova au fost inregistrate trei specii de flebotomi (vectori ai leishmaniozei) prin
metode morfologice si molecular biologice: Phlebotomus papatasi, Ph. perfiliewi si Adlerius sp.
(Ph. halepensis/longiductus). Cercetarile suplimentare pe teritoriul R. Moldova sunt necesare
pentru a completa lista speciilor de flebotomi in tara.

3. Pentru prima datd pe teritoriul R. Moldova au fost inregistrate 9 specii de culicoide (vectori
potentiali ai virusului bolii limbii albastre la vaci si oi): Culicoides nubeculosus, C. puncticollis, C.
riethi, Avaritia spp., C. punctatus, C. newsteadi s.I., C. salinarius si C. simulator, C.
cataneii/gejgelensis. Cercetari suplimentare in R. Moldova sunt necesare pentru a completa lista
speciilor Culicoides in tara.

4. Pentru prima datd 20 specii de simulide din genuri Twinnia, Simulium si Simulium au fost
identificate morfologic in R. Moldova: S. alajense (Rubtsov, 1938), S. angustipes (Edwards, 1915),
S. angustitarse (Lundstrom, 1911), S. aureum (Fries, 1824), S. balcanicum (Enderlein, 1924), S.
brachyantherum (Rubtsov, 1947), S. brevitarse (Rubtsov, 1976), S. costatum (Friederichs, 1920), S.
crenobium (Knoz, 1961), S. equinum (Linnaeus, 1758), S. erythrocephalum (De Geer, 1776), S.
lundstromi (Enderlein, 1921), S. ornatum (Meigen, 1818) (complex), S. pseudequinum (Séguy,
1921), S. rubzovianum (Sherban, 1961), S. silvaticum (Rubtsov, 1962), S. turgaicum (Rubtsov,
1940), S. veltistshevi (Rubtsov, 1940), S. vernum (Macquart, 1826), T. hydroides (Novék, 1956).

5. Rezultatele analizei sursei de hrana din stomacul speciei Ph. papatasi cu ajutorul analizei PCR au
demonstrat cd specie are o anthropofilie puternicd in conditiile Republicii Moldova, adicd se

hraneste principal pe om si poate fi implicat in transmiterea febrei papataci.
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6. Specia Ph. papatasi este cea mai raspandita in Republica Moldova fiind prezenta la toate localitatile
pozitive pentru flebotomi. Ph. papatasi predomina in sudul si centrul al Republicii Moldova unde
muscd oameni in case.

7. Noua specii de tantari au fost testate pozitiv la prezenta ADN-ului parazitilor din genul Dirofilria
ceea ce indica un spectru larg de tantari - vectori care potential pot fi implicate in transmiterea si
distribuirea dirofilariozei in Moldova. In conditiile Republicii Moldova vectori principali ai
dirofilariozei sunt speciile zoofile care se hranesc pe animale si pe om si sunt abundente: Ae.
vexans, An. maculipennis s.l., Cx. pipiens s.l./torrentium.

8. Leishmania spp. nu a fost detectata in flebotomile din R. Moldova, ceea ce reduce riscul
epidemiologic si zoonotic al leishmaniozei in tara.

9. A fost creat blocul de informatie climatica din 16 parametri pentru 112 situri de colectare a
flebotomilor, tantarilor si culicoidelor. Au fost compilate harti de raspandire spatiala a habitatelor
insectelor. Cercetari suplimentare la nordul si sudul R. Moldova sunt necesare din cauza lipsei
datelor actuale. Hartile de abundentd spatiala a insectelor hematofage pot fi utilizate in vederea

evaludrii riscului zoonotic si epidemiologic in tara.
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Volumul total al finantirii (mii lei) (pe ani)

Anexa nr. 1

Anul Planificat Executat Cofinantare
2018 100,0 100,0 -
2019 100,0 100,0 -
Lista executorilor (functia in cadrul proiectului, titlul stiinfific, semnatura)
Nr Anul : v Functia in cadrul
s Numele/Prenumele nasterii Titlul stiintific proiectului /Sfmilatura”
| Sulesco Tatiana 1985 Doctor in biol Director de proiect c\’/ &/(,9{,_
2 | Toderas Ion 1948 Dr. hab., acad. | Consultant stiintific %;7’;
s a \4
3 Fiaisae: Tsinine 1994 fiiré grad Qerc. sf. Stagier in 3
biologie B
. Py \I
4 Morozov Alexandr £ fara grad Qerc. e g
biologie
5 | Railean Nadejda 1975 fara grad cerc. st. in biologie |V 2o/ bbercs
3 1989 Cerc. st. stagiar in
6 Marta Anatolie fara grad biologie Mg bt
7 | Alexandr Vasiliev 1 fara grad S, i B /%
biologie S e
8 | Caraman Natalia 1982 fara grad cerc. st. in biologie W’ -
9 | Miron Nadejda 1946 fara grad economist v =
Lista tinerilor cercetitori
Nr d/o Numele/Prenumele e ok Titlul stiingific Fun'cn.a = cac'jrul
proiectului
| Sulesco Tatiana 1985 Doctor in biol Director de proiect
2 Dimian Rusnac 1994 fara grad Cerec. st. stagiar in biologie
3 Morozov Alexandr 1989 fard grad Cerc. st. stagiar in biologie
4 Marta Anatolie 1989 fard grad Cerc. st. stagiar in biologie
2 Alexandr Vasiliev 1985 fara grad Cerc. st. stagiar in biologie
6 Caraman Natalia 1982 fara grad cerc. st. in biologie
Lista doctoranzilor
Nrd/o Numele/Prenumele Anul nasterii Titlul stiintific | Functia in cadrul proiectului
| Marta Anatolie 1989 fard grad Cerc. st. stagiar in biologie
2 Morozov Alexandr 1989 fara grad Cerc. st. stagiar in biologie
3 Caraman Natalia 1982 fard grad Cerc. st. stagiar in biologie

Conducitorul proiectului ___ Tatiana Sulesco, dr. in biol., conf. cerc.
(nume, prenume, grad, titlu stiinific)
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(semnatur‘)




Anexa nr. 2

LISTA
lucrarilor publicate

. articole din reviste cu factor de impact mai mare 3

JOURDAIN F.; PICARD M.; SULESCO T., et al. Identification of mosquitoes (Diptera: Culicidae): an
External Quality Assessment of medical entomology laboratories in the MediLabSecure network. 2018,
Parasites & Vectors, 23;11(1):553. ISSN: 1756-3305. doi: 10.1186/s13071-018-3127-7. (IF = 3,4).

. articole din reviste cu factor de impact 1,0-2,9
MIHALCA, A.D.; CAZAN, C.D.; SULESCO, T.; DUMITRACHE, M.O. 2019. A historical review on vector
distribution and epidemiology of human and animal leishmanioses in Eastern Europe. Research in Veterinary
Science, V. 123. 185-191. ISSN 0034-5288. doi.org/10.1016/j.rvsc.2019.01.018. (IF = 1,751)

. articole din reviste cu factor de impact 0,1-0,9

PA3BIT'PAEB, A. B.; IIVYJIEIIKO, T. M. Ucnons3oBanue daktopa baiieca mis onpenencuus uaos Culex
pipiens u Culex torrentium (Diptera: Culicidae) mo MopdoMeTpHUecKHM XapaKTepPUCTHKAM KpbUIa.
I[Tapasurosnorus. 2018, T 52 (4), c¢. 304-314. ISSN 0031-1847 (IF = 0,3)

° articole din alte reviste editate in strainitate,

ROBERT, V.; GUNAY, F.;: LE GOFF, G.; BOUSSES, P.; SULESCO, T.; KHALIN, A.; MEDLOCK, J.;
KAMPEN, H.; PETRIC, D.; SCHAFFNER, F. Distribution chart for Euro-Mediterranean mosquitoes
(Western palaearctic area). Journal of the European Mosquito Control Association, Vol 37, 2019. p. 1-28.
ISSN1460-6127.

o Teze ale comunicarilor la congrese, conferinte internationale, in conformitate cu cerintele CNAA
si standardele nationale.

MIHALCA, A.D.; CAZAN, C.D.; SULESCO, T.; DUMITRACHE, M. O. A historical overview on
sand fly distribution and epidemiology of human and animal leishmaniosis in Eastern Europe. In:
10th International Symposium on Phlebotomine Sandflies. 2019. P. 66. San Cristobal — Gal&pagos,
Ecuador, 15-19 iulie 2019.

VASILIEV, A.; SULESCO, T. The first pilot study of black fly (Diptera: Simuliidae) breeding sites in
Moldova. In Simpozionul international ,,Ecologia functionald a animalelor” consacrat aniversarii a 70 de ani
de la nasterea academicianului Ton Toderas. 2018. p. 359-363. ISBN 978-9975-3159-7-5.

SULESCO, T.; KHALIN, A.; TODERAS, I. First record of Culex martinii in the Republic of Moldova.

International Zoological Congress of “Grigore Antipa” Museum. 21-24 noiembrie 2018. Buharest Roménia. p.
110. ISSN: 2457-9777.
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Anexanr. 3

Participdri la manifestari stiintifice nationale/internationale

Nume, prenume participant, date privind manifestarea stiintificda (denumire, data, loc), titlul comunicarii
sustinute.

VASILIEV Alexandr. The first pilot study of black fly (Diptera: Simuliidae) breeding sites in Moldova. Tn
Simpozionul international ,,Ecologia functionala a animalelor” consacrat aniversarii a 70 de ani de la nasterea
academicianului lon Toderas. 21 septembrie, 2018. Chisinau, Republica Moldova.

SULESCO Tatiana. First record of Culex martinii in the Republic of Moldova. International Zoological
Congress of “Grigore Antipa” Museum. 21-24 noiembrie 2018. Buharest, Romania.

Director proiectului Tatiana Sulesco, dr biol., conf cerc.

(nume, prenume, grad, titlu stiinific) (semnatura)
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