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1. Prezentare generala a proiectului

Acest proiect exploreazd rolul pasarilor migratoare si al liliecilor in raspandirea
ectoparazitilor si a agentilor patogeni zoonotici asociati acestora In regiuni geografice extinse.
In calitate de vertebrate foarte mobile, aceste specii pot transporta o serie de ectoparaziti -
inclusiv capuse, purici, plosnite, acarieni si muste de liliac - care sunt potentiali vectori pentru
bacterii cu relevantd semnificativa pentru sanatatea publica si veterinara. Printr-o combinatie
de esantionare pe teren si diagnostic molecular, proiectul urmareste detectarea principalilor
agenti patogeni vectoriali (exemplu: Borrelia, Bartonella) la lilieci, ectoparazitii acestora si
capuse colectate de la pasari.

Proiectul, intitulat ,, Transmiterea vectorilor si a patogenilor prin speciile migratoare
de pasari si lilieci, reprezintd o continuare a obiectivului de cercetare pe termen lung a
conducatorului de proiect. Dupa ce si-a finalizat studiile doctorale si postdoctorale cu privire
la agentii patogeni transmisi de vectori la lilieci, aceasta rdmane activ angajatd in acest
domeniu, avand planificate lucrari viitoare dincolo de proiectul actual. Colectarea probelor,
majoritatea procedurilor de laborator si analizele computationale au fost si vor fi efectuate de
seful de proiect si de membrul echipei sale. Rezultatele finale vor fi publicate in reviste

indexate ISI.



2. Obiective abordate

Pentru aceastda etapa a proiectului, au fost abordate doua obiective principale
mentionate in propunere (vezi mai jos), iar analizele au fost initiate pentru detectarea
agentilor patogeni in probele de pasari, lilieci si ectoparazitii acestora.

O1. Analiza impactului schimbarilor climatice asupra distributiei bolilor zoonotice este
esentiald, deoarece cresterea temperaturilor si modificarile ecologice influenteaza direct
distributia vectorilor si a agentilor patogeni. Intelegerea acestor schimbari este cruciala pentru
dezvoltarea unor strategii eficiente de control si prevenire.

0O2. Investigarea rolului gazdelor vertebrate mobile, precum pasarile migratoare si liliecii, in
raspandirea vectorilor si a patogenilor zoonotici este esentiald, deoarece aceste specii
transportd ectoparaziti si agenti patogeni peste granite geografice considerabile. Studierea
acestui proces permite detectarea timpurie a bolilor emergente si contribuie la prevenirea

raspandirii acestora.

3. Activitati de teren

Probele au fost, in general, colectate simultan atat de la pasari, cat si de la lilieci; cu
toate acestea, vor fi necesare deplasari suplimentare pe teren pentru a indeplini obiectivele
actuale si pentru a continua cu cele viitoare.

In faza initiala a proiectului, probele de singe si ectoparaziti colectati de la lilieci —
inclusiv capuse, muste, plosnite, purici si acarieni — precum si ectoparazitii proveniti de la
pasari (capuse), au fost testate pentru diversi agenti patogeni transmisi prin vectori. Probele
de purici de la lilieci au fost deja analizate, in timp ce restul probelor — inclusiv sange,
capuse, plosnite, muste si acarieni — urmeazd sa fie testate pentru prezenta bacteriilor
Bartonella spp., Rickettsia spp. si Borrelia spp. Probele de capuse recoltate de la pasari au
fost analizate pentru Anaplasmataceae, Babesia spp., Coxiella burnetii, Hepatozoon spp. si
Rickettsia spp. Activitdtile desfasurate pentru atingerea primelor doud obiective (O1 si O2)

sunt urmatoarele:

3.1 Colectarea ectoparazitilor

Probele de la lilieci au fost colectate din mai multe locatii din Romania, inclusiv Ineu,



Betfia, Bazias, Gura Dobrogei, Canaraua Fetii (Figura 1), in timp ce cdpusele de la pasari au
fost colectate din Romania (Cluj, Agigea) si Bulgaria (Burgas) (Figura 2). Liliecii au fost
capturati folosind plase si capcane harpa (Figura 3). Fiecare individ a fost identificat la nivel
de specie, iar pentru fiecare exemplar s-au inregistrat date precum varsta, sexul, lungimea
antebratului si greutatea corporald, fiind de asemenea recoltat sangele (Figura 4).
Ectoparazitii — respectiv cdpuse (Ixodoidea: Ixodidae), muste ale liliecilor (Diptera:
Nycteribiidae) si purici (Siphonaptera: Ischnopsyllidae) — au fost conservati in alcool 70%
pentru identificare morfologica ulterioara s extractie de ADN.
Capusele de la pasari au fost indepartate manual cu ajutorul unei pensete si conservate, la fel,
in alcool 70% pana la identificarea morfologica si extractia ADN-ului. Fiecare pasare a fost

identificata la nivel de specie, fiind inregistrate si informatii privind varsta si sexul.
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Figura 4 Colectarea sangelui de la lilieci (fbtogﬁtﬁe originala)



4. Analize de laborator

4.1 Identificare morfologica si extractie de ADN

Inainte de extractia ADN-ului, toti ectoparazitii au fost identificati morfologic (Figura
5 si 6) folosind chei taxonomice, sub un microscop Olympus Bx51, dotat cu camera digitala
DP72 si software-ul CellF (Olympus Corporation, Tokyo, Japonia). Fiecare exemplar a fost
apoi sectionat in jumatate pentru extractia ADN-ului.

ADN-ul total a fost extras din ectoparaziti folosind kitul QIAamp DNA Mini (Qiagen,
Hilden, Germania), conform instructiunilor producatorului. ADN-ul total din sangele
liliecilor a fost extras utilizand kitul DNeasy Blood & Tissue (Qiagen, Hilden, Germania),
conform instructiunilor producatorului. Toate probele au fost stocate la -20°C pana la

realizarea analizelor ulterioare.
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Figura 5. Identificarea ectoparazitilor de la lilieci (fotografie originala)

Figura 6. Identificarea capuselor de la pasari (fotografie originala)



4.2 Tehnici moleculare

Au fost aplicate protocoale moleculare distincte, care vizeaza gene specifice, pentru
detectarea a trei agenti patogeni bacterieni in probele de purici de la lilieci, precum si a cinci
agenti patogeni transmisibili prin vectori 1n capusele colectate de la pasari (vezi Tabelul 1 la
finalul raportului). Probele pozitive (asa cum este ilustrat in Figura 7) au fost purificate si
trimise catre Macrogen (Macrogen Europe, Amsterdam, Olanda) pentru secventiere.
Secventele vor fi ulterior analizate si asamblate utilizdnd software-ul BioEdit (Ibis

Biosciences, Carlsbad, SUA).
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Figura 7. Probe pozitive pentru Babesia spp. (primul rand) si Hepatozoon spp. (al doilea

rand) din capuse colectate de la pasari (fotografie originala)

5. Rezultate preliminare

Un total de 60 de probe de sange si 240 de ectoparaziti au fost colectate de la lilieci,
incluzand 10 capuse, 10 muste, 10 purici si 10 acarieni. Pentru fiecare liliac inclus in studiu s-
au prelevat atat sange, cat si toti ectoparazitii disponibili; indivizii care nu prezentau un set
complet de ectoparaziti au fost exclusi din analizd. Dintre cele trei bacterii patogene
investigate (Bartonella spp., Rickettsia spp. si Borrelia spp.), doar Bartonella spp. a fost
detectata, cu o ratd de pozitivitate de 40% (4/10) in probele de purici. Probele pozitive au fost

trimise pentru secventiere.

De la pasari, 240 de probe de ectoparaziti (capuse) au fost analizate pentru cinci agenti
patogeni: Anaplasmataceae, Babesia spp., Coxiella burnetii, Hepatozoon spp. si Rickettsia

spp. Rezultatele au aratat: 8 probe pozitive pentru Anaplasmataceae (3,33%), 14 pentru



Babesia spp. (8,83%), nici una pentru Coxiella burnetii, 21 pentru Hepatozoon spp. (8,75%)
si 3 pentru Rickettsia spp. (1,25%). Toate probele pozitive au fost transmise pentru
secventiere. In prezent este in curs redactarea unei versiuni preliminare a unui articol privind

prezenta agentilor patogeni vectoriali (VBPs) in cdpusele recoltate de la pasari (Figura 8).
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Figura 8. Titlu a primului articol
6. Limitari si provocari

e Accesul la unele situri de recoltare a fost restrictionat de conditiile meteo si de
reglementarile de conservare

e Unele grupuri de ectoparaziti (de ex. plosnite, acarieni) necesita inca verificare
taxonomica

o Este necesara secventiere suplimentara pentru confirmarea identitatii agentilor

patogeni

7. Planuri viitoare

o Finalizarea testarii ADN pentru ectoparazitii colectati pana in prezent

« Inceperea comparatiei sezoniere prin noi iesiri de teren in toamna 2025

o Trimiterea secventelor preliminare pentru analiza BLAST si filogenetica

o Integrarea abordarii One Health pentru interpretarea interactiunilor vector—agent

patogen—gazda



Director proiect,

Dr. Corduneanu Alexandra, Ph.D.



Tabel 1. Secvente de oligonucleotide si parametrii ciclurilor PCR pentru identificarea agentilor patogeni

Tip PCR Patogenul testat Gena testata Amorse Denaturare Cicluri Ciclu Ciclu Extindere | Ciclu
(marime (5’-3) initiala denaturare antrenare | extindere finala
amplicon) (n=)
cPCR Anaplasmataceae 16S rRNA EHR16SD (GGTACCYACAGAAGAAGTCC) 95°C, 94°C, 45°C, 72°C, 72°C, 35
(345 bp) EHR16SR (TAGCACTCATCGTTTACAGC) Sm 30s 30s 30s Sm
(Parola et al.,
2000)
nPCR Babesia spp. 18S rRNA BTH-1F (CCTGAGAAACGGCTACCACATCT) 95°C, 95°C, 60°C, 72°C, 72°C, 40
(561 bp) BTH-1R (TTGCGACCATACTCCCCCCA) 3m 30s 30s 1 min 7m
18S rRNA GF2 (GTCTTGTAATTGGAATGATGG) 95°C, 95°C, 50°C, 72°C, 72°C, 40
(561 bp) GR2 (CCAAAGACTTTGATTTCTCTC) 3m 30s 30s 40s 7m
ITS 325s (CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGGCG) 95°C, 95°C, 66°C, 72°C, 72°C,
(600 bp) 1100as (GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGA) 3m 30s 30s 30s Sm 55
cPCR Bartonella spp. .
(Dinz et al.,
2007)
<PCR Borrelia s ITS 5SB (CGACCTTCTTCGCCTTAAAGC) 94°C, 94°C, 30 s/ 70°C,30s/ 72°C, 72°C, 40
orrefia spp- (350 bp) 23SB (AGCTCTTATTCGCTGATGGTA) 15m 94°C, 20 s 60°C,30s 30s 5m
18S rRNA HAMIF (GCCAGTAGTCATATGCTTGTC) 95°C, 95°C, 55°C, 72°C, 72°C,
(1700 bp) HPF-2R (GACTTCTCCTTCGTCTAAG) Im 15s 15s 30s Sm 35
nPCR Hepatozoon spp. 18S rRNA EF M (AAAACTGCAAATGGCTCATT) 95°C, 95°C, 55°C, 72°C, 72°C,
(1600 bp) Hepl1615R (AAAGGGCAGGGACGTAATC) Im 15s 15s 30s Sm 35
(Hrazdilova et
al., 2021)
gltA RpCS.877p (GGGGGCCTGCTCACGGCGG) 95°C, 95°C, 58°C, 72°C, 72°C, 35
<PCR Rickettsiaceae ( R(381 bp) RpCS.1258n (ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA) 2m 30s 30s 30s 2m
egnery et

al., 1991)







