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Prezentare generala a proiectului

Acest proiect investigheazd modul in care pdsdrile migratoare si liliecii contribuie la
diseminarea ectoparazitilor si a agentilor patogeni zoonotici asociati acestora pe arii geografice
extinse. Fiind gazde cu mobilitate ridicatd, aceste specii pot transporta o varietate de ectoparaziti—
precum capuse, purici, plosnite, acarieni si muste de liliac—care pot actiona ca vectori pentru
bacterii de importanta majora pentru sandtatea publica si veterinard. Prin combinarea recoltarii de
probe din teren cu metode de diagnostic molecular, proiectul urmareste identificarea principalilor
agenti patogeni transmisi prin vectori, inclusiv Borrelia, Rickettsia si Bartonella spp., la lilieci,
ectoparazitii acestora si la cdpusele colectate de pe pasari.

Proiectul, intitulat ,,Transmiterea vectorilor si a agentilor patogeni prin intermediul
pasarilor migratoare si al liliecilor”, se bazeaza pe vasta experientd a directorului de proiect in

acest domeniu. Dupa ce si-a realizat studiile de master, doctorat si postdoctorat pe boli vectoriale



la lilieci, aceasta continud sa fie profund implicata in acest domeniu, avand in plan extinderea
cercetarilor dincolo de proiectul actual. Recoltarea probelor, majoritatea analizelor de laborator si
activitatile computationale au fost realizate de directorul de proiect si de membrii echipei.

Rezultatele sunt si vor fi diseminate in reviste stiintifice cu peer-review, indexate ISI.

Obiective abordate

Pentru aceasta etapa a proiectului, au fost urmarite trei obiective principale din propunerea
initiala (vezi mai jos), iar analizele au fost initiate pentru detectarea agentilor patogeni in probe de
pasari, lilieci si ectoparazitii acestora.

O1. Analizarea impactului schimbdrilor climatice asupra distributiei bolilor zoonotice este
esentiala, deoarece cresterea temperaturilor si modificarile ecologice influenteaza direct distributia
vectorilor si a agentilor patogeni. Intelegerea acestor schimbiri este cruciald pentru dezvoltarea
unor strategii eficiente de control si preventie.

O2. Investigarea rolului vertebratelor mobile, precum pdsarile migratoare si liliecii, in rdspandirea
vectorilor si agentilor patogeni zoonotici este importantd, deoarece aceste specii transportad
ectoparaziti si patogeni pe distante geografice mari. Studierea acestui proces permite detectarea
timpurie a bolilor emergente si contribuie la prevenirea acestora.

O3. Monitorizarea si analizarea vectorilor ectoparazitari asociati pasarilor si liliecilor este cruciala
pentru identificarea speciilor de cdpuse si a insectelor hematofage care pot introduce noi agenti
patogeni in Europa. Acest proces sprijind dezvoltarea strategiilor de supraveghere epidemiologica

si ajutd la prevenirea raspandirii bolilor.



Pasari
Detectarea agentilor patogeni transmisi prin vectori la Rhipicephalus

turanicus colectate de pe puii de huhurez mare (Bubo bubo)

(articolin pregatire)

Introducere
Toate speciile de capuse sunt artropode hematofage, iar fiecare stadiu de dezvoltare

necesita cel putin o masa sangvini (cu exceptia masculilor adulti ai unor specii). In timpul hréanirii,
capusele nu doar consuma resursele energetice ale gazdei, ci pot transmite si 0 gama larga de agenti
patogeni, incluzand virusuri, bacterii si paraziti. Ele reprezinta printre cei mai importanti vectori
ai bolilor zoonotice 1n regiunile temperate, in special in Europa. Pasarile reprezinta gazde esentiale
pentru multe cdpuse tari (Ixodidae) si joacad un rol semnificativ in transportul acestora pe distante
lungi de-a lungul rutelor migratorii. Desi speciile de Ixodes sunt cele mai frecvent intalnite la
pasdrile din Europa, si alte genuri pot infesta pasarile. Paseriformele migratoare poartd adesea
stadii imature de Hyalomma si Haemaphysalis, iar speciile de Rhipicephalus sunt frecvent
raportate pe pasarile de talie mare din sud-vestul Europei.

Majoritatea studiilor europene privind cdpusele de pe pdsdri se concentreaza pe speciile
migratoare. Totusi, pasarile sedentare pot fi, de asemenea, gazde importante, in special speciile
care se hranesc sau cuibdresc la sol, care adesea poartd incarcaturi mari de cdpuse. Cercetdrile
privind pasarile sedentare se limiteaza de obicei la cateva specii, pasarile de vanat si cele marine
fiind cel mai studiate, desi capusele specializate pe gazde aviare sunt bine documentate si la unele
paseriforme. Bufnitele (Strigiformes) sunt rar examinate ca gazde pentru cdpuse, din cauza
abundentei reduse, comportamentului nocturn si locurilor greu accesibile de cuibarire. Studiile
existente se bazeaza in principal pe analiza materialului din cuib sau pe rapoarte ocazionale din
centre de reabilitare. In general, parazitarea cu cipuse la bufnite este considerati rara.

Huhurezul mare (Bubo bubo) nu face exceptie, existand doar patru mentiuni publicate
privind capusele sale. Fain et al. au raportat cateva exemplare gasite in materialul de cuib, doud
studii au documentat capuse colectate de la indivizi internati in centre de reabilitare, iar Ortego si

Espada au examinat impactul general al parazitilor si agentilor patogeni asupra dezvoltarii puilor.



Toate datele existente provin din Europa de Vest; nu exista informatii similare din partea estica a
continentului. Nu am identificat studii privind cdpusele asociate pasarilor sdlbatice In Romania si
Bulgaria, iar exceptand o singurd publicatie, cercetarile din tarile vecine s-au concentrat in mare
parte pe pasarile migratoare. De asemenea, nu exista inregistrari privind parazitarea huhurezilor
mari cu capuse in Romania, Bulgaria sau in regiunile limitrofe.

Huhurezii mari sunt cei mai mari rapitori nocturni din Europa si se reproduc pe intreg
continentul. Ei nu construiesc cuiburi, ci depun oudle direct pe sol, intr-o adanciturd simpla,
folosind uneori cuiburi abandonate ale altor specii. Locurile de cuibarire — de obicei abrupturi,
crevase sau zone deschise la sol — sunt adesea reutilizate ani la rand, uneori generatii intregi. Mai
multe astfel de teritorii din sud-estul Romaniei si Bulgariei sunt monitorizate anual in cadrul unui
program dedicat speciei.

Obiectivul nostru a fost investigarea parazitdrii cu capuse la puii de huhurez mare in sud-
estul Romaniei si Bulgariei (vezi Sandor et al., 2021), urmata de un studiu complementar dedicat

detectarii agentilor patogeni transmisi prin vectori in cdpusa Rhipicephalus turanicus.

Materiale si metode

Colectarea capuselor
Capusele au fost colectate de pe puii de huhurez mare din cuiburile monitorizate si din

zonele adiacente din sud-estul Bulgariei (regiunea Burgas) in sezoanele de reproducere 2022-2024
(mai—iunie) (Figura 1). Diferite de cuibdrire au fost investigate anual, Tnsa cdpusele nu au fost
colectate 1n fiecare an din cauza succesului reproductiv redus. Deoarece specia este vulnerabila la
braconaj si persecutie ilegald, coordonatele exacte ale cuiburilor nu sunt facute publice. In
Romania, ctiva pui au fost gasiti, dar nu au fost detectate capuse. Fiecare cuib a fost vizitat de cel
putin doud ori pentru a evalua succesul reproductiv si a colecta resturi de pradd, utile pentru
identificarea surselor potentiale de gazde care ar fi putut introduce capusele in cuib.

La fiecare vizitd, puii au fost examinati cu atentie pentru cdpuse — in special pe cap, gat,
urechi, sub aripi si in zona cloacala. Toate capusele au fost indepartate cu pensete fine, conservate
in etanol 97% si depozitate individual in tuburi separate pentru fiecare pui. Toate inspectiile si
manipuldrile s-au efectuat conform protocolului Departamentului de Management al Faunei

Salbatice al Universitatii de Silvicultura din Sofia si in conformitate cu legislatia bulgara.



Biologie moleculara

Capusele au fost identificate la nivel de specie folosind chei morfologice. ADN-ul genomic
a fost extras cu kitul QIAamp mini (Qiagen, Hilden, Germania), conform instructiunilor
producatorului, utilizdnd 70 pl tampon de elutie, apoi stocat la -20 °C. Capusele colectate au fost
testate pentru prezenta mai multor patogeni: Anaplasmataceae, Babesia spp., Coxiella burnetii,
Hepatozoon spp. si Rickettsia spp. (Tabelul 1). S-au utilizat serii de PCR pentru gene diferite ale
acestor agenti patogeni, cu primerii mentionati in Tabelul 1. Reactiile au fost efectuate intr-un
volum de 25 pl, continand: 12.5 pl 2x MyTaq Red Mix (Meridian Biosciences), 6.5 pul apa, 1 pl
din fiecare primer (0.01 mM concentratie finald) si 4 ul ADN. PCR-urile au fost rulate pe T1000™
Thermal Cycler (Bio-Rad, Hercules, CA, SUA), cu conditiile detaliate in Tabelul 1. Pentru fiecare
set (45 probe) s-au folosit doud controale negative (apa PCR) si un control pozitiv. Produsele
amplificate au fost vizualizate prin electroforeza pe gel de agaroza 1.5%, colorat cu RedSafe™,
iar greutatea moleculard a fost comparata cu un marker (Hyperladder IV, Bioline, Londra, UK).
Produsele PCR au fost purificate cu Isolate II PCR and Gel Kit (Bioline) si secventiate in ambele
directii (Macrogen Europe, Amsterdam). Secventele au fost comparate cu cele din GenBank prin
BLAST (in curs de analiza).
Rezultate preliminare

In total au fost colectate 240 de probe de ectoparaziti (cipuse) de la opt pui diferiti, toate
fiind identificate ca R. turanicus. Capusele au fost testate pentru cinci 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%), niciuna pentru
Coxiella burnetii, 21 pentru Hepatozoon spp. (8,75%) si 3 pentru Rickettsia spp. (1,25%). Toate
probele pozitive au fost trimise pentru secventiere, iar secventele obtinute vor fi utilizate in analiza
filogeneticd. Un manuscris privind prezenta patogenilor transmisi prin capusele asociate pasdrilor
este n curs de redactare.
Discutii

Acesta este primul studiu privind detectarea patogenilor in capusele de pe huhurezul mare
in Europa de Est. Rapoartele privind prezenta adultilor de Rhipicephalus turanicus pe pasari sunt
rare, cu exceptii notabile precum pasarile din centrele de reabilitare din Portugalia si unele cazuri
izolate din Rusia. Studiile privind huhurezii mari aflati in crestere — fie pui, fie cuiburi —

raporteazd in general o singura specie de cdpusd. Ortego si Espada au raportat doar Rhipicephalus



spp. la pui, considerand specia ,,comund”, fara impact vizibil asupra sdnatatii. Colectérile din
cuiburi din Belgia au continut doar nimfe si larve de Ixodes ricinus, fara date despre pui. In toate
aceste situatii, capusele au fost considerate introduse in cuib prin prada adusa de adulti. O nota
recentd pune sub semnul intrebarii prezenta R. turanicus in Portugalia, sugerand posibile erori de
identificare in lucrarile anterioare.

In sud-estul Bulgariei, insa, R. turanicus a fost cea mai frecventa specie de capusi pe puii
de huhurez mare. R. turanicus este o capusa cu trei gazde, cu o distributie largd in Africa si In
regiunile aride sau mediteraneene din Eurasia, fiind comund in tarile europene cu clima
mediteraneana. Aceasta apartine complexului R. sanguineus sensu lato, alcdtuit din specii
morfologic similare, raspandite in bazinul mediteranean. Analizele filogenetice indica faptul ca R.
turanicus are o distributie similard cu R. sanguineus s.l., haplotipurile sale prezentand o distributie
parapatrica in regiune. Factorii care modeleaza aceste distributii riman neclarificati, fiind sugerate
posibile influente ale distributiei gazdelor, adaptarilor locale la clima sau izolarii glaciare urmate
de amestec antropic.

Modelarile privind utilizarea terenului in jurul cuiburilor au evidentiat rezultate notabile:
terenurile arabile au constituit cel mai puternic predictor negativ al abundentei capuselor, iar
suprafetele mari si compacte de padure sau pajisti au avut, de asemenea, un efect negativ.

Puii de huhurez mare au gazduit o comunitate diversa si numeroasa de capuse, R. turanicus
fiind specia dominanta in sud-estul Bulgariei. Prezenta frecventa a adultilor de R. turanicus pe pui
subliniaza rolul pasarilor care cuibdresc la sol n mentinerea populatiilor de capuse tipic asociate
mamiferelor de talie medie, oferind gazde alternative atunci cand acestea lipsesc. In plus, prezenta
patogenilor transmisi prin capuse nu a fost raportatd anterior in capusele colectate de pe aceasta
specie de pasdre, ceea ce face ca studiul de fatd sa reprezinte o contributie noua, extinzand

cunostintele despre distributia capuselor si a gentilor patogeni asociati acestora.
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Figura 1 Locatiile pentru colectarea capuselor de pe Bubo bubo



Detectarea agentilor patogeni transmisi de vectori la capusa Alveonasus
peusicolectata de la Cecropis daurica

(articolin pregatire)

Introducere

Randunica roscata (Cecropis daurica), este o specie mica de pasare insectivora aeriand din
familia Hirundinidae. Este larg raspandita in bazinul mediteranean si in unele regiuni din Europa
de Est, inclusiv zona sud-estica. C. daurica este o specie migratoare pe distante lungi, care ierneaza
in Africa sub-sahariani si revine in zonele de reproducere primdvara. In mod tipic, isi construieste
cuiburi deschise din lut, atasate de stanci, surplombe sau structuri antropice precum cladiri si
poduri, formand adesea colonii mici. Aceste cuiburi sunt durabile si pot fi reutilizate mai multe
sezoane la rand, oferind microhabitate stabile ce pot sustine diversi ectoparaziti. Specia se hraneste
cu insect si, datoritd comportamentului sdu migrator, poate contribui la dispersia pe distante mari
a ectoparazitilor si potential a agentilor patogeni. Desi ecologia si comportamentul acestei specii
sunt bine documentate, rolul ei ca gazda pentru ectoparaziti, in special pentru capuse, ramane
insuficient cunoscut, precum si contributia la circulatia agentilor patogeni transmisi de vectori
(VBPs) in Europa.

Capusele sunt vectori importanti pentru numerosi agenti patogeni — bacterii, protozoare si
virusuri — cu impact major asupra sanatatii umane si animale. Capusele tari (Ixodidae) sunt studiate
extensiv la pasari, in special la paseriforme, datorita capacitatii lor de a transporta larve si nimfe
pe distante lungi. in schimb, cipusele moi (Argasidae), ectoparaziti rapizi si nidicoli, triiesc in
medii adapostite precum cavitati, crapaturi sau cuiburi inchise. Desi Argasidae sunt cunoscute ca
parazitand porumbei, lilieci sau unele pasari care cuibaresc in cavitati, prezenta lor la insectivori
aerieni precum C. daurica ramane practic neexplorata.

in Europa, speciile de Alveonasus sunt, in general, strict nidicole, asociate cu microhabitate
adapostite, si sunt rareori raportate la pasari cuibaritoare in cuiburi deschise. Pana in prezent, nu
au fost publicate dovezi privind prezenta unor capuse moi, inclusiv A/veonasus, la C. daurica, iar
natura expusa a cuiburilor sale sugereazd cd astfel de asocieri sunt putin probabile. Totusi,
investigarea interactiunilor potentiale dintre pdsari si capusele moi este importanta, deoarece

aceste specii pot fi vectori pentru diverse bacterii, unele cu potential zoonotic, subliniind
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necesitatea de a studia astfel de relatii ecologice, in special in Europa de Est — o regiune putin
explorata din acest punct de vedere.

In Europa, agentii patogeni transmisi de vectori — inclusiv Borrelia, Rickettsia, Bartonella
si diverse virusuri — sunt detectati din ce in ce mai frecvent atat in capuse tari, cat si in capuse moi,
reflectdnd dinamica complexd dintre gazde sdlbatice, vectori si mediul Inconjurator. Totusi,
majoritatea studiilor se concentreaza pe Europa de Vest si Centrala, lasand un gol semnificativ de
cunoastere in Europa de Est, unde conditiile ecologice, rutele migratorii si comunitatile locale de
pasari pot influenta distributia si prevalenta atat a capuselor, cat si a agentilor patogeni pe care i
poarta. Intelegerea ectoparazitelor de la C. daurica si a potentialei prezente a patogenilor in aceasti
‘regiune este esentiala pentru clarificarea rolului acestei specii Tn mentinerea si dispersia agentilor
patogeni.

Materiale si metode
Colectarea capuselor

Capusele au fost colectate de la Cecropis daurica din cuiburi monitorizate si din zonele
adiacente din Turcia in perioada 2021-2023. Diferite cuiburi au fost evaluate anual, desi nu s-au
obtinut cipuse in fiecare an. In Romania, nu au fost gisite cipuse la aceasti specie. Fiecare cuib a
fost vizitat de cel putin doud ori pentru verificarea succesului reproductiv si colectarea resturilor
trofice, utile pentru identificarea potentialelor gazde ale capuselor gasite. Pasarile au fost examinati
atent, 1ar toate capusele au fost indepartate cu pensete fine, depozitate in etanol 97% si pastrate
individual. Toate procedurile s-au desfasurat conform protocoalelor de monitorizare a faunei
salbatice si legislatiei nationale din Turcia.

Biologie moleculara

Capusele au fost identificate morfologic si molecular. ADN-ul genomic a fost extras
folosind kitul QIAamp (Qiagen, Hilden, Germany), iar probele au fost analizate pentru prezenta
diversilor patogeni: Borrelia (grupul febrei recurente), Coxiella burnetii, Hepatozoon spp.,
Rickettsia spp. Reactiile PCR au fost efectuate folosind MyTaq Red Mix (Meridian Bioscience),
iar produsele amplificate vor fi vizualizate prin electroforeza, purificate si secventiate (Macrogen
Europe). Secventele vor fi comparate cu GenBank folosind BLAST (analize in curs).

Rezultate preliminare
In total, au fost colectate 40 de cipuse de la diferite cuiburi ale C. daurica, toate fiind

identificate morfologic ca Alveonasus peusi. Identificarea moleculara, folosind genele 12S rRNA
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si 16S rRNA, a confirmat aceste observatii. Probele vor fi testate pentru prezenta patogenilor
(Coxiella burnetii, Hepatozoon spp., Rickettsia spp., Borrelia — febra recurentd). Toate probele
pozitive vor fi secventiate pentru analize filogenetice. Un manuscris preliminar privind
epidemiologia patogenilor transmisi prin vectori este in pregatire.

Discutii

Detectarea speciilor Alveonasus peusi la Cecropis daurica reprezintd o descoperire
neasteptatd si ecologic importanta, deoarece capusele moi (Argasidae) sunt rareori raportate la
paseriforme care cuibdresc in cuiburi deschise sau semi-deschise. In mod obisnuit, 4. peusi si
speciile inrudite sunt asociate cu pasdri care cuibaresc in cavitati, porumbei sau lilieci, unde
microhabitatele stabile favorizeaza modul lor de viat nidicol. In contrast, C. daurica construieste
cuiburi de lut atasate structurilor antropice sau suprafetelor naturale, care, desi par expuse, pot
oferi conditii microclimatice adecvate pentru supravietuirea capuselor moi (umiditate, temperatura
constanta, protectie partiald). Prezenta A. peusi in astfel de cuiburi sugereaza ca comportamentul
de cuibarire al acestei specii poate crea nise ecologice favorabile dezvoltarii cdpuselor moi,
extinzand astfel gama de gazde cunoscute pentru acest grup.

Aceastd descoperire este relevanta pentru Europa de Est, unde diversitatea capuselor moi
si asocierile lor cu gazdele sunt insuficient documentate. Prezenta A. peusi pe C. daurica aduce
noi informatii biogeografice si ridicd intrebdri privind rolul potential al acestei specii in mentinerea
sau dispersia agentilor patogeni. Capusele moi sunt vectori cunoscuti ai unor patogeni importanti,
precum Coxiella burnetii, Borrelia (febra recurentd), Rickettsia spp. si protozoare precum
Hepatozoon. Desi analizele asupra agentilor patogeni sunt incad in desfasurare, combinatia dintre
un vector nidicol si o specie migratoare pe distante lungi este de interes epidemiologic, mai ales in
contextul conectarii zonelor de reproducere eurasiatice cu cartierele de iernare africane.

In plus, fidelitatea ridicata fati de cuib si tendinta unor populatii de a forma colonii pot
facilita dezvoltarea populatiilor locale de capuse si mentinerea ciclurilor de infestare, in special In
medii antropice unde cuiburile persistd mai multi ani. Acest lucru evidentiazd capacitatea
capuselor moi de a exploata nise ecologice neobisnuite n peisaje modificate de om.

Per ansamblu, aceste rezultate subliniaza necesitatea monitorizarii aprofundate a capuselor
moi la gazde aviare atipice, cu accent pe Europa de Est, unde lipsa de date raimane semnificativa.

Analizele moleculare continue ale cdpuselor colectate si ale gazdelor lor vor fi esentiale pentru a
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determina competenta vectoriald si relevanta pentru sdnatatea publica a acestei asocieri emergente

intre capuse si pasari.
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Liliecii
Care are cel mai mare impact asupra infestarii cu purici a lililor

palearctici: gazda, sezonul sau tipul adapostului? (articol trimis pe

17.11.2025 la Ecology & Evolution)

Introducere

Formele de viatd parazitare prezintd o diversitate ridicatd si existd paraziti adaptati sa
exploateze orice organism cunoscut. Desi pot fi atdt morfologic, cét si filogenetic diversi, toti
parazitii impartdsesc mai multe caracteristici comune, cum ar fi dependenta de resursele energetice
ale gazdei pentru hranire si utilizarea corpului gazdei ca habitat. Formele ectoparazitare au, de
reguld, o etapa de viatd in afara gazdei, cand resursele gazdei pot fi mai putin importante; totusi,
imperecherea, reproducerea si dispersia sunt de obicei legate de corpul gazdei. Ectoparazitii sunt
printre factorii importanti care regleaza majoritatea populatiilor de animale, in principal prin
exploatarea resurselor energetice ale gazdelor (in principal tesuturile acestora), dar si prin
capacitatea lor vectoriala de transfer al patogenilor. Ectoparazitii sunt cei mai importanti vectori
de patogeni nu doar pentru animale, ci si pentru bolile zoonotice ale omenirii.

Stilul de viata ectoparazitar este deosebit de frecvent printre animalele terestre, pasarile si,
in special, mamiferele gdzduind comunitati diverse de ectoparaziti. Dintre mamifere, liliecii
(Chiroptera) se caracterizeaza printr-un numar mare de ectoparaziti, liliecii palearctici gazduind
regulat acarieni (Acari), cdpuse (Ixodoidea), muste de lilieci (Nycteribiidae si Streblidae), capuse
de lilieci (Cimicidae) si purici (Siphonaptera) pe corpul lor. Dintre aceste grupuri, puricii de liliect
(Ischnopsyllidae) sunt specializati in hranirea exclusiva cu sangele liliecilor. Aceste specii, ca toti
ceilalti purici, prezinta dezvoltare individuala tipicd (ouale sunt depuse departe de gazda si larvele
se dezvolta independent de gazda) si manifesta adaptari remarcabile pentru coabitarea cu liliecii
gazda. Desi compozitia speciilor de purici europeni a fost subiectul multor publicatii, inca lipsesc
detalii importante despre factorii care determina dinamica gazda-parazit a liliecilor si puricilor
acestora. Aceasta se datoreaza, partial, dificultatilor de studiu a liliecilor, dar si intensitatii muncii,
avand in vedere intalnirile rare cu puricii pe lilieci (doar puricii adulti se hranesc cu gazdele si

prezintd, de asemenea, rate ridicate de parasire a gazdei). In aceasta lucrare, am analizat o colectie
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mare de purici colectati de pe lilieci din Europa Centrala si de Est pentru a raspunde intrebarilor
legate de prezenta puricilor pe gazde. Intentia noastra a fost s evaludm importanta speciei gazda,
ecologia gazdei (tipul de adapost) si sezonul in reglarea aparitiei puricilor de lilieci palearctici.
Materiale si metode

Materialul utilizat in acest studiu a fost colectat in principal de la gazde. Majoritatea
liliecilor au fost capturati aproape de adaposturi in momentul iesirii pentru hranire, dar si in timpul
vanatorii in Europa Centrala si de Est. Capturile au fost realizate cu plase tip ,,mist-net” si capcane
tip harp, iar liliecii extrasi au fost pastrati individual in saculeti textili sterili pana la procesare.
Gazdele au fost identificate pe specii, varsta si sex, fiind inregistrate si date morfometrice (greutate
si lungimea antebratului). Fiecare liliac a fost examinat cu atentie pentru prezenta ectoparazitilor,
iar orice parazit observat a fost colectat cu penseta si pastrat intr-un vial individual n etanol 97%.
Unii purici au fost gasiti accidental in adaposturi; in acest caz, puricii individuali au fost colectati
din substratul local sau din guano. Puricii au fost identificati in laborator, folosind chei dicotomice.
Femelele foarte asemanatoare ale speciilor Ischnopsyllus simplex si I. mysticus au fost identificate
prin analize moleculare. ADN genomic de la purici a fost extras folosind kit-ul QIAamp DNA
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germania), conform protocolului producatorului. Toate probele de
ADN au fost pastrate la —20 °C pana la procesarea ulterioara. Identificarea moleculara a puricilor
a fost realizata prin amplificarea si secventierea unui fragment al genei mitocondriale citocrom ¢
oxidaza subunitatea 1 (cox1), folosind primerii universali pentru nevertebrate LCO/HCO, asa cum
s-a descris anterior. Reactia a fost realizatd intr-un volum total de 25 puL, continand 12,5 pLb
PCRBIO Taq DNA Polymerase (PCR Biosystems, Londra, UK), 6,5 uL. apa fara nuclease, 1 pL
din fiecare primer (10 pmol/uL) si 4 uL ADN extras. Amplificarile PCR au fost efectuate pe un
cicler termic T1000™ (Bio-Rad, Londra, UK) in conditiile: denaturare initiala la 95 °C pentru 1
minut; urmata de 40 cicluri de denaturare la 95 °C timp de 15 secunde, annealing la 45 °C timp de
15 secunde si extensie la 72 °C timp de 20 secunde; cu o extensie finald la 72 °C timp de 1 minut.
Secventele rezultate au fost comparate cu secventele de referintd din baza de date GenBank®
folosind instrumentul BLAST.

Datele legate de gazda au fost disponibile doar pentru puricii colectati in Bulgaria (n =707
gazde, 7 locatii distincte) si Romania (n = 7422 gazde, 100 locatii). Acestea au fost utilizate pentru
calcularea indicilor parazitologici si investigarea cauzalitatii interactiunilor gazda-parazit. Speciile

de lilieci au fost grupate conform afinitatii pentru un anumit tip de adapost in perioada non-
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inhibernarii in doua grupuri: (1) locuitori subterani (in principal pesteri si mine), (2) locuitori ai
fisurilor (in principal specii arboricole). De asemenea, liliecii au fost diferentiati in functie de
obiceiurile lor de adapostire: (1) solitari (indivizii petrec ziua singuri, fie in adapost subteran, fie
intr-o fisurd), (2) adapostire comunala (indivizii se addpostesc in grupuri stranse, independent de
dimensiunea grupului/adapostului). Ciclu anual de viata al liliecilor a fost impartit in trei sezoane
principale: (1) toti liliecii capturati inainte de mijlocul lunii 1ulie au fost alocati primaverii (inainte
de intarcarea si dispersia puilor), in timp ce (2) liliecii capturati dupa reproducere (in perioada
iulie-octombrie) au fost alocati grupului de toamna (dupa alaptare activa si intarcare). Nu au fost
organizate capturi tintite Intre noiembrie si sfarsitul lui martie, pentru a evita perturbarea in
perioada critica a hibernarii; totusi, mai multi lilieci au fost examinati ca urmare a interventiilor de
salvare datorate aparitiei accidentale timpurii, perturbarii umane etc. Aceste inregistrari sunt tratate
ca hibernare (3). Intensitatea medie, frecventa, prevalenta si intervalul de incredere 95% (CI) au
fost calculate folosind software-ul Quantitative Parasitology 3.0 si software-ul statistic R. Valorile
de prevalenta si intensitate au fost comparate folosind testul exact Fisher si testul Mann-Whitney
U, respectiv. Diferentele au fost considerate semnificative cand p < 0,05.

Rezultate

In total, au fost colectati 1026 de purici de pe lilieci sau din adiposturi de lilieci, in 77 de
locatii diferite din patru tari (Bulgaria, Ungaria, Romania si Slovacia; pentru distributia geografica
a locatiilor — vezi Fig. 1). Dintre acestia, 820 de purici apartindnd a 12 specii au fost gasiti pe 454
de lilieci individuali (apartindnd a 27 de specii gazdd), impreund cu 193 de purici colectati din
sapte addposturi (apartinand a patru specii de purici si cinci specii de gazde). In cazul a trei indivizi
de purici, gazda nu a fost identificata (vezi Tabelul 1 pentru detalii despre toate inregistrarile de
purici).

Majoritatea puricilor gasiti sunt specialisti ai liliecilor, apartindnd familiei Ischnopsyllidae,
insa au fost colectati cativa indivizi din doud specii non-specialiste: Ceratophyllus hirudinis si
Megabothris turbidus de pe doi indivizi Vespertilio murinus. Specia de purici de lilieci cea mai
raspandita a fost Rhinolophopsylla unipectinata, colectata de pe 132 de lilieci apartinind a zece
specii, capturati in 27 de locatii geografice distincte si trei tiri (Bulgaria, Ungaria si Romania; vezi
si Tabelul 2). Cea mai rara specie (trei indivizi) a fost Nycteridiopsylla dictena, colectatd de doua
ori de pe Nyctalus noctula si o datd de pe Plecotus austriacus (aceasta fiind, de asemenea, prima

inregistrare geografica in Ungaria), in toate cazurile pe lilieci treziti accidental din hibernare. Doud
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noi specii au fost inregistrate pentru Roméania (Ischnopsyllus simplex si I. mysticus), ambele fiind

gasite pe lilieci locuitori ai fisurilor.

Fig. 1 Harta a regiunii de studiu, care arata locatiile geografice unde au fost capturati lilieci pentru
studiul puricilor lor. Simbolurile umplute reprezinta locatiile unde puricii au fost colectati fie de pe gazda
(cercuri rosii umplute), fie din adaposturi (patrate albastre umplute). Cercurile goale indica capturi in care

nu au fost gasiti purici. Numerele indica diversitatea locala a puricilor (numarul de specii de purici

recuperate).

Table 1. Distributia purecilor in functie de locurile de colectare, sezon

Gazde colectate* Adapost
Numar pureci 820 (12) 194 (6)**
Numar locatii 73 6
Sezon Primavara-Vara 552 (10) 130 (1)
Toamna 188 (9) 18 (2)
Hibernare 77 (7) 44 (2)
Tip adapost Subteran 136 (8) 3(12)
Cladiri 621 (11) 191 (5)
Crapaturi 42 (9) -
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Ecologia gazddei ‘ Adapost comun 608 (11) ‘ 194 (6) |

Table 2. Speciile de pureci colectate de pe lilieci, cu numarul gazdelor si numarul locatiilor de
colectare.

Numarul Sex

de pureci ratio | Numarul
Specii pureci Numar colectati (m/f) | de gazde
Ischnopsyllus (Hexactenopsylla) 0.42
hexactenus 14 20 7
Ischnopsyllus elongatus 34 44 0.84 4
Ischnopsyllus intermedius 74 175 0.60 8
Ischnopsyllus mysticus 51 144 0.33 4
Ischnopsyllus obscurus 39 47 0.42 4
Ischnopsyllus octactenus 56 94 0.44 9
Ischnopsyllus simplex 7 10 0.10 2
Ischnopsyllus variabilis 22 42 0.35 5
Nycterydopsylla dictena 2 3 0.50 2
Nycterydopsylla eusarca 24 62 0.60 1
Rhinolophopsylla unipectinata 132 187 0.83 10

Am constatat diferente semnificative in prevalenta puricilor in general intre gazdele
liliecilor. Anumite specii de lilieci au fost parasitate regulat de purici, in timp ce alte specii au fost
gazde rare (Tabelul 3, Fig. 2). Prevalenta puricilor a fost semnificativ mai mare la speciile de lilieci
locuitori ai fisurilor, comparativ cu gazdele care locuiesc in pesteri (X* = 520,7536, p < 0,00001),
prezentand si intensitati mai mari ale infestarii cu purici (t (26) = 1,96069, p = 0,030574). Cand
comportamentul de adapostire (grup strdns vs. adapostire solitard) este luat in considerare,
configuratia adapostului a fost mai putin importantd, liliecii care se adapostesc in grupuri comunale
prezentand o prevalentd mai mare (6,37 % vs. 5,40 %) si o intensitate mai mare (2,0 vs. 1,5), desi
diferentele nu au fost semnificative. Per total, liliecit masculi au prezentat o prevalenta mai mare
a infestarii cu purici (6,8 %) decat femelele (5,8 %), diferenta nefiind semnificativa. Intensitatea
infestdrii a fost semnificativ mai mare la femele (2,01) decat la masculi (1,61, t (26) =2,41341, p
=0,008165), indiferent de socialitatea liliecilor sau de ecologia adapostului.

Aparitia puricilor a prezentat fluctuatii sezoniere, cu cea mai mare prevalenta Inregistrata
la lilieci primavara (8,6 %), urmata de liliecii aflati in hibernare (7,9 %). Prevalenta puricilor a fost
semnificativ mai micd toamna (2,8 %, X? = 122,5277, p < 0,00001). Am constatat diferente in

compozitia speciilor de paraziti, cu doua specii (N. dictena si N. eusarca) aparand doar pe gazde
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in perioada hibernarii, in timp ce cinci specii (/. hexactenus, I. intermedius, I. mysticus, 1. simplex

si . variabilis) au fost inregistrate doar in perioada activa a liliecilor.

Myotis brandbi Ischnopsytius mysticus
Myotrs
Nyctaius noctula Nycterydopsyha eusarca
s s Ischnopsyfius elongatus
Pipistrelus pipistredius
Myotis nlcsgaoe Ischnopsyllus ctactenus
Mgn natteren
Eptesicus nilssoni simplex
Plecotus
Eplesicus serotinus Nycterydopsyha dictena
Ischnopsyiius hexactenus
Vespertiio murinus Ischnopsyflus obscurus
Nyctaius leisier
Myotis biythi Ischnopsyfius intermedius
Pipistredlus nathusi
Pipistrellus kuhi
Myotis myotis
mﬂw 7 Ischnopsyflus vanabis
mehelyi
Myotts emarginatus
Rhinolophus ferrumequinum Rhinolophopsyla unipectinata
Rhinolophus euryale

Fig. Reprezentare bipartita a retelei parazitare a puricilor specifici liliecilor si a liliecilor gazda,
utilizdnd o retea cantitativa de interactiuni bazata pe relatiile individuale gazda-parazit. Legaturile dintre
noduri reprezintd suma aparitiilor individuale ale puricilor pentru o anumita pereche specie de liliac —
specie de purice (bare albastre deschise — specii de lilieci, bare rosii — specii de purici, triunghiuri gri —

legéturi gazda-parazit).

Puricii au prezentat rapoarte de sex puternic dezechilibrate, cu un raport global
mascul/femela de 1/1,8. Speciile individuale de purici au prezentat abateri usoare fatd de acest
raport, 1. elongatus si R. unipectinata avand cel mai mic dezechilibru, in timp ce 1. mysticus, I.
simplex si I. variabilis au prezentat cel mai mare dezechilibru sexual in aparitie. Raportul de sex
al puricilor colectati de pe gazda a diferit semnificativ fatd de cel al puricilor colectati din

adaposturi (1/1,9 vs. 1/1,2, X2 = 9,9698, p = 0,0015).
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Table 3. Speciile de lilieci capturati, prevalenta si intensitatea infestarii cu purici si numarul de

urici colectati.

Numarul Numarul

Numarul | Numarul | de de specii

de gazde | de gazed | pureci de Tip
Speciile gazda analizate | infectate | colectati | Prevalenta | Intensitatea | pureci Adapost* | adapost’
Barbastella
barbastellus 290 5 8 1.72 1.60 1|s cr
Eptesicus
nilssonii 3 1 1 33.33 1.00 1|s cr
Eptesicus
serotinus 51 7 12 13.73 1.71 4 s cr
Miniopterus
schreibersii 2657 3 4 0.11 1.333 3|c un
Myotis alcathoe 31 4 4 12.90 1.00 1]s cr
Myotis blythii 508 7 7 1.38 1.000 41s un
Mpyotis brandtii 119 44 137 36.97 3.11 3lc cr
Mpyotis
dasycneme 8 2 2 25.00 1.00 2 s cr
Mpyotis
daubentonii 447 3 3 0.67 1.000 2|c un
Mpyotis
emarginatus 525 15 17 2.86 1.133 l|c un
Mpyotis myotis 385 6 6 1.56 1.000 3]s un
Myotis
mystacinus 42 6 9 14.29 1.50 l|s cr
Myotis nattereri 187 6 6 3.21 1.00 4 s cr
Nyctalus leisleri 2 1 1 50.00 1.00 llc cr
Nyctalus noctula 234 55 101 23.50 1.84 4c cr
Pipistrellus kuhlii 4 1 1 25.00 1.00 llc cr
Pipistrellus
nathusii 48 20 39 41.67 1.95 2|s cr
Pipistrellus
pipistrellus 168 39 72 23.21 1.85 4c cr
Pipistrellus
pygmaeus 16 7 11 43.75 1.57 2|c cr
Plecotus auritus 74 6 13 8.11 2.17 l|s cr
Plecotus
austriacus 86 2 2 2.33 1.00 2|s cr
Rhinolophus
blasii 36 3 3 8.33 1.000 1]s un
Rhinolophus
euryale 303 9 10 2.97 1.111 l]s un
Rhinolophus
ferrumequinum 727 87 137 11.97 1.575 l]s un
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Rhinolophus

hipposideros 329 6 9 1.82 1.500 1|s un
Rhinolophus

mehelyi 186 1 1 0.54 1.000 1|s un
Vespertilio

Murinus 198 105 208 53.03 1.98 4c cr
Other species™** 465 0 0

TOTAL 8129 444 824 5.46 1.856

* Comportament de adapostire: ¢ — adapostire comunald, s — adapostire solitara. **Tip de adédpost: cr — locuitor al fisurilor, un —
adapost subteran. ***Alte specii: specii de lilieci fard nicio inregistrare de infestare cu purici (Hypsugo savii n=16, Myotis
aurascens n=17, Myotis bechsteinii n=161, Myotis capaccinii n=270, Nyctalus lasiopterus n=1).

Discutii

Studiul nostru a evidentiat un ansamblu divers de specii de purici la liliecii din Europa
Centrala si de Est. In total, au fost inregistrate 14 specii de purici pe gazde, realizindu-se o paleta
variatd de conexiuni gazda-parazit. Majoritatea Inregistrarilor se refera la puricii apartinand
familiei Ischnopsyllidae, o familie care contine exclusiv specii specializate pe lilieci. Numarul
mare de gazde examinate a oferit oportunitatea de a intalni toate, cu exceptia a trei specii de purici
vreodata inregistrate la liliecii din Europa Centrala si de Est.

Dintre speciile lipsa, doua (Nycteridopsylla ancyluris johanae si Nycteridopsylla trigona
balcanica) sunt extrem de rare, cunoscute doar din holotipurile colectate in Bulgaria, in timp ce
Nycteridopsylla pentactena a fost inregistrata n regiune doar in Ungaria. Desi majoritatea puricilor
colectati in studiul nostru sunt paraziti obisnuiti ai liliecilor din regiunea Palearctica, am reusit sa
inregistrdm trei recorduri nationale printre puricii specialisti pe lilieci. Astfel, prezentam prima
inregistrare a N. dictena colectatd in Ungaria (o femeld de pe Plecotus austriacus), iar pentru
Romania, inregistrarile pentru Ischnopsyllus simplex si I. mysticus reprezintd observatii noi. Aceste
ultime specii au fost Tnregistrate de mai multe ori, cu doua conexiuni gazda-parazit realizate in
cazul lui 1. simplex si patru in cazul lui 1. mysticus (Tabelul 2). Ischnopsyllus mysticus este un
purice obisnuit al Myotis brandtii, cu noud inregistrari geografice distincte. Pe langa gazda sa
principala, a fost inregistrat si pe M. mystacinus si Pipistrellus pipistrellus, dar numai atunci cand
indivizi ai acestor doud specii de lilieci erau inregistrati impreuna cu M. brandtii in acelasi adapost.
Ambele specii de purici par sa fie paraziti regulati ai liliecilor forestieri care locuiesc in fisuri, pe
intreaga regiune.

Speciile de purici au prezentat variatii mari in alegerea gazdei. Rhinolophopsylla

unipectinata a fost inregistrata pe cele mai multe specii gazda (zece) si a fost cel mai comun purice
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inregistrat. Aceasta a fost gasita in principal la lilieci care locuiesc in adaposturi subterane, fiind
inregistrata pe toate speciile gazda, cu exceptia uneia, obisnuite in pesteri in perioada activa. O
alta specie polixenad a fost /. octactenus (noua specii gazda), parazit exclusiv al liliecilor forestieri
specializati in fisuri, cu o singurd inregistrare neobisnuita la un liliac de pesterd (Miniopterus
schreibersii mascul). Aceastd Inregistrare a fost observatd toamna si poate reprezenta un individ
ratacit de purice, aterizand accidental pe o noud gazda, in timp ce multi indivizi ai speciei sale
gazda obisnuite (Iin principal Pipistrellus spp. si Plecotus spp.) erau frecvent prezenti la locul
capturii. Specia de purice cea mai specificd gazdei in regiunea studiatd este N. eusarca, toti
indivizii fiind colectati de pe o singurd specie gazda (Nyctalus noctula).

Studiul nostru a inregistrat doud specii de purici care nu sunt specialisti pe lilieci:
Megabothris turbidus, raspandit si specific rozatoarelor, si Ceratophyllus hirudinis, un purice de
pasari, intalnit frecvent la randunele, privighetoare si vrabii care utilizeaza cuiburi de randunele.
Ambele specii de purici au fost gasite pe aceeasi specie de gazda, liliacul cu pete (Vespertilio
murinus). Aparitia speciilor de purici care nu apartin familiei Ischnopsyllidae este un fenomen rar
in randul liliecilor palearctici, iar, pana unde stim, ambele observatii reprezinta primele Inregistrari
vreodata. Interesant, ambele inregistrari au fost facute la lilieci care foloseau cladiri. Megabothris
turbidus a fost colectat de pe un liliac care a iesit dintr-un adapost de numai masculi, Intr-o cladire
abandonatd. Aici liliecii foloseau fisuri din spatele cadrelor ferestrelor, locuri unde mai multi
indivizi de Glis glis (dihorul de gradina) se adaposteau. Aceasta specie (printre alte rozatoare care
locuiesc in cuiburi) este 0 gazda comuna pentru M. turbidus. Descoperirea unei femele C. hirudinis
poate fi efectul unui obicei al liliecilor de a Tmparti locurile de adapost cu pasarile. Desi C.
hirudinis este prin excelentd un purice al randunelelor si privighetorilor (genurile Hirundo,
Delichon si Riparia), utilizarea cuiburilor abandonate de randunele ca addpost ocazional a fost
deja demonstratd pentru multi lilieci.

Puricii sunt paraziti rari ai liliecilor, cu o prevalenta generala putin peste 5% (Tabelul 3).
Aceastd prevalentd este foarte scazutd in rdndul ectoparazitilor liliecilor, care in general prezinta
prevalente intre 20-98%. Prevalenta scazutd poate fi rezultatul raritatii generale a puricilor din
familia Ischnopsyllidae, dar poate fi cauzata si de ecologia liliecilor. Rezultatele noastre sugereaza
acest din urma aspect, deoarece am constatat diferente semnificative in infestarea cu purici a

liliecilor care se adapostesc 1n spatii largi deschise (addposturi subterane) fata de cei care folosesc
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fisuri mici. Spatiile stramte pot favoriza localizarea gazdei pentru ectoparazitii foarte mobili si pot
contribui, de asemenea, la supravietuirea parazitului in absenta unei gazde.

Nu doar configuratia adapostului, ci si organizarea sociala din interiorul acestuia este
importantd. Liliecii care se adapostesc in grupuri stranse prezintd infestdri mai mari decat cei
solitari, indiferent de substratul addpostului. Acest fenomen nu este unic in relatia dintre mamifere
si ectoparazitii lor; majoritatea mamiferelor sociale prezinta niveluri mai ridicate de infestare cu
ectoparaziti decat rudele lor solitare, cel mai probabil datoritd transferului mai usor de paraziti
intre membrii grupului.

Sexul gazdei poate fi, de asemenea, un factor determinant in alegerea gazdei de catre puricii
liliecilor. Spre deosebire de alti ectoparaziti ai liliecilor, cum ar fi cdpusele sau mustele
nycteribiide, puricii au fost mai frecvent intalniti pe gazde masculi decat pe femele, desi diferentele
nu au fost semnificative. In acelasi timp, femelele gazda infestate au prezentat o povara de purici
semnificativ mai mare decat masculii infestati (1,5:1). Femelele prezinta o intensitate mai mare a
infestdrii pentru majoritatea grupurilor de paraziti la lilieci, ceea ce poate fi rezultatul selectiei
tintite pentru dimensiunea gazdei. Dimensiunea corpului gazdei a fost demonstratd ca fiind
determinantul principal al alegerii gazdei pentru mai multe grupuri de ectoparaziti la mamifere.
Deoarece femelele sunt sexul mai mare la liliecii insectivori, majoritatea ectoparazitilor prezinta o
abundenta mai mare pe femele.

Ciclul anual al liliecilor boreali are un impact major asupra infestarii lor cu purici.
Majoritatea puricilor au fost observati primavara, perioadd care se suprapune cu cerintele
energetice maxime si cea mai slaba imunitate generald (iesirea din hibernare si maternitatea
timpurie). In contrast, mobilitatea ridicata si schimbirile frecvente de adipost caracteristice
perioadei de swarming din toamnd au actionat impotriva infestarii cu purici, reducand atit
prevalenta, cat si intensitatea puricilor pe gazde. Anumite specii de purici au prezentat o
temporalitate diferitd a prezentei pe gazda, cele doud specii Nycteridopsylla fiind gasite doar la
liliecii in hibernare. Observatii similare au fost deja publicate in Germania si Republica Ceha.
Majoritatea populatiilor de ectoparaziti de pe gazda sunt caracterizate prin rapoarte de sex
dezechilibrate. Puricii liliecilor nu fac exceptie; acest grup fiind caracterizat prin predominanta
femelelor (1:1,3 mascul/femeld) in regiunea noastra de studiu. In timp ce anumite specii polixenice
(1. elongatus si R. unipectinata) au prezentat rapoarte de sex mai echilibrate, majoritatea speciilor

de purici au avut rapoarte de sex foarte dezechilibrate.
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Existd mai multe ipoteze pentru explicarea rapoartelor de sex dezechilibrate la insectele
ectoparazite, cum ar fi efectele de esantionare (sexul mai mare si mai vizibil este inregistrat mai
frecvent), curatarea selectiva de catre gazda (indepartarea mai frecventa a unui sex), supravietuirea
sau capacitatea de dispersie diferentiata a sexelor sau dezechilibrul pre-partum (mai multi indivizi
se nasc dintr-unul dintre sexe). Efortul diferentiat de esantionare poate favoriza inregistrarea
puricilor femele la lilieci; totusi, metoda noastra de esantionare (colectarea tuturor indivizilor)
exclude aceasta partinire. Curatarea selectiva de catre gazda ar trebui sa elimine disproportionat
femelele mai mari in cazul liliecilor, actionand astfel impotriva unui numér mai mare de femele.
Informatiile despre capacitatea de dispersie sau supravietuire a puricilor liliecilor sunt reduse;
singurul studiu existent nu a gasit nicio diferentd in supravietuirea intre sexe la Ischnopsyllus
(Hexactenopsylla) hexactenus.

Pe baza rezultatelor puricilor colectati in interiorul addposturilor (pe care banuim ca sunt
indivizi recent iesiti din pupe si pot fi reprezentativi pentru raportul de sex pre-partum), raportul
natural de sex la Ischnopsyllidae este aproape egal. Deoarece femelele de purici se hranesc mai
mult si consumd cantititi mai mari de sdnge 1n majoritatea grupurilor de purici studiate, ne
asteptam ca femelele de purici ai liliecilor sa petreacd, de asemenea, mai mult timp pe gazde pentru
a-si creste aportul alimentar. Sugestia noastra este ca acesta ar putea fi motivul probabil al ratei lor

mai mari de Intalnire pe gazde.
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Facilitatile miniere abandonate ofera zone cheie de adapost pentru liliecii
dependenti de conservare in regiunea stepei a UE: implicatii pentru
conservare ale unui decalaj spatial in desemnarea ariilor protejate (in
pregatire)

Introducere

Pierderea accelerata a biodiversitdtii a devenit una dintre cele mai semnificative probleme
de mediu cu care se confrunta societdtile moderne. Schimbarile determinate de activitatea umana
— precum distrugerea si modificarea habitatelor, exploatarea nesustenabild a resurselor naturale,
poluarea si raspandirea speciilor non-native — au remodelat profund ecosistemele si au redus
complexitatea lor biologica. Ca raspuns la aceste presiuni, crearea unor retele extinse de arii
protejate a fost promovata ca o strategie cheie pentru a incetini sau preveni declinul biodiversitatii.
In Uniunea Europeani, acest demers este reprezentat de reteaua Natura 2000, instituiti pentru a
asigura supravietuirea pe termen lung a anumitor specii si habitate in diferite regiuni biogeografice.
O regiune este consideratd protejatd corespunzator atunci cand fiecare tip de habitat si fiecare
specie listata in Directiva Habitate este suficient reprezentata in bioregionul corespunzator.

Liliecii reprezintd aproximativ o treime din toate speciile de mamifere din Europa si
constituie grupul de mamifere cel mai amenintat de pe continent. Patruzeci si patru specii (din 53
care apar regulat in Europa) sunt de interes pentru conservare, necesitind desemnarea de Arii
Speciale de Conservare (SAC/SCI) in cadrul retelei Natura 2000 pentru a le asigura perspectivele
pe termen lung. In ciuda dimensiunii geografice relativ mici — acoperind doar 0,9% din UE si
situatd integral in Roméania — Bioregionul Stepei adaposteste un numar exceptional de habitate si
specii endemice. Acesta include 59 de specii de mamifere si sapte specii de lilieci de interes pentru
conservare. Pentru protejarea acestor taxoni, mai multe situri Natura 2000 au fost desemnate pana
in 2011 si ulterior recunoscute oficial ca arii protejate in conformitate cu Directiva Habitate. Aceste
situri acoperd acum aproximativ 25% din Bioregionul Stepei si reprezinta principalul instrument
de conservare implementat in zona.

Desi liliecii sunt capabili de deplasdri pe distante lungi, supravietuirea lor depinde de
disponibilitatea unor addposturi adecvate, in special cuiburi materne vara si situri sigure de
hibernare iarna. Aceste adaposturi pot consta in fisuri Inguste din copaci sau formatiuni stancoase

sau in sisteme subterane mari, precum pesteri si mine. Este important de remarcat ca toti liliecii
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care locuiesc in pesteri si majoritatea speciilor care folosesc fisuri depind puternic de addposturi
subterane 1n timpul hiberndrii. Scopul acestui studiu a fost evaluarea daca reteaua Natura 2000
raspunde suficient cerintelor ecologice ale speciilor de lilieci care populeaza Bioregionul Stepei.
Pentru aceasta, am analizat utilizarea addposturilor subterane aflate in interiorul si in afara ariilor
protejate si am evaluat gradul de dependentd al populatiilor de lilieci de aceste situri desemnate.
Abordarea noastra a implicat inspectarea tuturor adaposturilor subterane majore cunoscute din
regiune, documentarea starii de conservare, a compozitiei speciilor si a dimensiunii coloniei, si

evaluarea rolului lor general in mentinerea populatiilor regionale de lilieci.

Materiale si Metode

Zona de studiu
Cercetarea a fost realizatd in Bioregionul Stepei al Uniunii Europene, situat in sud-estul

Romaniei. Aceasta regiune include cdmpiile Dunarii si peisajele colinare din Dobrogea Centrala
si de Vest (Fig. 1), acoperind aproximativ 15.570 km?. Istoric, zona a sustinut ecosisteme extinse
de paduri-stepa eurasiatice si paduri xerice. Astdzi, insa, agricultura intensivd domina peisajul, cu
teren arabil intercalat cu pajisti semi-naturale, paduri fragmentate si zone umede asociate Dunarii
si Deltei sale. Clima este temperatd continentald, cu caracteristici de secetd, influentatad de
proximitatea Marii Negre.

Intre 2015 si 2025, toate adiposturile subterane de lilieci documentate anterior — inclusiv
pesteri naturale, mine abandonate, puturi miniere si cladiri operationale din apropiere — au fost
inspectate. Evaludrile s-au concentrat pe prezenta liliecilor in interiorul addposturilor si pe
capturarea sezonierd a indivizilor in apropierea intrarilor. Au fost incluse doar observatiile clar
legate de utilizarea adaposturilor subterane.

Inspectii vizuale

Toate adaposturile accesibile au fost inspectate cel putin o data pe sezon pentru a determina
ocuparea in perioadele critice, cum ar fi reproducerea si hibernarea. Identificarea speciilor s-a bazat
pe observatii directe si documentare fotografica a indivizilor sau grupurilor. Dimensiunea
populatiilor a fost estimatd prin numaratori directe sau pe baza fotografiilor, dupad caz. Atentie
speciald a fost acordata cladirilor abandonate asociate complexelor miniere, care servesc frecvent
ca adaposturi diurne, cuiburi materne sau hibernacula.

Puturile miniere nu au putut fi inspectate integral din cauza riscurilor structurale sau a

galeriilor inaccesibile. Pentru aceste situri, semnificatia lor pentru speciile care hiberneaza a fost
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inferata prin observatii In perioada de swarming de toamnd — un indicator de incredere, deoarece
liliecii folosesc frecvent aceleasi situri atat pentru swarming, cat si pentru hibernare. Aceasta
metoda a permis evaluarea importantei potentiale a sectiunilor subterane mai adanci, inaccesibile.
Capturi de lilieci

Capturile sezoniere au fost realizate folosind capcane cu harpa si, dupa caz, plase de tip
mist-net, instalate in apropierea intrarilor. Pentru a minimiza perturbarea, fiecare sit a fost
esantionat o singurd data pe sezon. Capcanele au fost instalate inainte de apus si operate in perioada
de activitate maxima a liliecilor (20:00-02:00), asigurand cel putin patru ore de esantionare dupa
intunericul complet. Indivizii capturati au fost plasati in saci de panza pana la procesare.
Identificarea speciilor s-a realizat pe baza criteriilor morfologice, iar fiecare liliac a fost sexat si
clasificat ca adult/subadult. Pentru adulti, s-a inregistrat starea reproductiva, inclusiv lactatia,
sarcina sau activitatea reproductiva a masculilor. Probe de tesut si ectoparaziti au fost colectate de
la indivizi selectati pentru studii parazitologice in curs.

Capturile s-au desfasurat in principal primdvara (martie-mai) si toamna (august—
octombrie). Adaposturile cu colonii materne active si toate siturile din perioada hibernarii
(noiembrie—martie) au fost evitate pentru a preveni perturbarea. Pentru evaluarea tendintelor pe

termen lung, datele noastre au fost comparate cu studii istorice efectuate intre 1955 si 2014.

Rezultate
Capturi de lilieci
Intre mai 2015 si octombrie 2025, am efectuat 60 de sesiuni de captura in noua puturi

miniere si trei cladiri miniere abandonate, completate de zece capturi in cele trei pesteri naturale
cele mai mari din regiune. Intr-o cladire si in mai multe puturi miniere mici, complet accesibile,
capturile nu au fost necesare, efectuandu-se doar inspectii vizuale.

In total, 2836 de lilieci apartinand a 24 de specii au fost capturati. Liliacul cu aripi lungi
eurasiatic (Miniopterus schreibersii) a dominat capturile ori de cate ori era prezent (cinci din 15
situri), reprezentand 1265 indivizi (44,6%). Cele mai raspandite specii au fost Myotis daubentonii
(11 situri, n=370), Rhinolophus ferrumequinum (11 situri, n=326) si Rhinolophus mehelyi (8 situri,
n=136). Toate speciile, cu exceptia lui Myotis mystacinus si Nyctalus lasiopterus (fiecare cu o
singurd inregistrare), au fost detectate la multiple situri si in cel putin doud sezoane; aceste doua

specii au fost considerate vizitatori accidentali si excluse din analize.
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Richetea speciilor a variat semnificativ intre situri, cu o medie de 7,7 specii pe sit (interval
2—-16). Mai multe situri au avut asamblaje exceptional de diverse, peste zece specii fiind capturate
in doua puturi si o cladire, un put gazduind pana la 14 specii.

Desi majoritatea indivizilor au fost capturati toamna (n=1668; 58,8%), richetea speciilor
nu a diferit intre sezoane (21 specii fiecare). Atat speciile care trdiesc in pesteri, cat si cele forestiere
au folosit regulat minele abandonate pe tot parcursul anului, cu exceptia lui Myotis nattereri,
absent din mine primavara, desi forma o colonie materna Intr-o cladire.

Rapoartele de sex au diferit semnificativ intre sezoane: aproape egal in primavara (0,47),
dar puternic masculin-biased toamna (0,67). Un model sezonier similar a fost observat la liliacul
cu degete lungi (M. capaccinii), o specie cunoscutd pentru structura sociald mixtad, sugerand
intensificarea comportamentului masculilor de cautare a partenerilor in toamna.

Inspectii vizuale

Inspectiile vizuale au fost efectuate la toate cele 16 adaposturi, dar acoperirea spatiala
completa a fost posibila doar pentru noud situri (cinci puturi, trei cladiri si o pesterd). Restul
in aproximativ 20% din lungimea totald verificata.

Un total de 19 specii au fost confirmate vizual (toate fiind, de asemenea, capturate), aratand
diferente sezoniere marcante in abundentd si compozitia asamblajului. Colonii materne au fost
identificate in patru puturi, toate cele trei cladiri si doua pesteri naturale. Fiecare sit matern a
gazduit mai multe specii reproducatoare, cu o medie de 3,3 specii (interval 2—5) si 14 specii
reproducdtoare in total. Structurile miniere din zona Canaraua Fetii au avut cele mai diverse
asamblaje (12 specii in doud puturi si doua cladiri, Figura 2) si au sustinut cele mai mari populatii
materne.

Liliecii aflati In hibernare au fost detectati in 11 din cele 16 situri, desi accesul limitat a
facut ca numiritoarea si reflecte, in general, doar indivizii din apropierea intrarilor. In total, 14
specii au fost observate in hibernare, cu Incd cinci specii presupuse cd folosesc sectiuni mai adanci,
inaccesibile ale puturilor.

Discutii

Investigatia noastra asupra infrastructurilor miniere abandonate a relevat descoperiri

neasteptate privind comportamentul reproductiv al liliecilor. in special, am documentat trei colonii

materne de Myotis daubentonii, specie asociatd de obicei cu habitate forestiere, impreund cu
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dovezi ale reproducerii subterane la Myotis emarginatus. Cladirile miniere au gazduit, de
asemenea, colonii rare si anterior neinregistrate. Raportdm prima colonie materna confirmata de
Hypsugo savii in Romania, localizatd in cladirea administrativa a carierei de calcar Cerna, si o
micd colonie materni de Myotis nattereri in fisuri din pereti de beton in Canaraua Fetii. In plus,
singurele colonii materne inregistrate ale speciilor Nyctalus noctula si Vespertilio murinus din
regiune par sa reprezinte unele dintre cele mai sudice nregistrari de reproducere din Europa.

Rapoartele de sex puternic masculin-biased observate in capturile de toamna indica faptul
ca multe dintre mine functioneaza nu doar ca adaposturi diurne, ci $i ca situri importante de
swarming. Astfel de situri au o valoare de conservare exceptionald, servind atit ca arene de
imperechere, cit si ca hub-uri pentru schimbul de informatii sociale. In plus, van Schaik et al. au
demonstrat ca majoritatea liliecilor care utilizeaza un sit subteran pentru swarming folosesc acelasi
sit si pentru hibernare. Acest aspect este deosebit de relevant aici, avand in vedere ca aproximativ
92% din puturi au fost inaccesibile dincolo de intrare. Prin urmare, numaratoarea noastra de
hibernare este probabil subestimata, iar speciile inregistrate la swarming, dar neobservate in
hibernare, ar putea de fapt ierna mai adanc in puturi.

Minele abandonate s-au dovedit a gazdui asamblaje de lilieci mult mai diverse decat
pesterile naturale protejate legal din regiune. Aceasta tendinta a fost consistentd in cazul indivizilor
capturati, al coloniilor materne si al populatiilor aflate in hibernare. Doar o treime din cele 24 de
specii documentate in regiunea stepei au fost observate in pesteri naturale, in timp ce toate cele 24
de specii au fost nregistrate folosind facilitdti miniere abandonate. Aceste descoperiri subliniaza
importanta critica a structurilor subterane antropice pentru mentinerea diversitatii liliecilor In acest
peisaj si evidentiaza necesitatea unor masuri de conservare tintite pentru a asigura protectia si

accesibilitatea lor pe termen lung.
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Abandoned mining facilities provide key roosting areas for conservation dependent bats in
the Stepic Region of EU: conservation implications of a spatial mismatch in protected area

designation

Attila D. Sandor!-2:3", Levente Barti*, Alexandra Corduneanu-9, Cristina Daniela Pop®’, Sandor

Hornok!-2, Aron Péter2
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Limitari si Provocari

* Accesul la unele situri de esantionare a fost restrictionat de conditiile meteo si reglementarile
de conservare

* Unele grupuri de ectoparaziti (de ex., purici, acarieni) necesita verificare taxonomica
suplimentara

« Sunt necesare secventieri suplimentare pentru a confirma speciile de ectoparaziti si identitatea

patogenilor

Planuri Viitoare

» Finalizarea testelor ADN pentru ectoparazitii colectati pand 1In prezent
« Inceperea comparatiilor sezoniere, daci este posibil, cu noi excursii de teren in 2026
Depunerea  secventelor  preliminare  pentru  BLAST  si  analize  filogenetice
* Integrarea cadrului ,,One Health” pentru interpretarea interactiunilor vector-patogen-gazda

* Publicarea articolelor ISI in acces deschis

Conducator proiect,

Dr. Corduneanu Alexandra, Ph.D.

Membru proiect,

Dr. Cristina Daniela Pop, Ph.D.

31



Tabel 1. Secvente de oligonucleotide si parametrii ciclurilor PCR pentru identificarea agentilor patogeni
Tip PCR Patogenul testat Gena testata Amorse Denaturare Cicluri Ciclu Ciclu Extinderc
(marime (5’-3) initiala denaturare antrenare | extindere finala
amplicon)
cPCR Anaplasmataceae 16S rRNA EHR16SD (GGTACCYACAGAAGAAGTCC) 95°C, 94°C, 45°C, 72°C, 72°C,
(345 bp) EHR16SR (TAGCACTCATCGTTTACAGC) 5m 30s 30s 30s S5m
(Parola et al.,
2000)
nPCR Babesia spp. 18S rRNA BTH-1F (CCTGAGAAACGGCTACCACATCT) 95°C, 95°C, 60°C, 72°C, 72°C,
(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,
(561 bp) GR2 (CCAAAGACTTTGATTTCTCTC) 3m 30s 30s 40's 7m
ITS 3255 (CTTCAGATGATGATCCCAAGCCTTCTGGCG) 95°C, 95°C, 66°C, 72°C, 72°C,
(600 bp) 1100as (GAACCGACGACCCCCTGCTTGCAAAGA) 3m 30s 30s 30s S5m
cPCR Bartonella spp. .
(Dinz et al.,
2007)
PCR Borrelia spp ITS 5SB (CGACCTTCTTCGCCTTAAAGC) 94°C, 94°C, 30 s/ 70°C,30s/ 72°C, 72°C,
) (350 bp) 23SB (AGCTCTTATTCGCTGATGGTA) 15m 94°C, 20 s 60°C,30s 30s S5m
18S rRNA HAMIF (GCCAGTAGTCATATGCTTGTC) 95°C, 95°C, 55°C, 72°C, 72°C,
(1700 bp) HPF-2R (GACTTCTCCTTCGTCTAAG) Im 15s 15s 30s 5m
nPCR Hepatozoon spp. 18S rRNA EF M (AAAACTGCAAATGGCTCATT) 95°C, 95°C, 55°C, 72°C, 72°C,
(1600 bp) Hep1615R (AAAGGGCAGGGACGTAATC) Im 15s 15s 30s S5m
(Hrazdilova et
al., 2021)
gltA RpCS.877p (GGGGGCCTGCTCACGGCGG) 95°C, 95°C, 58°C, 72°C, 72°C,
PCR Rickettsiaceae (381 bp) RpCS.1258n (ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA) 2m 30s 30s 30s 2m
(Regnery et
al., 1991)
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