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Scopul lucrarii: este acela de a aduce contributii la cunoasterea stiintifica asupra
principalelor agenti patogeni/ boli, cu potential zoonotic, prezenti la liliecii din Romania si riscul
unui fenomen de tip spill-over pentru om, sau alte specii animale. De asemenea, am evaluat rolul
Chiropterelor ca rezervor pentru anumiti agenti infectiosi si conditiile in care acestea sunt
capabile sa mentind si sa multiplice respectivele entitati fara a prezenta semne de boala.
Obiectivele primare au constat in identificarea unor microorganisme cu potential zoonotic si
evaluarea raspandirii acestor agenti patogeni pe teritoriul Romaniei. Prezenta lucrare Tsi propune
un screening epidemiologic al Chiropterelor in vederea identificarii principalelor elemente de
epidemiologie si implicatia lor in sanatatea publica. Colectivul de cercetare a fost reprezentat
de Scoala doctorala de Medicina Veterinara- Clinica de Boli Infectioase si Medicina Preventiva
a USAMVB; Institutul de Speologie Emil Racovita al Academiei Roméane (ISER), iar formele
de colaborare stiintifici au constat in consultarea specialistilor din cadrul ISER, deschideri
interdisciplinare spre domenii de cercetare inrudite cu participarea n echipe de cercetare. De
asemenea cercetarea realizata a avut un puternic caracter interdisciplinar prin intrepatrunderea cu
entomologia, ecologia si medicina umana, prin prisma faptului ca agentii infectiosi studiati au
potential zoonotic, iar o parte dintre acestia CUNOSC transmitere vectoriala. Din punct de vedere
stiintific, proiectul propus are un grad inalt de noutate si complexitate si se bazeaza pe cunostinte
si date interdisciplinare (patologie, virusologie, bacteriologie, imunologie, parazitologie,
speologie, biologie moleculara, ecologie, biologie, epidemiologie, etc). In functie de agentul
etiologic, se pot identifica mai multe categorii de boli infectioase: viroze, bacterioze, micoze,
rikettsioze. Pana in prezent au fost raportate 66 de virusuri care au fost izolate sau detectate din
materiale biologice provenite de la 74 specii diferite de Chiroptere. Unele virusuri au fost
identificate la mai multe specii diferite de Chiroptere, pe cand altele au fost raportate exclusiv la
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Teza intitulata Studiu privind prezenta in coloniile de Chiroptere rezidente pe
teritoriul Romaniei a unor microorganisme cu potential zoonotic este alcatuitd din doua
parti: Partea I: corespunde studiului bibliografic, n aceasta parte a tezei s-a facut un up-date al
celor mai recente cunostinte referitoare la subiect, prin colectarea, reactualizarea si sinteza
informatiilor din literatura de specialitate in vederea aprofundarii temei abordate. Activitatea de
documentare a avut ca obiectiv stabilirea tipurilor de agenti infectiosi identificati la liliecii din
zonele temperate. Pentru aceasta, s-a facut o scurtd prezentare a Datelor privind Tncadrarea
sistematica a Chiropterelor In care s-a pus accentul pe cele 3 familii de lilieci existente pe
teritoriul Romaniei. Apoi s-au subliniat particularitatile biologice, ecologice si etologice ale
Chiropterelor rezidente pe teritoriul Romdniei si relevanta lor in epidemiologie. Practic, in acest
capitol s-a descris nisa ecologica si etologia diferitelor specii de lilieci, accentul s-a pus pe
elemente cheie in epidemiologie: adaptarea la zbor si implicatiile fiziologice, migrarea prezenta
la anumite specii, formarea coloniilor si tipul de colonii, hibernarea si modificarile parametrilor
morfo-functionali. Toate elementele mentionate pot avea un rol determinant in evolutia unei boli
infectioase. De asemenea, au fost cercetate Date privind faunistica si distributia Chiropterelor in
Romania unde s-au prezentat informatii legate de statutul legal al acestor specii de animale. S-au
evaluat nisa ecologica, habitatele folosite, plasticitatea anumitor specii privind adaptarea la
zonele urbane si importanta ecologicd a liliecilor datd de capacitatea acestora de a tine sub
control populatiile de insecte. Au fost selectate din literatura Zoonozele si boli infectioase
emergente asociate cu speciile de Chiroptere, facand trimitere exclusiv la acele entitati morbide
care au fost semnalate la specii de lilieci din zone temperate, lilieci care apartin acelorasi genuri
care sunt prezente si in Romania. Aceasta triere a fost necesara intrucdt in lume exista peste
1100 specii de lilieci, fiecare cu patologia specificd asociatd, in Romania exista doar 32 specii,
iar 0 mare parte din speciile virale cu potential zoonotic identificate in reprezentanti ai ordinului
Chiroptera au provenit de la megachiropterele din zonele tropicale. Tot in acest capitol s-a
subliniat faptul ca aceste animale rareori exprima semne clinice in cazul unor boli infectioase.
Rolul Chiropterelor ca rezervor al unor entitati cu potential zoonotic in Europa aprofundeaza
cazurile raportate in regiune. Intrucat o parte din liliecii prezenti pe teritoriul tarii pot migra pe
distante de pana la 2000km, iar formarea coloniilor face parte din strategia de supravietuire, s-au
consultat raportarile la nivel European privind prezenta Lyssavirusurilor,a Hendra si
Nipavirusurilor, a altor Paramyxovirusuri si a unor arboviroze. S-a investigat situatia de la nivel
national prin Cercetari privind monitorizarea populatiilor de Chiroptere din Romdnia, capitol in
care s-a prezentat cadrul legislativ prin care sunt protejate aceste specii de mamifere si s-au
identificat directiile de cercetare la nivel national ce au avut ca subiect Chiropterele. Majoritatea
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investigat hemoparazitii si prezenta Borrelia sl. De asemenea, au fost Prezentate speciile luate Tn
studiu, organizat, pe familii si genuri, unde s-au prezentat sumar detaliile esentiale pentru fiecare
din cele 19 specii investigate pe durata studiului. Astfel, s-a mentionat distributia geograficd a
fiecarei specii si statusul acesteia. S-a pus accent pe tipul de adapost preferat si pe ecologie,
mentionandu-Se strategia de vanatoare si nisa ecologica. Un alt detaliu important precizat pentru
fiecare specie a fost reprezentat de colonii, Tntrucat s-au constatat mai multe variante in structura
sociald: de la indivizi solitari la colonii de mii de exemplare, colonii mixte cu alte specii sau
colonii de maternitate etc. S-au identificat distantele parcurse in cautarea hranei si respectiv in
migrare, acolo unde era cazul, dar si longevitatea medie si maxima a liliecilor si potentialii
pradatori ai acestora (atat cei din mediul silvatic cat si cel din mediul urban). Pentru fiecare
specie s-au selectat din literatura toate bolile care au fost semnalate. Pe baza acestor detalii s-a
ficut o estimare a importantei epidemiologice la fiecare din cele 19 specii. Tn analiza strategiei
de preventie si control a zoonozelor de origine infectioasa in Romdnia s-a discutat despre
Lyssavirusuri, unde s-au mentionat speciile de mamifere terestre dar, accentul a fost pus pe
Chiroptere, la sfarsit fiind prezentat si cadrul legal privind actionarea in cazul
suspiciunii/confirmarii unui caz de rabie. De asemenea s-au prezentat Flavivirusurile, accentul
punéndu-se pe virusul West Nile si pe virusul Encefalitei de Capusa, unde s-a facut trimitere la
lilieci si cu mentionarea cadrului legal de actiune. Sub aceeasi maniera etapizata au fost
structurate prezentarea Leptospirelor si a Paramyxovirusozelor.

Partea a I1* reprezintd cercetirile personale, iar fiecare capitol prezintd rezultatele
obtinute in urma efectuarii studiilor retrospective si prospective, fiind dedicat unei anumite
entitati morbide. Prin realizarea studiilor epidemiologie s-a urmarit identificarea factorilor de
risc asociati entitatilor morbide studiate intr-un context de tip One Health, inscriindu-se in sfera
preocupadrilor existente pe plan mondial. Structura capitolelor este similara, fiind alcatuite din 3
parti In care se prezintd contextul cadru si situatia epidemiologica specifica fiecarei entitati,
urmatd de prezentarea materialelor si metodelor folosite in identificarea patologiei infectioase,
rezultate si discutii pe baza analizei probelor si concluziile. Metodologiile de diagnostic/ detectie
utilizate au avut un grad de specificitate si sensibilitate ridicat pentru fiecare patogen in parte, iar
rezultatele obtinute au fost puse in context epidemiologic. Actualitatea si oportunitatea temei
abordate este constd in obtinerea de date care sia fundamenteze masuri adecvate cu impact
pozitiv asupra sanatatii Chiropterelor, a mediului si a populatiei expuse riscului. Concluziile si
recomandarile au fost bazate pe realitatea practica privind morbiditatea, mortalitatea si pierderea
efectivelor de lilieci (specii protejate) si pe baza situatiei epidemiologice semnalatd in medicina
umand. Astfel s-au elaborat recomandari aplicabile pentru limitarea expunerii oamenilor la
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reducerea/limitarea circulatiei tulpinilor cu potential patogen. In realizarea studiului s-au atins
puncte critice in ceea ce priveste patologia Chiropterelor, interesul pentru valorificarea
rezultatelor fiind dat de statutul de animale protejate. Rezultatele au generat un volum important
de informatii utile mediului stiintific, informatii ce au fost prezentate la manifestari stiintifice.
Metodologiile elaborate in Partea all® si studiile de tip One Health au caracter de noutate pentru
cercetarea in domeniu. Cercetarile personale debuteaza prin Caracterizarea teritoriilor cercetate
si cadrul organizatoric, unde sunt prezentate pe scurt coordonatele geografice ale principalelor
zone studiate si criteriile de includere a acelor zone. De asemenea a fost proiectata si s-a realizat
supravegherea in respectivele locatii, dar au fost studiate si evenimentele particulare, inregistrate
pe durata studiului. Pornind de la informatiile conform cérora 48% dintre romanii din mediul
urban detin animale de companie, s-a realizat un Studiu privind relatia dinamica dintre lilieci,
oameni si animalele de companie in contextul urban. In acest studiu s-au urmarit mai multe
aspecte: gradul de interactiune al animalelor de companie (in mod particular pisici) cu fauna
urband, studiul ardtdnd faptul ca in Romaénia, anual populatia de pisici atacd aproximativ
15.000.000 mamifere si 7.000.000 pasari, situatie iIngrijoratoare din punct de vedere al
conservarii speciilor dar si al riscului epidemiologic asociat interfetei animal de companie/
animal salbatic. Acest studiu a urmadrit si interactiunile dintre lilieci si populatia umana, fiind
examinate solicitarile de interventie care au fost adresate diverselor platforme de conservare a
speciilor. S-a prezentat si Recoltarea de probe biologice si strategia de esantionare, folosita in
perioada 2013-2018. Tntrucat in studiul bibliografic realizat In Partea | a tezei s-a constatat
incidenta mica a patogenilor si paucitatea/ lipsa simptomatologiei clinice la Chiroptere, in
prezentul studiu s-au recoltat 2 tipuri de probe biologice de la animale clinic sdnatoase si pe de
alta parte s-au recoltat probe de la carcasele intacte ale animalelor gasite in exitus. Au fost
descrise Materialele patologice, tehnici folosite si valoarea lor in diagnostic mentionandu-se
metoda de recoltare a probelor biologice, iar pentru fiecare tip de proba recoltata ce patogeni se
pot identifica si tehnicile de detectie a acestor patogeni. De asemenea s-a mentionat numarul
minim de indivizi care trebuie testati pentru a satisface gradul de confidenta propus. S-a realizat
Analiza aspectelor patologice identificate la Chiroptere, capitol in care au fost descrise
principalele leziuni constatate, din care au fost prezentate detaliat cele mai frecvent intalnite :
leziuni osteo-articulare, leziuni traumatice consecutive muscaturilor, leziuni hemoragice, leziuni
decelabile macroscopic ale sistemului nervos central si aspecte morfopatologice ale avortonilor.
Tn continuare au fost prezentate datele referitoare la detectia unor virusuri cu potential zoonotic,
intr-o maniera logicd si etapizati. in cadrul capitolului intitulat Investigatii epidemiologice
privind prezenta Lyssavirusurilor in populatiile de Chiroptere rezidente pe teritoriul Romaniei
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Lyssavirusurilor in care s-au colectat date pe o perioadd de 5 ani in care au fost evaluate
incidenta si factorii de risc ai infectiei cu Lyssavirusuri si prezenta acestui patogen in populatiile
umane si animale. Acest studiu a fost succedat de un studiu prospectiv intitulat Strategie de
detectie a Lyssavirusurilor la Chiroptere, materiale si metode unde au fost prezentate
materialele si metodele folosite pentru Detectia prezentei anticorpilor anti-rabici prin testul de
virusneutralizare cu anticorpi fluorescenti, Detectia prezentei Lyssavirusurilor prin tehnica de
imunofluorescenta directa si Detectia prezentei Lyssavirusurilor folosind metode in vitro de
izolare si cultivare pe culturi celulare. De asemenea s-a incercat Detectia prezentei
Lyssavirusurilor la Chiroptere folosind tehnici de epidemiologie moleculara, pentru aceasta a
fost folosit un protocol de extractie a acizilor nucleici totali din probe de substanta nervoasa
(sistem nervos central) si un protocol de extractie din probe de saliva. S-a prezentat protocolul de
evaluare a concentratiei materialului genetic extras, pentru a determina existenta contaminarilor
si pentru a evidentia cantitatea de material genetic extrasa. S-a realizat reactia de amplificare a
materialului genetic pentru detectia unui fragment specific genomului Lyssavirusului unde s-au
descris materialele si metodele necesare mixului, cuplarii acestuia, amplificarii si electroforezam
cu prezentarea modului de calcul al rezultatelor si modul de exprimare. in capitolul Rezultate si
discutii privind prezenta Lyssavirusurilor in populatiile de Chiroptere s-a detaliat prezenta
speciilor examinate si numarul acestora, tipul de probe si tipul de teste realizat pe fiecare proba.
Tn ansamblu s-a testat prin tehnica PCR un numar de 493 probe individuale de encefal provenite
de la 19 specii diferite de lilieci, de asemenea s-a executat 493 teste de imunofluorescenta directa
din aceleasi probe. S-au mai examinat un numar de 453 probe de saliva prin tehnica PCR si prin
RTCIT, probele de saliva fiind recoltate de la indivizi din specia N. noctula care au fost tinuti in
carantind si reabilitati. De la indivizii tinuti in carantind s-au mai examinat 90 de probe de ser
prin tehnica FAVN, fiecare individ fiind testat prin cel putin 2 metode de diagnostic. Cu toate
acestea, nu s-a putut detecta prezenta virusului rabic sau a anticorpilor anti-rabici la niciunul din
cei aproximativ 1000 indivizi testati. In capitolul Investigatii epidemiologice privind prezenta
Paramyxovirusurilor in populatiile de Chiroptere rezidente pe teritoriul Romdniei s-a realizat
investigarea prezentei Paramyxovirusurilor printr-un studiu bivalent care cuprinde: un studiu
retrospectiv si un studiu prospectiv. Au fost colectate date privind incidenta si factorii de risc
asociati cu diferiti reprezentanti ai acestei familii virale de inters pentru medicina umana si cea
veterinara. Astfel s-a conturat Studiu retrospectiv si descriptiv al factorilor de risc asociati cu
transmiterea Paramyxovirusurilor. Studiul prospepctiv a constat Tn Detectia prezentei
Paramyxovirusurilor la Chiroptere folosind tehnici de biologie moleculara. Pentru aceasta s-a
prezentat protocolul de extractie a acizilor nucleici din probe de splina pentru detectia
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amplificare a materialului genetic in vederea detectiei unui fragment specific pentru
Paramyxovirusuri a trebuit optimizata. A fost descrisa Optimizarea temperaturii de hibridizare
in care s-au tatonat 21 de tipuri de protocoale de amplificare pentru a gasi acei parametri de
temperaturd ce permit cuplarea specifica a primerilor si s-a prezentat analiza electroforezei,
calculul rezultatelor si modul de exprimare al acestora. n ceea ce privesc rezultatele si discutiile
privind prezenta Paramyxovirusurilor in populatiile de Chiroptere, In urma analizarii prin
tehnica PCR a 493 de probe de indivizi provenind de la 19 specii diferite, s-au constatat 12
reactii pozitive la indivizi testati prin PCR care au relevat produsi de amplificare specifici cu
dimensiuni de aproximativ 500pb. Probele pozitive au provenit de la urmatoarele specii: N.
noctula (n=9), P. kuhlii (n=1), P. pipistrellus (n=1) si M. daubentonii (n=1). La examenul
necropsic nu au fost constatate modificari decelabile macroscopic la indivizii care au furnizat
rezultate pozitive, sugerand un statut de infectie persistenta asimptomatica. Liliecii identificati ca
fiind pozitivi au provenit din: Baia Mare, Constanta, Bucuresti, Brasov. Relatia dinamica intre
lilieci-oameni-animale de companie poate crea premisele unui fenomen de tip spill-over data
fiind rata de contact dintre aceste specii. In ceea ce privesc Investigatiile epidemiologice privind
prezenta Flavivirusurilor in populatiile de Chiroptere, In urma Studiului retrospectiv si
descriptiv al factorilor de risc asociati cu transmiterea Flavivirusurilor s-a constatat o corelatie
intre numarul de cazuri din populatia umana si numarul de cazuri din populatiile animale. De
asemenea caracterul sezonier al bolii si prezenta diferitelor specii de Culicidae capabile sa
transmita virusul s-a reflectat si in factorul ocupational al indivizilor infectati (activitati
desfasurate in aer liber). Detectia prezentei Flavivirusurilor folosind tehnici de biologie
moleculara s-a realizat folosind aceeasi etapizare succesiva: extractia acizilor nucleici din probe
de encefal si evaluarea concentratiei si contaminarii materialului genetic extras, urmata de
reactia de amplificare a materialului genetic in vederea detectiei unui fragment specific pentru
Flavivirusuri. Rezultatele si discutiile privind prezenta Flavivirusurilor in populatia de
Chiroptere au scos in evidenta faptul ca, desi toti liliecii examinati sunt insectivori iar din dieta
lor fac parte specii de Culicidae capabile sa gazduiasca arbovirusuri (in aceeasi masura aceleasi
insecte pot parazita liliecii), nu s-a identificat niciun individ pozitiv din cei 483 examinati prin
tehnica PCR. Lipsa genomului viral din probele de encefal atesta faptul ca indivizii nu au fost
viremici la momentul testdrii. Mdsura in care acestia au intrat sau nu In contact cu virusul West
Nile este inci necunoscuti, intrucat nu s-au putut realiza investigatii serologice. Tn continuare au
fost prezentate date privind detectia unor bacterii cu potential zoonotic, prin Investigatii
epidemiologice privind prezenta Leptospirelor in populatiile de Chiroptere. S-a folosit aceeasi
structura prezentata anterior printr-un Studiu retrospectiv si descriptiv al factorilor de risc
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incidenta si factorii de risc asociati acestei boli infectioase. S-a constatat caracterul profesional al
bolii dar si incidenta maxima in lunile august/septembrie. Pentru detectia prezentei infectiei
leptospirice la Chiroptere folosind tehnici de epidemiologie moleculard s-a recurs la extractia
acizilor nucleici totali din probe de rinichi pentru indivizii gasiti in stare de exitus si respectiv
din probe de urind pentru indivizii din centrele de reabilitare, iar dupa extractie s-a aplicat
protocolul de evaluare a concentratiei de material genetic extras. Reactia de amplificare a
materialului genetic in vederea detectiei unui fragment specific pentru Leptospire patogene a
discriminat intre acestea si alte spirochete inrudite care ar putea da reactii fals pozitive. S-au
examinat prin tehnica PCR probe de rinichi provenind de la 16 specii din familiile:
Vespertilionidae (n=483indivizi), Rhinolophidae (n=6 indivizi) si Miniopteridae (n=2 indivizi).
In urma rezultatelor si discutiilor privind prezenta infectiei leptospirice in populatiile de
Chiroptere, in Romania, s-a identificat prezenta fragmentului genomic specific leptospirelor
patogene la 4 specii de lilieci: N. noctula, P. pipistrellus, P. nathusii, M. daubentonii. S-a
identificat infectie leptospirica activa prin prezenta spirochetelor in urina a 15 subiecti provenind
din Bucuresti, lasi si Babadag, zone n care infectiile leptospirice la oameni au fost frecvent
raportate pe perioada studiului. Concluziile generale si recomandarile: din cunostintele noastre,
aceasta este prima raportare a prezentei infectiei leptospirice la specia P. nathusii si prima
raportare la 3 specii de lilieci rezidente pe teritoriul Europei continentale (N. noctula, P.
pipistrellus, M. daubentonii). Masurile de supraveghere in zonele endemice pentru Leptospira
interogans ar trebui sa considere si animalele salbatice, iar liliecii testati contra virusului rabic ar
trebui investigati si pentru prezenta leptospirei interogans. Din cunostintele noastre, aceasta este
prima investigatie la nivel national asupra microorganismelor patogene/ bolilor infectioase
prezente la lilieci si potentialul zoonotic al acestora intr-o abordare multidisciplinard de tipul
One Health. Desi cazurile raportate la lilieci s-au semnalat in zone unde au fost Tnregistrate
cazuri si la oameni, chiar daca folosesc adaposturi antropice, data fiind inaccesibilitatea acestor
specii, importanta epidemiologica a liliecilor este subestimatd, nefiind evidenta n transmiterea
directd, la oameni, a microorganismelor pe care acestia le gdzduiesc. Prevalenta mica in randul
indivizilor din Babadag sugereaza mai degraba un fenomen accidental, probabil o sursa de apa
contaminatd. O masurd de profilaxie in acest caz este reprezentatd de manusi de protectie si
igiena corespunzatoare in urma interactiunii cu aceste animale. Masurile luate pentru cele doua
colonii identificate ca pozitive au fost tinerea in carantind, tratarea cu antibiotice si relocarea
indivizilor. Aceasta abordare este atat ecologica cat si eticd, contribuind la conservarea speciilor
de lilieci. Plasticitatea liliecilor in ceea ce priveste adaposturile permit relocarea cu succes a
acelor colonii sau indivizi care reprezintd un risc epidemiologic, pentru relocare se poate alege

orice loc, natural sau artificial, care satisface cerintele lor biologice.



