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REPERE CONCEPTUALE ALE CERCETARII

Actualitatea temei. Gripa si IACRS sunt maladii infectioase cu impact global, ce
evolueazd 1n epidemii sau/si pandemii soldate cu mortalitate crescutd, iar virusurile gripale
reprezintd o problema permanentd de sanatate publica pentru umanitate si eforturile de a preveni
imbolnavirile si raspandirea acestora sunt constante, dar si considerabile. Variatia antigenica si
circulatia virusurilor gripale Intre specii sunt cauza izbucnirilor epidemice care au loc anual,
imbolnavirile fiind favorizate de raspunsul imun neadecvat [1-3].

Epidemiile de gripa se inregistreazd in fiecare an datoritd variatiei antigenice minore
(antigenic drift). Virusurile cu deosebiri genotipice si fenotipice semnificative (variatii
antigenice majore — antigenic shift) apar la intervale neregulate de timp (10-40 de ani). Aceste
modificari sunt responsabile de aparitia marilor pandemii de gripa [1, 2-5].

In Republica Moldova, gripa si IACRS se inregistreazi in fiecare an, numarul cazurilor
de imbolnaviri variind de la an la an si reprezintd 2/3 din numarul total de maladii infectioase
inregistrate pe parcursul anului. Aparitia Tn anul 2009 a unui nou subtip de virus gripal A(HINTI)
a cauzat pandemia de gripa la nivel global, resimtita si In Republica Moldova Acest fapt a impus
fortificarea sistemului de supraveghere epidemiologicd a gripei prin crearea strategiilor de
prevenire si control permanent, inclusiv prin sisteme speciale de monitorizare a gripei, IACRS si
SARI[2, 5, 6].

Monitorizarea circulatiei virusurilor gripale umane face parte din sistemul complex de
supraveghere a gripei. Anual, OMS monitorizeaza circulatia si profilul antigenic al virusurilor
gripale in vederea descifrdrii in timp real a variantelor cu potential epidemic §i pandemic,
de ultima generatie (oseltamivir, zanamivir) si profilul imunitatii antigripale a populatiei cu
scopul prepararii vaccinului antigripal.

Descrierea situatiei in domeniul de cercetare si identificarea problemelor de cercetare.
Literatura actuald de specialitate scoate in evidenta importanta studierii particularitdtilor
virusurilor gripale, factori cauzali ai infectiilor gripale, intru determinarea factorilor determinanti
in transmisia virusului de la o specie la alta, factorilor ce influenteaza reasortarea virusurilor, -
factori critici in aparifia unor noi virusuri pandemice. La nivel global, insa, exista posibilitatea de
a urmari evolutia virusurilor gripale, practic in timp real, ceea ce ne poate asigura cu informatii
inestimabile intru stabilirea factorilor ce determind patogenitatea si/sau transmisibilitatea lor, n
special, pentru elaborarea masurilor de control si raspuns.

Astfel, diagnosticul de laborator la gripa realizat prin supravegherea virusologicad a

virusurilor gripale circulante in Republica Moldova din cadrul sistemului de supraveghere
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clinico-epidemiologicd si virusologica la gripa, IACRS si SARI de rutind si sentineld, parte
componentd a activitatilor GISN al OMS — reprezinta elementul cheie, atat in selectia virusurilor
gripale pentru vaccin, cét si In detectia timpurie a virusurilor emergente cu potential pandemic
intru pronosticarea situatiei epidemiologice.

Reiesind din cele expuse, lucrarea este consacratd studierii si evaludrii particularitatilor
antigenice, fenotipice si genotipice ale virusurilor gripale circulante, intru optimizarea
supravegherii epidemiologice si a masurilor de raspuns. Luand in consideratie potentialul
epidemic/pandemic ale anumitor tipuri/subtipuri de virusuri gripale, inclusiv impactul socio-
economic al acestora asupra sanatatii publice se impune necesitatea studierii si evaludrii
virusologice a tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate, inclusiv si in Republica
Moldova.

Scopul lucrarii. Studierea si evaluarea caracteristicilor antigenice, fenotipice si genotipice
ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate in perioadele pandemica si interepidemica
in Republica Moldova intru argumentarea masurilor de sandtate cu optimizarea sistemului
national de supraveghere epidemiologica si virusologica a gripei.

Obiectivele lucrarii:

1. Determinarea si evaluarea tipurilor si subtipurilor de virusuri gripale evidentiate in perioada
de studiu.

2. Studierea si evaluarea particularitatilor antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale in
perioadele pandemica si interepidemica.

3. Studierea si evaluarea particularititilor genetice ale tulpinilor de virusuri gripale A si B in
baza genelor HA si NA in perioadele precautate in studiu.

remediile antivirale de ultima generatie (oseltamivir, zanamivir) in perioadele evidentiate.

5. Valorificarea rezultatelor obtinute intru optimizarea supravegherii epidemiologice si
virusologice a gripei.

Metodologia cercetarii stiintifice. Studiul efectuat a inclus metode de laborator:
virusologice, imunologice si tehnici de biologie moleculard; metode descriptive, analitice si
statistice. Studiul s-a axat pe evaluarea particularitatilor antigenice, fenotipice si genotipice ale
virusurilor gripale circulante in Republica Moldova in perioadele pandemica si interepidemica.
In premierd pentru Republica Moldova pentru diagnosticarea gripei s-au utilizat tehnicile de
biologie moleculard. Pe parcursul realizarii studiului, a fost elaborat si perfectionat algoritmul de

investigatii la gripa ajustat la recomandarile OMS si rigorile impuse de pandemia din 2009-2010.



Valorificarea sistemului national de supraveghere la gripa, racordat la exigentele OMS,
ECDC si CDC, contribuie la identificarea si studierea tulpinilor de virusuri gripale in cadrul
GISRS/GISN al OMS intru depistarea cat mai precoce a noilor substitutii de aminoacizi care,
probabil, ar putea influenta atat patogenitatea, tropismul, cit si capacitatea de transmisie a
virusurilor gripale de la o specie la alta, precum si posibilitatea de a evidentia factorii asociati
reasortdrii virusurilor, in special in aparitia de noi virusuri cu potential pandemic [7].

Veridicitatea rezultatelor obtinute in acest studiu a fost evaluata prin prisma panelelor de
control extern de calitate al investigatiilor la gripd in cadrul Programelor de Evaluare a
Controlului Extern de Calitate pentru Detectia virusurilor gripale de tip A prin PCR (EQAP)
organizate in cadrul Retelei GISRS al OMS si CDC (CDC Influenza Molecular Diagnostic
Performance Evaluation Panel) cu obtinerea scorului maxim pentru fiecare panel.

Noutatea si originalitatea stiintifici. In premierd pentru Republica Moldova, au fost
obtinute rezultate originale privind particularitatile antigenice, genotipice si fenotipice ale
virusurilor gripale circulante in perioadele pandemica si interepidemica. Utilizarea, de rand cu
metodele clasice, a tehnicilor de performantd de biologie moleculara (rRT-PCR, genotipare,
secventiere) in studierea tulpinilor de virusuri gripale a permis aprecierea si evaluarea pozitiei
acestor virusuri in arborii filogenetici globali pentru fiecare gena in parte — circumstante extrem
de importante pentru argumentarea formulei cocktailului vaccinal. Analiza si evaluarea
remediile antivirale de ultimd generatie, abordare de o importantd majora pentru perfectionarea
masurilor de control si raspuns.

Problema stiintifici solutionatid importanta constd in evidentierea si evaluarea
particularitatilor antigenice, genotipice si fenotipice ale virusurilor gripale circulante in
Republica Moldova, care au servit ca argumente si suport metodic intru perfectionarea continud a
sistemului de supraveghere epidemiologica, clinicd si virusologica la gripa, infectiile acute ale
cailor respiratorii superioare (IACRS) si infectiile respiratorii acute severe (SARI) implementat
si racordat la exigentele Organizatiei Mondiale a Sanatatii (OMS), Centrul European de
Prevenire si Control al Maladiilor (ECDC) si Centrele de Prevenire si Control al Maladiilor
(CDC, Atlanta, SUA).

Semnificatia teoretica. Acest studiu a evidentiat particularitatile antigenice, genotipice si
fenotipice ale virusurilor gripale circulante in Republica Moldova, ceea ce a permis de a
identifica si evalua locul tulpinilor identificate in arborele filogenetic global, circumstante extrem

de importante pentru argumentarea formulei vaccinului gripal.



Valoarea aplicativa a lucrarii. Rezultatele obtinute pe parcursul realizarii acestui studiu
au permis de a evidentia particularitatile virusologice, de evolutie a procesului epidemic prin
gripd in perioadele pandemica si interepidemica — elemente importante utilizate ulterior in
perfectionarea sistemului national de supraveghere la gripd, IACRS si SARI ajustat la exigentele
OMS, CDC si ECDC. Gratie perfectiondrii, in corespundere cu strategiile organismelor
internationale nominalizate, sistemul de supraveghere autohton a fost integrat in retelele de
supraveghere european EuroFlu/TESSy si global FluNet.

Sistemul de supraveghere nominalizat permite de a evalua In timp real particularitatile
tulpinilor de virusuri gripale circulante, potentialul lor epidemic/pandemic, sensibilitatea la
antivirale, pronosticul situatiei epidemiologice, volumul de investigatii cu realizare masuri
specifice si nespecifice de profilaxie in situatii de urgenta.

Principalele rezultate stiintifice inaintate spre sustinere.

1. Rezultatele diagnosticului de laborator al gripei in perioadele: pandemica — sezonul 2008-
2009 (perioada pre-pandemica), sezonul 2009-2010 (pandemica), sezonul 2010-2011 (post-
pandemicad) si interepidemica (sezoanele 2011-2012, 2012-2013 si 2013-2014).

2. Particularitatile antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale circulante in perioadele
nominalizate in Republica Moldova.

3. Determinarea pozitiei tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate in perioadele
pandemicd si interepidemica In arborii filogenetici globali in baza particularitatilor
genotipice.

4. Evaluarea particularitdtilor fenotipice privind sensibilitatea la remediile antivirale a
virusurilor gripale circulante in Republica Moldova in perioadele evidentiate.
Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele obtinute urmare a realizarii cercetdrilor

stiintifice in cadrul acestui studiu au servit la perfectionarea sistemului de supraveghere clinico-

epidemiologicd si virusologica la gripd, IACRS si SARI prin implementarea de noi metode
standardizate de diagnostic al gripei, recunoasterea de catre organismele internationale
nominalizate a subdiviziunii de profil a CNSP ca Centru National de Gripa si prin aprobarea unui
sir de acte normative, in special, a Planului-cadru intersectorial gradual pentru combaterea
efectelor pandemiei cu virusul gripal nou A(HINI1) in Republica Moldova, aprobat prin

Hotararea Guvernului nr. 824 din 15.12.2009 si a Ordinului Ministerului Sanatatii nr. 824 din

31.10.2011 ,,Cu privire la perfectarea sistemului de supraveghere la gripd si infectiile acute ale

cailor respiratorii In Republica Moldova” — in scopul fortificarii supravegherii epidemiologice,

monitorizdrii sistematice a circulatiei infectiilor gripale, IACRS si SARI pentru organizarea



masurilor adecvate de prevenire si control si in contextul integrarii in retelele de supraveghere
regionale (EuroFlu/TESSy) si globale (FluNet) ale Organizatiei Mondiale a Sanatatii.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Directiile studiate si rezultatele obtinute la realizarea
acestui studiu au fost prezentate si discutate in cadrul forurilor stiintifice nationale si
internationale: Conferinta Stiintifico-Practica cu Participare Internationald ,,CMP Chisinau
trecut, prezent si viitor”, Chisindu, 23 octombrie 2009; A doua Conferintd Nationald de
Microbiologie si Epidemiologie, Sinaia, Roméania, 14-16 octombrie 2010; Congresul National de
Microbiologie si Conferinta Nationald de Epidemiologie, lasi, Romania, 10-12 noiembrie 2011;
International Conference on Emerging Infectious Diseases, Atlanta, Georgia, USA, March 11-
14, 2012; Conferinta a VII-a a medicilor-infectionisti din Republica Moldova, Chisinau, 2012;
European Scientific Conference on Applied Infectious Disease Epidemiology (ESCAIDE),
Edinburgh, UK, 24-26 October 2012; The second isirv-Antiviral Group Conference in
conjunction with NIHE. Severe Influenza: Burden, Pathogenesis and Management, Hanoi, Viet
Nam, 29th — 31st October 2012; Options for the Control of Influenza, Cape Town, South Africa,
5-10 September 2013; The XIX-th Session of the Balkan Medical Days and the Second Congress
of Emergency Medicine of the Republic of Moldova, Chisinau, Republic of Moldova, 22-24
September 2013; Congresul specialistilor din domeniul Sanatatii Publice si Management Sanitar
din Republica Moldova, Chisindu 25-26 octombrie 2013; A Xll-a Editie a Salonului
International al Cercetarii, Inovarii si Inventicii ,,PRO INVENT 2014”, Cluj-Napoca, Romaénia,
19-21 martie 2014; The XVIII-th International Exhibition of Research, Innovation and
Technological Transfer ,,INVENTICA 2014, lasi, Romania, 2-4 July 2014; 4th International
Influenza Meeting, Muenster, Germany, September 21-23, 2014; Conferinta Centrul de Sanatate
Publica din municipiul Chisinau — 70 de ani la Straja Sanatatii, Chisindu, Republica Moldova, 22
octombrie 2014; A VII-a Conferinta Nationald de Microbiologie si Epidemiologie, Bucuresti,
Romania, 12-14 Noiembrie 2014; Salonul International de Inventicdi PRO INVENT, Editia a
XlIII-a, Cluj-Napoca, Romania, 25-27 martie 2015.

Rezultatele cercetarilor au fost discutate si aprobate la sedinta Centrului Controlul Bolilor
virale al Centrului National de Sandtate Publica (Proces verbal nr. 3 din 16.12.2014), la sedinta
Consiliului stiintific al CNSP (Proces verbal nr. 1 din 20.01.2015) si la sedinta Seminarului
Stiintific de profil, specialitatea 163.04 — Microbiologie, din cadrul Institutului de Microbiologie
si Biotehnologie al ASM (Proces verbal nr. 2 din 02.04.2015).

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarilor sunt reflectate in 28 lucrari stiintifice (2 din
ele fard coautori), inclusiv: 6 articole in reviste stiintifice nationale, 2 articole in reviste stiintifice

internationale (cotate ISI IF = 4.659 si SCOPUS), 1 tezd a comunicarii la nivel national, 17 teze



ale comunicarilor internationale, 1 brevet de inventie MD 782 Z publicat in ,,Buletinul Oficial de
Proprietate Industriala” (BOPI) nr. 6, 30 iunie 2014.

Volumul si structura tezei. Teza este scrisa in limba romana, tehnoredactata la calculator,
compartimentata traditional si include: foaia de titlu, foaia privind dreptul de autor, rezumatul in
limbile romana, rusa si engleza, lista abrevierilor, cuprins, introducere, cuvinte cheie, 4 capitole,
concluzii generale si recomandari practice, referinte bibliografice, anexe, declaratia privind
asumarea raspunderii, CV-ul autorului. Teza este expusa pe 118 pagini de text cules la calculator
in editorul Word, este ilustratd cu 22 tabele, 47 figuri, 9 anexe. Teza este fundamentata pe 191
referinte bibliografice.

Cuvinte cheie: virusuri gripale, HA, NA, grup genetic, sensibilitate la antivirale.

CONTINUTUL TEZEI
In Introducere sunt argumentate actualitatea si importanta problemei, necesitatea cercetrii
stiintifice efectuate. Este reflectatd situatia actualda in domeniu, sunt formulate scopul si
obiectivele cercetarii, inovatia stiintifica, semnificatia teoretica si valoarea aplicativa a lucrarii.
1. EVOLUTIA CAPACITATILOR DE DIAGNOSTIC PRIVIND STUDIEREA SI
EVALUAREA PARTICULARITATILOR ETIOLOGICE
ALE INFECTIILOR GRIPALE
Acest capitol cuprinde o sintezd a bazelor teoretice si experientelor practice ale specialistilor
in domeniu, rezultatele cercetarilor stiintifice privind etiologia infectiilor gripale, particularitatile
antigenice, fenotipice si genotipice ale virusurilor, metodologia existentd in lume la acest capitol.
Sunt expuse principalele repere existente in domeniul de cercetare la nivel national, european si
mondial. Sunt descrise studii stiintifice importante, efectuate in ultimii 10 ani, privind evaluarea
particularitatilor virusurilor gripale circulante la nivel de mapamond. Sunt argumentate scopul si
obiectivele tezei prin analiza profunda a referintelor bibliografice recente ale savantilor
contemporani cu renume international [2-4, 7, §8].

In concluzii sunt nominalizate premisele care au stat la baza initierii acestui studiu.

2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE
Intru realizarea scopului si obiectivelor lucrarii, liniaritatea cercetirilor organizate si
desfasurate a inclus urmatoarele procedee: studierea surselor bibliografice nationale si
internationale la tema tezei; stabilirea obiectivelor si scoaterea in evidenta a problemelor;
determinarea esantionului de studiu si a volumului investigatiilor; realizarea cercetarii; evaluarea

datelor; prelucrarea statistica si interpretarea rezultatelor obtinute; implementarea in practica.



In scopul initierii unui studiu de o autenticitate inalta, volumul esantionului reprezentativ a
fost calculat utilizdnd formula clasica [9]. Inclusiv, la calcularea volumului esantionului de
cercetare au fost luate In consideratie mai multe aspecte: numdrul de probe investigate per
an/sezon, pentru metoda de virusologie clasica - probele pozitive cele mai reprezentative (cu cel
mai mic Ct din reactia rRT-PCR, gen, varsta, distributie geograficd) si respectiv numarul de
tulpini de virusuri gripale care au fost obtinute in urma izolarii pe culturi celulare in perioadele
precautate in studiu. In calitate de materiale de studiu au fost folosite: produsul biologic din 9799
de probe codificate (exsudate nazofaringiene), 127 tulpini de virusuri gripale izolate din probele
pozitive la prezenta ARN virusurilor gripale circulante, 78 tulpini cercetate pentru evaluarea
particularitatilor genotipice ale virusurilor gripale la nivelul genei HA si 71 tulpini evaluate
genetic pentru gena NA.

Rezultatele obtinute In urma investigatiilor au fost introduse in baza de date electronice si

prelucrate cu ajutorul programelor computerizate Microsoft Excel, BioEdit si MEGA 5.2.

3. STUDIEREA SI EVALUAREA TULPINILOR DE VIRUSURI GRIPALE
IZOLATE SI IDENTIFICATE IN PERIOADA PANDEMICA

Pentru evidentierea evolutiei tulpinilor de virusuri gripale studiul realizat a inclus
cercetarile efectuate in perioadele pre-pandemica (sezonul epidemic 2008-2009), pandemica
(sezonul 2009-2010) si post-pandemica (sezonul epidemic 2010-2011).

3.1. Particularitatile virusurilor gripale in perioada pre-pandemica

In conformitate cu datele din literatura de specialitate, pandemiile de gripa apar la fiecare
10-40 ani si sunt practic imprevizibile. Odatd cu declansarea pandemiei de gripa din sec. XXI in
perioada 2009-2010, sezonul epidemic 2008-2009 poate fi considerat drept perioada pre-
pandemica [3-5, 10].

In perioada pre-pandemici, morbiditatea prin gripa s-a caracterizat printr-o raspandire
geografica sporadicd, cu o intensitate si tendintd scazutd a procesului epidemic si un impact
nesemnificativ asupra sistemului de sanatate.

Analiza rezultatelor investigatiilor acestui studiu a demonstrat ca gripa si IRVA, in
sezonul epidemic 2008-2009, a fost etiologic cauzata de virusurile gripale A(H3N2), A(HIN1) si
B. Astfel, virusul gripal A(H3N2) a fost detectat in 20 (16,1%) de probe cu material biologic si
virusul gripal de tip B in 9 (7,3%) probe din totalul de specimene, codificate, cu material

biologic colectate la persoanele cu diagnosticul clinic ,,Gripa” (124/27,2%) (Tabelul 3.1).



Tab. 3.1. Rezultatele identificarii antigenelor virusurilor gripale prin imunofluorescenta in
dependenta de diagnosticul clinic, sezonul 2008-2009.

Numarul probelor investigate
Spectrul e
virusurilor Gripa IRVA SARI Total
detectate | . " Pozitive i ‘ Pozitive i ‘ Pozitive . ‘ Pozitive

invest. abs. | % invest. abs. | % invest. abs. | % invest. abs. %
A(HIND) 124 - - 324 2 0,6 8 - - 456 2 0,4
A(H3N2) 124 20 | 16,1 | 324 9 2,8 8 1 12,5 [ 456 30 6,6
B 124 9 7,3 324 6 1,8 8 - - 456 15 3,3
Total 124 29 | 234 | 324 17 5,2 8 1 12,5 | 456 47 | 10,3

De la persoanele cu diagnosticul clinic IRVA au fost colectate 324 (71,0%) probe, din
care 2 (0,6%) — au fost pozitive la prezenta antigenelor virusului gripal A(HIN1), 9 (2,8%) —
pozitive la prezenta antigenelor virusului gripal A(H3N2) si 6 (1,8%) — pozitive la prezenta
antigenelor virusului gripal de tip B prin tehnici de imunofluorescenta. La persoanele cu
diagnosticul clinic SARI a fost identificat doar antigenul virusului gripal A(H3N2) in 1 (12,5%)
proba din totalul de 8 (1,8%) specimene cu material biologic (Tabelul 3.1). Virusurile gripale
identificate in perioada nominalizatd au avut o pondere de: 63,8% pentru A(H3N2), 32,0% - tip

B si doar 4,2 % iau revenit virusurilor gripale A(HIN1) sezoniere (Figura 3.1).

4.2%
= A(HIND
32.0% ’ = AH3IN2) Fig.3.1. Ponderea virusurilor gripale din totalul
’ B de probe pozitive detectate in sezonul epidemic
2008-2009.

> Evaluarea particularitatilor antigenice ale virusurilor gripale

Virusurile gripale A(H3N2) izolate au avut o reactivitate slabd cu antiserurile de referintd
din panelul standard. O reactivitate moderata, tulpinile de virusuri gripale A(H3N2), au prezentat
cu antiserul A/Brisbane/10/2007 — tulpina de referintd inclusa in coctailul vaccinului antigripal
recomandat de OMS pentru sezonul 2009-2010. Rezultate similare au fost identificate si pentru
alte numeroase tulpini de virus gripal A(H3N2) izolate si identificate in diverse tari ale lumii In
aceasta perioada [10, 11].

Rezultatele testarii tulpinilor izolate de virus gripal de tip B au atestat ca antigenic ele au fost
similare cu tulpina B/Shandong/7/97 si cu tulpina virala B/Brisbane/60/08 — tulpind de referinta,
de asemenea, inclusd in formula vaccinului antigripal pentru sezonul viitor. Tulpinile de virus
gripal B izolate si identificate in Republica Moldova au fost practic similare cu majoritatea
tulpinilor de virusuri gripale de tip B izolate n perioada pre-pandemica in diferite parti ale lumii.
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» Evaluarea particularititilor genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale

Comparatia filogenetica a tulpinilor de virusuri gripale A(H3N2), circulante in Republica
Moldova in perioada estimata, a demonstrat ca ele se includ in grupul genetic atribuit cladei 10 a
tulpinii virale A/Brisbane. Clada 10 a fost formata, la randul ei, de secventele genei HA
caracterizate de substitutiile aminoacizilor E62K, N144K, K158N, iar secventele genei NA au
prezentat asa substitutii ca P386H, 1464L, care de fapt, nu sunt distinctive pentru a le diferentia
de virusurile din clada 10 similare tulpinii A/Brisbane/10/2007 si, ca urmare, poartd caracteristici
antigenice nesemnificative.

Comparatia filogeneticd a tulpinilor de virusuri gripale de tip B a demonstrat apartenenta
tulpinilor izolate in Republica Moldova la linia B/Victoria. Secventele genei HA au pozitionat
tulpina B/Moldova/168/2009 1in clada Brisbane/60 purtand substitutiille de aminoacizi
caracteristice V1461, N75K, N165K, S172P, K48E, K8OR, K129N, iar secventele genei NA —
substitutii ale aminoacizilor in pozitiile D329N, A358E, cu efecte antigenice minore, relevand

apartenenta acestui tip de virus gripal la linia B/Victoria/2/87.

3.2. Rezultatele determinarii caracteristicilor tulpinilor de virusuri gripale Tn perioada
pandemica
Perioada pandemica, in Republica Moldova, s-a caracterizat prin raspandire geografica
extinsd, intensitate foarte Tnaltd si tendintd in crestere a procesului epidemic, fapt care a avut un
impact esential asupra sistemului de sdndtate, cu inregistrarea a 43 cazuri de deces [10, 12].
Astfel, In perioada pandemicd (perioada anilor 2009-2010), prin tehnici de biologie
moleculard in timp real (rRT-PCR) — metoda de baza, recomandatd de OMS, pentru detectarea
ARN virusului gripal de tip nou A(HIN1) — tulpina, numita ulterior pandemica — A(HIN1)pdm
— au fost investigate 6818 probe (Tabelul 3.2).

Tab. 3.2. Rezultatele identificarii virusurilor gripale prin rRT-PCR in dependenta de
diagnosticul clinic prezumtiv in anii 2009-2010.

Numarul probelor investigate prin rRT-PCR, pe cauze:
Spectrul .
virusurilor Gripa IRVA SARI Total
detectate | . " Pozitive . ‘ Pozitive . X Pozitive . ¢ Pozitive
invest. b5, % invest. abs. % invest. abs. % invest. abs, %
A(HIN1)pdm| 4295 | 1629 | 37,9 955 489 | 51,2 | 1568 | 596 ([ 38,0 | 6818 | 2714 | 39,8
A(H3N2) 4295 - - 955 - - 1568 1 0,06 | 6818 1 0,01
B 4295 - - 955 - - 1568 1 0,06 | 6818 1 0,01
Total 4295 | 1629 | 37,9 955 489 | 51,2 | 1568 | 598 | 38,1 | 6818 | 2716 | 39,8

Virusul gripal A(HINI)pdm a fost detectat in 1629 (37,9%) de specimene, codificate, cu

material biologic colectate de la persoanele cu diagnosticul clinic ,,Gripa” (4295/63,0%). De la

persoanele cu diagnosticul clinic IRVA au fost colectate 955 (14,0%) probe, din care 489
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(51,2%) — au fost pozitive la prezenta ARN virusului gripal A(HIN1)pdm. La persoanele cu
diagnosticul clinic prezumtiv SARI a fost identificat ARN virusului gripal A(HINIT)pdm in 596
(38,0%) probe, 1 (0,06%) — pozitiva la prezenta ARN virusului gripal A(H3N2) si 1 (0,06%) —
pozitiva la prezenta ARN virusului gripal de tip B din totalul de 1568 (23,0%) specimene cu
material biologic (Tabelul 3.2, Figura 3.2).

0.03%

Fig. 3.2. Ponderea virusurilor gripale

“AGDpom identificate prin rRT-PCR 1in perioada
':(}'333-) pandemica, anii 2009-2010

> Determinarea particularititilor antigenice ale virusurilor gripale

Determinarea particularittilor antigenice ale tulpinilor de virus gripal A(HIN1)pdm izolate
in cultura de celule MDCK-SIATI si identificate pe parcursul si spre finele pandemiei a fost
realizata prin utilizarea panelului de seruri de referintda A/California/4/2009, A/California/7/2009,
A/England/195/2009, A/Auckland/3/2009, A/Bayern/69/2009 si A/Lviv/N6/2009.

Trei tulpini de wvirus gripal (A/Moldova/3958/2009, A/Moldova/30/2010,
A/Moldova/398/2010) au manifestat o reactivitate redusa, dar similara cu reactivitatea virusului
de referintd A/Lviv/N6/2009, insd, mai mare decat a virusului de referintd A/Bayern/69/09 cu
reactivitate joasa (Tabelul 3.3).

Tab.3.3. Analiza antigenica a tulpinilor de virusuri gripale A(HIN1)pdm identificate pe
parcursul si spre finele pandemiei.

Titrul de inhibare a Hemaglutinirii'
Data Seruri (de dihore) de referinti
Virusuri COlectflI_‘ii Istor_icul alCal e A/Eng AJALCK AlBayern AlLyviv
probei | pasajelor 4109 709 | 399 1300 69/09 | N6/2009
C4/F14/09 C4/31/09 F18/09 C4/17/09 C4/33/09 C4/34/09
Virusuri de referinta
AlCalifornia/4/2009 C1,E2 1280 1280 1280 1280 640 1280
A/California/7/2009 E6 1280 1280 1280 1280 640 1280
A/England/195/2009 MDCK5 1280 1280 1280 1280 1280 1280
A/Auckland/3/2009 Ex+3 1280 1280 1280 2560 640 1280
A/Bayern/69/2009 MDCK4/SIAT1 80 160 80 80 320 320
A/LViv/IN6/2009 MDCK4/SIAT1 320 640 320 160 1280 1280
Virusuri testate
A/Moldova/8/2010 1/2/2010 SIAT3 2560 2560 2560 2560 1280 2560
A/Moldova/14/2010 10/1/2010 SIAT3 2560 2560 2560 2560 2560 2560
A/Moldova/63/2010 1/4/2010 SIAT2 2560 5120 2560 2560 2560 2560
A/Moldova/3958/2009 11/30/2009 SIAT3 640 640 640 1280 320 640
A/Moldova/30/2010 1/2/2010 SIAT3 320 640 320 320 640 640
A/Moldova/398/2010 1/21/2010 SIAT4 640 640 640 640 640 640
1.<=40
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Particularititile antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale A(HINI1)pdm izolate si
identificate in Republica Moldova in perioada pandemica au fost similare cu caracteristicile
antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate la nivel global, fapt confirmat prin analogia
lor cu prototipul A/California/4/2009 si, respectiv, cu virusul vaccinal A/California/7/2009,
component al vaccinului monovalent recomandat de catre OMS pentru anii 2009-2010 — in
pandemie [10, 12, 13].

» Evaluarea particularititilor genotipice ale virusurilor gripale

Din comparatia filogenetica a genelor de HA s-a observat ca unele tulpini au avut substitutia
aminoacidului in pozitia D222E, identificate in cazuri soldate cu deces, insd nu s-a gasit nici un
argument Intru sustinerea ideii ca aceasta este asociatd cu virulenta sporitd a virusului
A(HINT1)pdm, desi este foarte aproape de substitutia D222G [11, 13]. La nivelul genei HA doua
virusuri au prezentat o substitutie clara la nivelul D222G (virusurile A/Moldova/3163/2009 si
A/Moldova/3245/2009), iar altele doud contineau mixul sau D sau G (virusurile
A/Moldova/351/2010 si A/Moldova/5053/2009). Interesant este faptul, ca aceste probe au fost
colectate de la cazurile de deces (Figura 3.3).
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himoldova77310hacsl
himoldovaB8010hacsf
77 h1moldova80610hacsf
27741 | himoldovai4310hacs
himoldova22710hacs
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— himoldova3010hacs)
) _|h1moldova31630 hacsn | D222G
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Fig. 3.3. Fragment din arborele filogenetic al virusurilor gripale A(HIN1)pdm, gena HA,
perioada pandemica (sf. an. 2009 — inc. an. 2010).

La nivelul genei NA s-a atestat un grup de izolate de virus gripal A(HINI)pdm cu o
substitutie la nivelul aminoacidului 386 (N s-a schimbat cu K) si aceasta substitutie putea rezulta

in pierderea situsului de glicozilare in tetramerul de NA, aparte de locusul enzimatic activ.
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3.3. Studierea particularitatilor tulpinilor de virusuri gripale in perioada post-
pandemica

La 10 august 2010, Directorul General al OMS a anuntat trecerea la perioada post-
pandemica: perioadd, cand incidenta gripei pandemice in majoritatea tarilor cu supraveghere
adecvata a revenit la nivelele inregistrate n cazul gripei sezoniere [12, 14].

Studierea particularitatilor tulpinilor de virusuri gripale in perioada post-pandemica,
inclusa 1n acest studiu, a cuprins cercetarile din sezonul epidemic 2010-2011.

> Rezultatele evaludrii particularitatilor virusurilor gripale in sezonul 2010-2011

Sezonul epidemic 2010-2011 s-a caracterizat printr-un pattern sporit cu o raspandire
geografica extinsa, intensitate inalta si o tendintd in crestere a procesului epidemic, fapt ce a
condus la un impact semnificativ asupra sistemului de sdnatate cu inregistrarea a 7 cazuri de
deces [10, 14, 15].

In sezonul epidemic 2010-2011, prin metoda rRT-PCR au fost investigate 1045 probe,
codificate, colectate de la persoanele cu diagnosticul clinic prezumtiv ,,Gripa”, ,IRVA” si
»SARI”. La persoanele cu diagnosticul clinic prezumtiv ,,Gripa” din 552 (52,8%) specimene
ARN virusului gripal A(HIN1)pdm a fost detectat in 200 (36,2%) probe, ARN virusului gripal
A(H3N2) detectat in 52 (9,4%) probe, ARN virusului gripal B a fost detectat in 102 (18,5%)
probe, iar prezenta ARN virusurilor gripale A(HIN1)pdm + B a fost detectata in 4 (0,7%) probe.
ARN virusurilor gripale au fost detectate la pacientii cu diagnosticul clinic prezumtiv ,,JRVA”,
dupa cum urmeaza: ARN virusului gripal A(HIN1)pdm — in 86 (28,6%) probe, ARN virusului
gripal A(H3N2) — in 20 (6,6%) probe, ARN virusului gripal B — in 37 (12,3%) probe din totalul
de 301 (28,8%) probe. Din 192 (18,4%) probe colectate de la pacientii cu diagnosticul
prezumtiv ,,SARI” in 76 (39,6%) probe s-a detectat ARN virusului gripal A(HIN1)pdm, in 13
(6,8%) probe a fost detectat ARN virusului A(H3N2) si in 16 (8,3%) probe s-a detectat ARN
virusului gripal de tip B (Tabelul 3.4).

Tab. 3.4. Rezultatele identificdrii virusurilor gripale prin rRT-PCR in dependenta de
diagnosticul clinic prezumtiv in sezonul 2010-2011.

Numarul probelor investigate prin rRT-PCR

Spectrul e
virusurilor Gripa IRVA SARI Total
detectate . ‘ Pozitive . " Pozitive . ¢ Pozitive . ‘ Pozitive
invest. invest. invest. invest.
abs. % abs. % abs. % abs. %

A(HIN1)pdm| 552 200 | 36,2 301 86 28,6 192 76 39,6 | 1045 | 362 | 34,6

A(H3N2) 552 52 9,4 301 20 6,6 192 13 6,8 1045 85 8,1

B 552 | 102 | 185 | 301 | 37 | 123 | 192 | 16 | 83 | 1045 | 155 | 14,8
A(Hll\'é)pdm 552 4 | 07 | 30 - - 192 - - | 1045 | 4 | 04
Total 552 | 358 | 648 | 301 | 143 | 475 | 192 | 105 | 54,7 | 1045 | 606 | 57,9
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Asa dar, gripa in perioada post-pandemicd, sezonul epidemic 2010-2011, a fost cauzata
de trei virusuri gripale cu predominarea virusului gripal A(HINI1)pdm cu o pondere de 34,6%,
virusului gripal de tip B — 14,8%, virusului gripal de tip A cu subtipul H3N2 — 8,1%, iar cea mai
mica pondere a fost stabilitd in cazul coinfectiei cu virusurile gripale de tip A(HINI1)pdm si de
tip B doar de 0,4% (Figura 3.4). O situatie similard in perioada post-pandemica s-a atestat in

majoritatea tarilor din Europa [10, 14, 15].

0.7% Fig. 3.4. Ponderea virusurilor gripale
identificate prin rRT-PCR in perioada post-

EA(HINI)pdm . R .
pandemica, sezonul epidemic 2010-2011.

B A(H3N2)
B
= AMHINDpdm + B

> Particularitaitile antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate in
sezonul epidemic 2010-2011

Rezultatele obtinute demonstreaza ca tulpinile izolate de virus gripal A(HIN1)pdm din
Republica Moldova totalmente reactioneaza cu serurile de referintd a panelului standard, ceea ce
reprezintd o caracteristicd comparabild cu tulpinile din alte tari izolate, identificate si
caracterizate din perioada nominalizatd, desi tulpina virald A/Moldova/448/2011 a prezentat o
activitate usor redusa in RHAI, in special, cu serurile de referintd A/California/7/2009,
A/Auckland/3/2009, A/Bayern/69/2009 si A/Christchurch/16/2010.

Analiza antigenicd a virusurilor gripale A(H3N2) reprezintd un pattern similar de
reactivitate cu panelul de seruri de referintd standard pentru acest virus. Important este faptul, ca
virusurile cercetate au fost reactive cu serurile specifice standard fata de tulpinile virale
A/Wisconsin/15/2009, A/Alabama/5/2010 si A/Perth/10/2010, insa, o reactivitate redusa le-au
avut cu serul specific fatd de virusul A/Perth/16/2009 inclus in componenta coctailului vaccinal
recomandat de OMS pentru sezonul respectiv, aceste variatii fiind neesentiale.

Rezultatele analizei antigenice au atestat ca tulpinile de virus gripal B, izolate si
identificate in Republica Moldova, au prezentat acelasi model general de reactivitate,
demonstrand o reactivitate inaltd cu serurile specifice fatd de virusurile strans legate genetic de

tulpina vaccinald B/Brisbane/60/2008.
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» Particularititile genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate in

sezonul epidemic 2010-2011

Secventierea genelor HA si NA efectuatd pentru virusurile gripale A(HIN1)pdm izolate a
atestat doud virusuri care s-au aranjat diferit in cluster-ele din analiza filogenetica a fiecarei gene.
Secventele genei HA a tulpinii A/Moldova/338/2011 au pozitionat-o n subgrupele genetice definite de
substitutiile aminoacizilor ale grupului genetic 6, iar tulpina A/Moldova/448/2011 s-a amplasat in
subgrupul definit de substitutiile aminoacizilor ale grupului genetic 3. Virusurile in fiecare grup
genetic sunt considerate antigenic similare. Astfel, din comparatia filogenetica reiese ca tulpinile de
virusuri gripale A(HIN1)pdm, izolate si identificate iIn Republica Moldova, din grupurile genetice
nominalizate au fost similare la nivelul genelor HA si NA cu tulpina de referintd A/California/7/2009
HINIpdm — tulpina de referintd, componenta a coctailului vaccinal antigripal recomandat de OMS
pentru vaccinare in sezonul 2011-2012.

Rezultatele analizei secventelor nucleotidice ale genei HA ale tulpinilor de virusuri gripale
A(H3N2) au atestat prezenta substitutiilor de aminoacizi caracteristice grupului genetic 5, clada
Victoria/208 (grupul Perth/10). De mentionat, ca grupa genetica 5, clada Victoria/208 nu s-a deosebit
antigenic semnificativ de virusul vaccinal A/Perth/16/2009, luat ca baza la constructia arborelui
filogenetic pentru efectuarea comparatiei filogenetice in baza genei HA. Rezultatele secventierii genei
NA a virusurilor gripale A(H3N2), izolate si identificate in Republica Moldova, au atestat prezenta
substitutiilor de aminoacizi S367N, K369T si [464L specifice grupurilor genetice 5 si 6, care se includ
in clada Victoria/208 al grupului Perth/10.

Analiza de secventiere a tulpinii B/Moldova/284/2011 pentru gena HA a demonstrat cd virusul
analizat poseda substitutii de aminoacizi comune pentru o buna parte din tulpinile de virusuri gripale
izolate in diferite tari ale lumii si care se referd la clada genetica 1 ,,Brisbane/60”, fiind stabilit ca
aceste substitutii nu afecteazad antigenicitatea virusurilor. Evaluarea rezultatelor secventierii genei NA
a pus 1n evidentd prezenta substitutiilor de aminoacizi caracteristice cladei 1 ,,Brisbane/60”, de rdnd cu
tulpinile de referintd, inclusiv, cu tulpina B/Brisbane/60/2008 — component al coctailului vaccinal

antigripal recomandat de OMS pentru vaccinare in sezonul 2011-2012.

4. EVALUAREA PARTICULARITATILOR VIRUSURILOR GRIPALE iN PERIOADA
INTEREPIDEMICA INTRU OPTIMIZAREA SUPRAVEGHERII EPIDEMIOLOGICE SI
VIRUSOLOGICE A GRIPEI
Evaluarea particularitatilor tulpinilor de virusuri gripale in perioada interepidemica, inclusa in
acest studiu, a cuprins cercetarile din urmatoarele sezoane epidemice: sezonul 2011-2012, 2012-2013

st sezonul 2013-2014.
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4.1.  Rezultatele evaluarii particularitatilor virusurilor gripale in sezonul 2011-2012

Sezonul epidemic 2011-2012 s-a caracterizat printr-un pattern scazut cu o raspandire
geografica sporadica si localizatd, intensitate joasa si o tendintd in descrestere a procesului epidemic,
fapt ce a avut un impact nesemnificativ asupra sistemului de sanatate [16, 17].

Rezultatele investigatiilor au pus 1n evidenta circulatia virusurilor gripale A(H3N2) si B.
Virusul gripal A(H3N2) a fost detectat in 15 (65,2%) din 23 (10,7%) probe colectate de la persoanele
cu diagnosticul prezumtiv ,,Gripa”, in 27 (16,1%) din 168 (78,5%) mostre cu material biologic prelevat
de la persoanele cu diagnosticul prezumtiv ,,JRVA” si in 3 (13,0%) din 23 (10,7%) specimene
colectate de la pacientii cu diagnosticul prezumtiv ,,SARI”. Totodata, ARN virusului gripal de tip B a
fost detectat doar 1n 2 cazuri: 1 caz — persoana cu diagnosticul clinic prezumtiv ,,Gripa” (4,3%) si 1 caz

— IRVA” (0,6%) (Tabelul 4.1).

Tab.4.1. Rezultatele identificarii virusurilor gripale prin rRT-PCR 1n dependenta de diagnosticul clinic
prezumtiv in sezonul 2011-2012

Numiirul probelor investigate prin rRT-PCR
Spectrul Gripi IRVA SARI Total
virusurilor l~lFl::)lzitive Pozitive Pozitive Pozitive
detectate | i i i

invest. s, % invest. s, % invest. s, % invest. s, %

A(HIN1) pdm| 23 - - 168 - - 23 - - 214 - -
A(H3N2) 23 15 | 65,2 | 168 27 | 16,1 23 3 13,0 | 214 45 21
B 23 1 4,3 168 1 0,6 23 - - 214 2 0,9
Total 23 16 | 69,5 | 168 28 | 16,7 23 3 13,0 | 214 47 | 21,9

Ponderea virusurilor gripale detectate in perioada nominalizata a constituit 96% pentru virusul

gripal A(H3N2), identificatd ca tulpind dominantd in sezonul nominalizat si 4% pentru virusul gripal

de tip B (Figura 4.1).
‘ 4%

" AGHIN2) Fig. 4.1. Ponderea virusurilor gripale detectate in
uB sezonul epidemic 2011-2012

> Rezultatele evaluirii particularitatilor antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate

si identificate in sezonul epidemic 2011-2012
Rezultatele obtinute au demonstrat cd unele tulpini au manifestat o reactivitate medie cu tulpinile
de referinta A/Hong Kong/3969/2011, A/Finland/190/2011 si A/Victoria/361/2011, pe cand cu alte
virusuri de referintd reactivitatea a fost nesemnificativa. Acest fapt se poate datora, cel mai mult
probabil, apartenentei virusurilor gripale testate grupului genetic respectiv tulpinilor de referintd

(grupul genetic 3C). Mai mult ca atat, tulpinile A/Moldova/99/2012, A/Moldova/94/2012 si
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A/Moldova/101/2012 au fost antigenic similare cu tulpina de referintd A/Victoria/361/2011, parte
componentd a grupului genetic 3C si, de asemenea, componentd a coctailului vaccinal antigripal
recomandat de OMS pentru vaccinare in sezonul 2012-2013, comparativ cu vaccinul antigripal
recomandat de OMS pentru sezonul precedent, 2011-2012, in care componenta A(H3N2) a fost
prezentata de tulpina A/Perth/16/2009. Din tulpinile de virusuri gripale testate, doar
A/Moldova/78/2012 a avut o reactivitate redusa cu panelul de seruri de referinta.

» Studierea particularitatilor genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si

identificate in sezonul epidemic 2011-2012

Secventierea genei HA a tulpinilor de virus gripal A(H3N2) a pus in evidentd prezenta
substitutiilor de aminoacizi caracteristice cladei genetice Victoria/208, insa din aceastd cladd genetica
fac parte grupurile genetice 3A, 3B, 3C, 4, 5 si 6. Din analiza arborelui filogenetic reiese, ca
substitutiile identificate sunt comune cladei genetice Victoria/208 si diferite substitutii corespund
diferitor grupuri genetice. Astfel, tulpina A/Moldova/99/2012 poseda substitutiile Q33R si N278K
specifice grupului genetic 3C si in acelasi timp posedd si substitutiile specifice cladei genetice
Victoria/208 (Figura 4.2).

Totodata, din grupul genetic 3C fac parte si tulpinile de referinta A/Norway/1789/2011, A/Hong
Kong/3969/2011 si respectiv tulpina vaccinald A/Victoria/361/2011 componente in panelul serurilor
de referintd standard la evaluarea particularitatilor antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale

identificate in Republica Moldova.

Fig.4.2. Locatiile substitutiilor caracteristice
grupului genetic 3C, clada Victoria/208
caracteristice virusurilor gripale A(H3N2).

‘\',’

4.2. Rezultatelé evluﬁrii particularitatilor virusurilor gripale in sezonul 2012-2013
Sezonul epidemic 2012-2013 s-a caracterizat printr-un pattern sporit cu o raspandire geografica
extinsa, intensitate Tnalta si o tendintd in crestere a procesului epidemic, fapt ce a condus la un impact
semnificativ asupra sistemului de sdnatate cu inregistrarea a 12 cazuri de deces [18, 19].

In sezonul epidemic 2012-2013, au fost investigate 662 specimene cu material biologic colectat de
la persoanele cu diagnosticul clinic prezumtiv ,,Gripa”, ,JRVA” si ,,SARI”. La persoanele cu
diagnosticul clinic prezumtiv ,,Gripd” din 144 (21,8%) de specimene ARN virusului gripal
A(HIN1)pdm a fost detectat in 40 (27,8%), ARN virusului gripal A(H3N2) detectat in 7 (4,9%)
mostre cu material biologic, ARN virusului gripal B a fost detectat in 46 (31,9%), iar prezenta ARN

virusurilor gripale A(HINI)pdm + B a fost detectatd in 1 (0,7%) proba. La pacientii cu diagnosticul
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clinic prezumtiv ,,JRVA” ARN virusurilor gripale au fost detectate, dupa cum urmeaza: ARN virusului
gripal A(HINI1)pdm — in 36 (10,2%) cazuri, ARN virusului gripal A(H3N2) — in 10 (2,8%), ARN
virusului gripal B —1n 30 (8,5%) si prezenta ARN virusurilor gripale A(HIN1)pdm + B a fost detectata
in 1 (0,3%) proba din totalul de 353 (53,3%) probe. Din esantionul de 165 (24,9%) mostre cu material
biologic colectat de la pacientii cu diagnosticul prezumtiv ,,SARI” in 36 (21,8%) probe s-a detectat
ARN virusului gripal A(HIN1)pdm, in 5 (3,0%) — a fost detectat ARN virusului A(H3N2), in 19
(11,5%) — ARN virusului gripal de tip B si in 2 (1,2%) — s-au detectat virusurile gripale A(HIN1)pdm
+ B (Tabelul 4.3).

Tab. 4.3 Rezultatele identificarii virusurilor gripale prin rRT-PCR 1n dependenta de
diagnosticul clinic prezumtiv in sezonul 2012-2013.
Numiirul probelor investigate prin rRT-PCR

Spectrul

virusurilor Grlga — IR\TDA — SAF;' — TOt;' —
detectate | : ozitive | . ozitive | . ozitive | . ozitive
invest. [—pem— invest. o invest. e invest. [—r—n

A(HIN1)pdm| 144 40 27,8 353 36 10,2 165 36 21,8 662 112 16,9
A(H3N2) 144 7 4,9 353 10 2,8 165 5 3,0 662 22 &%)

B 144 | 46 [ 319 | 353 [ 30 | 85 | 165 | 19 | 115 | e62 | 95 | 144
A(H”:”B) PAM 144 | 1 | 07 | 33 | 1 |03 | 165 | 2 | 12 | e62 | 4 | 06

Total 144 94 65,3 353 77 21,8 165 62 37,5 662 233 | 352

Astfel, gripa in sezonul 2012-2013 a fost etiologic cauzatd de trei virusuri gripale cu
predominarea virusului gripal A(HIN1)pdm cu o pondere de 48,1%, codominarea virusului gripal de
tip B — 40,8%, ponderea virusului gripal A(H3N2) a constituit 9,4%, iar cea mai micd pondere a fost
stabilitd in cazul prezentei ARN virusurilor gripale A(HIN1)pdm si B doar de 1,7% (Figura 4.5). O

situatie similara n perioada nominalizata s-a atestat in majoritatea tarilor din Europa [18, 19].

N A(HINT)pdm
=AHIN2) Fig. 4.3. Ponderea virusurilor gripale identificate
=B prin rRT-PCR 1n perioada post-pandemica,

= AHINDpdm + B sezonul epidemic 2012-2013

» Evaluarea particularititilor antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si
identificate in sezonul epidemic 2012-2013
In linii generale, toate tulpinile de virus gripal testate au reactionat cu panelul de seruri de referinti
standard. Insi, tulpina A/Moldova/335/2013 a avut o reactivitate redusi cu tulpina vaccinali
A/California/7/2009 si A/Bayern/69/2009, comparativ cu celelalte tulpini de virusuri gripale testate.
De asemenea, cu serul de referintd A/Bayern/69/2009 o reactivitate redusa au prezentat si tulpinile
A/Moldova/258/2013, A/Moldova/294/2013 si A/Moldova/179/2013. Acest fapt, s-a datorat, probabil,
apartenentei virusurilor testate la grupul genetic 6C, iar tulpina A/Bayern/69/2009 nu face parte din

acest grup genetic, cu toate ca, este antigenic similara tulpinii vaccinale A/California/7/2009.
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Particularitdtile antigenice ale tulpinilor de virus gripal A(H3N2) — A/Moldova/326/2013,
A/Moldova/242/2013 si A/Moldova/235/2013 au fost evaluate cu utilizarea panelului de seruri standard
prezentand o reactivitate usor redusd. Totodata, s-a observat cd o reactivitate moderata au avut tulpinile
de virusuri testate fatd de tulpina vaccinald A/Victoria/361/2011 si alte tulpini antigenic similare care
fac parte din acelasi grup genetic 3C (Tabelul 4.5).

Particularitdtile antigenice ale virusurilor gripale de tip B au fost studiate cu utilizarea panelului de
seruri de referintd standard prezentdind o reactivitate redusd fatd de tulpina vaccinala
B/Wisconsin/1/2010 apartinand liniei B/Victoria/2/1987 (B/Victoria). In acelasi timp, tulpinile de virus
gripal testate au prezentat o reactivitate moderatd fata de tulpina B/Massachusetts/02/2012 — tulpina
recomandatd de OMS pentru a fi introdusd in componenta vaccinului antigripal trivalent pentru
sezonul 2013-2014 [21]. Rezultatele caracterizarii antigenice au demonstrat ca tulpinile de virus gripal
testate au fost antigenic similare cu tulpinile de referintd apartenente liniei B/Yamagata/16/1988
(B/Yamagata) si care fac parte din grupul genetic 2.

» Studierea particularitatilor genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si

identificate in sezonul epidemic 2012-2013

Secventierea genei HA a tulpinilor de virusuri gripale cercetate a demonstrat prezenta substitutiilor
comune de aminoacizi in gena HA2, precum si prezenta substitutiilor specifice de aminoacizi in gena
HAT1. Prezenta substitutiilor specifice au pozitionat tulpinile de virus gripal A(HIN1)pdm circulante in
Republica Moldova in grupul genetic 6 (in baza substitutiilor comune) subgrupul genetic C (prezenta
substitutiilor specifice).

Analiza particularitatilor genotipice la nivelul genei HA a tulpinilor de virus gripal A(H3N2)
izolate si identificate in Republica Moldova a pus in evidentd, de asemenea, prezenta substitutiilor
comune de aminoacizi — caracteristice pentru toate tulpinile de virus gripal A(H3N2). Secventele genei
NA grupeaza diferit tulpinile de virus gripal A(H3N2) comparativ cu pozitionarea lor la nivelul
grupului genetic 3C in arborele filogenetic in baza genei HA. Totodata, analiza secventelor genei NA
N2 a demonstrat ca tulpina A/Moldova/440/2013 contine substitutia de aminoacizi S44P specifica
pentru grupul genetic 3C.3, Insa care nu poseda efecte antigenice semnificative. Din cele mentionate
mai sus, reiese ca datorita prezentei substitutiilor specifice tulpinile de virus gripal A(H3N2) circulante
in Republica Moldova se intrunesc in grupul genetic al cladei A/Victoria 208, unul din grupurile
genetice predominante pentru tulpinile circulante la nivel global in perioada nominalizatd [19].

Comparatia filogenetica la nivelul genelor HA si NA ale tulpinilor de virus gripal B a demonstrat
ca ele s-au pozitionat diferit in interiorul grupului genetic 2, fapt confirmat prin prezenta diferitor

substitutii specifice de aminoacizi [19].
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4.2.  Studierea si evaluarea particularitatilor virusurilor gripale in sezonul 2013-2014

Sezonul epidemic 2013-2014 s-a caracterizat printr-un pattern scdzut cu o raspandire geografica
regionald, intensitate joasa si o tendintd in descrestere a procesului epidemic, precum si la un impact
nesemnificativ asupra sistemului de sanatate [20].

Pentru studierea si evaluarea particularitatilor virusurilor gripale circulante in Republica Moldova
in sezonul epidemic 2013-2014, au fost investigate 604 specimene cu material biologic colectat de la
persoanele cu diagnosticul clinic prezumtiv ,,Gripa”, ,IRVA” si ,,SARI”. La persoanele cu
diagnosticul clinic prezumtiv ,,Gripa” din 65 (11,0%) de specimene 1n 41 (63,1%) mostre cu material
biologic a fost detectat ARN virusului gripal A(H3N2). La pacientii cu diagnosticul clinic prezumtiv
»~IRVA” ARN virusului gripal A(H3N2) — in 63 (16,2%) cazuri, iar ARN virusului gripal
A(HIN1)pdm a fost detectat in 1 (0,3%) din totalul de 388 (64,2%) probe. Din esantionul de 151
(25,0%) mostre cu material biologic colectat de la pacientii cu diagnosticul prezumtiv ,,SARI” in 25
(13,0%) probe s-a detectat ARN virusului gripal A(H3N2) (Tabelul 4.8).

Tab. 4.8. Rezultatele identificarii virusurilor gripale prin rRT-PCR in dependentad de diagnosticul clinic
prezumtiv in sezonul 2013-2014.

Numarul probelor investigate prin rRT-PCR, pe cauze:
vﬁﬂiﬁ:ﬁér Gripi IRVA SARI Total
detectate invest. Pozitive invest. Pozitive invest. Pozitive invest. Pozitive
abs. % abs. % abs. % abs. %
A(HIN1)pdm 65 - - 388 1 0,3 151 - - 604 1 0,2
A(H3N2) 65 41 63,1 388 63 16,2 151 25 13,0 604 129 21,3
B 65 - - 388 - - 151 - - 604
Total 65 41 63,1 388 64 16,5 151 25 13,0 604 130 215

Prin urmare, gripa in sezonul 2013-2014 a fost etiologic cauzata predominant de virusul gripal
A(H3N2), ponderea caruia a constituit 99,2%, iar ponderea virusului gripal A(HIN1)pdm a constituit
doar 0,8% (Figura 4.4). O situatie similard in Republica Moldova s-a atestat in sezonul 2011-2012, pe
cand in majoritatea tarilor din Europa tulpina dominanta s fost A(HIN1)pdm [20].

0.8%

A(HIN1)pdm Fig. 4.4. Ponderea virusurilor gripale detectate in
HA(H3N2) sezonul epidemic 2013-2014

> Particularititile antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate n
sezonul epidemic 2013-2014
Dupéd cum s-a mentionat, in sezonul epidemic 2013-2014 in Republica Moldova s-au aflat in
circulatie predominant tulpinile de virus gripal A(H3N2) care au fost caracterizate antigenic cu panelul

de seruri de referintd. Totodatd, se poate observa similaritatea antigenicd cu tulpina vaccinala
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A/Texas/50/2012, precum si cu alte tulpini din panelul de seruri standard prezentat, tulpina
A/Moldova/696/2013, izolatd si identificatd in luna decembrie 2013, ca fiind cea mai reprezentativa.
Acest fapt poate fi explicat prin apartenenta tulpinilor de virus gripal A(H3N2) din acest studiu la
grupul genetic 3C.3.
» Analiza particularititilor genotipice ale tulpinilor de virus gripal circulante in sezonul
epidemic 2013-2014

Secventierea genei HA a tulpinilor de virus gripal A(H3N2) a pus in evidentd prezenta
substitutiilor comune si specifice grupului genetic 3C. Rezultatele secventierii genei NA au atestat
pozitionarea tulpinilor in acelasi grup genetic 3C.3, dar absolut diferit fata de gena HA a acestor tulpini
de virus gripal. Acest fapt s-a datorat prezentei substitutiilor de aminoacizi Y155F si D251V,
substitutii observate si la tulpinile A/Moldova/7/2014 si A/Moldova/696/2013, care in interiorul
grupului genetic 3C.3 s-au pozitionat la diferit nivel (Figura 4.5).

Totodata, s-a observat ca tulpinile de virus gripal cercetat poseda si substitutii de aminoacizi care
demonstreaza evolutia tulpinilor circulante in Republica Moldova in perioada nominalizatd de la
tulpina vaccinald A/Perth/16/2009 — component al vaccinului antigripal trivalent recomandat de OMS
pentru vaccinare in sezonul 2011-2012.

Caracteristica fenotipicd a tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate in
Republica Moldova in perioada anilor 2008-2014
Analiza filogeneticd comparativa efectuata prin secventierea genei M a tulpinilor de virusuri

gripale studiate in baza arborelui filogenetic global a pus in evidenta prezenta substitutiei S31N la
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Fig.4.5. Fragment al analizei filogenetice comparative a tulpinilor de virusurilor gripale A(H3N2),
gena M, sezonul epidemic 2013 —2014.

nivelul genei M2 la toate tulpinile circulante, inclusiv la nivel global, conferind rezistenta fata de

amantadind si remantadina.
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Particularitatile fenotipice ale tulpinilor de virusuri gripale circulante in Republica Moldova in
perioadele pandemica si interepidemicd au demonstrat o sensibilitate inalta a tulpinilor mentionate
fatd de remediile antivirale oseltamivir si zanamivir — inhibitori ai neuraminidazei de ultima generatie.
4.3. Valorificarea rezultatelor obtinute intru optimizarea supravegherii epidemiologice si

virusologice a gripei

Studierea si evaluarea particularitdtilor antigenice, genotipice si fenotipice ale tulpinilor de virusuri
gripale A(HIN1)pdm, A(H3N2) si B izolate si identificate In Republica Moldova in perioadele
precautate 1n acest studiu a permis de a elabora un sir de acte normative intru optimizarea
supravegherii epidemiologice si virusologice a gripei cu realizarea masurilor de prevenire si control,
dupa cum urmeaza: Ordinul Ministerului Sanatatii nr. 366 din 30.10.2009 ,,Cu privire la masurile de
vigilentd si raspuns la pandemia cu noul virus gripal A(HIN1)”; Plan-cadru intersectorial gradual
pentru combaterea efectelor pandemiei cu virusul gripal nou A(HIN1) in Republica Moldova, aprobat
prin Hotaradrea Guvernului nr. 824 din 15.12.2009; Ordinul Ministerului Sanatatii nr. 824 din
31.10.2011 ,,Cu privire la perfectarea sistemului de supraveghere la gripa si infectiile acute ale cailor
respiratorii in Republica Moldova”; Note informative si Hotarari ai Comisiei Nationale Extraordinare
de Sanatate Publica ,,Privind situatia epidemiologicd la gripa, infectiile acute ale cailor respiratorii
superioare (IACRS) si infectiile respiratorii acute severe (SARI) cu realizarea masurilor de control si
raspuns”; Dispozitii ai Ministerului Sanatatii nr. 356-d din 28.09.2012, nr. 325-d din 27.09.2013, nr.
498-d din 29.09.2014 ,,Cu privire la prezentarea informatiei sdptaménale privind morbiditatea prin
gripd, JACRS si SARI de catre CSP teritoriale, inclusiv monitorizarea virusologica in cadrul sistemului
de supraveghere sentinela s.a.

Pe parcursul realizdrii studiului, a fost elaborat si perfectionat algoritmul de investigatii la gripa
ajustat la recomandarile OMS si rigorile impuse de pandemia din 2009-2010.

Valorificarea sistemelor national si sentinela de supraveghere clinico-epidemiologica si
virusologica la gripa, IACRS si SARI a permis de a studia tulpinile de virusuri gripale in cadrul:

® Retelei Globale de Supraveghere si Raspuns la Gripa (WHO GISRS)

e Retelei Globale de Supraveghere la Gripa al OMS (WHO GISN).
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI
1. Virusurile gripale izolate si identificate in Republica Moldova fac parte din cladele virusurilor

vaccinale caracteristice fiecarei perioade incluse in studiu: virusul A(HIN1)pdm — clada virusului
A/California/7/2009, virusul A(H3N2) — clada virusului A/Perth/16/2009 si virusul gripal de tip B —
clada virusului B/Brisbane/60/2008 — grupari caracteristice majoritdtii virusurilor gripale circulante
atat in tarile europene, cat si la nivel global in perioadele pre-pandemica, pandemica si post-
pandemica.

2. Perioada pandemica (2009-2010) s-a caracterizat prin circulatia preponderenta a tulpinilor de virus
gripal A(HIN1)pdm, care reprezintd un virus reasortat de o noud combinatie a genelor virusurilor
gripale umane, porcine si aviare eurasiatice, fapt ce confirmd producerea unei variatii antigenice
majore.

3. Analiza cu evaluarea caracteristicilor tulpinilor de virus gripal A(HIN1)pdm izolate si identificate
in Republica Moldova, studiate prin tehnici de secventiere si incluse in arborele filogenetic global, a
pus 1n evidenta aparitia substitutiei aminoacidului D222G in gena HA, detectata in special in cazuri de
boala cu evolutie severa a infectiei gripale, cat si in cazuri soldate cu deces.

4. In perioada post-pandemica, sezonul epidemic 2010-2011 practic s-a demonstrat substituirea din
circulatie a virusului gripal sezonier A(H1N1) de catre virusul gripal A(HIN1)pdm. Tulpinile de virus
gripal A(H3N2) identificate in perioada nominalizatd nu s-au deosebit antigenic semnificativ de
tulpina de referinta A/Perth/16/2009 — componenta a vaccinului antigripal recomandat de OMS pentru
sezonul 2010-2011. Virusurile gripale de tip B au fost antigenic similare cu tulpina vaccinald
B/Brisbane/60/2008 linia B/Victoria, recomandatd de OMS pentru a fi inclusa in coctailul vaccinal
antigripal trivalent pentru sezonul 2011-2012.

5. In perioada interepidemici (sezoanele 2011-2012, 2012-2013 si 2013-2014) s-a atestat circulatia a
trei virusuri gripale: A(HIN1)pdm — tulpind dominantd in sezonul 2012-2013 cu o pondere de 48,1%,
A(H3N2) — dominant in sezoanele 2011-2012 (96%) s1 2013-2014 (99,2%) si virusul gripal de tip B —
aflat in circulatie in sezoanele 2011-2012 si 2012-2013 (tulpind codominantd cu ponderea de 40,8%).
De asemenea, s-a atestat prezenta de coinfectii cu virusurile gripale A(HIN1)pdm si B in sezonul
2012-2013 cu o pondere de 1,7%.

6. Evaluarea particularitatilor antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate in
perioada interepidemica a pus In evidentd similaritatea antigenicd a acestor tulpini cu tulpinile
vaccinale: A/California/7/2009 (2012-2013) pentru tulpinile A(HIN1)pdm, grupul genetic 6C;
A/Victoria/361/2011 (2011-2012, 2012-2013) si A/Texas/50/2012 (2013-2014) pentru tulpinile
A(H3N2), grupul genetic 3C.3 si B/Brisbane/60/2008 linia B/Victoria (2011-2012) si
B/Massachusetts/2/2012 linia B/Yamagata (2013-2014) pentru tulpinile de virus gripal de tip B,

grupurile genetice 2 si 3.
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7. Studierea la susceptibilitatea inhibitorilor neuraminidazei a virusurilor gripale circulante in
Republica Moldova din perioadele nominalizate a demonstrat sensibilitatea lor la remediile antivirale
de ultima generatie — oseltamivir si zanamivir. Totodatd, prezenta substitutiei de aminoacizi S31N
specifica pentru virusurile gripale A(HINIT)pdm si A(H3N2) la nivelul genei M2 le conferd acestor
virusuri proprietatea de rezistentd la adamantane (amantadina si remantadina).

8. Monitorizarea circulatiei virusurilor gripale in cadrul retelei WHO GISN contribuie la: depistarea
precoce a noilor substitutii de aminoacizi care ar putea influenta patogenitatea, tropismul si capacitatea
de transmisie a virusurilor gripale de la o specie la alta; evidentierea factorilor determinanti ai
reasortdrii virusurilor, in special in aparitia de noi virusuri cu potential pandemic, inclusiv aparitia de
tulpini de virusuri gripale rezistente la remediile antivirale aflate Tn uz — circumstante extrem de

importante pentru identificarea de noi remedii antivirale cu efect antigripal.

Solutionarea problemei stiintifice prin identificarea si evaluarea particularitatilor antigenice,
genotipice si fenotipice ale virusurilor gripale circulante in Republica Moldova a fost realizata
conform scopului si obiectivelor acestui studiu, fapt ce a permis elaborarea unui pachet de documente
cu caracter aplicativ Intru implementarea urmatoarelor recomandari:

1. Completarea cu noi pozitii privind investigarea la gripa a cazurilor cu evolutie severa la pacientii
cu patologii preexistente, copiii cu varsta de pand la 5 ani, femeile gravide, precum si investigarea
materialului cadaveric in cazurile de deces la prezenta virusurilor gripale in cadrul sistemului de
supraveghere clinico-epidemiologica si virusologica la gripd, IACRS si SARI la nivel national.

2. Aprecierea si identificarea categoriilor de pacienti, in baza definitiilor de caz de Gripa, IACRS si
SARI pentru monitorizarea circulatiei virusurilor gripale, inclusiv cu caracterizarea tulpinilor de
virusuri gripale izolate de la acesti pacienti In cadrul sistemului sentineld de supraveghere clinico-
epidemiologica si virusologica la gripd, IACRS si SARIL

3. Perfectionarea sistemului sentineld de supraveghere clinico-epidemiologica si virusologicd la SARI
in cadrul sistemului de supraveghere la gripa, cu actualizarea definitiei de caz SARI, aprecierea grupei-
tinta pentru detectia substitutiillor de aminoacizi la nivelul genelor HA si NA, stabilirea factorilor ce
determind patogenitatea virusurilor gripale, inclusiv intru detectarea reasortarilor ce tin de dezvoltarea
rezistentei la remediile antivirale, in special, in cazul evolutiei sporadice drept raspuns la tratament.

4. Initierea, sistematizarea si promovarea cercetdrilor la nivel antigenic, fenotipic si genetic ale
tulpinilor de virusuri gripale in cadrul Retelei GIHSN 1intru aprecierea poverii cazurilor de boald cu

evolutie severa atribuite fiecarui tip/subtip de virus gripal.
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LISTA ABREVIERILOR

ADN - acid dezoxiribonucleic

Ag — antigen

ARI — Acute Respiratory Infections

ARN - acid ribonucleic

CDC - Centers for Disease Control and
Prevention

CNSP - Centrul National de Sanatate
Publica

CSP — Centrul de Sanatate Publica

ECDC - European Centre for Disease
Prevention and Control
GIHSN - Global
Surveillance Network
GISN - Global Influenza Surveillance
Network

GISRS - Global Influenza Surveillance and
Response System

HA — hemaglutinina

Influenza Hospital
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IACRS - infectii acute ale cailor
respiratorii superioare

IMSP - Instituie Medico - Sanitara
Publica

IRVA — infectii respiratorii virale acute

M, M1, M2 — proteine matrice

NA — neuraminidaza

OMS - Organizatia Mondiala a Sanatatii
PCR - reactie de polimerizare in lant
(Polymerase Chain Reaction)

RHA —reactie de hemaglutinare

RHAI - reactie de inhibare a
hemaglutinarii

rRT-PCR - Real Time Revers
Transcription Polimerase Chain Reaction
SARI - infectii respiratorii severe acute
(Severe Acute Respiratory Infections)

SUA - Statele Unite ale Americii



ADNOTARE
Eder Veronica: ,,Studierea si evaluarea virusurilor gripale in perioadele pandemica si
interepidemica”, teza de doctor 1n stiinte biologice, Chisinau, 2015. Structura tezei: introducere,
4 capitole, concluzii si recomandari, bibliografie (191 surse), 118 pagini de text de baza, 22
tabele, 47 figuri si 10 anexe. Rezultatele sunt publicate in 28 lucrari stiintifice. Cuvinte cheie:
virusuri gripale, HA, NA, grup genetic, sensibilitate la antivirale. Domeniu de studiu: 163.04 -
Microbiologie. Scopul lucrarii: Studierea si evaluarea particularitatilor antigenice, fenotipice si
genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate in perioadele pandemica si
interepidemica in Republica Moldova intru argumentarea masurilor de sanatate cu optimizarea
sistemului national de supraveghere epidemiologica si virusologica a gripei. Obiectivele
studiului: Determinarea si evaluarea tipurilor si subtipurilor de virusuri gripale evidentiate in
perioada de studiu; studierea si evaluarea particularititilor antigenice ale tulpinilor de virusuri
gripale in perioadele pandemica si interepidemica; studierea si evaluarea particularitatilor
genetice ale tulpinilor de virusuri gripale A si B in baza genelor HA si NA in perioadele
virusuri gripale la remediile antivirale de ultima generatie (oseltamivir, zanamivir) in perioadele
evidentiate; valorificarea rezultatelor obtinute si optimizarea supravegherii epidemiologice si
virusologice a gripei. Noutatea si originalitatea stiintifici: In premierd au fost obtinute
rezultate originale privind particularitatile antigenice, genotipice si fenotipice ale virusurilor
gripale circulante in perioadele pandemica si interepidemica. Problema stiintifica: Evidentierea
si evaluarea particularitdtilor antigenice, genotipice si fenotipice ale virusurilor gripale circulante
in Republica Moldova, care au servit ca argumente si suport metodic intru perfectionarea
continud a sistemului de supraveghere epidemiologica, clinica si virusologica la gripa, IACRS si
SARI implementat, racordat la exigentele OMS, ECDC si CDC. Semnificatia teoretica. Acest
studiu a evidentiat particularitatile virusurilor gripale circulante in Republica Moldova, ceea ce a
permis de a identifica si evalua locul tulpinilor izolate in arborele filogenetic global,
circumstante extrem de importante pentru argumentarea formulei vaccinului gripal. Valoarea
aplicativa a lucrarii. Rezultatele au permis de a evidentia particularitatile virusologice, de
evolutie ale procesului epidemic prin gripa in perioadele nominalizate elemente semnificative
utilizate ulterior n perfectionarea sistemului national de supraveghere la gripa, IACRS si SARI
ajustat la exigentele OMS, ECDC, CDC. Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele
obtinute au permis de a valorifica noi metode standardizate de diagnostic de laborator al gripei si
de a optimiza monitorizarea infectiilor gripale, IACRS si SARI pentru realizarea in timp real a
masurilor adecvate de control si rdspuns in contextul integrdrii in retelele de supraveghere

regionale (EuroFlu/TESSy) si globale (FluNet) ale OMS.
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PE3IOME

Enep Beponuka: ,H3yyeHme M OleHKa BHPYCOB TIpHINAa B MAaHAEMHYECKMH M
MexInuAeMuYecKuil mepuoanl”. Jluccepraius Ha COMCKaHME HAay4yHOM CTENEHU KaHAMaTa
ouonornueckux Hayk, Kummnes, 2015. Jluccepranmsi COMEpKUT: BBEJACHUE, 4 TJIaBbl, BBIBOJIBI U
pexkoMenanuu, onomuorpadus (191 ucrounnk), 118 crpaHull OCHOBHOTO TEKCTa, 22 TaOJIHUIIHI,
47 pucynkoB u 10 npunoxenuii. Pe3ynbTaTsl HCCIeI0BAaHUN U3II0KEHBI B 28 HAYYHBIX paboTax.
KuroueBble ciaoBa: Bupycel rpunmna, I'A, HA, renmernueckas rpynmna, 4yBCTBUTEIBHOCTb K
MIPOTHUBOBUPYCHBIM TipenaparaMm. O6Jsacth ucciaeaoBanusi:. 163.04 - Mukpoobuonorus. Llean
uccjienoBanus: l3ydeHne u OIEHKAa AHTUTCHHBIX, (DEHOTHIIHMYECKUX U TEHOTHUIIHMYECKUX
XapaKTEpUCTHK LITAMMOB BUPYCOB I'pUIINA B MMAHAEMUYECKUM 1 MEKINUACMUUECKUN IEPUOBI B
Mongose. 3apnaum ucciaenoBanus: OrnpeneneHue TUIOB U IOATUIIOB BHUPYCOB TIpHIlIa B
YKa3aHHBIX [E€pUOax; HUCCIEIOBAHME M OLEHKA AHTUICHHBIX CBOWCTB BUPYCOB TpUIIAa B
MaHJEMUYECKOM M MEXIMUAEMHUYECKOM IepUuoAax; HMCCIECJOBAaHUE M OLEHKAa T'€HETHYECKHX
ocoOenHoctelt BupycoB rpumnmna A u B Ha ocHoBe ren ['A u HA B naHHbBIX mepuojiax; aHamus
(EHOTUIINYECKUX XAPAKTEPUCTUK C OLEHKOM YyBCTBUTEJIBHOCTH BHUPYCOB TIpHIllla K
MPOTUBOBUPYCHBIM CPEACTBAM MOCIEAHETO IMOKOJIEHUS B YKa3aHHBIX NIEPUOJAX; UCIIOIb30BAHUE
MOJIYYEHHBIX  pEe3yJbTaTOB M ONTUMHU3AIMSA  CHUCTEMbl  SIUJAEMHUOJIIOTMYECKOTO U
BHUPYCOJIOTUYECKOTO Haj3opa 3a rpunnoM. Hayuynasi HoBu3Ha: BriepBble ObUIM MOJTy4YEHBI
OpUTHHAJIbHBIE  pE3yJbTaThl [0 AHTUTE€HHBIM, TE€HOTHUIMYECKMM U  (DEHOTHIHYECKUM
0COOEHHOCTSIM BHPYCOB TPHIMINA IUPKYIUPYIOIIUX B MAHJEMHYECKOM M MEXAMHUIEMHUYECKOM
nepuonax. Hayunas 3amaua: OrmpeneneHue M OLEHKAa OCOOCHHOCTEH BHMPYCOB TIpHIIa
nupKkyaupyoumx B Pecnyb6nuke MonjgoBa NOCIyXHIUM HAay4YHBIMH OOOCHOBaHHUSIMHU  JUIS
HENPEPHIBHOIO  COBEPIICHCTBOBAHUS  BHEAPEHHOM  CHUCTEMBI  BMHJIEMHOJOTHYECKOTO,
KIIMHUYECKOIO0 M BHpYycoJOorudeckoro Haaszopa 3a rpunnoMm, OPBU m TOPHU, B cBasu ¢
tpeboBanusimu BO3, ECDC u CDC. IlpukiagHasi M TeopeTuyeckasi 3HaUMMoCTh: Pabora
BHOCHUT CBOM BKJIaJ] B UCCJIEZJOBAHUM CBOMCTB BUPYCOB IpUIINIa LIUPKYIUpYOIUX B Moiose,
YTO TMO3BOJWJIO WJIECHTU(PHUIMPOBATH U OLEHUTh I[OJIO)KEHHWE BBIJECJIEHHBIX ILITAMMOB B
¢drIoreHeTUYECKOM JpeBe Ha I100aJIbHOM YPOBHE — UpPEe3BBIYAHO BaXKHBIE 00CTOATENbCTBA IS
onpeneneHuss (HopMysbl TPUNINO3HOW BakIMHBIL. BHenpeHue pe3yJbTaTOB HCCIeI0BAHMA:
Pe3ynbrarhl nccienoBaHuil UCIOJIB30BAHBI JUISl ONITHUMHU3AIMK HAIIMOHAIBHON CHCTEMBI Ha/J30pa
3a rpunnom, OPBU m TOPU nyrém BHeApeHHs HOBBIX CTAHJAPTU30BAHHBIX METOOB
JTMArHOCTUKY TPUIINA U CUCTEMAaTHYECKOT0O MOHUTOPUHTA 3a TPUMIO3HbIMU HHpekuusamu, OPBU
u TOPU B xonTtekcre uHTerpanuu B peruoHanbuyto (EuroFlu/TESSy) u rno6ansuyro (FluNet)
cetu BO3.
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SUMMARY
Eder Veronica: “The study and evaluation of influenza viruses in the pandemic and
interepidemic periods”, PhD thesis in biological sciences, Chisinau, Republic of Moldova,
2015. Thesis structure: introduction, 4 chapters, conclusions and recommendations, bibliography
(191 sources), 118 pages of basic text, 22 tables, 47 figures, and 10 annexes. The results have
been published in 28 scientific papers. Keywords: influenza viruses, HA, NA, genetic group,
antiviral susceptibility. Field of research: 163.04 - Microbiology. The purpose of study: Study
and evaluation of antigenic, phenotypic and genotypic characteristics of influenza strains isolated
and identified in pandemic and inter-epidemic periods in Moldova. Research objectives: The
determination and evaluation of the types/subtypes of influenza viruses in the period of the
study; study and evaluation of antigenic specificities of influenza viruses strains in pandemic and
interepidemica periods; study and evaluation of genetic peculiarities of A and B influenza
viruses strains based on HA and NA genes in the mentioned periods; sensitivity analysis
evaluating phenotypic characteristics of influenza viruses strains to antiviral remedies of latest
generation (oseltamivir, zanamivir) in the highlighted periods; results achieved and optimize
epidemiological and virological influenza surveillance system. The scientific novelty and
originality: For the first time were obtained the original results on antigenic, genotypic and
phenotypic characteristics of circulating influenza viruses during pandemic and interepidemic
periods. Scientific problem: Highlighting and evaluation of features of influenza viruses
circulating in Republic of Moldova served as arguments and methodical support to continuous
improvement of implemented influenza, ARI and SARI epidemiological, clinical and virological
surveillance system, connected to the requirements of WHO, ECDC and CDC. The scientific
and practical value: The results allowed to highlight the virological peculiarities of influenza
epidemic evolution in mentioned periods significant items used in improving the national
influenza, ARI and SARI surveillance adjusted to the WHO, ECDC, CDC requirements.
Obtained results allowed to identify and evaluate the place of isolated strains in the phylogenetic
tree globally — extremely important circumstances to argue influenza vaccine formulation. The
implementation of scientific results: The results of this research are used for clinical,
epidemiological and virological influenza, ARI and SARI surveillance system improving
through the implementation of new standardized methods of influenza diagnostics by approving
a series of documents in order to strengthen epidemiological surveillance, systematic monitoring
of influenza, ARI and SARI for organizing appropriate preventive and control measures in the
context of integration in regional (EuroFlu/TESSy) and global (FluNet) surveillance networks of

the WHO.
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