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ADNOTARE

Eder Veronica: ,,Studierea si evaluarea virusurilor gripale in perioadele pandemica si
interepidemica”, teza de doctor in stiinte biologice, Chiginau, 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 lucririi: 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 particularitatilor antigenice ale tulpinilor de virusuri
gripale 1n perioadele pandemicd si interepidemicd; 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 premiera 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 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, 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 particularititile virusologice evolutive ale
procesului epidemic prin gripa in perioadele nominalizate elemente semnificative utilizate in
perfectionarea sistemului national de supraveghere la gripd, IACRS si SARI ajustat la exigentele
OMS, ECDC, CDC. Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele obtinute au servit la
valorificarea de noi metode standardizate de diagnostic al gripei, optimizarea monitorizarii
infectiilor gripale, IACRS si SARI pentru realizarea in timp real a masurilor adecvate de control
si raspuns in contextul integrarii in retelele de supraveghere regionale (EuroFlu/TESSy) si
globale (FIuNet) ale OMS.



PE3IOME

Enep Beponuka: ,H3ydyeHue " oOLIeHKAa BHPYCOB TIpHNNAa B MNaHAeMHYECKHHA M
MesInuieMuYecKuil mepuoanl”. Jluccepraius Ha COMCKaHME HAy4YHOM CTENEHU KaHAMaTa
ouonornyeckux Hayk, Kummnes, 2015. [uccepranus coaep uT: BBeI€HUE, 4 TJIaBbl, BHIBOJIBI U
pexomenanuu, oudauorpadust (191 ucrounuk), 118 crpaHuI] OCHOBHOTO TEKCTa, 22 TaOIHUIIB,
47 pucynkoB u 10 npwioxeHuit. Pe3ynbTaThl ncciaea0BaHU W3JI0KEHBI B 28 Hay4HBIX paboTax.
KuroueBbie ciaoBa: Bupychl rpumnmna, I'A, HA, reneruueckas rpymnmna, 4yBCTBUTEIBHOCTH K
MPOTUBOBUPYCHBIM mpenaparam. Q6Jacts ucciaenoBanusi: 163.04 - Mukpobuonorus. Lean
uccjaenoBanus. l3yueHue W OICHKAa AHTUTCHHBIX, (EHOTHIHMYECKUX U TEHOTHIHYECKUX
XapaKTePUCTHK IITAMMOB BUPYCOB T'PUIITIA B MaHAEMHUYECKHI H MEKIMUACMUYECKUN TTEPUOIBI B
Mongose. 3agaun ucciaenoBanusi: OrnpejieneHUEe TUIOB U IOATUIIOB BUPYCOB TpuIla B
YKa3aHHbBIX II€pUOJIaX; HMCCIEAOBAHUE W OLIEHKA AaHTUI'CHHBIX CBOWCTB BHMPYCOB TIpHUIINIa B
MaHAEMHYECKOM M MEXIMHUJIEMUYECKOM MEepPHUOAax; HCCIEAOBaHHE M OIEHKAa T'€HETUYECKUX
ocobeHHocTeil Bupycos rpunmna A u B Ha ocHoBe ren I'A u HA B naHHBIX mepuojax; aHajau3
(ESHOTUMHYECKUX XApAaKTEPUCTHK C OICHKOH YYBCTBUTENBHOCTH BHUPYCOB TpHUIINA K
IIPOTUBOBUPYCHBIM CPEACTBAM IOCIEAHETO MOKOJIEHHS B YKa3aHHbBIX IEPUO/AX; UCIOJIb30BaHNE
MIOJIYyYEHHBIX  PE3yAbTaTOB W ONTHUMM3ALMS  CHCTEMBI  JIHUJIEMHOJOTHYECKOIO U
BHPYCOJOrMYECKOro Haa3zopa 3a rpunnoMm. HayuHas HoBu3Ha: BrepBble ObLIM MOJYYEHBI
OpUTMHAJIbHBIE  pE3yJabTaThl [0 AHTUICHHBIM, TEHOTHIMYECKUM U  (PEHOTUNHYECKUM
O0COOCHHOCTSIM BHPYCOB TpHUIINIAa LUPKYJIHUPYIOIIUX B MAaHAEMHUYECKOM M MEXIMHUIEMUYECKOM
nepuonax. Hayunas 3amauya: OmpesneneHue M OLIEHKa OCOOCHHOCTEH BHPYCOB TIpuIa
mupkynupyroumx B PecnyObnuke MonjoBa MHOCHTY)XHWIM HayYHBIMM OOOCHOBAHMSMHU JUIS
HENpPEPHIBHOIO  COBEPUICHCTBOBAHUS  BHEAPEHHOM  CHUCTEMBI  3MHMJIEMHUOJIOTHUYECKOTO,
KJIMHUYECKOr0 M BHUpYycojormdyeckoro Hajazopa 3a rpunnoM, OPBU u TOPU, B cBszu c
tpeboBanusmu BO3, ECDC u CDC. IlpukiaaHasi M TeopeTHdeckasi 3HAYMMOCTh.: Pabota
BHOCHUT CBOH BKJIaJ B MCCIIE€JOBAHUM CBOMCTB BHUPYCOB IpHUIIIa LHUPKYJIHUpYOLUX B Moinose,
YTO TMO3BOJWIO HWIACHTU(QUIUPOBATH W OLEHUTh I[OJIO)KEHHWE BBIJECJIEHHBIX IITaMMOB B
(UIOreHeTUYECKOM JIpeBEe Ha INI00aJTbHOM YPOBHE — UpE3BBIYAITHO BayKHbIE OOCTOATENLCTBA IS
orpeseneHuss (opMyibl TPUMNIO3HOW BakIMHBL. BHeapeHue pe3yJbTATOB HCCI€I0BAHMA:
Pe3ynbrarhl nccnenoBaHuil UCIIOJIB30BAHBI ISl ONITUMU3AIMK HAIlIMOHAIBHON CHUCTEMBI Haa30pa
3a rpunmnom, OPBM um TOPU nyréMm BHeApeHHs HOBBIX CTaHAAPTU30BAaHHBIX METO/0B
JUArHOCTHKH TPUIINIA U ONTUMHU3ALMKA MOHUTOPUHTA 3a rpunmno3HbiMu uHpexkuusmu, OPBU u
TOPHU B kouTekcre mHTerpaiuu B peruoHanbHyo (EUroFIU/TESSY) u rmo6ansnyio (FIuNet)
cetn BO3.



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 inter-epidemic
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, ARl 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, ARl 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 achieving in real time the appropriate preventive and control
measures in the context of integration in regional (EuroFIu/TESSy) and global (FluNet)

surveillance networks of the WHO.



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 — Centru de Sanatate Publica

ECDC - European Centre for Disease
Prevention and Control

FITC —izotiocianat de fluoresceina

GIHSN - Global Influenza Hospital
Surveillance Network

GISN — Global Influenza Surveillance
Network

GISRS - Global Influenza Surveillance and
Response System

HA — hemaglutinina

HAU — unitati de hemaglutinare

IACRS — infectii acute ale cdilor respiratorii
superioare

IMSP — Institutie Medico - Sanitara Publica

IRVA — infectii respiratorii virale acute

M, M1, M2 — proteine matrice

NA — neuraminidaza

NAI — inhibitor al neuraminidazei

NEP — nuclear export protein

NP — nucleoproteina

NS1, NS2 — proteine nestructurale

OMS - Organizatia Mondiald a Sanatatii
ORF - open reading frame

PA — proteaza acida

PB1, PB2 — proteaze bazice

PBS — solutie-tampon fosfat salin

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 — severe acute respiratory infections
SUA — Statele Unite ale Americii

WHO — World Health Organization



INTRODUCERE

Gripa si IACRS sunt maladii infectioase cu impact global, ce evolueaza in epidemii sau/si
pandemii soldate cu mortalitate crescuta.

Virusurile gripale reprezintd o problema permanenta de sdndtate publicd pentru toate
tarile, iar eforturile de a preveni Imbolndvirile si raspandirea acestora sunt constante, dar si
considerabile.

Larg raspandite in Intreaga lume, virusurile gripale infecteazd nu numai omul, ci si
numeroase specii de animale domestice (cai, porci) si sdlbatice (nurca, focd, balena etc.) sau
pasari (rate, pescarusi, curcani, gaini etc.) [1-4].

Variatia antigenica si circulatia virusurilor gripale intre specii sunt cauza izbucnirilor
epidemice care au loc anual, imbolnavirile fiind favorizate de raspunsul imun neadecvat, chiar in
acele segmente de populatie care au fost anterior expuse infectiei gripale [1-4].

Epidemiile de gripa se inregistreaza in fiecare an datoritd variatiei antigenice minore
(antigenic drift). Acestea sunt mutatii nesemnificative in genele care codifica HA si NA. Ele
constau in aparitia lentd de mutatii punctiforme in HA si NA in rezultatul circulatiei continue a
virusurilor gripale in populatiile partial imunizate. Structurile antigenice existente sufera
modificari de conformatie spatiala si/sau modificari in compozitia unor aminoacizi. Protectia
imuna fatd de contactele anterioare cu virusul gripal se mentine, dar este insuficienta. Astfel, fata
de subtipurile existente ale virusurilor gripale, la om se reinstaleaza o susceptibilitate la
reinfectari multiple. De reguld, astfel de succesiuni se produc in fiecare an [4-7].

De obicei, epidemiile de gripa apar in perioada rece a anului: in Emisfera de Nord in
lunile noiembrie — martie, in Emisfera de Sud — lunile mai — august. In regiunile tropice gripa nu
se manifesta sezonier, ci se inregistreaza pe tot parcursul anului, fiind dependentd, totusi, de
schimbarile climei [3-5].

In Republica Moldova cea mai inalta morbiditate prin gripa se inregistreaza, de obicei, in
luna februarie, insa au fost cazuri cand cel mai inalt nivel de morbiditate prin gripd s-a inregistrat
in lunile decembrie, ianuarie si martie [2, 3, 6, 8].

Durata epidemiei este de regula 1-2 luni (4-8 saptamani), dupa care virusurile dispar. Una
din enigmele principale ale virusului gripal este faptul ca in cea mai mare parte a anului ele
lipsesc 1n circulatia populatiei umane si nu se cunoaste unde circuld in perioada interepidemica,
cum si unde se produc modificarile antigenice (drift antigen). Se presupune cad virusurile ar
circula si s-ar modifica in regiunile ecuatoriale, pe motiv c¢d imbolnavirile prin gripa aici se

inregistreaza pe toata perioada anului [1, 3-5].



Totodata, pe langd variatia antigenica minora, existd si variatie antigenicd majora
(antigenic shift), ce se intalneste doar la virusul gripal de tip A. Mutatiile de tip shift reprezinta o
forma mult mai brutald de schimbari in virusul gripal A, ceea ce duce la aparitia unui nou virus
gripal cu o noud combinatie a proteinelor HA si NA, care anterior nu a existat mult timp sau
niciodata in populatia umand. Daca acest virus apare in populatia umand, unde majoritatea este
lipsitd de protectie sau existd o protectie nesemnificativd fatd de aceastd variantd, virusul
obtinand abilitatea de a se transmite de la om la om, atunci aceste circumstante pot conduce la
aparitia de pandemii de proportii. Important este faptul, cd modificarile in structura antigenica nu
pot fi previzibile. Virusurile cu deosebiri genotipice si fenotipice semnificative fatd de cele
antecedente apar la intervale neregulate de timp (10-40 de ani). Aceste modificari sunt
responsabile de aparitia marilor pandemii de gripa [1, 3-5].

Pe parcursul a ultimii 300 de ani s-au inregistrat 10 pandemii de gripa, din care 4 au avut
loc in secolul XX [3-5, 9, 10]. Pandemia ,,spaniold” din 1918 — a fost una din cea mai severa
dintre pandemiile cunoscute si descrise vreodata. Gripa ,,spaniold” a afectat peste 20,0% din
populatia globului avand o evolutie foarte rapida. Timp de 10 luni gripa s-a raspandit in intreaga
lume. In aceastd perioadd au fost afectate peste 400 milioane de persoane. Valuri repetate de
imbolnaviri prin gripa s-au inregistrat si in anii 1918-1919 si 1919-1920 cu o intensitate mai
mica. Atunci s-au Imbolnavit cei care nu au suferit In primul val. Pandemia ,,spaniolda” a fost
cauzatda de un nou virus gripal A(HIN1), genomul caruia confinea portiuni de gene ale
virusurilor gripale aviare i porcine. Cei mai afectai au fost tinerii, batranii si persoanele
imunocompromise. Intr-un singur an gripa ,.spaniold” a ficut mai multe victime decat ciuma
bubonica in patru ani (1347-1351) si decat Primul Razboi Mondial, numarand de la 50 la 100
milioane de decese. Cea mai inaltd mortalitate s-a inregistrat la persoanele cu varsta cuprinsa
intre 20 si 40 ani, rata mortalitatii fiind de 259 ori mai mare decat in cazul unei gripe obisnuite.
Referitor la locul si debutul pandemiei sunt doua ipoteze: prima — pandemia a debutat in
februarie-martie 1918 in SUA cu transmiterea ulterioara de catre trupele americane in Europa, a
doua ipoteza — pandemia a debutat in ianuarie 1918 in China cu raspandirea ulterioara la Apus
[3-5, 9, 10]. Gripa ,asiatica” — a avut loc in 1957-1958 si a fost cauzata de virusul gripal
A(H2N2), pandemia fiind de intensitate mai mica decat cea din 1918. Pandemia a inceput in
februarie 1957 in Orientul Indepartat si s-a raspandit rapid in intreaga lume inregistrand 2
miliarde de bolnavi si 1 milion de decese [3-5, 9, 10]. Gripa ,,Hong Kong” — in 1968-1969 a
aparut gripa de tip ,,Hong Kong” cauzata de virusul gripal A(H3N2). Pandemia avand severitate
medie, a afectat, in special, persoanele cu varsta de 65 de ani, inregistrandu-se peste 1 milion de

decese [3-5, 9, 10]. Gripa ,,Ruseasca” — in 1977-1978 a avut loc o pandemie relativ usoara
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cauzata de virusul gripal A(HIN1) — agent etiologic implicat in epidemia din 1950, astfel au avut
de suferit in primul rand persoanele nascute dupa acest an [3, 4, 10].

Aparitia virusului gripal A(H5N1) in 1997 in Hong Kong , care a cauzat o epizootie
masiva printre pasarile domestice afectdnd concomitent 18 persoane cu moartea a 6 dintre ele, a
servit ca un semnal de aparitie a unei noi pandemii de gripa. Distrugerea la acel moment a cca
1,5 milioane de pasari a stopat raspandirea virusului A(H5N1) printre pasarile domestice si
populatia umana. Virusul gripal aviar A(H5SN1) a reaparut printre pasarile domestice in anul
2003 intr-un sir de tari asiatice: Cambodia, China, Indonezia, Japonia, Laos, Thailanda, Vietnam,
Coreea. In 2004 din nou s-au inregistrat imbolnaviri printre oameni. Distrugerea a peste 160
milioane de pasiri a contribuit la reducerea raspandirii infectiei cu virusul gripal A(H5N1). In
pofida faptului ca acest virus a trecut bariera de specie cu afectarea nu numai a pasarilor, dar si a
unor specii de mamifere (tigri, cdini, pisici), totusi transmiterea lui de la om la om a fost
limitata. Persoanele care s-au imbolnavit de gripa cauzatd de virusul A(H5N1) au avut contact
direct si nemijlocit cu pasarile bolnave [3-5, 9, 10].

Cu aparitia virusului gripal aviar A(HSN1) in 2003 a persistat pericolul declansarii unei
noi pandemii de gripa. Dacad la Inceputul anului 2004 se credea, ca noua pandemie va fi cauzata
de virusul gripal A(H5N1), atunci evenimentele din 2009 au demonstrat, cd ingrijorarile
specialistilor in domeniu nu au fost in zadar [3-5, 9, 10].

Noua pandemie de gripa, prima din secolul XXI, a debutat in aprilie 2009 in SUA
(California de Sud si Texas), fiind cauzata de virusul gripal de tip nou A(HIN1) numit "triplu
reasortant", deoarece genomul sdu contine gene ale virusurilor gripale porcine, umane si aviare.
Virusul de tip nou a aparut brusc, fiind detectat concomitent in alte 2 tari: Mexic si Canada.
Procesul epidemic prin infectia cu virusul gripal de tip nou A(HIN1) a evoluat foarte repede,
afectdnd intr-un timp scurt un numdr mare de oameni de pe toate continentele. Aceste
evenimente au impus OMS sa ridice la 11 iunie 2009 nivelul de alerta pandemica de la faza 5 la
faza 6, ceea ce a insemnat Inceputul primei pandemii de gripd din secolul XXI. Totodatda OMS a
subliniat, ca severitatea pandemiei date a fost moderata. Majoritatea persoanelor infectate s-au
recuperat si s-au insanatosit fard a necesita spitalizare sau tratament medical specific, iar numarul
cazurilor cu complicatii si decese a fost similar epidemiilor gripale sezoniere [3-6, 8-12].

In Republica Moldova, gripa si IACRS se inregistreazi in fiecare an, numarul cazurilor
de Tmbolnaviri variind de la an la an si reprezintd 2/3 din numarul total de maladii infectioase
inregistrate pe parcursul anului. Aparitia in anul 2009 a unui nou subtip de virus gripal A(HIN1)
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
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prevenire si control permanent, inclusiv prin sisteme speciale de monitorizare a gripei, IACRS si
SARI [3, 6, 8].

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 descifrarii in timp real a variantelor cu potential epidemic si pandemic,
de ultimd generatie (oseltamivir, zanamivir) si profilul imunitatii antigripale a populatiei cu
scopul prepararii vaccinului antigripal potrivit sezonului curent.

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 sanatate 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
perioadele 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 1in perioadele precautate in studiu.

4. Analiza caracteristicilor fenotipice cu evaluarea sensibilitatii tulpinilor de virusuri gripale la
remediile antivirale de ultima generatie (oseltamivir, zanamivir) in perioadele evidentiate.

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

Noutatea si originalitatea stiintifici: In premiera pentru Republica Moldova, au fost
obtinute rezultate originale privind particularitdtile 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 formularea coctailului vaccinal. Analiza si evaluarea susceptibilitatii
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tulpinilor de virusuri gripale circulante a demonstrat sensibilitatea lor la remediile antivirale de
ultima generatie, abordare extrem de importanta 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 continua 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 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 particularitdtile virusologice de evolutie a procesului epidemic prin
gripa in perioadele pandemica si interepidemica — elemente semnificative utilizate ulterior in
perfectionarea sistemului national de supraveghere la gripa, 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 si volumul de investigatii cu masuri specifice si
nespecifice de profilaxie in situatii de urgenta.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele obtinute la realizarea cercetérilor
stiintifice in cadrul acestui studiu au servit la perfectionarea sistemului de supraveghere clinico-
epidemiologica si virusologica la gripa, 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(HIN1) 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 gripa si infectiile acute ale
cailor respiratorii in Republica Moldova” — in scopul fortificarii supravegherii epidemiologice,

monitorizdrii sistematice a circulatiei infectiilor gripale, IACRS si SARI pentru realizarea in
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timp real a masurilor adecvate de prevenire si control si in contextul integrarii in retelele de
supraveghere regionale (EuroFIu/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 Internationalda ,,CMP Chisindu
trecut, prezent si viitor”, Chisindu, 23 octombrie 2009; A doua Conferintd Nationala de
Microbiologie si Epidemiologie, Sinaia, Romania, 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, Chigindu, 2012;
3rd International Influenza Meeting, Muenster, Germany, September 2™ — 4™ 2012; Haykogo-
npaktuuHa KoHdepenuis «CYUYACHUM CTAH TA TIPOBJIEMU ITH®EKIIMHOI
3AXBOPIOBAHOCTI B VKPAIHI», Kuis, Ykpaina, 10 xostHa 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;
23" Annual Meeting of the Society for Virology, Kiel, Germany, 6-9 March 2013; 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; Hayuno-IIpaktuueckas
Kongepennus ¢ MexnyHapoausiM YuactueM, IlocBsamennas 90-neturo HMuctutyra HUU
Onunemuonoru, Bupyconmorum u Megununckoin [lapasutonorun um. A.b. AunekcansHa,
Eperan, 2013; Congresul specialistilor din domeniul Sanatatii Publice si Management Sanitar
din Republica Moldova, Chisinau 25-26 octombrie 2013; A Xll-a Editie a Salonului
International al Cercetarii, Inovarii si Inventicii ,,PRO INVENT 2014, Cluj-Napoca, Romania,
19-21 martie 2014; Third ISIRV-AVG Conference Influenza and other Respiratory Virus
Infections: Advances in Clinical Management 4th-6th June 2014, Tokyo, Japan; The XVIII-th
International Exhibition of Research, Innovation and Technological Transfer ,,INVENTICA
2014”, Iasi, 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, Chisinau, Republica Moldova, 22 octombrie 2014; A VIl-a Conferinta

Nationala de Microbiologie si Epidemiologie, Bucuresti, Romania, 12-14 Noiembrie 2014;
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Salonul International de Inventici PRO INVENT, Editia a XIII-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 Sanatate 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 fara 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, tehnoredactatd la
calculator, compartimentata traditional si include: foaia de titlu, foaia privind dreptul de autor,
rezumate 1n limbile romana, engleza si rusd, lista abrevierilor, cuprins, introducere, cuvinte-
cheie, 4 capitole, concluzii 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 ilustrata cu 22 tabele, 47 figuri, 10 anexe. Teza este
fundamentata pe 191 referinte bibliografice.

Sumarul compartimentelor tezei

In Introducere sunt argumentate actualitatea, importanta si necesitatea cercetarii
stiintifice efectuate, este reflectatd situatia actuald in domeniu, sunt formulate scopul si
obiectivele studiului. Descrierea si expunerea inovatiei stiintifice si a rezultatelor obtinute
confirma aspectul stiintific al studiului efectuat si importanta lui pentru medicina, in special
pentru sandtatea publica.

Capitolul 1. ,EVOLUTIA CAPACITATILOR DE DIAGNOSTIC PRIVIND
STUDIEREA SI EVALUAREA PARTICULARITATILOR ETIOLOGICE ALE
INFECTIILOR GRIPALE” cuprinde o sinteza a bazelor teoretice, inclusiv rezultatele
cercetarilor stiintifice privind etiologia, caracteristicile antigenice, fenotipice si genotipice ale
virusurilor gripale efectuate de catre cercetatorii si specialistii din acest domeniu. Sunt expuse
principalele repere existente in domeniul de cercetare la nivel national, european si mondial.
Sunt descrise studii stiintifice importante, efectuate in ultimul deceniu, privind evaluarea
particularitatilor etiologice, inclusiv particularitdtile antigenice, fenotipice si genotipice ale

virusurilor gripale circulante la nivel de mapamond. Sunt argumentate scopul si obiectivele tezei
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prin analiza profunda a referintelor bibliografice recente ale savantilor contemporani cu renume
international. In concluzii sunt nominalizate premisele care au stat la baza initierii acestui studiu.

Capitolul 2. ,,Materiale si metode” include reflectarea detaliata a metodologiei,
metodelor si materialelor de cercetare folosite in cadrul studiului stiintific efectuat. Acesta
include metode descriptive, virusologice, imunologice, de biologie moleculard, analitice si
statistice.

In calitate de materiale de studiu au fost folosite 9799 de probe codificate cu material
biologic colectat de la pacientii cu diagnosticul prezumtiv ,,Gripa”, ,IRVA” si ,,SARI”, 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.

Capitolul 3. ,Studierea si evaluarea tulpinilor de virusuri gripale izolate si
identificate in perioada pandemica” elucideaza rezultatele unei cercetari moderne, cu aplicarea
in premierd pentru Republica Moldova a tehnicilor de biologie moleculard in diagnosticarea
gripei. Sunt prezentate rezultatele evidentierii particularitatilor antigenice, genotipice si
fenotipice ale virusurilor gripale circulante in perioadele evidentiate, caracterizate prin
similaritate antigenica cu tulpinile vaccinale, apartenenta la grupurile genetice in baza arborilor
filogenetici globali, sensibilitatea la remediile antivirale de ultima generatie. Rezultatele obtinute
au permis de a confirma procesul evolutiv al virusurilor gripale de la o perioada la alta (pre-
pandemicd — pandemica — post-pandemica) prin variatii antigenice majore, manifestat prin
aparitia in circulatie a unei tulpini noi de virus gripal A(HIN1)pdm si substitutia din circulatie a
virusului gripal sezonier A(H1N1) cu virusul gripal A(HLIN1)pdm.

Capitolul 4. ,Evaluarea particularitatilor virusurilor gripale in perioada
interepidemica intru optimizarea supravegherii epidemiologice si virusologice a gripei”
include evidentierea particularitatilor care influenteaza in timp evolutia virusurilor gripale, fapt
ce a permis de a extrapola concordanta rezultatelor obtinute in acest studiu la datele selectate din
literatura internationald, si anume prin confirmarea procesului evolutiv al virusurilor gripale de la
un sezon la altul prin variatii antigenice minore.

Rezultatele studiului au permis valorificarea sistemului de supraveghere clinico-
epidemiologica si virusologica la gripa, IACRS si SARI de tip sentineld racordat la exigentele
OMS, ECDC si CDC prin implementarea si valorificarea algoritmului de investigatii ce tin de
evaluarea particularitatilor antigenice, genotipice si fenotipice ale virusurilor gripale, ceea ce

contribuie la studierea tulpinilor de virusuri gripale in cadrul Retelei Globale de Supraveghere si
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Réspuns la Gripa (GISRS) din cadrul Retelei Globale de Supraveghere la Gripa al OMS (WHO
GISN).

Rezultatele lucrarii sunt utilizate in cadrul retelei WHO GISN, fapt ce contribuie la:
aprecierea formulei coctailului vaccinal antigripal pentru fiecare sezon; depistarea cat mai
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 reasortarii virusurilor, in special in aparitia de noi virusuri cu potential pandemic,
inclusiv rezistente la remediile antivirale aflate in uz, pentru evaluarea remediilor antivirale noi
orientate spre ajustarea unui tratament antiviral adecvat.

Rezultatele studiului efectuat in laboratorul Epidemiologia infectiilor respiratorii virale
din cadrul CNSP cu valorificarea lor in practicd, au permis de a fortifica sistemele de
supraveghere clinico-epidemiologica si virusologica la gripa, IACRS si SARI national si
sentinela cu realizarea masurilor de control si raspuns. De asemenea, rezultatele expuse au fost
utilizate in procesul de acreditare a laboratorului nominalizat de catre OMS, care a fost
recunoscut ca Centru National de Gripa inclus in Reteaua Globala de Supraveghere la Gripa
(GISN) prin intermediul Sistemului Global de Supraveghere si Raspuns la Gripa al OMS (WHO
GISRS).
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1. EVOLUTIA CAPACITATILOR DE DIAGNOSTIC PRIVIND STUDIEREA SI
EVALUAREA PARTICULARITATILOR ETIOLOGICE
ALE INFECTIILOR GRIPALE
1.1.  Aspecte etiologice ale infectiilor gripale si caracteristicile morfostructurale ale
virusurilor gripale

Infectiile gripale, ce se declanseaza regulat si sezonier prin epidemii si periodic (la diferit
interval de timp: 10-40 ani) prin pandemii, au un impact negativ atat asupra sanatatii publice,
sistemului de sdnatate, cat si asupra economiei nationale, si astfel, impun eforturi considerabile
de control si raspuns.

Gripa este provocata de virusurile gripale din familia Orthomyxoviridae, genul Influenza
virus, care include virusurile gripale de tip A, B si C cu genom ARN, monocatenar, segmentat,
de sens negativ.

Virusul gripal A pentru prima data a fost izolat in 1930 de la porci, de catre virusologul
american Richard Shope, insa primul caz de infectare a omului cu gripa porcind a fost atestat cu
trei ani mai inainte [1-3]. De la oameni, virusul a fost izolat in 1933, de un grup de cercetatori
englezi Wilson Smith, Cristofer Andrews si Patrick Laidlow. Virusul gripal A este unul din cele
mai cunoscute si mai infricosatoare dintre virusurile gripale, cauzand cele mai serioase epidemii
si pandemii in istoria omenirii cu o ratd extrem de inalta de spitalizari si decese [6, 15-18].

Virusul gripal B, a fost descoperit in 1940 de catre virusologul american Thomas Francis-
Junior. Dupa gradul de virulentd, contagiozitate si semnificatie epidemica, virusul gripal B,
mereu a cedat in fata virusului gripal A. Acest virus nu cauzeaza pandemii, Insa este un agent
patogen al focarelor epidemice moderate, soldate uneori cu spitalizari i cazuri de deces [6, 15-
18].

Virusul gripal C a fost izolat pentru prima datd in 1947 de catre virusologul american
Richard Taylor. Spre deosebire de virusurile gripale A si B, virusul gripal C cauzeaza infectii
respiratorii usoare, similare racelilor banale, Insd la copiii mici poate evolua destul de grav.
Pentru virusul gripal C este caracteristicd o stabilitate majord a proprietatilor antigenice si
biologice comparativ cu virusurile A si B. De obicei nu cauzeaza epidemii, poate doar sa
insoteasca epidemiile de gripa A si B si nu are impact sever asupra sanatatii publice [6, 15-18].

Genomul virusurilor gripale este de tip ARN monocatenar, de sens negativ, segmentat.
Numarul de segmente difera in functie de tipul viral: virusurile gripale A si B au genomul
constituit din 8 segmente, iar virusul gripal C — din 7 segmente. De asemenea, aranjarea anumitor
fragmente/segmente de ARN 1n virion pentru fiecare tulpind de virus gripal in parte, poartd un

caracter individual [1, 5]. Cercetarile din mijlocul sec. XX au stabilit cd ARN virusurilor gripale
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este segmentat datoritd proprietatilor lor deosebite: rata inaltd de recombinare; participarea la
reactivari multiple si Incrucisate; reasortarea care are loc in naturd, ceea ce sporeste diversitatea
geneticd a virusului; precum si inactivarea diverselor functii ale virusului gripal cu anumifi
agenti chimici si raze UV [5, 6, 16, 18].

Din cele 8 fragmente ale ARN viral — 7 codifica proteinele structurale si doar un singur
fragment (segmentul 8) — proteinele nestructurale (NS1 si NS2), functiile carora sunt legate de
reproducerea virusului gripal. In general, genomul virusului gripal codifici cel putin 12
(cunoscute in prezent) proteine virale, majoritatea dintre ele sunt necesare pentru replicarea
eficienta a virusului in celula-gazda si la structurarea virionilor [5, 6, 18, 19].

Genomul viral impreuna cu proteinele virale: proteaza acida (PA), proteazele bazice (PB1
si PB2) si nucleoproteina (NP) formeaza nucleocapsida. Cea din urma fiind protejatd de catre

invelisul viral, derivat, de facto, din membrana celulei-gazda in timpul exocitozei (figura 1.1).
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Fig. 1.1. Structura virusului gripal [19].

Invelisul viral este compus predominant din proteinele de suprafatd hemaglutinina (HA),
neuraminidaza (NA) si proteinele matritd (M: M1 si M2). HA este responsabild de atasarea
particulei virale la receptorii celulei-gazda (acidul sialic) si de patrunderea virusului in celula, in
special, in procesul contopirii membranei virale cu cea celulard. NA inlatura acidul sialic de la
HA pentru a-i facilita patrunderea in celula si participarea in urmatoarele etape de reproducere a
virusului. Totodatd, NA conduce la eliberarea particulelor virale de pe suprafata celulei si
raspandirea virusului in tractusul respirator [5, 6, 19, 20].

Proteinele matrita (M: M1 si M2) sunt componente ale stratului lipidic intern al
invelisului viral, fapt ce rezultd in interactiunea proteinei M cu HA si NA. Proteina M1 — este
mediatorul aranjamentului dintre nucleocapsida helicoidala si invelisul viral, astfel participand la

structurarea virionului. Pe cand, proteina M2 (prezentd doar in virusurile gripale de tip A)
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reprezintd, de fapt, un canal ionic, care regleaza pH in procesul "dezbracarii” virusului in
endosomi si in aparatul Golgi, unde si are loc sinteza HA. In acest caz, crearea unui pH acid este
o conditie absolut necesara in procesul de eliberare a virusului si stabilizare a conformarii HA in
timpul transportului lui intracelular, asigurand astfel, existenta mecanismului de interactiune
cooperativa a structurilor interne cu glicoproteinele externe si canalele ionice ale membranei
lipidice a virusului gripal (figura 1.1) [5, 6, 11, 19-22].

Dat fiind faptul, ca principalii determinanti antigenici ai virusurilor gripale A si B sunt
HA si NA — glicoproteine transmembranare, ele sunt capabile sd inducd raspunsuri subtip-
specifice si imun, care sunt pe deplin protective In cadrul subtipului si numai partial protective
intre diferite subtipuri. In baza antigenicitatii acestor glicoproteine, virusurile gripale A, la
momentul actual, sunt grupate in 16 subtipuri de HA (H1-H16) si 9 subtipuri de NA (N1-N9).
Anume combinatia dintre diferitele subtipuri de HA cu diferitele subtipuri de NA si se numeste
subtip viral: din 144 (16 x 9) subtipuri teoretic posibile, in prezent se cunosc 115, dintre care la
om au fost identificate subtipurile H1, H2, H3 de HA si N1, N2 de NA (si anume virusurile
gripale A(HIN1), A(H2N2), A(H3N2)). Aceste grupari devin considerabile cand se efectueaza
analiza filogenetica a nucleotidelor si sunt deduse secventele de aminoacizi ale genelor de HA si
NA respectiv [5, 6, 16-19].

Nomenclatura conventionala a tulpinilor de virusuri gripale este folosita pentru codarea
lor si necesitd conotarea tipului de virus gripal, specia gazdei (omisa in cazul originii umane a
virusului), originea geografica, numarul de serie si anul izolarii, si numai pentru virusul gripal A
in paranteze se indica subtipurile de HA si NA — ex. A/HongKong/156/97 (H5N1) — tulpind de
virus gripal de tip A, izolata de la om, originea geograficd — Hong Kong, din proba nr. 156, in
anul 1997, cu subtipul H5N1 [5, 6, 15-18].

Variatia antigenica si circulatia virusurilor gripale intre specii sunt cauza izbucnirilor
epidemice care au loc anual, imbolnavirile fiind favorizate de raspunsul imun neadecvat, chiar in
acele segmente de populatie care au fost anterior expuse infectiei gripale. Variatia antigenica este
particularitatea fundamentala a virusurilor gripale A si B, care are loc la nivelul antigenelor de
suprafatd HA si NA, reprezentand astfel, un mecanism evolutiv de adaptare a virusurilor pentru
asigurarea supravietuirii lor ca specie [5, 6, 9, 15-18, 20, 22, 23].

Se cunosc doud mecanisme ale variatiei antigenice: minora (antigenic drift) si majora
(antigenic shift). Variatia antigenica minora se Intalneste la toate tipurile de virusuri gripale, insa
totusi, se presupune ca virusul gripal C nu se supune drift-ului antigenic, deoarece mutatiile in
gena HA nu poartd caracter consecvent. Totodatd, atdt variatia antigenicd minora — drift-ul

antigenic, cat si cea majora — shift-ul antigenic se intalnesc la virusul gripal de tip A. Acest fapt
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poate fi explicat prin numeroasele epidemii, care au loc in fiecare sezon rece, cat si prin
cunoscutele pandemii de gripa descrise in baza investigatiilor efectuate de catre numerosi
cercetatori virusologi [5, 6, 9, 15, 18, 24]. Drift-ul antigenic apare in rezultatul mutatiilor
punctiforme in genomul viral, ceea ce conduce, la randul sdu, la modificarea proteinelor
determinantilor antigenici pana la pierderea capacitatii de recunoastere de catre sistemul imun al
gazdei. Anume mutatiile, inclusiv inlocuirile, deletiile si insertiile sunt responsabile de aparitia
variantelor antigenice noi. Sub actiunea imunitatii colective are loc selectia virusurilor, ce se
deosebesc dupa caracteristicile antigenelor de suprafatd de tulpina paternd initiald. Cu toate
acestea, gene aparte ale virusurilor gripale umane acumuleazd mutatii cu o vitezd aproximativ
constanta, ceea ce permite de a mentiona despre "timpul molecular” al virusului gripal. Variatiile
antigenice (drift) ale virusurilor gripale A si B apar si domind timp de 2-5 ani si numai dupa
aceasta sunt inlocuite cu o alta diversitate antigenica [6, 16, 18, 20].

Péna la sfarsitul anilor 70 ai sec. XX era recunoscuta ideea ca subtipurile virusului gripal
A se schimbi reciproc in mod consecutiv. In aceeasi perioadi savantul virusolog E. Kilbourn a
atestat faptul, cad "fiecare serotip al virusurilor gripale A umane imediat il inlocuieste pe
predecesorul siu si singur va fi inlocuit de urmatorul”. Insa, cercetdrile si studiile ulterioare ale
agentilor patogeni ai sezoanelor epidemice au demonstrat cd lucrurile nu stau asa dupa cum se
mentionase. Astfel, particularitatile etiologice ale gripei contemporane sunt prezentate de
cocirculatia a doud subtipuri de virus gripal A: A(HIN1) si A(H3N2), precum si a virusului
gripal de tip B, avand, ins4, fiecare din ele semnificatie epidemica diferita [15, 18, 25, 26].

In contrast, shift-ul antigenic, denoti o schimbare momentani si profundi in
determinantii antigenici, cu alte cuvinte, o inlocuire a ambilor sau a unuia din subtipurile de HA
si NA, intr-un singur ciclu de replicare. Aceasta are loc in celula care este infectata simultan cu
doua sau mai multe virusuri gripale de tip A de diferite subtipuri. Odatd ce distribuirea
segmentelor replicate ai genomului viral in interiorul virionului nou format are loc independent
de originea subtipului fiecarui segment, atunci poate sa apara un asa virion, capabil deja de
replicare, care va purta informatia genetica a diferitor virusuri parentale (asa-numitii reasortanti)
[5, 6,9, 15-18, 23, 26].

In general, numeroasele teorii despre aparitia variantelor pandemice a virusurilor gripale
pot fi divizate in ipotezele antroponozicd §i zooantroponozicd. Se presupune, cd una din
modalitatile de mentinere a virusului gripal A in populatia umana este persistenta lui in
organismul uman. Asemenea presupunere a fost bazata pe cercetarile care au stabilit, ca dupa
incheierea ciclului pandemic virusul gripal foarte repede disparea din circulatie. Conform

ipotezei date, virusul gripal in organismul uman trecea intr-o forma inactiva, care, insa, peste mai
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multe luni sau chiar ani, ¢l putea sa se reactiveze. Reiese, ca prezenta infectiei latente si
persistente poate explica mecanismul shift-ului antigenic si includerile repetate in circulatic a
principalelor subtipuri ai virusului gripal de tip A [5, 6, 15, 26].

Urmarind istoria ciclurilor pandemice ale virusului gripal A, a putut fi confirmata ipoteza
persistentei virusurilor gripale prin reaparitii repetate la diferit interval de timp, fapt ce nu
exclude posibilitatea persistentei lui in rezervorul animal. Pe de alta parte, exista date veridice, ca
virusurile de origine aviard, umana si porcind clasicd au un strdimos comun — si anume virusul
gripal de origine aviard. Unii cercetdtori presupun, cd anume virusul gripal aviar trece bariera de
specie, infectand la inceput porcii, apoi dupa o anumitd adaptare, alte mamifere, si ulterior,
nimereste in populatia umana. Acest fapt, a putut fi urmarit in 1918, cand a aparut pandemia de
gripa "spaniola”, determinatd de virusurile gripale ale mamiferelor, HA carora era strans legata
de varianta HA aviare [4-7, 9, 15-18, 20, 22, 23, 25, 27-29].

Modalitatea cu care virusul gripal este capabil sd treacd periodic bariera de specie poate
explica ipoteza despre prezenta in una din genele polimerazice a mutatiei care duce la sporirea
gradului de variabilitate a agentului, la aparitia a unui numar considerabil de variante si la
crearea unor conditii mai bune pentru adaptarea in organismul diferitor specii de animale si
pasari. Intru confirmarea ipotezei date au fost aduse dovezi, care au demonstrat ca HA virusurilor
gripale A(HINT1) izolate de la porcinele bolnave din Europa de Nord a fost inruditd antigenic si
genetic cu HA aviard. Apoi, aceste virusuri porcine noi au putut din nou sa treaca bariera de
specie §i sd provoace o epizootie la curcani fara producerea de variatii genetice. Acesti agenti se
caracterizau printr-o instabilitate extrema, variabilitate i viteza de evolutie inalte. Faptul dat ar
putea explica fenomenul istoric de trecere a barierei de specie a virusului gripal aviar, astfel
facand posibila aparitia unei linii clasice stabile de virus gripal porcin in SUA [5, 18, 24, 30].

Un alt mecanism posibil al shift-ului antigenic, in rezultatul caruia au aparut doua tulpini
pandemice de virusuri gripale — este reasortarea genelor virale. In prezent sunt dovezi
convingatoare asupra faptului, ca tulpinile pandemice — asiatica A(H2N2) (1957) si de Hong
Kong A(H3N2) (1968) — au aparut in rezultatul reasortarii virusurilor umane si aviare; genele
HA, NA si a unei proteine din complexul polimerazic avand origine aviard. Alte gene ale acestor
tulpini pandemice sunt similare cu genele analoage ale virusurilor gripale umane anterioare
A(HINT) si A(H3N2). Cu toate acestea, porcinele fiind sensibile atat fata de virusurile gripale
umane, cat si fatd de cele aviare, au putut fi gazde intermediare pentru formarea variantelor shift

(figura 1.2) [5, 18, 21, 24].
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Schimbarea genetica care permite trecerea unei tulpini de virus gripal de
la o specie la alta, inclusiv la om, se »SHIFT ANTIGENIC”.
Shift-ul antigenic poate avea loc pe trei cai:
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putea, in continuare,
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alta. in asa caz ar
putea aparea o
pandemie de gripa.

e Fara a suferi
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Virus gripal aviar de tip A ") genetice o tulpina
de virus gripal
aviar de tip A
poate trece direct
de la o rata sau
alta pasare
acvatica la om.

antigen antigen Virus gripal uman de tip A
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tica tr i Ipil

virus gripal aviar de tip A
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ca porcinele sau alta pasare.

de
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sau alta pasare

acvaticalao
gazda
intermediara de
origine animala

O persoana transmite o
tulpina de virus gripal

antigen
NA

uman de tipAla
pasare sau porcina.

(De notat, ca reasortarea poate avea loc la o persoana
infectata cu doua tulpini de virusuri gripale)

si apoi la om.

m Cand virusurile infecteaza aceleasi celule,

genele tulpinilor aviare se combina cu genele
tulpinilor de virus gripal uman obtinandu-se o
tulpina noua

Patrunderea virusului in
celula-gazda intermediara

Tulpina noua se
poate raspandi
de la gazda
intermediara la
oameni

Tulpina noua de
virus gripal

Celula-gazda
intermediara

Combinarea genetica

Gazda intermediara
(porcinele)

Fig. 1.2. Mecanismul shift-ului antigenic [6].
Astfel, similaritatea genofondului virusurilor gripale de tip A umane si ale altor specii de
mamifere Tn biosferd acordd o actualitate deosebitd fenomenului de participare a virusurilor

gripale animale si aviare in formarea variantelor pandemice. Totodatd, trebuie de mentionat, ca
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semnificatie epidemica considerabild pentru umanitate, pe parcursul studierii virusurilor gripale
au avut doar 3 subtipuri de virusuri gripale A: A(HIN1), A(H2N2) si A(H3N2) [18, 23].

Asa dar, pandemiile de gripa au loc atunci, cand isi face aparitia un nou virus gripal, la
care marea majoritate a populatiei umane de pe glob nu are protectie imund sau aceasta este
foarte slaba, care are un potential inalt de infectare a oamenilor provocand cazuri clinice de boala
si cu o transmisibilitate Tnalta de la persoana la persoana. Aceste particularitafi rezulta intr-un
impact de talie globald a infectiei gripale ce afecteaza un procent considerabil de persoane si
cauzeaza o sporire a nivelului de mortalitate [1, 4, 6, 9, 16-18, 20, 23-36].

Practic, intru confirmarea celor expuse mai sus poate fi adus exemplul ultimei pandemii
din sirul istoric care si a avut loc in 2009-2010 — prima pandemie a sec. XXI. Aceasta pandemie,
de o severitate moderatd, a fost provocatd de un nou virus gripal reasortant A(HINI)pdm09.
Analiza genetica a acestui virus pandemic a dezvaluit o noud combinatie a genelor virusurilor
umane, porcine §i aviare eurasiatice. Virusul contine genele HA, NP si NS ale virusului clasic de
origine porcind, genele PB2 si PA ale virusurilor aviare nord americane, gena PB1 a virusurilor
H3N2 de origine umana si genele NA si M ale virusurilor porcine eurasiatice similare celor
aviare. Nu se exclude probabilitatea, cd acest virus provine de la virusurile porcine triplu
reasortante circulante la porcine In perioada anilor 1997-1998 continand genele HA, NA si PBI
similare virusurilor umane si genele interne PB2 si PA de origine aviara [4, 7, 15, 16, 20, 23, 30,
37, 38]. Cercetarile, insa, au demonstrat ca aceste virusuri sunt sarace in determinanti moleculari
specifici pentru adaptarea la gazda umana, astfel sugerand un rol inca necunoscut/nedocumentat
a marcherilor moleculari asociat transmisiei umane [7, 11, 20, 28, 30, 38-51]. Aceste virusuri, in
consecintd, nu poseda marcheri asociati cu virulenta inaltd sau patogenitatea care au fost
observate la virusul HLIN1 din 1918 sau patogenitatea inalta a virusurilor HSN1 [12, 21, 30, 42].

Totodatd, analiza filogenetica a demonstrat ca secventa de HA a tulpinii de virus gripal
A(HIN1)pdm 09 cel mai mult se aseamanad cu cea a tulpinii din 1918 si a fost antigenic distincta
de virusurile HIN1 umane recente, precum si de componentii vaccinurilor. Antigenic, insa,
virusurile A(HINT)pdmO09 sunt omogene si printre tulpinile istorice de virusuri gripale, sunt cele
mai similare cu virusurile gripale porcine A(H1N1) clasice (triplu reasortant) [20, 21, 23, 28, 30,
42,52].

Printre virusurile A(HIN1)pdmO9 analizate au existat doar cateva substitutii de
aminoacizi la nivel de HA, si nici una din ele nu au avut efect antigenic. Deci, variatia antigenica
printre virusurile A(HIN1)pdmO9 circulante in populatia umand este la moment mai mica fata de

cea observata in timpul unui sezon gripal tipic [15, 20, 23].
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Cu toate acestea, s-a atestat ca virusul A(HIN1)pdmO09 poseda o transmisibilitate inalta si
are un avantaj biologic distinct in replicare, transmisie, tropism si patogeneza in comparatie cu
ambele virusuri sezoniere reprezentative A(HIN1) si A(H3N2). Similaritatea in manifestarile
epidemiologice ale acestei tulpini de virus gripal a fost observata in populatie atat in emisfera
nordica, cat si in cea sudica [15, 21, 30, 42, 48, 53-55].

Astfel, pe masura ce cunoastem mai mult despre virusurile gripale, un efort considerabil
este necesar pentru a raspunde la intrebdrile: care sunt factorii determinanti in transmisia
virusului de la o specie la alta; care sunt factorii ce determina reasortarea virusurilor, - factori
critici in aparitia unor noi virusuri pandemice. La nivel global, insa, existd posibilitatea de a
urmadri evolutia virusurilor gripale, practic in timp real, ceea ce ne poate asigura cu informatii
inestimabile intru stabilirea factorilor ce determina patogenitatea si/sau transmisibilitatea lor.

1.2. Caracteristica fenotipica si genotipica a virusurilor gripale

Virusurile gripale se caracterizeaza printr-o structurd unicald a genomului, dar si prin
instabilitate genetica, fapt datorat mutatiilor punctiforme si evenimentelor de reasortare, ceea ce
contribuie la aparitia noilor variante sau tulpini de virusuri gripale cu potential epidemic sau
pandemic. Atat epidemiile, cat si pandemiile au un impact economic substantial datorita
costurilor profilaxiei si tratamentului, absenteismului, vizitelor la medic, precum si excesul de
spitalizari. Prin urmare, este necesard o intelegere detaliatd a mecanismelor ce determind
patogenitatea §i transmisia virusurilor gripale intre specii, combinatd cu disponibilitatea
masurilor efective de preventie si tratament Intru realizarea masurilor de control si raspuns al
infectiilor gripale [23].

In timp ce persoanele dezvolta imunitate de lungd durati la o anumiti tulpina de virus
gripal, mutatiile antigenice fatd de genomul virusului gripal rezultd in proteine ce sunt
recunoscute intr-o masurda mai micd de catre sistemul imun uman, ldsand persoanele susceptibile
in viitor la infectare. Evolutia fenotipului antigenic apare punctiform cu episoade de innoire
intercalate de perioade de staza, in timp ce evolutia geneticd pare mai continud, ceea ce
sugereaza ca un numar relativ mic de modificari genetice sau combinatii de modificari genetice
pot conduce la aparitia modificarilor la nivelul fenotipului antigenic. Populatia de virusuri
gripale evolueaza continuu in fenotip antigenic in asa-numitul proces de drift antigenic care se
realizeaza prin intermediul antigenelor de suprafatd HA si NA. Aceste doua proteine sunt codate
de segmentele 4 si 6 ale genomului viral (constituit in general din 8 segmente), localizate pe
suprafata virionului, ele sunt prima tintd pentru raspunsul imun al gazdei. Celelalte sase
segmente sunt codificate de catre proteinele: PB2 (segmentul 1), PBI1 (segmentul 2), PA
(segmentul 3), NP (segmentul 5), M1 si M2 (segmentul 7), NS1 si NS2/NEP (nuclear export
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protein) (segmentul 8). O proteind-accesoriu, suplimentara, PB1-F2 poate fi codatd de segmentul
2 si ea poate conferi proprietati de virulentd virusurilor care o expreseaza prin faptul, ca ea se
asociaza cu proteinele mitocondriale inducand procesul de apoptoza in celulele imune. Acest
factor de virulentd a fost identificat printre virusurile gripale de tip A, stabilindu-se, totodata,
asocierea lui cu patogenitatea sporitd a virusului gripal inalt patogen A(H5N1), precum si a
virusului gripal pandemic din 1918. Proteina fragmentata PB1-F2 cu fragment deschis pentru
citire (PB1-F2 ORF — open reading frame) s-a dovedit a fi legata de replicarea viralda continua,
inclusiv si de raspunsul proinflamator sporit. Totodatd, proteina nestructurala NS1 suprima
expresia genelor antivirale in celulele-gazda. Marcherii virulentei precum si factorii ce contribuie
la transmisia intre specii au fost identificati in proteina PB2, pe cand determinantii rezistentei
antivirale au fost depistati in proteinele NA si M [56-61].

Din momentul izolarii pentru prima datd in 1930 a virusului gripal A(HINI) de la
porcine - antigenic foarte asemanator virusului gripal uman reconstruit A(HIN1) din 1918, ele
impartasesc, probabil, un stramos comun si pana la sfarsitul anilor 90 ai secolului XX acest virus
gripal “clasic porcin” a circulat in populatia porcinelor si a fost antigenic relativ stabil. in anul
1998, sau mai inainte, acest virus gripal clasic porcin a reasortat cu virusul gripal uman
contemporan A(H3N2) si cu un virus aviar de linie americana cu subtip necunoscut, rezultdnd in
aparitia in populatia porcind nord-americana si mai tarziu in populatia porcind asiatica a virusului
gripal porcin triplu reasortant H3N2 (rH3N2). Cercetarile au demonstrat ca acest virus rH3N2
poseda genele HA, NA si PBI1 de la virusurile gripale umane, genele PA si PB2 de la virusurile
gripale aviare si genele interne NP, M si NS de la virusurile gripale porcine [36, 42, 56, 58].
Datorita diferentelor intrinsece dintre gazde (ex. receptorii celulari) si ale apdrarii selective
(sistemele umoral si celular de aparare inndscute si dobandite), diferite modificari in structura
antigenica a virusurilor gripale sunt provocate mai mult in populatia porcina decat in cea umana.
Drept consecinta, drift-ul antigenic al virusurilor gripale urmeaza cai diferite la porcine
comparativ cu populatia umana. Precum drift-ul antigenic in virusurile gripale umane A(H3N2)
este, de obicei, atribuit apararii imune stabilite in populatia umana ca urmare a infectiilor
precedente cu variantele anterioare de virusuri gripale, tot asa potentialul comun al mutatiilor de
diferentiere a cluster-elor pot sugera ca modificarile antigenice in virusurile gripale porcine, de
asemenea, sunt urmare ale apardrii imune. Periodic, aceste mutatii ar putea fi selectate in ambele
gazde 1n baza avantajelor diferite fatd de evaziunea imuna sau ar putea fi sporadic cuplate cu alte
mutatii cu acelasi efect [36, 42, 62-65].

Totodata, virusul gripal A(HIN1) din 1918 a circulat in populatia umana pana la

declangarea in 1957 a pandemiei de gripa provocata de virusul gripal A(H2N2) (“gripa asiatica”).
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In aceasta perioadd s-a constatat un drift antigenic substantial al virusului gripal A(H1N1)
departe de virusul din 1918. De la inceputul anilor 1950 virusul gripal A(HIN1) a reaparut in
populatia umana in 1977, iar din 1977 pana in 2009 a fost o evolutie antigenica substantiala, fapt
ce a determinat reinnoirea de 8 ori a componentului H1 al vaccinului antigripal [36, 42, 56-64].

Staza antigenica relativa a virusului gripal clasic HIN1 in populatia porcind s-a estimat
pana in 1998, in acelasi timp, observandu-se drift-ul antigenic substantial al virusului gripal
HINI 1n populatia umana, in cele din urma, acestea au condus la crearea unui decalaj antigenic
esential Intre virusurile gripale clasice porcine A(HIN1) si virusurile gripale umane A(HINT1).
De asemenea, cercetarile au demonstrat, ca din 2005, izolatele virusurilor gripale umane HIN1
de origine porcind au manifestat cel mai inalt grad de similaritate cu virusurile porcine H1
circulante in Asia si SUA si ca proteina N1 are legaturd cu virusurile porcine circulante in
Europa [41]. Se considera ca porcinele joacad un rol vital in transmisia intre specii a virusurilor
gripale prin faptul ca ele poarta receptori atat pentru tulpinile de virus gripal aviar, cat si pentru
tulpinile de virus gripal uman. Aceasta a pus in evidentd porcinele drept "vas de amestec" in care
materialul genetic poate fi schimbat cu un potential de a rezulta intr-un nou progenitor viral la
care populatia umana este inalt susceptibild si nu poseda imunitate. Astfel, populatia porcina a
devenit un rezervor pentru virusurile gripale HIN1 cu potential de cauzare a unor epidemii
majore sau posibile pandemii in populatia umana [36, 42, 58-64].

Caracteristica unui sir de virusuri gripale A(HINI1)pdm pentru determinarea
proprietatilor antigenice, in prima jumatate a anului 2009, a pus in evidenta faptul ca antigenic
aceste virusuri sunt omogene si printre virusurile istorice, ele sunt antigenic similare cu virusurile
clasice porcine A(HIN1), precum si virusurile triplu reasortate A(HIN1) ale liniei nord-
americane care au circulat in populatia porcina in ultimii 10 ani In SUA, si care ocazional au
infectat populatia umand in aceiasi perioadd. Analiza antigenica a virusurilor A(HIN1)pdm
izolate 1n perioada nominalizatd a demonstrat prezenta doar a cateva substitutii ale aminoacizilor
in gena HA, 1nsa niciuna nu s-a dovedit a avea vre-un efect antigenic. Variatia antigenica printre
aceste virusuri s-a constatat a fi, la acel moment, mai mica decat variatia antigenica observata in
populatia umana in timpul unui sezon tipic/epidemic de gripa [42].

Cu toate acestea, sezonul epidemic 2008-2009 s-a caracterizat prin circulatia atat a
virusurilor sezoniere clasice cunoscute A(HINI1), A(H3N2) si B, cat si a virusurilor
A(HIN1)pdm. Caracteristica antigenicd a acestor virusuri gripale a demonstrat cd virusurile
gripale A(HLN1) au fost asociate cu tulpina A/Brisbane/59/2007-like; virusurile A(H3N2) au
fost similare tulpinii A/Brisbane/10/2007-like, ambele tulpini fiind componente ale vaccinului

antigripal recomandat de OMS pentru sezonul epidemic 2008-2009. Virusurile gripale de tip B
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circulante in sezonul respectiv s-au divizat in doud linii distincte reprezentate de tulpinile
B/Yamagata/16/88 si B/Victoria/02/87. Virusurile gripale de tip B care au corespuns liniei
B/Yamagata au fost analoage tulpinii B/Florida/04/2006, de asemenea, component al vaccinului
antigripal din sezonul nominalizat. Insa, paralel cu virusurile enumerate, au fost izolate si tulpini
de virusuri gripale de tip B care apartineau liniei B/Victoria, care la acel moment nu au fost
componente ale vaccinului antigripal recomandat pentru sezonul epidemic 2008-2009. In acest
context, este necesar de interpretat cu precautie rezultatele caracterizarii antigenice, deoarece
aceste rezultate s-au bazat, de facto, pe reactia de hemaglutinoinhibare (RHAI) folosind un panel
de seruri de referinta existente in acea perioada, si care puteau sa nu corespunda protectiei clinice
impotriva virusurilor circulante asigurate de vaccinul antigripal [66-68].

Vaccinarea antigripald anuala presupune asigurarea unei protectii maxime impotriva
acelor tulpini de virusuri gripale care coincid cu virusurile vaccinale, Insa o protectie limitata
sau, in general, lipsa ei poate fi observata atunci, cand tulpinile de virus gripal vaccinal si cele
circulante sunt asa de diferite, incat sa fie din linii diferite asa cum a putut fi observat cu liniile
de virus gripal de tip B (linia B/Yamagata si linia B/Victoria - una fiind component al vaccinului
nu poate asigura protectie impotriva celeilalte). Asadar, caracteristica antigenica a tulpinilor de
virusuri gripale A(HIN1)pdm a demonstrat ca aceste virusuri au fost si sunt antigenic si genetic
diferite de tulpinile A(HINT1), fapt ce a sugerat lipsa protectiei in urma vaccinarii cu vaccinul
trivalent recomandat pentru sezonul epidemic 2008-2009 fata de wvirusul gripal nou
A(H1N1)pdm [66].

Aparitia recentd a virusului pandemic (HIN1) 2009, cunoscut anterior ca virus gripal de
tip A de origine porcind, a condus la infectarea pana la mijlocul anului 2009 peste 296 mii de
persoane pe intreg globul pamantesc cauzand in perioada mentionatd cca 3486 cazuri de deces.
Analiza mutatiilor de adaptare a virusului gripal de tip nou A(HIN1) 2009 a devenit o prioritate
pentru cercetdtori care au putut evalua probabilitatea cd virusurile de la alte specii non-umane se
vor adapta la populatia umana. Virusul gripal pandemic constd din mai multe gene virale
reasortate de diferita origine. Doud gene polimerazice din cele 8 ale ARN genomic segmentat, si
anume PB2 si PA, au fost de origine aviara apartinand liniei nord americane si au fost introduse
in populatia porcind aproximativ In anul 1998. Alta gena polimerazica, PB1, de asemenea, a
evoluat recent din virusul gripal uman sezonier A(H3N2) practic in acelasi an. In particular,
aceastd gend PB1 a virusului A(H3N2), este cunoscut ca, ar fi provenit de la virusul gripal aviar
care a intrat in populatia umana in anul 1968. Totusi, genele proteice HA, NP si NS ale virusului
gripal pandemic (H1N1) 2009 se trag direct de la virusul gripal A clasic porcin al liniei nord

americane care poate fi urmarit pornind de la virusul gripal din anul 1918. Alte doua gene NA si
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M, avand originea de la virusul gripal porcin eurasiatic, au fost introduse de la pasari
aproximativ in anul 1979. Cu toate ca a fost determinata originea segmentelor genelor virusului
gripal pandemic (H1N1) 2009, nu este clar mecanismul de transformare a semnelor
aminoacizilor gazda-specifice, deoarece genele virusului gripal de tip nou au evoluat dupa
introducerea lor in circulatie in populatia porcind cativa ani in urma [30, 31]. Totodatd, interesant
este faptul, ca in populatia porcina au fost observate aceleasi substitutii care au avut loc la nivelul
genelor HA1 (substitutia S203T) si NA (substitutiile V1061 si N248D) ale virusurilor gripale
A(HIN1)pdm circulante in populatia umana. Sistemul imun de apdrare al gazdei este considerat
a fi principala fortd motrice selectiva a substitutiilor de aminoacizi, care pot conduce la aparitia
drift-ului antigenic, iar HA este tinta principala a anticorpilor neutralizanti. Diversitatea genetica
a HA este mult mai inaltd fatd de gena NA atat in populatia porcina, cat si in populatia umana.
Genele HA si NA ale izolatelor virusurilor gripale A(HIN1)pdm din parti distincte ale lumii sunt
legate unele de altele cu o distantd relativ micd si au o singurd origine comund, cum era de
asteptat pentru un focar pandemic. Remarcarea faptului cd majoritatea izolatelor derivate din
populatiile umana si porcina par sa fi provenit din izolatele derivate din populatia umana, si este,
de asemenea, In concordanta cu o frecventd mai mare de transmisie de la om la om si de la om la
porcine in comparatie cu transmisia zoonotici de la porcine la om. Intr-adevir, rapoarte cu
privire la izbucnirea gripei sugereaza cd virusul a evoluat in tdcere la porcine pana la
introducerea sa n populatia umand, dupd care s-a raspandit rapid printre oameni si frecvent s-a
retransmis de la oameni la porci. S-a demonstrat ca virusul gripal A(HIN1)pdm a evoluat si s-a
transferat (shift antigenic) de la o clada prototip initial amestecatd la clada prototip 7
predominantd. Selectia si evolutia ulterioard a cladei 7 a rezultat in aparitia In circulatie a
variantelor cu mutatiile genetice D222G/N sau E. Mutatia D222G in proteina genei HA ce
conduce la largirea specificitatii receptorilor s-a demonstrat a corela cu debutul clinic al bolii si
frecvent detectata in cazurile severe/fatale ale gripei pandemice la oameni [32-34]. De asemenea,
S-a atestat ca substitutia D222N este mai frecventd in cazurile fatale ale bolii la oameni, pe cand
aceleasi substitutii observate in izolatele virusurilor gripale A(HIN1)pdm de la porcine nu
provoaca semne clinice severe de boalad [58-64, 69-73].

Caracteristica genotipica a virusurilor gripale A(HIN1)pdm a atestat ca in cadrul fiecarui
segment de gene existda o congruenta inalta printre virusurile gripale pandemice secventiate pana
la mijlocul anului 2009, fapt ce a sugerat cd introducerea cross-specifica in populatia umana a
fost un singur eveniment sau mai multe evenimente ale virusurilor genetic similare. Analiza
genoamelor virusurilor A(HIN1)pdm din Mexic si SUA, la acel moment, a evidentiat 5 variante

genomice mici: secventa consensus; mutatia T3731 in gena NP pereche cu mutatia M582L in
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gena PA; substitutiile aminoacizilor V1061 si N247D in gena NA pereche cu substitutia V1001 in
gena NP; substitutiile aminoacizilor S206T in gena HA1 grupandu-se cu ambele substitutii
V1061 si N247D din gena NA, substitutiile V100l din gena NP si cu substitutia 1123V din gena
NS1; substitutiile aminoacizilor S91P, V3231 impreund cu substitutia S224P din gena PA [42-
44]. Includerea izolatelor din Mexic sau alte state vecine printre aceste 5 variante genomice
reflectd probabilitatea cd aceste variante genomice timpurii au reprezentat introducerea initiala
independentd in SUA din Mexic. Datorita intervalului scurt de timp de la detectia pentru prima
datd a virusului gripal A(HIN1)pdm, nu era clar ce efect, dacd era in general, au putut avea
aceste variatii genomice asupra caracteristicilor virale, precum transmisibilitate sau patogeneza.
Analiza de secventiere, insd, nu a identificat caracteristici moleculare deosebite anterior, in
cercetari ai altor virusuri gripale de tip A, presupuse ca ar conferi transmisibilitate sporitd sau
virulenta [38, 42, 45-46]. Cunoscutul receptor al locusului de legare a proteinei hemaglutinina
H1 s-a dovedit a fi tipic multor altor virusuri gripale clasice porcine HINI1 izolate In SUA in
perioada nominalizata. Totusi, au fost atestate unele mutatii detectate in gena HA a virusurilor
gripale A(HIN1) 2009 ce se deosebeau de secventa consensus a virusurilor clasice porcine,
niciuna insd, nu a fost identificatd in locusul functional semnificativ al receptorului de legare
cunoscut. Dupa cum a fost de asteptat, multe din virusurile A(HIN1) 2009 contineau substitutii
de aminoacizi la locusul antigenic presupus In comparatie cu gena HA a virusurilor gripale H1
sezoniere [38-42, 58, 61].

Analiza de secventiere, de asemenea, a pus in evidentd prezenta substitutiilor de
aminoacizi in gena HA a virusurilor gripale A(HINI1)pdm in pozitiile S220T, D239G/N/S,
Y247H, E252K, M247V, Q310H si E391K. S-a observat o predominantd a mutatiei D239G in
unele tari in cazurile soldate cu deces, similar cu substitutia D222G, dar care, probabil a fost in
concordanta cu varsta pacientilor, factorii de risc, manifestarea si progresarea bolii [73, 77, 78].

Un interes aparte prezinta particularitdtile specifice, individuale ale structurii locusului de
legare a HA virusului gripal A(HIN1)pdm, si anume, mutatiile D94N, N125D si V250A.
Substitutiile perechi in pozitiile 94 si 250 (D94N si V250A) sunt similare in baza structurii
situsului de legare cu acizii sialici cu tipul receptorului caracteristic pentru tesuturile umane. Cu
toate acestea, substitutia V30A, identificatd in structura virusului gripal A(H1N1)pdm, poate
compensa actiunea substitutiei N125D, fapt care poate fi urmadrit la prezenta concomitenta a
substitutiilor D94N si V250A, cand schimbul Valinei in pozitia 250 cu Alanina influenteaza
semnificativ manifestarea substitutiei D94N. In special, este stabilit, ca substitutiile 30A si 125N
sporesc afinitatea HA fata de receptorii sialici de tip uman. Mai mult ca atat, combinatia 94D,

125N si 250V este caracteristica pentru izolatele de virus A(HIN1) din 1918, iar combinatia
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94N, 125D si 250A conduce la cresterea afinitatii HA cétre receptorii virusurilor gripale aviare.
Pentru virusul gripal A(HIN1)pdm este caracteristici combinatia 94D, 125N si 250V care
completamente corespunde cu reziduurile aminoacidice in pozitiile respective ale virusului gripal
care a cauzat pandemia ,,spaniold” din 1918. Este necesar de subliniat, cd combinatia de
substitutii E190D, Q226L si G228S in hemaglutininele H1, H2 si H3 conduce la trecerea
ambigua a HA de pe receptorii de tip aviar spre receptorii celulelor umane, fapt ce se realizeaza
partial [50, 73, 77, 78].

Secventierea unor tulpini de virusuri gripale A(H3N2) a atestat ca in toate secventele
genei M1 a fost detectatd substitutia K174R, la nivel de gena HA a fost caracteristica substitutia
K29R, iar pentru gena NA au fost caracteristice doud substitutii sinonimice 351 A>G (in codonul
T117) si 408 G>A (in codonul Q136). Acestea, posibil, au indicat la faptul ca tulpinile de
virusuri gripale A(H3N2) din sezonul 2008-2009 au prezentat o continuitate evolutionista a
tulpinilor de virusuri gripale A(H3N2) din sezonul 2007-2008 [74-76]. Este necesar de
mentionat, ca n secventele genelor NA ale virusurilor gripale A(H3N2) din sezonul 2008-2009 a
fost detectata substitutia D147N in locusul de glicozilare. Se cunoaste, insa, ca glicozilarea in
locusul 130 N1 (ce corespunde locusuluil46 in N2) a tulpinii A/Wisconsin/33 (HINI)
deregleaza interactiunea dintre NA si plasminogenul, ceea ce conduce la diminuarea patogenitatii
virusului [73, 74-76].

Marea majoritate din tulpinile gripale A(H3N2) cercetate in perioada nominalizatd au
purtat in secventa domenului cu terminatia C a proteinei M1 substitutia K174R, care sporeste
tendinta sectorului dat al lantului proteic spre formarea a-spiralei. Proteina M2 s-a dovedit a
contine substitutia S31N care este caracteristica rezistentei la remantadind. Cea mai importanta
consecinta a substitutiilor de aminoacizi ce rezultd in descresterea afinitdtii pentru receptori este
efectul lor asupra eficientei infectiei si transmisiei [73, 79]. A fost remarcat faptul, ca in sezonul
2009-2010 virusurile gripale A(H3N2) practic nu au participat in procesul epidemic, iar in
sezonul 2010-2011 aceste virusuri nu au avut semnificatie epidemica [73, 79, 80].

Comparatia hartilor genetice si antigenice ale virusului gripal A(H3N2) a atestat ca
impactul antigenic a modificarilor genetice variaza in dependentd de natura substitutiilor de
aminoacizi, pozitionarea lor structurala si interactiunea epistatica cu alte situsuri [75].

Sezoanele epidemice 2008-2009, 2009-2010 si 2010-2011 s-au caracterizat prin reaparitia
in circulatie a virusurilor gripale de tip B apartenente liniei B/Victoria in care au avut loc
schimbari semnificative ai proprietatilor antigenice — izolatele au fost similare unei tulpini etalon
noi, si anume B/Brisbane/60/2008. Analiza geneticd a tulpinilor de virusuri gripale de tip B,

izolate 1n perioada anilor 2009-2011, a demonstrat ca aceste tulpini au apartinut liniei B/Victoria,
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in special cladei 111-ii, sau tulpinii similare B/Brisbane/60/2008 cu substitutii caracteristice de
aminoacizi (V146l, N165K) in gena HA, afectdnd regiunile antigenice (buclele 150 si 160).
Indiferent de faptul ca timp de doud sezoane epidemice (2009-2010 si 2010-2011) in lume a
circulat si a dominat virusul gripal pandemic A/H1N1/pdmQ9, virusurile gripale de tip B nu au
fost eliminate din circulatie, insa rata lor in sezonul 2009-2010 a fost foarte joasd, iar in sezonul
2010-2011 — moderata [81-83].

In acest context, spre deosebire de sezonul 2008-2009, in sezonul epidemic 2009-2010 s-
a intensificat circulatia tulpinilor de virusuri gripale de tip B apartenente liniei B/Victoria, iar
circulatia virusurilor gripale B/Yamagata a diminuat. Astfel, componenta ce tine de tulpina
virusului gripal B din vaccinul antigripal pentru sezonul nominalizat s-a schimbat, tulpina
B/Florida/04/2006-like linia B/Yamagata a fost inlocuitd cu tulpina B/Brisbane/60/2008-like
linia B/Victoria [66, 67, 81-84].

Comparatia filogenetica a tulpinilor de virusuri gripale de tip B linia B/Victoria a
demonstrat ca substitutiile de aminoacizi N75K, N165K, si S172P in regiunea de codificare HA1
a genei HA definesc clada geneticd B/Brisbane/60/2008. Toate virusurile gripale de tip B
apartenente liniei B/Victoria circulante in sezonul 2010-2011 au facut parte din clada
mentionatd. De asemenea, s-a atestat ca majoritatea acestor virusuri au purtat substitutia de
aminoacizi 1146V in gena HA comparativ cu virusul vaccinal B/Brisbane/60/2008 si multe
virusuri au purtat si substitutia LS8P, insa nici-una din ele nu s-a dovedit a avea efect antigenic
[84].

Arborele filogenetic construit in baza regiunii de codificare HA1 a genei HA a tulpinilor
de virusuri gripale de tip B apartenente liniei B/Yamagata, care a reaparut in circulatie in sezonul
2012-2013, a pus in evidenta prezenta substitutiilor de aminoacizi S150I, N165Y, G229D care
definesc grupul genetic B/Bangladesh/3333/2007. Insi o parte din virusuri (grupul de virusuri
din Suedia, Finlanda si Estonia) s-au plasat in grupul genetic distinct reprezentat de tulpina
B/Brisbane/3/2007 — virus prototip al acestui grup. Gena HA a tulpinii de virus gripal
B/Athens/9784/2011, ce a prezentat un model distinct in reactia HAI, s-a plasat in grupul genetic
B/Bangladesh/3333/2007 codificand, insa, substitutiile V29A, L172Q si M251V comparativ cu
virusurile de referinta [84].

Este cunoscut faptul ca reasortarea — rearanjarea segmentelor genelor virale in celulele-
gazda infectate cu doud sau mai multe virusuri gripale — reprezintd un mecanism important in
evolutia virusurilor gripale. Infectiile mixte cu multiple tipuri/subtipuri de virusuri gripale pot
conduce la aparitia de reasortdri. Un aspect substantial al reasortarii este generarea unor noi

tulpini de virusuri gripale cu potential pandemic, unde virusurile gripale umane obtin un subtip
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nou de HA si/sau NA de la virusurile gripale aviare si/sau porcine. Reasortarea, de asemenea,
faciliteazd aparitia de fenotipuri mai virulente prin permiterea virusurilor de a cdpata segmente
cu marcheri pentru virulentd. Prin reasortare virusurile gripale au obtinut gene cu mutatii ce tin
de rezistenta la remediile antivirale si aceste virusuri rezistente se pot replica tot asa de eficient
ca si cele sensibile si, de asemenea, pot avea o capacitate de transmisie inalta [85].

Vaccinurile curente contra gripei sezoniere sunt destinate pentru asigurarea protectiei
specifice in dependenta de tulpind contra doud subtipuri ai virusului gripal de tip A circulante
(HINT si H3N2) si contra unui virus gripal de tip B. Tinta principald a acestor vaccinuri este HA
care detine rolul de mediere a patrunderii in celula-gazda. Astfel, anticorpii neutralizanti indusi
de vaccin blocheaza patrunderea virusului in celuld sau prin prevenirea atasarii virusului de
receptorii ce contin acid sialic de pe suprafata celulei-gazda sau prin interferenta cu fuziunea
virala mediata de HA [85].

Substitutiile de aminoacizi S31N, V27A, A30V, G34E si L26F reprezinta mutatiile ce
induc rezistenta la adamantane (amantadina si remantadina) in virusurile gripale [73, 85, 86].
Tinta adamatanelor este proteina M2 a virusurilor gripale, care functioneaza drept canal ionic
activat de acizi si este necesard pentru eliberarea nucleoproteinei dupa fuziunea cu membrana
endosomald. Adamatanele inhiba replicarea virala prin prevenirea deschiderii canalului ionic
M2, interferand astfel cu ,,dezbricarea” virusului in timpul endocitozei [87-90]. Cea mai
frecventa substitutie ce caracterizeaza rezistenta fatd de adamatane este substitutia S31N, care
predomind in 98-100% din tulpinile transmisibile rezistente la amantadina HIN1, H5N1 si
H3N2 izolate de la oameni, pasari si porcine in ultimii zece ani, pe cand mutatiile V27A si L26F
sunt mai putin frecvente [87-89]. Fiecare mutatie rezulta sau in legarea redusd a remediului
antiviral de ligandul M2 sau in extensia canalului ionic M2 si ambele permit canalului sa-si
exercite functia in prezenta antiviralelor [87-89, 91-93]. Cercetarea mutatiilor punctiforme la
nivelul reziduurilor captuselii porilor canalului M2 a estimat numarul mic de variante naturale
[87, 90, 91]. Astfel, numerosi mutanti in capatul N-terminal apos al porului retin abilitatea de a
conduce selectiv protonii asupra altor ioni, desi dependenta de magnitudine si pH ai
similare cu canalul ionic M2 la cele mai distale locusuri [87-89, 91-93].

Rezistenta la amantadina a evoluat rapid in vivo din momentul administrarii ei pacientilor
cu infectie gripald. Baza genetica a rezistentei fatd de amantadina este asociata cu substitutiile de
aminoacizi, dupa cum s-a mentionat, in regiunea transmembranard a genei M2. Cercetatorii au
atestat o incidentd inaltd de izolate de virus gripal A(H3N2) rezistente la amantadind, care in

gena M2 poseda mutatia Ser-31-Asn si o schimbare dubld in gena HA la reziduurile din pozitiile
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193 si 225 (clada liniei N). Totusi, putin se cunoaste despre faptul, daca modificarile la nivelul
genei HA au fost sinergice cu modificarile care au avut loc in gena M2 ca raspuns la presiunea
selectivd a medicamentului sau au avut loc separat si s-au asociat randomizat cu mutatiile de
imbunatatire a afinitatii [87-89, 91-93].

O alta clasa de remedii antivirale este reprezentata de inhibitorii neuraminidazei (NAI):
oseltamivir (Tamiflu) si zanamivir (Relenza) [94]. Tinta NAI este proteina NA a virusurilor
gripale care este responsabild de clivajul reziduurilor acidului sialic al celulelor-gazda permitand,
prin aceasta, eliberarea virionilor aflati in maturizare. NA, de asemenea, are importantd in
stabilirea infectiilor respiratorii la nivelul cailor respiratorii superioare, deoarece clivarea
acidului sialic pe suprafata mucoasei expune celulele epiteliale la actiunea virusului. NAI previn
eliberarea virionilor din celulele infectate si, astfel, reduce atat infectiile cdilor respiratorii
superioare, cat si durata simptoamelor [87, 95, 96]. La nivelul genei NA au fost observate
substitutiile de aminoacizi H274Y, E119V, N294S si R292K, substitutii care s-a dovedit a
conferi virusurilor gripale rezistenta la NAI. Mutatia H274Y s-a estimat ca cea mai frecventa si
pare a fi exclusiv limitata la gena N1 atat in virusurile gripale sezoniere, cat si in cele pandemice
in populatia umana si pot avea loc spontan fara presiunea aparenta a antiviralelor sau reasortare
[87, 95-100]. Totusi, un numar foarte mic de mutatii N294S au fost detectate in virusurile
A(HIN1)pdm, mai general, insi, toate cele patru mutatii s-a stabilit ca existd in gena N1. In plus
la aceasta, desi virusurile gripale A(H3N2) sunt dominate de substitutiile E119V si R292K,
substitutia H274Y nu a fost niciodatd identificatd in gena N2 [87, 97]. S-a stabilit cd o noua
substitutie 1223R cauzeaza o rezistentd modestd la NAI, insd, in combinatie cu substitutia H274Y
rezistenta la oseltamivir creste semnificativ, pe cand rezistenta la zanamivir rdmane la nivel
scazut. O altd combinatie a doud mutatii in gena NA, Q313R s1 1427T, de asemenea cauzeaza
rezistentd la ambele remedii NAI: oseltamivir si zanamivir [101, 102-104].

Evolutia rezistentei la oseltamivir in virusurile gripale A(HINI) pandemice se poate
datora mutatiilor punctiforme in orice regiune a genelor NA sau evenimentului de reasortare.
Rezistenta la oseltamivir in tulpinile de virusuri gripale A(HIN1) pandemice pot aparea in
diverse forme: o evolutie sporadica la un pacient infectat drept raspuns la tratament; evolutia
rezistentei la oseltamivir la un pacient infectat si transmisia tulpinii date contactilor; mentinerea
genotipului ce conferd rezistentd la oseltamivir intr-o linie virald datoritd presiunii de selectie
si/sau evenimentului de reasortare dintre tulpinile A(HIN1) sezoniere rezistente la oseltamivir si
tulpinile A(HLN1) pandemice. Acest eveniment poate oferi un segment al NA posesor a unui

genotip ce confera rezistenta la oseltamivir virusurilor A(HIN1) pandemice [105-112].
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Analiza de secventiere a genelor NA si HA virusurilor gripale rezistente a permis de a
identifica mutatiile asociate cu rezistenta. Asa mutatii deseori conduc la substitutii in reziduurile
conservate in locusurile enzimatic-active ale NA cu sau fard mutatii compensatorii in
glicoproteinele genelor HA. Acest tip de mutatie reduce afinitatea de legare a oseltamivirului de

Evaluarea riscurilor de sanatate publica ale virusurilor gripale cu o susceptibilitate redusa
fatd de NAI necesita identificarea lor exacta in baza marcherilor rezistentei in genomul viral (la
nivel de NA) si/sau investigatii functionale. Analiza virusurilor izolate din populatia cu risc
sporit, asa ca copiii mici $i pacientii imunocompromisi care elimind virusul o perioada
indelungata de timp, ofera o oportunitate intru imbunatatirea intelegerii mecanismelor rezistentei
fata de NAI si intru a perfectiona criteriile de diagnosticare a rezistentei [103].

Supravegherea virusurilor gripale aflate in circulatie reprezintd veriga esentiala in
monitorizarea infectiilor gripale, in special in populatia umana. Caracteristica antigenica si
genotipicd a tulpinilor de virusuri gripale, prin posibilitatea detectarii diferitor mutatii genetice
cu diverse efecte antigenice, cu efecte asupra proprietatilor de transmisie inter- si intraspecifice,
virusurilor gripale. Astfel, monitorizarea variatiilor antigenice si genetice acumulate in virusurile
gripale circulante aduce un aport semnificativ in prognozarea epidemiilor, severitdtii lor, in
utilizarea remediilor antivirale specifice sau necesitatea formularii unor remedii noi in
dependentd de cresterea numarului de tulpini rezistente la preparatele antivirale antigripale aflate
in uz, precum si In formularea cocktailurilor de vaccinuri antigripale, care si ele in dependentd de
variatiile antigenice si genetice necesitd a fi periodic reinnoite.

1.3. Diagnosticul de laborator: tehnici clasice si de biologie moleculara de ultima generatie

Gripa este o infectie respiratorie contagioasd responsabild de aparitia periodicd a
pandemiilor, precum si a epidemiilor sezoniere si prin aceasta impune o povard economica
considerabila prin pierderi de productivitate si costuri esentiale asociate cu tratamentele medicale
[2, 4,5, 18, 23, 25, 26, 28, 35, 38, 53, 54, 73, 115].

Virusurile gripale sunt foarte dinamice si datorita naturii genomului lor ele isi pot
schimba segmente de gene in celulele coinfectate generand, astfel, progenitori cu noi genotipuri.
Aceste evenimente de reasortari genetice joacd un rol primordial in evolutia virusurilor gripale
de tip A si au un impact direct asupra sanatatii publice [56, 73, 79-81, 115].

Supravegherea regulatd si sistematica a gripei este esentiald pentru a asigura un tablou
comprehensiv al virusurilor gripale prevalente. Informatia despre supraveghere si investigatiile

de laborator la gripa ofera clinicienilor instrumente suplimentare In determinarea deciziilor de
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tratament. Precizia diagnosticului clinic de gripa doar in baza simptomelor este limitata deoarece
simptomele maladiilor cauzate de alti patogeni pot interfera considerabil cu gripa. Diagnosticul
timpuriu al gripei poate reduce esential utilizarea inadecvata si irationald a antibioticilor si ofera
posibilitatea utilizarii tratamentului antiviral specific [53, 54, 115, 116].

Exista metode clasice, rapide si tehnici de biologie moleculard pentru diagnosticul gripei
si fiecare din metodele folosite depinde de resursele si contextul disponibil. Diagnosticul de
laborator disponibil pentru gripa include cercetarile pe culturi celulare, serologia, testul antigenic
rapid, analiza imunofluorescenta si reactia de polimerizare in lant. Sensibilitatea si specificitatea
oricarui tip de testare la gripd poate varia in dependentd de capacitatea de performantd a
laboratorului, tipul investigatiei, dar si de tipul probei testate. Printre esantioanele respiratorii
pentru izolarea virusurilor gripale pe culturi celulare sau detectia rapida, exsudatele nazo-
faringiene reprezinta varianta optima, deoarece sunt mult mai efective si mai informative fata de
frotiurile faringiene. Indiferent de modul de investigare si testele folosite, este necesar ca
rezultatele sa fie evaluate in contextul datelor clinico-epidemiologice disponibile [53, 115-117].

Testele comerciale de diagnostic rapid al gripei disponibile permit detectarea
virusurilor timp de 15 minute. Asa tip de teste rapide diferd prin tipul virusurilor ce pot fi
detectate si de posibilitatea de a diferentia tipurile de virusuri gripale. Unele pot detecta doar
virusul gripal de tip A, altele pot detecta separat virusul gripa A si aparte B, iar alt tip de teste de
diagnostic rapid pot identifica prezenta virusurilor gripale in materialul biologic cercetat, insa
fara de a le diferentia. Totodata, niciunul din aceste teste nu poate detecta subtipurile virusurilor
gripale A. Specificitatea acestor teste, In special, sensibilitatea testelor rapide este mai joasa
joase (50-70%) a testelor de diagnostic rapid, intru a se asigura de prezenta/lipsa rezultatelor
fals-pozitive (in perioada unei activitati gripale joase) si fals-negative (in special, cand are loc o
crestere a activitatii gripale) este necesar de a se efectua testdri addugatoare confirmatoare ale
rezultatelor primare prin orice altd metoda disponibila in laboratoare [116-123].

Metodele serologice, inclusiv neutralizarea virusului, RHAI, fixarea complementului,
analiza imuno-enzimatica, precum si analiza prin microscopiere imunofluorescentd indirecta —
sunt bazate pe prezenta anticorpilor specifici la actiunea virusurilor gripale care apar intai dupa
doud saptdmani de la Tmbolnavirea initiala si care ating apogeul la 4-6 saptamani dupa infectare.
Dupa unii autori, aceste teste nu sunt disponibile pe larg si rar sunt folosite in managementul
pacientului, insd pot fi indicate pentru un diagnostic retrospectiv sau/si supravegherea bolii. O
crestere de 4 ori a titrului de anticorpi la virusurile gripale observatd intre probele de seruri

colectate de la pacienti in faza acutd si reconvalescentd (3-4 sdptimani dupa infectare) a bolii
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reprezintd diagnosticul infectiei. La adultii care au suportat multiple infectdri cu diferite
tipuri/subtipuri de virusuri gripale, cresterea titrului de anticorpi specifici unei tulpini este
necesar de a fi interpretatd cu precautie, deoarece raspunsul la tulpina ce a infectat poate fi
acompaniat de un raspuns paralel la infectiile anterioare cu alte tulpini de virusuri gripale. Si, in
sfarsit, testele serologice permit cuantificarea raspunsului imun la vaccinarea antigripala, chiar
dacd aceste raspunsuri deseori nu sunt asa de viguroase ca raspunsurile rezultate din infectiile
gripale propriu-zise. Aceasta metodd nu asigura clinicienii cu un rezultat important in luarea
deciziei de tratament si este disponibila practic in laboratoarele de cercetare. Testarea serologica
a unui specimen de ser nu este interpretativa si nu se recomanda [115, 120-123].

Alti autori, Tnsa, sustin ca testele serologice pot juca un rol important Tn anumite situatii.
Acestea pot fi: a) In absenta unei vaccindri anterioare sau infectarea cu un virus particular, cum
ar fi atunci cand un virus nou apare, la care nu existd imunitate cros-reactiva preexistentd, un
singur specimen cu un titru pozitiv este diagnostic si b) testele serologice pot ajuta la stabilirea
diagnosticului infectiilor gripale cu un nou virus sau cu un virus sezonier mai inainte de a obtine
rezultatele pozitive pe culturi celulare si/sau in testele moleculare PCR. Astfel, la pacientii cu un
istoric de maladie compatibila cu afectiunile gripale, dar care a incetat sa elimine virusul sau la
pacientii cu manifestare asimptomatica a bolii, testele serologice pot fi unica optiune disponibila
pentru stabilirea diagnosticului [124, 125].

Serologia, de fapt, reprezintda un instrument de valoare 1in realizarea studiilor
seroepidemiologice, fiind esentiald in estimarea eruptiilor reale ale infectiillor cu o tulpina
antigenic noud. Unele cercetdri de acest gen care au fost efectuate in perioada pandemica
(sezonul 2009-2010) au permis atat de a preciza extinderea geografica si spectrul epidemiologic
ale noului virus gripal dupd aparitia lui, cét si de a elucida alte aspecte importante ale virusului,
cum ar fi imunitatea cros-reactiva preexistenta la persoancle in etate. Aceste aspecte au fost
relevante pentru recomandarile de sanatate publicd privind prioritizarea vaccinului antigripal
[124-126]. Cercetarile serologice au fost de o importanta majora in evaluarea imunogenicitatii
vaccinului gripal A(HIN1)pdm2009 avand un efect semnificativ in formularea recomandarilor
privind dozajul pentru diferite grupe de varsta. Investigatiile serologice au fost si continua sa fie
utile in caracterizarea antigenica a virusurilor gripale circulante intru determinarea drift-urilor si
shift-urilor antigenice, precum si in formularea recomandarilor privind vaccinul antigripal pe
parcursul atdt a epidemiilor anuale, cat si a pandemiilor. Astfel, serologia reprezinta un
component de valoare in ceea ce priveste pregdtirea activitdtilor de raspuns in caz de pandemie

[124-126].
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Metoda imunofluorescentd de detectie a antigenilor virali reprezintd un test cu o
sensibilitate si specificitate inaltd de diagnostic calitativ si diferentiat al infectiilor respiratorii
virale. Acest tip de testare este recomandat pentru investigarea probelor colectate de la pacienti
la stadiile incipiente ale infectiei (primele 3 zile) cu scopul indicarii la momentul oportun a
terapiei specifice antivirale si desfasurarea masurilor profilactice corespunzatoare [123, 124].
Eficacitatea acestei metode depinde, in mare masurd, de calitatea materialului biologic,
respectarea regulilor de pastrare si transportare, a procesarii ulterioare, precum si de calitatea
reactivilor. Metoda imunofluorescenta permite de a identifica in situ antigenele virusurilor
gripale si ale altor agenti patogeni ale infectiilor respiratorii virale n celulele infectate in baza
localizérii lor caracteristice ce se detecteaza in rezultatul interactiunii antigenelor virale cu
anticorpii antivirali marcati cu izotiocianat de fluoresceina (FITC). Unul din avantajele acestei
metode este simplitatea exclusiva si posibilitatea de a analiza rapid (1-2 ore) materialul clinic cu
detectarea unui sir de agenti patogeni, inclusiv virusurile gripale, paragripale, a virusului
respirator sincitial, coronavirusurile, adenovirusurile, etc. Insa, daci este vorba despre
investigarea a unui numar mare de probe clinice durata investigatiei creste respectiv. Cu toate
acestea, metoda imunofluorescenta, fiind un test de diagnostic de valoare in infectiile gripale,
deoarece asigura rezultate rapide si relativ exacte, este si o alegere excelenta 1n cazul confirmarii
rezultatelor obtinute in testul de detectie rapida a antigenelor gripale [123, 127-130].

Izolarea virusurilor gripale pe culturi celulare este una din metodele istorice clasice si
la momentul actual ramane un instrument important necesar de a fi mentinut si disponibil in
laboratoarele de referintd pentru caracterizarea virusurilor gripale circulante si a tulpinilor noi.
Propagarea virusurilor pe culturi celulare, de asemenea, este necesard pentru testarea
semnificativd in confirmarea fenotipica a rezistentei si in validarea noilor marcheri ai rezistentei
identificati prin analiza de secventiere [123, 124, 128, 129].

Cu toate ca izolarea virusurilor gripale pe culturi celulare (cu identificarea ulterioard a
virusurilor prin tehnici imunologice, serologice sau genetice) traditional considerata drept
standard de aur in diagnosticul viral, existd cativa factori necesari de a fi luati in consideratie.
Fiecare linie de celule de mamifere disponibila sustine replicarea a unui numar limitat de virusuri
respiratorii cu valoare clinica [123, 124, 128-130]. Este necesar ca in laborator sa fie mentinute
cateva linii celulare cu scop de a detecta diversi patogeni respiratorii. In baza informatiilor
clinico-epidemiologice se selecteaza o linie celulara specifica pentru fiecare proba in parte. Linia
celulara Madin-Darby canine kidney (MDCK), de obicei, este linia de celule preferatd pentru

cultivarea virusurilor gripale [83]. Izolarea virusurilor gripale pe culturi celulare este una din cele
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mai sensibile metode, insd, disponibilitatea si eliberarea rezultatelor necesitd cateva (4-5) zile si
mai mult (14 zile), deoarece, aceastd metoda prevede monitorizarea dezvoltarii efectului
citopatic (CPE), determinarea titrului hemaglutinant prin reactia de hemaglutinare (RHA) si apoi
identificarea virusurilor prin reactiile serologice (RHAI). Dezvoltarea CPE, totusi, poate fi
cauzatd de un sir de virusuri respiratorii si efectul citopatic caracteristic virusurilor gripale nu
totdeauna poate fi observat in linia de celule infectate, insa, rezultatul poate fi confirmat sau
infirmat prin RHAI folosind hematii de cobai [115, 123, 130].

Cuantificarea fenotipurilor antigenice ale virusurilor gripale se efectueaza prin RHAIL
care masoara capacitatea unui antiser de a inhiba aglutinarea hematiilor de catre antigenul viral.
Cartografia antigenicd genereaza ulterior o reprezentare exactd dimensionald profundd a
distantelor antigenice dintre perechile antigen-antiser. In cazul detectiei unui nou tip antigenic cu
o pondere sporitd, compozitia vaccinului, care constd din doud tulpini de virus gripal de tip A
(H3N2 si HINI) si o tulpina de tip B, este revazutd pentru a include combinatia antigenica
respectiva [115, 123, 130].

Unii cercetdtori au atestat ca izolarea virusurilor gripale pe culturi celulare este de 0
valoare inaltd in anumite situatii clinice, cum ar fi: a) caracterizarea ulterioara a tulpinilor de
virusuri gripale izolate de la pacientii cu evolutie atipica sau severa a bolii; b) secventierea
tulpinilor cu mutatii (de ex.: cu profiluri de topire/melting deplasate) in analizele moleculare; c)
confirmarea pe culturi celulare a rezultatelor fals-pozitive suspectate in PCR; d) confirmarea pe
culturi celulare a rezultatelor pozitive din PCR pentru localizdrile neordinare (materialul
cadaveric — miocardul, creierul sau alte tipuri de specimene) pentru investigarea carora metoda
moleculard nu este, de obicei, validata si e) diferentierea dintre eliminarea prelungitd a acidului
nucleic viral si replicarea viralad propriu-zisa [124].

Izolarea virusurilor gripale, de asemenea, poate fi realizati pe oua embrionate (10-
11 zile) de gaina, in cavitdtile alantoica si amnioticd, care permite obtinerea de tulpini cu un titru
mai inalt decat pe culturile celulare. Aceastd metoda de izolare a virusurilor gripale avand o
sensibilitate si o specificitate Tnalte, la momentul actual, se foloseste in laboratoarele de referinta
ale OMS, in special, pentru prepararea vaccinurilor antigripale, precum si pentru obtinerea de
virusuri de referintd pentru caracterizarea antigenica a tulpinilor de virusuri gripale circulante
[123, 124, 128-130].

Tehnicile de biologie moleculara. Culturile celulare tot mai mult sunt inlocuite de catre
tehnicile moleculare ca modalitate de alegere pentru diagnosticul de laborator al gripei in
majoritatea laboratoarelor clinice [123, 124, 128-135]. Astfel, analizele moleculare tot mai mult

sunt acceptate drept standard de aur ca metoda de diagnostic pentru detectia virusurilor gripale,
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amplificare, majoritatea din analizele moleculare existente, in special, analizele utilizate in
laboratoarele clinice, se bazeaza pe formatul reactiei de amplificare PCR. Avantajele reactiei
PCR fatd de mai multe metode conventionale de diagnostic pentru gripa bazate pe culturile
celulare includ sensibilitatea semnificativ mai 1naltd a kit-urilor si timpul de obtinere a
rezultatelor esential mai scurt [123, 124, 128-139].

Dezvoltarea analizei moleculare PCR in 1985 a facut posibil diagnosticul infectiilor
virale prin detectie sensibild si specifica a acizilor nucleici virali [136]. Tehnicile PCR au fost
dezvoltate pentru detectia si subtiparea virusurilor gripale intru obtinerea rapidd a rezultatelor
diagnosticului. In acest tip de analiza, ARN viral purificat din supernatantul de pe culturile
celulare sau din probele clinice este, pentru inceput, revers transcris in cADN, atat prin
intermediul revers transcriptazelor virusului mieloblastozei aviare sau a virusului leucemiei
murine Moloney, folosind hexanucleotide randomizate, primeri universali complementar
capatului 3’ al tuturor vARN gripali sau o secventd specificd de primeri. Utilizarea
hexanucleotidelor randomizate sau a primeri-lor universali, in schimbul secventelor tinta ale
primeri-lor specifici are avantajul caracterizat prin sintetizarea cADN din ambele transcripte
ARN genomic viral si mARN, crescind, astfel, numarul regiunilor tintd care pot fi amplificate
prin PCR. Poate fi utilizatd doar o singurad runda de amplificare si specificitatea reactiei poate fi
confirmata prin hibridizarea cu sonde de produse specifice. Alternativ, setul nested-primer poate
fi utilizat pentru amplificarea regiunii tinta [136, 140].

Alegerea genelor tinta este influentata de aplicarea prospectiva a acestei analize. Pentru
diagnosticul specific tipului de infectie gripald A, B sau C se aleg, de obicei, genele interne cum
ar fi nucleoproteina (NP) si genele matrix (M), deoarece ele sunt inalt conservate in cadrul
tipurilor de gripd. Cand este necesara informatia despre subtipul virusului gripal, atunci devin
tinta genele ce codificad antigenele de suprafata. Utilizarea reactiei PCR multisegmentate folosind
primeri complementar capatului 5’ terminal a 13 nucleotide conservate si capatului 3’ terminal a
12 nucleotide permite detectia tuturor segmentelor intr-o singurd reactie. Mai mult ca atat,
seturile de primeri bazat pe secventele terminale a 15 si 21 de nucleotide permit amplificarea
specificd a fiecarui segment ARN din cele 8, precum si analiza ulterioara a celor 16 subtipuri de
HA si 9 subtipuri de NA ale virusului gripal A. Majoritatea testelor de diagnostic molecular
existente pentru virusurilor gripale A se bazeaza pe detectia si tipizarea exclusiv a genelor HA cu
posibilitatea efectudrii doar in anumite laboratoare a analizei antigenice si genetice a genei NA

[123, 124, 132-136, 140, 141].
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Testele moleculare au mai multe avantaje importante fatd de culturile celulare. Unul din
cele mai importante avantaje este viteza. Majoritatea testelor moleculare pot fi efectuate foarte
rapid si clinicienii deseori pot pune diagnosticul timp de 2-24 ore de la colectarea probei
biologice. Acest timp rapid de procesare al esantionului este mult mai probabil sa fie util in
directionarea terapiei aplicate pacientului fatd de testul pe culturile celulare in care rezultatul
poate sd nu fie cunoscut practic pana la insdnatosire. Un alt avantaj este sensibilitatea, multe
metode moleculare pot detecta fragmente de ARN/ADN ale agentilor patogeni tintd de marimi
de cateva ori mai mici fata de agentii patogeni ce pot fi detectati pe culturile celulare. In plus, se
dezavantaje [132, 136, 137, 138].

Alte caracteristici suplimentare valoroase ale analizei moleculare bazate pe reactia PCR
includ: a) posibilitatea de testare concomitentd a mai multor gene tintd si astfel asigurand cu
informatie ce tine de tipul si subtipul virusului gripal, detectia altor virusuri respiratorii ce se
suprapun sezonului epidemic de gripd, precum si detectia coinfectiilor cu virusuri gripale; b)
posibilitatea de implementare a platformelor automate si de transfer inalt ce au un potential de
testare a unui numdr mare de probe clinice si necesitd mai putin timp si c¢) posibilitatea de a fi
adaptatd pentru detectia unor noi gene tintd. Aceste caracteristici, de facto, au jucat un rol
impunator in timpul declansérii pandemiei din 2009. Totusi, pandemia recenta poate servi drept
0 oportunitate pentru reexaminarea rezervelor fata de analiza PCR si a platformelor existente la
moment si pentru revizuirea schimbarilor ce necesita a fi efectuate intru implementarea acestel
metode intr-un numar mai mare de laboratoare, precum si un alt potential local de utilizare cu
diferit nivel de aptitudini tehnice, fapt ce poate duce ulterior la imbunatatirea tehnologiei, fapt
care va facilita sporirea utilizarii analizei moleculare, in special, in epidemii si pandemii [124,
139].

Pandemia de gripd cu noul virus gripal A(HIN1)pdm09 a introdus modificari
semnificative 1n prezentarea aspectelor atat clinice, cat si epidemiologice ale infectiilor
respiratorii virale [115, 142]. In acest context, anume aplicarea acestor tehnici de ultima
generatie: PCR cu revers transcriere, PCR cu revers transcriere in timp real, precum si alte
metode de amplificare bazate pe secventierea acizilor nucleici au sporit enorm capacitatea de
supraveghere si, inclusiv, de caracterizare a virusurilor gripale aflate in circulatie [143-145].

Investigatia de laborator are o importantd deosebitd in gripa, dat fiind variabilitatea
redutabild a virusurilor gripale si implicatia acesteia in severitatea infectiei si mai ales in

manifestarile ei epidemice si pandemice.
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Obiectivele diagnosticului de laborator al gripei constau in: detectia precoce a variantelor
cu potential epidemic si pandemic; interventia eficientd in regim de urgenta in focare cu potential
de dezvoltare epidemica si/sau pandemica (izolare/internare); instituirea in timp util (48 ore) a
unui tratament antiviral la cazurile severe si instituirea chimioprofilaxiei la contactii acestora;
selectarea tulpinilor pentru prepararea unor vaccinuri eficiente in concordantd cu evolutia
virusurilor gripale la antivirale; urmadrirea eficientei vaccinarii antigripale si a strategiilor
vaccinale populationale, precum si dezvoltarea de noi vaccinuri si antivirale.

1.4 Concluzii la capitolul |

1. Capacitatea unica a virusurilor gripale la variabilitate prin intermediul mutatiilor,
recombinarilor si reasortarilor genetice, conduce, de fapt, la modificarea proprietatilor biologice
ale virusurilor gripale si este cauza unei raspandiri partial controlate a infectiei gripale, datorita
unei transmisibilitati inestimabile. Indiferent de succesele in formularea si crearea vaccinurilor,
substantelor cu efect chimioprofilactic si de tratament, epidemiile de gripa anual se extind peste
tari si periodic se pot transforma in pandemii afectand populatia tuturor continentelor. Aceste
particularitati rezulta intr-un impact de talie globala a infectiei gripale ce afecteaza un procent
considerabil de persoane, cauzand sporirea nivelului de mortalitate cu un impact negativ socio-
economic considerabil.

2. Variatia antigenicd este particularitatea fundamentala a virusurilor gripale A si B, care
are loc la nivelul antigenelor de suprafatd HA si NA, reprezentand astfel, un mecanism evolutiv
de adaptare a virusurilor pentru asigurarea supravietuirii lor ca specie. O semnificatie epidemica
si, respectiv, pandemica considerabila pentru umanitate, pe parcursul studierii virusurilor gripale
au avut-o subtipurile de virusuri gripale A: A(HINT), A(H2N2) si A(H3N2).

3. Drift-ul antigenic — variatia antigenicd minora — se intdlneste la toate tipurile de
virusuri gripale si apare in rezultatul mutatiilor punctiforme in genomul viral, ceea ce conduce la
modificarea proteinelor determinantilor antigenici pana la pierderea capacitatii de recunoastere
de catre sistemul imun al gazdei. Variatiile antigenice de tip drift ale virusurilor gripale A si B
apar si domind timp de 2-5 ani si numai dupd aceasta se transforma intr-0 diversitate antigenica
mai extinsa.

4. Shift-ul antigenic — variatia antigenica majora — produs al reasortarii genelor virale este
cauza aparitiei pandemiilor la un interval de 10-40 de ani, deoarece similaritatea genofondului
virusurilor gripale de tip A umane si ale altor specii de mamifere si pasari in biosferd acorda o
actualitate deosebita fenomenului de participare a virusurilor gripale animale si aviare in
formarea variantelor pandemice. In rezultatul unui asemenea shift antigenic a aparut in circulatie

virusul gripal A(HIN1)pdmO9 care a condus la declansarea unei pandemii moderate in perioada

42



2009-2010 soldate doar in regiunca europeana cu 4572 cazuri de deces confirmate numai de
laborator.

5. Caracteristica antigenica si genotipicd a tulpinilor de virusuri gripale, prin posibilitatea
detectiei diferitor mutatii genetice cu diverse efecte antigenice: asupra proprietatilor de
evolutiei virusurilor gripale. Acestea, la randul lor, aduc un aport semnificativ in prognozarea
epidemiilor, severitatii lor, In utilizarea adecvatd a remediilor antivirale, precum si in formularea
cocktailurilor de vaccinuri antigripale.

6. Optimizarea diagnosticului de laborator prin implementarea tehnicilor de biologie
moleculara (rRT-PCR) permite evidentierea particularitatilor noi de raspandire a infectiilor
gripale si de rand cu informatia despre supravegherea epidemiologica ofera specialistilor
instrumente suplimentare facilitind monitorizarea circulatiei virusurilor gripale, gestionarea
cazurilor de boald prin administrarea tratamentului antiviral adecvat, precum si implementarea
strategiilor corespunzdtoare de profilaxie ale acestei infectii.

Totalizand cele expuse, se poate constata ca aceste probleme sunt comune si pentru
Republica Moldova fiind necesar de a elabora si implementa strategii de reducere a riscului de
raspandire a IRVA, inclusiv a gripei prin aplicarea unor programe de supraveghere clinico-
epidemiologicd si virusologicd ale acestor infectii intru reducerea impactului atat asupra
sistemului de sanatate, cét si asupra economiei nationale.

Premisele definitivate au stat la baza initierii acestui studiu si i1 va permite autoarei sa
scoatd in evidenta problemele care necesita a fi de solutionat.

Analiza situatiei din domeniu a permis de a desemna scopul lucrarii: Studierea si
evaluarea caracteristicilor antigenice, fenotipice si genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale
izolate si identificate in perioadele pandemica si interepidemicd in Republica Moldova intru
argumentarea masurilor de sandtate cu optimizarea sistemului national de supraveghere
epidemiologica si virusologica a gripei.

Pentru realizarea scopului au fost propuse urmatoarele obiective: determinarea si
evaluarea tipurilor si subtipurilor de virusuri gripale evidentiate in perioadele de studiu; studierea
si evaluarea particularitatilor antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale in perioadele pandemica
si interepidemicd; studierea si evaluarea particularitdtilor genetice ale tulpinilor de virusuri
gripale A si B in baza genelor HA si NA in perioadele precautate in studiu; analiza
caracteristicilor fenotipice cu evaluarea sensibilitatii tulpinilor de virusuri gripale la remediile
antivirale de ultima generatie (oseltamivir, zanamivir) in perioadele evidentiate; Valorificarea

rezultatelor obtinute Intru optimizarea supravegherii epidemiologice si virusologice a gripei.
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2. MATERIALE SI METODE DE CERCETARE

Cercetarile stiintifice prezentate in lucrare au fost efectuate de catre autoare in perioada
anilor 2008-2014 1in laboratorul Epidemiologia infectiilor respiratorii virale, Centrul Controlul
Bolilor virale al Centrului National de Sanatate Publica in colaborare cu CSP teritoriale, IMSP
Spitalul Clinic Municipal de Boli Contagioase de Copii, IMSP Spitalul Clinic Municipal de
Copii Nr. 1, IMSP Spitalul Clinic de Boli Infectioase ,,T. Ciorbd”, Chisinau, Republica Moldova,
Institutul National de Cercetare-Dezvoltare pentru Microbiologie si Imunologie ,,Cantacuzino”,
Bucuresti, Romania, Institutul National de Cercetari in Medicina, Londra, Marea Britanie.

2.1.  Liniaritatea cercetarilor si obiectul de studiu

Liniaritatea cercetarilor a inclus urmatoarele procedee: studierea surselor bibliografice
nationale si internationale la tema tezei; stabilirea obiectivelor si scoaterea in evidentd a
problemelor; determinarea esantionului de studiu si a volumului investigatiilor; realizarea
cercetarii; evaluarea datelor; prelucrarea statisticd si interpretarea rezultatelor obtinute;
implementarea in practica.

Drept obiect de studiu a servit materialul biologic (exsudate nazo-faringiene) din probele
colectate de la persoanele cu diagnosticul prezumtiv de gripa, infectie respiratorie virala acuta
(IRVA) si infectie respiratorie acuta severa (SARI, inclusiv pneumonie, bronhopneumonie,
bronsiolitd acuta etc.) receptionate si codificate in laboratorul Epidemiologia infectiilor
respiratorii virale, Centrul Controlul Bolilor virale al Centrului National de Sanatate Publica.

In acest context, este necesar de mentionat ci pacientii nu au fost supusi riscurilor
deoarece probele cu material biologic au fost colectate in IMSP teritoriale de catre personal
instruit, in baza acordului informat (Ordinul Ministerului Sanatatii nr. 303 din 06.05.2010,
Anexa 3), tinandu-se cont de normele eticii si deontologiei medicale. De asemenea, de catre
autor a fost semnat Angajament de confidentialitate cu CNSP. Rezultatele investigatiilor de
laborator prin utilizarea tehnicilor de biologie moleculard de ultima generatie au stat la baza
confirmarii diagnosticului clinic si argumentarii initierii tratamentului antiviral.

Colectarea, pastrarea, transportarea si procesarea probelor cu material biologic au fost
efectuate in conformitate cu recomandarile OMS privind diagnosticul de laborator la gripa, cu
utilizarea manualelor, ghidurilor metodice si a instructiunilor in vigoare [130, 132, 146-149].

2.2.  Metodele de cercetare aplicate si volumul investigatiilor

Metodele de cercetare utilizate in acest studiu au fost selectate in conformitate cu
metodologia existenti acceptatd. Intru realizarea scopului si a obiectivelor propuse in studiu au
fost aplicate metode descriptive, virusologice, imunologice, de biologie moleculara, analitice si

statistice.
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Metode descriptive

Pe parcursul efectuarii cercetarilor stiintifice au fost studiate cca 500 surse bibliografice
din care au fost selectate 191 referinte relevante de specialitate de talie nationald si internationala
care reflectd dezvoltarea metodelor de diagnostic la gripa, IRVA si SARI, precum si studierea
aprofundata a tulpinilor de virusuri gripale aflate in circulatie. Au fost evaluate, in special,
caracteristicile antigenice, fenotipice si genotipice ale virusurilor gripale si metodele aplicate
intru evidentierea particularititilor etiologice ale lor. In studiu au fost accentuate avantajele si
dezavantajele metodelor folosite la detectarea si identificarea virusurilor gripale.

Metode virusologice

Cultivarea pe culturi celulare. In realizarea studiului au fost folosite culturile celulare
MDCK (Madin-Darby canine kidney) si MDCK-SIAT1 (celule MDCK modificate prin
transfectie cu cADN al 2,6-sialiltransferazei (SIAT1) umane) — linii celulare continue. MDCK a
fost descrisa pentru prima data in anii 1970, care include acidul sialic linkat atat a-(2,3), cat si a-
(2,6) galactoza pe suprafata celulara [91]. Linia celulara MDCK-SIAT] a fost folosita si descrisa
pentru prima data in anul 2003 [92]. Culturile celulare nominalizate au fost utilizate pentru
identificarea virusurilor prin aparitia si evaluarea efectului citopatic, titrarea virusurilor in reactia
de hemaglutinare (RHA), determinarea apartenentei liniare si a caracteristicilor antigenice ale
tulpinilor de virusuri gripale izolate in reactia RHAIL Celulele au fost cultivate in medii de
cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) cu continut inalt de glucoza, L-glutamina
si suplimentate cu ser fetal bovin (10%), antibiotice (100 U/ml penicilina, 100 pg/ml
streptomicind), albumind bovina fractia V 7,5% (0,2%) si solutie Hepes 1M (25 mM) [130, 135,
146, 150-153].

Pasajul celulelor MDCK a fost efectuat in flacoane Flasc T-25 prin eliberarea flaconului
cu monostrat confluent de celule de mediu, spalarea de 2 ori cu cate 5 ml solutie de tripsind
0,05% 1ncalzita in prealabil pana la t-37°C, adaugarea a 1 ml solutie de tripsind 0,05%, incubarea
la t-37°C timp de 5-7 minute prin urmariri frecvente a detasarii celulelor de baza flaconului.
Dupa detasarea definitiva a celulelor continutul flaconului s-a suplimentat 8 ml de mediu DMEM
in prealabil incdlzit pand la t-37°C. Suspensia de celule s-a pipetat pentru detasarea celulelor si
evitarea formarii conglomeratelor celulare. In rezultat a fost pregitita suspensia celulard cu un
continut de aproximativ 10’ celule. Concomitent s-a pregitit numarul necesar de eprubete sau
flacoane Flasc T-25 in dependentd de numarul de probe pregatite pentru izolare cu 9 ml mediu
DMEM incalzit, in care s-au distribuit cca 1-1,2 ml de suspensie celulara (pentru infectarea in
ziua urmatoare). Pentru pasajul normal al celulelor in flaconul cu 9 ml mediu s-au transferat 0,3

ml suspensie celulara nediluatd, fiecare pasaj urmator a fost facut la un interval de 2-3 zile.
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Flacoanele pentru pasarea celulelor, precum si pentru infectare s-au amplasat in termostat la t-
37°C cu aeratie si o concentratie de CO; de 5% [130, 146].

Tehnica pasajului celulelor MDCK-SIAT]1 a fost similara cu cea a celulelor MDCK, insa
mediul DMEM pentru aceste celule s-a suplimentat cu solutie de geneticina (G418) 1,0 mg/ml in
loc de mixul de antibiotice penicilina-streptomicina [130, 146, 151].

Infectarea liniilor celulare s-a efectuat in flacoanele cu monostrat confluent de celule
prin: spdlarea de 2 ori a monostratului cu mediu DMEM fara albumina si ser fetal bovin, incalzit
in prealabil pana la t-37°C, inocularea a 500 pl proba (pozitiva in reactia de detectiec a ARN
virusurilor gripale rRT-PCR) per flacon T-25, incubarea timp de 30-45 minute la temperatura
camerei 22-24°C, si adaugarea, la expirarea timpului, cu 9 ml solutie DMEM cu continut de
tripsind TPCK-tratatd in volum de 1 ml (concentratia 0,5 mg/ml) la 200 ml mediu, intru
stimularea reproducerii virusurilor. Flacoanele marcate s-au plasat in termostat la t-34°C cu
aeratie si o concentratie de CO, de 5% pentru 72 ore, cu urmadrirea zilnicad a aparitiei efectului
citopatic [130, 146, 151-155].

Titrarea virusurilor s-a efectuat la 72 ore de la infectare in reactia de hemaglutinare pe
placi cu 96 godeuri (forma U) cu distribuirea in godeuri, in afard de prima coloana, a 50 pl
solutie-tampon fosfat salin (PBS), adaugarea in godeul 1 a 100 pl de virus cu titrarea lui prin
preluarea si transferarea a 50 pl de virus din godeul 1 cu dilutia dubla a lui in serie. Ulterior, in
toate godeurile s-au adaugat cate 50 pl de hematii (au fost utilizate hematii de cocos, curcan —
expozitia 30 minute, hematii de cobai si hematii umane O (I) Rh* - expozitia 60 minute) (Figura

2.1). Titrurile estimate au fost 1:1, 1:2, 1:4, ..., 1:2048.

Antigen/izolat l 0 ul PBS
100 pl \J 50 pl antigen/izolat, dilutia in serie V 50 ul
Dilutia | 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512 | 1024 | 2048
1 2 3 4 3 6 7 8 9 10 11 12
A ool eIl Iolol oo RIoRIeol Ol e
LS IORNCEROENCOENORIORNONNON LGN RON NN
C ORReERCERORIORNOEIORNORRORRORE NN NS,
D OEReENCENORNORNOEICRENORRORRORE NN NS,
RS EOENGENORNOENORIOENON RN LGN RO N NeN
F OGRS NCINORIORNOEEORNORNORRCRE NN NS,
G LG22 S 0 QO 0 (2 2 O
H SEIGEEIOENOEIOEEOREOLEOEROEEORRORNS
4 50 pl hematii 4

Fig. 2.1. Schema realizarii reactiei de hemaglutinare (titrarea virusurilor/antigenelor)
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In godeurile unde a avut loc sedimentarea hematiilor — s-a citit negativ, unde nu a avut

loc sedimentarea hematiilor — pozitiv cu inregistrarea titrului respectiv (ex. T8, sau T16, sau T32
etc.) (Tabelul 2.1) [130, 146, 154, 155].

Tabelul 2.1. Particularitdtile hematiilor utilizate in reactiile HA si HAL

Aviare Mamifere
Cocos Curcan Cobai Umane O(l) Rh”
Concentratia 0,75% 0,75% 1% 1%
Tipul placii godeuri V godeuri V godeuri U godeuri U
Expozitia 30 min 30 min 60 min 60 min
Aspectul final buton* buton* aureola aureola

Aglutinare 4 ) i
completa \ )//

Aglutinare &F ﬂ
partiald N S !

Lipsa aglutinarii

Lipsa aglutindrii, 7 ;:\\
prelingerea ¥ » -
hematiilor =%

© 06

*Hematiile se preling la inclinarea placii.

Determinarea apartenentei liniare si a caracteristicilor antigenice ale tulpinilor de virusuri
gripale izolate s-a efectuat prin RHAI, cu utilizarea antigenelor virusurilor de referinta si a
antiserurilor lor. Identificarea si caracteristica antigenicd a virusurilor gripale A(HIN1)pdm a
fost posibila cu utilizarea antigenelor virusurilor de referinta A/New Jersey/8/76,
Al/California/4/2009, AJ/California/7/2009, A/England/195/2009, A/Auckland/3/2009,
A/Bayern/69/2009, A/LvivIN6/2009, A/HK/2212/2010, A/Christchurch/16/2010 si a
antiserurilor respective in perioadele pandemica si post-pandemica.

Identificarea si caracteristica antigenica a virusurilor gripale A(H3N2) s-a realizat cu
utilizarea antigenelor virusurilor de referinta A/Wisconsin/67/2005, A/Trieste/25¢/2007,
A/Wisconsin/3/2007, AJ/Brisbane/10/2007, A/Uruguay/716/2007, A/Finland/9/2008,
A/Johannesburg/15/2008, A/England/394/2008, A/Brisbane/24/2008 si a antiserurilor respective
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in perioada pre-pandemicd, a virusurilor de referinta A/Perth/16/2009, A/Victoria/208/20009,
A/Alabama/5/2010, A/Stockholm/18/2011, Allowa/19/2010, AlVictoria/361/2011,
A/Berlin/93/2011, A/Victoria/361/2011, A/Athens/112/2012, A/Texas/50/2012,
A/Hawaii/22/2012, A/Samara/73/2013, A/Serbia/NS-210/2013, A/Hong Kong/146/2013, NIB-
85 (A/Almaty/2958/2013) si a antiserurilor respective in perioada post-pandemica.

Identificarea si caracteristica antigenica a virusurilor gripale de tip B s-a efectuat cu
utilizarea antigenelor virusurilor de referinta B/Shandong/7/97, B/Brisbane/32/2002,
B/HK/45/2005, B/Malaysia/2506/2004, B/Victoria/304/2006, B/England/393/2008,
B/Brisbane/33/2008, B/Brisbane/60/2008, B/Paris/1762/2008, B/Hong Kong/514/2009,
B/Odessa/3886/2010 — linia B/Victoria si a antiserurilor respective in perioada pre-pandemica, si
a virusurilor de referinta B/Florida/4/2006, B/Brisbane/3/2007, B/Wisconsin/1/2010,
B/Stockholm/12/2011, B/Estonia/55669/2011, B/Novosibirsk/1/2012, B/Hong Kong/3577/2012,
B/Massachusetts/02/2012 — linia B/Yamagata si a antiserurilor respective in perioada post-
pandemica [154, 156, 157]. Trusele cu virusurile de referinta si antiserurile lor au fost oferite de
catre CDC in baza Retelei Mondiale de Supraveghere a Gripei, OMS [130].

Pentru realizarea RHAI s-au pregatit dozele de lucru ale antigenelor si ale virusurilor
izolate (doza de lucru se considera titrul antigenelor si izolatelor de virusuri gripale T4 sau T8,
adicd 4 HAU sau 8 HAU in dependenta de tipul/subtipul virusurilor gripale) (Tabelul 2.2) [130,
146, 154].

Tabelul 2.2. Schema pregatirii dozelor de lucru ale antigenelor si ale virusurilor gripale.

4 HAU (A(H3N2), B) 8 HAU (A(H1N1)pdm)

Titrul HA PBS Virus Titrul HA PBS Virus

8 2ml 4 ml 8 - 6 mi

16 4 ml 2ml 16 2ml 4 ml

32 5ml 1mi 32 4 ml 2ml

64 6 ml 0,5 ml 64 5ml 1mi
128 6 ml 0,3ml 128 6 ml 0,6 ml
256 6 ml 0,15 ml 256 6 ml 0,3ml
512 6 ml 0,15 ml 512 6 ml 0,15 ml

S-a pregatit numarul necesar de placi cu 96 godeuri (forma U) in dependenta de numaérul
de antiseruri de referintd utilizate in godeurile cdrora s-a distribuit a cate 50 pl PBS, apoi in
godeurile coloanei H s-a adaugat 50 ul de antiser pentru placa respectiva, dupa care s-a efectuat
dilutia antiserului in directia H & A. In continuare in fiecare rand de godeuri s-a adiugat

virusul/antigenul de referinta (50 pl) respectiv antiserului utilizat in reactie, placile s-au incubat
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la temperatura camerei 22-24°C timp de 30 minute. La expirarea timpului in toate
godeurile/placile s-au distribuit 50 pul de hematii cu timpul de incubare respectiv hematiilor
utilizate (Figura 2.2). Testele realizate au permis de a identifica si evalua caracteristicile
antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate in Republica Moldova [130, 146, 154-157].

50 ul PBS
Antiser l l 50 pl se aruncd
50 ul \ [ dilufia i serie a antiserufui V

160

Titrul v.gr.
AHINI; B
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Fig. 2.2. Pregatirea placilor pentru reactia HAI si interpretarea rezultatelor.

Metode imunologice

Metoda imunofluorescenta. Pentru depistarea antigenelor virusurilor gripale prin
imunofluorescenta directa s-au utilizat anticorpi monoclonali contra antigenelor virale cuplati cu
FITC. Anticorpii monoclonali utilizati (anti-A(HLN1) sezonier, anti-A(H3N2) si anti-B)
reprezintd produse de diagnostic de laborator pentru gripa, fabricate de Institutul de gripa, Sanct-
Petersburg [95]. Reactia imunofluorescenta a fost efectuatd pe lamele de sticla cu aplicarea a cate
o picatura proba (celule epiteliale sedimentate prin centrifugare 1500 rot/min timp de 10 min),
uscarea la temperatura camerei, fixarea in acetona racitd in prealabil (2-8°C) timp de 10 min,
uscarea la temperatura camerei, pe frotiul fixat s-a aplicat cate 50 ul imunoglobuline fluorescente
reconstituite, lamelele s-au incubat in camera umeda timp de 30 min la t - +16 - +20°C.
Evaluarea si interpretarea rezultatelor s-a efectuat in conformitate cu recomandarile OMS si
instructiunile de lucru anexate la trusa, la microscopul luminiscent binocular Leica 2500 DM,
Germania, obiectivul de imersie HI PLAN 20x/0.40 SL, oculare HC PLAN s 10x/22 M, filtre

albastru-mauve cu utilizarea uleiului de imersie nefluorescent [130, 159].
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Analiza fluorescenti de inhibare a neuraminidazei (MUNANA) - caracteristica
la inhibitorii neuraminidazei — oseltamivir si zanamivir, remedii antivirale de ultima generatie.
La moment sunt licentiate si disponibile doud medicamente antivirale (oseltamivir si zanamivir)
cu actiune directd asupra neuraminidazei virale. Aparitia tulpinilor rezistente la oseltamivir
printre virusurile sezoniere HINI circulante peste tot in lume, la sfarsitul anului 2007 si
inceputul anului 2008 a facut imperativd desfasurarea activitdtilor de supraveghere privind
susceptibilitatea inhibitorilor de neuraminidaza a virusurilor gripale circulante la nivel mondial.
Activitatea NA si susceptibilitatea la antivirale poate fi masurata prin utilizarea substratului
fluorescent — MUNANA (acidul 2’-(4-metilumbeliferil)-a-D-N-acetilneuraminic). Efectuarea
investigatiei 1n prezenta inhibitorilor, si anume, determinarea dilutiei optime a virusului utilizat
pentru standardizarea activitatii NA la masurarea valorilor ICsg ale inhibitorilor NA, permite de a
determina concentratia preparatului antiviral necesar de a inhiba activitatea enzimei cu 50%
(TECAN-spectrophotometer, programul GraFit 6.0, MUNANA Assay) [101, 107, 130, 146].

Metoda molecular biologica. Reactia de polimerizare in lant (PCR) reprezinta o tehnica
utilizatd pentru amplificarea regiunilor specifice de ADN de la un nivel foarte mic de ADN-
matrice. Reactia PCR cu revers transcriere (RT-PCR) este 0 extensie a acestei tehnici care
permite obtinerea din ARN a ADN, prin reactia de revers-transcriere a moleculelor de ARN se
obtin fragmente de ADN complementar (cADN), care ulterior poate fi supus amplificarii. Mai
mult ca atat, existd un sir de metode ce folosesc coloranti fluorescenti pentru detectia sau
cuantificarea In timp real a procesului de amplificare a ADN in PCR.

Astfel, in studiul de fata a fost folosita metoda RT-PCR in timp real (rRT-PCR), care prin
utilizarea fluoroforului SYBR Green, a permis detectia in timp real a ARN virusurilor gripale in
materialul biologic cercetat. Pentru realizarea acestei metode, materialul clinic a fost procesat
primar in conformitate cu recomandarile OMS, instructiunile in vigoare, cu regulile nationale de
biosecuritate, in hote de biosecuritate de clasa 2+ (BSL 2+), urmand etapa de extractie a ARN
viral din materialul biologic in conditii si cu consumabile libere de nucleaze (ARN-aze, ADN-
aze). Concomitent s-a pregatit Mixul de reactie: mixul de primeri folositi in reactia de
amplificare genicd, care era compus din Apd Deionizatd liberd de nucleaze (5,5 pl/proba),
Forward Primer (0,5 pl/probd), Revers Primer (0,5 pl/probd), Proba-tinta (0,5 pl/probd) —
componentii Forward Primer, Revers Primer si Proba-tinta au fost specifici fiecarui tip/subtip de
virus gripal (A, A/Hlpdm, A/H3, B); Enzima Ambion AgPath 25x RT-PCR Enzyme Mix (1
pl/proba) si Solutie-tampon 2X RT-PCR Mix (12,5 pl/probd). Volumul total al reactiei per proba

a fost 20 pl, la care s-au adaugat 5 ul extract ARN de la proba de cercetat — volumul final pentru
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amplificare 25 pl. Toate manipulatiile la etapele mentionate s-au efectuat pe stative reci [130,
132, 134, 146, 147, 154-158, 160].

Pentru trusa Ambion AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit s-a folosit urmatoarea schema
de lucru:

Reactivii Volumul de reactivi/ per o reactie
6\?&2}[;[))“3 de nucleaze (Nuclease-free N x5,0 ul
Forward Primer Nx0,5ul
Reverse Primer Nx0,5pul Nx1,5pul
Probe Nx0,5ul
AgPath 25x RT-PCR Enzyme Mix Nx 1,0 nl
2X RT-PCR Buffer Nx 12,5l
Volumul total N x 20,0 pl

Conditiile de amplificare rRT-PCR s-au realizat prin programarea amplificatorului in modul
urmator:
Trusa Ambion AgPath-ID™ One-Step RT-PCR Kit

Revers Transcriptia 50°C pentru 30 min
Activarea inhibitorului Taq 95°C pentru 10 min
Amplificarea PCR 95°C pentru 15 sec
(45 cicluri) 55°C pentru 30 sec*

* Fluorescenta (FAM, SYBR green) s-a citit la etapa de incubare de 55°C.

Procesul de amplificare a constat din posibilitatea de revers transcriere a fragmentelor de
ARN in cADN si inceperea imediatd a multiplicarii fragmentelor de ADN de pe cADN, in
aceleasi tuburi, 1n acelasi echipament. Amplificarea propriu-zisa a fost efectuatd la
echipamentele: Corbett Research Rotor — Gene 6000, Australia — cu citire laterala prin peretii
tuburilor, CFX 96 Real Time System, BioRad, USA — cu citire prin capacul tubului. Interpretarea
rezultatelor a fost efectuata prin programele Rotor-Gene 6000 version 1.8 si Bio-Rad CFX
Manager, respectiv. Trusele de primeri folosite au fost oferite de catre CDC in baza Retelei
Mondiale de Supraveghere a Gripei, OMS, iar pentru extractia ARN viral au fost utilizate truse
omologate si inregistrate in Republica Moldova [130, 132, 134, 146, 147, 154-157, 160].

Pe parcursul acestui studiu au fost rezolvate totalmente (100%) 8 panele de Control
Extern de Calitate privind detectia virusurilor gripale A si B prin PCR organizat de cétre Centre

for Health Protection, Department of Health, The Government of Hong Kong Special
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Administrative Region, cu suportul OMS si 2 panele de Control extern de calitate CDC Influenza
Molecular Diagnostic Performance Evaluation, Atlanta, Georgia, USA.

Electroforeza in gel de agaroza. Electroforeza este o tehnica analitica utilizata la pentru
separarea fragmentelor de ADN 1n dependentd de marime. Campul electric format dintre firele
de cation si anion forteaza fragmentele de ADN sa migreze prin gel. Moleculele de ADN
migreaza, de obicei, de la polul cu potential negativ spre cel cu potential pozitiv datorita
incarcaturii negative nete a sirului de fosfati din lantul moleculei de ADN. Moleculele de marimi
mai mari migreaza foarte incet astfel ele sa fie prinse mult mai usor in retea. Produsul amplificat
a fost plasat in gel de agaroza de 1% (cu continut de 0,5 pg/ml bromurd de etidiu si solutie
tampon GelPilot DNA loading Dye, Qiagen) cu realizarea procesului de electroforezd la 100 W
timp de 40 min (Power Pac HV, BioRad). Ulterior, gelul a fost amplasat in transiluminator
(Molecular Imager Gel Doc XR, BioRad) si vizualizat in lumina UV cu interpretarea rezultatelor
la calculator folosind programul (Quantity One) [130, 132, 134, 146, 147, 154-157, 160].

Secventierea. Principiul acestei metode constd in identificarea tuturor secventelor
genelor HA si NA realizata prin purificarea moleculelor de ADN obtinute Tn urma reactiei de
amplificare a cADN virusurilor gripale, calitatea carora a fost evaluatd in baza rezultatelor
obtinute de la electroforeza in gel de agaroza. Deci, in studiu au fost luate doar acele probe, ale
caror fragmente de ADN s-au prezentat a fi cele mai specifice. ADN purificat a fost transferat pe
placa cu 96 godeuri MicroAmp™ Optic (Applied Biosystems) si tratat cu ajutorul
componentelor kitului Big Dye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) si
analizate la secventiatorul cu capilare ABI-3730XL (Applied Biosystems). Pentru editarea
secventelor obtinute si construirea arborilor filogenetici au fost utilizate programele BioEdit si
MEGA 5.2 [131].

Metode statistice

Rezultatele obtinute au fost supuse unei analize statistice prin utilizarea metodelor general
acceptate pentru selectarea esantioanelor reprezentative pentru studii stiintifice, inclusiv
urmatoarea formula [161]:

fxp(l-p)

d:

N=
(2.1)
Unde:
N — volumul esantionului estimat.
t — criteriul t-Student cand veridicitatea studiului este de 95% (t=1.96)

p — probabilitatea rezultatului
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d?— precizia doritd (marja de eroare)

Reiesind din calculele efectuate si luand in consideratie faptul ca numarul populatiei
generale studiate depaseste 100000, in studiu a fost luat un esantion de 9799 probe cu material
biologic colectat de la persoanele cu diagnosticul prezumtiv ,,Gripa”, ,,IRVA” si ,,SARI”, ceea ce
reprezintd practic un nivel de precizie de +1% (dimensiunea esantionului de 9091), intervalul de
incredere 95%, p=0,5.

Toate 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.

Volumul investigatiilor. La calcularea volumului esantionului de cercetare au fost luate
in consideratie mai multe aspecte: numarul 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 Tn urma izolarii pe culturi celulare in perioadele pre-pandemica, pandemica,
post-pandemica si interepidemica (Tabelul 2.3).

Tab. 2.3. Volumul cercetarilor stiintifice efectuate

Nr. . - Numarul de materiale, probe
Denumirea cercetarilor . . . .
d/o examinate incluse in studiu
1. | Studierea literaturii de specialitate 191 surse bibliografice
5 Evaluarea datelor din registrele de inregistrare a | 11 registre cu date primare,
" | probelor cu material biologic 9799 probe codificate
Detectia ARN virusurilor gripale:
« prin metode serologice: perioada pre-pandemica| 456 probe cu material biologic
3 | prin metode molecular-biologice:
' v' perioada pandemica 6818 probe cu material biologic
v perioadele post-pandemici, 2525 probe cu material biologic
interepidemica
Detectia ARN virusurilor gripale:
prin metode virusologice clasice:
4. v perioada pre-pandemica 16 izolate de virusuri gripale
v' perioada pandemica 34 izolate de virusuri gripale
v perioadele post-pandemica, interepidemica | 77 izolate de virusuri gripale
Caracteristica antigenica a tulpinilor de virusuri
gripale izolate in perioadele pre-pandemica, . . _
5. L VI S 127 tulpini de virusuri gripale
pandemicd, post-pandemica si interepidemica
prin metode virusologice clasice
Caracteristica genotipica a tulpinilor de virusuri | 78 tulpini de virusuri gripale pentru
6 gripale izolate in perioadele pre-pandemica, gena HA
" | pandemica, post-pandemica si interepidemica 71 tulpini de virusuri gripale pentru
prin metode moleculare (secventiere) gena NA
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2.3. Concluzii la capitolul 2

Cercetarile au prevazut un studiu analitic complex si au oferit posibilitatea determinarii
caracteristicilor antigenice, fenotipice si genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale
circulante in Republica Moldova.

Intru realizarea scopului si a obiectivelor propuse s-a utilizat un set de metode si procedee
metodologice de cercetare adecvate studiului.

Obiectele investigate si volumul esantioanelor sunt reprezentative.

Abordarile microbiologice, virusologice, molecular-biologice si bio-statistice corespund
principiilor si tendintelor actuale de cercetare.

De rand cu metodele virusologice clasice, lucrarea a fost completatd cu metode
contemporane de investigare — tehnici de biologie moleculara de ultima generatie,
inclusiv tehnicile de secventiere cu programe de citire a secventelor si de constructie, in
baza lor, a arborilor filogenetici pentru virusurile gripale izolate si identificate la nivel
global si in Republica Moldova, utilizate in premiera in tara.

Rezultatele obtinute au fost prelucrate utilizdnd metodele statistice de analiza a datelor.
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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
cercetdrile efectuate in perioadele pre-pandemicd (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 [4-6, 9, 15-18, 20, 22, 23, 25-29, 157, 163].

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

Analiza rezultatelor investigatiilor acestui studiu a demonstrat ca gripa, in sezonul
epidemic 2008-2009, a fost etiologic cauzatd 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 2008-20009.

Numarul probelor investigate

Spectrul

: . Gripa IRVA SARI Total
virusurilor
detectate Pozitive Pozitive Pozitive Pozitive
invest. invest. invest. invest.
abs. | % abs. | % abs. | % abs. | %
A(HIN1) | 124 - - 324 2 0,6 8 - - 456 2 0,4

A(H3N2) | 124 | 20 | 16,1 | 324 9 2,8 8 1 125 45 [ 30 | 6,6

B 124 9 7,3 | 324 6 1,8 8 - - 456 | 15 | 3,3

Total 124 | 29 | 234 324 | 17 | 572 8 1 |125| 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(HLN1), 9 (2,8%) —
pozitive la prezenta antigenelor virusului gripal A(H3N2) si 6 (1,8%) — pozitive la prezenta

antigenelor virusului gripal de tip B. La persoanele cu diagnosticul clinic SARI a fost identificat
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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 nominalizata au avut o
pondere de: 63,8% pentru A(H3N2), 32,0% - virusurile gripale de tip B si doar 4,2 % iau revenit
virusurilor gripale A(H1N1) sezoniere (Figura 3.1).

4.2%

w A(HINY)
mA(H3N)

Fig.3.1. Ponderea virusurilor gripale din totalul de probe pozitive detectate in sezonul epidemic

2008-20009.

» Evaluarea particularitatilor antigenice ale virusurilor gripale

In perioada nominalizati in culturi celulare MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) au
fost izolate 16 tulpini de virusuri gripale A(H3N2), care au avut o reactivitate slaba practic cu
toate antiserurile de referinta A/Wisconsin/67/2005, A/Trieste/25¢/2007, A/Wisconsin/3/2007,
A/Brisbane/10/2007,  A/Uruguay/716/2007,  A/Finland/9/2008,  A/Johannesburg/15/2008,
AJ/England/394/2008, A/Brishane/24/2008. Acest fapt a fost similar tulpinilor virale de referinta
cu replicare pe MDCK asa ca: A/Trieste/25¢/07 si A/Johannesburg/15/08. O reactivitate
moderata, tulpinile de virusuri gripale A(H3N2), au prezentat cu antiserul A/Brisbane/10/2007 —
tulpind de referinta inclusa in coctailul vaccinului antigripal recomandat de OMS pentru sezonul
2009-2010 (Tabelul 3.2). Rezultate similare au fost identificate si pentru alte numeroase tulpini
de virus gripal A(H3N2) izolate si identificate n diverse tari ale lumii In aceasta perioadd [157,
164].
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Tab. 3.2. Analiza antigenica a virusurilor gripale A(H3N2) identificate in sezonul

epidemic 2008-2009.

Titrul de inhibare a Hemaglutinarii*
Data Seruri de referinti (seruri de dihore)
Virusuri colectarii | Istoricul ) ) . ) ) A/Bri
probei pasajelor A/Wis [AlTrieste | A/Wis A/Bris A/Uru A/Fin [A/JHB | A/Eng s
67/05 25¢/07 3/07 10/07 716/07 9/08 15/08 | 394/08 24108
F18/08 | F5/07 F15/07 | F29/08 F26/08 | F12/08 |F22/08 | F32/08 F3/09
Virusuri de referinta
A/Wisconsin/67/2005 PB/31/2005 | spfck3Ea3 | 2560 2560 640 1280 5120 1280 | 1280 | 160 | 2560
A/Trieste/25¢/2007 Jan-07 | MDCKXx\2 < 80 160 160 160 80 80 80 80
A/Wisconsin/3/2007 1/21/2007 Ex\2 5120 2560 2560 5120 5120 2560 2560 640 2560
A/Brisbane/10/2007 2/6/2007 E2\3 1280 2560 640 1280 2560 2560 1280 320 1280
A/Uruguay/716/2007 | 6/21/2007 | spfckl, 3\1 1280 1280 640 2560 5120 1280 1280 160 1280
A/Finland/9/2008 1/7/2008 | MDCK2\1 80 160 160 160 160 320 160 80 160
AlJohannesburg/15/2008 | 25/06/2008 | MDCKx\2 80 160 160 160 320 160 160 160 320
A/England/394/2008 9/22/2008 | MDCK2\7 80 80 160 160 160 80 160 160 160
A/Brisbhane/24/2008 6/23/2008 E5\1 1280 2560 640 640 2560 1280 1280 320 1280
Virusuri testate
A/Moldova/166/2009 3/4/2009 | MDCK2\1 < < 80 80 80 < 40 80 40
A/Moldova/167/2009 3/4/2009 | MDCK2\1 80 80 80 160 160 80 80 80 80
A/Moldova/169/2009 3/4/2009 | MDCK2\1 80 80 160 320 160 160 160 160 160
1.<=<40

In aceiasi perioada, au fost izolate 4 tulpini de virus gripal de tip B, apartinand liniei
B/Victoria, care au fost testate cu panelul de seruri de referintd B/Shandong/7/97,
B/Brisbane/32/2002, B/Hong Kong/45/2005, B/Malaysia/2506/2004, B/Victoria/304/2006,
B/England/393/2008, B/Brisbane/33/2008, B/Brisbane/60/2008. Rezultatele testarii au atestat ca
tulpinile izolate antigenic au fost similare cu tulpina B/Shandong/7/97 si cu tulpina virala
B/Brisbane/60/08 — tulpina de referintd, de asemenea, inclusa in formularea 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 in perioada pre-
pandemica in diferite parti ale lumii (Tabelul 3.3).

In baza rezultatelor obtinute in studiu, atat prin detectia antigenelor virusurilor gripale,
cat si prin izolarea, identificarea si caracterizarea antigenica a tulpinilor de virusuri gripale
circulante in Republica Moldova, se poate mentiona ca gripa, in perioada pre-pandemica a fost
etiologic cauzata de virusurile gripale A(H3N2), A(HIN1) si B, cu predominarea virusului
A(H3N2), tulpinile virale fiind similare cu tulpinile circulante in lume precum si cu variantele de
tulpini gripale incluse in componenta vaccinului antigripal polivalent recomandat de OMS pentru
sezonul 2008-2009.
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Tab. 3.3. Analiza antigenica a virusurilor gripale tip B (linia Victoria) identificate in

perioada pre-pandemica (sezonul 2008-2009).

Titrul de inhibare a Hemaglutina‘lrii1
Data Seruri de referinta (seruri de dihore)
Virusuri colectarii | Istoricul ] . B/Mal . . .
probei pasajelor B/Shanq B/Shan | B/Bris B/HK 2506/0 B/Vic |B/Eng |B/Bris| B/Bris
7197 7197 32/02 45/05 4 304/06 [393/08 | 33/08| 60/08
F12/02 | F2/03 | F15/05 F28/05 F16/06 |F31/08 | F1/09| F2/09
Virusuri de referinti
B/Shandong/7/97 Ex 640 160 80 80 80 80 40 20 80
B/Brisbane/32/2002 7/2/2002 E2\6 640 80 160 80 160 80 40 20 40
B/HK/45/2005 2/7/2005 | MDCK2\4 640 160 80 160 320 80 20 20 40
B/Malaysial2s06/200 | 151612004 E33 | 320 | 160 | 160 80 160 80 0 | 20 | 80
B/Victoria/304/2006 | 6/6/2006 E2\2 320 80 80 80 160 160 40 40 160
B/England/393/2008 |29/08/2008 E1\2 160 40 80 < 80 80 160 320 320
B/Brisbane/33/2008 |13/07/2008 E3\1 160 80 80 < 80 160 160 320 320
B/Brisbane/60/2008 |04/08/2008 EdAL 160 80 80 < 160 160 160 320 320
Virusuri testate
B/Moldova/168/2009 | 3/4/2009 | MDCK2\1 320 < < < < < < < 320
B/Moldova/173/2009 | 3/4/2009 | MDCK2\1 320 < < < 10 < < < 320
B/Moldova/174/2009 | 3/4/2009 | MDCK2\1 320 < < < 10 < < < 320
B/Moldova/175/2009 | 3/5/2009 | MDCK2\1 320 < < < < < < < 320
1. <=<10; 2. Ser hiperimun de oi

» Evaluarea particularitatilor genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale

Comparatia filogenetica a tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate in Republica
Moldova in perioada pre-pandemicd, in baza arborilor filogenetici globali, a prezentat o
similaritate atat antigenica, cat si genetica cu tulpina A/Brisbane/10/2007 — tulpinad vaccinald,
comparativ cu unele virusuri gripale izolate in alte tari ale lumii care nu au prezentat similaritate
tulpinii nominalizate [157, 164].

Astfel, se poate mentiona ca virusurile gripale A(H3N2), circulante in Republica
Moldova in perioada estimata, se includ in grupul genetic atribuit cladei 10 a tulpinii virale
A/Brisbane (Figura 3.2). Clada 10 a fost formatd, la randul ei, de secventele genei HA
caracterizate de substitutiile aminoacizilor E62K, N144K, KI158N, substitutii cu efecte

antigenice nesemnificative (Figura 3.3).
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Fig.3.2. Fragment din comparatia filogenetica a virusurilor gripale A(H3N2), gena HA,
sezonul epidemic 2008-2009 [164].
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Fig.3.3. Locatiile caracteristice substitutiilor de aminoacizi in gena HA H3 ale virusurilor

Secventele genei NA ale virusurilor gripale nominalizate au prezentat asa substitutii ca

P386H, 1464L, care de fapt, nu sunt distinctive pentru a le diferentia de virusurile din clada 10

gripale A(H3N2) [164].
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similare tulpinii A/Brisbane/10/2007 i, ca wurmare, poartd caracteristici antigenice

nesemnificative (Figura 3.4).
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Fig. 3.4. Fragment din caracteristica filogenetica a virusurilor gripale A(H3N2), gena

NA, perioada pre-pandemica [164].

Comparatia filogenetica a tulpinilor de virusuri gripale de tip B a demonstrat apartenenta
tulpinilor izolate in Republica Moldova la linia B/Victoria, virusuri antigenic similare cu tulpina
vaccinald B/Brisbane/60/2008. Secventele genei HA au pozitionat tulpina B/Moldova/168/2009
in clada Brisbane/60 purtand substitutiile de aminoacizi caracteristice V146I, N75K, N165K,
S172P, K48E, K80R, K129N cu efecte antigenice nesemnificative (Figura 3.5). Secventele genei
NA ale virusului gripal nominalizat au prezentat substitutiile aminoacizilor in pozitiille D329N,
A358E, de asemenea, cu efecte antigenice minore, relevand apartenenta acestui tip virus gripal la
linia B/Victoria/2/87 (Figura 3.6)
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Fig. 3.5. Fragment din comparatia Fig. 3.6. Fragment din comparatia
filogenetica a virusurilor gripale B (Linia filogenetica a virusurilor gripale B
B/Victoria), gena HA, perioada (Linia B/Victoria), gena NA, perioada
pre-pandemica [164]. pre-pandemica [164].

> Particularititile fenotipice ale tulpinilor de virusuri gripale

Studierea particularitatilor fenotipice ale virusurilor gripale in perioada nominalizata a
atestat faptul, ca tulpinile de virusuri gripale A(H3N2) poseda aminoacidul asparagina in pozitia
31 a genet M2, ceea ce conferd rezistentd virusurilor la remediile antivirale amantadina si
remantadina. Totodata aceste virusuri nu au fost rezistente la inhibitorii NA care sunt remedii
antivirale de ultima generatie oseltamivir si zanamivir. Virusurile gripale de tip B, de asemenea,
au fost sensibile la inhibitorii NA, demonstrat prin lipsa mutatiilor responsabile de rezistenta
(Figurile 3.5 si 3.6)

Prin urmare, se poate de mentionat ca tulpinile de virusuri gripale A(H3N2) si B izolate,
identificate si caracterizate in acest studiu au fost similare tulpinilor de virusuri de o importanta
globala, cum au fost tulpinile A/Brisbane/10/2007 si B/Brisbane/60/2008, incluse in componenta

vaccinului antigripal recomandat de OMS pana la declansarea pandemiei.
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3.2. Rezultatele determinarii caracteristicilor tulpinilor de virusuri gripale in perioada
pandemica

Detectarea in sezoanele epidemice a variantelor, precum si a subtipurilor principial noi de
virusuri gripale cu modificari permanente a structurii genetice demonstreaza cd virusurile gripale
au capacitatea de a evolua pe calea reasortarii segmentelor genomice ale diverselor tulpini. La 11
iunie 2009 OMS a declarat inceputul primei pandemii moderate de gripa in sec. XXI, care a fost
provocatd de noul virus gripal A(HIN1)pdm. Analiza geneticd a acestui virus pandemic a
dezvaluit o noud combinatie a genelor virusurilor gripale umane, porcine si aviare. Aceastd
combinatie complexd a fragmentelor genomice, indiscutabil a condus la aparitia unui nou
fenotip, care s-a reflectat in tabloul clinic al infectiilor compatibile cu gripa prin proprietati
biologice noi, exprimate in caracteristicile de detectie, izolare si identificare ale acestui virus [16,
26, 27, 157, 158].

Perioada pandemica, in Republica Moldova, s-a caracterizat prin raspandire geografica
extinsd, intensitate foarte inaltd si tendintd sporitd a procesului epidemic, fapt care a avut un
impact esential asupra sistemului de sanatate, cu inregistrarea a 43 cazuri de deces [157, 158].

Astfel, in perioada pandemica (perioada anilor 2009-2010), prin tehnici de biologie
moleculara in timp real (rRT-PCR) — metoda de baza, recomandatda de OMS, pentru detectarea
ARN virusului gripal de tip nou A(HLN1) — tulpina, numita ulterior pandemica — A(HLN1)pdm
— au fost investigate 6818 probe (Tabelul 3.4).

Tab. 3.4. Rezultatele identificarii virusurilor gripale prin rRT-PCR in dependenta de

diagnosticul clinic prezumtiv in anii 2009-2010.

Numairul probelor investigate prin rRT-PCR, pe cauze:
Spectrul Gripi IRVA SARI Total
virusurilor
detectate Pozitive Pozitive Pozitive Pozitive
invest. invest. invest. invest.
abs. | % abs. | % abs. [ % abs. | %
AINDPA) 4295 | 1620 | 37,0 | 955 | 489 | 51,2 | 1568 | 596 | 38,0 | 6818 |2714| 30,8
A(H3N2) | 4295 - - 955 - - 1568 1 0,06 | 6818 1 0,01
B 4295 - - 955 - - 1568 | 1 |006(|6818| 1 |0,01
Total 4295 [1629| 37,9 | 955 | 489 | 51,2 | 1568 | 598 | 38,1 | 6818 | 2716 | 39,8
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Virusul gripal A(HINI)pdm a fost detectat in 1629 (37,9%) de specimene, codificate, cu
material biologic colectate la persoancle cu diagnosticul clinic ,,Gripa” (4295/63,0%). De la
persoanele cu diagnosticul clinic IRVA au fost colectate 955 (14,0%) probe, din care 489
(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(HIN1)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 3.4, Figura 3.7).

= A(HIN1)pdm

= A(H3N2)
BB

Fig. 3.7. Ponderea virusurilor gripale identificate prin rRT-PCR 1in perioada pandemica, anii
2009-2010

> Determinarea particularititilor antigenice ale virusurilor gripale

Analiza antigenica a tulpinilor de virusuri gripale A(HIN1)pdm, izolate pe cultura de
celule MDCK si identificate la inceputul perioadei pandemice, a fost efectuata cu utilizarea
panelului de seruri de referinta A/New Jersey/8/76, A/California/4/2009, A/California/7/20009,
A/England/195/2009, A/Auckland/3/2009. Majoritatea tulpinilor de virusuri gripale au prezentat
reactivitate inaltd cu serurile de referintd din panel, insa tulpinile A/Moldova/G-182/2009,
A/Moldova/G-157/2009 au manifestat reactivitate nesemnificativa, iar tulpina A/Moldova/G-
140/2009 — foarte slaba fata de serul de referinta A/New Jersey/8/76 (Tabelul 3.5).

Determinarea particularitatilor antigenice ale tulpinilor de virus gripal A(HIN1)pdm
izolate in cultura de celule MDCK-SIATL si identificate pe parcursul si spre finele pandemiei a
fost realizatd prin utilizarea panelului de seruri de referinta A/California/4/2009,
AJ/California/7/2009,  A/England/195/2009,  A/Auckland/3/2009, A/Bayern/69/2009  si
A/Lviv/ING/2009 [157, 158].
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Tab.3.5. Analiza antigenica a tulpinilor de virusuri gripale A(HIN1)pdm identificate la

inceputul pandemiei in anul 2009.

Titrul de inhibare a Hemaglutinirii
- - Dat? . i Seruri de referinti (seruri de dihore)
Virusuri colectarii | Istoricul AINT? AINI A/Cal A/Cal AJEng A/Auck
probei | pasajelor | g7 876 | 4/09 7109 N 3/09
R15/79 F34/82 C4/F14/09 | C4/31/09 F18/09 C4/17/09

Virusuri de referinti
A/New Jersey/8/76 Ex | >5120 640 160 160 320 320
A/California/4/2009 C1,E2 2560 160 1280 2560 2560 2560
A/California/7/2009 ES 5120 320 2560 2560 2560 5120
A/England/195/2009 MDCK4 2560 160 1280 2560 2560 2560
A/Auckland/3/2009 Ex+2 5120 640 2560 5120 5120 5120
Virusuri testate
A/Moldova/G-57/2009 7/31/2009 | MDCK?2 5120 320 2560 5120 5120 5120
A/Moldova/G-63/2009 8/11/2009 | MDCK2 5120 320 2560 2560 2560 5120
A/Moldova/G-85/2009 8/20/2009 | MDCK2 2560 160 2560 2560 2560 5120
A/Moldova/G-104/2009 8/29/2009 | MDCK2 2560 160 1280 1280 2560 2560
A/Moldova/G-120/2009 9/6/2009 | MDCK2 5120 320 2560 2560 2560 5120
A/Moldova/G-162/2009 10/28/2009 | MDCK?2 2560 160 1280 2560 2560 5120
A/Moldova/G-168/2009 10/30/2009 | MDCK?2 2560 160 1280 1280 2560 2560
A/Moldova/G-170/2009 10/31/2009 | MDCK?2 5120 320 1280 1280 2560 2560
A/Moldova/G-174/2009 10/30/2009 | MDCK?2 2560 320 1280 2560 2560 5120
A/Moldova/G-176/2009 10/31/2009 | MDCK?2 2560 160 1280 1280 1280 2560
A/Moldova/G-181/2009 10/31/2009 | MDCK?2 2560 160 1280 2560 2560 5120
A/Moldova/G-182/2009 10/31/2009 | MDCK?2 1280 80 640 1280 1280 1280
A/Moldova/G-185/2009 11/1/2009 | MDCK?2 2560 160 1280 2560 1280 2560
A/Moldova/G-186/2009 11/1/2009 | MDCK?2 2560 160 1280 2560 2560 5120
A/Moldova/G-62/2009 8/12/2009 | MDCK3 2560 320 2560 2560 2560 5120
A/Moldova/G-65/2009 8/12/2009 | MDCK3 2560 160 1280 2560 1280 2560
A/Moldova/G-72/2009 8/13/2009 | MDCK3 2560 160 2560 2560 2560 5120
A/Moldova/G-157/2009 10/26/2009 | MDCK3 2560 80 1280 1280 1280 2560
A/Moldova/G-188/2009 11/1/2009 | MDCK3 5120 320 2560 2560 5120 5120
A/Moldova/G-140/2009 9/28/2009 | MDCK?2 1280 < 640 1280 320 640
1.<=<10; 2. Ser hiperimun de iepure

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 3.6). Reactivitatea alterata a acestor trei virusuri pare a fi asociata cu
schimbarile la reziduurile de aminoacizi in pozitiile 154-156 ale genei HA. Ambele virusuri au
cate o modificare In pozitia 155, iar virusul A/Lviv/N6/2009 prezinta o schimbare aditionala la
nivelul 222 D spre G [157, 158].

Particularitdtile antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale A(HIN1)pdm izolate si
identificate Tn Republica Moldova in perioada pandemicd 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 [157, 158, 165].
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Tab.3.6. 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 colectarii | Istoricul AlCal AlCal AIENG | ajauck | A/Bayern | AlLviv
probei | pasajelor 4109 700 | 19999 | 300 69/09 | N6/2009
C4/F14/09 C4/31/09 F18/09 C4/17/09 C4/33/09 C4/34/09
Virusuri de referinti
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/66/2010 1/3/2010 SIAT3 2560 2560 2560 2560 1280 2560
A/Moldova/112/2010 1/5/2010 SIAT2 2560 2560 2560 2560 1280 2560
A/Moldova/226/2010 1/11/2010 SIAT2 1280 1280 1280 2560 640 1280
A/Moldova/379/2010 1/20/2010 SIAT3 1280 640 1280 2560 640 1280
A/Moldova/3958/2009 11/30/2009 SIAT3 640 640 640 1280 320 640
A/Moldova/5278/2009 12/16/2009 SIAT3 1280 1280 1280 1280 640 1280
A/Moldova/5565/2009 12/24/2009 SIAT3 1280 1280 1280 1280 640 1280
A/Moldova/5572/2009 12/25/2009 SIAT4 1280 1280 1280 2560 640 1280
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

» Evaluarea particularitatilor genotipice ale virusurilor gripale

Analiza genotipica a fost efectuatd la doud loturi prin metoda de secventiere a genelor
HA si NA virusurilor gripale A(HIN1)pdm. In primul lot s-a efectuat secventierea genelor de
HA a 24 izolate de virus gripal si secventierea genelor de NA a 17 izolate de virusuri gripale
A(HINT1)pdm identificate la inceputul pandemiei. Din comparatia filogenetica a genelor de HA
S-a observat ca unele tulpini au avut substitutia aminoacidului in pozitia D222E (Figura 3.9).
Aceasta pozitie s-a dovedit a fi similarad cu pozitia glicinei n unele virusuri identificate in cazuri
soldate cu deces, insa nu s-a gasit nici un argument intru sustinerea ideii cd aceasta este asociata
cu virulenta sporita a virusului A(HINI1)pdm, desi este foarte aproape de substitutia D222G
[157, 158]. Substitutia data pare a avea un efect neinsemnat asupra antigenicitatii, fapt ce poate fi

observat in interpretarea rezultatelor analizei antigenice (Tabelul 3.5).
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Fig. 3.8. Pozitiile substitutiilor de aminoacizi in gena HA, A(HIN1)pdm [165].

De asemenea, comparatia filogenetica a tulpinilor de virus gripal nominalizat au prezentat

si alte substitutii de aminoacizii, cum ar fi:

V3211, D274N, S203T, T120A, D187N, K211E,

substitutii care au plasat diferit tulpinile de virusuri gripale la construirea arborelui filogenetic,

prezentand astfel diferente minore comparativ cu virusul vaccinal A/California/7/2009 (Figurile

3.8, 3.9 51 3.10).
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Fig. 3.9. Fragment al comparatiei filogenetice a virusurilor gripale A(HLN1)pdm, gena

HA, perioada pandemica (mijlocul anului 2009) [165].
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In al doilea lot s-a efectuat secventierea genelor de HA si NA a 32 de izolate de virus
gripal A(HIN1)pdm identificate la finele pandemiei. In arborii filogenetici atat a genei HA, cat si
a genei NA s-a observat ca unele virusuri s-au aranjat in grup, pe cand altele au fost dispersate, in
dependentd de substitutiile de aminoacizi codificate de anumite secvente ale acestor gene, ceea

ce poate indica la semnificatia epidemiologica a acestor virusuri. Similar lotului anterior, au fost

observate virusuri ce prezentau schimbari la nivelul aminoacidului 222 in HA.
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Fig. 3.10. Fragment din arborele filogenetic al virusurilor gripale A(HLN1)pdm, gena NA,
perioada pandemica (mijlocul anului 2009) [165].

La nivelul genei HA doud virusuri au prezentat o substitutie clard la nivelul D222G
(virusurile A/Moldova/3163/2009 si A/Moldova/3245/2009), iar altele doua 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. Cu toate acestea, nu toate probele colectate
de la cazurile de deces au prezentat substitutia G in pozitia 222 (4 din 9 au prezentat semne de
glicind — 2 prezentand predominant glicina) si niciuna din celelalte probe nu au prezentat urme
semnificative ale glicinei in analiza de secventiere. Substitutia observata la nivelul 277 in HA in
unul din grupurile de virusuri a fost localizata aparte de capatul HA si aparte de site-ul de legare

a receptorilor, de asemenea avand un efect nesemnificativ (Figura 3.11) [157, 158].
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Fig. 3.11. Fragment din arborele filogenetic al virusurilor gripale A(HLN1)pdm, gena
HA, perioada pandemica (sf. an. 2009 — inc. an. 2010) [165].

Semnificatia substitutiei D222G a fost si este discutatd de catre cercetatori [157, 158,
166, 167]. Astfel, substitutia D222G in gena HA poate fi primul “marcher al virulentei”
identificat la virusul A(HIN1)pdm, care, insd, a fost detectat in unele tari, in special, in
numeroase cazuri cu evolutie severa si fatale. Aceasta substitutie s-a dovedit a fi cauza extinderii
specificitatii receptorice catre acidul a2-3 sialic (similar celui aviar) expresate de celulele
epiteliale ale tractului respirator inferior [33, 169, 170]. Si anume, atasamentul abundent al
D222G al virusului A(HIN1)pdm de macrofagii localizati in alveolele pulmonare poate implica
mecanisme de sporire a patogenicitatii acestuia, ceea ce poate conduce, ulterior, la multiplicarea
virusului la acest nivel, manifestata prin afectarea functiei celulelor, inclusiv, prin perturbarea
procesului de reparare a epiteliului dupa afectarea alveolelor, dereglarea transportului ionic si
producerea anormald de substante tensioactive [33]. Totodatd, este necesar de mentionat, ca
substitutia D222G nu afecteaza proprietatile antigenice ale virusului A(HIN1)pdm, fapt care a

fost stabilit prin RHAI cu seruri de referinta atat de dihore, cat si de iepure [166-169].
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Fig. 3.12. Comparatia filogenetica a virusurilor gripale A(HIN1)pdm, gena NA, perioada
pandemica (sf. an. 2009 — inc. an. 2010) [165].

De asemenea, 1n analizele antigenica si de secventiere s-a demonstrat faptul, cd virusurile
gripale A(HIN1)pdm care posedd substitutia D222G sunt antigenic similare cu virusul
AJ/California/7/2009 (HIN1) — tulpina recomandata de OMS pentru formula vaccinului gripal
[157, 169-171]. Aceste date sugereaza ca vaccinurile antigripale actuale pot asigura protectie
atat contra virusurilor gripale care contin substitutia D222G, cat si contra celor ce nu o contin,
fapt prin care vaccinarea ar putea limita impactul virusurilor cu substitutia D222G in viitor.

Totodata, analiza genetica a genei NA a atestat ca un grup de izolate de virus gripal
A(HIN1)pdm au prezentat o substitutie la nivelul aminoacidului 386 (N s-a schimbat cu K) si
aceasta substitutie putea rezulta in pierderea site-ului de glicozilare in tetramerul de NA, aparte

de locusul enzimatic activ (Figura 3.12).
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» Determinarea caracteristicilor fenotipice ale virusurilor gripale

Comparatia filogeneticd a genelor NA ale virusurilor gripale analizate in perioada
pandemica nu a prezentat substitutia de aminoacizi H - Y 1n pozitia 275 — asociata cu rezistenta
virusurilor la preparatul antiviral oseltamivir, in acelasi timp, substitutia datd nu induce rezistenta
la remediul antiviral zanamivir. Rezistenta antivirala, in special la oseltamivir, nu se asociaza cu
nici una din cladele genetice ale genei HA, insd mutatia care induce rezistenta prin substitutia
H275Y in gena NA este suficienta pentru a asocia virusurile rezistente la oseltamivir intr-o mica
clada genetica [157, 172].

Evaluarea caracteristicilor fenotipice ale virusurilor gripale a fost realizatd in reactia de
inhibarea a neuraminidazei (vezi capitolul 2) si a pus in evidentd sensibilitatea tulpinilor de
virusuri gripale, izolate si identificate in Republica Moldova in perioada nominalizata, la
remediile antivirale de ultima generatie oseltamivir si zanamivir [157, 158].

Asa dar, rezultatele studiului au demonstrat, cd in perioada pandemica infectiile gripale
etiologic au fost cauzate de tulpinile virusului gripal A(HIN1)pdm circulante in Republica
Moldova, care din punct de vedere antigenic, fenotipic si genotipic au fost similare tulpinii
prototip A/California/4/2009 si tulpinii vaccinale A/California/7/2009 — inclusa in componenta
vaccinului antigripal monovalent recomandat de OMS pentru vaccinare in perioada anilor 2009-
2010.

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, cdnd nivelele gripei pandemice in majoritatea tirilor cu supraveghere
adecvata au revenit la nivelele inregistrate in cazul gripei sezoniere [158, 171, 172].

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

> Rezultatele evaluarii particularitatilor virusurilor gripale in sezonul 2010-2011

Sezonul epidemic 2010-2011 s-a caracterizat printr-un pattern sporit cu o raspandire
geografica extinsa, intensitate inaltd si o tendintd in crestere a procesului epidemic, fapt ce a
condus la un impact semnificativ asupra sistemului de sanatate cu inregistrarea a 7 cazuri de
deces [155-157, 161, 172].

Prin urmare, in sezonul epidemic 2010-2011, prin metoda rRT-PCR au fost investigate
1045 probe, codificate, colectate de la persoanele cu diagnosticul clinic prezumtiv ,,Gripa”,
LIRVA” si ,SARI”. La persoanele cu diagnosticul clinic prezumtiv ,,Gripa” din 552 (52,8%)
specimene ARN virusului gripal A(HINI)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
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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 ,,JIRVA”, 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(H1IN1)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 3.7). Asa dar, gripa in perioada post-
pandemica, sezonul epidemic 2010-2011, a fost cauzata de trei virusuri gripale cu predominarea
virusului gripal A(HIN1)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 micd pondere a fost stabilita in
cazul coinfectiei cu virusurile gripale de tip A(HIN1)pdm si de tip B doar de 0,4% (Figura 3.13).
O situatie similara in perioada post-pandemica s-a atestat in majoritatea tarilor din Europa [155-
157, 161, 172].

Tab. 3.7. Rezultatele identificarii virusurilor gripale prin rRT-PCR in dependentd de

diagnosticul clinic prezumtiv in sezonul 2010-2011.

Numirul probelor investigate prin rRT-PCR

Spectrul T
virusurilor Gripa IRVA SARI Total
detectate invest Pozitive invest Pozitive invest Pozitive invest 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 | 148
A(HlNé)pdm" 552 | 4 | 07 | 301 | - - 192 | - - | 1045 | 4 | 04
Total 552 | 358 | 648 | 301 | 143 | 475 | 192 | 105 | 547 | 1045 | 606 | 57,9
0.7%
EAHIN1)pdm
= A(H3N2)
B

= A(HIN1)pdm + B

Fig. 3.13. Ponderea virusurilor gripale identificate prin rRT-PCR in perioada post-

pandemica, sezonul epidemic 2010-2011
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» Particularititile antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate in

sezonul epidemic 2010-2011

In culturile celulare MDCK si MDCK-SIAT1 au fost investigate 220 din 606 probe
pozitive la diferite tipuri/subtipuri ale virusurilor gripale prin rRT-PCR. Din ele au fost izolate 31
tulpini de virusuri gripale, care in RHAI au fost identificate 10 tulpini de virus gripal
A(HIN1)pdm, 15 tulpini de virus gripal A(H3N2) si 6 tulpini de virus gripal tip B.

Rezultatele obtinute demonstreaza ca tulpinile izolate de virus gripal A(HIN1)pdm din
Republica Moldova totalmente reactioneaza cu serurile standard A/California/7/2009,
AJ/England/195/2009, A/Auckland/3/2009, A/Bayern/69/2009, A/Lviv/N6/2009, A/Hong
Kong/2212/2010, A/Christchurch/16/2010, ceea ce reprezinta o caracteristici 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 redusd iIn RHAI, in special, cu serurile
de referinta AJ/California/7/20009, A/Auckland/3/20009, A/Bayern/69/2009 si
AJ/Christchurch/16/2010 (Tabelul 3.8) [156, 157].

Tab. 3.8. Rezultatele analizei antigenice a virusurilor gripale A(H1IN1)pdm identificate in

sezonul epidemic 2010-2011.

Titrul de inhibare a Hemaglutinirii*
] ) Datrjl . ) Seruri de referinti (seruri de dihore)
Virusun o robel F',Zts(;:;c,l;:r pcal | AERS | aauck | ABayern | AlLviv | K lacoehuren
ca/3l/ NIBSC 3/09 69/09 N6/2009 F21/10 16/2010
09 F18/09 C4/17/09 | C4/33/09 | C4/34/09 Eqg F30/10
Virusuri de referinti
A/California/7/2009 4/9/2009 E2/E4 5120 2560 5120 1280 2560 2560 2560
A/England/195/2009 4/28/2009 | MDCK1/MDCK2 | 2560 2560 2560 1280 2560 2560 2560
A/Auckland/3/2009 4/25/2009 EX/E3 2560 2560 5120 1280 2560 2560 2560
A/Bayern/69/2009 7/1/2009 | MDCK4/MDCK1 320 160 80 640 320 160 160
A/LViv/ING6/2009 10/27/2009 MDCK5 1280 160 160 2560 2560 640 640
A/HK/2212/2010 7/16/2010 E3 5120 5120 5120 2560 5120 5120 5120
A/Christchurch/16/2010 | 7/12/2010 E2/E1 5120 5120 5120 2560 5120 5120 5120
Virusuri testate
A/Moldova/124/2011 1/24/2011 MDCK3 2560 2560 2560 1280 2560 2560 2560
A/Moldova/291/2011 2/2/2011 MDCK3 2560 2560 1280 640 1280 2560 1280
A/Moldova/338/2011 2/3/2011 MDCK3 2560 2560 1280 640 1280 2560 1280
A/Moldova/366/2011 2/7/2011 MDCK3 1280 1280 1280 640 1280 1280 640
A/Moldova/399/2011 2/9/2011 MDCK3 1280 1280 1280 320 1280 1280 640
A/Moldova/414/2011 2/7/2011 MDCK?2 1280 1280 1280 320 1280 1280 640
A/Moldova/448/2011 2/7/2011 MDCK?2 640 1280 320 640 1280 1280 640
A/Moldova/74/2011 1/19/2011 MDCK?2 1280 2560 2560 1280 1280 2560 1280
A/Moldova/114/2011 1/24/2011 MDCK?2 1280 1280 1280 640 1280 1280 640
1.<=40

Analiza antigenica a virusurilor gripale A(H3N2) reprezintd un patern similar de

reactivitate cu panelul de seruri de referinta A/Wisconsin/67/2005, A/Brisbane/10/2007,
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A/Perth/16/2009, A/Wisconsin/15/20009, AlVictoria/208/2009, AlVictoria/210/2009,
A/Alabama/5/2010, A/Perth/10/2010. Important este faptul, ca aceste virusuri au fost reactive cu
serurile specifice standard fatd 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 (Tabelul 3.9) [157, 173].
Tab. 3.9. Caracteristica antigenica a virusurilor gripale A(H3N2) identificate in sezonul
epidemic 2010-2011.

Titrul de inhibare a Hemaglutinirii*
Data Seruri de referinti (seruri de dihore)
Virusuri colectirii Istoricul ] ) _ _ _
probe | pasaieor | s | A | AP | A | avie | A | s | Ay
F18/08 F29/09 F30/09 F24/09 F7/10 F11/10 F27/10 F03/11
Virusuri de referinta
A/Wisconsin/67/2005 2005-08-31 | SpfCk3E3/E11 | 1280 640 < < 160 < < 80
A/Brisbane/10/2007 2007-02-06 E2/E4 5120 5120 40 40 320 160 40 160
A/Perth/16/2009 2009-07-04 E3/E3 40 80 1280 640 1280 1280 640 2560
A/Wisconsin/15/2009 2009-07-06 E2/E3 40 < 640 320 40 160 640 320
A/Victoria/208/2009 2009-06-02 E3/E2 160 160 640 640 5120 5120 1280 2560
A/Victoria/210/2009 2009-06-02 E2/E3 160 320 1280 1280 2560 5120 320 2560
A/Alabama/5/2010 2010-07-13 MK1/M2/S3 < < 80 40 40 40 160 320
A/Perth/10/2010 2010-05-25 E2/E2 < < 160 40 40 40 160 320
Virusuri testate
A/Moldova/96/2011 1/21/2011 SIAT4 40 40 320 320 320 320 640 1280
A/Moldova/145/2011 1/24/2011 SIAT4 40 40 320 160 320 320 320 640
A/Moldova/161/2011 1/25/2011 SIAT4 40 40 320 640 320 320 640 1280
A/Moldova/176/2011 1/26/2011 SIAT2 40 40 320 320 320 320 640 1280
A/Moldova/176/2011 1/26/2011 SIAT3 40 40 320 320 320 320 640 1280
A/Moldova/214/2011 1/28/2011 SIAT2 40 40 320 320 320 320 640 1280
A/Moldova/214/2011 1/28/2011 SIAT3 40 40 320 320 160 160 640 1280
A/Moldova/224/2011 1/28/2011 SIAT4 40 40 320 320 320 160 640 1280
A/Moldova/225/2011 1/28/2011 SIAT2 40 40 320 320 160 160 640 1280
A/Moldova/225/2011 1/28/2011 SIAT3 40 40 320 320 320 320 640 1280
A/Moldova/252/2011 1/31/2011 SIAT4 80 40 640 640 320 320 1280 1280
A/Moldova/317/2011 2/4/2011 SIAT3 40 80 320 640 320 320 640 1280
A/Moldova/278/2011 2/2/2011 SIAT4 40 80 640 640 320 320 640 1280
A/Moldova/375/2011 2/7/2011 SIAT4 40 80 640 640 320 320 640 1280
A/Moldova/378/2011 2/8/2011 SIAT3 40 80 320 320 320 160 640 1280
A/Moldova/113/2011 1/23/2011 SIAT4 40 40 320 320 160 320 640 1280
A/Moldova/594/2011 2/18/2011 SIAT4 40 40 320 320 320 160 640 1280
A/Moldova/601/2011 2/18/2011 SIAT3 40 40 320 320 320 320 640 1280
1. <=<40

Pentru a caracteriza din punct de vedere antigenic tulpinile de virus gripal de tip B au fost
utilizate serurile de referinta B/Malaysia/2506/2004, B/England/393/2008, B/Brisbane/60/2008,
B/Paris/1762/2008, B/Hong Kong/514/2009, B/Odessa/3886/2010. Rezultatele analizei

antigenice au atestat ca tulpinile de virus gripal B, izolate si identificate in Republica Moldova,
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au prezentat acelasi model general de reactivitate, demonstrand o reactivitate inaltd cu serurile
specifice fatd de virusurile strins legate genetic de tulpina vaccinala B/Brisbane/60/2008
(Tabelul 3.10).
Tab. 3.10. Rezultatele analizei antigenice a virusurilor gripale de tip B identificate in
sezonul epidemic 2010-2011.

Titrul de inhibare a Hemaglutinirii

. ) Data . Seruri de referinti (seruri de dihore
Virusuri colectdrii Istoricul - - -
probei pasajelor B/Bris B/Mal B/England | B/Bris B/Paris B/HK | B/Odessa
60/08 2506/04 393/08 60/08 1762/08 514/09 | 3886/10
Sh 524 F28/05 F31/08 F25/10 F11/09 F13/10 F17/10
Virusuri de referinta
B/Malaysia/2506/2004 2004-12-06 E3/E3 640 640 160 80 < < <
B/England/393/2008 2008-08-29 E1/E6 640 160 320 320 40 40 40
B/Brishane/60/2008 2008-08-04 E4/E4 640 160 160 320 40 20 40
B/Paris/1762/2008 2009-02-09 C2/MDCK4 640 10 < 20 80 160 80
B/Hong Kong/514/2009 2009-10-11 |MDCK1/MDCK1 640 < < 20 80 160 80
B/Odessa/3886/2010 2010-03-19 C2/MDCK3 | 640 10 < 40 80 320 160
Virusuri testate
B/Moldova/141/2011 2011-01-25 MDCK2 640 20 < 40 160 320 160
B/Moldova/284/2011 2011-02-02 MDCK3 640 10 < 40 160 160 160

1.<=<10; 2. Ser hiperimun de oi

» Particularititile genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate in
sezonul epidemic 2010-2011
Secventierea genelor HA si NA efectuata 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-0 in subgrupele genetice
definite de substitutiile aminoacizilor S185T si D97N, facand parte din grupul genetic 6, iar
tulpina A/Moldova/448/2011 s-a amplasat in subgrupul definit de substitutiile aminoacizilor
A134T si S183P, grupul genetic 3 (Figurile 3.14, 3.15 si 3.16). Recent, au fost recunoscute cinci
clase genetice emergente ale genei HA de virusuri HIN1: 1) grupul Emisferei Sudice (SH)
(modificarile-cheie N125D, altele cu V250A); 2) grupul Hong Kong (modificarile-cheie S128P,
V199A, 1295V, K163T si P271S), 3) un grup definit de aminoacizii A134T, S183P - observat in
cel putin sase tari, 4) un grup definit de aminoacizii R205K, 1216V, V249L - observat in cel
putin trei tari; 5) S185T- grupul cu cea mai mare expansiune si raspandire geografica, multe cu

substitutia D97N [157]. Virusurile in fiecare grup genetic sunt considerate antigenic similare.
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Fig. 3.14. Fragmente ale comparatiei filogenetice a virusurilor gripale A(HIN1)pdm, gena HA

(regiunea HA1), sezonul 2010 — 2011 [172].

Evaluarea rezultatelor analizei genetice ale tulpinilor de virusuri gripale A(H1IN1)pdm —
A/Moldova/338/2011 si A/Moldova/448/2011 a atestat cd secventele genei NA poartd
substitutiile specifice grupelor genetice 3 (V2411, N369K) si 6 (R220K, I389K, Q313R, V394I,
V106l s1 N248D), respectiv pentru fiecare virus in parte (Figura 3.17).

Fig. 3.15. Locatiile substitutiilor specifice Fig. 3.16. Locatule ~subst1tut1110r specifice

grupului genetic 3 a genei HA-H1: S183P grupului genetic 6 a genei HA-H1: S185T si
si A134T [172]. D97N [172].
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il
Fig. 3.17. Fragmente din evaluarea filogenetica a virusurilor gripale A(HLN1)pdm, gena

NA, sezonul epidemic 2010 — 2011 [172].

Astfel, din comparatia filogenetica efectuata in baza arborelui filogenetic global, reiese ca
tulpinile de virusuri gripale A(HIN1)pdm, izolate si identificate in Republica Moldova, din
grupurile genetice nominalizate au fost similare la nivelul genelor HA si NA cu tulpina de
referintd A/California/7/2009 HIN1pdm — tulpind de referinta, 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 D53N, Y94H, 1230V, E280A si
D97N. Aceste substitutii au pozitionat tulpinile A/Moldova/601/2011, A/Moldova/176/2011,
A/Moldova/317/2011, A/Moldova/278/2011, A/Moldova/378/2011, A/Moldova/225/2011,
A/Moldova/161/2011 si A/Moldova/113/2011 in grupul genetic 5, clada Victoria/208 (grupul
Perth/10) (Figurile 3.18 si 3.19).
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A/Algeria/G53/2009han
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Fig. 3.18. Fragment al arborelui filogenetic al virusurilor gripale A(H3N2), gena HA

(regiunea HA1), sezonul epidemic 2010 — 2011 [172].
Tulpinile de referinta A/Alabama/5/2010 si A/Perth/10/2010, din panelul de seruri

=

standard utilizate pentru caracterizarea antigenica a tulpinilor de virus gripal A(H3N2) din
Republica Moldova (Tabelul 3.9), de asemenea, s-au incadrat in aceasta grupa genetica.

De mentionat, cad 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.

Fig. 3.19. Locatiile substitutiilor specifice

grupului genetic 5 a genei HA a virusurilor

gripale A(H3N2): D53N, Y94H, 1230V si
D97N [172].
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Rezultatele secventierii genei NA a virusurilor gripale A(H3N2), izolate si identificate in
Republica Moldova, au atestat prezenta substitutiilor de aminoacizi S367N, K369T si 1464L
specifice grupurilor genetice 5 si 6, care se includ in clada Victoria/208 al grupului Perth/10
(Figura 3.20).

— A/Moldova/2T8/201 1n2f
— A/Moldova/378/201 1n2f
— A/Moldoval317/201 1n2f
—— A/Moldoval225/2011n2j
[ | A/Moldova/176/2011n2j
A/Moldova/161/2011n2j
A/Moldova/113/2011n2j
L A/Moldova/601/2011n2f
— AlAthens/108/2011n2)
Allasif47704/201 1n2)
AlGalatd7519%2011n2d
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— A/Hongkong/6894/2010n2n
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—— A/Stockholm/1/2011se
| A/Bretagne/2248/2010n2d
AJGenoa/D1/2010n2d
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AMValladohid/40/201 1n2f
I AV alladolid/39/201 1n2f
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H_ AMHongkong/6927/2010n2n

Fig. 3.20. Fragment al analizei filogenetice comparative a virusurilor gripale A(H3N2),
gena NA, sezonul epidemic 2010 — 2011 [172].

Analiza de secventiere a tulpinii B/Moldova/284/2011 pentru gena HA a demonstrat ca
virusul analizat poseda substitutiile de aminoacizi L-P in pozitia 58, N-K in pozitia 75, N-K in
pozitia 165 si S-P in pozitia 172 — substitutii comune pentru o buna parte din tulpinile de virusuri
gripale izolate in diferite tari ale lumii si care se refera la clada genetica 1 ,,Brisbane/60”, fiind

stabilit cd aceste substitutii nu afecteaza antigenicitatea virusurilor (Figura 3.21) [157, 161].
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—
Fig. 3.21. Fragment al comparatiei Fig. 3.22. Fragment al comparatiei filogenetice
filogenetice a virusurilor gripale B (Linia  a virusurilor gripale B (Linia B/Victoria), gena
B/Victoria), gena HA (regiunea H1), NA, sezonul 2010-2011 [172].

sezonul 2010-2011 [172].

Evaluarea rezultatelor secventierii genei NA a virusului gripal de tip B
(B/Moldova/284/2011) a pus in evidenta prezenta substitutiilor de aminoacizi S27L, P51S, L73F
s1 N199D, care au pozitionat aceasta tulpind de virus gripal in clada 1 ,,Brisbane/60”, de rand cu
tulpinile de referintda B/Odessa/3886/2010, B/Hong Kong/514/2009, B/Paris/1762/2009,
B/England/393/2008 si, respectiv, cu tulpina B/Brisbane/60/2008 — component al coctailului
vaccinal antigripal recomandat de OMS pentru vaccinare in sezonul 2011-2012 (Figura 3.22)
[157, 172].

> Rezultatele determinirii particularitatilor fenotipice ale tulpinilor de virusuri

gripale identificate in sezonul epidemic 2010-2011
gripale A si B, izolate si identificate in Republica Moldova in perioada nominalizata, cu un nivel
suficient de activitate a sialidazei a fost efectuat in testul de inhibare a neuraminidazei. Tulpinile
de virusuri gripale A(HIN1)pdm, A(H3N2) si B, testate, au fost totalmente sensibile la ambii
inhibitori. In pofida faptului ci inhibitorii neuraminidazei au fost utilizati pe scara largi atat cu
scop de profilaxie, cat si de tratament pe parcursul perioadelor nominalizate, rezistenta la
oseltamivir a fost identificatd sporadic, iar virusurile rezistente nu aveau potential eficient de
transmisie Tn comunitate. Totusi, cercetdrile au demonstrat ca virusul gripal A(HIN1)pdm, avand

un potential inalt de transmisie si o virulentd mai inaltd comparativ cu virusurile gripale
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A(H3N2) si B a fost totalmente rezistent la antiviralele din grupa adamantanelor, dar susceptibil

la ambii inhibitori ai neuraminidazei — zanamivir si oseltamivir [157, 161, 172].

Monitorizarea continud a variabilitdtii mutationale prin analiza genotipica a tulpinilor
circulante de virusuri gripale detine un rol important in selectarea tulpinilor vaccinale cu scop de
profilaxie specificd a infectiilor gripale, dar si pentru alegerea corecta a remediilor antivirale cu
scop de tratament.

Asa dar, sezonul epidemic 2010-2011 s-a caracterizat prin circulatia virusurilor gripale
A(HINI)pdm, A(H3N2) si B. in comparatie cu sezoanele epidemice de pani la declansarea
primei pandemii a sec. XXI, in aceastd perioadd (post-pandemica) S-a observat circulatia
preponderenta a virusului gripal A(HINI1)pdm care practic totalmente 1-a substituit pe virusul
gripal sezonier A(H1N1) care s-a aflat in circulatie de aproape un secol sau si mai mult [102,
110, 112]. Caracteristica genotipica a virusurilor gripale A(HINI1)pdm identificate atat in
Republica Moldova, cat si in alte tari ale lumii a atestat circulatia in continuare a virusurilor ce
contineau substitutia D222G, care tot mai des se detecta in virusurile identificate in probele
colectate de la pacientii cu evolutie severa a bolii [102, 110]. Cu toate acestea, este necesar de
mentionat ca toate tipurile de virusuri gripale identificate in Republica Moldova au facut parte
din cladele virusurilor vaccinale, dupa cum urmeaza: 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 (linia B/Victoria) — grupare caracteristica majoritatii
virusurilor gripale circulante in tarile europene.

3.4. Concluzii la capitolul 3.

1. Aspectele teoretice si practice ale rezultatelor obtinute in cadrul cercetarilor reflectate in
capitolul dat au scos in evidenta ca in perioada pre-pandemica (2008-2009) tulpinile de
virusuri gripale A(H3N2) si B izolate si identificate in Republica Moldova au fost antigenic
similare cu tulpinile vaccinale, la nivel genetic facand parte din clada A/Brisbane/10/2007
pentru virusul gripal A(H3N2) si clada B/Brisbane/60/2008 linia B/Victoria pentru virusul
gripal de tip B. Substitutiile de aminoacizi prezente in genele HA si NA la ambele tipuri de
virusuri gripale izolate si identificate in RM nu au fost distincte pentru a le diferentia de
tulpinile de referintd nominalizate.

2. Rezultatele investigatiilor au evidentiat ca perioada pandemica (2009-2010) s-a caracterizat
prin circulatia preponderentd a tulpinilor de virus gripal A(HIN1)pdm, tulpini antigenic
similare si la nivel genetic apartenente la clada genetica cu tulpina A/California/7/2009
recomandata de OMS pentru a fi inclusa in componenta vaccinului antigripal trivalent pentru

sezonul 2010-2011. Comparatia la nivelul arborelui filogenetic global a tulpinilor de virus
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gripal A(HINI)pdm izolate si identificate In Republica Moldova a pus in evidenta aparitia
substitutiei aminoacidului D222G in gena HA, detectatd in special in cazuri cu evolutie
severa a infectiei gripale, cat si in cazuri soldate cu deces. Analiza datelor obtinute, Insa, nu a
demonstrat efectul substitutiilor atestate asupra transmisibilitatii virusului gripal
A(H1IN1)pdm. Circulatia virusurilor gripale A(H3N2) si B in perioada nominalizata a fost
practic direct influentata de virusul gripal A(HIN1)pdm detectat in 99,9% cazuri.

In perioada post-pandemica (2010-2011) practic s-a demonstrat substituirea din circulatie a
virusului gripal sezonier A(HIN1) de catre virusul gripal A(HIN1)pdm — tulpind dominanta
in sezonul nominalizat, similard antigenic si apartenentd la clada geneticd a tulpinii de
referintd A/California/7/2009 — componentd a vaccinului antigripal recomandat de OMS
pentru vaccinare in sezonul 2011-2012. Substitutiile de aminoacizi prezente in genele HA si
NA au pozitionat in doud grupuri genetice diferite, 3 si 6 tulpinile de virus gripal
A(HIN1)pdm, fapt confirmat prin comparatia filogenetica la nivelul arborelui filogenetic
global. Tulpinile de virus gripal A(H3N2) identificate in perioada nominalizatd nu s-au
deosebit antigenic semnificativ cu tulpina de referinta A/Perth/16/2009 — componenta a
vaccinului antigripal recomandat de OMS pentru sezonul 2010-2011. Comparatia
filogeneticd a acestor tulpini la nivel global a pus in evidentd apartenenta lor la grupul
genetic 5, clada Victoria/208 (grupul Perth/10) prin prezenta substitutiilor specifice acestui
grup genetic la nivelul genelor HA si NA. 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 inclusd in coctailul vaccinal antigripal trivalent pentru sezonul 2011-2012.
Substitutiile de aminoacizi specifice cladei genetice 1 ,,Brisbane/60” prezente in genele HA
si NA tulpinilor de virus gripal de tip B nu au afectat antigenicitatea acestor virusuri.
Virusurile gripale izolate si identificate in Republica Moldova fac parte din cladele
virusurilor vaccinale specifice fiecarei perioade in parte — grupari caracteristice majoritatii
virusurilor gripale circulante atat in tarile europene, cat si la nivel global in perioadele pre-
pandemicd, pandemica si post-pandemica.

Cercetarea la susceptibilitatea inhibitorilor neuraminidazei a virusurilor gripale circulante in
Republica Moldova din perioadele nominalizate a demonstrat sensibilitatea lor la remediile
antivirale de ultimd generatie — oseltamivir si zanamivir. Totodata, prezenta substitutiei de
aminoacizi S3IN specificd pentru virusurile gripale A(HIN1)pdm si A(H3N2) la nivelul
genei M2 le confera acestor virusuri proprietatea de rezistentd la adamantane (amantadina si

remantadina).
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6. Analizele antigenica si filogenetica au permis de a evalua particularitatile distincte ale
virusurilor gripale aflate in circulatie si reprezintd instrumente de o importantd majord in
detectarea noilor tulpini reasortante de virusuri gripale atat cu potential epidemic, cat si
pandemic — element indispensabil in realizarea supravegherii epidemiologice cu elemente de
control si raspuns.

7. Concordanta rezultatelor obtinute in acest studiu privind evaluarea particularitatilor
antigenice, genotipice si fenotipice cu datele selectate din literatura internationald a permis de
a confirma procesul evolutiv al virusurilor gripale de la o perioada la alta (pre-pandemica -
pandemicd) prin variatii antigenice majore, manifestat prin aparitia in circulatie a unei tulpini

noi de virus gripal A(HIN1)pdm.
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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 si sezonul 2013-2014.
4.1. Rezultatele evaluarii particularititilor virusurilor gripale in sezonul 2011-2012
Sezonul epidemic 2011-2012 s-a caracterizat printr-un pattern scizut cu o raspandire
geografica sporadica si localizatd, intensitate joasd si o tendintd in descrestere a procesului
epidemic, fapt ce a avut un impact nesemnificativ asupra sistemului de sanatate [174-176].
Cercetarile efectuate n acest studiu, in perioada sezonului epidemic 2011-2012, s-au
realizat prin testarea a unui esantion de 214 specimene codificate cu material biologic in rRT-
PCR. Rezultatele investigatiilor au pus in 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”. Totodatd, ARN
virusului gripal de tip B a fost detectat doar in 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 1in dependenta de diagnosticul

clinic prezumtiv in sezonul 2011-2012

Numiirul probelor investigate prin rRT-PCR

Spectrul

. . Gripa IRVA SARI Total
virusurilor
detectate Pozitive Pozitive Pozitive Pozitive
invest. invest. invest. invest.
abs. % abs. % abs. % abs. %
A(HINI) 23 - - 168 - - 23 - - 214
pdm

A(H3N2) 23 15 | 652 | 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 | 695 | 168 28 | 16,7 23 3 13,0 | 214 47 | 21,9

Ponderea virusurilor gripale detectate in perioada nominalizatd a constituit 96% pentru
virusul gripal A(H3N2), identificatd ca tulpind dominanta in sezonul nominalizat si 4% pentru

virusul gripal de tip B (Figura 4.1).
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Fig. 4.1. Ponderea virusurilor gripale detectate in sezonul epidemic 2011-2012

> Rezultatele evaluirii particularitatilor antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale
izolate si identificate in sezonul epidemic 2011-2012
Tulpinile de virusuri gripale A(H3N2) izolate si identificate in Republica Moldova in
sezonul epidemic 2011-2012, pentru determinarea particularitatilor antigenice, au fost testate cu
panelul de seruri de referinta A/Perth/16/2009, A/Victoria/208/2009, A/Alabama/5/2010,
A/Hong Kong/3969/2011, A/Stockholm/18/2011, A/lowa/19/2010, A/Finland/190/2011,
A/Norway/1789/2011, A/Victoria/361/2011. Rezultatele obtinute au demonstrat ca unele tulpini
(A/Moldova/99/2012, A/Moldova/94/2012 si A/Moldova/101/2012) au manifestat o reactivitate
medie cu tulpinile de referinti A/Hong Kong/3969/2011, A/Finland/190/2011 si
Al/Victoria/361/2011, pe cand cu celelalte virusuri de referinta reactivitatea a fost
nesemnificativd. Acest fapt se poate datora, cel mai mult probabil, apartenentei virusurilor
gripale testate grupului genetic respectiv tulpinilor de referinta (grupul genetic 3C). Mai mult ca
atat, tulpinile A/Moldova/99/2012, A/Moldova/94/2012 si A/Moldova/101/2012 au fost
antigenic similare cu tulpina de referinta 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 (Tabelul 4.2) [174-177].
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Tab.4.2. Particularitatile antigenice ale virusurilor gripale A(H3N2) identificate in

perioada post-pandemica, sezonul epidemic 2011-2012

Titrul de inhibare a Hemaglutinarii
Seruri de referinti (seruri de dihore)
Virusuri Grupul :Datt'? i | Istoricul ) AAla | AHK | Asstock | Altowa | A/FIn A/Norway | A/Vic
genetic | 0 er | pasajelor Aperih | VIS | simo | soeort | 1811 | 102010 | BRI | a7sor1 | 36yl
F35/11 F7/10 F27/10 F27/11 F28/11 F15/11 rou F03/12 F05/12
group 5 [group 3C|group 3A| group 6 Y 3Cp group 3B | group 3C
Virusuri de referinta
A/Perth/16/2009 2000-07-04 | E3/EL | 1280 | 80 160 | 640 | 160 | 160 | 320 | 640 160
A/Victoria/208/2009 2000-06-02 | E3/EL | 1280 | 5120 | 1280 | 2560 | 2560 | 5120 | 5120 | 5120 | 2560
A/Alabama/5/2010 20100713 | MEMZT 49 40 160 | 320 | 160 | 160 | 160 | 320 80
A/Hong
Kong/3060/2011 2011-05-19 | MDCK3 | 160 | 320 | 320 | 1280 | 640 | 640 | 1280 | 1280 | 640
A/Stockholm/18/2011 20110328 | VDK | 80 160 | 160 | 640 | 640 | 160 | 320 | 640 640
A/lowa/19/2010 2010-12-30 | E3/E1 | 640 | 5120 | 1280 | 2560 | 2560 | 5120 | 2560 | 5120 | 2560
A/Finland/190/2011 2011-11-25 | Cx/SIAT3 | 160 | 320 | 320 | 640 | 640 | 640 | 1280 | 1280 | 640
A/Norway/1789/2011 2011-08-02 | Cx/SIAT3 | 160 | 320 | 320 | 640 | 640 | 640 | 1280 | 1280 | 640
A/Victoria/361/2011 2011-1024 | E3/EL | 320 | 640 | 640 | 1280 | 160 | 1280 | 1280 | 1280 | 5120
Virusuri testate
MDCK2/
A/Moldova/99/2012 3¢ [2012-03-21] MO | g0 80 40 160 80 80 | 320 | 160 320
A/Moldova/94/2012 3 |2012-03-14| MDOKZ | g0 80 40 | 320 | 80 80 | 320 | 80 320
A/Moldova/78/2012 3 |2012-03-08) MDOKZ | 40 < < 80 80 40 80 80 80
A/Moldova/101/2012 | 3C  [2012-03-21| MocrZ | 80 80 40 160 80 80 | 320 | 160 320
1.<=<40 Vaccine Vaccine

» Studierea particularititilor 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 evidenta prezenta

substitutiilor de aminoacizi T212A, N312S, A198S, V2231, S45N, T48I, Q33R, N278K,

stabilindu-se faptul ca substitutia S45N conduce la obtinerea unui situs de glicozilare, insa fara

de efecte antigenice semnificative. Aceste substitutii sunt caracteristice cladei genetice

Victoria/208, insa din aceastad clada genetica fac parte grupurile genetice 3A, 3B, 3C, 4, 5 si 6.

Din analiza arborelui filogenetic reiese, ca substitutiile nominalizate 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 poseda si substitutiile specifice cladei genetice Victoria/208 (Figura 4.2).
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Totodata, din grupul genetic 3C fac parte si tulpinile de referintd A/Norway/1789/2011,
A/Hong Kong/3969/2011 si respectiv tulpina vaccinald A/Victoria/361/2011 componente in
panelul serurilor de referintd la evaluarea particularitdtilor antigenice ale tulpinilor de virusuri

gripale identificate in Republica Moldova (Figura 4.3, Tabelul 4.2).
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Fig.4.3. Fragment al comparatiei filogenetice a virusurilor gripale A(H3N2), gena HA (regiunea
HA2), sezonul epidemic 2011 — 2012 [177].

Analiza rezultatelor comparatiei filogenetice efectuate in baza arborilor filogenetici
globali a atestat cd secventele genei NA a virusurilor gripale A(H3N2) poseda substitutiile de
aminoacizi T9S, D97N, E258K si N329T — specifice grupului genetic 3C, clada genetica
Victoria/208 si respectiv tulpinii de virus gripal A/Moldova/99/2012 (Figura 4.4). Substitutiile
nominalizate atat la nivelul genei HA, cat si la nivelul genei NA nu poartd semnificatie
antigenica semnificativa, fapt dovedit si prin analiza antigenica ale tulpinilor de virusuri gripale

studiate.
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Fig.4.4. Fragment din arborele filogenetic al virusurilor gripale A(H3N2), gena NA
(regiunea HA2), perioada post-pandemica (2011 —2012) [177].

» Determinarea particularitatilor fenotipice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si

identificate in sezonul epidemic 2011-2012

Rezultatele determinarii particularitatilor fenotipice au scos in evidentd faptul, ca
tulpinile de virusuri gripale izolate si identificate in Republica Moldova poseda substitutia S31N
in proteina M2 (reprezintd un canal ionic ce participa la reglarea pH in procesul ,,dezbracarii”
virusului in endosomi si in aparatul Golgi, unde are loc sinteza HA), fapt stabilit la secventierea
genei M ale acestor tulpini, substitutie responsabila de inducerea rezistentei fatd de adamantane:
amantadina si remantadina. Totodatd, a fost stabilit ca tulpinile de virusuri gripale A(H3N2) au
prezentat un fenotip sensibil fata de inhibitorii neuraminidazei: oseltamivir si zanamivir [174-
176].

Prin urmare, sezonul epidemic 2011-2012 s-a caracterizat prin circulatia virusurilor
gripale A(H3N2) si B, cu predominarea tulpinii de virus gripal A(H3N2). Rezultatele evaluarii
particularitatilor antigenice si genotipice au pus in evidentd faptul apartenentei virusului gripal
A(H3N2) la grupul genetic 3C, clada Victoria/208, din care a facut parte si tulpina
A/Victoria/361/2011, componentd a vaccinului antigripal recomandat de OMS pentru sezonul

viitor. Cu toate acestea, la nivel fenotipic s-a detectat mutatia S31N responsabila de inducerea
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rezistentei virusurilor gripale A(H3N2) la adamatane, 1nsa fatd de remediile antivirale de ultima
generatie: oseltamivir si zanamivir, aceste tulpini de virusuri gripale au fost sensibile. O situatie
similard privind caracteristicile antigenice, genotipice si fenotipice ale virusurilor gripale
A(H3N2) s-a observat in majoritatea tarilor din Europa [174-177].

4.2.  Rezultatele evaluirii particularitatilor virusurilor gripale in sezonul 2012-2013

Sezonul epidemic 2012-2013 s-a caracterizat printr-un pattern sporit cu o raspandire
geografica extinsa, intensitate inaltd si o tendintd in crestere a procesului epidemic, fapt ce a
condus la un impact semnificativ asupra sistemului de sanatate cu Inregistrarea a 12 cazuri de
deces [178-180].

Prin urmare, in sezonul epidemic 2012-2013, au fost investigate 662 specimene cu
material biologic colectat de la persoanele cu diagnosticul clinic prezumtiv ,,Gripa”, ,,IRVA” si
,SARI”. La persoanele cu diagnosticul clinic prezumtiv ,,Gripa” 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(HIN1)pdm + B a fost detectatd in 1
(0,7%) proba. La pacientii cu diagnosticul clinic prezumtiv ,,JRVA” ARN virusurilor gripale au
fost detectate, dupa cum urmeaza: ARN virusului gripal A(H1IN1)pdm — in 36 (10,2%) cazuri,
ARN virusului gripal A(H3N2) — in 10 (2,8%), ARN virusului gripal B — in 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(HINIT)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.

S | Numirul probelor investigate prin rRT-PCR
Virzesff'fi‘for Gripa IRVA SARI Total
detectate | : Pozitive . Pozitive . Pozitive . Pozitive
invest. s | % invest. s | % invest. s | % invest. s | %
A(g'dlnl:ll) 144 40 27,8 | 353 36 10,2 165 36 218 | 662 112 | 16,9
A(H3N2) 144 7 4,9 353 10 2,8 165 5 3,0 662 22 3,3
B 144 46 319 | 353 30 8,5 165 19 11,5 | 662 95 14,4
AMIND 1900 | 1 | o7 33| 2 |03 | 15| 2 | 12| 662 | 4 |06
pdm + B
Total 144 94 65,3 | 353 77 21,8 165 62 | 375 | 662 233 | 35,2
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Astfel, gripa in sezonul 2012-2013 a fost etiologic cauzata de trei virusuri gripale cu
predominarea virusului gripal A(HLIN1)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 mica
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 in perioada nominalizatd S-a atestat in majoritatea tarilor

din Europa [178-182].

1.7%

EA(HIN1)pdm
mA(H3N2)

uB

mAHINI)pdm + B

Fig. 4.5. Ponderea virusurilor gripale identificate prin rRT-PCR 1in perioada post-pandemica,
sezonul epidemic 2012-2013

» Evaluarea particularitatilor antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si

identificate in sezonul epidemic 2012-2013

In perioada sezonului rece 2012-2013 a fost pusi in evidenta cocirculatia a trei tulpini de
virusuri gripale A(HIN1)pdm, A(H3N2) si B. Evaluarea rezultatelor privind particularitdtile
antigenice ale virusurilor gripale circulante in Republica Moldova a fost efectuatd cu utilizarea
diferitor panele de seruri standard specifice fiecarui tip/subtip de virus gripal, produse de Centrul
Colaborativ pentru Gripa al OMS, Institutul National de Cercetdri In Medicind, Londra, Marea
Britanie.

Astfel, particularitatile antigenice ale virusurilor gripale A(HINI1)pdm au fost evaluate
prin utilizarea panelului de seruri de referinta A/California/7/2009, A/Bayern/69/2009,
A/Lviv/IN6/2009, A/Christchurch/16/2010, A/Hong Kong/3934/2011, A/Astrakhan/1/2011, A/St.
Petersburg/27/2011, A/St. Petersburg/100/2011, A/Hong Kong/5659/2012. in linii generale,
toate tulpinile de virus gripal testate au reactionat cu panelul prezentat. Insi, tulpina
A/Moldova/335/2013 a avut o reactivitate redusa cu tulpina vaccinala 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 redusd 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
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face parte din acest grup genetic, cu toate ca, este antigenic similara tulpinii vaccinale
Al/California/7/2009 (Tabelul 4.4) [180-185].
Tab.4.4. Particularitatile antigenice ale virusurilor gripale A(HIN1)pdm identificate in
perioada post-pandemica, sezonul epidemic 2012-2013

Titrul de inhibare a Hemaglutinirii®
Virusuri Data | istoricul Sem:/g?;ferintijﬁrri d:/l,i;;(t):;i ASLP | ASLP | AHK
c?:l:;:)aeri“ pasajelor A7//%g LA gg%gm f\f 65‘63’ 1612010 | 3934111 | 111 | 2711 | 100111 | 565911
_ F30/10 | F2u1l | F22/11 | F23/11 | P4l | F3oi2
Grupul genetic S| FLULl | Ca4i0o/34 Group4 | Group3 | Group5 [Group 6 |Group 7 | Group 6
Virusuri de referinti
A/California/7/2009 2009-04-09 EVE2 | 1280 1280 1280 640 1280 640 640 | 1280 | 640
A/Bayern/69/2009 2000-07-01| MPCKS' | 160 320 160 80 40 80 80 80 40
AJILViV/NG/2009 2009-10-27| VPOV | 640 1280 640 320 160 160 160 160 320
A/Christchurch/16/2010  |2010-07-12 E2/E2 | 1280 1280 2560 5120 2560 2560 | 1280 | 5120 | 2560
AlHong Kong/3034/2011  |2011-03-20|  WPCK2ZH | 640 160 640 640 1280 640 640 | 1280 | 1280
AJAstrakhan/1/2011 2011-02-28| WOKU | 1280 | 640 1280 | 1280 2560 | 1280 | 1280 | 2560 | 5120
AJSt. Petersburg/27/2011 |2011-02-14 EVE3 | 2560 2560 2560 1280 2560 2560 | 5120 | 5120 | 5120
Qé fet'rsburg 11002011 2011-03-14 EVE2 | 1280 640 1280 1280 2560 2560 | 2560 | 5120 | 2560
AlHong Kong/5659/2012  |2012-05-21| DK | 1280 640 2560 1280 2560 1280 | 1280 | 5120 | 2560
Virusuri testate  Gr. gen.
A/Moldova/335/2013 6C |2013-03-05| MDCK2 | 320 320 640 640 1280 640 640 | 1280 | 1280
A/Moldova/317/2013 6C  |2013-03-04 %%ﬁlf 640 1280 1280 640 1280 640 640 | 1280 | 1280
A/Moldova/258/2013 6C |2013-02-27| MDCK3 | 640 320 640 640 1280 1280 | 1280 | 2560 | 1280
A/Moldova/294/2013 6C |2013-03-01| MDCK2 | 640 320 640 640 1280 1280 | 1280 | 2560 | 1280
A/Moldova/157/2013 6C |2013-02-12| MDCK3 | 1280 640 1280 1280 2560 1280 | 2560 | 2560 | 2560
A/Moldova/158/2013 2013-02-12| MDCK3 | 1280 640 1280 640 2560 1280 | 1280 | 2560 | 2560
A/Moldova/L79/2013 6C |2013-02-15| MDCK3 | 640 320 640 640 1280 1280 | 1280 | 2560 | 2560
A/Moldova/216/2013 2013-02-20| MDCK3 | 1280 640 1280 640 1280 1280 | 2560 | 5120 | 2560
A/Moldova/229/2013 6C |2013-02-18| MDCK3 | 1280 640 1280 640 2560 1280 | 2560 | 2560 | 2560
A/Moldova/433/2013 6C |2013-03-20| MDCK3 | 1280 640 1280 640 2560 1280 | 2560 | 5120 | 5120
L<=<40

Tulpinile de virus gripal A(H3N2) au fost caracterizate antigenic cu utilizarea a doua
paneluri de seruri de referinta. Prin urmare, particularitatile 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 A/Perth/16/2009, A/Victoria/208/2009,
A/Alabama/5/2010, A/Stockholm/18/2011, Allowa/19/2010, A/Victoria/361/2011,
A/Berlin/93/2011, A/Victoria/361/2011, A/Athens/112/2012, AlTexas/50/2012, A/Hawaii/22/2012
— prezentand o reactivitate usor redusd. Totodatd, s-a observat ca o reactivitate moderata au avut
tulpinile de virusuri testate fata de tulpina vaccinala A/Victoria/361/2011 si alte tulpini antigenic

similare care fac parte din acelasi grup genetic 3C (Tabelul 4.5).

90



Tab.4.5. Caracteristica antigenica a virusurilor gripale A(H3N2) identificate in perioada

post-pandemica, sezonul epidemic 2012-2013

Titrul de inhibare a Hemaglutinirii®
. Seruri de referinta (seruri de dihore)
irusuri Data e ANic |AlBeriin | AN
Virusuri colectarii ul. . AJ/Ala | AlStock | Allowa e erin €1 A/Athens| AlTexas | A/Hawai
. pasajel | A/Perth|A/Vic 361/11 93/11 361/11
probei 510 | 1811 | 19/10 112112 | 50/12 22/12
or 16/09 [208/09 Egg TIC TIC
F27/10 | F28/11 | F15/11 F16/12 | F36/12 | F37/12
G | ti F17/11 | F7/10 Group 5(Group 3A |Group 6 FI35112 | F11/12 [Pz Group 3B[ Group 3C| Group 3Q
rupul genetic Group 3C{Group 3C|Group 3C
Virusuri de referinta
AJPerth/16/2009 2000-07-04 | E3E2 | 640 | 40 | 160 160 80 160 320 320 320 320 80
ANVictoria/208/2009 | 2000-06-02 | E3E2 | 640 | 2560 | 640 1280 | 1280 | 1280 | 2560 | 1280 1280 5120 2560
A/Alabama/5/2010 | 20100713 | M2 < < | 40 80 80 80 160 160 160 160 40
A/Stockholm/18/2011 | 2011-03-28 | SIATS | 40 80 40 320 80 80 320 160 320 320 160
A/lowa/19/2010 20101230 | E3/E2 | 320 | 640 | 320 640 640 640 1280 | 1280 1280 2560 640
AlVictoria/361/2011 | 2011-10-24 | E3E2 | 320 | 320 | 160 160 320 | 1280 640 320 160 1280 640
A/Berlin/o3/2011 20111207 | SVD¥ | 160 | 160 | 160 320 160 320 1280 640 640 1280 320
AlVictoria/361/2011 | 20111024 | MPCKZ1 40 | g0 | 80 160 | 80 80 640 | 320 | 320 640 160
AJAthens/112/2012 | 2012-02-01 | SIAT6 | 160 | 160 | 320 640 320 320 1280 | 1280 1280 1280 640
AlTexas/50/2012 2012-04-15 | ES/EL | 320 | 640 | 320 640 640 640 1280 | 1280 1280 2560 1280
A/Hawaii/22/2012 2012-07-09 | E4/EL | 320 | 640 | 320 640 640 640 1280 640 1280 2560 2560
Virusuri testate
MDCK2
AMoldova/326/2013 [2013-03-07 | Ve 1| < 80 40 160 80 80 320 320 160 320 160
A/Moldova/242/2013 |2013-02-22 N}giﬁ 40 80 40 320 80 80 320 320 320 320 160
A/Moldova/235/2013 |2013-02-21 'V/'S'?ICA% < < < 160 80 160 640 320 640 640 320
1.<=<40
Evaluarea particularitatilor  antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale

A/Moldova/440/2013, A/Moldova/368/2013 si A/Moldova/262/2013 s-a realizat prin utilizarea
panelului de seruri de referinta A/Perth/16/2009, A/Alabama/5/2010, A/Stockholm/18/2011,

Allowa/19/2010,

Al/Victoria/361/2011,

A/Berlin/93/2011,

A/Victoria/361/2011,
A/Athens/112/2012, A/Texas/50/2012, A/Samara/73/2013 — observandu-se, de asemenea, 0

reactivitate usor redusa. Rezultatele obtinute demonstreaza ca tulpinile de virus gripal testate

sunt antigenic similare cu tulpinile de virus gripal care fac parte din grupul genetic 3C, inclusiv
subgrupul 3 (Tabelul 4.6) [180-185].
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Tab.4.6. Caracteristica antigenica a virusurilor gripale A(H3N2) identificate in perioada

post-pandemica, sezonul epidemic 2012-2013

Titrul de inhibare a Hemaglutinirii®
Seruri de referinta (seruri de dihore
Virusuri Grup | D@ | istoricul ANic | AlBerlin | AlVic AlTexas
genetic colectirii pasajelor | A/Perth| A/Ala | A/Stock (A/lowa | 361/11 | 93/11 | 361/11 | A/Athens| 50/12 | A/Samarg
probei 16009 | 510 | 18111 |19/0 | Egg | TIC | T/IC | 11212 | Egg | 7313
F35/11 | F27/10 F28/11 [F15/11 | F/35/12| F11/12 |F34/12 F16/12 F36/12 F24/13
5 3A 6 sc | 3c1 |3ci| 3B 3ci | 3c3

Virusuri de referinta
A/Perth/16/2009 2009-07-04] E3/E2 | 1280 | 320 | 320 | 320 | 160 | 640 | 320 | 640 640 320
A/Alabama/5/2010 5 [2010-07-13 S’:"AKle’Cl’ < 80 80 80 80 160 | 160 | 160 160 160
A/Stockholm/18/2011 3A |2011-03-28| SIAT4 | 160 | 160 | 640 | 320 | 160 | 640 | 640 | 640 | 1280 | 640
A/lowa/19/2010 6 |2010-1230| E3/E2 | 320 | 640 | 1280 | 2560 | 640 | 1280 | 1280 | 1280 | 2560 | 1280
A/Victoria/361/2011 3C |2011-10-24] E3/E2 | 320 | 320 | 320 | 640 | 2560 | 1280 | 640 | 320 | 2560 | 640
A/Berlin/93/2011 3C.1 |2011-12-07 gl\"ADT?Z 160 | 320 | 320 | 320 | 320 | 1280 | 640 | 1280 | 1280 | 1280
ANVictoria/361/2011 3C1 |2011-10-24 '\’élD:T'éz’ 160 | 320 | 320 | 320 | 160 | 1280 | 640 | 1280 | 1280 | 640
AJAthens/112/2012 3B |2012:02:01| SIAT7 | 80 160 | 320 | 160 | 160 | 640 | 320 | 640 640 640
AITexas/50/2012 3C.1 |2012-04-15| ES/E2 | 640 | 640 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280 | 5120 | 1280
A/Samaral73/2013 3C3 |2013-03-12|cusIAT2| 160 | 320 | 640 | 640 | 320 | 1280 | 1280 | 1280 | 2560 | 1280

Virusuri testate

2013-04-

A/Moldova/440/2013 | 3c.3 > sIAT2 | < 40 40 a0 | 80 320 | 320 | 32 640 640

A/Moldova/368/2013 | 3C.3 201134103 sIAT2 | < 40 160 | 160 | 160 | 640 | 320 | 320 640 640

A/Moldova/262/2013 | 3c.3 201237'02 sIAT2 | < 80 160 | 80 | 160 | 640 | 320 | 320 640 640

1.<=<40

Particularitatile antigenice ale virusurilor gripale de tip B, izolate si identificate in
Republica Moldova in sezonul epidemic 2012-2013 au fost studiate in reactia RHAI (vezi
Capitolul 2) cu utilizarea panelului de seruri de referinta B/Florida/4/2006, B/Brisbane/3/2007,
B/Wisconsin/1/2010, B/Stockholm/12/2011, B/Estonia/55669/2011, B/Novosibirsk/1/2012,
B/Hong Kong/3577/2012, B/Massachusetts/02/2012, prezentand o reactivitate redusa fata de
tulpina vaccinali B/Wisconsin/1/2010 care apartine liniei B/Victoria/2/1987 (B/Victoria). In
acelasi timp, tulpinile de virus gripal testate au prezentat o reactivitate moderatd fatd de tulpina
B/Massachusetts/02/2012 — tulpina care a fost recomandatd de OMS pentru a fi introdusa in
componenta vaccinului antigripal trivalent pentru sezonul viitor [182-184]. Rezultatele
caracterizarii antigenice au demonstrat ca tulpinile de virus gripal testate au fost antigenic
similare cu tulpinile de referinta apartenente liniei B/Yamagata/16/1988 (B/Yamagata) si care
fac parte din grupul genetic 2, frecvent intalnit la virusurile gripale de tip B circulante in sezonul

2012-2013 in alte tari ale Europei (Tabelul 4.7) [182].
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Tab.4.7. Particularitatile antigenice ale virusurilor gripale de tip B identificate in perioada

post-pandemica, sezonul epidemic 2012-2013

Titrul de inhibare a Hemaglutinirii*

Seruri de referinti (seruri de dihore)

) . Dat: ) } ) 2 2

Virusuri Grupul| D4R | istoricul| BFI® | BIFI" | B/Bris? |BWiS?| BiStock] B/Eston? [B/Novo? | B/HK? (/M| BIMass
genetic| “ e [Pasalelor| 4/06 | 4/06 | 3/07 | 1/10 | 12/11 |55669/11| 112 |3577/12| © T

SH479| F1/10 | F21/12 |F24/12| F34/11 | F26/11 | F3l12| Faan2 | 0| _ o,

1 1 2 3 3 2 3 2
2 2
Virusuri de referinta
B/Florida/4/2006 1 |o006-12-19 E7EL | 5120 | 640 | 1280 | 320 | 640 320 40 320 | 1280 | 320
B/Brisbane/3/2007 2 |2007-09-04 E2/E2 | 5120 | 1280 | 1280 | 320 | 640 320 40 640 | 1280 | 320
B/Wisconsin/L/2010 | 3 |2007-08-071 E3/E2 | 640 | 320 | 160 | 320 | 320 10 40 0 | 320 80
B/Stockholm/12/2011 | 3 |2007-08-071 E4/E1 | 1280 | 320 | 160 | 160 | 320 10 40 a0 | 320 40
B/Estonia/55669/2011| 2 |2011-03-14 MPSKZ | 1280 | 160 160 80 320 640 40 640 160 640
B/Novosibirsk/1/2012 | 3 |2012-02-14camocke| 640 | 160 | 80 | 160 | 320 80 160 | 160 | 160 | 160
B/Hong
-06- MDCK4
Kony/3577/2012 2 |2012-06-13 MDCKa | 1280 | 160 | 160 | 80 | 320 1280 80 640 | 160 | 640
%'}gassam“sem/oy 2 |2012-03-13 E3/E3 | 2560 | 640 | 640 | 160 | 320 160 40 320 | 640 | 160
%'lgassam“sem/oy 2 [2012:0313 MOSKYCY 5150 | a0 | 320 | 160 | 320 640 80 640 | 640 | 640
Virusuri testate
MDCKL]
B/Moldova/130/2013 2 [o013.021 MOSKY 2560 | 160 | 160 | 160 | 320 640 80 640 | 320 | 640
B/Moldova/366/2013 2 |2013-03-13 MDCK2| 1280 | 80 | 160 | 80 | 320 640 40 640 | 160 | 320
B/Moldova/395/2013 2013-03-2 MDCK2| 1280 | 160 | 160 | 80 | 320 640 40 640 | 320 | 320
B/Moldova/431/2013 2 |2013-03-27 MDCK2| 320 | 4o 80 0 | 320 640 20 320 | 160 | 640
B/Moldova/458/2013 2 |2013-04-01 MDCK2| 320 | 20 80 0 | 160 640 40 640 | 160 | 640
B/Moldova/459/2013 2013-04-0§ MDCK2| 160 | 20 80 80 | 320 40 80 80 | 160 | 160
B/Moldova/462/2013 2 |2013-04-1d MDCK2| 160 | 20 80 0 | 160 640 40 320 | 160 | 320
B/Moldova/279/2013 2 |2013-02-2 MDCK3| 640 | 80 80 0 | 160 320 20 30 | 160 | 320
1.<=<40

» Studierea particularitatilor genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si

identificate in sezonul epidemic 2012-2013

Studierea particularitatilor genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale A(HIN1)pdm

izolate si identificate in Republica Moldova in sezonul epidemic 2012-2013 a fost efectuata prin

comparatia filogenetica a tulpinilor de virusuri gripale circulante la nivel de mapamond in baza

arborelui filogenetic global (Figura 4.6).

Astfel, secventierea genei HA a tulpinilor de virusuri gripale nominalizate a demonstrat

prezenta substitutiilor comune de aminoacizi S203T, D97N in gena HA1 si E47K, S124N in

gena HA2, precum si prezenta substitutiilor specifice de aminoacizi V2341 si K283E in gena

HAT1 si E172K in gena HA2. Prezenta acestor substitutii 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) (Figura 4.7).
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Fig.4.6. Fragment al analizei filogenetice a virusurilor gripale A(HIN1)pdm, gena HA, sezonul
epidemic 2012 — 2013 [185].

Fig.4.7. Locusurile substitutiilor caracteristice genei HA H1 din grupul genetic 6 ale virusurilor
gripale A(HIN1)pdm din sezonul 2012-2013 [185].
Rezultatele secventierii genei NA a tulpinilor de virus gripal A(HIN1)pdm nominalizate
au atestat prezenta substitutiilor comune de aminoacizi N248D, V1061, V2411, N369K, N44S —
caracteristice grupului genetic 6 si a substitutiilor specifice 106V, N200S, V83A si R220K —

caracteristice pentru subgrupul genetic C (Figura 4.8).
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Asadar, aceste rezultate atesta ca tulpinile de virus gripal A(HIN1)pdm fac parte din
grupul genetic 6C, totodata, fiind antigenic similare cu tulpina vaccinala A/California/7/2009 si,
respectiv, cu alte tulpini de referintd care fac parte din grupul genetic 6 (Tabelul 4.4). Interesant
este faptul, cad majoritatea tulpinilor de virus gripal A(HIN1)pdm circulante in diferite tari ale
lumii 1n perioada nominalizatd, s-au pozitionat In grupurile genetice 6 si 7 (Figura 4.6 si 4.8)
[182, 185].
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Fig.4.8. Fragment din arborele filogenetic al virusurilor gripale A(HIN1)pdm, gena NA,
sezonul 2012 — 2013 [185].

Analiza particularitatilor genotipice la nivelul genei HA a tulpinilor de virus gripal
A(H3N2) izolate si identificate in Republica Moldova a pus in evidenta, de asemenea, prezenta
substitutiilor comune de aminoacizi N145S, V223l, D158N, A198S, N312S, S45N (+CHO),
T48l, S145N, G186V — caracteristice pentru toate tulpinile de virus gripal A(H3N2) si, in mod
special, pentru virusurile de referintda A/Perth/16/2009, A/lowa/19/2010, A/Stockholm/18/2011
si A/Athens/112/2012 utilizate in panelul de seruri standard la caracterizarea antigenicd a
tulpinilor de virus gripal A(H3N2). Prezenta substitutiilor specifice s-a caracterizat prin
substitutiile de aminoacizi Q33R, N278K, V186G, N145S, T128A (-CHO), N312S care sunt
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tipice atat virusurilor de referintd A/Victoria/361/2011, A/Berlin/93/2011 si A/Samara/73/2013
utilizate in panelul de seruri standard la analiza antigenica, cat si tulpinilor de virus gripal
A(H3N2) A/Moldova/262/2013, A/Moldova/368/2013, A/Moldova/326/2013 si
A/Moldova/440/2013. Insi, tulpina A/Moldova/440/2013, concomitent cu substitutiile
enumerate, mai poseda si substitutia V18M la nivelul genei HA2 (Figura 4.9).
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Fig.4.9. Fragmente din comparatia filogenetica a virusurilor gripale A(H3N2), gena HA, sezonul
epidemic 2012 — 2013 [185].
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Este necesar de mentionat, cd substitutia comund S45N (+CHO) conduce la obtinerea
unui situs de glicozilare in plus, iar substitutia specificd T128A (-CHO) conduce la pierderea
unui situs de glicozilare la nivelul genei HA a tulpinilor de virus gripal A(H3N2) din grupul
genetic 3C.3 (Figura 4.10).

98 .- T128A (-Cho)
. -N145S
R142G

Fig.4.10. Locusurile substitutiilor caracteristice genei HA H3 din grupul genetic 3C.3 ale
virusurilor gripale A(H3N2) din sezonul 2012-2013.

Secventele genei NA ale virusurilor gripale A(H3N2) luate in acest studiu grupeaza
diferit aceste tulpini de virus gripal comparativ cu pozitionarea lor la nivelul grupului genetic 3C
in arborele filogenetic in baza genei HA. Este de remarcat faptul, ca virusurile din grupul genetic
3C poarta substitutii duble S367N si K369T in gena NA, care are ca rezultat addugarea unui situs
de glicozilare la reziduul 367. Majoritatea tulpinilor de virus gripal A(H3N2) circulante in
perioada nominalizatd au pierdut un situs potential de glicozilare la reziduul 402. Totodata,
analiza secventelor genei NA N2 a demonstrat ca tulpina de virus gripal A/Moldova/326/2013 nu
poseda substitutii de aminoacizi in pozitiile 148 si 151 care influenteaza capacitatea de aglutinare
a hematiilor prin intermediul neuraminidazei, iar tulpina A/Moldova/440/2013 contine substitutia
de aminoacizi S44P specificd pentru grupul genetic 3C.3, insa care nu poseda efecte antigenice
semnificative (Figura 4.11).

Din cele mentionate mai sus, reiese ca datoritd prezentei substitutiilor specifice tulpinile
de virus gripal A(H3N2) circulante in Republica Moldova se intrunesc in grupul genetic 3C.3
(grup genetic 3, subgrupul C, sub-subgrupul 3) al cladei genetice A/Victoria 208, unul din
grupurile genetice predominante pentru tulpinile circulante la nivel global in perioada
nominalizata [182, 185].
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Fig.4.11. Fragmente ale comparatiei filogenetice a virusurilor gripale A(H3N2), gena NA,
sezonul epidemic 2012 — 2013 [185].

Evaluarea caracteristicilor genotipice ale virusurilor gripale de tip B circulante in
perioada sezonului epidemic 2012-2013 in Republica Moldova a fost efectuata prin secventierea
genelor HA si NA si construirea arborelui filogenetic global al tulpinilor de virus gripal de tip B
ce apartin liniei B/Yamagata. Secventierea genei HA a atestat prezenta substitutiilor de
aminoacizi T181A, D196N (+CHO) — comune, T46l, A358T, S170T, T75N, T121S — specifice.
Aceste substitutii sunt caracteristice grupului genetic 2 de virusuri gripale B in care s-au incadrat
si tulpinile de referintd B/Estonia/55669/2011, B/Hong Kong/3577/2012, inclusiv, tulpina
vaccinald B/Massachusetts/02/2012. Prezenta substitutiei D196N (+CHO) a condus la obtinerea
unui situs de glicozilare in pozitia 196 a genei HA a virusurilor gripale de tip B linia B/Yamagata
incadrate 1n grupul genetic 2.

Comparatia filogenetica efectuatd in baza arborelui filogenetic global a demonstrat ca
tulpinile de virus gripal B izolate si identificate in Republica Moldova s-au pozitionat diferit in
interiorul grupului genetic 2, fapt confirmat prin prezenta diferitor substitutii. Asadar, s-a
observat ca tulpina B/Moldova/462/2013 poseda substitutia T121S care a pozitionat-0 distant de
celelalte  tulpini  din  Moldova (Figura 4.12). Tulpinile  B/Moldova/366/2013,
B/Moldova/458/2013, B/Moldova/130/2013 si B/Moldova/279/2013 au fost grupate separat
datoritd posesiei substitutiei de aminoacizi T75N din ramificarea arborelui filogenetic cu
substitutiile specifice S170T si A358T. In acelasi timp, tulpina B/Moldova/431/2013 s-a
pozitionat in arborele filogenetic distinct de tulpinile nominalizate datoritd substitutiei T46I

(Figura 4.12).
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Fig.4.12. Fragment din arborele filogenetic al virusurilor gripale de tip B (linia Yamagata), gena
HA, sezonul 2012 — 2013 [185].

B/Perth/72013 Aug

Rezultatele secventierii genei NA a tulpinilor de virus gripal nominalizate au pus in
evidentd prezenta substitutiilor de aminoacizi T1061, S295R care s-au dovedit a fi comune pentru
toate ramurile arborelui filogenetic global, incadrandu-se in grupul genetic 2. Similar tabloului
atestat la secventierea genei HA, tulpinile de virus gripal B circulante in Republica Moldova in
perioada nominalizatd, in interiorul grupului genetic 2 s-au pozitionat diferit datorita
substitutiilor specifice de aminoacizi. Astfel, tulpina B/Moldova/462/2013 s-a pozitionat distant
datorita  substitutiet A290V. Tulpinile B/Moldova/366/2013, B/Moldova/458/2013,
B/Moldova/130/2013 si B/Moldova/279/2013 au purtat aceleasi substitutii de aminoacizi si in
aceleasi pozitii S107T si A358T care le-au amplasat impreuna, similar secventelor obtinute la
nivelul genei HA ale acestor virusuri. lar tulpina B/Moldova/431/2013 posedand substitutia de

aminoacizi A55T s-a pozitionat separat de celelalte tulpini nominalizate (Figura 4.13) [182].
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Fig.4.13. Fragment din arborele filogenetic al virusurilor gripale de tip B (linia Yamagata), gena
NA, sezonul 2012 — 2013 [185].
» Evaluarea particularitatilor fenotipice ale tulpinilor de virusuri gripale identificate
in sezonul epidemic 2012-2013
Rezultatele evaludrii particularitatilor fenotipice au scos in evidenta faptul, ca tulpinile de
virusuri gripale de tip A: A(HIN1)pdm si A(H3N2), izolate si identificate in Republica Moldova
poseda substitutia S3IN in proteina M2, fapt stabilit la secventierea genei M ale acestor tulpini,
substitutie responsabila de inducerea rezistentei fata de adamantane: amantadina si remantadina.
zanamivir) a virusurilor gripale A: A(HL1N1)pdm, A(H3N2) si B, izolate si identificate in
Republica Moldova in perioada nominalizatd, a fost efectuatd in testul de inhibare a
neuraminidazei. Tulpinile de virusuri gripale A(HIN1)pdm, A(H3N2) si B, testate, au fost
totalmente sensibile la ambii inhibitori, ceea ce poate fi confirmat prin rezultatele analizei
genotipice care nu a prezentat evidente semnificative la nivelul genei NA privind rezistenta

acestor tulpini la oseltamivir si zanamivir [182, 185].
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Prin urmare, gripa in Republica Moldova in sezonul epidemic 2012-2013 a fost etiologic
cauzata de virusurile gripale A(HIN1)pdm, A(H3N2) si B. Comparativ cu sezonul 2011-2012, in
aceasta perioada (post-pandemica) s-a observat circulatia preponderenta a virusului gripal
A(H1IN1)pdm care a lipsit din circulatie in sezonul epidemic precedent in Republica Moldova.
Evaluarea particularitatilor antigenice si genotipice a pus in evidenta faptul ca tulpinile de virus
gripal A(HIN1)pdm si A(H3N2) au fost antigenic similare cu tulpinile vaccinale
A/California/7/2009 si A/Victoria/361/2011, respectiv, recomandate de OMS pentru a fi incluse
in componenta vaccinului antigripal trivalent pentru sezonul viitor 2013-2014. Totodata, aceste
tulpini de virusuri gripale la nivel genotipic s-au pozitionat in grupurile genetice: 6C pentru
tulpinile A(HLN1)pdm si 3C.3 pentru A(H3N2). Relevant este faptul, ca tulpinile de virus gripal
de tip B circulante in Republica Moldova in perioada nominalizatd la nivel genotipic
(componente ale grupului genetic 2) si antigenic au fost similare cu tulpina
B/Massachusetts/02/2012 linia B/Yamagata, tulpind componenta a coctailului vaccinal antigripal
trivalent recomandat de OMS pentru vaccinare in Emisfera de Nord pentru sezonul viitor.
Comparativ cu sezoanele epidemice precedente 2010-2011 si 2011-2012, cand in circulatie se
aflau preponderent virusurile gripale de tip B linia B/Victoria, in sezonul 2012-2013, acestea au
fost inlocuite Tn mare parte cu tulpinile B/Yamagata, fapt confirmat de rezultatele analizelor
antigenice si genotipice — fenomen intalnit in multe tari la nivel global [182-185]. Evaluarea
rezultatelor analizei fenotipice a atestat ca tulpinile de virusuri gripale A(HIN1)pdm, A(H3N2)
si B, circulante in perioada nominalizata, au fost sensibile la remediile antivirale de ultima
generatie oseltamivir si zanamivir.

4.3. Studierea si evaluarea particularititilor virusurilor gripale in sezonul 2013-2014

Sezonul epidemic 2013-2014 s-a caracterizat printr-un pattern scizut 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 [186].

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”, ,JRVA” 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(H3NZ2). La pacientii cu
diagnosticul clinic prezumtiv ,,IRVA” ARN virusului gripal A(H3N2) —in 63 (16,2%) cazuri, iar
ARN virusului gripal A(HLN1)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
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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 dependenta de diagnosticul

clinic prezumtiv in sezonul 2013-2014.

Numairul probelor investigate prin rRT-PCR, pe cauze:

Spectrul

: . Gripa IRVA SARI Total
virusurilor
detectate | Pozitive | Pozitive | Pozitive | Pozitive
invest. invest. invest. invest.
abs. % abs. % abs. % abs. %
A(HIN1)pdm| 65 - - 388 1 03 | 151 - - 604 1 0,2

A(H3N2) 65 41 63,1 388 63 16,2 151 25 13,0 604 129 | 213

B 65 - - 388 - - 151 - - 604

Total 65 41 63,1 388 64 16,5 151 25 13,0 604 130 | 21,5

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 4.14). O situatiec similard in Republica Moldova s-a atestat in
sezonul 2011-2012, pe cand in majoritatea tarilor din Europa tulpina dominanta s fost
A(H1IN21)pdm [186, 187].

0.8%

A(HIN1)pdm
mA(H3N2)

Fig. 4.14. Ponderea virusurilor gripale detectate in sezonul epidemic 2013-2014
» Particularitatile antigenice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si identificate in
sezonul epidemic 2013-2014
Dupa 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 referinta A/Perth/16/2009, A/Stockholm/18/2011,
Allowa/19/2010, A/Victoria/361/2011, A/Athens/112/2012, AlTexas/50/2012,
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A/Samara/73/2013, A/Serbia/NS-210/2013, A/Hong Kong/146/2013, NIB-85
(A/Almaty/2958/2013) (Tabelul 4.9).

Tabh.4.9. Caracteristica antigenica a virusurilor gripale A(H3N2) identificate in sezonul

epidemic 2013-2014

Titrul de inhibare a Hemaglutinirii®

Gru Seruri de referinti (seruri de dihore)
. . Data . A A
Virusuri PUL | orectarii | 1StOTICUl | Asperth | Arstock | Artowa | 2YVIC |ajAthens|ATexas | A/Sama | AfSerbiat e i g5
genet 2 | pasajelor | 1609 | 18711 | 19710 | SOV (11910 | 5012 ra NS- | 14613
: probei TIC Egg | 7313 | 21013
ic F35/11 | F28/11 | F15/11 F16/12 F40/13| F45/13
an . FLU13 | gn F42/13 | F24113 | F39/13 | 5 | aos
3C.1 3ci | 3c3 | 3ca3 : :
Virusuri de referinti
A/Perth/16/2009 2009-07-04| E3/E3 640 160 160 160 320 160 160 80 160 | 160
A/Stockholm/18/2011] 3A | 2011-03-28| SIAT4 80 640 320 320 640 320 | 1280 320 320 | 320
Allowa/19/2010 6 |2010-12-30| E3/E2 320 | 1280 | 1280 | 1280 | 2560 | 1280 | 1280 640 | 1280 | 640
A/Victoria/361/2011 | 3C.1 |2011-10-24 MS?/S%Z’ 80 320 160 640 640 320 640 320 320 | 320
A/Athens/112/2012 | 3B |2012-02-01 SIAT4 80 320 160 640 640 320 640 320 320 | 320
A/Texas/50/2012 3C.1 |2012-04-15 ES/E2 640 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280
A/Samara/73/2013 | 3C.3 |2013-03-12|CU/SIAT2 | 160 640 320 | 1280 | 1280 | 320 | 1280 640 | 1280 | 640
ASerbia/NS- 3C.3 |2013-01-18 ES/E1 320 | 1280 | 640 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280 | 1280
210/2013
A/Hong 3C2 |2013-01-11| ES/EL | 320 | 2560 | 1280 | 640 | 1280 | 640 | 1280 | 640 | 2560 | 640
Kong/146/2013 '
NIB-85

A/Almaty/2958/2013 3C.3 |2013-01-27| ES5/E1 640 1280 1280 1280 1280 1280 1280 1280 1280 1280

Virusuri testate
MDCK2/
A/Moldova/696/2013| 3C.3 |2013-12-17 SIATL 40 160 160 320 640 160 640 320 320 320

A/Moldova/7/2014 3C.3 |2014-01-15| SIAT2 < 80 80 160 320 80 320 80 80 80
A/Moldova/28/2014 | 3C.3 |2014-01-14] MDCK2 < 160 80 160 640 640 640 320 80 160
A/Moldova/41/2014 | 3C.3 |2014-01-19] MDCK3 | 40 320 80 80 320 80 620 160 80 160
A/Moldova/49/2014 | 3C.3 |2014-01-23] MDCK3 < 160 80 80 160 160 320 160 160 320
A/Moldova/59/2014 | 3C.3 |2014-01-29] MDCK3 < 160 160 320 640 160 160 160 320 320
A/Moldova/73/2014 | 3C.3 |2014-01-29] MDCK3 | 40 80 80 160 320 320 80 80 80 160
A/Moldova/82/2014 | 3C.3 |2014-02-03] MDCK3 | 40 160 80 160 640 160 160 80 160 320
A/Moldova/108/2014| 3C.3 |2014-02-07| MDCK3 | 40 320 80 320 80 160 320 80 80 320
A/Moldova/117/2014| 3C.3 |2014-02-12] MDCK2 < 160 80 160 80 160 160 80 80 160
A/Moldova/124/2014| 3C.3 |2014-02-06) MDCK2 | 40 320 80 320 80 320 620 160 80 160
A/Moldova/130/2014| 3C.3 |2014-02-12] MDCK2 < 160 80 160 80 80 320 160 160 320
A/Moldova/131/2014| 3C.3 |2014-02-11) MDCK1 < 160 160 640 320 160 160 160 320 320

A/Moldova/133/2014| 3C.3 |2014-02-11 MDCK3| 40 80 80 320 160 160 80 80 80 160
A/Moldova/136/2014| 3C.3 |2014-02-10 MDCK3 | 40 160 80 640 160 80 160 160 320 320
A/Moldova/138/2014| 3C.3 |2014-02-10 MDCK1 | 40 320 80 320 80 320 80 80 80 160

A/Moldova/146/2014| 3C.3 |2014-02-10 MDCK2 < 160 80 160 80 80 160 80 160 320
A/Moldova/168/2014| 3C.3 |2014-02-20 MDCK3 40 320 80 320 80 320 320 80 80 320
1.<=<40 Vaccin

Rezultatele analizei antigenice au atestat faptul ca tulpinile izolate si identificate in
Republica Moldova au prezentat o reactivitate moderata practic cu toate serurile de referinta, in
afarda de tulpina A/Perth/16/2009 — tulpind vaccinala in sezonul 2010-2011, ceea ce
demonstreaza ca tulpinile de virusuri gripale evolueaza in timp prin ,,antigenic drift” — variatie
antigenica minora, caracteristica practic tuturor tipurilor de virusuri gripale, manifestandu-se prin

mutatii punctiforme in genomul viral. Totodatd, se poate observa similaritatea antigenicd cu

103



tulpina vaccinalda A/Texas/50/2012, precum si cu alte tulpini din panelul de seruri standard
prezentat, tulpina A/Moldova/696/2013, izolata si identificatda in luna decembrie 2013, ca fiind
cea mai reprezentativd. Acest fapt poate fi explicat prin apartenenta tulpinilor de virus gripal
A(H3N2) din acest studiu la grupul genetic 3C.3 (Tabelul 4.9) [186, 188, 189].

> Analiza particularititilor genotipice ale tulpinilor de virus gripal circulante in

sezonul epidemic 2013-2014

Studierea particularitatilor genotipice a fost realizata prin secventierea genelor HA si NA,
care a permis analiza secventelor acestor gene si, respectiv, constructia arborelui filogenetic
global cu utilizarea programelor specifice (vezi capitolul 2).

Secventierea genei HA a tulpinilor de virus gripal A(H3N2) a pus in evidentd prezenta
substitutiilor comune de aminoacizi S45N (+CHO), T48l specifice grupului genetic 3, a
substitutiilor de aminoacizi Q33R, N278K, N145S, T128A (-CHO), R142G, V186G si V18M
caracteristice grupului genetic 3C, din care substitutiile T128A (-CHO), R142G, V186G si
V18M sunt substitutii ce pun in evidenta particularitatile grupului genetic 3C.3 (Figura 4.15),
inclusiv substitutiile de aminoacizi D-N in pozitia 53 si A-S in pozitia 43 pentru tulpina
A/Moldova/7/2014 i, respectiv, substitutia M-K 1n pozitia 18 pentru tulpina
A/Moldova/696/2013, care au plasat aceste tulpini in acest grup genetic.

Asn126 &

Asn126 &

T128A
N145S

HA2 HA2 V18M
D160N

Fig.4.15. Locusurile substitutiilor T128A, R142G, N145S care definesc subgrupul genetic 3C.3.
In acest subgrup genetic cluster-ele virusurilor sunt definite inclusiv si de substitutiile individuale
HA2 V18M, N122D (-CHO) sau L157S [189].
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O particularitate caracteristica pentru grupul genetic 3, este cd substitutia de aminoacizi
S45N (+CHO) conduce la obtinerea unui situs de glicozilare n aceasta pozitie si uneste la nivel
antigenic tulpinile de virus gripal A(H3N2) ce se incadreaza in acest grup genetic. In acelasi
timp, substitutia de aminoacizi T-A in pozitia 128 conduce la pierderea situsului de glicozilare in
pozitia data, astfel, grupand tulpinile A/Moldova/7/2014 si A/Moldova/696/2013 in grupul
genetic 3C.3, ceea ce le confera antigenicitate similard cu tulpinile din panelul de referinta
utilizat A/Samara/73/2013, A/Serbia/NS-210/2013 si A/Almaty/2958/2013 (Figura 4.16) [188,
190].
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Fig.4.16. Fragment din analiza filogenetica comparativa a tulpinilor de virus gripal A(H3N2),
gena HA, sezonul epidemic 2013 — 2014 [189].

Rezultatele analizei filogenetice comparative efectuate in baza secventierii genei NA a
tulpinilor de virus gripal A(H3N2) circulante in Republica Moldova in perioada nominalizata au
atestat pozitionarea tulpinilor in acelasi grup genetic 3C.3, dar absolut diferit fatd de gena HA a
acestor tulpini de virus gripal. Acest fapt s-a datorat prezentei substitutiilor de aminoacizi Y 155F
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 in diferite subgrupe (Figura 4.17). Astfel, tulpina
A/Moldova/7/2014 s-a pozitionat in clada definita de substitutiile S335G si E381K, pe cand
pozitionarea tulpinii A/Moldova/696/2013 a depins primordial de prezenta substitutiilor S315G,
Y155F si D251V, substitutia aminoacizilor S-G In pozitia 315 fiind comuna pentru ambele

tulpini precautate (Figura 4.18).
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Fig.4.17. Fragment al comparatiei filogenetice la nivel global a virusurilor gripale A(H3N2),
gena NA, sezonul epidemic 2013 — 2014 [189].

Totodatd, s-a observat ca aceste tulpini de virus gripal posedd si substitutiile de
aminoacizi L81P, D93G si N402D (-CHO) care demonstreazd evolutia tulpinilor circulante in
Republica Moldova in perioada nominalizatda de la tulpina vaccinala A/Perth/16/2009 —
component al vaccinului antigripal trivalent recomandat de OMS pentru vaccinare in sezonul

2011-2012 [177].
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Y155F

Fig.4.18. Locusurile N2-NA ale aminoacizilor care influenteaza aglutinarea mediata de
NA si definirea subgrupurilor genetice. Sunt indicate pozitiile (146, 148 si 151 ) unde
substitutiile de aminoacizi influenteaza aglutinarea NA-mediata, pozitiile (Y155F si D251V)

definesc subgrupurile NA in care se includ virusurile cu genele HA 3C.3 [189].

> Studierea particularititilor fenotipice ale tulpinilor de virusuri gripale identificate
in sezonul epidemic 2013-2014
Analiza filogenetica comparativa efectuatd in baza secventierii genei M a tulpinilor de
virus gripal A(H3N2) si a arborelui filogenetic global a pus in evidentd prezenta substitutiei
S31N la nivelul genei M2 la toate tulpinile circulante la nivel global, conferind rezistentd fata de
adamantane: amantadina si remantadina. De rand cu substitutia nominalizatd, tulpina
A/Moldova/696/2013 s-a pozitionat intr-un grup separat de tulpinile de virus gripal A(H3N2) de
referintd, din panelul de seruri standard, datoritd posesiei substitutiei L-V in pozitia 54, de
asemenea, la nivelul genei M2, avand efecte antigenice minore (Figura 4.19).
De asemenea, particularitétile fenotipice ale tulpinilor de virus gripal A(H3N2) circulante
in Republica Moldova in sezonul epidemic 2013-2014 au fost studiate in reactia de inhibare a
neuraminidazei (MUNANA — vezi capitolul 2). In rezultat, s-a demonstrat ci sensibilitatea
fenotipica a tulpinilor mentionate este inalta fatd de remediile antivirale oseltamivir si zanamivir

— inhibitori ai neuraminidazei de ultima generatie [186, 188, 190].
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Fig.4.19. Fragment al analizei filogenetice comparative a tulpinilor de virusurilor gripale
A(H3N2), gena M, sezonul epidemic 2013 — 2014 [189].

In baza rezultatelor obtinute la acest compartiment al studiului, putem mentiona, ca
sezonul epidemic gripal 2013-2014 a avut o evolutie lejerd, gripa fiind etiologic cauzata
preponderent de virusul gripal A(H3N2). Din punct de vedere antigenic, tulpinile de virus gripal
A(H3N2) circulante in Republica Moldova in perioada datd au fost similare cu tulpinile de
virusuri gripale de referintd din grupul genetic 3C.3 si, nu mai putin, cu tulpina vaccinald
A/Texas/50/2012 — recomandata de OMS pentru a fi inclusa ca component al vaccinului trivalent
pentru sezonul 2014-2015, care de asemenea face parte din grupul genetic 3C — cel mai frecvent
intalnit grup genetic din sezonul respectiv [186, 188-190].

De mentionat, ca tulpinile de virus gripal A/Moldova/696/2013 si A/Moldova/7/2014
clasandu-se intr-un grup genetic 3C.3 s-au pozitionat diferit, fapt datorat prezentei diferitor
substitutii de aminoacizi in diferite pozitii — fenomen caracteristic si pentru alte tulpini de virus
gripal A(H3N2) la nivel global. Si cel mai important aspect, este ca tulpinile nominalizate
posedand substitutia de aminoacizi S31N, care conferd rezistentd fatd de adamantane, sunt
sensibile fata de inhibitorii NA: oseltamivir si zanamivir — remedii antivirale de ultima generatie.
Aceste particularititi au pus in evidenta evolutia tulpinilor de virusuri gripale de la un sezon

epidemic la altul prin variatii antigenice minore.
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4.4. Valorificarea rezultatelor obtinute intru optimizarea supravegherii epidemiologice
si virusologice a gripei

Studierea si evaluarea particularitatilor antigenice, genotipice si fenotipice ale tulpinilor

de virusuri gripale A(HIN1)pdm, A(H3N2) si B izolate si identificate in Republica Moldova in
perioadele pre-pandemica, pandemica si post-pandemicd, inclusiv in perioada interepidemica
care a succedat perioadele esentiale precdutate in 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.

Astfel, pe parcursul realizarii studiului, cu participarea CCBV, au fost elaborate si

implementate urmatoarele documente (Anexa 1):

1. Plan-cadru intersectorial gradual pentru combaterea efectelor pandemiei cu virusul
gripal nou A(HIN1) in Republica Moldova, aprobat prin Hotararea Guvernului nr.
824 din 15.12.2009 — in scopul planificdrii si organizarii interventiei autoritatilor
publice centrale si locale, institutiilor de stat cu atributii in gestionarea riscului legat
de declansarea in aprilie 2009 a pandemiei de gripa, cauzatd de virusul gripal nou
A(HINT) si Ordinul Ministerului Sanatatii nr. 65 din 29.01.2010 ,,Cu privire la planul
de actiuni al Ministerului Sanatatii pentru realizarea Planului-cadru intersectorial
gradual pentru combaterea efectelor pandemiei cu virusul gripal nou A(HIN1) in
Republica Moldova” — in scopul asigurarii continuitatii activitdtilor in pandemia de
gripa cu virusul gripal nou A(HIN1).

2. Ordinul Ministerului Sanatdtii nr. 366 din 30.10.2009 ,,Cu privire la masurile de
vigilenta si raspuns la pandemia cu noul virus gripal A(HIN1)”, Ordinul Ministerului
Sanatatii nr. 399 din 16.11.2009 ,,Cu privire la modificarea ordinului MS nr. 366 din
30.10.2009 (capitolul I, p. 6 si capitolul IV, anexa nr. 4)” si Dispozitia Ministerului
Sanatatii nr. 615-d din 27.12.2010 ,,Cu privire la unele masuri de profilaxie a gripei in
sezonul rece al anilor 2010-2011” — 1in scopul fortificarii supravegherii
epidemiologice, asigurdrii depistarii precoce, monitorizarii sistematice a cazurilor de
infectii respiratorii acute cu virusul gripal nou A(HIN1) cu organizarea masurilor de
control si raspuns in teritoriile administrative ale Republicii Moldova in conformitate
cu recomandarile OMS, ECDC si CDC.

3. Ordinile Ministerului Sanatatii nr. 495 din 15.12.2009 ,,Privind vaccinarea impotriva
gripei pandemice a contingentelor cu risc sporit de Imbolndvire cu vaccinul
CANTGRIP”, nr. 316 din 12.05.2010 ,Privind vaccinarea impotriva gripei
pandemice cu vaccinul PANENZA”, nr. 1088 din 30.10.2012 ,,Privind vaccinarea
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contra gripei sezoniere catre sezonul gripal 2012-2013”, nr. 1249 din 06.11.2013
,Privind vaccinarea contra gripei sezoniere catre sezonul gripal 2013-2014”, nr. 1248
din 10.11.2014 ,,Privind vaccinarea contra gripei sezoniere catre sezonul gripal 2014-
2015” — in scopul asigurdrii protejarii contra gripei a contingentelor cu risc sporit de
infectare si complicatii postgripale, de importantd majora in asigurarea functionalitatii
serviciilor de Ingrijiri medicale si de securitate a statului.

Dispozitille Ministerului Sanatatii nr. 151-d din 08.04.2011, nr. 202-d din
18.05.2012, nr. 162-d din 03.05.2013, nr. 244-d din 17.05.2014 ,,Cu privire la
suspendarea prezentdrii informatiei sdptimanale privind morbiditatea prin gripa si
IRVA de catre CSP teritoriale” — in legdturd cu diminuarea semnificativd a
morbiditatii prin gripa si IRVA cu revenirea incidentei la limitele multianuale,
caracteristice pentru perioada interepidemica.

Nota informativa si Hotdrarea Colegiului MS din 22 septembrie 2011 “Privind
situatia epidemiologica prin gripa, IACRS si pneumonii in perioada sezonului 2010-
2011 in RM: masuri de control si raspuns”.

Ordinul 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” — 1in scopul fortificarii supravegherii epidemiologice,
monitorizarii sistematice a circulatiei gripei, infectiilor acute ale cailor respiratorii
superioare si infectiilor respiratorii acute severe pentru organizarea masurilor
adecvate de prevenire si control si in contextul integrarii in retelele de supraveghere
regionale (EuroFlu) si globale (FluNet) ale Organizatiei Mondiale a Sanatatii.

Note informative si Hotararile Comisiei Nationale Extraordinare de Sanatate Publica
din 23 decembrie 2011 ,,Privind situatia epidemiologicd prin gripa, IACRS si
pneumonii in perioada sezonului 2010-2011 in RM: masuri de control si raspuns”, din
28 ianuarie 2013 ,,Privind situatia epidemiologica la gripa, infectii acute ale cailor
respiratorii superioare §i infectii respiratorii acute severe si realizarea masurilor de
control si raspuns in sezonul 2012-2013”, din 27 februarie 2013 ,,Privind evolutia
situatiei epidemiologice la gripd, infectii acute ale cailor respiratorii superioare $i
infectii respiratorii acute severe: masuri de control si raspuns”, 13 decembrie 2013
,Privind situatia epidemiologica la gripa, infectiile acute ale cailor respiratorii
superioare (IACRS) si infectiile respiratorii acute severe (SARI) cu realizarea

masurilor de control si raspuns 1n sezonul 2013-2014”.
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8. Dispozitiile Ministerului Sanatatii nr. 356-d din 28.09.2012 ,,Cu privire la prezentarea
informatiei sdptdmanale privind morbiditatea prin gripa, IACRS si SARI de cétre
CSP teritoriale”, nr. 325-d din 27.09.2013 si nr. 498-d din 29.09.2014 ,,Cu privire la
prezentarea informatiei saptdmanale privind morbiditatea prin gripd, IACRS si SARI
de catre CSP teritoriale, inclusiv monitorizarea virusologica in cadrul sistemului de
supraveghere sentinela” — 1n scopul fortificarii supravegherii epidemiologice,
monitorizarii sistematice a circulatiei virusurilor gripale, IACRS si SARI in perioada
saptamanilor 40 a anului curent — 20 a anului viitor.

9. Ordinul CNSP nr. 116 din 28.11.2012 ,,Cu privire la fortificarea sistemului national
de supraveghere si sentineld a bolilor transmisibile cu potential epidemic” — in scopul
fortificarii capacitatilor sistemului national de supraveghere si de tip sentineld a
bolilor transmisibile cu potential epidemic, inclusiv gripa si infectii respiratorii acute,
aprecierea gradului de pregatire si raspuns, prevenirea si managementul urgentelor de
sanatate publica.

10. Ordinul Ministerului Sanatatii nr. 701 din 17.06.2013 ,,Cu privire la petrecerea
seminarului zonal privind implementarea Programului National de combatere a
hepatitelor virale B, C si D si perfectionarea sistemului de supraveghere la gripa,
IACRS si SARI” — in conformitate cu planul de actiuni pentru realizarea Programului
National de combatere a hepatitelor virale B, C si D pentru anii 2012-2016 si Ordinul
MS nr. 824 din 31.10.2011 ,,Cu privire la perfectarea sistemului de supraveghere la
gripa si infectiile acute ale cdilor respiratorii Tn Republica Moldova”.

Cercetarile realizate in cadrul acestui studiu au contribuit la implementarea si fortificarea
sistemelor de supraveghere la gripa, IACRS si SARI de rutina si, In special, de tip sentineld, care
implica nemijlocit monitorizarea virusologica a infectiilor nominalizate. in acest scop, sistemul
de rutina de supraveghere epidemiologicd si virusologica la gripa, IACRS si SARI include
colectarea datelor privind numarul de cazuri inregistrate, spitalizate si decese prin aceste maladii
— indicatori specifici, inclusiv cu colectarea probelor de la pacientii cu evolutie severa, in special
cu SARI din CSP teritoriale. Realizarea supravegherii in cadrul sistemului de rutina se valorifica
in perioada sezonului rece, Incepand cu sdptdmana 40 a anului in curs pand in sdptamana 20 a
anului viitor. Exceptie a facut doar perioada anilor 2009-2010, cand s-a declansat prima
pandemie de gripa a sec. XXI cauzata de virusul gripal de tip nou A(HINI), tulpind denumita
ulterior A(HIN1)pdm si sistemul de supraveghere a functionat pe parcursul acestor ani. lar din
primavara anului 2011, in baza recomandarilor OMS, ECDC si CDC s-a trecut la sistemul de

supraveghere sezonier in perioada rece a anului.
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De rand cu sistemul de rutind a fost implementat sistemul de supraveghere sentinela care
include 9 puncte sentinela cu colectarea datelor ce tin de indicatorii specifici, cat si a
indicatorilor nespecifici: absenteism, consumul de medicamente simptomatice si specifice,
numadrul de consultatii si vizite la domiciliu, numarul de concedii medicale de scurta durata,
numarul de adresdri la serviciul ambulanta, numarul total de internari in spital/sectia de boli
infectioase si numarul de internari in sectia/spitalul de boli infectioase pe cauze de gripa, IACRS
si SARI. Implementarea acestor sisteme a contribuit la fortificarea supravegherii epidemiologice,
monitorizarii sistematice a circulatiei virusurilor gripale, precum si la organizarea masurilor
adecvate de prevenire si control si in contextul integrarii in retelele de supraveghere regionale
EuroFlu in perioada anilor 2008-2014, iar din 2014 reteaua unificata a OMS si ECDC TESSy si
globald FluNet ale Organizatiei Mondiale a Sanatatii. Sistemul de supraveghere sentinela,
implementat in Republica Moldova functioneaza pe parcursul intregului an, intru realizarea
masurilor de control si raspuns cu interventii prompte in cazuri de urgenta [191].

O parte componentd de o importantd majora in cadrul sistemului de supraveghere clinico-
epidemiologica si virusologicd de tip sentineld care a servit drept baza pentru initierea acestui
studiu este monitorizarea circulatiei virusurilor gripale. in acest scop, pe parcursul realizarii
studiului, a fost elaborat si perfectionat algoritmul de investigatii la gripa, care a fost ajustat,
respectiv, la recomandarile OMS si rigorile impuse de pandemia din 2009-2010. Principiile de
baza ale algoritmului de investigatii la gripa constau in: colectarea, pastrarea si transportarea
corecta a probelor de la pacientii care intrunesc definitiile de caz standard pentru Gripa, IACRS
si SARI elemente descrise in ordinile si dispozitiile Ministerului Sanatatii mentionate mai sus.

Actualmente, algoritmul de investigatii la gripa a exsudatelor nazofaringiene colectate de
la persoanele cu diagnosticul prezumtiv de ,,Gripa”, ,,JRVA” si ,,SARI” include doua
compartimente cheie: 1) segmentul care include nemijlocit detectia virusurilor gripale — tine de
metoda de diagnostic molecular rRT-PCR si se incheie cu eliberarea buletinului de analiza si 2)
compartimentul privind investigatiile de izolare, identificare, caracterizare antigenica genotipica
si fenotipica ale tulpinilor de virusuri gripale circulante. Ultima etapa a inclus selectarea celor
mai reprezentative tulpini de virusuri gripale similare cu cele circulante la nivel global intru

argumentarea formulei coctailurilor vaccinale antigripale (Figura 4.20).

112



| LABORATOR

rRT-PCR
| )
|

) [ AarD
REZULTAT REZULTAT®  ©
NEGATIV 3

; 7 "27'\""“ SUBTIP

//

PROBE
REPREZENTATIVE

(valoarea Ct, dismibuge
prografich, vhntd, gen, stares
pacimtului, tatament astiviral)

'

ELIBERAREA

BULETINULUL
DE ANALIZA

IZOLAREA VIRUSURILOR
CONETRMAREN GRIPALE IN CULTURI
IZOLARI TULPINILOR  «—  CEL,ULARE MDCK §T
DE VIRUSURI GRIPALE MDCK.SIATI
prin RHA, TITRAREA
l PCR cu
IDENTIFICAREA interpretarea/analiza
TULPINILORDE VIRUSURI —  benzilor de ADN obtinute
GRIPALE prin RHAL ingel de agarozi
CARACTERISTICA '
ANTIGENICA PROBE
REPREZENTATIVE
{bemn muazimal clare i baze defizite
CARACTERISTICA in geul de agarozh)
FENOTIPICA PURIFICARE ADN
prin RNAI ry
! SECVENTIEREA
genelor HA, NAsila
/ | necesitate M
4 TULPINI v
TULPINI S SENSIBILE ARBORELE
REZISTENTE .~ LA ANTIVIRALE FILOGENETIC
LA ANTIVIRALE GLOBAL
A RS v
W N X FORMULA
; VACCINULUL
ANTIGRIPAL

Fig. 4.20. Algoritmul investigatiilor de laborator la gripa.

Realizarea cercetarilor in baza algoritmului prezentat, valorificat prin implementarea
sistemului national de supraveghere clinico-epidemiologica si virusologica la gripa, IACRS si
SARI permite de a studia si evalua particularitatile antigenice, genotipice si fenotipice ale
tulpinilor de virusuri gripale circulante in Republica Moldova. Valorificarea acestui sistem
racordat la exigentele OMS, ECDC si CDC contribuie la identificarea si studierea tulpinilor de
virusuri gripale in cadrul Retelei Globale de Supraveghere si Raspuns la Gripa (GISRS — Global
Influenza Surveillance and Response System) din cadrul Retelei Globale de Supraveghere la
Gripa al OMS (WHO GISN — World Health Organization Global Influenza Surveillance
Network) intru depistarea cat mai precoce a noilor substitutii de aminoacizi care, probabil, ar
putea influenta atat patogenitatea, tropismul, cat si capacitatea de transmisie a virusurilor gripale
de la o specie la alta, precum si posibilitatea de a evidentia factorii asociati reasortarii virusurilor,
in special in aparitia de noi virusuri cu potential pandemic [191].

Implementarea sistemului de supraveghere clinico-epidemiologica cu elemente de
virusologie moleculara la gripa, IACRS si SARI prin realizarea masurilor de control si raspuns,

inclusiv in situatii de urgentd a facut posibila acreditarea de catre OMS a laboratorului
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Epidemiologia infectiilor respiratorii virale al Centrului National de Sanatate Publica care la 18
martie 2013 a fost recunoscut ca Centru National de Gripa si atestat ca membru al Sistemului
Global de Supraveghere si Raspuns la Gripa al OMS (WHO GISRS) (Anexa 2, Anexa 3).

Asadar, realizarea investigatiilor virusologice in cadrul sistemului de supraveghere
clinico-epidemiologica formeaza una din verigile principale ale acestui sistem si unul din
obiectivele de baza care include identificarea tulpinilor de virusuri gripale emergente cu potential
epidemic si/sau pandemic.

Astfel, diagnosticul de laborator la gripa realizat prin supravegherea virusologica a
virusurilor gripale circulante Tn Republica Moldova din cadrul sistemelor de supraveghere
clinico-epidemiologica si virusologica la gripa, IACRS si SARI de rutina si sentinela, parte
componenta a activitatilor GISN al OMS — reprezinta elementul cheie, atat in selectia virusurilor
gripale pentru vaccin, cat si in detectia timpurie a virusurilor emergente cu potential pandemic
intru pronosticarea situatiei epidemiologice.

Este necesar de mentionat ca veridicitatea rezultatelor obtinute in acest studiu a fost
evaluatd prin prisma panelelor de control extern de calitate al investigatiilor la gripa in cadrul
Programelor de Evaluare a Controlului Extern de Calitate pentru Detectia virusurilor gripale de
tip A prin PCR (External Quality Assessment Programme for the Detection of Influenza Virus
Type A by PCR) organizate in cadrul Retelei Globale de Supraveghere si Raspuns la Gripa al
OMS si CDC (CDC Influenza Molecular Diagnostic Performance Evaluation Panel) cu obtinerea
scorului maxim pentru fiecare panel (Anexa 4).

4.5. Concluzii la capitolul 4.

1. In perioada interepidemica (sezoanele 2011-2012, 2012-2013 si 2013-2014) s-a atestat
circulatia a trei virusuri gripale: A(HLIN1)pdm — tulpind dominanta in sezonul 2012-2013
(48,1%); A(H3N2) — dominant in sezoanele 2011-2012 (96%), 2013-2014 (99,2%) si
virusul gripal de tip B — aflat in circulatie in sezoanele 2011-2012 si 2012-2013 (tulpina
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 (1,7%).

2. Studiul realizat a pus in evidenta similaritatea antigenica a acestor tulpini cu tulpinile
vaccinale:  A/California/7/2009  (2012-2013) pentru tulpinile  A(H1N1)pdm;
A/Victoria/361/2011 (2011-2012, 2012-2013) si A/Texas/50/2012 (2013-2014) pentru
tulpinile A(H3N2) 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. S-a atestat apartenenta tulpinilor de virus gripal A(HIN1)pdm la grupul genetic 6C,
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4.

5.

tulpinilor de virus gripal A(H3N2) — grupul genetic 3C.3 si a tulpinilor de virus gripal de
tip B — grupurile genetice 2 si 3 — grupuri genetice frecvent intalnite la nivel global.
Analiza fenotipica a demonstrat faptul ca tulpinile de virusuri gripale A(H3N2) si
A(HIN1)pdm la nivelul genei M al genomului viral poseda substitutia S31N care confera
tulpinilor de virusuri gripale mentionate rezistenta la amantadina si remantadina.
Investigatiile privind sensibilitatea la inhibitorii neuraminidazei a virusurilor gripale
izolate si identificate in perioada interepidemica au demonstrat ca tulpinile de virusuri
gripale A(HIN1)pdm, A(H3N2) si B circulante in Republica Moldova sunt sensibile la
remediile antivirale de ultima generatie — oseltamivir si zanamivir.

Valorificarea sistemului de supraveghere clinico-epidemiologica si virusologica la gripa,
IACRS si SARI de tip sentinela racordat la exigentele OMS, ECDC si CDC prin
implementarea algoritmului de investigatii care include studierea tulpinilor de virusuri
gripale cu evidentierea particularitatilor antigenice, genotipice si fenotipice au permis de
integra Centrul National de Gripa, acreditat si recunoscut de OMS, in reteaua WHO
GISN prin intermediul GISRS.

Monitorizarea circulatiei virusurilor gripale in cadrul retelet 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 reasortarii virusurilor, in special in aparitia de noi
virusuri cu potential pandemic, inclusiv aparitia de tulpini de virusuri gripale rezistente la
remediile antivirale aflate in uz — circumstante extrem de importante pentru identificarea

de noi remedii antivirale cu efect antigripal.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Teza de doctorat ,,Studierea si evaluarea virusurilor gripale in perioadele pandemica si

interepidemica” prezintd o sintezd a rezultatelor obtinute la realizarea studiului dat in scopul

valorificarii sistemului de supraveghere clinico-epidemiologica si virusologica la gripa, IACRS

si SARIL parte componenta a Sistemului Global de Supraveghere si Raspuns la Gripa al OMS

intru identificarea cat mai precoce a variatiilor antigenice minore (drift antigenic) si majore (shift

antigenic) ale virusurilor gripale, a mutatiilor genetice, in special la nivelul genelor HA, NA,

inclusiv la nivelul genei M, precum si a particularitatilor de susceptibilitate a virusurilor gripale

fatd de remediile antivirale de ultima generatie. Aportul personal al autoarei constd in analiza

literaturii de specialitate, planificarea si executarea investigatiilor de laborator, prelucrarea

statistica, generalizarea si interpretarea rezultatelor, expunerea materialelor la diverse forumuri

stiintifice de talie nationala si internationald, expozitii si publicatii.

3.

In rezultatul cercetirilor efectuate s-au concluzionat urmatoarele:

Virusurile gripale izolate si identificate in Republica Moldova fac parte din cladele
virusurilor vaccinale specifice fiecarei perioade incluse in studiu: virusul A(HLIN1)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
majoritatii virusurilor gripale circulante atat in tarile europene, cat si la nivel global in
perioadele pre-pandemica, pandemica si post-pandemica.

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 confirma producerea unei
variatii antigenice majore.

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 in evidenta aparitia substitutiei aminoacidului D222G in gena HA,
detectatd in special in cazuri de boald cu evolutie severd a infectiei gripale, cat si in cazuri
soldate cu deces.

In perioada post-pandemica, sezonul epidemic 2010-2011 practic s-a demonstrat substituirea
din circulatie a virusului gripal sezonier A(HIN1) 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 referintda A/Perth/16/2009 — componentd a vaccinului

antigripal recomandat de OMS pentru sezonul 2010-2011. Virusurile gripale de tip B au fost
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antigenic similare cu tulpina vaccinala B/Brisbane/60/2008 linia B/Victoria, recomandata de
OMS pentru a fi inclusa in coctailul vaccinal antigripal trivalent pentru sezonul 2011-2012.

. In perioada interepidemici (sezoanele 2011-2012, 2012-2013 si 2013-2014) s-a atestat
circulatia a trei virusuri gripale: A(HLN1)pdm — tulpina dominanta in sezonul 2012-2013 cu
0 pondere de 48,1%, A(H3N2) — dominant in sezoanele 2011-2012 (96%) si 2013-2014
(99,2%) si virusul gripal de tip B — aflat in circulatie in sezoanele 2011-2012 si 2012-2013
(tulpina codominanta 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%.

. 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(HLIN1)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.

Studierea la susceptibilitatea inhibitorilor neuraminidazei a virusurilor gripale circulante in
Republica Moldova din perioadele nominalizate a demonstrat sensibilitatea lor la remediile
antivirale de ultimd generatie — oseltamivir si zanamivir. Totodata, prezenta substitutiei de
aminoacizi S31N specificd pentru virusurile gripale A(HIN1)pdm si A(H3N2) la nivelul
genei M2 le confera acestor virusuri proprietatea de rezistenta la adamantane (amantadina si
remantadina).

. 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 reasortarii virusurilor, in special in aparitia de noi virusuri cu
potential pandemic, inclusiv aparitia de tulpini de virusuri gripale rezistente la remediile
antivirale aflate in uz — circumstante extrem de importante pentru identificarea de noi remedii

antivirale cu efect antigripal.
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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 gripd a cazurilor cu evolutie severa la
pacientii cu patologii preexistente, copiii cu varsta de pana 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 gripa, 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 gripa, IACRS si SARL

3. Perfectionarea sistemului sentineld de supraveghere clinico-epidemiologica si virusologica la
SARI in cadrul sistemului de supraveghere la gripa, cu actualizarea definitiei de caz SARI,
aprecierea grupei-tinta pentru detectia substitutiilor 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 cercetarilor la nivel antigenic, fenotipic si genetic ale
tulpinilor de virusuri gripale in cadrul Retelei GIHSN intru aprecierea poverii cazurilor de

boald cu evolutie severa atribuite fiecarui tip/subtip de virus gripal.
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ANEXA 1 ACTE DE IMPLEMENTARE

MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII MOLDOVA

str. Vasile Alexandrl 2, M-2000, men, Chiginda
tel 4373 22 729 907, +373 22 26 88 18; fax +373 22 738 781; e-maik: offlce®ms gov.me
Swwmsgovand

Y. . 2/ 4

la nr. din

Act de implementare

Prin prezenta confirmdim implementarea rezultatelor, obfinute de dna Veronica Eder
competitoare a CNSP de comun cu alfi autori pe parcursul realizirii temei de doctor in §tiinte
biologice ,,Studierea §i evaluarea virusurilor gripale in perioadele pandemici gi interepidemica”
(2012-2014), in activitatea Serviciului de Supraveghere de Stat a Sinitafii Publice, dupi cum
urmeazi:

|. Plan-cadru intersectorial gradual pentru combaterea efectelor pandemiei cu virusul
gripal nou A(HINI1) in Republica Moldova, aprobat prin Hotdrirea Guvernului nr.
824 din 15.12.2009

2. Dispozitia Guvernului RM nr.15-d din 20 ianuarie 2011 ,Cu privire la situatia
epidemiologica prin gripa in Republica Moldova”

3. Hu@rarea Colegiululi MS din 22 seplembrie 2011 ,Privind siwagla epldemiologled
prin gripa, IACRS si pneumonii in perioada sezonului 2010-2011 in RM: masuri de
control §i raspuns™

4. Hotardrea Comisiei Nationale Extraordinare de Sanitate Publicd nr. 1 din 23
decembrie 2011 ,Privind situatia epidemiologic prin grips, IACRS si pneumonii in
perioada sezonului 2010-2011 in RM: masuri de control §i rispuns”

5. Hotirdrea Comisiei Nationale Extraordinare de Sanitate Publici nr. 4 din |
noiembrie 2012 ,Privind situagia epidemiologic la gripa, infectii acute ale ciilor
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respiratorii superioare (IACRS), infectii respiratorii acute severe (SARI) si asigurarea
gradului de pregétire citre sezonul rece (2012-2013)

6. Hotdrdrea Comisiei Nationale Extraordinare de San#tate Publici nr. 1 din 28 ianuarie
2013 ,Privind situatia epidemiologic@ la gripd, infectii acute ale céilor respiratorii
superioare si infectii respiratorii acute severe si realizarea misurilor de control si
raspuns in sezonul 2012-2013"

7. Hotérdrea Comisiei Nationale Extraordinare de Sanatate Publica nr. 1 din 27 februarie
2013 ,Privind evolutia situatici epidemiologice la gripd, infectii acute ale cdilor
respiratorii superioare §i infectii respiratorii acute severe: masuri de control si
raspuns”

8. Hotirarea Comisiei Nationale Extraordinare de Sandtate Publicd nr. 6 din 13
decembrie 2013 ,Privind situatia epidemiologica la gripa, infectiile acute ale ciilor
respiratorii superioare (IACRS) §i infectiile respiratorii acute severe (SARI) cu
realizarea masurilor de control §i rispuns in sezonul 2013-2014"

Sef Directie Sinitate Publica Carolina Cerniciuc
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MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII MOLDOVA
CENTRUL NATIONAL DE SANATATE PUBLICA

MD 2028, mum. Chigindu, str, Gh. Asachi 67A, Tel. +373 22 574 501, Fax. +373 22 729 725,
hitp #www cnsp md, exmail: antcamersi@ensp md, enspigenspmid

210/ 4§ //—,;//IV

Lanr. din

Act de implementare

Prin prezenta confirmdm implementarea rezultatelor, obtinute de dna Veronica Eder

competitoare a CNSP de comun cu alfi autori pe parcursul realizirii temei de doctor in gtiinje

biologice ,.Studierea i evaluarea virusurilor gripale in perioadele pandemici si interepidemica”
(2012-2014), in activitatea CNSP i Serviciului de Supraveghere de Stat a Sanatatii Publice,
dupd cum urmeaza:

Ordinul MS nr. 366 din 30.10.2009 ,,Cu privire la masurile de vigilen(i si rispuns la
pandemia cu noul virus gripal A(HIN1)”

Ordinul MS nr. 399 din 16.11.2009 ..Cu privire la modificarea ordinului MS nr. 366 din
30.10.2009 (capitolul 1, p. 6 si capitolul 1V, anexa nr. 4)”

Ordinul MS nr. 495 din 15.12.2009 . Privind vaccinarea impotriva gripei pandemice a
contingentelor cu risc sporit de imbolnavire cu vaccinul CANTGRIP™

Ordinul MS nr. 65 din 29.01.2010 ,,Cu privire la planul de actiuni al Ministerului
Sanditdfii pentru realizarea Planului-cadru intersectorial gradual pentru combaterca
efectelor pandemiei cu virusul gripal nou A(HIN1) in Republica Moldova™

Ordinul MS nr. 316 din 12.05.2010 , Privind vaccinarea impotriva gripei pandemice cu
vaccinul PANENZA™

Ordinul MS nr. 824 din 31.10.2011 ,,Cu privire la perfectarea sistemului de supraveghere
la grip si infectiile acute ale cailor respiratorii in Republica Moldova™

Ordinul MS nr. 1088 din 30.10.2012 ,Privind vaccinarea contra gripei sezoniere citre
sezonul gripal 2012-2013"
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8. Ordinul CNSP nr. 116 din 28.11.2012 ,Cu privire Ja fortificarca sistemului national de
supraveghere §i sentineld a bolilor transmisibile cu potential epidemic™

9. Ordinul MS nr. 1249 din 06.11.2013 ,Privind vaccinarea contra gripei sezoniere citre
sezonul gripal 2013-2014"

10. Ordinul MS nr. 701 din 17.06.2013 ,,Cu privire la petrecerea seminarului zonal privind
implementarea Programului National de combatere a hepatitelor virale B, C si D i
perfectionarea sistemului de supraveghere la gripa, IACRS 5i SARI”

11. Ordinul MS nr, 1248 din 10.11.2014 ,Privind vaccinarea contra gripei sezoniere citre
sezonul gripal 2014-2015"

12. Dispozitia MS nr. 615-d din 27.12.2010 ,,Cu privire la unele masuri de profilaxie a gripei
in sezonul rece al anilor 2010-2011"

13. Dispozitia MS nr. 19-d din 25.01.2011 ,,Cu privire la situatia epidemiologica prin gripd in
Republica Moldova™

14. Dispozitiile MS nr. 151-d din 08.04.2011, nr. 202-d din 18.05.2012, nr. 162-d din
03.05.2013, nr. 244-d din 17.05.2014 ,Cu privire la suspendarea prezentirii informatiei
sdptiménale privind morbiditatea prin gripa si IRVA de ciitre CSP teritoriale”

15. Dispozitiile Ministerului Sanatatii nr. 356-d din 28.09.2012 ,Cu privire la prezentarca
informatiei siptimanale privind morbiditatea prin gripd, IACRS si SARI de catre CSP
teritoriale”, nr. 325-d din 27.09.2013 §i nr. 498-d din 29.09.2014 _Cu privire la
prezentarea informatiei siiptimanale privind morbiditatea prin gripd, IACRS si SARI de
citre CSP teritoriale, inclusiv monitorizarea virusologicd in cadrul sistemului de
supraveghere sentineld”

Director general ‘ Mihail Pisla
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ANEXA 2 ACREDITAREA LABORATORULUI EPIDEMIOLOGIA INFECTIILOR
RESPIRATORII VIRALE A CNSP DE CATRE OMS (scrisoare)

WORLD HEALTH ORGANZATION
m‘gmguﬁntg:gns DE L: féNN‘E Date: 18 March 2013
BCEMHPHAA CPrAHUALINA AGPABOOXPAHEHHS

REQIONAL OFFICE FOR EUROPE

BUREAL SEGIONAL DE {EUROPE Dr Andrei Usari
_ REGIONALBURD FUR EUROPA Minster of Healily
EBPOMERZCDE PEMMOHANKHOE 6:0P0 X
Munistry of Healily
Head otica: 2, Alexandri Str, Vv
8, Scnefligsvey, DK-2100 Copervagen @, Danmark MD-2009 Chisinuu
Telephone: +45 39 17 17 17, Fax: +45 39 17 18 1&: Republic of Moldova
E-mait postmasie @ euro. who v
Web atg: ipoiwway eoro who.nt ;
Cur relarence: POMA A Your raterance. ¢
Notee mlérence: Voue nildrence
Urzer Zoohan: Ihr Zochen:
Cn. manw wowan Ha Bou wowen:
‘
Dear Sir, /

WHO National Influenza Centre
Virology Laboratory at the National Cen

1C)
of Public Health

I have the honour to inform you that, following the request of the Ministry for Health, the Virology
Laboratory at the National Centre of Public Health in the Republic of Moldova headed by Professar
Constantin Spiny in Chisinau, the Republic of Moldova has been recognized as @ WHO National
Influenza Centre (NIC) and a member of the WHO Global Influenza Surveillance und Response
System,

Please find the enclosed Terms of Reference for the National Influenza Centres. Official recognition
by WHO is for one year and will be annually reviewed based on criteria for maintaining WHO
recognition and annual review of NIC compliance with the Terms of Reference.

I hope that it will be possible for the WHO to call upon the Virology Laboratory at National Centre
of Public Health, Chisinau. for expertise on influenza whenover necessary and paiticipution in the
activities of the WHO Global Influenza Surveillance and Response System.

Yours very truly,

f/ ’f.{ S ’z L

Zsuzsanna Jakab
Regwonal Directon

Enclosures:

¢ lenns ot Reference tor Natioaal Influenza Centres

¢ How to become a WHO-cecognized Nastonal Influenza Cesitre: Description of the process lor inflsenza laborstones i the WHO
Earopean Region

Copy for inloemation 1u:
*  DrBupenia Berzas, Meml. Foreign Redsions, Ministry of Health, 2, Alesandri Str., MD-2000 Chisinan, Repablic o Maolfova
¢ Brlamo Hahicty, WHO Representative. WHO Country Otfice. Repahbic of Maldova, 29, Sl Tasi Strewr
MD201 2 Chigiman. Republic of Moldovas
* M Neols Harringeos, Residen Coordiamor of the UN amd Resifent Represemaive of UNDP in the Reputili of Mypklove

¢ Vinited Nt Development Programene. 11 August 1989 sr, - Bailling 1), MD-277012 Chisican, Repubilic of Mokl
. P Clmnrantiin Spinu. Depaty Divecunr. Nuvonal Centre for Public Heaah, Cogmesca 3 sty MR Chisingm
Feowbibe ot Maldovn 2
| ! j INAL
et Tnlaphone! 445 391717117 F-mak: postmanter® gbdcdatidhipt 'R IVS
W Cegienbagen O Fux 2530171818 Wab aie Mo veaw. BuLo who.in .
Jmivnark, 727 2Ly :n:’U
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ANEXA 3 CHESTIONARUL PRIVIND ACREDITAREA DE CATRE OMS
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ANEXA 4 CERTIFICATE DE REALIZARE A PROGRAMELOR DE CONTROL
EXTERN DE CALITATE

WHO External Quality Assessment Programme for the Detection of Influenza Virus Type A by PCR

WHO External Quality Assessment Programme for the
Detection of Influenza Virus Type A by PCR
Panel 5 (January-February 2009)

Your lab code: 253

Date panel sent: (dd/mm/yyyy) 19/01/2009
Date panel received: 23/01/2009
Date results reported: 30/03/2009
Turn-around time (day): 66

Summary of your reported results:

Sample No. | Intended result | Your results
2009-01 H1 positive HINI
2009-02 HS positive H5
2009-03 Nil FluA Neg
2009-04 HS positive H5NI
2009-05 H3 positive H3N2
2009-06 HS positive HS5
2009-07 HS positive H5NI
2009-08 HS positive HS5
2009-09 HS positive H5NI
2009-10 H1 positive HINI
Comments:

You have reported all correct influenza A subtyping results.
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WHO Extemnal Quality Asscssment Programme for the Detection of Influenza Virus Type A by PCR

WHO External Quality Assessment Programme for the
Detection of Influenza Virus Type A by PCR
Panel 6 (June-August 2009)

Your lab code: 253

Date panel sent: (dd/mm/yyyy) 22/06/2008
Date panel received: 04/07/2009
Date results reported: 270772009
Turn-around time (day): 23

Summary of your reported results:

Sample No. | Intended result | Your results
2009-11 HS5 positive H5NI
2009-12 Hlv positive Hilw
2009-13 H1 positive HINI
2009-14 HS5 positive H5NI
2009-15 HS5 positive H3NI
2009-16 Hlv positive Hilw
2009-17 HS5 positive HS5
2009-18 H3 positive HIMN2 (A/M gene Pos, H3 gene Neg)
2009-19 HS5 positive H5NI
2009-20 HS5 positive HS5NI
Comments:

You have failed to detect H3 sample.
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WHO Exterml Quality Assessment Progromime for the Detection of Influenes Vins Type A by PCR
GYUITP-TRM-WHO-EQA-INDO 1P 2010-04.21.255

WHO External Quality Assessment Programme for the
Detection of Influenza Virus Type A by PCR
Panel 7 (January-March 2010)

[Youv lab code; s _ 1253
Date panel sent: {dd/mim’yyyy) 18/01/20 0
Date panel received: 22/0172010
Date results reported: 22/0272010
Turn-around time (day ) 31
Sample No. | Intended Nour result Remarks’
2010-01 HINI
201002 HSN)
.'.’(;iO-OS H3IN2
2010-04 ARS | s .
2010-05 AMIpdm’ HINIpdm
| 201006 AHS HaNI
201007 Fiu B FluB
2010-08 AHS H3N
| 201809 Negative FluA Neg, FluB Neg
| 2619-10 AMH1pdm’ HINIpdm

* A'H Ipcdm refers %o pandenic mitiwa AHIND) 2002
“ No Remarks will he given for il corrocs reaudss

Remarks:

| fuiling v detect M senples mndior repming (e resdis be nin-HT dabnygie veers necimbad 26 ot womet respanee

Tailing 1 devect H1 smenples mo'or nagomting the venidls s mus-H1 mibiype »er¢ mE008od a8 W 9COMe! resiinie
) failing fo detwer H3 ook midor 1og0ning e feudis 15 mun-HT srbeype were recrmdod da a muitirsa soaproes,
L Toiling & detect Hade samples aned o sspevimy the tewaltn o tenr HTpdm suBINpe Wty Seconind 28 as (I000Tecr resperne

{adlreg 20 rejon comest nifluenzs A s remalin for (1 H T pdor seampes of 5 EHYRIpm 0ty war a6 perbioned wis eonded @ s munss imgume.
" failmg w derect influcsen B samytls anl'or espomog e meailn o inflieeox A fype ware tecai0=d de an ingecrset respan s
X g b0 peput pragamive Trflum A vt teiibs fiee ineflemes U sbagle o infmsan B vew v it perfonnod wis tecur 0o an incooect reoies:

. srparenis ‘H b and HY' G HS sanphes was ieconded m comest respecat I udng COC vedvie RTPCH Same 1 A’

9 SO posEe vesuks far  earyele thas did wer coneuie ang infl viral [INA was dedd s wn sapnee

Parel 07 Page | ol
20 Apeit 2040
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WHO External Quality Assessment Programme for the Detection of Influenza Virus Type A by PCR
GVU-PTP-TRM-WHO-EQA-IND-01-P08-2010-09-30-253

WHO External Quality Assessment Programme for the
Detection of Influenza Virus Type A by PCR
Panel 8 (June - August 2010)

Your lab code: 253

Date panel sent: (dd/mm/yyyy) 14/06/2010
Date panel received: 18/06/2010
Date results reported: 01/07/2010
Turn-around time {day): 13

2010-11 FluB

2010-12 A/Hlpdm * Hipdm, N1

2010-13 AHS HSN1

201014 A/H3 H3N2

2010-15 AMHS HSNI

2010-16 Negative Flu A Neg, Flu B Neg
2010-17 AHI HINI

2010-18 AMHS H5N1

2010-19 AHS H5NI

2010-20 AfHlpdm * Hipdm, N1

*AHIpdm refers to pandemic Inflocazs ACHINT) 2009
*No remarks will be given for all correct results

Remarks:
farling to detect HY samples and'or repocting the realts 45 moe-HS subtype were dudd a5 30 P
fling to detest HY sammples andor reporting the results as nos-H | subtype ded as an | P
failing to detece B3 samples sndlor repoeting the resulis as nos-H3 subthype were ded as 23 i

failing to detect Hipdm samples and/or reportiag the results as noe-Hipdss subtype were dod a5 ¥

Cailisyg ¥o report comect influesz A test results for HLHSH | pdm samples (f HI/HIH pdn sebtypings wies not performed was dod 25 an P
falling %o detect infuznea B simples spdior reporting the reseles x infl A type wese san ¢
failmng v repont segaoive influseza A test resalis for milaenza B samples of mfaenza B tests wore not perf were el a8 en
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ANEXA 5 BREVET DE INVENTIE

REPUBLICA MOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuald

BREVET

DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

Nr. 782

Eliberat in temeiul Legii nr. 50/2008 privind protectia inventiilor
Titlul: ~ Metoda de vaccinare contra gripei

AT

Titular: CENTRUL NATIONAL DE SANATATE PUBLICA AL
MINISTERULUI SANATATII AL REPUBLICII
MOLDOVA, MD

Data depozit: 2013.07.16

Descrierea inventiei, revendicarile i desenele constituie parte
integrantd a prezentului brevet de inventie de scurta durata

Direitxr[:eneral
CHISINAU

'e-e-a-e'e*w*m&g_;a}g 0000000000 efa-e-e-e-a-a-e-eﬁ-l

s af‘o 0000000000000000000000000000000000000000000000%

B AORORORORATAOAY —" i
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MD 782 £ 2015.01.31

MD 782 Z 2015.01.31

REPUBLICA MOLDOVA

;\ll’O'! N

(19) Agenfia de Stat

pentru Proprictates Intelectuald an782 onZ

(S Int.Cl: AGIK 31/56 (2006.01)
AGIK 35/76(2006.01)
CO7J 71700 (2006.01)

(12) BREVET DE INVENTIE
DE SCURTA DURATA

-

(21) Nr. depozit: 5 2014 0008

(22) Data deporit: 2013.07,16

(67)* Nr. 3l data transformari cererii;
420130047, 2013.01.21

(45) Data publiciril hotdrfirii de
acordare a brevetuluk:
2014.06.30, BOPI nr. 62014

(71) Selicitant: CENTRUL NATIONAL DE SANATATE PUBLICA AL MINISTERULUI
SANATATI AL, REPUBLICH MOLDOVA, MD
(72) lnventatori: SPANU Constantio, MD; SCOFERTA Petru, MD: SPANU Igor, MD; EDER
Veronica, MD, DONOS Ala, MD
(73) Titelar: CENTRUL NATIONAL DE SANATATE PUBLICA AL MINISTERULUI
SANATATII AL REPUBLICH MOLDOVA, MD

(54) Metodd de vaceinare contra gripei
{57) Rezumat:
1 2
Inventia se referd 1 medicind, In special Iz galactopiranozii{ 1-2)3-D-glecopirno-
boli infecpionse, §i poate fi utilizath pentru

profilaxia gripei,

Conform  nvenliel, metods  revendicans
consts in aceos <A se administreazd vaccinul
gripal § concomitent se administreazd us
remedin ce include |3 o capsuld; (tomatozida-
Sa furostan-3e, 22,26t i08-3{O-f3-

2EH | —»4)-f-D-galactopiranozid |-26-0-f3-D
glocopimmozid) -~ 005 g celuloxd
microcristalind - 0,147 g; amidon o porumb -
0,100 g: sicarat de magnezin ~ 0,003 g, cdwe o
capsuld, cu 30 min Inainte de masd, Limp de 30
zile,

Revendiciri: 1
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ANEXA 6 DIPLOMA CUPA MARELE PREMIU

INSTITUTUL NATIONAL
DE INVENTICA,

IASI, ROMANIA - C U PA

MARELE PREMIU

£ AL INSTITUTULUI NATIONAL
DE INVENTICA, IASI

Se ofera
Prof. univ., Dr. hab. med., Constantin SPINU

cu echipa

Igor SPINU, Viadimir GURIEV, Petru SCOFERTA, Maria ISAC, Octavian SAJEN,
Veronica EDER, Olga BURDUNIUC, Radu COJOCARU, Stela GHEORGHITA,
Ludmila BIRCA, Ala DONOS, Tatiana JURAVLIOV, Stela CORNILOV.

pentru inventiile prezentate in cadrul celei de

A XII-A EDITIE A SALONULUI INTERNATIONAL
AL CERCETARII, INOVARII SI INVENTICII

“PRO INVENT 2014”

Cluj - Napoca. ROMANIA

;| uvg'\_‘,'.‘_ ‘.'\‘\4 !

General Manager
Prof. Boris Plahteanu Ph.D
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ANEXA 7 DIPLOMA MEDALIA DE AUR

o) | Diploma

NATIONAL INSTITUTE OF

INVENTICS, JASSY, ROMANIA ' G O L D M E DAL

The Hamangia Thinker

Offered Mr / Ms VERONICA EDER

Centrul National de Sanatate Publica
Republica Moldova

METODA DE VACCINARE CONTRA GRIPEI
PROFE, D.H.M. C. SPINU, DR.S.M. PSCOFERTA,
DR.S.M. IG. SPINU, DR. V. EDER,
DR.1G. GOSTEV, DR. A. DONOS.

THE XVIII-TH INTERNATIONAL EXHIBITION
OF RESEARCH,INNOVATION AND
TECHNOLOGICAL TRANSFER

“INVENTICA 2014”

IASI, ROMANIA
2-4 JULY 2014

General Manager \[é‘@%
Prof. Boris Plahteanu Ph.D '
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ANEXA 8 DIPLOMA DE DECERNARE

DI Q’[,Oﬂ/lﬂ

—M‘\‘f){f w7

Concursul TOPUL INOVATILOR
fditia a V-a
se decerneazd inovafia
~Metoda de vaccinare contra gripei”
Centrul National de Sanatate Publica
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ANEXA 9 DIPLOMA DE EXCELENTA SI MEDALIA DE AUR

UNIVERSITATEA TEHNICA DIN CLUJ-NAPOCA

MINISTERULUI EDUCATIE!SI CER TARII STHNTIFICE
DEMIE! DE STIINTE TEHNICE DIN ROMANIA, FILIALA CLUJ

SALONUL INTERNATIONAL DE INVENTICA
PRO |NVENT, Editia a Xlll-a, 2015, Cluj-Napoca,Romania

NI ARAA

o e & W\l

DE EXCELENTA ]
S| MEDALIA DE AUR CU MENTIUNE SPECIALA

Se acorda C. SPINU, P.SCOFERTA, IG. SPINU, V. EDER, IG. GOSTEV, A. DONOS

IBLI

PRESEDINTELE SALONULUI,

Prof. dr. ing. AUREL VLAIC!
Rector al
[ Universitatii Tehnice din Cluj-Na

PRESEDINTELE JURIULUI,
Prof. dr. ing. RADU MUNTEANU

?Q,L Cyw...:tm_
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ANEXA 10 DIPLOMA GALA PREMIILOR iN SANATATE

GALA
PREMIILOR

iN SANATATE, J**?
editia a I1I-a, ;
2014 AN4 0 9

TIFICAT

Veronica Eder

cercetétor stiintific, Centrul National de Sanatate Publica

Premiul pentru ,Cea mai reusitd activitate in domeniul sanatatii publice”. Se acorda
pentru inovatie, profesionalism, impact si dedicatie in domeniul de activitate.

Andrei Usatii Jarno Habicht Mircea Buga Lilia Onea
#7725y, Organizatia i CENTRUL PENTRU
(a5 : i b INFORMARE $1
B @S G cnam (8 =
g e LA P —— T —, Xiadadnd I SO SANATATE
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, declar pe raspundere personala ca materialele prezentate in teza de doctor
sunt rezultatul propriilor cercetari si realizari stiintifice. Constientizez ca, in caz contrar, urmeaza

sa suport consecintele In conformitate cu legislatia In vigoare.

Eder Veronica

Data 7L
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CV-ul AUTORULUI

Nume/Prenume

Data si locul
nasterii

Cetatenia
Studii

2006-2010

2002-2003

1997-2002

1997-1999

1991-1993

1981-1991

Stagii

Eder Veronica

5 septembrie 1974, or. Chisinau, Republica Moldova

Republica Moldova

Studii postuniversitare prin doctorat, Institutul de Fiziologie si
Sanocreatologie al ASM, Chisinau, Republica Moldova

Studii  postuniversitare prin masterat, Specialitatea Biologie
moleculard, USM, Chisindu, Republica Moldova

Studii universitare, Facultatea de Biologie si Pedologie, Specialitatea
Biologie, Specializarea Genetica, USM, Chisindu, Republica
Moldova

Facultatea de Arte frumoase, USM, Chisinau, Moldova

Studii medii de specialitate, Facultatea Asistente medicale, Colegiul
Orasenesc de Medicina din Chisinau, Republica Moldova

Liceul teoretic roman-francez ,,Gh. Asachi”, Chisindu, Republica

Moldova

1. WHO course for National Influenza Centres “Principles of PCR
assays development and validation”, WHO-recognized National
Influenza Centre, Research Institute of Influenza, St. Petersburg,
The Russian Federation, 25-29 May 2015

2. CDC/APHL International Advanced Influenza Real-time RT-PCR
Workshop, Atlanta, Georgia, SUA, 02-05.03.2015

3. Formarea formatorilor in managementul calitétii laboratoarelor,
OMS, CNSP, KIT/Biomedical Research, Chisinau, Republica
Moldova, 10-14.11.2014 (certificat nr. 2073)

4. Metode imunologice si molecular-genetice in microbiologi
clinicd, USMF ,N. Testemitanu”, Chisinau, Republica Moldova,
09-24.06.2014

5. South Eastern European Influenza Laboratory Management
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Course, CDC, APHL, Istanbul, Turkey, 19-23.05.2014
Managementul riscului  biologic si utilizarii duble a
biotehnologiilor, International Network of Universities and
Institutes for Raising Awarness on Dual-Use Concerns in Bio-
Technology, CNSP, Chisindu, Republica Moldova, 5-6.05.2014
(certificat nr. 1912)

CSTE-CDC Influenza Data Management and Epidemiological
Analysis Course, Athens, Greece, 07-11.04.2014

Techniques and research on the isolation, grow and the
caracterization of influenza viruses isolated in Moldova, WHO
Influenza Centre, National Institute for Medical Research,
London, UK, 07-25.10.2013

Fortificarea capacitdtilor de supraveghere si raspuns la riscurile
pentru sanatatea publica de origine biologica, MS, CNSP,
Chisinau, Republica Moldova, 10.10.2013 (certificat nr. 14159)
Problemele actuale al serviciului de laborator. Standardizare in
medicina de laborator clinic. Tehnologii moderne, Asociatia
Medicilor de laborator, Chisindu, Republica Moldova, 12.09.2013
(certificat nr. 952)

Seminar zonal Implementarea Programului National de combatere
a hepatitelor virale B, C si D pentru anii 2012-2016 si perfectarea
sistemului de supraveghere la gripa, IACRS si SARI, Comrat,
Republica Moldova, 26.06.2013

[IpakTHyeckue acreKThl MOJCKYISIPHBIX METOIOB HCCIICIOBAHHS
BUpYycOB rpunna, HanuonansHelil nieHTp no rpunmny BO3, ®I'BY
«HUWN rpunmnay, Cankr-llerepOypr, Poccuiickas ®enepauus,
28.05.2012-01.06.2012

Improving Influenza Laboratory Management Practices Training
Course, CDC, APHL, Bangkok, Thailand, 27.02.2012 -
02.03.2012

Actualitati in Supravegherea si Controlul Gripei Aviare,
CONFLUTECH, INCDMI ,,Cantacuzino”, Bucuresti, Romaénia,
26-27.09.2011

Bazele economice ale activitdtii laboratoarelor in conditiile
actuale. Tehnologii analitice progresive in medicina de laborator.
Asociatia Medicilor de laborator, Chisindu, Republica Moldova,
14.09.2011 (certificat nr. 170)

Supravegherea epidemiologica a bolilor infectioase si organizarea
masurilor de rdspuns, Ministerul Sanatatii al Republicii Moldova,
Chisinau, 21-23.12.2010

Metode de cercetari in domeniul imunologiei, USMF ,N.
Testemitanu”, Chisindu, Republica Moldova, 25.10.2010 -
25.11.2010

Diagnosticul de laborator ale gripei (virologic si molecular),
INCDMI ,,Cantacuzino”, Bucuresti, Romania, 13-16.09.2010
(certificat nr. 1 din 16.09.2010)

Aspecte ale diagnosticului virologic si molecular al gripei in
sistem santineld, INCDMI ,,Cantacuzino”, Bucuresti, Romania,
28.06-02.07.2010 (certificat nr. 3 din 02.07.2010)

Stagiu de pregatire teoreticd si practicd pentru operarea
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Domeniile de
activitate
stiintifica

Activitatea
profesionala

2012
2011-prezent

2011

2009-2011

2006-2010
2006, 2008-2009

2004-2006

2004

instrumentului de PCR in timp real Bio-Rad CFX 96 (programul
Bio-Rad CFX Manager Software 1.6) si a sistemului de
electroforeza Bio-Rad Sub-Cell 192 cu PowerPac Universal si
Bio-Rad GelDoc XR (programul Quantity One), Bio-Rad
Romania, CNSP, Chisinau, 22-24.03.2010

21. Diagnosticul de laborator al gripei. Diagnostic molecular prin RT-
PCR al gripei A/HIN1/2009, Institutul National de Cercetare-
Dezvoltare pentru Microbiologie si Imunologie ,,Cantacuzino”,
Bucuresti, Romania, 14-18.12.2009 (certificat nr. 9 din
17.12.2009)

22. Medicina de laborator, Specializare de competenta in activitate,
USMF | N. Testemitanu”, Chisinau, Republica Moldova,
01.09.2008 — 31.12.2008

23. Seminar ,,Perspectives and Opportunities for Youth in
Informational Technologies in Moldova”, National Commission
of the Republic of Moldova for UNESCO, Moldovan Research
and Development Association, March 20, 2007 (Certificate nr.
000178)

24. Seminar ,,Standardizarea in medicina de laborator. Aspecte
organizatorice si metrologice”, Asociatia Medicilor de laborator,
Chisinau, Republica Moldova, 14.09.2006

25. Seminar ,,Teoria si practica imunomodulatorilor contemporani”,
USMF ,N. Testemitanu”, Chisinau, Republica Moldova, 03-
07.10.2005

Microbiologie, Virusologie, Sanatate publica

Specialist in Microbiologie, Categoria |

Cercetitor stiintific, Laboratorul Epidemiologia infectiilor respiratorii
virale, Centrul Controlul Bolilor virale, Centrul National de Sanatate
Publica, Chisindu, Republica Moldova

Membra a Societatii Epidemiologilor, Microbiologilor si
Parazitologilor, Republica Moldova

Cercetator stiintific stagiar, Laboratorul Epidemiologia infectiilor
respiratorii virale, Centrul Controlul Bolilor virale, Centrul National de
Séanatate Publica, Chisindu, Republica Moldova

Doctoranda, Institutul de Fiziologie si Sanocreatologie al ASM,
Chisindu, Republica Moldova

Cercetator stiintific, Laboratorul Neurosanocreatologie, Institutul de
Fiziologie si Sanocreatologie al ASM, Chisinau, Republica Moldova

Cercetator stiintific stagiar, Laboratorul Imunogenetica si
Imunofenotipare, Institutul Oncologic, Chisinau, Republica Moldova

Laborant cu studii superioare, i1, MUNOTEHNOMED” SRL, Chisindu,
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2003

1993-2003

Participari la
foruri stiintifice
internationale

Republica Moldova

Laborant cu studii superioare, Laboratorul Bacteriologic, Institutul
Oncologic, Chisinau, Republica Moldova

Asistentd medicala, Blocul Operator ginecologic si obstetrical,
Spitalul Clinic Municipal Nr. 1, Chisindu, Republica Moldova

1. Conferinta Stiintifico-Practicd cu Participare Internationala ,,CMP
Chisinau trecut, prezent si viitor”, Chisinau, 23 octombrie 2009

2. A doua Conferinta Nationald de Microbiologie si Epidemiologie,
Sinaia, Romania, 14-16 octombrie 2010

3. Congresul National de Microbiologie si Conferinta Nationald de
Epidemiologie, Iasi, Romania, 10-12 noiembrie 2011

4. International Conference on Emerging Infectious Diseases,
Atlanta, Georgia, USA, March 11-14, 2012

5. Conferinta a VII-a a medicilor-infectionisti din Republica
Moldova, Chisindu, 2012

6. 3rd International Influenza Meeting, Muenster, Germany,
September 2" — 4™ 2012

7. HaykoBo-npaktuuna koHgepenuis «CYUYACHHUM CTAH TA
[TPOBJIEMU IHCDEKLIIFIHO'I' 3AXBOPIOBAHOCTI B
YKPAIHI», Knis, Ykpaina, 10 sxoBtHs 2012

8. European Scientific Conference on Applied Infectious Disease
Epidemiology (ESCAIDE), Edinburgh, UK, 24-26 October 2012

9. The second isirv-Antiviral Group Conference in conjunction with
NIHE. Severe Influenza: Burden, Pathogenesis and Management,
Hanoi, Viet Nam, 29th — 31st October 2012

10. 23" Annual Meeting of the Society for Virology, Kiel, Germany,
6-9 March 2013

11. Options for the Control of Influenza, Cape Town, South Africa,
5-10 September 2013

12. 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

13. Hayuno-IIpaktrueckas Koudepenuus ¢ MexayHapoIHBIM
Vyactue™m, IlocBsamennas  90-netmro  Mucturyra  HUU
Onuaemuonoruu, Bupyconornu u Meaunuuckoit [lapazuronorun
uM. A.b. Anekcansina, Epesan, 2013

14. Congresul specialistilor din domeniul Sanatatii Publice si
Management Sanitar din Republica Moldova, Chisindu 25-26
octombrie 2013

15. A Xll-a Editie a Salonului International al Cercetarii, Inovarii si
Inventicii ,,PRO INVENT 2014”, Cluj-Napoca, Romania, 19-21
martie 2014

16. Third ISIRV-AVG Conference Influenza and other Respiratory
Virus Infections: Advances in Clinical Management 4th- 6th June
2014, Tokyo, Japan

17. The XVII-th International Exhibition of Research, Innovation
and Technological Transfer ,,INVENTICA 2014”, lasi, Romania,
2-4 July 2014

18. 4th International Influenza Meeting, Muenster, Germany,
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Lucrari
stiintifice
publicate

Participari in
proiecte
stiintifice
nationale si
internationale

Premii
si mentiuni

Date
de contact
Adresa

Telefon
E-mail

September 21-23, 2014

19. Conferinta cu participare internationald Centrul de Sanatate
Publica din municipiul Chisindu — 70 de ani la Straja Sanatatii,
Chisinau, Republica Moldova, 22 octombrie 2014

20. A Vll-a Conferinta Nationald de Microbiologie si Epidemiologie,
Bucuresti, Romania, 12-14 Noiembrie 2014.

Au fost publicate 32 lucrari stiintifice (din ele 4 fara coautori). La

tema tezei rezultatele cercetarilor sunt reflectate in 27 de publicatii

(din ele 2 fara coautori), 2 articole in reviste internationale (cotate 1SI

IF = 4.659 si SCOPUS), 6 articole in reviste stiintifice recenzate, 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.

1. 2009-2010 - Proiectul institutional 09.817.09.009A ,,Studierea si
evaluarea particularitatilor epidemiologice si eficacitatea masurilor
de combatere a gripei si infectiilor respiratorii virale acute”.

2.2010-2013 — Proiectul international CDC-RFA-1P09-902
,,Enhancing Pandemic Preparedness and Response Capacity in the
Republic of Moldova”.

3.2011-2014 — Proiectul institutional 09.817.09.29A ,, Evidentierea si
evaluarea particularitatilor epidemiologice ale gripei sezoniere,
pandemice si IRVA cu perfectarea sistemului de supraveghere .

4.2014 — curent Continuarea proiectului international CDC-RFA-
IP09-902 ,,Enhancing Pandemic Preparedness and Response
Capacity in the Republic of Moldova”.

5.2015 — curent - Proiectul institutional 14.04.050A ,,Studierea
particularitatilor clinico-epidemiologice ale infectiilor respiratorii
virale acute cu optimizarea masurilor de control si raspuns”.

1. Diloma de excelentd si Medalia de Aur cu mentiune speciala,
Salonul International de inventica ,,PRO INVENT”, Editia a XIII-
a, Cluj-Napoca, 2015

2. Cupa Marele Premiu al Institutului National de Inventica, lasi,
Salonul International ,,PRO INVENT 2014”, Cluj-Napoca, 2014

3. Medalia de Aur ,,The Hamangia Thinker”, Salonul international
»INVENTICA 2014”, Iasi, 2014

4. Premiul pentru ,,Cea mai reusitd activitate in domeniul sanatatii
publice”, Gala Premiilor in Sandtate, Editia a Ill-a, Chisinau,
2014

MD 2009, str. Cosmescu 3, Chisindu, Republica Moldova, Centrul
Controlul Bolilor Virale al CNSP, Laboratorul Epidemiologia
infectiilor respiratorii virale.

(+373 022) 72-81-16, 069960916

influenza@cnsp.md, creatacrea@yahoo.com
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