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Abstract

Background: The influenza infection continues to be the main cause of serious infections of the upper respiratory tract, having a negative impact on
the public health, health system as well as on the national economy, provoking considerable efforts of control and responsibility.

Material and methods: The samples of biological material (naso-pharyngeal exudates, tracheal-bronchial lavage and cadaveric material in the cases of
death) have been collected from the patients with a clinical diagnosis of alleged flu, acute respiratory infection and heavy acute viral respiratory infection
(pneumonia, bronchopneumonia and acute broncholitis), through the influenza surveillance system and the routine were used. The material collected
during a pandemic and post-pandemic periods has been subjected to the laboratory research using molecular biology techniques. We have used the
method of isolation of influenza viruses in the cell cultures MDCK and MDCK-SIAT and, accordingly, there have been a hemaglutin-braking reaction of
stems isolated from influenza viruses with the corresponding serums and antigens in accordance with the requirements and recommendations of WHO.

Results: The results of antigenic and phylogenetic analysis of influenza viruses circulating in the Republic of Moldova in pre-pandemic (2008-2009),
pandemic (2009-2010) and post-pandemic (2010-2011) periods are presented. The findings suggest that the displacement of the circulating seasonal
influenza virus A(HIN1) by the A(HIN1)pdm virus occurred in the post-pandemic period.

Conclusions: The substitution of D222G in the hemagglutinin gene of influenza virus A(HIN1)pdm, which has been identified by the phylogenetic
analysis in the patients with severe acute respiratory infections and/or in dead bodies of the people, who died in the pandemic period, may be the first
“virulence marker” of the A(HIN1)pdm virus.

Key words: influenza, viral strains, antigenic, phylogenetic analyses.




RESEARCH STUDIES

Curierul medical, April 2014, Vol. 57, No 2

Caracteristica antigenica si genotipica a virusurilor gripale identificate in perioadele
prepandemica si postpandemica in Republica Moldova

Introducere

Capacitatea unicd a virusurilor gripale la variabilitate pe
calea mutatiilor, recombinarilor si reasortarilor genelor, in-
sotita de modificarea proprietatilor biologice ale agentului
patogen reprezinta cauza raspandirii necontrolate a infectiei
gripale cu o vitezd extrema de transmisie globald. Evolutia
continua a virusurilor gripale conduce la reaparitia anuala a
epidemiilor de gripa si, periodic, a pandemiilor de gripa care
se inregistreaza la un interval de 10-40 de ani [1, 2].

Astfel, infectia gripald, cunoscuta incd de pe timpurile
lui Hipocrate, si in prezent continua sa fie cauza majora a
infectiilor tractului respirator, avand un impact negativ asu-
pra sanatatii populatiei, sistemului de sanétate, cat si asupra
economiei nationale, impunand eforturi considerabile de
control si raspuns.

Actualitatea problemei. Epidemiile de gripa se declan-
seaza in fiecare an si se inregistreazd pretutindeni pe glob ca
urmare a variabilitatii continue ale virusurilor gripale, atét
de tip A, cat si de tip B. Acumularea mutatiilor cauzeaza
drift-ul antigenic si aparitia variantelor noi de virus, fapt care
asigura eterogenitatea populatiei virale si sta la baza formarii
diverselor linii genetice. Aparitia in 2009 a virusului gripal
de tip nou A(HIN1)pdm confirmd potentialul variabilitatii
evolutive a virusurilor gripale [2].

Variatia antigenica si circulatia virusurilor gripale intre
specii constituie cauza izbucnirilor epidemice, imbolnavirile
fiind favorizate de raspunsul imun neadecvat, chiar in acele
segmente de populatie care au fost expuse anterior infectiei
gripale. Variatia antigenica este particularitatea fundamenta-
14 a virusurilor gripale A si B, care are loc la nivelul antigene-
lor de suprafatd, hemaglutinina (HA) si neuraminidaza (NA),
reprezentdnd astfel un mecanism evolutiv de adaptare a vi-
rusurilor pentru asigurarea supravietuirii lor ca specie [1, 3].

Monitorizarea variatiei antigenice (caracteristica anti-
genicd si genetica) prezinta o importanta deosebitd pentru
formularea vaccinala, dar si pentru o intelegere mai buni a
patternului de transmisie i a evolutiei virusurilor gripale.

Scopul studiului. Evaluarea caracteristicilor antigenice
si genotipice ale tulpinilor de virusuri gripale izolate si iden-
tificate in perioadele prepandemica (2008-2009), pandemi-
cd (2009-2010) si postpandemica (2010-2011), in Republica
Moldova.

Material si metode

Probele cu material biologic (exsudate nazofaringiene,
lavaje traheo-bronhice §i material cadaveric in cazuri de
deces) au fost colectate de la pacientii cu diagnosticul clinic
prezumtiv de gripd, infectie respiratorie virala acuta si infec-
tie respiratorie acutd severa (pneumonie, bronhopneumo-
nie si bronsiolite acute), atat in cadrul sistemului santineld
de supraveghere la gripd, cét si a celui de rutina, conform
Ordinului MS nr.824 din 31.10.2011 si transportate cu asigu-
rarea lantului frig (4-8°C) spre laboratorul Epidemiologia in-

fectiilor respiratorii virale al Centrului National de Sénatate
Publica.

In perioada prepandemicd, depistarea antigenilor viru-
surilor gripale s-a efectuat prin metoda imunofluorescenta
(MIF) cu utilizarea imunoglobulinelor fluorescente specifi-
ce, produse de Institutul de Cercetari Stiintifice in domeniul
Gripei al Academiei de Stiinte Medicale din Federasia Rusa
(Sankt-Petersburg). Montarea reactiilor si interpretarea
rezultatelor s-au efectuat in conformitate cu instructiunile
producétorului [4].

Materialul recoltat in perioadele pandemica si postpan-
demica a fost supus investigatiilor de laborator prin tehnici
de biologie moleculara. Extragerea ARN virusurilor gripa-
le s-a efectuat cu kiturile Viral Gene-spin™ Viral DNA/RNA
Extraction Kit (INtRON Biotechnology, Inc., Korea) si Pu6o-
cop6 (Amplisens, Federatia Rusa). Primer-ii pentru identi-
ficarea tipurilor si subtipurilor virusurilor gripale (Influenza
A, Influenza Apdm, Influenza A/HIpdm, Influenza A/HI,
Influenza A/H3, Influenza A/H5a, Influenza A/H5D,
Influenza B si RNaseP) si enzima Ambion Ag Path One Step
au fost elaborate si oferite de CDC (Center for Diseases
Control, Atlanta, SUA) si recomandate de OMS (Organizatia
Mondiald a Sanatétii) pentru laboratoarele de referintd din
lume [5]. Amplificarea s-a efectuat cu utilizarea echipamen-
tului Rotorgene 6000 Corbett (QIAGEN, Germania) si CFX
96 Real Time System (Bio-Rad, SUA).

Pentru decelarea tulpinilor de virus gripal din materialul
patogen, s-a folosit metoda de izolare a virusurilor gripale
in culturile celulare MDCK si MDCK-SIAT si, respectiv, s-a
efectuat reactia de hemaglutino-inhibare (RHAI) a tulpini-
lor izolate de virusuri gripale cu seruri si antigene de refe-
rintd in conformitate cu cerintele si recomandarile OMS [6].

Analiza antigenica (RHAI), analiza genotipica (tehnici
moleculare de secventiere) si determinarea sensibilitétii
la antivirale (reactia de inhibare a neuraminidazei) ale vi-
rusurilor gripale izolate s-au efectuat in Institutul National
de Cercetare — Dezvoltare in Microbiologie si Imunologie
“Cantacuzino’, Bucuresti si in Institutul de Cercetari in
Medicind din Londra, Laboratorul de Referintd al OMS,
conform metodei descrise [6].

Rezultate si discutii

Monitorizarea permanentd a virusurilor gripale circulan-
te prin efectuarea cercetirilor, care includ detectarea ARN
viral, izolarea si identificarea tulpinilor de virus gripal, deter-
minarea proprietatilor antigenice si molecular-genetice este
necesard pentru efectuarea analizei variabilititii evolutive a
virusurilor gripale cu scop de a elabora mijloace eficiente de
diagnostic si profilaxie a infectiilor gripale.

Prin investigatii de laborator s-a stabilit ci gripa, in peri-
oada prepandemicd (2008-2009), a fost etiologic cauzata de
virusul gripal A(H3N2). Din totalul de 377 de probe investi-
gate prin metoda imunofluorescentd directd, doar in 7 probe
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(1,9%) a fost detectat antigenul virusului gripal A(H3N2),
iar antigenii virusurilor gripale A(HIN1) si B nu au fost de-
tectati (tab. 1).

Totodatd, in perioada nominalizatd, in culturi celulare
MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) au fost izolate 9 tul-
pini de virusuri gripale, din care a fost subtipatd 1 tulpind
- A(H3N2). Aceste 9 tulpini de virusuri gripale, impreuna
cu 3 probe pozitive la antigenii virusurilor gripale au fost ex-
pediate in adresa Institutului de Cercetari in Medicina din
Londra pentru reconfirmarea, izolarea, identificarea si carac-
terizarea tulpinilor de virusuri gripale unde, in culturile ce-
lulare linia MDCK au fost recuperate 3 tulpini de virus gripal
A/H3, insd cu un titru slab la antiserurile de referinta. Acest
fapt a fost similar tulpinilor virale de referinta cu replicare pe
MDCK cum ar fi: A/Trieste/25¢/07 si A/Johannesburg/15/08
(tab. 2). Asa rezultate au fost similare pentru alte numeroase
tulpini de virus gripal A/H3 din perioada dati [7].

Tulpinile de virus gripal tip B, izolate din 4 probe aparti-

nand la linia B/Victoria au fost antigenic similare cu tulpina
virald B/Brisbane/60/08 si, practic, similare cu majoritatea
tulpinilor de virusuri gripale de tip B, izolate in perioada
prepandemica in diferite pérti ale lumii (tab. 3).

In baza rezultatelor obtinute, atét prin detectia antigeni-
lor virusurilor gripale, cit si prin izolarea, identificarea si ca-
racterizarea antigenicd a tulpinilor de virusuri gripale circu-
lante in Republica Moldova, se poate mentiona ci gripa, in
perioada prepandemici, a fost etiologic cauzatd de virusurile
gripale A(H3N2) si B, cu predominarea virusului A(H3N2),
tulpinile virale fiind similare cu tulpinile circulante in lume
[7].

Detectarea in sezoanele epidemice a variantelor, precum
si a subtipurilor noi de virusuri gripale, cu modificari per-
manente a structurii genetice, demonstreazi cd virusurile
gripale au capacitatea de a evolua pe calea reasortérii seg-
mentelor genomice ale diverselor tulpini. La 11 iunie 2009,
OMS a declarat inceputul primei pandemii moderate de

Tabelul 1
Rezultatele detectiei antigenilor de virusuri gripale in probele biologice in perioada prepandemica (2008-2009)
Ponderea antigenilor de virusuri gripale detectati prin metoda
N Probe exami- Total probe pozitive - imunofluorescenta directa
nate (H1N1) A(H3N2) B
abs % abs % abs % abs %
08-2009 377 7 1,9 0 0 7 1,9 0 0

Tabelul 2

Analiza antigenica a virusurilor gripale A(H3N2) identificate in perioada prepandemica (2008-2009)

Titrul de inhibare a hemaglutinarii’
Seruri de referinta (seruri de dihore)
Istoricul A/Wis | A/Trieste | A/Wis A/Bris A/Uru A/Fin | A/JHB | A/Eng | A/Bris
Virusuri Data pasajelor | 67/05 | 25¢/07 | 3/07 | 10/07 | 716/07 | 9/08 | 15/08 |394/08 | 24/08
F18/08 | F5/07 | F15/07 | F29/08 | F26/08 | F12/08 | F22/08 | F32/08 | F3/09
Virusuri de referinta
gﬁ’/\g;c/;gés 8/3172005 | o i3e3n3 | 2560 | 2560 640 1280 5120 1280 | 1280 | 160 | 2560
A/Trieste/25¢/2007 Jan-07 | MDCKx\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 | spfck1,E3\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
2{1 Jr‘:/‘?;‘/”zzs(; . 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/Brisbane/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
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Tabelul 3

Analiza antigenica a virusurilor gripale tip B (linia Victoria) identificate in perioada prepandemica (2008-2009)

Titrul de inhibare a hemaglutinarii'
Seruri de referinta (seruri de dihore)
Istoricul B/Shan?| B/Shan B/Bris B/HK B/Mal B/Vic B/Eng | B/Bris | B/Bris
Virusuri Data . 7/97 7/97 32/02 45/05 2506/04 | 304/06 | 393/08 | 33/08 | 60/08

pasajelor F12/02 | F2/03 | F15/05 | F28/05 | F16/06 | F31/08 | F1/09 | F2/09
Virusuri de referinta
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/Malaysia/2506/2004 | 12/6/2004 E3\3 320 160 160 80 160 80 40 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 E4\1 160 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

gripd in sec. XXI, care a fost provocatd de noul virus gripal
A(HIN1)pdm. Analiza geneticd a acestui virus pandemic
a dezviluit o noua combinatie a genelor virusurilor gripale
umane, porcine si aviare, primind denumirea de "quadruplu
reasortant”. 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 proprietdti biologice noi, exprimate in caracteris-
ticile de detectie, izolare si identificare ale acestui virus.

Astfel, in perioada pandemicé (2009-2010), prin tehnici
de biologie moleculard (RT-PCR) in timp real - metoda de
baza, recomandatd de OMS, pentru detectarea ARN viru-
sului gripal de tip nou A(HIN1) - tulpina, numita ulteri-
or pandemicid - A(HIN1)pdm - au fost investigate 6926 de
probe, din care in 2660 (38,41%) a fost detectat ARN virusu-
lui gripal A(HIN1)pdm si doar in 1 proba s-a detectat ARN
virusului gripal tip B (0,01%) (tab. 4).

In conformitate cu conventia de colaborare cu Centrul
Regional de Referintd pentru Gripa al OMS din Londra -
parte componentd a Sistemului European de Supraveghere
epidemiologica si virusologicd a gripei un numdr statistic

reprezentativ de probe pozitive la prezenta ARN virusuri-
lor gripale se expediazd pentru reconfirmare. In perioada
pandemicé (2009-2010), in adresa Institutului de Cercetéri
in Medicind din Londra, Laboratorul de Referinta al OMS,
au fost expediate 221 de probe pozitive reprezentative atat
pentru reconfirmare, izolarea tulpinilor de virusuri gripale,
caracterizarea antigenicd, studierea lor privind originea tul-
pinilor de virusuri gripale identificate in Republica Moldova
prin tehnici de secventiere, cét si pentru determinarea sen-
sibilitatii lor la preparatele antivirale. Din ele a fost posibil
de a izola si identifica 33 de tulpini de virus gripal A(HIN1)
pdm.

Analiza antigenicd a demonstrat cd 31 de tulpini de vi-
rusuri gripale au prezentat o reactivitate inaltd cu panelurile
de seruri standard utilizate (A/NJ?8/76 R15/79; A/N]J 8/76
F34/82; A/Cal 4/09 C4/F14/09; A/Cal7/09 C4/31/09; A/
Eng 195/09 NIBSC F18/09; A/Auck 3/09 C4/17/09 si A/Cal
4/09 C4/F14/09; A/Cal 7/09 C4/31/09; A/Eng 195/09 NIBSC
F17/09; A/Auck 3/09 C4/17/09; A/Bayern 69/09 C4/33/09;
A/Lviv N6/2009 C4/34/09), pe cand 2 tulpini de virus gripal

Tabelul 4

Rezultatele detectiei ARN virusurilor gripale in perioada pandemica (2009-2010)

Ponderea subtipurilor de virus gripal identificate prin RT-PCR in timp real

Total probe pozitive

erioada Probe examinate A(HIN1)pdm A(H3N2) B
abs % abs % abs % abs %
2009-2010 6926 2661 38,42 660 38,41 0 0 1 0,01

3
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au manifestat o reactivitate redusd, dar similara cu reactivi-
tatea virusului de referintd A/Lviv/N6/2009, insd, mai mare
decat a virusului de referinta A/Bayern/69/09 cu reactivitate
joasd (tab. 5, 6). Reactivitatea alteratd a acestor doud viru-
suri pare a fi asociatd cu schimbarile la reziduurile 154-156
de HA. Ambele virusuri au cite o modificare in pozitia 155,
iar virusul A/Lviv/N6/2009 prezinta o schimbare aditionala
la nivelul 222 D spre G.

Toate tulpinile de virusuri gripale izolate (identificate in
Republica Moldova) au fost studiate in ceea ce priveste rezis-
tenta la inhibitorii neuraminidazei (sialidazei) — oseltamivir
si zanamivir. Analiza fenotipicd a demonstrat cé toate viru-

surile identificate in Republica Moldova au fost sensibile la
ambele remedii antivirale (oseltamivir, zanamivir).

Analiza genotipicd a fost efectuatd la doud loturi prin
metoda de secventiere a genelor HA si NA virusurilor gri-
pale A(HIN1)pdm. In primul lot, s-a efectuat secventierea
genelor de HA a 24 izolate de virus gripal si secventierea ge-
nelor de NA a 17 izolate de virusuri gripale A(HIN1)pdm
identificate la inceputul pandemiei. Din comparatia filo-
genetica a genelor de HA s-a observat ca unele tulpini au
avut substitutia aminoacidului din pozitia D222E. Aceasta
pozitie s-a dovedit a fi similard cu pozitia glicinei in unele
virusuri identificate in cazuri soldate cu deces, insa nu s-a

Tabelul 5
Analiza antigenicd a tulpinilor de virusuri gripale A(HIN1)pdm identificate la inceputul
pandemiei in anul 2009 in Republica Moldova
Titrul de inhibare a hemaglutinarii’
Seruri de referinta (seruri de dihore)
<toricul A/NJ A/NJ A/Cal A/Cal 1A9/ :/':)99 A/Auck
Virusuri Data . 8/76 8/76 4/09 7/09 3/09
pasajelor | - p1s/79 F3a/82 | calF14/09 | caiz1/oo | N'BSC | cam7/00
F18/09
Virusuri de referinta
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 E5 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 MDCK2 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 MDCK2 2560 160 1280 2560 2560 5120
A/Moldova/G-168/2009 10/30/2009 MDCK2 2560 160 1280 1280 2560 2560
A/Moldova/G-170/2009 10/31/2009 MDCK2 5120 320 1280 1280 2560 2560
A/Moldova/G-174/2009 10/30/2009 MDCK2 2560 320 1280 2560 2560 5120
A/Moldova/G-176/2009 10/31/2009 MDCK2 2560 160 1280 1280 1280 2560
A/Moldova/G-181/2009 10/31/2009 MDCK2 2560 160 1280 2560 2560 5120
A/Moldova/G-182/2009 10/31/2009 MDCK2 1280 80 640 1280 1280 1280
A/Moldova/G-185/2009 11/1/2009 MDCK2 2560 160 1280 2560 1280 2560
A/Moldova/G-186/2009 11/1/2009 MDCK2 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 MDCK2 1280 < 640 1280 320 640
1.<=<10; 2.Ser hiperimun de iepure
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Tabelul 6
Analiza antigenica a tulpinilor de virusuri gripale A(HIN1)pdm identificate pe parcursul
si la finele pandemiei (2009-2010)
Titrul de inhibare a hemaglutinarii’
Seruri de referinta (seruri de dihore)
Istoricul A/Cal A/Cal A/Eng A/Auck | A/Bayern A/Lviv
Virusuri Data . 4/09 7/09 195/09 3/09 69/09 N6/2009
pasajelor | /r14/09 | C4/31/09 | NIBSCF18/09 | C4/17/09 | Ca/33/09 | c4/34/09
Virusuri de referinta
A/California/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 MDCKA4/SIAT1 80 160 80 80 320 320
A/Lviv/N6/2009 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

gasit niciun argument intru sustinerea ideii, ca aceasta este
asociatd cu virulenta sporita a virusului A(HIN1)pdm, desi
este foarte aproape de substitutia D222G. Substitutia data
pare a avea un efect neinsemnat asupra antigenicitatii, fapt
care poate fi observat in interpretarea rezultatelor analizei
antigenice.

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 aran-
jat in grup, pe cand altele au fost dispersate, fapt care poa-
te indica la semnificatia epidemiologicd a acestor virusuri.
Similar lotului anterior, au fost observate virusuri ce prezen-
tau schimbidri la nivelul aminoacidului 222 in HA. Doui
virusuri au prezentat o substitutie clard la nivelul D222G
(virusurile 3163/2009 si 3245/2009), iar altele doud conti-
neau mixul sau D sau G (virusurile 351/2010 si 5053/2009).
Interesant este faptul, cd aceste probe au fost colectate de la
cazurile de deces. Cu toate acestea, nu toate probele colecta-
te 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 sec-
ventiere. 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.

Semnificatia substitutiei D222G a fost si este discutata
de cétre cercetétori [8, 9, 10, 11, 12, 13]. Astfel, substitu-
tia D222G in gena HA poate fi primul "marker al virulentei”
identificat la virusul A(HIN1)pdm care, insa, a fost detec-
tat in unele tari, in special, in numeroase cazuri cu evolu-
tie severd si fatale. Aceastd substitutie s-a dovedit a fi ca-
uza extinderii specificitatii receptorice spre acidul a2-3 si-
alic (similar celui aviar) expresate de celulele epiteliale ale
tractului respirator inferior [11, 12]. Si anume, atasamentul
abundent al D222G al virusului A(HIN1)pdm de macrofagii
localizati in alveolele pulmonare poate implica mecanisme
de sporire a patogenicitétii 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 dupé afectarea alveole-
lor, dereglarea transportului ionic si producerea anormald
de substante tensioactive [12]. Totodatd, este necesar de
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mentionat, ca substitutia D222G nu afecteaza proprietatile
antigenice ale virusului A(HIN1)pdm, fapt care a fost sta-
bilit prin reactii de hemaglutinoinhibare (RHAI) cu seruri
de referinta atat de dihore, cat si de iepure [8, 9, 10, 11]. De
asemenea, in analizele antigenica si de secventiere s-a de-
monstrat faptul, cd virusurile gripale A(HIN1)pdm care
poseda substitutia D222G sunt antigenic similare cu virusul
A/California/7/2009 (HIN1) - virus recomandat de OMS
pentru formula vaccinului gripal. Aceste date sugereazid cd
vaccinurile antigripale actuale pot asigura protectie atit con-
tra virusurilor gripale care contin substitutia D222G, cat si
contra celor ce nu o contin, fapt prin care vaccinarea ar pu-
tea limita impactul virusurilor cu substitutia D222G in viitor
(11, 12].

Comparatia filogeneticd a genelor de NA a virusurilor
gripale analizate nu a prezentat substitutia la nivelul H275Y,
asociata cu rezistenta virusurilor la preparatul antiviral osel-
tamivir, fapt ce poate fi considerat benefic in aspectul sensibi-
litatii tulpinilor de virusuri gripale identificate in Republica
Moldova ca fiind sensibile la remediul antiviral nominalizat.
Totodatd, izolate de virus gripal A(HIN1)pdm au prezentat
o substitutie la nivelul aminoacidului 386 (N s-a schimbat cu
K) si aceastd substitutie putea urma cu pierderea site-ului de
glicozilare in tetramerul de NA, aparte de locusul enzimatic
activ. Insi, semnificatia acesteia nu este inci cunoscuti.

In perioada postpandemici (2010-2011), prin metoda
RT-PCR in timp real au fost investigate 1095 de probe, din
care in 611 probe (56,4%) a fost detectat ARN al virusurilor
gripale: A(HINI1)pdm - in 360 de probe, A(H3N2) - in 88
de probe, virusul gripal B - in 163 de probe, iar in 4 probe
s-a detectat ARN al virusurilor gripale B si A(HIN1)pdm.
Asadar, gripa in perioada postpandemica a fost cauzatd de
trei tipuri de virusuri gripale cu predominarea virusului gri-
pal A(HIN1)pdm cu o pondere de 33%, virusului gripal de
tip B — 15%, virusului gripal de tip A cu subtipul H3N2 - 8%,
iar cea mai micd pondere a fost stabilitd in cazul coinfectiei
cu virusurile gripale de tip A(HIN1)pdm si de tip B doar de
0,4% (tab. 7). O situatie similara in perioada postpandemica
s-a atestat in majoritatea tarilor din Europa.

In culturi celulare MDCK au fost investigate 127 din 611
probe pozitive la diferite tipuri/subtipuri ale virusurilor gri-
pale prin metoda molecular-biologica RT-PCR. Din ele au
fost izolate 5 tulpini de virusuri gripale, care in RHAI au fost
identificate ca virusuri gripale A(HIN1) (1 tulpind) si B (4
tulpini).

In adresa Laboratorului de Referintd pentru Gripa a
OMS din Londra, in perioada postpandemica, au fost ex-
pediate 93 de specimene clinice pozitive la prezenta ARN
virusurilor gripale din care au fost izolate 9 tulpini de virus
gripal A(HIN1)pdm, 15 tulpini de virus gripal A(H3N2) si
2 tulpini de virus gripal tip B.

Rezultatele obtinute demonstreaza ci tulpinile izolate
de virus gripal A(HIN1)pdm din Republica Moldova total-
mente reactioneaza cu serurile standard (A/Cal 7/09 F05/10,
A/Eng 195/09 F06/10, A/Auck 3/09 F17/09, A/Bayern 69/09
C4/33/09, A/Lviv N6/2009 C4/34/09, A/HK 2212/2010
F21/10 Egg, A/Cchurch 16/2010 F30/10), ceea ce reprezinta
o caracteristicd fenotipica comparabild cu tulpinile din alte
tari izolate, identificate si caracterizate din perioada nomi-
nalizata, desi tulpina viralda A/Moldova/448/2011 a prezentat
o activitate usor redusd in RHAI (tab. 8).

Secventierea genelor HA si NA, efectuatd pentru viru-
surile gripale A(HIN1)pdm izolate, a atestat doud virusuri
care s-au aranjat diferit in cluster-ele din analiza filogenetica
a fiecdrei gene. Pentru gena HA un virus s-a gasit in subgru-
purile genetice definite de substitutia aminoacizilor S185T
si D97N, pe cind al doilea virus - in subgrupul definit de
aminoacizii A134T si S183P. Recent, au fost recunoscute
cinci clase genetice emergente (nou formate) ale genei HA
de virusuri HIN1: 1) grupul Emisferei Sudice (SH) (modi-
ficdrile-cheie N125D, altele cu V250A etc.); 2) grupul Hong
Kong (modificarile-cheie S128P, V199A, 1295V etc. - K163T
si P271S), 3) un grup definit de aminoacizii A134T, S183P
- observat in cel putin sase téri, 4) un grup definit de amino-
acizii R205K, 1216V, V249L - observat in cel putin trei tari;
5) S185T - grupul cu cea mai mare expansiune si rispandire
geograficd, multe cu substitutia D97N [14]. In fiecare grup
genetic, virusurile sunt considerate antigenic similare.

Analiza antigenicd a virusurilor gripale A(H3N2) (15 tul-
pini) reprezinta un pattern similar de reactivitate. Important
este faptul, ca aceste virusuri au fost reactive cu serurile spe-
cifice standard fata de tulpinile virale A/Wisconsin/15/2009,
A/Alabama/5/2010 si A/Perth/10/2010, insd, au avut o re-
activitate redusd cu serul specific fatd de virusul vaccinal
A/Perth/16/2009, aceste variatii fiind neesentiale (tab. 9).
Analiza secventelor nucleotidice a genelor HA si NA ale vi-
rusurilor gripale A(H3N2) a demonstrat similaritatea viru-
surilor, precum si apartenenta genei HA la subgrupul cladei
genetice A/Victoria/208/2009. Acest subgrup este definit de
aminoacizii cu substitutiile D53N, Y94H, 1230V si E280A.

Tabelul 7
Rezultatele detectiei ARN virusurilor gripale in probele biologice in perioada postpandemica (2010-2011)
Total probe Ponderea subtipurilor de virus gripal identificate prin RT-PCR in timp real
Perioada Probe examinate pozitive A(HIN1)v A(H3N2) B A(HIN1)v+B
abs % abs % abs % abs % abs %
2010-2011 1095 611 56,4 360 33 88 8 163 15 4 04
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Tabelul 8
Analiza antigenica a virusurilor gripale A(H1N1)pdm identificate in perioada postpandemica
Titrul de inhibare a hemaglutinarii’
Seruri de referint (seruri de dihore)
Istoricul A/Cal _:‘9/:7099 A/Auck | A/Bayern A/Lviv A/HK A/C'church
Virusuri Data . 7/09 3/09 69/09 N6/2009 | 2212/2010 | 16/2010
pasajelor | 31/00 F'\:':/icg C4/17/09 | C4/33/09 | C4/34/09 | F21/10Egg | F30/10
Virusuri de referinta
A/California/7/2009 4/9/2009 E2/E4 5120 2560 5120 1280 2560 2560 2560
A/England/195/2009 4/28/2009 ,\l\/;ll[))(g:(;/ 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 '\l\/;IDDCCTj/ 320 160 80 640 320 160 160
A/Lviv/N6/2009 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 MDCK2 1280 1280 1280 320 1280 1280 640
A/Moldova/448/2011 2/7/2011 MDCK2 640 1280 320 640 1280 1280 640
A/Moldova/74/2011 1/19/2011 MDCK2 1280 2560 2560 1280 1280 2560 1280
A/Moldova/114/2011 1/24/2011 MDCK2 1280 1280 1280 640 1280 1280 640
1.<=40

Tulpinile de referintd A/Alabama/5/2010 si A/Perth/10/2010
s-au incadrat in acest subgrup. De mentionat, ca niciun
subgrup genetic mentionat nu s-a deosebit antigenic semni-
ficativ de virusul vaccinal A/Perth/16/2009.

Tulpinile de virus gripal B (2 izolate) au prezentat ace-
lasi model general de reactivitate in analiza antigenica: fie-
care din ele a prezentat reactivitate redusd cu serul specific
fatd de tulpina vaccinald B/Brisbane/60/2008 cultivate pe
oudle embrionate. Cu toate acestea, tulpinile de virus gri-
pal B au demonstrat o reactivitate inalta cu serurile specifice
fatd de virusurile strins legate genetic de tulpina vaccinald
cultivatd in culturi celulare (tab. 10). Posibil aceste devieri
nesemnificative pot fi considerate drept urmare a unor di-
ferente de reproducere a virusului gripal B in culturi celula-
re si oud embrionate. Analiza de secventiere a izolatului B/
Moldova/284/2011 pentru genele HA si NA a demonstrat cd
virusul analizat se refera la clasa genetica B/Brisbane/60/2008
pentru ambele gene. Comparativ cu tulpina vaccinalda B/
Brisbane/60/2008, tulpina viraldi B/Moldova/284/2011 se
atribuie subgrupului genetic definit de substitutiile amino-
acizilor 1146V si L58P, fiind stabilit ca aceste substitutii nu
afecteaza antigenicitatea virusurilor.

Asadar, sezonul epidemic 2010-2011, perioada postpan-
demica s-a caracterizat prin circulatia virusurilor gripale

A(HIN1)pdm, A(H3N2) si B. In comparatie cu sezoanele
epidemice de pana la declansarea primei pandemii a sec. XXI,
in perioada postpandemica s-a observat circulatia prepon-
derenta a virusului gripal A(HIN1)pdm care, practic, total-
mente l-a substituit pe virusul gripal sezonier A(HIN1), care
s-a aflat in circulatie de aproape un secol sau si mai mult [13,
14]. Caracteristica genotipica a virusurilor gripale A(HIN1)
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 severd a bolii [15]. Cu toate acestea, este necesar de
mentionat ci toate tipurile de virusuri gripale, identificate
in Republica Moldova, au facut parte din cladele virusurilor
vaccinale, dupd cum urmeaza: virusul A(HIN1)pdm - cla-
da 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 - grupare caracteristicd majo-
ritétii virusurilor gripale circulante in tarile europene.
Monitorizarea continud a variabilitdtii mutationale prin
analiza genotipicd 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 corectd a remediilor antivirale cu scop de tratament.

(a7)

/ ]
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Tabelul 9
Analiza antigenica a virusurilor gripale A(H3N2) identificate in perioada postpandemica
Titrul de inhibare a hemaglutinarii’
Seruri de referinta (seruri de dihore)
. . Istoricul pasa- A/Wis | A/Bris | A/Perth | A/Wis A/Vic A/Vic A/Ala A/Perth
Virusuri Data jelor 67/05 10/07 16/09 15/09 208/09 210/09 5/10 10/10
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/E1 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
Tabelul 10
Analiza antigenica a virusurilor gripale de tip B identificate in perioada postpandemica
Titrul de inhibare a hemaglutinarii’
Seruri de referinta (seruri de dihore)
. ) Istoricul pasa- B/Bris? B/Mal B/England | B/Bris B/Paris B/HK |B/Odessa
Virusuri Data . 60/08 | 2506/04 393/08 60/08 1762/08 514/09 | 3886/10
Jelor sh524 | 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/Brisbane/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.<=<0; 2. Ser hiperimun de oi
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Analiza sensibilitatii fenotipice la antivirale (oseltamivir
si zanamivir) a virusurilor gripale A si B, izolate si identi-
ficate in Republica Moldova in perioadele nominalizate, cu
un nivel suficient de activitate a sialidazei a fost efectuat in
testul de inhibare a sialidazei. Tulpinile de virusuri gripale
A(HIN1)pdm, A(H3N2) si B au fost totalmente sensibile la
ambii inhibitori. In pofida faptului ca inhibitorii neuramini-
dazei au fost utilizati pe scara larga atat cu scop de profilaxie,
cat si de tratament pe parcursul perioadelor nominalizate,
rezistenta la oseltamivir a fost identificatd sporadic, iar vi-
rusurile rezistente nu aveau potential eficient de transmisie
in comunitate. Totusi, cercetdrile au demonstrat cd virusul
gripal A(HIN1)pdm, avind un potential inalt de transmi-
sie si o virulentd mai inaltd comparativ cu virusurile gripale
A(H3N2) si B a fost totalmente rezistent la antiviralele din
grupul adamantanelor, dar susceptibil la ambii inhibitori ai
neuraminidazei - zanamivir si oseltamivir [16].

Concluzii

1. Infectiile gripale in perioada prepandemica (2008-2009)
au fost etiologic cauzate de virusurile gripale A(H3N2) si B, cu
predominarea virusului A(H3N2), tulpinile virale identificate
in Republica Moldova fiind similare cu tulpinile circulante
in lume.

2. Perioada pandemicé (2009-2010) s-a caracterizat prin
circulatia preponderentd a virusului gripal A(HIN1)pdm,
caracteristica filogenetica a cdruia a pus in evidenta aparitia
substitutiei aminoacidului D222G in gena HA, detectatd in
special in cazuri cu evolutie severd a infectiei gripale, cét si
in cazuri soldate cu deces.

3. In perioada postpandemica (2010-2011), practic, s-a
demonstrat substituirea din circulatie a virusului gripal sezo-
nier A(HINT1) de catre virusul gripal A(HIN1)pdm - tulpina
dominantd in sezonul nominalizat.

4. Virusurile gripale izolate si identificate in Republica
Moldova fac parte din cladele virusurilor vaccinale: virusul
A(HINI1)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 - grupare ca-
racteristica majoritétii virusurilor gripale circulante in tarile
europene.

5. Cercetarea la susceptibilitatea inhibitorilor neuramini-
dazei a virusurilor gripale circulante in Republica Moldova
in perioadele nominalizate a demonstrat sensibilitatea lor
la remediile antivirale de ultima generatie — oseltamivir si
zanamivir.

6. Analizele antigenici si filogenetica reprezintd instru-
mente de o importanta 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.
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