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Abstract. This paper reviews the situation in the Republic of Moldova regarding avian
influenza infections in wild and domestic birds from January 2022 to September 2024. The study
reflects that during the 3 years, were examinated 38210 samples to establish predominantly
serotype combination H5N1 of the influnece virus. The basis of the undertaken study were the
results of laboratory tests of biological samples of pathological material, collected from domestic
birds from private households, kept in captivity or free and from birds from wildlife from various
geographical areas of the Republic of Moldova. The results of study demonstrates the interaction
between wild and domestic migratory birds, the spread of HPAI H5N1 leading to high mortalities
and economic losses in the private sector. The conducted research demonstrated a incidence of
spreading of avian flu on the territory of the Republic of Moldova, constituting in 2022 with 23
outbreaks of avian flu, 89 outbreaks in 2023, and in the first 9 months of the 2024 year were
identified 38 new outbreaks.

Keywords: avian flu, evolution H5N1, real time RT-PCR, highly pathogenic avian
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INTRODUCERE

Influenta aviara, cunoscutd si sub denumirea de gripa aviard, este o boald infectioasa
provocata de virusurile de tip A din familia Orthomyxoviridae [1]. Influenta aviard a fost
identificatd pentru prima data la sfarsitul secolului al XIX-lea. De-a lungul timpului, au fost
reportate focare sporadice, dar severe in randul pasarilor domestice. Virusurile de tip A au fost
identificate ca fiind responsabile pentru aceste focare, iar cercetarile ulterioare au aratat ca pasarile
acvatice, in special ratele si gastele, sunt gazdele naturale ale acestor virusuri. Influenta aviara este
o boala grava si foarte contagioasa care afecteaza pasarile de curte si din fauna salbatica. Boala
este provocata de diverse tipuri al virusului influentei, cu potential de a contamina in aceeasi
masurd mamiferele, in special porcinele si oamenii [2].
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Virusurile gripei aviara pot fi clasificate in doud categorii principale: virusuri de inalta
patogenitate (HPAI) si virusuri de patogenitate joasa (LPAI). Pana la moment s-a stabilit ca, doar
virusurile din subtipurile H5 si H7 produc infectii inalt patogene HPAI [3]. Virusurile influentei
A contin nucleoproteine si proteine matriciale inrudite antigenic, dar sunt clasificate in subtipuri
in functie de caracterele antigenice ale glicoproteinelor de suprafatd: hemaglutinind (HA) si
neuraminidaza (NA) [4]. Pand in prezent au fost identificate saisprezece subtipuri de HA (H1-
H16) si noua subtipuri de NA (N1-N9) [5,6]. Fiecare virus al influentei A contine un antigen HA
si un antigen NA, aparent combinate in toate modurile posibile [7].

Virusul H5N1 a fost identificat pentru prima data in 1997 in Hong Kong, de atunci a
continuat sa fie izolat in mod sporadic in diverse regiuni, inclusiv China si Asia de Sud-Est. Acest
virus a fost responsabil pentru evolutia unor focare severe in randul pasarilor domestice si
salbatice, avand un impact semnificativ asupra sanatatii pasarilor. Cazurile de infectare umane cu
H5N1 sau stabilit pentru prima data in Vietnam in 2003, marcand inceputul unei noi epidemii in
Asia de Sud-Est. Din acest moment au fost raportate cazuri sporadice in Europa, Africa si Orientul
Mijlociu, ce subliniaza pericolul si riscurile pe care le prezinta virusul pentru sanatatea umana [2,
8]. Virusul H5N1 a fost izolat in randul populatiei umane, la unele specii de pasari, inclusiv
domestice si la ratele salbatice, dar si la unii vectori naturali: céini, pisici, porci si mustelide [4].
Aceastd diversitate a gazdelor receptive complica eforturile de control si prevenire a raspandirii
virusului. Efectele virusului HSN1 nu se limiteaza doar la sanatatea pasarilor si a oamenilor, dar
are un impact economic semnificativ asupra industriei avicole la nivel global [5, 9]. Focarele de
gripd aviard au dus la restrictii comerciale, pierderi economice si la scaderea increderii
consumatorilor in produsele avicole.

Pentru eradicarea focarelor de H5N1, au fost implementate diverse politici de control,
inclusiv masuri de biosecuritate in intreprinderile avicole, care au inclus vaccinarea pasarilor si
monitorizarea sanatatii avicole. Masurile sanitar veterinare de supraveghere au fost intensificate
chiar si in tarile in care nu sau raportat cazuri de boala, pentru a preveni o posibila epidemie [8].

Republica Moldova ca si alte tari, s-a confruntat cu multiple cazuri de influenta aviara in
ultimii ani. In acest articol, vom trece in revista aparitia, evolutia si diagnosticul gripei aviare in
Republica Moldova pe parcursul ultimii 3 ani.

MATERIAL SI METODE

Studiul s-a efectuat in incinta Laboratorului Diagnostic Sanatate Animald din cadrul IP
Centrului National Sanatatea Animalelor, Plantelor si Siguranta Alimentelor (anterior IP CRDV)
in colaborare cu Laboratorul de Referinta UE (IZSVe), Legnaro, Italia si Laborator National de
Referintd (IDSA), Bucuresti, Romania, cu respectarea algoritmul de laborator si aplicarea unor
metode de diagnostic actuale.

La baza studiului intreprins au stat rezultatele incercarile de laborator al probelor biologice
de material patologic, recoltat de la pasarile domestice din gospodarii particulare, intretinute in
captivitate sau liber si de la pasari din fauna salbatica, din diverse zone geografice ale Republicii
Moldova.

Pentru stabilirea incidenta influentei aviare pe teritoriul Republicii Moldova, rezultatele
incercarilor de laborator sau prelucrat statistic in programul EXEL.

In incinta LDSA, sectia Virusologie si Biologie Moleculard, probele receptionate sau
analizat prin aplicare urmatoarelor metode de diagnostic:

- Determinarea anticorpilor anti-virus influenta aviara prin reactia de inhibare a
hemaglutinarii (RIHA), cu utilizarea reagentilor de referinta, elaborati de Istituto Zooprofilattico
Sperimentale delle Venezie (1ZSVe), Italia, care include urmatoarele componente:

Antigen inactivat, tulpind de referinta internationala: H5N8-A/turkey/Italy/7898/2014;
H5N1-A/mallard/Italy/3401/05; HS5N3-A/duck/Italy/775/04; H7N7-A/macaw/England/626/80;
H7N1-Alturkey/Italy/1067/99;Ser pozitiv de referintda international - H5N1, H5N8, H7N1,
H7N7;Ser negativ de referinta international.
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- Determinarea anticorpilor specifici virusului influentei aviare prin metoda ELISA, cu
utilizarea kitului de diagnostic ”ID Screen Influenza a Antibody Competicion Multispecies
(IdVet)”, Franta.

- Identificarea genomului virusului influentei aviare (proteina matrix) prin real time PCR,
utilizandu-se Kituri de diagnostic pentru etapa de izolare- ,RNeasy®Mini Kit” QIAGEN,
Germania si pentru etapa de amplificare- ,, VetMAX™- Gold AIV Detection Kit”, SUA si
Virotype® Influenza A RT-PCR Kit”, Germania.

- Identificarea subtipului de hemaglutinind H5/H7 si neuraminidaza N1 a virusului influentei
aviare prin Real Time PCR, cu folosirea unor kituri de diagnostic si reagenti, care au inclus: pentru
etapa de purificarea a ARN-ului total, a fost folosit kitul de diagnostic-,,RNeasy®Mini Kit”
QIAGEN si pentru purificarea ARN-ului si ADN-ului viral ,,IndiSpin® Pathogen Kit” QIAGEN®
GmbH for INDICAL BIOSCIENCE - pentru etapa de amplificare s-a utilizat kitul ”AgPath-1D One
step RT-PCR” si secventele de primeri si sonde pentru fiecare subtip analizat: secventele de primeri
si sonde pentru H5; Primer ,,H5 Forw ” ACA TAT GAC TAC CCA CAR TAT TCA G ; Primer
,H5 Rev ” AGA CCA GCT AYC ATG ATT GC; Sonda HSPRO 6FAM-TCW ACA GTG GCG
AGT TCC CTA GCA XT—PH; secventele de primeri si sonde pentru H7; Primer H7 F 5-GGC
CAG TAT TAG AAA CAA CAC CTATGA-3'; Primer H7 R5-GCC CCG AAG CTAAAC CAA
AGT AT-3";Primer H7 Probe 5-FAM-CCG CTG CTT AGT TTG ACT GGG TCAATC T - BHQ;
secventele de primeri si sonde pentru N1, Primer N1 Forw 5'-GTT TGAGTC TGT TGC TTG GTC
-3";Primer N1 Rev 5-TGATAGTGTCTGTTATTATGC C-3;SondaNl1 5 VIC-TTG TAT
TTC AAT ACA GCC AC- MGB -3.

REZULTATE SI DISCUTII

Prima suspiciune privind pericolul introducerii gripei aviare pe teritoriul R. Moldova, a
aparut la data de 6 ianuarie 2022, intr-o gospodarie particulara din satul Hiriseni, raionul Telenesti.
Ca rezultat, inspectorii ANSA au prelevat doud probe de material biologic de la pasari intretinute
in captivitate si predate ulterior la LDSA al I.P. CNSAPSA (anterior I.P. CRDV). in laborator,
prin utilizarea metodei specifice de diagnostic- Identificarea genomului virusului influentei aviare
(proteina matrix) prin real time PCR, rezultatul incercarii au fost pozitive.

Pentru confirmarea diagnosticului si identificarea subtipului viral, probele sau transmis la
Laboratorul de Referinta UE (European Union Reference Laboratory for Avian influenza &
Newcastle disease, Istituto Zooprofilattico Sperimentale delle Venezie (1ZSVe), Legnaro, Italia,
unde sau analizat prin metodele de analiza moleculara si filogeneticd, indicate in tabelul 1.

Ladatade 21 ianuarie 2022, laboratorul de referinta UE, a emis un raport cu caracterizarea
genomului virusului HPAI H5N1 din probele prezentate, confirmindu-se prezenta subtipului inalt
patogen, H5N1 (tabelul 1).

Tabelul 1. Rezultatele testelor Laboratorului de Referinta UE (IZSVe)

Laboratorului de Referintd UE -Identificarea si patogenitatea virusului
Probe Metode
VIA VIA
subtipul | subtipul VIA VIA . .
Identificare H5 H5 subtipul subtipul Am.phﬁcar.ea Subtipul .
VIA prin prin prin H7 prin H7 prin virusului de Nx | VIA subtipul
- RNA (PCR H5
Real Time Real Real Real Real (PCR Real Real (Secventicrea)
RT-PCR Time Time | Time RT- | Time RT- Time) Time) ’
RT- RT- PCR PCR
PCR PCR
1- Pozitiv H5 Pozitiv
traheea Pozitiv Pozitiv | Pozitiv | Negativ Negativ Clade subtip | Pozitiv HPAI
(gdind) 2.3.4.4[14] N1
2- Pozitiv H5 Pozitiv
traheea Pozitiv Pozitiv | Pozitiv | Negativ Negativ Clade subtip | Pozitiv HPAI
(gdind) 2.3.4.4[14] N1
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La data de 13.05.2022, in Laboratorul National de Referinta [.P. CNSAPSA (I.P. CRDV),
sau receptionat 5 probe de material patologic, recoltat de inspectorii ANSA, de la pasari domestice
din mai multe gospodarii din s. Rezina, r. Ungheni. In urma incercarile de laborator in incinta
LDSA, s-a stabilit prezenta virusului gripei aviare, prin metoda de identificare a genomului
virusului influentei aviare (proteina Matrix) prin Real Time RT-PCR), in toate probele prezentate.

Confirmarea acestui nou focar de gripa aviara pe teritoriul republicii, s-a efectuat, prin
transmiterea probelor pozitive la Laborator National de Referinta (IDSA), Bucuresti, Roméania,
unde sau examinat prin metodele indicate in tabelul 2. Ca rezultat, s-a emis pe data de 06.06 2022,
un Buletin de analiza care confirma prezenta virusului H5N1, rezultatele sunt prezentate in tabelul
2.

Tabelul 2. Rezultatele testelor Laboratorului National de Referinti, Roménia (IDSA)
Rezultate incercarilor

; . VIA subtipul H5 VIA subtipul H7 VIA subtipul N1
Nr/pr Material ¥ilr'no\ep|£[|r']-E§:aF; prin Real Time prin Real Time prin Real Time
RT-PCR RT-PCR RT-PCR
(trahee, pulmon)
1 de la palmipede Pozitiv Pozitiv Negativ Pozitiv
(pui)
(trahee, pulmon)
2 de la palmipede Pozitiv Pozitiv Negativ Pozitiv
(pui)
(trahee, pulmon)
3 de la galinacee Pozitiv Pozitiv Negativ Pozitiv
(pui)
(trahee, pulmon)
4 de la Pozitiv Pozitiv Negativ Pozitiv

palmipede(rata)
(trahee, pulmon)
de la palmipede

Pozitiv Pozitiv Negativ Pozitiv

Al treilea focar de gripa aviara pe teritoriul republicii, a fost identificat la 02.08.2022 1n s.
Albinetul Vechi, raionul Falesti, intr-o gospodarie non-profesionala, la ratele domestice, stabilit
de catre Laborator National de Referintda I.P. CNSAPSA (anterior IP CRDV) prin metoda de
identificare a genomului virusului influentei aviare (proteina matrix) prin real time RT-PCR si
confirmat, cu determinarea subtipului viral, de catre Institutul de Diagnostic si Sandtate Animala
(IDSA) Bucuresti, Romaénia, fiind analizate 13 probe de material patologic. In rezultat s-a
identificat prezenta virusului gripei aviare de subtipul HSN1.

Tabelul 3. Incidenta gripei aviare in Republica Moldova pentru perioada anilor

2022-2024
° METODE REZULTAT
o)
@ ° o To
o ER= PN O I
Ne S S £ 3 < < | 5% 2| |Z £8 24
'z 3 g2 s | T © | ES|l 2| 2| 2|88 2
8 @ S5 £9| £ | 2 |FE|E|E|E| 28 8¢
O == 2 o L FEl S = S| £gal
— [~ [%2] wn w =
z & =
1 vFaunvav Galln_acee/ trahee, 191 i i 191 | 96 | 96 | 96 i 96
salbatica | Palmipede pulmon
ser sangvin | 34037 | 28685 | 5352 - - - - | 218 -
trahee,
, | Pasaride | Galinacee/ pulmon 198 i i 198 | 54 | 54 1 54 | - 58
curte Palmipede tampoane
traheale si 2428 - - 2428 | - - - - -
cloacale
TOTAL 36854 | 28685 | 5352 | 2817 | 150 | 150 | 150 | 218 | 154
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Ca rezultat al confirmarii focarelor de gripa aviard pe teritoriul R. Moldova la inceputul
anului 2022, ANSA a intreprins masuri sanitar-veterinare, privind identificarea, localizarea si
lichidarea unor noi focare, cu colectarea si transmiterea la LDSA al unui numar mare de probe
biologice, prezentate la Laboratorul National de Referinta I.P. CNSAPSA, care au cuprins pasarile
de curte si pasarile din fauna salbatica (tabelul 3), fiind de diversa natura, cu utilizarea unor metode
actuale de diagnostic (tabelul 4).

Un factor favorizant al aparitiei focarelor de gripa aviard serveste perioada rece al anului,
care provoaca migrarea intensa al pasarilor salbatice.

Din datele tabelului 3 se observa ca, din totalul de 191 de probe fauna salbatica, 96 au fost
pozitive, iar la pasarile de curte, din 2626 de probe de material patologic, in cazul la 58 de cazuri
sau primit rezultate pozitive, tot odata la acesta categorie de pasari, sau examinat si 34037 probe
ser sangvin, la care s-a depistat prezenta anticorpilor virali la subtipul HS5.

Laboratorul National de Referintd, Chisinau, din anul 2023 a implementat metode acreditate
de MOLDAC, de confirmare al subtipurilor de virus al gripei aviare.

Din totalul de probe receptionare de Laboratorul National de Referinta in anii 2022-2024, in
anul 2022 au fost analizate 5034 de probe, dintre care 70 pozitive, confirmate prin 69 de incercari
de laborator prin metodele indicate in tabelul 4. In anul 2023 sau studiat 6163 de probe, pozitive
sau identificat 89 probe, confirmate prin 167 de incercari, iar in anul 2024, in primele 9 luni, sau
studiat 25657 de probe, dintre care 152 au fost pozitive si confirmate prin 78 de Incercari.

Pe parcursul anului 2023 R. Moldova a inregistrat 150 de focare de gripa aviara inalt
patogenda H5N1 la pasari din fauna salbatica si de curte, iar in anul 2024, doar pe parcursul I
trimestru sau identificat 38 focare noi de gripa aviara.

CONCLUZII

1. Rezultatele monitorizarii situatiei epidemiologice pe teritoriul Republicii Moldova pe
parcursul mai multor ani au confirmat prezenta riscurilor majore de introducere a virusului
influentei aviare, prin intermediul pasarilor sdlbatice migratoare, fapt ce sa dovedit real in perioada
anului 2022.

2. Primele focare de gripa aviard pe teritoriul Republicii Moldova au fost inregistrate, la
inceputul anului 2022, constituind pe parcursul anului 23 de focare de gripa aviara,ulterior in anul
2023 au fost confirmate 89 de focare, iar in anul 2024 in primele 9 luni, sau identificat 38 de focare
Nnol.

3. Din anul 2023, Laboratorul National de Referinta I.P. CNSAPSA, a implementat si a
acreditat metode noi de confirmare ale subtipurilor virale H5, H7, N1 care vor permite detectarea
operativa si corectd a cazurilor de gripa aviard pentru a Intreprinde actiuni precoce de localizare a
focarelor de boala si de diminuare substantiala a incidentei bolii.
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