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1. Date generale

Proiectul ADER 10.1.2. - Cercetdri privind particularitdtile evolutive ale
tulpinii de virus gripal si elaborarea unor produse de tip imunoprofilactic
utilizabile in controlul gripei aviare si al factorilor de risc epidemiologic in
Romdnia este implementat de un consortiu format din 8 parteneri, institute
nationale de referintd cu responsabilitati in domeniul sanatatii si bunastarii
animalelor si al sigurantei alimentelor, autoritatea veterinara centrala a Romaniei
cu rol in reglementare si elaborare a politicilor nationale in domeniu, institutii de
invatamant superior din domeniul medical veterinar, astfel:

- Institutul de Diagnostic si Sanatate Animala - coordonator al proiectului (CP)

- Autoritatea Nationald Sanitara Veterinara si pentru Siguranta Alimentelor -
partener 1 (P1)

- Institutul de Igiena si Sanatate Publica Veterinara - partener 2 (P2)

- Universitatea de Stiinte Agronomice si Medicina Veterinara din Bucuresti -
partener 3 (P3)

- Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara Cluj-Napoca - partener 4
(P4)

- Universitatea pentru $tiin§efe Vietii ”lon lonescu de la Brad” din lasi - partener 5
(P3)

- Universitatea de Stiintele Vietii “Regele Mihai I” din Timisoara - partener 6 (P6)

- Universitatea Transilvania din Brasov - partener 7 (P7)

CP - Institutul de Diagnostic si Sanatate Animala
Echipa de cercetare
Conf. univ. dr. Florica BARBUCEANU, director de proiect
Dr. Doru HRISTESCU
Dr. Claudiu DIACONU
Dr. luliana ONITA
Dr. Adriana NEICUT
Dr. Graziela NEAGOIE
Dr. Bogdan MITROI
Dr. Lavinia PRICOP
Dr. Razvan MOTIU
Dr. Andrei POPOVICI
Dr. Vlad VUTA
Dr. Marius GRIGORE
Dr. Cristina STOICA
Dr. Clara VASILESCU
Dr. Mihaela BARBUS
Dr. Gheorghe MARINESCU
Dr. Nicoleta FOLTOS
Bch. Gina DUNAVATU
Bg. Raluca BURLACU
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Bg. Florin MANITA

Bg. Diana DUMITRESCU
Bg. Monica VANGHELE

Ec. Roxana GHETI

Ec. Alexandru VADINEANU
As.vet. Elena RADUCAN
As.vet. Georgeta DIACONU

P1 - Autoritatea Nationala Sanitara Veterinara si Pentru Siguranta Alimentelor
Echipa de cercetare
Dr. Maricia CHIRIAC, responsabil proiect

P2 - Institutul de Igiena si Sanatate Publica Veterinara
Echipa de cercetare )
Dr. Laurentiu Mihai CIUPESCU, responsabil proiect
Dr. Horia ALBU
Dr. Rodica TANASUICA
Dr. Alexandra MIREA
Dr. Rodica DUMITRACHE
Dr. Teodora CHESNOIU
Dr. Anca MORARU
Dr. Florin BANATEANU
Dr. Cristian MORTASIVU
Ch. Dana Roberta ION
Ec. Daniela MANDRAGIU

P3 - Universitatea de Stiinte Agronomice si Medicina Veterinara Bucuresti
Echipa de cercetare
Sef lucrari dr. Maria Rodica GURAU, responsabil proiect
Prof. univ. dr. Doina DANES
Sef lucrari dr. Dragos COBZARIU
Sef lucrari dr. Cristina FERNOAGA
Sef lucrari dr. Elvira GAGNIUC
Asist. univ. drd. Teodor Stefan IONESCU
Doctorand Elena NEGRU

P4 - Universitatea de Stiinte Agricole si Medicina Veterinara Cluj-Napoca
Echipa de cercetare
Prof. univ. dr. Nicodim FIT, responsabil proiect
Prof. univ. dr. Cornel CATOI
Conf. univ. dr. Adriana GYORKE
Conf. univ. dr. Sorin RAPUNTEAN
Sef lucrari dr. loana BUZURA-MATEI
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2. Activitate prioritara

Supravegherea epidemiologica a efectivelor de animale prin derularea si
monitorizarea unor ample programe de prevenire si combatere a unor boli la
animale

3. Obiectivul proiectului

Studierea particularitatilor genetice evolutive ale tulpinilor de virus gripal si
producerea, a cel putin un produs de tip imunoprofilactic utilizabil in controlul
gripei aviare si al factorilor de risc epidemiologic in Romania

4. Rezultate preconizate pentru atingerea obiectivului

raport privind capacitatea infectioasa a furajelor contaminate experimental

cu virusuri gripale

- raport privind infectarea pasarilor cu tulpini de virus gripal prin consum de
furaje contaminate

- raport privind evolutia genetica a tulpinilor circulante de virus gripal in
Romania )

- raport privind determinantii de patogenitate (precum proteinele interne
PB1, PB2 si altele) pe tulpinile circulante de virus gripal

- raport de date privind analiza genetica a tulpinilor de virus gripal izolate in
focarele de gripa aviara care au evoluat pe teritoriul Romaniei

- raport privind obtinerea unui produs imunologic destinat controlului gripei
aviare

- cel putin un produs de tip imunoprofilactic (vaccin) pentru interventia de
urgenta in gripa aviara

- raport privind remanenta infectioasa a virusurilor gripale in carcasele de
pasari

5. Fazanr. 1 _12.07.2023- 31.10.2023

"Documentare privind activitatile prevazute in proiect, achizitia de
echipamente si consumabile necesare initierii cercetarilor privind tulpinile
virusului gripei aviare”

5.1. Obiectivele fazei

Conform cu ”Planului de realizare al proiectului” (Anexa E la Contractul de
finantare 10.1.2./12.07.2023), obiectivele sunt:

Obiectiv nr.1 ”Documentarea stiintifica in scopul implementarii proiectului”
Obiectiv nr. 2 ”Achizitie de echipamente, consumabile si servicii”

Obiectiv nr. 3 ”Pagina web dedicata proiectului”

Obiectiv nr. 4 ”Baza date bibliografica on-line”

Obiectiv nr. 5 ”Raport financiar”
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5.2. Rezultate preconizate ale fazei

Conform cu ”Planului de realizare al proiectului” (Anexa E la Contractul de
finantare 10.1.2./12.07.2023), rezultatele preconizate ale fazei nr. 1
“Documentare privind activitatile prevazute in proiect, achizitia de
echipamente si consumabile necesare initierii cercetarilor privind tulpinile
virusului gripei aviare” sunt:

Rezultat nr.1 - raport tehnic de faza privind documentarea stiintifica in scopul
implementarii proiectului

Rezultat nr.2 - raport de achizitie de echipamente, consumabile si servicii
Rezultat nr.3 - pagina web dedicata proiectului

Rezultat nr.4 - baza date bibliografica on-line

Rezultat nr.5 - raport financiar

5.3. Activitati desfasurate pentru atingerea obiectivelor fazei
Activitatile Obiectivului nr.1 "Documentarea stiintifica in scopul implementarii
proiectului”
Studierea literaturii de specialitate si documentarea in scopul implementarii
activitatilor ulterioare ale préiectului a avut drept scop documentarea privind:

- capacitatea infectioasa a furajelor contaminate experimental cu virusuri

gripale

- produsele imunologice destinate controlului gripei aviare

- evolutia genetica a tulpinilor circulante de virus gripal

- posibilitatea de infectare a pasarilor cu tulpini de virus gripal prin consum de

furaje contaminate experimental

- remanenta infectioasa a virusurilor gripale in carcasele de pasari

- determinantii de patogenitate

- genetica comparativa a tulpinilor de virus gripal
Activitate desfdsuratd de CP - Institutul de Diagnostic si Sdndtate Animala
Activitatea de documentare aferentd fazei 1 a proiectului ADER 10.1.2, a avut in
vedere evaluarea literaturii de specialitate, pentru stabilirea modalitatii de
desfasurare a activitatilor prevazute pentru implementrea fazelor ulterioare ale
proiectului.
in cadrul activitdtii de documentare, specialistii CP au pus accent pe
documentarea in vederea stabilirii modelelor experimentale pentru activitatea 1
aferenta fazei 2 ”Studiu privind capacitatea infectioasd a furajelor contaminate
experimental cu virusuri gripale” precum si a activitatii 1 din faza 3 "Studiu
privind posibilitate de infectare a pdsdrilor cu tulpini de virus gripal prin consum
de furaje contaminate experimental.” Totodatd s-a avut in vedere consultarea
literaturii de specialitate, pentru a stabili elementele principale ale celorlalte
activitati ale proiectului.
Documentarea in vederea stabilirii modelelor experimentale pentru activitatea 1
aferentd fazei 2 ”Studiu privind capacitatea infectioasa a furajelor contaminate
experimental cu virusuri gripale” a luat in considerare articolul Evaluation of
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Feedstuffs as a Potential Carrier of Avian Influenza Virus between Feed Mills and
Poultry Farms, publicat de Azeem si col. in anul 2022 in revista Pathogens precum
si referintele asociate acestuia. Studiul a fost propus in contextul in care in Statele
Unite ale Americii a evoluat, in perioada 2014 - 2015, o grava epidemie de gripa
aviara HPAI H5N2, care s-a raspandit in 21 de state si a afectat aproximativ 50
milioane de pasari. Pierderile estimate au fost de 5 miliarde de dolari. Evaluarile
epidemiologice au sugerat ca modalitatea clasica de infectare, in care rolul
principal il joaca pasarile salbatice, nu este singura explicatie pentru extinderea
bolii pe un areal atat de extins si mai ales in exploatatii in care masurile de
biosecuritate faceau putin probabild patrunderea pasarilor silbatice. Tn acest
context, s-a considerat ca fomitele, mai concret furajele, pot juca un rol
important in transmiterea virusului. Experimentele descrise in articol au avut mai
multe obiective: determinarea gradului de infectare a furajelor provenite din
ferme si combinate aflate in legatura cu focare de boala, evaluarea stabilitatii
virusului gripei aviare la temperaturi prestabilite si verificarea viabilitatii virale.
Pornind de la concluziile acestui articol, respectiv ca viabilitatea virusului gripei
aviare in furajele testate este relativ redusa iar riscul asociat, desi scazut, trebuie
gestionat prin masuri de biosecuritate adecvate, vom implementa, in faza a 2-a a
proiectului, un model experimental, avand in vedere urmatoarele aspecte:

1. utilizarea a doua tipuri de furaje: granulat si fainos;

2. utilizarea unei tulpini virale subtip H5 HPAI, provenita din colectia de tulpini
virale din cadrul IDSA.

3. utilizarea a trei intervale de temperaturd, pentru testare: -20°C, 22°C,
37°C; acestea simuleaza, in mod aproximativ, temperaturile aferente
sezoanelor de iarna, primavara si vara;

4. furajele vor fi aliquotate in placi Petri;

pentru fiecare interval de temperatura se vor utiliza 5 placi Petri;

6. probele vor fi testate la intervalele temporale: 3 zile, 7 zile, 14 zile, 21 zile,
28 zile, 35 zile si 42 zile. Alegerea acestor intervale de timp ofera, cel putin
teoretic, suficient timp pentru evaluarea viabilitatii, avand in vedere ca
virusul supravietuieste mult timp in tesuturi, apa si fecale, comparativ cu
suprafetele uscate (asternut, plastic etc).

7. pentru relevanta statistica, fiecare testare se va realiza in triplicat;

8. din fiecare placa se vor preleva cantitati relevante de furaj, care vor fi
prelucrate si testate prin tehnica PCR. Probele pozitive, la un anumit
interval, vor fi inoculate pe oud embrionate SPF si culturi celulare, in
vederea izolarii virale si se va efectua un experiment retrospectiv pe probe
examinate zilnic, in intervalul anterior zilei in care a fost obtinut rezultatul
pozitiv.

Documentarea aferenta activitatii 1 din faza 3 ”Studiu privind posibilitate de
infectare a pdsdrilor cu tulpini de virus gripal prin consum de furaje contaminate
experimental” precum si a activitatii 4 din faza 3 ”Studiul determinantilor de
patogenitate, pe tulpinile circulante de virus gripal pentru identificarea si

[$]
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evaluarea posibilitdtii de extensie a spectrului de gazde si patogenitatii tulpinilor
virusului gripal”, s-a luat in considerare articolul Virus Adaptation Following
Experimental Infection of Chickens with a Domestic Duck Low Pathogenic Avian
Influenza Isolate from the 2017 USA H7N9 Outbreak Identifies Polymorphic
Mutations in Multiple Gene Segments, publicat de Chrzastek si col. in publicatia
Viruses in anul 2021. Avand ca punct de plecare evolutia subtipului H7N9 in ferme
si gospoddrii din cateva state din sud-estul Statelor Unite, s-a studiat
patogenitatea si transmisibilitatea la gdind, a unei tulpini virale izolata de la rata
precum si caracterizarea genetica a virusului dupd inoculare, in vederea
identificarii eventualelor mutatii de la nivelul determinantilor de patogenitate.
Pasarile utilizate in cadrul infectiei experimentale au fost reprezentate de gaini
din varietatea White Leghorn, care au fost cazate intr-un adapost de nivel 2
jnainte de inoculare. in prealabil, pasarile au fost testate serologic, pentru a se
stabili dacid animalele au fost negative. Pentru inoculare, pasarile au fost
transferate intr-o facilitate cu nivel 3 de biosecuritate. Au fost utilizate 10 pasari
in varsta de trei siptamani, impartite in doua loturi de cate 5 pasari, dintre care
unul a fost considerat de control. Inocularea tulpinii virale s-a efectuat pe cale
intranazald. La 24 ore post infectie, au fost introduse si 2 pasari de contact.
Pasarile au avut acces ad libitum la apa si hrana. Au fost examinat zilnic pentru
semne clinice de boald. Tampoane orofaringiene si cloacale au fost prelevate
zilnic, in intervalul 1 - 8 zile. Probe de ser au fost prelevate zilnic, pana la 14 zile
cand pasarile au fost eutanasiate. Tehnica NGS a fost implementata utilizand kitul
Nextera XT DNA Sample preparation Kit si secventierea s-a realizat pe un
echipament MiSeq (de la Illumina). Ansamblarea de novo a genomului s-a efectuat
utilizdnd MIRA assembler, iar calitatea secventelor, trimmingul etc. au fost
efectuate cu ajutorul programelor FastQC, Trim Galore, Quast, Scaffold_builder si
BWA-MEM. Analiza single-nucleotide polymorphism (SNIP) s-a efectuat utilizand
sofltul Geneious. In cadrul studiului a fost evaluat comparativ, polimorfismul
segmentelor genetice ale genelor care produc proteinele PB2, PB1, PA, HA etc.
Pentru fiecare gena s-au luat in considerare schimbarile moleculare din anumite
locatii cum ar fi de exemplu:
a) pentru gena PB1
- pozitia 678 - determinant al spectrului de gazda; alaturi de alte locatii
determind o crestere marcantd a activitatii polimerazei si confera
virusului adaptare la mamifere;
- pozitia 695 - codifica situsul de legare al proteinei PB2;
b) pentru gena PB2
- pozitia 702 - substitutii in aceasta pozitie amplifica transmiterea virala la
om.
c) pentru gena PA
- pozitia 91 - substitutii in aceasta pozitie variaza activitatea polimerazei in
celulele mamiferelor etc.
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Plecand de la elementele prezentate in acest articol, precum si in alte surse
bibliografice, vom lua in considerare urmatoarele aspecte, in legatura cu
activitatea 1 aferenta fazei 3 a proiectului, astfel:

- se va desfasura in incinta cu nivel 3 de biosecuritate din cadrul Institutului
de Diagnostic si Sanatate Animala;

- se vor utiliza 2 loturi de pasari, pentru furajul de tip fainos si furajul de tip
granulos;

- numarul de pasari care va fi utilizat va fi stabilit respectandu-se principiul
obtinerii rezultatelor asteptate cu un numar minim de exemplare;

- pasarile din fiecare lot vor fi impartite in doua grupuri: grupul de control si
grupul de studiu, care va fi hranit cu furaje contaminate;

- pasarile din ambele loturi vor fi pasari SPF certificate, fiind negative pentru
anticorpi fata de virusul gripei aviare;

- pasarile din grupul de studiu vor primi furaje contaminate intr-o singura
repriza de hranire, in ziua 0, care va marca debutul experimentului;

- experimentul se va desfasura pe o perioada de maxim 14 zile, sau pana la
moartea ultimei pasari din grupul infectat;

- pasarile vor fi monitorizate zilnic pentru prezenta semnelor clinice;

- zilnic se vor preleva tampoane orofaringiene si cloacale care vor fi testate
prin tehnica PCR;

- probele pozitive la tehnica PCR vor fi inoculate pe oua embrionate in
vedere izolarii si caracterizarii tulpinii virale respective; de asemenea se
va incerca izolarea virusului gripei aviare pe liniile celulare VERO si
MDCK;

- probele pozitive la izolarea virala vor fi supuse testului de confirmare a
patogenitatii virale prin secventiere.

Lista documentatiei studiate in sensul celor rezentare anterior:

1. Afgan si col, 2016. The Galaxy platform for accessible, reproducible and
collaborative biomedical analyses: 2016 update

2. Beerens si col., 2020. Emergence and Selection of a Highly Pathogenic Avian
Influenza H7N3 Virus

3. Borelli si col., 2020. Fecal Sample Collection Method for Wild Birds-Associated
Microbiome Research: Perspectives for Wildlife Studies

4. Chen si col, 2019. Biosafety risk assessment for production of candidate vaccine
viruses to protect humans from zoonotic highly pathogenic avian influenza viruses
5. Bussey si col., 2011. PA Residues in the 2009 H1N1 Pandemic Influenza Virus
Enhance Avian Influenza Virus Polymerase Activity in Mammalian Cells

6. Chevreux si col., 2004. Using the miraEST Assembler for Reliable and Automated
mRNA Transcript Assembly and SNP Detection in Sequenced ESTs.

7. Chrzastek si col., 2017. Use of Sequence-independent, Single-Primer-
Amplification (SISPA) for rapid detection, identification, and characterization of
avian RNA viruses
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12. Dimitrov si col., 2017. A robust and cost-effective approach to sequence and
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Poultry Products. Food Research Institute

14. European Food and Safety Authority, 2017. Target list of wild bird species for
passive surveillance of H5 HPAI viruses in the EU, based on passive surveillance
data from 2005 to 2017 )

15. European Food Safety Authority (EFSA), Scientific report: Avian influenza
overview December 2022 - March 2023. Available at:
https://www.efsa.europa.eu/en/efsajournal/pub/7917 (accessed in October 2023)
16. Figueroa si col., 2020. Persistence of low and highly pathogenic avian influenza
virus in reused poultry litter, effects of litter amendment use, and composting
temperatures

17. Gabriel si col., 2005. The viral polymerase mediates adaptation of an avian
influenza virus to a mammalian host

18. Gao si col., 2012. The Influenza A Virus PB2, PA, NP, and M Segments Play a
Pivotal Role during Genome Packaging

19. Gu si col., 2017. The T160A hemagglutinin substitution affects not only
receptor binding property but also transmissibility of H5N1 clade 2.3.4. avian
influenza virus in guinea pigs

20. Gurevich si col., 2013. QUAST: quality assessment tool for genome assemblies.
Bioinformatics

21. Hoeven si col., 2008. Human HA and polymerase subunit PB2 proteins confer
transmission of an avian influenza virus through the air

22. Irwin si col., 2010. Using the Systematic Review Methodology To Evaluate
Factors That Influence the Persistence of Influenza Virus in Environmental Matrices
23. Jackwood si col., 2017. The pathogenesis of H7N8 low and highly pathogenic
avian influenza viruses from the United States 2016 outbreak in chickens, turkeys
and mallards

24. Kearse si col., 2012. Geneious Basic: An integrated and extendable desktop
software platform for the organization and analysis of sequence data

25. Le sage si col., 2020. Mapping of Influenza Virus RNA-RNA Interactions Reveals
a Flexible Network

26. Lebarbenchon si col., 2010. Persistence of Highly Pathogenic Avian Influenza
Viruses in Natural Ecosystems
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27. Lee si col., 2017. Highly Pathogenic Avian Influenza A (H7N9) Virus, Tennessee,
USA, March 2017

28. Li H., 2013 (preprint). Aligning sequence reads, clone sequences and assembly
contigs with BWA-MEM

29. Lombardo si col., 2012. Susceptibility of different cell lines to Avian and Swine
Influenza viruses

30. Lopez-Valinas si col., 2023. Vaccination against swine influenza in pigs causes
different drift evolutionary patterns upon swine influenza virus experimental
infection and reduces the likelihood of genomic reassortments

31. Lu si col., 2003. Survival of avian influenza virus H7N2 in SPF chickens and their
environments.

32. Ménz si col., 2016. Multiple Natural Substitutions in Avian Influenza A Virus PB2
Facilitate Efficient Replication in Human Cells

33. Martin si col., 2018. Environmental persistence of influenza H5N1 is driven by
temperature and salinity: Insights from a Bayesian meta-analysis

34. Masuda si col., 1999. Subtitution of amino acid residue in influenza A virus
hemagglutinin affects recognition of sialyl-oligosaccharides containing N-
glycolylneuraminic acid

35. Miotto si col., 2008. Identification of human-to-human transmissibility factors
in PB2 proteins of influenza A by large-scale mutual information analysis

36. Mo si col.,2023. Prediction of highly pathogenic avian influenza vaccine
efficacy in chickens by comparison of in vitro and in vivo data: a meta-analysis and
systematic review

37. Monne si col., 2014. Emergence of a Highly Pathogenic Avian Influenza Virus
from a Low-Pathogenic Progenitor

38. Munster si col., 2007. Spatial, Temporal, and Species Variation in Prevalence of
Influenza A Viruses in Wild Migratory Birds

39. Nakajima si col., 2005. Accumulation of Amino Acid Substitutions Promotes
Irreversible Structural Changes in the Hemagglutinin of Human Influenza AH3 Virus
during Evolution

40. Nazir si col., 2011. Persistence of Avian Influenza Viruses in Lake Sediment,
Duck Feces, and Duck Meat

41. Niederwerder si col., 2019. Infectious dose of African swine fever virus when
consumed naturally in liquid or feed

42. Olsen si col., 2006. Global patterns of influenza virus in wild birds

43. Oprisan si col., 2008. Molecular analysis of the first avian influenza H5N1
isolates from fowl in Romania

44, Park si col., 2006. Engineered viral vaccine constructs with dual specificity:
Avian influenza and Newcastle disease

45. Poole si col., 2007. Evidence that the C-terminal PB2-binding region of the
influenza A virus PB1 protein is a discrete a-helical domain

46. Ramirez si col., 2014. Experimental Infections of Wild Birds with West Nile
Virus
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47. Scherer si col., 1995. Phosphorus Loading of an Urban Lake by Bird Droppings
48. Schneider si col., 2001. Genetic Diversity in RNA Virus Quasispecies Is
Controlled by Host-Virus Interactions

49. Shahan si col., 2022. Evaluation of Feedstuffs as a Potential Carrier of Avian
Influenza Virus between Feed Mills and Poultry Farms

50. Shahid si col., 2009. Avian influenza virus (H5N1); effects of physico-chemical
factors on its survival

51. Shepard si col., 2014. LABEL: Fast and Accurate Lineage Assignment with
Assessment of HSN1 and HIN

52. Shinya si col., 2004. PB2 amino acid at position 627 affects replicative
efficiency, but not cell tropism, of Hong Kong H5N1 influenza A viruses in mice

53. Silva si col., 2013. Combining de novo and reference-guided assembly with
scaffold_builder

54. Stallknecht si col., 2009. Tenacity of avian influenza viruses

55. Stephenson si col., 2004. Confronting the avian influenza threat: vaccine
development for a potential pandemic

56. Suderman si col., 2021. Comparative Susceptibility of Madin-Darby Canine
Kidney (MDCK) Derived Cell Lines for Isolation of Swine Origin Influenza A Viruses
from Different Clinical Specimens

57. Sugiyama si col., 2009. Structural insight into the essential PB1-PB2 subunit
contact of the influenza virus RNA polymerase

58. Sun si col, 2021. Development of an Inactivated H7N9 Subtype Avian Influenza
Serological DIVA Vaccine Using the Chimeric HA Epitope Approach

59. Suttie si col., 2018. Detection of Low Pathogenicity Influenza A (H7N3) Virus
during Duck Mortality Event, Cambodia, 2017

60. Swayne si col., 2000. Highly pathogenic avian influenza

61. Tada si col., 2011. NP Body Domain and PB2 Contribute to Increased Virulence
of H5N1 Highly Pathogenic Avian Influenza Viruses in Chickens

62. Tong si col., 2012. A distinct lineage of influenza A virus from bats

63. Toro si col., 2016. Inactivation of Avian Influenza Virus in Nonpelleted Chicken
Feed

64. Trudeau si col., 2017. Survival of porcine epidemic diarrhea virus (PEDV) in
thermally treated feed ingredients and on surfaces

65. United States Department of Agricuture, 2016. 2016 HPAI Preparedness and
Defense Plan

66. Verhagen si col., 2021. Highly Pathogenic Avian Influenza Viruses at the Wild-
Domestic Bird Interface in Europe: Future Directions for Research and Surveillance
67. Wallensten si col., 2007. Surveillance of Influenza A Virus in Migratory
Waterfowl in Northern Europe

68. World Organisation for Animal Health (WOAH), Manual of Diagnostic Tests and
Vaccines for Terrestrial Animals, twelfth edition 2023 - Chapter 3.3.4. Avian
influenza (including infection with high pathogenicity avian influenza viruses)
(version adopted in May 2021). Available at: https://www.woah.org/en/what-we-
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do/standards/codes-and-manuals/terrestrial-manual-online-access/ (accessed in
October 2023)
69. Xue si Bloom, 2020. Linking influenza virus evolution within and between
human hosts
70. Yamamoto si col., 2017. Survival of Highly Pathogenic Avian Influenza H5N1
Virus in Tissues Derived from Experimentally Infected Chickens
71. Youk si col., 2019. Rapid evolution of Mexican H7N3 highly pathogenic avian
influenza viruses in poultry
72. Youk si col., 2021. Mutations in PB1, NP, HA, and NA Contribute to Increased
Virus Fitness of H5N2 Highly Pathogenic Avian Influenza Virus Clade 2.3.4.4. in
Chickens
73. Zhu si col., 2023. A structural understanding of influenza virus genome
replication
Activitate desfdsuratd de P1 - Autoritatea Nationald Sanitard Veterinara si
Pentru Siguranta Alimentelor
Activitatea de documentare aferenta fazei 1 a proiectului ADER 10.1.2, defasurata
de specialistii P1, a avut in vedere evaluarea literaturii de specialitate, pentru:
- perioada de remanenta a virusului gripei aviare in carcase

Virusul gripei aviare, in special biotipurile inalt patogene care pot provoca
infectiri sistemice la pasari, pot fi prezente si in produsele provenite de la pasarile
infectate. Titrurile de infectivitate virald de la aceste produse au demonstrat ca
pot fi suficiente pentru a induce o infectie la carnivore dupa ingerarea de carne
cruda si carcase. Procesele standardizate de pasteurizare, la fel ca i procesele
individuale, inclusiv gitirea de carne de pui si produse din oua au ca efect
inactivarea completa a infectivitatii virale. Prin urmare, consumul de carne de pui
adecvat procesatd si gatitd este sigur pentru sanatatea umand. Pana la aceasta
data nu exista nici o legatura intre infectarile la om si consumul de carne de pui.
in schimb, riscurile pentru o infectare umana apare ca urmare a contactului cu
pasari infectate, vii sau moarte (de ex. prin sacrificare, deplumare, transare carne
crudd, indepartare sau curatare organe). Asemenea riscuri apar in societatile care
preferd sa consume produse din carne cruda de pui, care de obicei sunt asociate cu
consumul familial sau in targurile de pasari din tarile in care IA este endemica.
Reducand aceste contacte, de ex. prin inchiderea pietelor de pasari vii ajuta la
minimalizarea riscului de transmitere a virusului IA la oameni. Desi principalul mod
de transmitere a IA zoonotice in regiunile infectate endemic este prin transportul
pasarilor infectate si produselor acestora, modul specific de transmitere la om este
inca slab definit. Instrumentele managementului OneHealth cum ar fi analiza de
risc a punctelor critice de control ar trebui sa identifice punctele cheie de contact
pasare - om. in cazul productiei de carne de pasare din diverse studii, au fost
prezentati algoritmi detaliati de analiza a fluxului de productie al carnii de pasare
si au fost identificate doua puncte critice de control, in plus fata de contactul
direct cu pasari infectate: sacrificarea si pregatirea carcaselor/carnii provenite de
la pasari infectate.
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Lista documentatiei studiate:

1.T. KUIKEN, R. FOUCHIER, G. RIMMELZWAAN, J. VAN DEN BRAND, D. VAN RIEL, A.
OSTERHAUS.

Pigs, poultry, and pandemic influenza: how zoonotic pathogens threaten human
health.

https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-1-4614-0204-
6_62utm_source=getftr&utm_medium=getftr&utm_campaign=getftr_pilot

2.M.S. FRANCA, J.D. BROWN. Influenza pathobiology and pathogenesis in avian
species

https://link.springer.com/chapter/10.1007/82_2014_385

3.G.S. FREIDL, A. MEIJER, E. DE BRUIN, M. DE NARDI, O. MUNOZ, I.CAPUA, ET AL.
Influenza at the animal-human interface: a review of the literature for
virological evidence of human infection with swine or avian influenza viruses
other than A(H5N1). )
https://www.eurosurveillance.org/content/10.2807/1560-
7917.E52014.19.18.20793?crawler=true

4.B.J. COWLING, L. JIN, E.H. LAU, Q. LIAO, P. WU, H. JIANG, ET AL.

Comparative epidemiology of human infections with avian influenza A H7N9 and
H5N1 viruses in China: a population-based study of laboratory-confirmed cases
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/5014067361361171X

5.M.S. BEATO, |. CAPUA. Transboundary spread of highly pathogenic avian
influenza through poultry commodities and wild birds: a review.
https://doc.woah.org/dyn/portal/index.xhtml?page=alo&alold=31208

- rolul furajelor in transmiterea virusului gripei aviare

Desi sursele primare de gripa aviara sunt pasarile de apa si pasarile migratoare, nu
se stie exact cum trece virusul de la pasarile silbatice la pasarile comerciale. In
diverse studii de cercetare s-au colectat mostre de la fermele in care a fost
diagnosticata boala si s-au verificat, de asemenea, containerele de furaje pentru
contaminare. S-a descoperit ca virusul gripei aviare nu este foarte stabil in furaj si
nu persista bine, desi umiditatea ii poate creste stabilitatea. Tratamentele
termice sau cu formaldehida pot inactiva probabil virusul gripei aviare.

Cercetérile indica faptul ca transmiterea de la pasare la pasare si traficul uman
inca par sa fie principalele modalitati prin care virusul gripei aviare se
raspandeste.

Aceste rezultate indicad faptul ca biosecuritatea ramane cea mai buna aparare
impotriva gripei aviare. Producatorii mentin o biosecuritate puternica, dar
vigilenta trebuie sa fie in continuare o prioritate.

Lista documentatiei studiate:

1.AZEEM S, GAUGER P, SATO Y, BAOQING G, WOLC A, CARLSON J, HARMON K,
ZHANG J, HOANG H, YUAN J, BHANDARI M, KIM H, GIBSON K, MATIAS-FERREYRA F,
YOON KJ.

Environmental Sampling for Avian Influenza Virus Detection in Commercial Layer
Facilities
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https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/34427413/

2.KIRSTY R. SHORTA8, MATHILDE RICHARD*, JOSANNE H. VERHAGENA, DEBBY VAN
RIELA, EEFJE J.A. SCHRAUWENA, JUDITH M.A. VAN DEN BRANDA, BENJAMIN MANZ 4,
ROGIER BODEWESA, SANDER HERFST
One health, multiple challenges: the inter-species transmission of influenza A
virus
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2352771415000026
3.LIU T 1, ZHU GH 1, ZHANG B 1, SONG T 2, KANG M 2, LU J 1, ZHAO YQ 1, HUANG
Z 1, HUANG YL 1, WANG XJ 1, YANG XY 1, MAWJ 1
The effects of closure to live poultry markets on Avian influenza A (H7N9)
epidemics in China.
https://europepmc.org/article/med/29294594
4.Shahan Azeem 1,2,Yuko Sato 3,Baoqing Guo 3, Anna Wolc 4,5, Hanjun Kim 3, Hai
Hoang 1,Mahesh Bhandari 1,Kathleen Mayo 1, Jian Yuan 3,Jihun Yoon 6, Phillip C.
Gauger 3 and Kyoung-Jin Yoon Kyoung-Jin Yoon 1,
Evaluation of Feedstuffs as a Potential Carrier of Avian Influenza Virus between
Feed Mills and Poultry Farms
https://www.mdpi.com/2076-0817/11/7/755
5.DAE-SUNG YOO, BYUNG CHUL CHUN, YOUNJUNG KIM, KWANG-NYEONG LEE &
OUN-KYOUNG MOON.
Dynamics of inter-farm transmission of highly pathogenic avian influenza H5N6
integrating vehicle movements and phylogenetic information
https://www.nature.com/articles/s41598-021-03284-x
- determinantii de patogenitate cu rol in extensia spectrului de gazda si
patogenitatii tulpinilor virusului gripal
in afard de replicare, se cunosc putine despre determinantii patogenitatii virusului
gripal. Cu toate acestea, aceasta revizuire a identificat domenii importante, altele
decat replicarea, care pot fi sustinute de o investigatie mai profunda, facand
comparatii intre tulpinile virulente si atenuate. Trebuie sa cunoastem
mecanismele responsabile pentru urmatoarele:

(i) atacul initial asupra suprafetelor mucoase;

(i) stimularea mai scazuta a raspunsului inflamator de catre unele tulpini;

(iii) inhibarea functiei fagocitelor;

(iv) replicarea tulpinilor virulente in tractul respirator;

(v) raspandirea virusului din tractul respirator la unele animale, in cazuri
rare;

(vi) ) susceptibilitatea mai mare a tractului respirator mediu si inferior al
nou-nascutilor;

(vii) eliberarea pirogenului endogen din fagocite; (ix) leziuni celulare care
pot fi legate de literele iii si viii;

(vii) suprainfectie bacteriana.
Virusurile gripale continud sa fie o amenintare majora pentru sanatatea globala.
Severitatea si rezultatul clinic al bolii gripale sunt determinate atat de factori
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virali, ct si de factorii gazda. Factorii virali au fost de multa vreme obiectul unor
cercetari intense si au fost identificati multi determinanti moleculari. Cu toate
acestea, cercetdrile asupra factorilor gazda care protejeaza sau predispun la
infectii severe si fatale cu virusul gripal A sunt in urma.

Lista documentatiei studiate:

1 D.J. ALEXANDER, W.H. ALLAN, D.G. PARSONS, G. PARSONS

The pathogenicity of four avian influenza viruses for fowls, turkeys and ducks
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0034528818330807
2.AHMED ALl A 8, MAHMOUD IBRAHIM 4 ¢, ABDELFATTAH H. ELADL A P, YEHIA
M. SAIF A B CHANG-WON LEE

Enhanced replication of swine influenza viruses in dexamethasone-treated
juvenile and layer turkeys
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/50378113512005469

3. S. LUDWIG, A. HAUSTEIN, E.F. KALETA, C. SCHOLTISSEK

Recent Influenza A (H1N1) Infections of Pigs and Turkeys in Northern Europe
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0042682284713444
4.QINFANG LIUA 1, JINGJIAO MA A1) ZHENG KOU B ', JUAN PU A, FUMIN LEI ¢, TIANXI
AN LI B, JINHUA LIU '

Characterization of a highly pathogenic avian influenza H5N1 clade 2.3.4 virus
isolated from a tree sparrow
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/50168170209003487
5.JUNG-HOON KWON, YUN KYUNG NOH, DONG-HUN LEE ', SEONG-SU YUK, TSEREN-
OCHIR ERDENE-OCHIR, JIN-YONG NOH, WOO-TACK HONG, JEI-

HYUN JEONG, SOL JEONG, GYEONG-BIN GWON, CHANG-SEON SONG, SANG-

SOEP NAHM

Experimental infection with highly pathogenic H5N8 avian influenza viruses in the
Mandarin duck (Aix galericulata) and domestic pigeon (Columba livia domestica)
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0378113517302778

- tehnicile de izolare, cultivare si caracterizare genetica a virusurilor gripale
Virusii gripei A (VAI) provoaca epidemii si pandemii care au ca rezultat o povara
financiard considerabila si pierderi de vieti omenesti. Pentru a gestiona epidemiile
anuale de VAl si a se pregati pentru viitoarele pandemii, este nevoie urgenta de o
intelegere imbunatatitd a modului in care VAl-urile apar, transmit, provoaca boli si
dobandesc potentialul pandemic. Tehnicile fundamentale esentiale pentru
obtinerea unor astfel de cunostinte sunt izolarea VAl si cultura din probe
experimentale si de supraveghere. Tehnicile moleculare pentru detectarea
virusurilor gripale au devenit o componenta integrald a programelor de
supraveghere a oamenilor si animalelor in ultimele doua decenii. Evolutia in
trecutul recent a virusului gripal A de origine porcina (H1N1) si circulatia continua
a virusului gripal aviar inalt patogen A (H5N1) subliniaza si mai mult necesitatea
identificarii si subtipizarii rapide si precise a virusurilor gripale pentru
supraveghere, gestionarea focarelor, diagnosticare si tratament. S-au inregistrat
progrese remarcabile in detectarea si caracterizarea moleculara a infectiilor cu
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virusul gripal in probe clinice, de la mamifere, de la pasari domestice si de la
pasari salbatice in ultimii ani. Aplicarea acestor tehnici, inclusiv testul revers
transcriptaza-PCR, PCR in timp real, micromatrici si alte amplificari bazate pe
secventierea acidului nucleic, au imbunatatit considerabil capacitatea de
supraveghere si caracterizare a virusurilor gripale.

Lista documentatiei studiate:

1. MONIQUE S FRANCA 1, JUSTIN D BROWN

Influenza pathobiology and pathogenesis in avian species
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/25015786/

2. DAVID E SWAYNE

Understanding the complex pathobiology of high pathogenicity avian influenza
viruses in birds

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17494560/

3. CHANG-WON LEE 1, DAVID L SUAREZ, TERRENCE M TUMPEY, HAAN-WOO SUNG,
YONG-KUK KWON, YOUN-JEONG LEE, JUN-GU CHOI, SEONG-JOON JOH, MIN-CHUL
KIM, EUN-KYOUNG LEE, JONG-MYUNG PARK, XIUHUA LU, JACQUELINE M KATZ,
ERICA SPACKMAN, DAVID E SWAYNE, JAE-HONG KIM

Characterization of highly pathogenic H5N1 avian influenza A viruses isolated
from South Korea

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/15731263/

4. TERRENCE M TUMPEY 1, DAVID L SUAREZ, LAURA E L PERKINS, DENNIS A SENNE,
JAE-GIL LEE, YOUN-JEONG LEE, IN-PIL MO, HAAN-WOO SUNG, DAVID E SWAYNE
Characterization of a highly pathogenic H5N1 avian influenza A virus isolated from
duck meat

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/12021367/

5. HERBERT BUDKA, SAVA BUNCIC, PIERRE COLIN, JOHN D COLLINS, CHRISTIAN
DUCROT, JAMES HOPE, MAC JOHNSTON, GUNTER KLEIN, HILDE KRUSE, ERNST
LUCKER, SIMONE MAGNINO, RITTA LIISA MAIJALA, ANTONIO MARTINEZ LOPEZ,
CHRISTOPHE NGUYEN-THE, BIRGIT NOERRUNG, SERVE NOTERMANS, GEORGE-JOHN
E NYCHAS, MAURICE PENSAERT, TERENCE ROBERTS, IVAR VAGSHOLM, EMMANUEL
VANOPDENBOSCH

Scientific Report of the Scientific Panel on Biological Hazards on "Food as a
possible source of infection with highly pathogenic avian influenza viruses for
humans and other mammals”
https://efsa.onlinelibrary.wiley.com/doi/10.2903/j.efsa.2006.74r

Activitate desfdsuratd de P2 - Institutul de Igiend si Sdndtate Publica
Veterinard

Activitatea de documentare aferentd fazei 1 a proiectului ADER 10.1.2, defasurata
de specialistii P2, a avut in vedere evaluarea a cca 158 lucrari stiintifice din
domeniul gripei aviare, pentru:

- perioada de remanenta a virusului gripei aviare in carcase

Pasarile acvatice salbatice din genurile Anseriformes si Charadriiformes sunt
rezervoare primare ale virusurilor gripei aviare (AIV) si joacd un rol important in
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epidemiologia acestui virus (Stallknecht, D. E. si Brown, J. D., 2009. Tenacitatea
virusurilor gripei aviare. Pr. Sci. Technol. 28:59-67). AlV se replica in principal in
tractul respirator si gastrointestinal al pasarilor si este excretat prin gura,
conjunctiva si cloaca pasarilor infectate (Centre pentru Controlul si Prevenirea
Bolilor. 2005. Baza de date privind evolutia gripei aviare si a virusului gripei aviare
A (H5N1). http://www.cdc.gov/flu/avian/gen-info/pdf/avian_facts.pdf., Swayne,
D. E. si Halvorson, D. A., 2003. Gripa, p. 135-179. in Saif Y. M., Barnes H. J.,
Glisson J. R., Fadly A. M., McDougald L. R. si Swayne D. E. (ed.), Boli ale pasarilor
de curte, editia a 11-a lowa State University Press, Ames, |A.) Carcasele de la
pasarile salbatice care au murit din cauza infectiei cu AlV prezinta un pericol de
transmitere a virusului la pasarile sensibile si la alte animale prin pradarea sau
canibalizarea carcaselor infectate (Swayne D. E. 2008. Epidemiologia gripei aviare
in sistemele agricole si alte sisteme create de om, p. 59-85. in Swayne D. E. (ed.),
Gripa aviara. Blackwell, Ames, IA). Retentia prelungita de AIV infectios in carnea
contaminata la temperaturi scazute a fost confirmata de detectarea H5N1 in
carcasele de rata congelate din Germania (Harder T. C. si colab., 2009. Virusul
gripei aviare inalt patogene (H5N1) in carcasele de rata congelate, Germania,
2007. Emerg. Infecta. Dis. 15:272-279) si de izolarea AIV din carnea de rata
congelata care a fost importata din China in Coreea si Japonia (Mase M. si colab.,
2005. Izolarea unui virus gripal H5N1 genotipic unic din carnea de rata importata in
Japonia din China. Virusologie 339:101-109.; Tumpey, T. M. si colab., 2002.
Caracterizarea unui virus inalt patogen H5N1 al gripei aviare A izolat din carne de
rata. J. Virol. 76:6344-6355.).

Virusul AIV existent in secretiile respiratorii sau fecale poate fi o sursa de
contaminare a suprafetei carcasei in timpul procesului de sacrificare (Thomas C.,
King D. J. si Swayne D. E. 2008. Inactivarea termica a virusurilor gripei aviare si a
bolii Newcastle in carnea de pui. J. Produse alimentare 71:1214-1222).

in alte studii virusul a fost detectat in pieptul de pui sau copane, provenite de la
pasari infectate, dar consumul acestor parti anatomice de catre alte pasari nu a
produs infectarea pasarilor, deci prin consum virusul nu s-a transmis.

Este important sa fie cunoscuta patogenitatea virusului, prin analize de laborator,
apoi utilizarea tulpinii izolate in contaminari artificiale ale carcaselor de pasari,
respectiv diferite parti anatomice si de observat remanenta virusului.

- rolul furajelor in transmiterea virusului gripei aviare

Rolul potential vectorial al furajelor pentru raspandirea virusului gripei aviare
(AIV) in zonele de evolutie a virusului este esential pentru cunosterea modalitatii
de transmitere virala. Intr-un studiu efectuat pe probele de furaj care au fost
colectate din unitatile comerciale de pasari unde evolua virusul gripei aviare inalt
patogena (H5N2), s-a constatat ca furajele par sa prezinte un risc scazut de
raspandire a AlV, asa cum au sugerat unii autori (Toro H., van Santen V.L.,
Breedlove C. Inactivarea virusului gripei aviare in furajele de pui nepeletizate.
Aviar Dis. 2016; 60:846-849. doi: 10.1637/11465-070616-ResNote;
https://www.aphis.usda.gov/animal_health/animal_dis_spec/poultry/downloads/
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hpai_contaminated_feed.pdf). Cu toate acestea, ar trebui instituite masuri
adecvate de biosecuritate pentru depistarea furajelor dintr-o sursa externa si
pentru gestionarea sigurantei furajelor in exploatatie, pentru a reduce la minimum
riscul introducerii AlV prin furaje
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC9321 594/).

- determinantii de patogenitate cu rol in extensia spectrului de gazda si
patogenitatii tulpinilor virusului gripal

ARN-polimeraza dependentd de ARN viral, impreuna cu nucleoproteina, mediaza
transcriptia si replicarea genomului ARN viral in nucleul celulei infectate;
polimeraza virala are rol in reglarea raspunsurilor celulare la infectia virala, iar
izoformele importin-a au rol in adaptarea si patogeneza la nivelul gazdei (Gabriel,
G., Fodor, E. (2014). Molecular Determinants of Pathogenicity in the Polymerase
Complex. In: Compans, R., Oldstone, M. (eds) Influenza Pathogenesis and Control -
Volume I. Current Topics in Microbiology and Immunology, vol 385. Springer,
Cham). Subunitatea PB2 a proteinei ANP32 a gazdei cooptatoare de ARN
polimeraz& a virusului gripal pentru a facilita transcriptia si replicarea genomul
viral, modeleaza evolutia IAV-urilor de la specificitatea gazdei la infectia intre
specii (Zhang M, Liu M, Bai S, Zhao C, Li Z, Xu J and Zhang X, 2021, Influenza A
Virus-Host Specificity: An Ongoing Cross-Talk Between Viral and Host Factors.
Front. Microbiol. 12:777885. doi: 10.3389/fmicb.2021.777885).

Introducerea unui segment de genomaviar 8 la mamifere este un eveniment relativ
rar, iar dogma alelei B ca fiind deosebit de restransa la nivel de specie este
inselatoare, cu implicatii in evaluarea potentialului pandemic al virusurilor gripei
aviare. (TURNBULL, M. L., WISE, H. M., NICOL, M. Q., SMITH, N., DUNFEE, R. L.,
BEARD, P. M., ... & DIGARD, P. , 2016. Role of the B allele of influenza A virus
segment 8 in setting mammalian host range and pathogenicity. Journal of
Virology, 90(20), 9263-9284). Ambele glicoproteine virale, HA si neuraminidaza, au
prezentat variatii remarcabile in mobilitatea lor electroforetica chiar si printre
virusurile strans inrudite serologic, iar in virusurile gripei aviare care apar in mod
natural, susceptibilitatea hemaglutininei la scindarea proteolitica intr-un spectru
larg de celule gazda, este factorul determinant pentru patogenitate. (Bosch, F. X.,
Orlich, M., Klenk, H. D., & Rott, R. (1979). The structure of the hemagglutinin, a
determinant for the pathogenicity of influenza viruses. Virology, 95(1), 197-207).
Gama gazdd a unui virus gripal A este determinat de interactiunile specifice
speciei dintre virus si factorii celulei gazda. Acestea includ capacitatea de a lega si
de a intra in celule, de a replica genomul ARN viral in nucleul celulei gazda, de a
evita factorii de restrictie a gazdei si raspunsurile imune innascute $i de a
transmite intre indivizi. (Long, J.S., Mistry, B., Haslam, S.M. et al., 2019, Host and
viral determinants of influenza A virus species specificity. Nat Rev Microbiol 17,
67-81. https://doi.org/10.1038/s41579-018-0115-z). Conditiile pentru replicarea
virald sunt probabil diferite intre taxonii gazda, generand potential specificitatea
de gazda a ratei de mutatie virala si, posibil, intre virusurile cu patogenie inalta si
scazutd (HP si LP). S-a investigat daca ratele de mutatie pe an in virusurile gripei
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aviare A depind de taxonii gazda si de patogenitate. S-au dedus ratele de mutatie
din ratele de substitutii sinonime, care se presupune ca sunt neutre si, prin
urmare, egale cu ratele de mutatie, la patru segmente care codifica proteinele
virale interne (PB2, PB1, PA, NP). (Gwanghun Kim, Hyun Mu Shin, Hang-Rae Kim,
Yuseob Kim, 2022, Effects of host and pathogenicity on mutation rates in avian
influenza A viruses, Virus Evolution, Volume 8, Issue 1, 2022, veac013,
https://doi.org/ 10.1093/ve/veac013). S-a constatat o noua perspectiva asupra
mecanismelor care transmit diferenta observatd in cinetica virala si macrofage
intre infectiile HP si LP si stabileste un cadru imbunatatit de adaptare a modelului
pentru a imbunatati analiza noilor date privind patogenitatea virala (Li K, McCaw
JM, Cao P.. 2023. Enhanced viral infectivity and reduced interferon production
are associated with high pathogenicity for influenza viruses. PLoS Comput Biol
19(2): e1010886). Virusul gripal A are un rezervor vast si variat antigenic. La
pasarile acvatice salbatice, infectia este de obicei asimptomatica. Virusul gripei
aviare (AlV) poate trece in specii noi si, ocazional, poate dobandi capacitatea de a
se transmite de la om la om. (AbuBakar, Umarqayum, Lina Amrani, Farah Ayuni
Kamarulzaman, Saiful Anuar_ Karsani, Pouya Hassandarvish, and Jasmine Elanie
Khairat. 2023. Avian Influenza Virus Tropism in Humans Viruses 15, no. 4: 833).

- tehnicile de izolare, cultivare si caracterizare genetica a virusurilor gripale
Izolarea, cultivarea si caracterizarea tulpinilor vaccinale sunt etape foarte
importante in obtinerea unor vaccinuri cu valoare imunologica mare. De
asemenea, intelegerea mecanismelor moleculare ale factorilor de virulenta virala
si a interactiunilor virus-gazda este esentiala pentru dezvoltarea masurilor
preventive si terapeutice impotriva bolilor gripale. Reactia in lant a polimerazei cu
transcriptie inversa cantitativa (RT-gPCR) este utilizata frecvent pentru a detecta
virusurile gripale A, urmata de izolarea folosind celule MDCK sau ovocultura.

Unii autori din lucrarile consultate au sugerat ca AlV-urile HIN2 care circula in
pasarile de curte au dobandit recent o capacitate imbunatatita de a se transmite
de la pasari la mamifere, inclusiv la oameni (SUN, H., LIN, J., LIU, Z., YU, Y., WU,
M., LI, S., ... & LIAO, M., 2019. Genetic, molecular, and pathogenic
characterization of the HIN2 avian influenza viruses currently circulating in South
China. Viruses, 11(11), 1040). Virusul gripei aviare (LPAl) cu patogenitate scazuta
HIN2 a devenit endemic la pasarile de curte la nivel global. Tn mai multe tari
asiatice, vaccinarea impotriva virusului gripei aviare (AIV) HIN2 a fost aprobata
pentru a reduce pierderile economice in industria pasarilor de curte. In regiunea
asiatica Korea - China - Japonia mai multe lucrari descriu infectii cu HIN2, ceea ce
denota versatilitatea acestei tulpini. (Kye, S.J., Park, M.J., Kim, N.Y., Lee, Y.N.,
Heo, G.B., Baek, Y.K., Shin, J.l., Lee, M.H. and Lee, Y.J., 2021. Pathogenicity of
HIN2 low pathogenic avian influenza viruses of different lineages isolated from
live bird markets tested in three animal models: SPF chickens, Korean native
chickens, and ducks. Poultry Science, 100(9), p.101318.) (Yan, W., Cui, H.,
Engelsma, M., Beerens, N., van Oers, M.M., de Jong, M.C., Li, X., Liu, Q., Yang,
J., Teng, Q. and Li, Z., 2022. Molecular and antigenic characterization of avian
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H9N2 viruses in Southern China. Microbiology Spectrum, 10(1), pp. e00822-21.)
(Nugroho, C.M.H., Silaen, 0.5.M., Kurnia, R.S., Soejoedono, R.D., Poetri, O.N. and
Soebandrio, A., 2021. Isolation and molecular characterization of the
hemagglutinin gene of HIN2 avian influenza viruses from poultry in Java,
Indonesia. Journal of Advanced Veterinary and Animal Research, 8(3), p.423)
Celulele MDCK sunt utilizate in mod obisnuit in laboratoare pentru producerea
virusului gripal A. Tn acest studiu, am validat utilizarea vasului de cultura celulara
Corning HYPERFlask pentru producerea pe scara larga a virusului gripal A.
HYPERFlask vasul este un balon de cultura celulara multistrat cu aproximativ de 10
ori suprafata de crestere celulard a unui balon T-175 standard. Desi concentratia
sau titrul viral a fost echivalent atat in vasul HYPERFlask, cat si un balon standard
T-175, the HYPERFlask permite o eficienta sporita in extinderea prin utilizarea
unui singur vas comparativ cu mai multe baloane. Productia de virusul gripal A in
vasul HYPERFlask a permis de asemenea un protocol de pas fara adsorbtie.
impreun3, aceste rezultate indica faptul ca vasul HYPERFlask ofera considerabile
beneficii pentru producerea pe scara larga a virusului gripal A. (HIDEO GOTO,
Simplified Large Scale Production of Influenza A Virus Using the Corning®
HYPERFlask® Cell Culture Vessel. Division of Virology, Department of Microbiology
and Immunology, Institute of Medical Science University of Tokyo, Japan)

Un virus bi-himeric a demonstrat ca produce cantitati mult mai mari de HA in oua;
un asemenea tip de virus optimizat care utilizeaza glicoproteine himerice ar putea
fi utilizat ca tulpina de lucru pentru vaccinuri (MEDINA, J., BOUKHEBZA, H., DE
SAINT JEAN, A., SODOYER, R., LEGASTELOIS, I., & MOSTE, C., 2015. Optimization
of influenza A vaccine virus by reverse genetic using chimeric HA and NA genes
with an extended PR8 backbone. Vaccine, 33(35), 4221-4227).

Virusurile HPAI Clade 2.3.4.4b H5N1 au provocat 47 de focare in fermele de pasari
si au fost, de asemenea, detectate la mai multe pasari salbatice. Analiza
filogeneticd a genelor HA si NA a indicat ca izolatele coreene H5N1 HPAI au fost
strans legate de virusurile eurasiatice izolate in 2021-2022. Patru genotipuri
distincte de virusuri H5N1 HPAI au fost identificate la pasarile de curte, iar
majoritatea au fost gasite si la pasarile salbatice. (Cha, R.M., Lee, Y.N., Park,
M.J., Baek, Y.G., Shin, J.I., Jung, C.H., Sagong, M., Heo, G.B., Kang, Y.M., Lee,
K.N. and Lee, Y.J., 2023. Genetic Characterization and Pathogenesis of H5N1 High
Pathogenicity Avian Influenza Virus Isolated in South Korea during 2021-2022.
Viruses, 15(6), p.1403).

Activitate desfdsuratd de P3 - Universitatea de Stiinte Agronomice si Medicina
Veterinara Bucuresti

Activitatea de documentare aferentd fazei 1 a proiectului ADER 10.1.2, defasurata
de specialistii P3 si avand in vedere obiectivul fazei de documentare stiintifica cu
privire la activitatile propuse in proiect s-au studiat surse bibliografie relevante, in
care sunt prezentate cunostintele acumulate in ultimele doua decenii in privinta
circulatiei tulpinilor de gripa aviara si evolutiei lor genetice, cunoscuta fiind
capacitatea particulara a acestor virusuri de a acumula mutatii.
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Gripa aviara este o boala virala extrem de contagioasa care afecteaza mai multe
specii de pasari domestice, crescute pentru obtinerea de produse destinate
consumului uman (gaini, curcani, prepelite, fazani etc.), pasari de agrement si
pasari salbatice. Ocazional, in circumstante bine definite, mamiferele, inclusiv
oamenii, pot contacta virusul gripal de la pasari.

Existd numeroase tulpini de virus gripal aviar, care sunt de obicei clasificate in
doua grupe in functie de gravitatea bolii pe care o determina la pasarile
domestice: tulpini cu patogenitate scazuta (LPAI), care de obicei provoaca
manifestari clinice discrete la pasarile domestice sau deloc, si tulpini inalt
patogene (HPAI), care pot cauza semne clinice severe si o ratd a mortalitatii
crescuta la pasarile domestice.

Virusurile gripale A sunt membri ai familiei Orthomyxoviridae si contin genom ARN
care codifica 10 proteine de baza. Virusurile gripale A sunt caracterizate de obicei
prin proteine de suprafatda, hemaglutinina (HA) si neuraminidaza (NA), dand
nastere la o multitudine de subtipuri diferite desemnate, de exemplu, ca H1N1,
H5N6 sau HIN2. Gazda naturala a virusurilor gripale sunt pasarile salbatice de apa
dulce si marine, care contin aproape fiecare subtip cunoscut de virus gripal (cu
exceptia H17N10 si H18N11 care au fost gasite doar la lilieci).

Desi majoritatea tulpinilor virusului gripei aviare nu infecteaza oamenii, unele,
cum ar fi tulpinile H5N1 si H7N9, au determinat la subiecti umani infectii grave,
uneori fatale.

Din 1997, comunitatea internationala a asistat la aparitia si raspandirea unei
tulpini de virus gripal aviar H5N1 inalt patogen, cu o ratd de raspandire fara
precedent. A avut consecinte devastatoare pentru pasarile domestice, specii de
pasari salbatice si oameni de pe 3 continente. Au fost declarate 240 de cazuri
umane cu 141 de decese. Din 1999 pana in 2003, masurile de control al focarelor
de gripa aviara doar in Uniunea Europeana au dus la depopularea a 50 de milioane
de pasari cu un cost substantial pentru economia globala. Datorita infectiilor in
curs de desfasurare a oamenilor si animalelor, comunitatile de sanatate publica si
veterinare au recunoscut necesitatea urgenta a unei abordari colaborative si
participative continue pentru prevenirea si controlul gripei aviare inalt patogene.
Emergenta tulpinilor HPAI, precum H5N1, un virus Al extrem de patogen, a fost
semnalatd initial la om in Hong Kong in 1997. Virusul a reaparut apoi in 2003 si
2004 si s-a raspandit din Asia in Europa si Africa provocand cateva sute de cazuri
umane si decese, precum si distrugerea a sute de milioane de pasari domestice.
Aceasta forma asiatica de H5N1 a declansat ingrijorarea oamenilor de stiinta si a
autoritatilor si a generat lansarea unor programe de supraveghere din cauza
potentialului pandemic al unui astfel de virus, in cazul in care aparitia unei mutatii
i-ar conferi proprietatea de transmitere interumana.

Programele de supraveghere a circulatiei virusurilor Al in populatiile de pasari
salbatice cunoscute ca gazde ale acestor virusuri au evidentiat prezenta/circulatia
continua a diferitelor tulpini de virus Al, inclusiv a celor din grupul H5Nx. De la
detectia tulpinii HPAI H5N1 Guangdong, China, (clade 2.3.4) in 1996, virusul s-a
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raspandit in peste 80 de tari, mai ales pe rutele pasarilor migratoare si ulterior a
evoluat, generand sub-clada 2.3.4.4, care include subtipurile H5N2, H5N5 si HONS,
toate izolate de la pasari domestice in China . Dupa 2010, tulpinile apartinand
acestei clade 2.3.4.4, au diseminat in Coreea de Sud in 2014 provocand un focar
in sever. OMS, la aceasta data apreciaza ca minim riscul imbolnavirilor umane cu
tulpini apartinand cladei 2.3.4.4

Pana in prezent, izolate ale Al H5N8 au fost identificate in America de Nord,
Africa, Europa si Rusia si continua sa provoace focare aviare.

in 2014 si 2015, Statele Unite au cunoscut un focar fara precedent cauzat de o
tulpind de virus gripal aviar (HPAI) extrem de patogen, H5, al cladei eurasiatice
2.3.4.4. Cazurile initiale au afectat in principal pasarile salbatice si diferite specii
de pasari de curte din sistemul free-range, in timp ce focarele ulterioare au
afectat gaini si curcani din ferme comerciale. in perioada octombrie 2020 - aprilie
2023 in Europa au fost identificate 6 subtipuri virale Al, care reunesc 73 de
genotipuri: aceastd realitate evidentiaza accelerarea ratei mutatiilor, ceea ce
sugereaza cresterea vitezei de achizitie a receptorilor pentru alte specii, inclusiv
omul. .

Datele epidemiologice actuale confirma ca, in epidemiologia gripei aviare, omul a
jucat an egald masura rolul de gazda ai sursa pentru pasari si suine si pe cel de
sursa pentru caine, pisica si mustelide (nurca). Alte specii mamifere care au suferit
infecttii cu virusuri ale gripei aviare - lilieci, mamifere marine, ratite - s-au
infectat din surse aviare de regula salbatice.

in 2016 - 2017 si Romania a declarat focare de Al cu tulpina H5N8 la pasari
salbatice si la pasari domestice crescute in exploatatii gospodaresti.

in Romania, conform procedurilor internationale, diagnosticul HPAI consta in
identificarea tipului hemaglutininei (Hx) si al neuraminidazei (Nx).

Fatd de rezultatele studiilor anterior mentionate, proiectul vine in intampinarea
acestei nevoi de cunoastere care sa aiba drept scop urmatoarele :

- monitorizarea evolutiei genetice a tulpinilor circulante/izolate la noi in tara,
prin investigarea in focare a tuturor speciilor aviare susceptibile, nu numai a celei
afectate;

- studierea celorlalti determinanti de patogenitate, precum proteinele interne
PB1, PB2 - in mod particular implicate in virulenta si capacitate replicativa la
mamifere si altele, care au fost deja identificate ca asociate riscului de extensie al
spectrului de gazde si patogenitatii tulpinilor HPAI;

- investigarea speciilor de animale din sau in contact cu focarul.

in prezent, in Romania, nici o structurd publicd nu investigheaza aceste aspecte,
riscand s& ne confruntam cu un fenomen epidemiologic pentru care ne lipsesc
investigatiile predictive si preventive.

in aceasta faza 1 a Proiectului ADER 10.1.2. - “Cercetdri privind particularitdtile
evolutive ale tulpinii de virus gripal si elaborarea unor produse de tip
imunoprofilactic utilizabile in controlul gripei aviare si al factorilor de risc
epidemiologic in Romdnia” s-a dorit studierea literaturii de specialitate disponibile
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in baze de date internationale, in vederea realizarii studiului bibliografic privind
evolutia geneticd a tulpinilor circulante de virus gripal in Romania, privind
determinantii de patogenitate (precum proteinele interne PB1, PB2 si altele) pe
tulpinile circulante de virus gripal, privind analiza genetica a tulpinilor de virus
gripal izolate in focarele de gripa aviara care au evoluat pe teritoriul Romaniei.

in acest sens s-au studiat un numar de 60 lucrari stiintifice care au avut ca subiect
“Gripa aviara H5N8 inalt patogena”, “Strategii de control si combatere pentru
aparitia tulpinilor nalt patogene de gripa aviara”, “PB1, PB2 si rolul lor in
patogenitatea tulpinilor de gripa aviara”, “infectia oamenilor din si in focar de
gripa aviara”.

Lucrarile studiate s-au incadrat in urmatoarele categorii Web of Science:
agricultura si stiinta animalelor, stiinte veterinare, biotehnologii si microbiologie
aplicatd, microbiologie, virusologie, biochimie si biologie moleculara, ereditate
geneticd, stiinte multidisciplinare, metode de cercetare biochimica, biologie,
biologie celulard, ecologie, biologie evolutionista si tehnologia stiintei alimentelor.
Toate articolele studiate au avut ca scop elaborarea unei baze de date cu lucrari
stiintifice relevante pentru tema proiectului, baza de date ce se regaseste pe site-
ul web destinat proiectului in cauza.

Bazat pe articolele stiintifice studiate putem concluziona ca, izolatele HPAI A
(H5N8) recent aparute arata o tendinta evolutiva spre achizitia mai multor
determinanti asociati susceptibilitatii pentru om si, impreuna cu aceasta, a
potentialului transmisibilitatii interumane. Se apreciaza ca este urgenta
monitorizarea tulpinilor HPAI A (H5Nx), caracterizarea proteinelor altele decat
hemaglutinina si neuraminidaza care fac tinta diagnosticului curent si adaptarea
strategiilor de control in concordanta cu evolutia acestora.

De asememenea s-a constat ca flexibilitate genomica dupa un singur pasaj indica
faptul ca tulpinile virusului gripei aviare pot continua sa evolueze prin circulatie
intre diferitele specii de galiforme, crescand oportunitatea lor de a se adapta altor
specii. ( J Virol. 2017 Oct 13;91(21).

Patogenia, transmiterea si dinamica evolutiva intra-gazda a H5N8 eurasiatica
initiala si tulpini reasortante ale acesteia au fost supuse unor detaliate investigatii
asupra particularitatilor patobiologice dezvoltate in cursul replicarii pe diferite
gazde, in cursul aceluiasi eveniment: secventierea tulpinilor izolate de la speciile
de galiforme studiate a evidentiat numeroase polimorfisme cu frecventa scazuta si
20 de substitutii la nivel de consens, la toate speciile de pasari si genele virusului,
dar mai frecvent la prepelitele si prepelitele japoneze si la determinantii genetici
ai proteinelor interne PB1 si PB2.

Activitate desfdsuratd de P4 - Universitatea de Stiinte Agricole si Medicind
Veterinara Cluj-Napoca

Activitatea de documentare aferenta fazei 1 a proiectului ADER 10.1.2, defasurata
de specialistii P4, a avut in vedere evaluarea literaturii de specialitate, pentru:

- perioada de remanenta a virusului gripei aviare in carcase

cuvinte cheie: ,,avian influentza”, ,,H1N1”, ,HPAI”, ,LPAI”, ,persistence”, ,,meat”
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in urma verificarii continutului articolelor identificate, au rezultat 6 articole in
extenso publicate pe tema perioadei de remanenta a virusului gripei aviare in
carcase. in plus au fost addugate in baza de date bibliograficd un numar de 21 de
articole originale si 2 tip review referitoare la detectarea ARN-ului viral (RT-PCR)
si/sau izolarea (oua embrionate, model animal) a virusurilor viabile (HPAI sau LPAIl)
in diferite tesuturi si organe, carne destinata consumului sau a preparatelor din
carne.

Cele mai relevante informatii sunt sumarizate in continuare.

Virusul gripei aviare tulpinile inalt patogene (HPAI) sunt mai frecvent implicate in
infectiile sistemice fiind mai frecvent detectate si in musculatura scheletala, dar si
tulpinile slab patogene (LPAI) au fost detectate ocazional in carne. De asemenea
incércatura virald este mai mare in cazul HPAI si difera in functie de specie fiind
mai mare la gdina, curcan, prepelita si mai mica la rata. Perioada de remanenta a
virusului viabil (infectios) este influentata de mai multi factori cum ar fi:
temperatura (temperatura de refrigerare +4°C a rezultat in cea mai mare perioada
de remanenta, dar rezista de la 30°C pana la -20°C perioade variabile de timp), pH
(7 > 5), tipul musculaturii (pulpele comparativ cu pieptul), specia (gaina, mai putin
la curcan si la ratd). Virus viabil a fost detectat si in produse cum ar fi carnati, desi
perioada de remanenta pare sa fie influentata de salinitate si de alti factori.

- rolul furajelor in transmiterea virusului gripei aviare

cuvinte cheie: ”avian influenza virus”, ,,virus survival”, ,feed”, ,feed ingredients”
fn urma verificarii continutului articolelor identificate, au rezultat 14 articole in
extenso si 3 linkuri publicate pe tema privind rolul furajelor in transmiterea
virusului gripei aviare.

Articolele studiate au investigat furajele contaminate ca potential purtator al
virusului gripei aviare. Unele furaje colectate de la unitatile comerciale pozitive
pentru HPAI au fost testate pozitiv pentru virusul gripei aviare. Chiar si in furajele
in care virusul LPAl a fost adaugat experimental, a fost observata o descompunere
semnificativa a ARN-ului viral in timp (evaluata prin PCR), atunci cand furajele au
fost mentinute la 37°C. lzolarea pe furaje PCR pozitive nu a produs nici un virus
viabil. Aceste observatii sugereaza ca stabilitatea virusului gripei aviare in furaje
nu este optima, fie din cauza prezentei substantelor inhibitoare, fie din cauza
continutului scazut de umiditate al furajului peletat.

- determinantii de patogenitate cu rol in extensia spectrului de gazda si
patogenitatii tulpinilor virusului gripal

cuvinte cheie: "avian influenza virus”, ,determinants”, ,factors”,
»pathogenicity”, ,,host range extension”

in urma verificarii continutului articolelor analizate, au rezultate 10 articole de
cercetare pe tema determinanti de mediu si demografic, respectiv factori
genetici, biologici si climatici a virusul gripei aviare (AIV). De asemenea, s-au
identificat 7 articole tip review, 2 rapoarte EFSA si 3 rezumate de teze de doctorat
referitor la determinanti ai patogenitatii a diferitelor tulpini ale AIV.
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Cele mai relevante informatii se refera la determinanti moleculari ai patogenitatii
AIV, cum ar fi: hemaglutinina (HA), Neuraminidaza (NA), Proteina nestructurala 1
(NS1). Aparitia tulpinilor de AIV cu patogenitate ridicata din tulpinile de AIV cu
patogenitate scizutd, se datoreaza introducerii aminoacizilor la locul de clivaj a
HA, care are loc probabil prin recombinare, insertie sau mutatii, in functie de
tulpina AIV. Impactul HACS (situs de clivaj HA polibazic) asupra virulentei
virusurilor H5 si H7 diferd intre speciile si rasele de pasari. De exemplu, inserarea
unui HACS polibazic intr-o tulpina AIV (H7N7) cu patogenitate scazuta creste
virulenta la pui si intr-o masura mai mica la curcani, in timp ce la rate virusul a
ramas avirulent.

NS1 afecteaza mai mult réspunsurile imune initiale ale gazdei si joaca un rol
important in inhibarea raspunsului antiviral mediat de IFN de tip | si este implicat
in evaziunea sistemului imunitar innascut. S-a descris faptul ca mutatiile din
diferite regiuni ale NS1 joac& un rol important in patogenitatea virusului la pasari.
De asemenea, mutatiile din segmentele polimerazei joaca un rol major in
adaptarea AIV la gazdele mamifere. Dintre determinanti genetici s-au studiat
genele stimulate de interferon (ISG) si receptorii de tip RIG-I. Proteinele codificate
de gene din familia BTLN, proteine implicate in apoptoza au fost, de asemenea,
asociate cu diferente in raspunsul la gripa aviara foarte patogena. De asemenea,
au fost studiati si alti factori potentiali, cum ar fi: factorii climatici (temperatura,
umiditatea relativa si viteza vantului), fitnessul biologic in vitro si patogenitatea la
unele specii de rate domestice. Studiile de laborator indica temperatura apei ca un
factor determinant al persistentei virale din mediu.

- tehnicile de obtinere a unor produse de tip imunoprofilactic (vaccinuri)
utilizabile in controlul gripei aviare

cuvinte cheie: ”avian influenza virus”, ,,vaccination”

A fost cercetatd baza de date PubMed pentru perioada 2018-2023. Au fost
identificate 215 titluri bibliografice. La ora actuala vaccinurile comerciale sau
experimentale pentru gripa aviara sunt vaccinuri inactivate care contin virusul
inactivat sau virionul divizat, vaccinuri subunitare, vaccinuri vii atenuate,
vaccinuri recombinate cu vectori virali care exprima proteinele HA sau NA
(fowlpox, the herpesvirus of turkeys (HVT), Newcastle disease virus, alphavirus
(particule ARN) si vaccinuri experimentale ARN mesager. in ultimii ani de zile sau
realizat cercetari pentru dezvoltarea unor vaccinuri care sa actioneze la nivelul
mucoaselor, care s& mimeze infectia naturala si sa stimuleze raspunsul imun
celular.

- tehnicile de izolare, cultivare si caracterizare genetica a virusurilor gripale
cuvinte cheie: ,,avian influenza virus”, ,isolation”,,genetic characterization”. A
fost utilizatd baza de date PubMed pentru perioada 2021-2023.

Au fost identificate 150 titluri bibliografice. Cele mai recente referinte
bibliografice descriu utilizarea de protocoale de izolare si caracterizare a tulpinilor
virale responsabile de focare de boalad la diferite specii de pasari domestice si
salbatice, precum si de la mamifere si om. Date fiind relatiile epidemiologice
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complexe, precum si diversitatea tulpinilor virale (recunoscute pentru rata mare
de mutatii si reasortare genetica frecventd), toate protocoale de izolare si
caracterizare sunt standardizate si includ mai multe tehnici de biologie moleculara
care vizeaza - detectia genomului viral (RT-rtPCR reverse transcription real time
PCR), a determinantilor genetici pentru factori de patogenitate (HA, NA, N51),
mecanismul de generare si dinamica mutatiilor si a recombinarilor pentru tulpinile
HP si LP (cresterea patogenitatii tulpinilor LP si infectivitatea catre mamifere
domestice si salbatice). Marea majoritate a studiilor prezinta rezultate obtinute
prin technici de secventiere si analiza filogenetica. Aceste metode asigura nu doar
caracterizarea geneticd avansatd, ci si monitorizarea/supravegherea tulpinilor
virale din punct de vedere geografic, temporal si al potentialului patogenic la
specii de pasari, mamifere si om.

Ca si observatie, in baza etiologiei virale, pentru diagnosticarea infectiei cu virusul
Al se descriu si tehnicile conventionale care includ: HA + IHA, izolarea virusului pe
ouid embrionate, caracterizarea serologica a izolatelor virale (pentru stabiliea
tipului H si N) si teste in vivo pentru determinarea patogenitatii. Dezavantajul unor
astfel de protocoale se refera nu doar la calitatea rezultatelor, dar si la perioada
de timp necesard pentru obtinerea lor. Daca initial au fost dezvoltate teste de
detectare rapida a antigenului bazate pe imunocromatografie cu flux lateral (Rapid
antigen detection assays based on lateral flow immunochromatography), in prezent
protocoalele standardizate se bazeaza pe tehnici de RT-qPCR care se aplica pentru
detectarea genericd AIV, subtiparea si patotiparea in cazul in care acestea din
urmi vizeazi site-ul de clivaj HA. De asemenea, laboratoarele de referinta au
dezvoltat si upgradat metoda Riems Influenza A Typing Array (RITA) care permite
asamblarea mai multor RT-qPCR specifice subtipului intr-o matrice PCR de joasa
densitate si detectarea ARN-ului virusului Al la nivel de subtip in probele clinice,
oferind un RT-qPCR duplex specific genei M generic, controlat intern si alte 31 de
RT-gPCR monoplex bazate pe TagMan® pentru a diferentia 14 subtipuri HA si 9 NA.
Probele sunt in general reprezentate de cadavre de pasari, tampoane cu secretii
traheale, fecale, probe prelevate din mediu (apa).

in relatie cu caracterul oficial al IA la nivel EU i mondial, protocoale de lucru sunt
standardizate atat pentru metodele conventionale, precum si pentru cele
avansate, iar manualul WOAH descrie punctual tehnicile de identificare si
caracterizare ale tulpinilor virale (https://www.woah.org/fileadmin/
Home/eng/Animal_Health_in_the_World/docs/pdf/2.03.04_Al.pdf).

Activitate desfdsuratd de P5 - Universitatea pentru Stiintele Vietii "lon
lonescu de la Brad” din lasi

Activitatea de documentare aferenta fazei 1 a proiectului ADER 10.1.2, deféasurata
de specialistii P5, a avut in vedere evaluarea literaturii de specialitate in contextul
in care de la inceputul anului 2023 numarul cazurilor de gripa aviara a inregistrat o
crestere exploziva, boala rispandindu-se in tot mai multe colturi ale globului. Pana
in prezent, a fost afectatd o varietate insemnata de pasari salbatice, care au
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transmis virusul mai departe la cele domestice si chiar la unele specii de
mamifere.

in ultimii doi ani, virusul gripei aviare a determinat mai multe focare de boala in
mai multe tari europene, atadt in randul pasarilor domestice, cat si a celor
salbatice, reprezentate de: Polonia - 32, Franta - 27, Cehia - 11, Germania - 7
(domestice), iar cazuri la pasarile salbatice: Germania - 40, Austria - 33, Belgia -
20. Acest lucru a dus la o intensificare a supravegherii si monitorizarii pasarilor
domestice si a celor salbatice care reprezinta, conform studiilor de specialitate,
sursa naturala a virusului gripal aviar.

In Romania, toate pasarile sunt supuse unui program national anual de
supraveghere pentru gripa aviara, pentru a asigura introducerea pe piata doar a
produselor si subproduselor obtinute de la pasarile sanatoase.

in octombrie 2005, virusul H5N1 a ajuns si in Romania, fiind identificat la pasari
din localitatea Ceamurlia de Jos, judetul Tulcea. Romania este prima
tara europeana unde prezenta acestui virus a fost confirmata in mod oficial.
Ultima raportare de gripa aviara in Romania a avut loc pe 17 ianuarie, la o ferma
de curcani, cu un efectiv de 65.626 de capete, din localitatea Codlea, judetul
Brasov. )

Prima raportare de gripa aviara la om a fost inregistrata in anul 1997 in Hong Kong,
cand tulpina de tip H5N1 a cauzat boli respiratorii acute la 18 persoane, dintre
care 6 au decedat.

Aceasta infectie la oameni a coincis cu epidemia de gripa aviara, cauzata de
aceeasi tulpind, la pasarile domestie din Hong Kong. Cercetarile ulterioare au
stabilit faptul c3, sursa infectatii oamenilor a fost contactul direct cu pasarile
bolnave. Ulterior, studiile moleculare intreprinse au demonstrat faptul ca, virusul
a trecut direct de la pasari la oameni.

Cea mai noua tulpina - subtipul H5N1 2.3.4.4b - a aparut in 2020 si s-a raspandit in
multe parti din Africa, Asia si Europa, precum si in America de Nord si de Sud,
provocand un numar fara precedent de decese in randul pasarilor salbatice si
domestice.

intrucat virusurile gripale suferd schimbari genetice frecvente, este necesard o
monitorizare permanenta a situatiei gripei la nivel global si ajustari continuee
privind tulpinile vaccinale.

Gripa aviara este o boald infecto-contagioasa, produsa de un virus din familia
Orthomyxoviridae, genul Alphainfluenzavirus (virusul gripal A) (Comitetul
International pentru Taxonomia Virusurilor - ICTV, 2023). Virusurile gripale A sunt
singurele ortomixovirusuri despre care se stie ca afecteaza in mod natural pasarile
(Swayne & Sims, 2020). Doar aplicarea vaccinarii in efectivele de pasari nu este
suficienta si nu reprezinta o solutie unica pentru controlul gripei aviare, daca
eradicarea este rezultatul dorit. Fara aplicarea unor sisteme de monitorizare,
biosecuritate stricta si depopulare totala in cazul confirmarii infectiei, aceasta
patologie va deveni endemica in randul populatiilor de pasari vaccinate. Circulatia
pe termen lung a virusului intr-o populatie vaccinata poate avea ca rezultat
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modificari atat antigenice, cat si genetice, asa cum s-a intamplat cu virusurile
gripale H5Nx (Gs/GD), H7N3, H7N9 si HIN2 in Mexic si in diferite tari din Orientul
Mijlociu si Asia (Swayne & Sims, 2020).

in raportul de fata a fost realizat un studiu privind vaccinurile utilizate in prezent,
respectiv eficienta utilizarii vaccinarii in randul populatiilor de pasari (FAO, 2016;
Swayne & Sims, 2020). Hemaglutinina este proteina virala primara a virusului gripal
A care declanseaza un raspuns imun protector, fiind utilizata in vaccinurile
aprobate oficial pentru pasari, iar aceasta imunitate este specifica subtipului
hemaglutininei.

Pana in prezent, majoritatea vaccinurilor antigripale A dezvoltate, utilizate la
pasari au fost inactivate, preparate din lichidul alantoidian infectios al oualor
embrionate de pui, inactivate cu beta-propiolactona sau formol si emulsionate cu
adjuvanti de ulei mineral. Din cauza potentialului de reasortare care duce la
cresterea virulentei, nu sunt recomandate vaccinurile gripale conventionale vii
impotriva oricarui subtip.

Cu toate acestea, biotehnologia detine un potential mare de a genera vaccinuri vii
cu virusul gripal aviar cu segmente genetice modificate care reduc riscul de
reasortare, limiteaza replicarea si elimina aspectele negative ale vaccinurilor vii
cu virus gripal A (Song si colab., 2007).

Existenta unui numar mare de subtipuri de hemaglutinina (H1-16), impreuna cu
variatia cunoscuta a diferitelor tulpini intr;un subtip, ridica probleme serioase la
selectarea tulpinilor pentru a produce vaccinuri inactivate antigripale A. Tn plus,
unele izolate nu cresc la un titru suficient de mare pentru a produce vaccinuri
suficient de puternice fara o pre-concentrare costisitoare.

in timp ce unele strategii de vaccinare folosesc vaccinuri autogene cum ar fi
vaccinuri preparate din izolate implicate in mod specific intr-o epizootie, altele se
bazeaza pe vaccinuri preparate din virusuri din tulpini de seminte cu caracter
biologic, complet aprobate, care poseda acelasi subtip de hemaglutinina ca virusul
de camp si capabile sa produca concentratii mari de antigen.

Din punct de vedere istoric, vaccinurile inactivate pentru controlul LPAI si HPAl au
folosit virusuri LPAI cu un subtip de hemaglutinina din focare ca si tulpina de baza,
dar odatd cu dezvoltarea rezistentei in teren asociata cu utilizarea prelungita a
vaccinului, majoritatea tulpinilor de baza din vaccinurile inactivate sunt acum
virusuri derivate genetic, cu hemaglutinind uneori neuraminidaza asemanatoare
din punct de vedere antigenic cu virusurile de camp circulante. Utilizarea
virusurilor HPAI ca si tulpini de baza pentru vaccinurile inactivate este puternic
descurajata din cauza problemelor de biosecuritate.

fncepand cu anii 1970 in SUA, vaccinurile antigripale A inactivate au fost utilizate
in principal la curcani impotriva virusurilor LPAI in cadrul programelor de vaccinare
de urgenta, dar incepand cu anii 2000, majoritatea vaccinurilor au fost impotriva
virusurilor gripale A H1 si H3 utilizate in cadrul unui program de vaccinare
preventiva de rutina in SUA la curcanii reproducatori (Swayne et al., 2020).
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De la inceputul anilor 1990, vaccinarea impotriva virusului HIN2 LPAl a fost
utilizata pe scara larga in Asia si Orientul Mijlociu folosind miliarde de doze de
vaccin inactivat (Swayne & Sims, 2020). Vaccinarea impotriva HPAI a fost utilizata
pentru prima data in Mexic in timpul focarelor de H5N2 din 1994-1995 (Villarreal,
2007) si in Pakistan (Naeem, 1998) in timpul focarele de H7N3 din 1995.

incepand cu focarele HPAI din linia H5N1 gascé/Guangdong (Gs/GD) in Hong Kong
in 2002 (Sims, 2003), a fost adoptata o politica de vaccinare folosind tulpini de
baza de vaccin H5N2 LPAI si inlocuit ulterior cu tulpini de beaza de vaccin genetic
invers H5Nx, pe masura ce virusul de camp s-a raspandit si in afara Chinei. intre
anii 2002 si 2010, 113 miliarde de doze de vaccin au fost folosite pentru a controla
HPAI, 95% fiind vaccinuri inactivate si 5% recombinate, aceleasi procente
continuand si in prezent (Swayne et al., 2011; Swayne & Sims, 2020).

Pe masurd ce HPAI din linia H5Nx Gs/GD s-a raspandit la nivel global, alte tari au
implementat programe de vaccinare de urgenta si/sau preventiva pentru controlul
HPAI. Tn mod similar, vaccinarea preventivd impotriva H5N1 HPAI a fost permisa
pentru pasarile de curte si gospodarii si pasarile din gradina zoologica in mai multe
tari ale Uniunii Europene in anii 2000.

Vaccinuri vii recombinate cu vector de virus cu insertii de gend a hemaglutininei
virusului gripal A H5 au fost aprobate si utilizate in cateva tari din 1997, mai ales
la gdini, si include virusul variolei aviare recombinat (rFPV), virusul recombinant al
bolii de Newcastle (rNDV) si vaccinurile recombinate de curcan cu herpesvirus
(rHVT). Din anul 2015, vaccinurile cu particule de ARN H5 pe baza de
hemaglutinina, baculovirus exprimat H5 si ADN H5, nereplicabile, au fost aprobate
pentru pasari de curte, dar au avut o utilizare limitata (Swayne & Sims, 2020).
Cercetarile au aratat faptul ca, pentru HPAI si LPAI, vaccinurile puternice si
administrate corect cresc rezistenta la infectii sau le previn, protejeaza impotriva
semnelor clinice si a mortalitatii, previn scaderea productiei de oua, reduc
eliminarea virusului din tractul respirator si intestinal, protejeaza de diferite
virusuri de camp din acelasi subtip de hemaglutinina, reduce excretia si astfel
previne transmiterea prin contact a virusului (Capua si colab., 2004; Swayne &
Sims, 2020).

Desi, in studiile experimentale de vaccinare, virusul este inca capabil sa infecteze
si sa se reproduca la pasarile SPF vaccinate clinic sanatoase atunci cand sunt
expuse la doze mari, cantitatile eliminate pot sa fie insuficiente pentru
transmiterea ulterioara a virusului (Van der Goot si colab., 2005). fntrucat
majoritatea studiilor de evaluare a vaccinurilor au fost efectuate la gaini si
curcani, o atentie deosebita trebuie acordata in extrapolarea rezultatelor obtinute
la alte specii de pasari. Majoritatea reglementarilor nationale de control HPAI si
LPAI isi rezerva dreptul de a utiliza vaccinuri in situatii de urgenta.

Vaccinurile vii recombinate pentru virusurile gripale A au fost produse prin
inserarea genei care codifica hemaglutinina virusului gripal A intr-un vector de
virus viu non-gripal pentru a imuniza pasarile de curte impotriva gripei A (Swayne
& Sims, 2020). Vaccinurile vii recombinante au mai multe avantaje fata de cele
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inactivate: 1) induc imunitatea la nivelul mucoasei, umorala si celulara; 2) pot fi
administrate in masa in ovo sau la pasarile de 1 zi in incubatorul biosecurizat
pentru a induce o protectie timpurie; si 3) permit diferentierea serologica usoara a
pasarilor vaccinate infectate de cele neinfectate deoarece nu induc producerea de
anticorpi impotriva nucleoproteinei sau antigenelor matriceale care sunt comune
tuturor virusurilor gripale A (adica diferentierea animalelor infectate de cele
vaccinate).

Cu toate acestea, vaccinurile vii recombinate au limitari prin faptul ca, pot avea
replicarea redusa si, prin urmare, nu induc imunitate protectoare sau doar partiala
la pasarile care au fost expuse in teren (Bertran si colab., 2018; Swayne & Sims,
2020).

Datorita inducerii unei imunitati mai vaste la nivelul mucoaselor, umoral si celular,
vaccinurile vii recombinate cu vectori au avut o durata de utilizare mai lunga in
teren inainte de aparitia virusurilor de camp care sunt rezistente la tulpinile de
vaccin, in comparatie cu vaccinurile inactivate care produc in principal o imunitate
umorala puternica.

Activitate desfdsuratd de P6é - Universitatea de Stiintele Vietii “Regele Mihai
I” din Timisoara

Activitatea de documentare aferenta fazei 1 a proiectului ADER 10.1.2, defasurata
de specialistii P6, s-a soldat cu urmatoarele rezultate:

in ultimii ani au fost detectate peste 2500 de tulpini de virus inalt patogene (HPAI)
in tarile Uniunii Europene si in Marea Britanie, la pasari domestice, dar si la pasari
salbatice sau pasari in captivitate. Cele mai multe focare au fost declarate in
Franta unde au fost identificate doua clustere spatio-temporale pana in luna
octombrie 2021, urmatd de Italia, Ungaria si Polonia. Pierderile inregistrate in
aceste tari au fost imense, mai mult de 17,5 milioane de pasari fiind sacrificate,
iar cadavrele lor distruse.

Majoritatea tulpinilor virale detectate la pasari salbatice au fost izolate in vestul si
cteva tari din nordul Europei. Apartenenta acestor tulpini la tipul A de virus gripal
aviar si subtipul H5 indica un risc crescut de transmitere la pasarile domestice din
exploatatii comerciale. Persistenta si continua circulatie a tulpinilor virale inalt
patogene la pasarile salbatice migratoare este o continua situatie de risc pentru
exploatatiile comerciale in viitor.

Epidemiile care au evoluat pana in prezent la noi in tara (2005, 2016-2017, 2021si
2022) au afectat exploatatii comerciale din toatd tara, producand pierderi
considerabile. La fel ca si in alte tari, si in Romania, nerespectarea masurilor de
biosecuritate in ferme, comertul cu pasari provenite din zonele in care evolua
gripa aviara, au fost principalele cauze si surse de infectie.

Acest lucru necesita rapiditate in implementarea unor strategii adecvate si
durabile de atenuare a HPAI, cum ar fi biosecuritatea adecvata, elaborarea de
masuri, planuri de supraveghere si masuri de depistare timpurie in diferitele
sisteme de productie a pasarilor.
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Virusurile influenta A au nucleoproteine inrudite antigenic si proteine matriceale
inrudite antigenic, dar sunt clasificate in subtipuri in functie de caracterele
antigenice ale glicoproteinelor de suprafata, hemaglutinina (HA) si neuraminidaza
(NA). Pana in prezent au fost identificate saisprezece subtipuri de HA (H1H16) si
noua subtipuri de NA (N1-N9). Fiecare virus influenta A contine un antigen HA si un
antigen NA, aparent combinate in toate modurile posibile.

Virusurile gripei aviare A se impart in doua grupe, in functie de capacitatea lor de
a provoca boala la pasarile de curte sensibile: 5(a) virusurile gripei aviare inalt
patogene (HPAI), care provoaca o boala extrem de grava caracterizata printr-o
infectie generalizata a pasarilor de curte contaminate si o mortalitate foarte
ridicata (putand merge pana la 100%) in cadrul efectivului; (b) virusurile gripei
aviare slab patogene (LPAl), care provoaca la pasarile de curte o afectiune
benigna, in principal respiratorie, exceptand cazurile in care este exacerbata de
alte infectii intercurente sau de alti factori. )

Pasarile salbatice, in special pasarile de apa migratoare, joaca un rol foarte
important in calitate de rezervor de virus a gripal aviar tip A. Introducerea initiala
a virusului I.A. in exploatatiile avicole rezultd cel mai probabil dintr-un contact
direct sau indirect cu pasari salbatice.

E posibil ca virusurile LPAI introduse de un rezervor salbatic sa poata circula la
pasarile domestice fara sa fie detectate, dat fiind faptul ca semnele clinice sunt
adesea discrete, chiar absente.

Odata introduse la pasarile de curte, tulpinile de virus LPAI apartinand subtipurilor
H5 si H7 pot suferi mutatii transformandu-se in tulpini HPAI. Pana in prezent s-a
stabilit ca doar virusurile din subtipurile H5 si H7 provoaca HPAI. Desi se pare ca la
transformarea virusului LPAI in virus HPAI intervin mai multe mecanisme, factorii
care stau la originea acestui mecanism sunt necunoscuti. In anumite cazuri,
mutatia poate sa se realizeze rapid, la situsul initial, dupa transmiterea prin pasari
salbatice, in timp ce in alte cazuri virusul LPAI a circulat la pasarile de curte timp
de cateva luni inainte de a suferi mutatii.

Prin urmare, este imposibil sa se prevada daca si cand va surveni o astfel de
mutatie. Cu toate acestea, se poate presupune ca riscul de mutatie la virusul HPAI
este cu atat mai mare cu cat circulatia virusului HPALI la pasarile de curte este mai
mare.

Perioada de incubatie variaza in functie de tulpina virala si de gazda. in general,
se citeaza o perioada de incubatie de cinci - sase zile; cu toate acestea, limita
pentru pasari variaza de la cateva ore pana la aproximativ sapte zile.

Lista speciilor de pasari domestice si salbatice de la care au fost izolate diverse
VGA estev foarte lunga. De asemenea este lunga si lista mutantelor sau subtipurilor
de VGA care au fost izolate de la diverse specii de pasari. Virusuri gripale aviare
pot fi izolate din focare active de gripa aviara, de mai mare sau mai mica
gravitate, dar si de la pasari cu forme discrete de boala sau chiar aparent
sanatoase clinic. In primul caz vorbim de epidemii si de focare de gripa aviara
(GA), in al doilea caz vorbim doar de infectii cu virusuri gripale (IVG).
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Dintre pasarile domestice, GA a fost semnalata cel mai frecvent la curca, rata,
gasca, potarniche, fazani, gaina si diverse psitacide. intre numeroasele specii de
pasari salbatice de la care au fost izolate VGA, trebuie mentionate n primul rand
pasarile acvatice, pasarile care populeaza tarmurile (pescarusi, randunele de
mare) pasarile migratoare, in special palmipedele.

Unele animale marine, ca foca, morsa, balena si delfinul pot face boala clinic cu
virusuri aviare.

Transmiterea cu usurinta a gripei ca si a infectiilor gripale asimptomatice, se face
de reguld in cadrul aceleeasi specii. Cu alte cuvinte, atunci cand este vorba de o
epidemie activa de gripa, sursa de infectie pentru pasari o reprezinta tot pasarile,
jar sursa de infectie pentru om o reprezinta tot omul.

Chiar si in cadrul pasarilor, gripa bobocilor de rata se transmite cu prioritate tot la
rate iar virusul din focarele de gripa de la curci difuzeaza cu mai mare usurinta tot
la curci. )

Sursele de infectie primare sunt reprezentate de pasarile bolnave, de cele trecute
prin boald ca si de cele cu infectii asimptomatice, care raman purtatoare si
eliminatoare de virus prin secretiile oculo-nazale si prin fecale, timp de pana la 30
zile. Oudle se pot contamina in oviduct sau in cloaca.

Cu cat contactul dintre pasarile eliminatoare si cele receptive este mai strans, cu
atat mai usor se poate transmite infectia direct, pe cale respiratorie sau digestiva.
Transmiterea indirectd, prin intermediul mediului contaminat de pasarile
eliminatoare (aerul, apa, furajele etc.) este mai putin eficientda decéat
transmiterea directa.

Portile obisnuite de patrundere a virusului in organism sunt reprezentate de
mucoasele respiratorie, conjunctivala si mai putin de mucoasa digestiva.

Dinamica epidemicd a GA variaza foarte mult in functie de caracteristicile tulpinii
infectante si de receptivitatea speciilor infectate.

in decursul timpului au fost descrise epidemii foarte grave, cu morbiditate si
mortalitate de peste 75%, epidemii cu morbiditate si mortalitate moderate, ca si
focare endemice, cu morbiditate scazuta si cu mortalitate foarte scazuta, aproape
nuld, ultimele avand o importantd mare din punct de vedere al sanatatii publice,
avand in vedere riscul de transformare genica in tulpini patogene pentru om, pe
care il incumba.

Pentru marea pandemie umana din 1957-1958, cat si pentru cea din 1968, analiza
genetica retrospectiva a virusurilor a sugerat ca sursa probabila a genelor H, N si
PB1 tulpini parentale aviare, in timp ce originea pandemiei din 1977 a ramas
necunoscuta. Odata ce virusul patogen pentru om a fost constituit printr-unul din
mecanismele genetice mentionate, difuzarea bolii se face intraspecific, om-om.
Epidemiile umane cu VG de tip A aparute prin antigenic drift revin la intervale de
1-3 ani, pe catd vreme pandemiile sunt imprevizibile, apar ca urmare a infectiei cu
un nou subtip, constituit prin ,antigenic shift” si se succed la intervale de 10-40
ani.
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in cazul pasarilor s-a dovedit ca tulpinile virusului gripei aviare se pot mentine
multa vreme intr-o populatie de pasari salbatice, in special a celor migratoare sau
acvatice, de la care pot trece, din cand in cand, dar nu frecvent, la animalele
domestice.

De asemenea, a fost dovedita circulatia virusurilor gripale, in ambele sensuri, intre
pasarile salbatice (in special palmipedele) sau domestice (in special curcile si
fazanii) pe de o parte si diverse specii de mamifere, cum este porcul, nurca, foca,
delfinul, omul si probabil si alte specii, pe de alta parte, dar transmiterea VGA de
la mamifere la pasari a fost mult mai rar raportata decat transmiterea de la pasari
la mamifere.

Transmiterea orizontala a infectiei, prin contact direct sau prin intermediul
mediilor contaminate se pare ca sunt singurele posibile. Transmiterea verticala in
conditii naturale nu a putut fi confirmata desi VGA a putut fi izolat de pe coaja
oualor (nu si din vitelus sau albus), ca agent de contaminare survenita ulterior, in
timpul pastrarii oualor intr-un mediu contaminat.

Primele focare de gripa aviara produse de tulpini inalt patogene au fost declarate
in Europa in a doua jumatate a anului 2016. Subtipul H5N8 apartinand tulpinilor
inalt patogene a fost pentru prima datd detectat in 27 oct 2016 la o pasire
salbatica (Lebada muta) gasita moarta pe lacul Fehér-Csongrad, Ungaria.

Ulterior a fot identificat in mai mult de 22 state europene: Germania, Croatia,
Austria, Danemarca, Olada, Suedia, Finlanda, Romania, Franta, Bulgaria, Grecia,
Marea Britanie, Cehia, Slovacia, Slovenia, Italia, Irlanda, Spania, Portugalia,
Polonia, Belgia si Lituania. Virusul a fost izolat de la lebede, specii diferite de rate
salbatice si pasari de prada.

in 17 state membre ale UE (Ungaria, Germania, Croatia, Austria, Danemarca,
Olada, Suedia, Finlanda, Romania, Franta, Bulgaria, Grecia, Marea Britanie, Cehia,
Slovacia, Italia, Irlanda, Spania si Polonia) virusul a fost detectat in ferme de
pasari.

Pe langa subtipul H5N8 au mai fost detectate doua subtipuri, H5N5 si H5N6. Toate
cele trei subtipuri sunt specifice pasarilor si nu au nici o afinitate pentru oameni.
Conform datelor furnizate de Laboratorul de referinta pentru gripa aviara a UE
(EURL) tulpinile apartinand subtipului H5N6 au fost diferite de tulpinile izolate in
Asia de Est asociate cu cazuri de gripa umana si aviara.

in 2017 au fost inregistrate 43 de focare, dar numarul de pasari afectate a fost
relativ mic, 1725 de pasari afectate, atat pasari domestice cat si salbatice. in 2020
(41.725 cazuri) si 2021 (179.636 cazuri), cele mai multe focare fiind declarate in
exploatatii comerciale.

in 2018 si 2019 nu au mai fost declarate focare noi de gripa aviara produse de
tulpini inalt patogene.

in schimb, in 14 januarie 2020 a fost declarat un focar primar de gripa aviara inalt
patogena la o ferma de gaini ouatoare (41461 pasari) din localitatea Seini, jud.
Maramures produs de subtipul H5N8. in 17 ianuarie 2020 a fost confirmat un focar
secundar de gripa aviara la o alta ferma de gaini ouatoare, aflata in vecinatatea
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fermei in care s-a diagnosticat initial gripa aviara in 14 ianuarie. Ancheta
epidemiologicd efectuatd a condus la concluzia ca principala sursa de infectie a
fost reprezentatd de mijloacele de transport al dejectiilor care erau folosite in
amandoud fermele. Din cele 41461 de pasari, 30051 au fost ucise, iar 11410 au
murit.

in data de 5 martie 2020 focarele au fost declarate inchise. Un focar de gripa
aviard, produs de subtipul H5N5, a fost declarat intr-o gospodarie din localitatea
Folea, comuna Voiteg, jud. Timis in luna februarie 2021.

fn luna mai 2021 au fost declarate alte doua focare de gripa aviara fintr-o
exploatatie comerciala cu 180000 capete in localitatea Ungheni, jud. Mures,
precum si in gospodarii ale populatiei din Cristuru Secuiesc, jud. Harghita. Tot in
aceeasi perioada au mai fost declarate focare si in alte localitati din judetul Mures
- Grebenisu de Campie, Santana de Mures, Ungheni si Cozma. Toate aceste focare
au fost produse de subtipul H5N8. Sursa principald de infectie a fost reprezentata
de pasarile bolnave vandute de intermediari si prin magazine din Ungheni catre
zonele care au devenit focare.

in toamna anului 2021 a inceput un sezon epidemic nou al virusului gripei aviare
fnalt patogen, episod produs de pasarile salbatice migratoare. In localitatea
Postavari, pe raza fondului cinegetic Frumusani a fost gasit un cadavru de lebada
de la care a fost izolat virusul gripei aviare subtipul H5N1, fiind astfel confirmat
focarul. Nu au mai fost depistate alte focare.

in luna ianuarie 2022, Ungaria a anuntat aparitia unui focar primar de gripa aviara,
subtipul H5N1 intr-o ferma comerciala de rate cu un efectiv de 37462 de pasari,
ferma aflata foarte aproape de granita de vest a Romaniei.

in februarie 2022 a fost confirmat un focar de gripa aviara inalt patogena produsa
de subtipul H5N1 la o exploatatie nonprofesionald cu 65 de pasari in localitatea
Tandarei, jud lalomita.

Tot in acelasi judet si perioada, a mai fost declarat un caz de gripa aviara inalt
patogena, acelasi subtip, la o lebada de iarna gasita moarta pe marginea lacului
Amara.

in 19 martie 2022, a fost declarat un nou focar de gripa aviara produs de subtipul
H5N1 la o exploatatie comerciald cu 33000 gaini ouatoare din localitatea
Branistea, comuna Oinacu, jud. Giurgiu.

Obiectiv nr. 2 ”Achizitie de echipamente, consumabile si servicii”

Activitate desfdsuratd de CP - Institutul de Diagnostic si Sandtate Animala

in scopul pregétirii logistice a implementarii fazei a 2- a proiectului ”Cercetari
privind capacitatea infectioasa a furajelor contaminate experimental cu virusuri
gripale, cercetari preliminarii privind obtinere unui produs imunologic destinat
controlului gripei aviare si monitorizarea preliminara a evolutiei genetice a
tulpinilor circulante de virus gripal in Romania, prin investigarea in focare a
tuturor speciilor de animale susceptibile” din bugetul alocat coordonatorului de
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proiect -Institutul de Diagnostic si Sanatate Animala, in faza 1 de implementare a
achizitionat urmatoarele echipamente:

- 2 bucati lampa miraj oua embrionate

- 1 bucata termostat

- 2 bucati pipetor automat

- 1 bucata aparat purificare

- 7 bucati laptop
De asemenea, au fost efectuate demersurile pentru achizitia de consumabile
necesare initierii cercetarilor aferente fazei a 2-a ”"Studiu privind capacitatea
infectioasd a furajelor contaminate experimental cu virusuri gripale” activitatii 1
din faza a 3-a ”Studiu privind posibilitate de infectare a pdsdrilor cu tulpini de
virus gripal prin consum de furaje contaminate experimental.” Activitate
desfdsuratd de P3 - Universitatea de Stiinte Agronomice si Medicina
Veterinara Bucuresti )
in cadrul primei faze a implementarii proiectului, obiectivul privind achizitia de
echipamente si consumabile necesare initierii cercetarilor privind tulpinile
virusului gripei aviare, s-a realizat prin achizitia de materiale de laborator, kituri si
consumabile. Kiturile de Real Time PCR achizitionate au fost: Avian influenza type
A virus subtype H5 MONODOSE dtec-RT-qPCR M24 pentru detectia tulpinii H5, Avian
influenza type A virus subtype H7 MONODOSE dtec-RT-qPCR M24, pentru detectia
tulpinii H7, si Avian influenza type A virus subtypes H and N MONODOSE dtec-RT-
gPCR-Panel-4, pentru realizarea unui panel de dectectie a tulpinilor H si N in
acelasi timp. De asemenea s-a achizitionat si kit pentru extractia acizilor nucleici
din probele biologice ce urmeaza a fi recoltate: RNeasy Mini Kit cat si tuburile si
varfurile necesare realizarii tehnicii PCR. Materialele de laborator achizitionate se
regasec in factura AVI nr. 202939/06/10/2023. Alte achizitii realizate au fost
achizitii de papetarie, conform facturii MC53897/2023-09-28, papetarie necesara
realizarii managemantului proiectului. Tot pentru realizarea managementului
proiectului s-au achizitionat tonere de imprimanta conform facturii
53894/28.09.2023.
in cee ce priveste achizitia obiectelor de inventar conform facturii
249106079602/25.09.20235, s-a recurs la achizitionarea unei combine frigorifice
necesare depozitarii si stocarii probelor biologice, dar si a reactivilor utilizati.
Activitate desfasurata _de P5 - Universitatea pentru Stiintele Vietii “lon
lonescu de la Brad” din lasi
Pentru indeplinierea activitatilor prevazute in prima faza a proiectului s-au facut
demersurile necesare pentru achizitia echipamentelor si consumabilelor necesare
initierii cercetarilor privind tulpinile virusului gripei aviare.
Activitate desfasurata de P6 - Universitatea de Stiintele Vietii “Regele Mihai
1” din Timisoara
in cadrul primei faze a implement3rii proiectului, obiectivul privind achizitia de
echipamente si consumabile necesare initierii cercetarilor privind tulpinile

36



Proiect ADER 10.1.2. - Cercetdri privind particularititile evolutive ale tulpinii de virus gripal si elaborarea unor produse de
tip imunoprofilactic utilizabile in controlul gripei aviare si al factorilor de risc epidemiologic fn Romania

Faza "Documentare privind activitdtile previzute in proiect, achizitia de echip e §i bile necesare initierii cercetdrilor privind tulpinile virusului gripei
aviare”, perioada implementare 12.07.2023-31.10.2023

virusului gripei aviare, s-a realizat prin achizitia de obiecte de inventar, materiale
consumabile si servicii.
Activitate desfdsuratd de P7 - Universitatea Transilvania din Brasov

Pentru crearea si dezvoltarea paginii web a proiectului a fost achitionat de
catre partenerul 7 - Universitatea Transilvania Brasov un laptop si licenta Office si
Adobe, precum si inregistrarea domeniul web.ro - abonament pentru 1 an

Obiectiv nr. 3 ”Pagina web dedicata proiectului”

Activitatea propusa de construire unei pagini web dedicata proiectului s-a realizat
in principal prin activitatea tehnica a P7 si cu colaborarea celorlati parteneri ai
acordului de colaborare in ceea ce priveste furnizarea de informatii, documente si
materiale ce sunt urcate pe site sau urmeaza a fi urcate.

in scopul crearii si dezvoltarii paginii web a proiectului au fost efectuate activitati
specializate pentru stabilirea domeniului, arhitecturii si a principalelor
caracteristici ale site-ului dedicat proiectului. Gestiunea acestei activitati a fost
asiguratd de catre P7, insa toti partenerii au contribuit cu idei si materiale in
scopul atingerii acestui obiectiv

Sopul paginii web a proiectului este acela de a asigura transparenta si vizibilitatea
proiectului, motiv pentru care sunt urcate si urmeaza a fi urcate pe site,
documente si informatii privind scopul si obiectivele proiectului, activitatile
proiectului, date de identificare ale partenerilor consortiului care implementeaza
proiectul, rezultatele obtinute prin implementarea activitatilor proiectului,
articole stiintifice si baza de date bibliografica ce constituie sursa de informare
pentru specialistii domeniului gripa aviara, studiile realizate in cadrul proiectului,
rapoartele tehnice si financiare ale proiectului.

Realizarea acestui obiectiv s-a efectuat prin planificare, documentare, formularea
de propuneri privind arhitectura si continutul site-ului, propuneri privind modul de
prezentare a bazei de date bibliografice, stabilirea elementelor de identitate
vizuald, realizarea machetelor de prezentare a proiectului si partenerilor din
proiect, achizitia de echipamente tehnice si softuri necesare.

Pe pagina web dedicata proiectului, http://ader-gripaaviara.ro, au fost integrate
functionalitati esentiale legate de cercetarile privind evolutia tulpinii de virus
gripal si produsele imunoprofilactice. Au fost incluse sectiuni pentru publicarea
rezultatelor cercetarilor, informatii despre echipa de cercetare, materiale
descarcabile si sectiuni de stiri si evenimente relevante, toate acestea fiind in
permanetd actualizare dependent de stadiul de implementare a proiectului.
Activitatea desfdsuratd _de P7 - Universitatea Transilvania din Brasov a
constat in:

- realizarea unei planificari a Etapei | pentru partenerul IA-7;

- planificarea si derularea unei sedinte operative nr. 1(IA-7 - 50
nr.1/15.10.2023) intalnire desfasuratd cu membrii echipei de proiect §i au
fost stabilite urmatoarele:

o prezentarea proiectului, obiectivelor, rezultatelor pentru Faza 1;
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o prezentarea planificarii actiunilor pentru Faza 1 cu scopul obtinerii
rezultatelor preconizate;
o fixarea de termene si responsabili pentru:
= documentare stiintifica in scopul implementarii proiectului;
= demararea site-ului/stabilirea domeniului;
= realizarea unor propuneri pentru arhitectura site-ului;
= realizarea unor propuneri pentru continuturile site-ului;
= realizarea de propuneri pentru baza de date;
= realizarea minutei SO-1-1A7/15.10.2023.
- realizarea achizitiei de echipamente IT, conform listei de echipamente si
bugetului alocat (realizare solicitare-cerere achizitie. Comanda. Receptie. Punere
in functiune);
- planificarea si derularea unei sedinte operative nr. 2 (IA-7-50-nr. 2/ 30.10.2023),
intalnire din care au rezultat urmatoarele:
o centralizarea materialelor privind documentarea stiintifica in scopul
implementarii proiectului

o colectarea propunerilor privind stabilirea unui acronim pentru proiect;

o stabilirea domeniului http://ader-gripaaviara.ro;

o stabilirea arhitecturii site-ului;

o stabilirea elementelor de identitate vizuala ce vor fi utilizate prin
intermediul site-ului;

o realizarea unei machete pentru prezentarea  membrilor

parteneriatului- parte a unei sectiuni din arhitectura site-lui;

o repartizare sarcini pentru realizarea de continuturi;

o realizarea minutei SO-2.1A-7/30.10.2023.
- transmiterea unui pachet de informatii catre membrii consortiului, pentru
validarea ideilor selectate, pachet ce a continut:

o propunerea de domeniu, structura - arhitectura site-ului;

o macheta pentru prezentarea partenerilor, solicitarile pentru

continuturile tematice (gripa aviara).

- stabilirea specificatiilor tehnice necesare achizitiei site-ului de proiect. Au fost
stabilite urmatoarele:

o Front-End: Pentru dezvoltarea front-end-ului paginii web, am utilizat
o abordare bazat pe tehnologii web moderne. Am creat o interfata atractiva si
usor de utilizat, folosind HTML, CSS si JavaScript. Am adaptat designul pentru a fi
responsiv, asigurandu-ne c3 pagina poate fi accesata usor de pe diverse dispozitive.

o Back-End: Pentru partea de back-end, am ales sa folosim un mediu de
dezvoltare bazat pe limbajul de programare PHP. Am dezvoltat serverele web
utilizind framework-ul Wordpress, care ne-a permis sa gestionam eficient diferite
module cu diferite functionalitati, s& interactionam cu baza de date si sa furnizam
continut dinamic catre utilizatori.

o Continut si Functionalitati Specifice Proiectului: Pe pagina web
dedicati proiectului, am integrat functionalitdti esentiale legate de cercetarile
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privind evolutia tulpinii de virus gripal si produsele imunoprofilactice. Am inclus
sectiuni pentru publicarea rezultatelor cercetarilor, informatii despre echipa de
cercetare, materiale descarcabile si sectiuni de stiri si evenimente relevante.

o realizarea achizitiei site-lui de proiect (realizare cerere, urmarire
executie receptie, punere in functiune, asistente completari/remedieri);

o stabilirea structurii, colectarea de documente si finalizarea unei baze
de date necesare cercetarilor de proiect. Baza de date necesara cercetarilor de
proiect a fost structurata pe: carti, articole, date statistice, legislatie.

Design al Bazei de Date a constat in urmatoarele activitati:

- s-a conceput si creat o structura solida pentru baza de date bibliografice
utilizand tehnologii de gestionare a bazelor de date;

- s-au definit tabele pentru documente, autori, termeni cheie si alte
informatii relevante;

- s-a asigurat o interfatd prietenoasa pentru fincarcarea si gestionarea
continutului;

- incarcarea si administrarea continutului;

- s-a folosit un sistem de administrare a continutului (“Content Management
System” - CMS) de tip wordpress, care permite utilizatorilor, pe baza unor
parole, sd incarce si sa actualizeze in mod individual bibliografia
cercetarilor;

- s-a inclus un mecanism de verificare pentru a mentine calitatea continutului.

Pagina web dedicata proiectului a fost dezvoltata in stadiul incipient §i este

functionald. Echipa de cercetare poate publica informatii legate de proiect prin

intermediul platformei de CMS, iar utilizatorii pot accesa usor continutul
disponibil.

Baza de date bibliografic este operationala. Aceasta a fost populata cu o parte

din informatiile disponibile pana in prezent, si este pregatita pentru adaugarea

ulterioara a noilor cercetari.

S-a reusit indeplinirea obiectivelor stabilite pentru aceasta etapa cu succes.

Pagina web dedicatd proiectului ofera in acest stadiu o platforma accesibila

pentru partajarea rezultatelor cercetarilor legate de gripa aviara. Baza de date

bibliografica oferd o sursd esentiala de referinte pentru partile interesate.

Colaborarea stransa intre echipa de dezvoltare web si echipa de cercetare a fost

cruciald pentru atingerea acestor obiective. Folosind o abordare integrata am

reusit s& oferim o solutie completa care sa sustina cu succes faza de inceput a

proiectului ADER 10.1.2.

Obiectiv nr. 4 ”Baza date bibliografica on-line”

Studierea literaturii de specialitate, romana si straina, consultarea platformelor
internationale care publica lucrari stiintifice, selectarea lucrarilor stiintifice cu
relevantd pentru activitdtile proiectului este o activitate complexa avand in
vedere amplitudinea si volumul informatiilor stiintifice disponibile in piata.

39



Proiect ADER 10.1.2. - Cercetdri privind particularitdtile evolutive ale tulpinii de virus gripal si elaborarea unor produse de

tip imunoprofilactic utilizabile in controlul gripei aviare si al factorilor de risc epidemiologic in Roménia
Faza "Documentare privind activitdtile prevdizute in proiect, achizitia de echipamente si consumabile necesare initierii cercetdrilor privind tulpinile virusului gripei
aviare”, perioada implementare 12.07.2023-31.10.2023

Aceasta activitate a fost necesara pentru a identifica, evalua si defini, cat mai
exact, stadiul actual al informatiilor stiintifice cu privire la diferite aspecte si
manifestari ale tulpinilor virusului gripal, a modului de manifestare si combatere a
infectiilor cu aceste virusuri.

Crearea acestei baze de date prin reunirea intr-un singur loc a peste 650 lucrari
stiintifice si 5 link-uri catre platforme ce contin lucrari stiintifice, se justifica prin
volumul mare de informatii existente in piata, dificultatile accesului la aceste
informatii, in primul rand de natura financiara, cele mai multe dintre lucrarile
stiintifice fiind urcate in platforme a caror accesare este conditionata financiar si,
frecvent, din cauza necunoasterii efective a si locului unde aceste lucari stiintifice
pot fi accesate ori a calitatii informatiilor continute.

Rezultatul documentarii stiintifice realizata de catre toti partenerii proiectului,
identificarea si studierea lucrarilor stiintifice cu relevanta in domeniul gripei
aviare, axat pe actvitatile ulterioare ale proiectului a condus la selectarea unui
numar reprezentativ de lucrari stiintifice, constituindu-se o bazd de date
bibliografice ce poate fi consultata on-*line pe pagina web a proiectului la
http://ader-gripaaviara.ro.

Desigur c& aceastd bazi de date constd in reunirea titlurilor lucarilor stiintifice
consultate de catre echipa de specialisti care contribuie la implementarea
proiectului, postarea lucrarilor in extenso neputandu-se realiza fara acordul
autorilor acestor lucrari, acorduri care, de cele mai multe ori sunt contracost,
scopul proiectului pentru acest obiectiv nefiind acela de a plati drepturi
pentrupostarea unor lucrari stiintifice, ci de a le reuni intr-o baza de date la
indemana specialistilor din domeniul gripei aviare.

Obiectiv nr. 5 ”Raport financiar”

Implementarea activitatilor proiectului se realizeaza in limita si constrangerea
financiara a bugetului alocat fiecarei faze si fiecarui partener al consortiului,
pentru gestiunea eficienta si transparenta a bugetului proiectului, fiecare partener
a intocmit un raport financiar propriu, in baza caruia a fost redactat raportul
financiar al proiectului care este Tnaintat autoritatii financiare pentru justificarea
sumelor de bani cheltuite, in aceasta prima faza a proiectului.

6. Rezultate, stadiul realizarii obiectivului, concluzii si propuneri pentru
continuarea proiectului:

6.1. Rezultate (conform Planului de realizare al proiectului):

Rezultatele tehnice ale implementarii fazei 1 a proiectului ”Cercetari privind
capacitatea infectioasa a furajelor contaminate experimental cu virusuri
gripale, cercetari preliminarii privind obtinere unui produs imunologic destinat
controlului gripei aviare si monitorizarea preliminara a evolutiei genetice a
tulpinilor circulante de virus gripal in Romania, prin investigarea in focare a
tuturor speciilor de animale susceptibile” se concretizeaza in:
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a) realizarea baze de date on-line, sursa de informatii pentru documentare
activitatilor ulterioare ale proiectului, continand peste 650 lucrari stiintifice si 5
link-uri, pentru:

- studierea capacitatii infectioase a furajelor contaminate experimental cu
virusuri gripale;

- studierea posibilitatii de infectare a pasarilor cu tulpini de virus gripal prin
consum de furaje contaminate experimental;

- studii preliminare pentru obtinere unui produs imunologic destinat
controlului gripei aviare;

- monitorizarea evolutiei genetice a tulpinilor circulante de virus gripal in
Romania, prin investigarea in focare a tuturor speciilor de animale susceptibile;

- studierea remanentei infectioase a virusurilor gripale in carcasele de
pasari;

- studierea determinantilor de patogenitate (precum proteinele interne PB1,
PB2 si altele) pe tulpinile circulante de virus gripal pentru identificarea si
evaluarea posibilitatii de extensie a spectrului de gazde si patogenitatii tulpinilor
virusului gripal; .

- studiul genetic comparativ privind tulpinile de virus gripal izolate in
focarele de gripa aviara care au evoluat pe teritoriul Romaniei;

- incercari pentru prepararea a cel putin un produs de tip imunoprofilactic
(vaccin) pentru interventia de urgenta in gripa aviara.

b) achizitia produselor necesare implementarii fazei a 2-a a proiectului
"Cercetari privind capacitatea infectioasa a furajelor contaminate experimental
cu virusuri gripale, cercetari preliminarii privind obtinere unui produs imunologic
destinat controlului gripei aviare si monitorizarea preliminara a evolutiei genetice
a tulpinilor circulante de virus gripal in Romania, prin investigarea in focare a
tuturor speciilor de animale susceptibile”

c) crearea paginii web a proiectului http://ader-gripaaviara.ro, in care au fost
incarcate materiale generale cu privire la proiect, partenerii consortiului ce
implementeaza proiectul, baza de date on-line, urmand a fi incarcate si alte
documente, ce pot fi furnizate catre publicul larg doar daca nu prezinta restrictii
de confidentialitate.

6.2. Stadiul realizdrii proiectului:

Proiectul ADER 10.1.2. - Cercetari privind particularititile evolutive ale tulpinii
de virus gripal si elaborarea unor produse de tip imunoprofilactic utilizabile in
controlul gripei aviare si al factorilor de risc epidemiologic in Romania, aflat in anul 1
de implementare, are prevazut pentru anul de cercetare 2023, care se finalizeaza
la 31.10.2023 termen limitd pentru depunerea raportului de faza, o faza unica de
iplementare si raportare, si anume: Documentare privind activitatile prevazute
in proiect, achizitia de echipamente si consumabile necesare initierii
cercetdrilor privind tulpinile virusului gripei aviare. Obiectivele fazei 1 au fost
realizate in totalitate, iar activitatile fazei asumate prin prezentul proiect au fost
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efectuate de catre toti cei 8 parteneri ai acordului de colaborare, prin
intermendiul echipelor de cercetare, conform planului de activitate prevazut in
contractul de finantare.

6.3. Concluzii

. S-a realizat strategia si planul de lucru pentru implementarea fazei 1 a
proiectului ADER 10.1.2.;

*  S-au achizitionat echipamentele, consumabilele si serviciile necesare
implementarii fazei 1 si demararii implementarii fazei a 2-a a proiectului;

= S-a creat si a devenit functionald pagina web dedicata proiectului
http://ader-gripaaviara.ro;

=  S-a creat baza date bibliografica on-line cu peste 650 lucrari stiintifice si 5
link-uri

= S-au derulat intalniri on-line ale celor 8 parteneri ai consortiului in scopul
clarificarii actiunilor si responsabilitatilor in cadrul proiectului, pe faze si ani
de excutie pentru atingerea obiectivelor propuse in cadrul proiectului;

6.4. Propuneri pentru continuarea proiectului
Proiectul ADER 10.1.2. se poate implementa cu succes in conditiile in care se aloca
in intregime suma aprobata prin contractul de finantare.

Director proiect,

Conf, univ. dr. Florica BARBUCEANU
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Formular nr. 8

EVALUAREA CONFORMITATII DOCUMENTELOR DE RECEPTIE A FAZEI
(Se anexeazd la documentele de predare ale fazei; se completeazd de cdtre contractor)

Ministerul Agriculturii i Dezvoltarii Rurale
Contractor: Institutul de Diagnostic si Sanatate Animala (IDSA)
Codul fiscal at Contractorului: 4316171

Contract: 10.1.2 /12.07.2023 | Act Aditional: 1/05.10.2023

(numdr/an)

Faza de executie

Termenul de predare al fazei 31.10.2023 Perioada de | De la 12.07.2023

e executie: Pana la 31.10.2023

Persoana de contact (Directorul de proiect): Date contact (Tel/Fax, e-mail):

Conf. univ. dr. Florica BARBUCEANU telefon fix 0374.322.000, telefon mobil
0744.342.113, email:
florica.barbuceanu@idah.ro

Codul si denumirea | ADER 10.1.2. - Cercetédri privind particularitatile evolutive ale tulpinii de virus

proiectului gripal si elaborarea unor produse de tip imunoprofilactic utilizabile in controlul

gripei aviare si al factorilor de risc epidemiologic in Romania

Denumirea fazei Documentare privind activitatile prevazute in proiect, achizitia de echipamente si

consumabile necesare initierii cercetarilor privind tulpinile virusului gripei aviare

Anul inceperii 2023 | Anul finalizirii | 2026

A. EVALUAREA CONFORMITATII DOCUMENTELOR
(se completeazd de cdtre Compartimentul cercetare-inovare la receptia fazei)

| Conformitate |

cu

Documente prezentate machetele

de contractor pentru | Existenta 1-6 din O.M. Observatii Semnatura

decontarea fazei nr. contractor

4729/2004
si anexele

contractului

de finantare

DA| NU| DA NU

Depunerea fazei in
termen (Se verifica nr.
si data de inregistrare
de la Registratura MADR
in raport cu termenele
asumate prin contract
si/sau act aditional)

Cererea de plata
(Macheta 1 din O.M. nr.
4729/2004)




Procesul verbal de
avizare interna de faza,
la proiectul de
cercetare  dezvoltare
(Macheta 2 din O.M. nr.
4729/2004)

Raportul de activitate al
fazei insotit de raportul
in extenso

(Macheta 3 din O.M. nr.

4729/2004)
Raportul privind
cofinantarea fazei

(dacd este cazul)
(Macheta 4 din O.M. nr.
4729/2004)

Raportul anual de
activitate privind
desfasurarea
proiectului (daca este
cazul) (Macheta 5 din
O.M. nr. 4729/2004)

Raportul de activitate
final (daca este cazul)
(Macheta 6 din O.M. nr.
4729/2004)

Conventia de avans
(dacd este cazul)
(Macheta 7, din O.M. nr.
4729/2004)

Devizul cadru (Anexa C
la contractul de
finantare incheiat cu
contractorut)

Anexa la deviz - Nota de
fundamentare a
manoperei (Anexa la
Anexa C la contractul
de finantare incheiat cu
contractorul - Deviz
cadru)

Categoriile de cheltuieli
prevazute pentru
execu-tarea proiectului
(Anexa D la contractul
de finantare incheiat cu
contractorut)




Alte documente justifi-
cative

Documentatia tehnica,
financiara si
principalele rezultate
ale fazei in format
Power Point si pe suport
electronic

Compartimentul cercetare si inovare

Nume si prenume, datd, semndturd

B. CIRCUITUL DOCUMENTELOR DE EVALUARE $I MONITORIZARE TEHNICO-STIINTIFICA $I ECONOMICO-
FINANCIARA

Monitor tehnic . Monitor economic Presedinte comisie monitorizare
Mihai NEAGU Gica GRIGORE Dumitru MILITARU
Primit Predat Primit Predat Primit Predat

(de la structura
de cercetare -

inovare) - |
Data: Data: Data: Data: Data: Data:
Semnatura: Semnatura: Semnatura: Semnatura: Semnatura: Semnatura:
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Formularul nr.9
FI$A DE EVALUARE SI MONITORIZARE TEHNICO-$TIINTIFICZ Sl ECONOMICO-FINANCIARA A FAZEI

(Se anexeazd la documentele de predare ale fazei; se completeaza de cdtre contractor)

Ministerul Agriculturii si Dezvoltarii Rurale

Contractor: : Institutul de Diagnostic §i Sanatate Animala (IDSA)

Codul fiscal al Contractorului: 4316171

Contract: 10.1.2 /12.07.2023 Act Aditional: 1/05.10.2023
(numdr/an)

Faza de executie

Termenul de predare al fazei 31.10.2023 Perioada de | De la 12.07.2023
executie: Pana la 31.10.2023
(zz/ll/aaaa)

Persoana de contact (Dirvectorul de proiect): Date contact (Tel/Fax, e-mail):

Conf. univ. dr. Florica BARBUCEANU telefon fix 0374.322.000, telefon mobil
0744.342.113, email:
florica.barbuceanu@idah.ro

Codul si denumirea | ADER 10.1.2. - Cercetari privind particularitatile evolutive ale tulpinii de virus

proiectului gripal si elaborarea unor produse de tip imunoprofilactic utilizabile in controlul

gripei aviare si al factorilor de risc epidemiologic in Roméania

Denumirea fazei Documentare privind activitatile prevazute in proiect, achizitia de echipamente si

consumabile necesare initierii cercetarilor privind tulpinile virusului gripei aviare

Anul inceperii | 2023 | Anul inceperii | 2026

Comisia de Monitorizare Nume ) Prenume Data si semnéatura
Presedinte MILITARU Dumitru
Monitor tehnic NEAGU Savin
Monitor economic GRIGORE Gica
Director Plan sectorial |

A. ELEMENTELE EVALUARII S| MONITORIZARII TEHNICO-STIINTIFICE ALE FAZEI

Elementele monitorizarii REALIZAT Observatii

DA | NU | PARTIAL

1 2 3 4 5

Existenta procesului verbal de
avizare internd semnat si
asumat de catre repre-
zentantii legali si comisia de
avizare (macheta 2 din O.M.
nr. 4729/2004)

Macheta 3 - Raport de activitate al fazei, insotit de Planul de realizare al proiectului (Anexa E la contract) - Se
verifica:




Elementele monitorizarii REALIZAT Observatii
DA | NU | PARTIAL
1| 2 3 4 5

Existenta si confomitatea cu
modelul Machetei 3 din O.M.
nr. 4729/2004 - structura,
continut)

Rezultatele obtinute conduc la
atingerea obiectivului fazei?

Denumirea fazei, activitatile
efectuate, rezultatele
obtinute respecta Planul de
realizare al proiectului?

Costurile cu realizarea fazei de
executie respecta Planul de
realizare al proiectului?

Rezultatele si concluziile fazei
sunt conforme cu rezultatele
finale scontate ale
proiectului?

Rezultatele si concluziile fazei
sunt conforme cu obiectivele
proiectului?

Exista Raportul WEB cu
principalele rezultate ale fazei
destinate afisarii pe pagina
web a MADR si a
contractorului ?

Informatiile din raportul WEB
sunt conforme cu datele si
concluziile  raportului  de
activitate al fazei - Macheta 3
din O.M. nr. 4729/2004)

Se recomanda continuare
executiei proiectului ?

B. ELEMENTELE MONITORIZARII ECONOMICO-FINANCIARE ALE FAZEI

REALIZAT "
Docume(r:lct;t?;zs:\tate de DA | NU | PAR- Observatii
TIAL
1 2 3 4 5

Cererea de plata (macheta
1 din O.M. nr. 4729/2004)
Existenta, conformitate,
suma solicitata spre
decontare corecta

Esalonarea platilor

(Anexa B la contractul de
finantare  incheiat cu
contractorul)

Existenta, conformitate,
datele prevazute corespund
contractului/actului
aditional




REALIZAT

Documeg(t)(:tegi:s:tate de DA | NU | PAR: Observatii
TIAL
1 2 3 4

Devizul cadru (Anexa C la
contractul de finantare
incheiat cu contractorul)
Existenta, conformitate,
datele prevazute corespund
contractului/actului
aditional

Anexa la deviz - Nota de
fundamentare a manoperei
(Anexa C la contractul de
finantare  incheiat cu
contractorul)

Existenta, conformitate,
datele prevazute corespund
contractului/actului
aditional

Categoriile de cheltuieli
conform HG nr. 134/2011
(Anexa D la contractul de
finantare  incheiat cu
contractorul)

Existenta, conformitate,
datele prevazute corespund
contractului/actului
aditional

Planul de realizare al
proiectului (Anexa E la
contractul de finantare
incheiat cu contractorul)
Existenta, conformitate,
datele prevazute corespund
contractului/actului
aditional

Raportul privind
cofinantarea (macheta 4
din O.M. nr. 4729/2004 ), in
cazul in care exista

Se recomandad continuarea
executiei proiectului ?




Formular nr. 10

RAPORT DE EVALUARE $| MONITORIZARE PE FAZE A ACTIVITATILOR DE

CERCETARE - DEZVOLTARE

(Se anexeazd la documentele de predare ale fazei; se completeaza de catre contractor)

Ministerul Agriculturii si Dezvoltarii Rurale

Contractor: : Institutul de Diagnostic si Sanatate Animala (IDSA)

Codul fiscal al Contractorului: 4316171

Contract:

(numdr/an)

10.1.2 /12.07.2023

Act Aditional:

1/05.10.2023

Faza de executie

Termenul de predare al fazei

31.10.2023

Perioada de executie:
(zz/ll/aaaa)

De la 12.07.2023

Pana la 31.10.2023

Persoana de contact (Directorul de proiect):

Conf. univ. dr. Fl

orica BARBUCEANU

Date contact (Tel/Fax, e-mail):

telefon fix 0374.322.000, telefon mobil 0744.342.113,
email: florica.barbuceanu@idah.ro

Codul si
proiectului

denumirea

ADER 10.1.2. - Cercetari privind particularitatile evolutive ale tulpinii de virus
gripal si elaborarea unor produse de tip imunoprofilactic utilizabile in controlul
gripei aviare si al factorilor de risc epidemiologic in Romania

Denumirea fazei

Documentare privind activitatile prevazute in proiect, achizitia de echipamente si
consumabile necesare initierii cercetarilor privind tulpinile virusului gripei aviare

Anul inceperii

2023

Anul inceperii

2026

Comisia de monitorizare constituitd prin Ordinul ministrului nr. 163/2023 examinand activitatile care fac
obiectul Contractului de finantare nr. 10.1.2 / 12.07.2023 , a constatat urmatoarele:

Comisia A Activitatile | B.  Existenta  tuturor | C. Concluziile proiectului si principalele
realizate sunt | documentelor rezultate obtinute, inclusiv toate datele
conforme justificative care creaza | tehnico-stiintifice si experimentale,
obiectivului propus | obligatii de platd a | etc., sunt prezentate in Raportul de
pentru aceasta faza | proiectului cercetare n extenso.

DA*) NU DA NU DA NU

Presedinte

Monitor tehnic

Monitor economic

10




*) Se bifeazd de cdtre fiecare monitor in spatiul corespunzdtor; in cazul in care este bifat ,NU” la una
dintre coloane, comisia de monitorizare nu avizeazd favorabil activitdtile

Comisia avizeaza favorabil activitatile si considera ca pot fi decontate.

Decizia DA |
comisiei de
monitorizare**) NU Comisia NU avizeaza favorabil activitatile si considera ca nu pot

decontate.

**) Se bifeazd in spatiul corespunzdtor de cdtre presedintele comisiei de monitorizare dupd evaluarea
deciziei monitorilor

COMISIA DE MONITORIZARE:

Functie Nume Prenume Semnatura si data
Presedinte MILITARU Dumitru
Monitor tehnic NEAGU Mihai
Monitor economic GRIGORE Gica

11




Formular nr. 11

FISA DE EVALUARE $I MONITORIZARE TEHNICO-STIINTIFICA §I ECONOMICO-FINANCIARA ANUALA
(Se anexeazd la documentele de predare ale fazei; se completeazd de cdtre contractor)

Ministerul Agriculturii si Dezvoltarii Rurale

Contractor: Institutul de Diagnostic si Sanatate Animala (IDSA)

Codul fiscal al Contractorului: 4316171

Contract: 10.1.2 Act Aditional: 1/05.10.2023
(numdr/an) /12.07.2023
Faza de executie
Termenul de predare al fazei 31.10.2023 Perioada de executie: | De la 12.07.2023
(zz/ll/aaaa) Pana la 31.10.2023

Persoana de contact (Directorul de proiect):
Conf. univ. dr. Florica BARBUCEANU

Date contact (Tel/Fax, e-mail):

telefon fix 0374.322.000, telefon mobil 0744.342.113
, email: florica.barbuceanu@idah.ro

Codul si
denumirea
proiectului

ADER 10.1.2. - Cercetari privind particularitatile evolutive ale tulpinii de virus
gripal si elaborarea unor produse de tip imunoprofilactic utilizabile in controlul
gripei aviare si al factorilor de risc epidemiologic in Romania

Denumirea fazei

Documentare privind activititile previzute in proiect, achizitia de
echipamente si consumabile necesare initierii cercetarilor privind tulpinile
virusului gripei aviare

Anul inceperii

| 2023

| Anul inceperii | 2026

Comisia de Monitorizare Nume Prenume Data si semnatura
Presedinte MILITARU Dumitru

Monitor tehnic NEAGU | Savin

Monitor economic GRIGORE Gica

Director Plan sectorial

A. ELEMENTELE EVALUARIl S| MONITORIZARII TEHNICO-STIINTIFICE ANUALE

Elementele monitorizarii REALIZAT Observatii
DA | NU | PARTIAL
1 2 3 4 5

Macheta 5/0.M. nr. 4729/2004 - Raport anual de activitate - Se verifica:

Conformitatea activitatilor de
cercetare  desfasurate cu
obiectivul general si specific
al proiectului

Descrierea  activitatilor
date/rezultatelor
experimentale, concretizate
in studii, proiecte, prototipuri
produse, tehnologii, etc.

12




Elementele monitorizarii REALIZAT Observatii

DA | NU | PARTIAL

1 2 3 4 5

Prezentarea rezultatelor
obtinute

Interpretarea  statistica a
rezultatelor experimentale si
a datelor rezultate in urma
cercetarilor

Conformitatea rezultatelor si
a concluziilor cu obiectivele
proiectului

Conformitatea informatiilor
din raport WEB, cu datele si
concluziile raportului  de
activitate anual

Se recomanda continuarea
executiei proiectului ?

B. ELEMENTELE MONITORIZARII ECONOMICO-FINANCIARE ANUALE

Elementele monitorizarii REALIZAT Observatii
DA | NU | PAR-
TIAL
1. 2. 3. |4 5.
Existenta, conformitatea

situatiei centralizatoare a
cheltuielilor privind proiectul

incadrarea in cheltuielile
prevazute 1in contract/act
aditional, Devizul cadru

Respectarea categoriilor de
cheltuieli conform Devizului
cadru

Se recomanda continuarea
executiei proiectului ?

13 ¥




Formular nr. 12

RAPORT DE EVALUARE $| MONITORIZARE ANUALA A ACTIVITATILOR DE

CERCETARE - DEZVOLTARE

(Se anexeazd la documentele de predare ale fazei; se completeazd de cdtre contractor)

Ministerul Agriculturii si Dezvoltarii Rurale

Contractor: Institutul de Diagnostic si Sanatate Animala (IDSA)

Codul fiscal al Contractorului: 4316171

Contract:

(numdr/an)

10.1.2
/12.07.2023 Act Aditional: 1/05.10.2023

Faza de executie

Termenul de predare al fazei

31.10.2023 Perioada de executie: | De la 12.07.2023
(zz/ll/aaaa)

Pana la 31.10.2023

Persoana de contact (Directorul de proiect): Date contact (Tel/Fax, e-mail):

Conf. univ. dr. Florica BARBUCEANU

telefon fix 0374.322.000, telefon mobil 0744.342.113
, email: florica.barbuceanu@idah.ro

Codul si | ADER 10.1.2. - Cercetari privind particularitatile evolutive ale tulpinii de virus
denumirea gripal si elaborarea unor produse de tip imunoprofilactic utilizabile in controlul
proiectului gripei aviare si al factorilor de risc epidemiologic in Romania

Denumirea fazei - Documentare privind activitdfile previzute in proiect, achizitia de

echipamente si consumabile necesare initierii cercetarilor privind tulpinile
virusului gripei aviare

Anul inceperii 2023

| Anul inceperii | 2026
|

Comisia de monitorizare constituitd prin Ordinul ministrului nr. 163/2023, examinand activitatile care fac
obiectul Contractului de finantare nr. 14.1.2. / 17.07.2023 , a constatat urmatoarele:

propuse  au

A. Activitatile | B. Existenta tuturor docu- | C.  Concluziile proiectului si

fost | mentelor justificative | principalele rezultate obtinute,

executate conform | care creaza obligatii de | inclusiv toate datele tehnico-
obiectivului  propus | plata din cadrul | stiintifice si experimentale, etc.
pentru aceasta faza proiectului care sa le sustina sunt prezentate

in  raportul de cercetare-
dezvoltare, in extenso

DA) NU

DA NU DA NU

Presedinte

| Monitor tehnic
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Monitor economic

*) Se bifeazd de cdtre fiecare monitor in spatiul corespunzdtor; in cazul in care este bifat ,,NU” la una
dintre coloane, comisia de monitorizare nu avizeazd favorabil activitdtile.

Comisia avizeaza favorabil activitatile si considera ca pot fi decontate.

DA
Decizia
comisiei de Comisia NU avizeaza favorabil activitatile si considera ca NU pot fi
monitorizare**) NU decontate.

**) Se bifeazd in spatiul corespunzdtor de cdtre presedintele comisiei de monitorizare dupd evaluarea
deciziei monitorilor

COMISIA DE MONITORIZARE:
Functie Nume Prenume Semnatura si data
Presedinte MILITARU Dumitru
Monitor tehnic NEAGU Mihai
Monitor economic GRIGORE Gica




