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INTRODUCERE

Actualitatea temei. La sfarsitul anului 2019, in luna decembrie, odatd cu aparitia si
raspandirea rapida a unui nou virus — coronavirusul sindromului respirator acut sever 2 (SARS-
CoV-2) — lumea s-a confruntat cu una dintre cele mai grave crize de sanatate ale secolului XXI.
Tn perioada 2020-2023, boala a afectat populatia a peste 200 de tari, fiind inregistrate peste 778
741 840 de cazuri confirmate si aproximativ 7 102 636 de decese (OMS, 2025) [1,2,3].

La 5 mai 2023, OMS a anuntat sfarsitul pandemiei de COVID-19, marcand trecerea la
perioada postpandemica dupa trei ani de perturbari profunde ale vietii, ale economiei mondiale
si ale sistemelor de sanatate. Trebuie accentuat faptul ca aceasta declaratie nu implica eradicarea
completa a COVID-19, deoarece virusul continua sd circule, iar rata de transmitere si
consecintele variaza de la o regiune la alta [4,5].

Pe durata pandemiei de COVID-19 a aparut un numar mare de variante ale virusului
SARS-CoV-2, care au favorizat adaptarea evolutiva a acestuia la imunitatea globala a
populatiei. Unele dintre ele s-au raspandit rapid in intreaga lume, ceea ce a dus la evadarea
virusului, la diminuarea eficientei tratamentelor si a vaccinurilor disponibile.

Mutatiile din genomul variantelor SARS-CoV-2 au un impact semnificativ asupra
structurii proteinelor virale si a imunogenitatii, influentand raspunsul imunologic si evolutia
clinica a infectiei la om, precum si proprietati esentiale ale virusului, cum ar fi infectiozitatea,
transmisibilitatea si capacitatea de evitare a rdspunsului imun, unele dintre acestea conferindu-
i un avantaj selectiv care favorizeaza raspandirea eficienta de la o gazda la alta [6,7,8,9,10].

Potentialul de crestere a transmiterii este legat de interactiunile moleculare dintre virus si
gazda, inclusiv de proteinele virale responsabile de atasare, patrundere in celuld si evitarea
raspunsului imun. De aceea, studierea variantelor si subvariantelor SARS-CoV-2 este necesara
pentru evaluarea riscului si pentru sprijinirea deciziilor de sanatate publica [7,8,9,10].

OMS a clasificat variantele identificate ale virusului SARS-CoV-2 in trei grupuri
distincte: variante de ingrijorare (VOC), variante de interes (VOI) si variante sub supraveghere
(VUM). Aceasta clasificare are la baza modificarile genetice din genomul viral care vizeaza
potentialul de crestere al transmiterii si al virulentei virusului, cazurile cumulative si necesitatea
evaluarii riscului [11,12,13,14].

In perioada postpandemici, subvariantele SARS-CoV-2 continui sa circule, in special
cele ale variantei Omicron, caracterizate prin variabilitate ridicatd si impact potential asupra
diagnosticului, tratamentului si eficientei vaccinurilor. Astfel, actualitatea temei este

determinata de necesitatea monitorizarii continue a circulatiei si evolutiei virusului [14,15].



Secventierea genomului viral s-a consolidat ca instrument clinic si epidemiologic
important pentru detectarea variantelor, dezvoltarea testelor de diagnostic si informarea rapida
a masurilor de sanatate publica. Amploarea secventierii SARS-CoV-2 in timpul pandemiei a
permis intelegerea evolutiei si raspandirii virusului si a consolidat premisele supravegherii
genomice postpandemice [16,17,18,19].

Secventierea genomului reprezintd una dintre metodele optime pentru monitorizarea in
timp real a dinamicii transmiterii virale prin identificarea unor secvente care pot agrega
impreuna 1n clustere si prin corelarea lor cu datele clinice si epidemiologice. Acest proces este
foarte important pentru identificarea originii virusului, a surselor de provenienta ale epidemiilor
din diferite regiuni si a dinamicii transmiterii - intra- si intercomunitarea acestuia [20].

Aplicarea secventierii intregului genom si a platformelor bioinformatice a permis
identificarea rapida a genomilor virali si interpretarea variantelor SARS-CoV-2, contribuind la
consolidarea supravegherii genomice si la orientarea masurilor de raspuns [21].

in Republica Moldova, Laboratorul virusologic al Agentiei Nationale pentru Sinitate
Publica (ANSP) a initiat investigarea SARS-CoV-2 prin rRT-PCR la 26 februarie 2020, iar
primul caz de COVID-19 a fost confirmat la 7 martie 2020. Primele secventieri nationale ale
virusului au fost realizate la sfarsitul anului 2021 cu ajutorul secventiatorului Ion Torrent
GENEXUS, donat laboratorului ANSP de Uniunea Europeana si OMS [22,23].

Monitorizarea apelor uzate completeaza supravegherea clinica a SARS-CoV-2, deoarece
genele virale pot fi detectate Tn excretiile persoanelor simptomatice si asimptomatice, inclusiv
inainte de aparitia primelor simptome. Aceastd abordare oferd date populationale utile pentru
identificarea timpurie a tendintelor de circulatie virala [24,25,26,27].

Experienta internationald a demonstrat utilitatea supravegherii SARS-CoV-2 prin apele
uzate pentru monitorizarea variantelor virale si corelarea rezultatelor cu datele obtinute din
probe umane [28,29,30].

Astfel, monitorizarea virusului SARS-CoV-2 prin secventierea probelor clinice si
investigarea apelor uzate poate furniza date aproape in timp real despre dinamica transmiterii,
utile pentru orientarea actiunilor de sanatate publica la nivel local si national.

Problema de cercetare. In Republica Moldova, datele privind diversitatea genomica a
SARS-CoV-2, evolutia filogenetica a izolatelor circulante si corelarea variantelor cu indicatorii
epidemiologici sunt inca insuficient sistematizate, inclusiv pentru probele de mediu. Aceasta
lacund limiteazd capacitatea de anticipare a tendintelor de circulatie virald si de fundamentare
rapidd a masurilor de diagnostic, supraveghere si control. Aspectele descriptive detaliate
privind mecanismele moleculare, clasificarea variantelor si experientele internationale sunt

abordate in capitolul de analiza a literaturii.
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Scopul lucrarii

Identificarea variantelor virusului SARS-CoV-2 cu analiza filogenetici a izolatelor
circulante pe teritoriul Republicii Moldova pentru perfectionarea masurilor de supraveghere si
control a morbiditatii prin COVID-19.

Obiectivele cercetirii:

1. Caracteristica filogenetica a izolatelor virusului SARS-CoV-2 depistate pe teritoriul
Republicii Moldova.

2. Studierea evolutiei virusului SARS-CoV-2 cu identificarea substitutiilor, insertiilor,
deletiilor si compararea lor cu diversitatea genomului viral la nivel global.

3. Analiza dinamicii circulatiei virusului SARS-CoV-2 si aparitiei noilor variante genetice,
investigarea relatiei dintre genotipurile virusului si datele epidemiologice.

4. Monitorizarea apelor uzate ca metoda de predictie a tendintelor epidemiologice ale infectiei
cu SARS-CoV-2.

5. Estimarea impactului diferitor genotipuri virale ale SARS-CoV-2 cu argumentarea
propunerilor privind diagnosticul de laborator al COVID-19.

Ipoteza cercetarii

Monitorizarea continud a circulatiei virusului SARS-CoV-2 si identificarea variantelor
circulante in probe clinice si de mediu din Republica Moldova vor consolida supravegherea
epidemiologica a infectiilor respiratorii virale, sporind capacitatea de anticipare a epidemiilor,
nivelul de pregatire si eficienta raspunsului la o potentiala pandemie viitoare.

Metodologia generala a cercetarii

Cercetarea s-a desfasurat in perioada anilor 2021-2025 in cadrul Laboratorului
virusologic al ANSP. Materialul studiului a fost reprezentat de secventele virusului SARS-
CoV-2 obtinute din probe biologice, selectate in baza criteriilor epidemiologice, clinice si de
laborator, precum si din probele de apele uzate colectate la Statia de epurare din mun. Chisinau.

Tn vederea atingerii scopului cercetirii, a fost realizat un studiu de laborator complex cu
colectarea si cercetarea unui numar reprezentativ de probe biologice din diferite teritorii
administrative ale republicii, in diferite perioade de timp, de la pacienti cu diferite date
demografice si cu diferite grade de severitate a infectiei COVID-19.

Diversitatea si prevalenta liniilor genetice ale SARS-CoV-2 au fost studiate si in probele
de ape uzate din mun. Chisinau Tn perioada 2024-2025. Toate izolatele destinate secventierii au
fost selectate din probe pozitive, procesate prin tehnici de biologie moleculara precum PCR.
Identificarea variantelor genetice si determinarea tipului de mutatie s-a efectuat prin metoda de
secventiere a fragmentelor cu ajutorul instrumentelor Ton Torrent Genexus si lllumina MiSeq,

folosind diferite programe bioinformatice.
11



Tn scopul determindrii si selectirii instrumentului pentru analiza datelor de secventiere a
probelor de ape uzate, au fost evaluate doua metode computationale — Freyja (bazata pe
variante) si Kallisto (fara aliniere), utilizand un set de date sintetice din 42 de probe de ape uzate
continand amestecuri cunoscute din 11 linii celulare de SARS-CoV-2 desemnate de OMS
(Alpha, Beta, Delta, Epsilon, Eta, Gamma, lota, Kappa, Lambda, Theta, Zeta). Abundentele
liniilor au variat de la < 0,01 % pana la > 99 %, permitand o evaluare cuprinzatoare pe intregul
spectru de detectie.

Noutatea si originalitatea stiintifica a rezultatelor obtinute

In premiera pentru Republica Moldova, au fost obtinute rezultate originale privind
particularitatile genotipice si fenotipice ale virusului SARS-CoV-2 circulant pe teritoriul tarii.
Utilizarea tehnicilor de biologie moleculara (RT-PCR, secventiere) pentru studierea tulpinilor
virusului SARS-CoV-2 a permis aprecierea si evaluarea pozitiei acestora in arborii filogenetici
globali, fapt extrem de important pentru argumentarea tendintelor de evolutie a virusului.

Studiul dat prezinta interes stiintifico-practic nu numai pentru sanatatea publica, dar si
pentru intregul sistem medical, administratia publica locala, mediul academic in contextul
argumentarii si optimizarii masurilor de control si de raspuns la infectia COVID-19.

Ca urmare a realizarii acestei cercetari, au fost identificate genovariantele virusului
SARS-CoV-2 pe teritoriul Republicii Moldova din probe clinice si din ape uzate.

Informatia despre secventierea virusului SARS-CoV-2 a fost utilizatd n calitate de
indicatori de prognosticare a dinamicii procesului epidemic. Rezultatele obtinute vor fi utilizate
pentru elaborarea unor documente (protocoale clinice nationale, ghiduri), pentru pregatirea
specialistilor in domeniu, a studentilor si @ medicilor rezidenti Tn cadrul Universitatii de Stat de
Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”.

Problema stiintifica aplicativa de importanta majora solutionata

In baza rezultatelor a fost identificat specificul evolutiei virusului SARS-CoV-2 in
perioada pandemica si postpandemica, cu identificarea si evaluarea diversitatii genotipice si
fenotipice a tulpinilor circulante. A fost demonstrata influenta aparitiei tulpinilor noi asupra
ratei morbiditatii si mortalitatii prin COVID-19 pe teritoriul Republicii Moldova.

Studiul a demonstrat de asemenea eficienta ridicata a instrumentului Freyja pentru analiza
si interpretarea rezultatelor de secventiere a probelor din apele uzate.

Implementarea practica a rezultatelor

In baza rezultatelor prezentei cercetari a fost elaborat ghidul de bune practici
»Secventierea metagenomica prin tehnologia Illumina”, aprobat la sedinta Consiliului stiintific
al ANSP din 19 decembrie 2024, proces-verbal nr. 23; la sedinta Consiliului stiintific al IMSP

Institutul Oncologic din Moldova din 30 decembrie 2024, proces-verbal nr. 2 si la sedinta
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Comisiei stiintifico-metodice de profil Medicina Comunitara a Universitatii de Stat de
Medicina si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu” din 17 iunie 2025, proces-verbal nr. 4.

Tn cadrul studiului au fost elaborate doua brosuri informative pentru studenti, medici
rezidenti, cercetdtori stiintifici, medici specialisti: ,,Bune practici in secventierea genomica” si
»Bazele unei culturi responsabile de biosiguranta si biosecuritate” si monografia ,,Secventierea
acizilor nucleici — o privire de ansamblu asupra evolutiei si inovatiei tehnologice”.

Tmpreuna cu echipa care a participat la elaborarea Protocolul clinic national (PCN), a fost
actualizat PCN ,,Infectia cu coronavirus de tip nou (COVID-19)”, (PCN-371, Chisinau 2025).

Aprobarea rezultatelor

Metodologia de cercetare si designul studiului au fost evaluate si aprobate Tn trei etape:

e La sedinta Consiliului stiintific al ANSP s-a aprobat: tema cercetarii, conducatorul
stiintific si componenta comisiei de indrumare (extras PV nr.1 din 18.01.2023).

e Comitetul de Eticd a Cercetarii al USMF ,,Nicolae Testemitanu”. A fost obtinut aviz
favorabil al Comitetului de Etica a Cercetarii din 20.09.2023 la proiectul stiintific de
doctorat cu titlul: ,,Monitorizarea circulatiei virusului SARS-CoV-2 prin secventierea
intregului genom cu analiza filogenetica”.

e La sedinta Seminarului stiintific de profil a fost aprobat proiectul de cercetare si tema
tezei de doctor in stiinte medicale ,,Monitorizarea circulatiei virusului SARS-CoV-2
prin secventierea intregului genom cu analiza filogenetica”, extras din procesul-verbal
nr.2 din 20.12.2023, conducatorul stiintific si componenta comisiei de indrumare.

Cercetarea a fost realizata in Laboratorul virusologic din cadrul Directiei diagnostic de
laborator in sandtate publicd al ANSP si in Laboratorul national de referintd in secventiere
genomica (cu statut de directie) al ANSP. Teza a fost discutata si aprobata la sedinta Consiliului
stiintific (proces verbal nr. 7 din 18.11.2025), la sedinta comund a conducatorului de doctorat,
Comisiei de indrumare si a unitatii primare de cercetare (proces-verbal din 11.05.2026) si la
sedinta Seminarului stiintific de profil 313. Imunologie, microbiologie, virusologie; 321.
Medicind generald / 313.02 Microbiologie, virusologie medicala / 321.09 Boli infectioase,
tropicale si parazitologie medicald (proces-verbal din 27.05.206), fiind recomandata pentru
sustinerea publica prin decizia Consiliului Stiintific al Consortiului din 01.07.2026 (proces-
verbal nr.4).

Participari cu prezentari la conferinte stiintifice nationale si internationale: WHO
Regional Office for Europe and European Centre for Disease Prevention and Control Joint
Annual Hybrid European Influenza and COVID-19 Surveillance Meeting, 31 May — 2 June
2023, Copenhagen, Denmark; Conferinta nationald cu participare internationala cu genericul:

»Actualitati in pediatrie si impactul imunizarii asupra morbiditatii si a mortalitdtii copiilor in
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Republica Moldova”, 22-23 septembrie 2023, Chisindu, Republica Moldova; Conferinta
stiintifica anuala USMF,,N. Testemitanu” cu genericul: ,,Cercetarea in biomedicina si sanatate:
calitate, excelentd si performantd”, 18-20 octombrie 2023, Chisindu, Republica Moldova;
Conferinta nationala cu participare internationala cu genericul:,,Abordarea ,,O singura sanatate”
— realizari si provocdri”, 23-24 noiembrie 2023, Chisindu, Republica Moldova; Conferinta
nationald cu participare internationald cu genericul: ,Noi abordari in controlul bolilor
respiratorii. Integrarea serviceable/New approaches in the control of respiratory diseases.
Integration of services”, 20-21 decembrie 2023, Chisinau, Republica Moldova; Conferinta
nationald ,,Sandtatea si fenomenul rezistentei la antimicrobiene in tarile cu venituri mici si medii
din Europa de Est”, 27 ianuarie 2024, Chisinau, Republica Moldova; Conferinta stiintifica
nationald cu participare internationald cu genericul: ,,Prevenirea si controlul infectiilor asociate
asistentei medicale”, 19-20 septembrie 2024, Chisindu, Republica Moldova; Simpozionul
stiintifico-practic ,,Lecturi AGEPI” cu genericul ,,Rolul proprietatii intelectuale in stimularea
creativitatii si vinovatie”, 16 aprilie 2025, Chisinau, Republica Moldova.

Participarea la organizarea atelierului regional de instruire PulseNet privind secventierea
genomului bacterian, utilizand platforma Illumina MiSeq si analiza bioinformatica, destinat
tarilor din Europa de Est si Asia Centrala 23-27 iunie 2025, Chisinau, Republica Moldova.

Prezentarea rezultatelor cercetarii

In baza rezultatelor cercetirii au fost publicate 15 lucriri: sase articole publicate in reviste
stiintifice (inclusiv un articol n revista, trei in reviste internationale recenzate, doua in reviste
nationale de categoria B), patru articole prim autor, 9 rezumate in lucrarile conferintelor
stiintifice nationale si internationale, o monografii, 13 participari active cu comunicari/ postere
la conferinte si congrese stiintifice nationale si internationale, doua certificate de inovator, doua
opere stiintifice cu drept de autor, un protocol clinic national si sapte acte de implementare in
practica a rezultatelor cercetarii.

Volumul si structura tezei

Teza este expusa pe 94 pagini de text de baza si include urmatoarele compartimente: foaie
de titlu, cuprins, lista anexelor, abrevierilor, figurilor, tabelelor, introducere, patru capitole,
concluzii generale, recomandari, 189 de referinte bibliografice si 12 anexe. Materialul
iconografic cuprinde 8 tabele si 42 de figuri.

Cuvinte-cheie: COVID-19, SARS-CoV-2, secventiere, NGS, genom viral, monitorizare

geneticd, variante de mutatii, ape uzate.
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1. CARACTERISTICA MOLECULARA A VARIANTELOR
EMERGENTE DE SARS-CoV-2 SI DIAGNOSTICUL DE LABORATOR
AL INFECTIILOR DETERMINATE DE ACESTEA

1.1. Biologia virusului SARS-CoV-2. Evolutia genetica

La 11 martie 2020, OMS a declarat pandemia de coronavirus (cunoscuta si ca pandemia
de COVID-19) provocata de un nou tip de coronavirus — severe acute respiratory syndrome-
related coronavirus 2 (2019-nCoV, prescurtat SARS-CoV-2) [31].

Coronavirusurile sunt virusuri cu genom de acid ribonucleic (ARN) monocatenar,
invelite, capabile sd infecteze o gama largd de gazde, inclusiv animale silbatice, animale
domestice si oameni. Trasaturile distinctive ale coronavirusurilor constau in capacitatea de a
muta rapid, de a-si modifica tropismul tisular, de a traversa barierele speciilor, afectand o gama
diversa de gazde din categoria animald, si de a se adapta la diferite situatii epidemiologice.
Aceste virusuri au cel mai mare genom dintre toate virusurile ARN, acesta numarand circa 30
000 de perechi de baze [32].

Comitetul International pentru Taxonomia Virusurilor (ICTV) a determinat urmatoarea
apartenentd taxonomica a virusului SARS-CoV-2 (figura 1): subgenul Sarbecovirus, genul
Betacoronavirus, subfamilia Orthocoronavirinae, familia Coronaviridae, subordinul
Cornidovirinae, ordinul Nidovirales, regnul — Orthornavirae, realm — Riboviria, grupul —
Viruses.

Familia Coronaviridae include patru genuri:  Alphacoronavirus (a-CoV),
Betacoronavirus (B-CoV), Deltacoronavirus (3-CoV) si Gammacoronavirus (y-CoV). Relatiile
filogenetice formeaza o clada in subgenul Sarbecovirus, subfamilia Orthocoronavirinae.

Analiza evolutiva a aratat ca rezervorul natural al coronavirusurilor a-CoV si -CoV sunt
liliecii si rozatoarele, iar a y-CoV si 8-CoV — unele specii de pasari. Secventierea ulterioara a
genomului viral, impreuna cu alte rapoarte, au aratat ca virusul SARS-CoV-2 este in proportie
de 75-80 % identic cu SARS-CoV, fiind mai stréns asociat cu diferite coronavirusuri de lilieci
[33,34].
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Figura 1. Clasificarea taxonomici a virusului SARS-CoV-2

Din coronavirusurile animale, cunoscute de peste 80 de ani, fac parte virusul
gastroenteritei transmisibile porcine (TGEV), coronavirusul bovin (BCoV) si coronavirusul
felin (FCoV). Doua coronavirusuri umane (HCoV) — HCoV-229E si HCoV-OC43 — erau
cunoscute inainte de pandemia de SARS-CoV, iar altele doua, HCoV-NL63 si HCoV-HKUL,
au fost descoperite Tn 2004-2005 in specimenele clinice. Conform estimarilor, toate
coronavirusurile umane provin de la lilieci, cu exceptia liniei beta-CoV, care ar putea avea
rezervoare la rozatoare si provoaca la om boli respiratorii [35,36].

Genomul SARS-CoV-2, cu lungimea de ~29,9 kb si compus din sase cadre deschise de
citire (ORF, comune pentru toate speciile de coronavirus) si o serie de gene accesorii, codifica

29 de proteine, dintre care 16 nestructurale (NSP1-NSP16), necesare pentru realizarea ciclului
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de viata al virusului, patru proteine structurale si noua factori proteici auxiliari (ORF3a, ORF3Db,
ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c si ORF10) [37,38].

Codificarea proteinelor nestructurale este responsabilitatea a doua cadre deschise de
citire, ORF1a si ORF1b, de la capatul 5' al genomului, iar de codificarea proteinelor structurale
raspund genele de la capatul 3".

Cele patru proteine structurale majore ale virusului SARS-CoV-2 sunt urmatoarele: S
(proteina spiculelor sau proteina Spike), E (proteina de invelis), M (proteina de membrana) si
N (proteina nucleocapsidei). Proteina N impreuna cu ARN-ul viral formeaza nucleocapsida

virusului, iar proteinele S, E, M si N — invelisul acestuia (figura 2) [37,39].

A Proteina Spike (S)
Nucleocapsid /
Proteina (N)
Proteina de
membrana (M)
Proteina de invelis (E)
ARN monocatenar
cu sens pozitiv
SARS-CoV-2
B Genomul virusului SARS-CoV-2
0 Lh I"Lh ,‘v(llkb
ORF1a ORF1b r .
s.urr I S ME[m : 3'-UTR
L) ﬁ"7ul7h

( J

Proteine nestructurale

Figura 2. Structura (A) si genomul (B) virusului SARS-CoV-2 [40]
Fiecare proteina structurala a virusului SARS-CoV-2 are specificul sau:

e Proteina M, formata din 230 de aminoacizi si cu masa moleculara de 25-30 kDa, este
cea mai mare proteina de pe suprafata virusului si care 7i da forma. Ea are o structura
similard cu proteina M a virusurilor MERS-CoV si SARS-CoV in proportie de 39,2 %
si, respectiv, 90,1 % [41,42].

e Proteina S (Spike) este un trimer glicoproteic cu un rol esential in patrunderea virusului
in celula-gazda. n timpul infectirii virale, proteina S este scindati de proteaza furina a
celulei-gazda in doud subunitati: S1 si S2. Subunitatea S1, domeniul mare al proteinei

S care joacd un rol important in legarea virusului de celulele-gazda, include un domeniu
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N-terminal extracelular (NTD) si un domeniu de legare la receptor (RBD), responsabil
de recunoasterea si de atasarea la receptorul ACE2 de pe suprafata celulelor umane.
Subunitatea S2 asigura procesul de fuziune a membranelor virale si celulare, ceea ce
permite virusului sa introduca materialul sdu genetic in celula-gazda [37,42,43].

e Proteina E (proteina de Tnvelis), o proteind structurald mica compusa din 74-109 de
aminoacizi si CU 0 masa moleculara cuprinsa intre 8,4 si 12 kDa, joaca un rol important
Tn asamblarea noilor virioni in celula infectata, prin participarea la formarea invelisului
viral al particulelor virale si eliberarea lor din celula. Eliminarea acestei proteine
slabeste sau chiar anuleaza virulenta virusului [44,45].

e Nucleocapsida (proteina N) joaca un rol esential Tn ciclul replicativ al virusului si este
un marker serologic extrem de important n detectarea acestuia. Functia principald a
proteinei N este incapsularea genomului viral SSARN pentru a evita detectarea imuna si
pentru a proteja ARN-ul viral de degradarea de catre factorii gazdei. Proteina N are doua
domenii structurale: domeniul N-terminal (NTD, resturi ale aminoacizilor 44-176) si
domeniul C-terminal (CTD, resturi ale aminoacizilor 248-369) [46].

Cele sase cadre deschise de citire (ORF) care codifica proteinele principale ale virusului
sunt aranjate de la capatul 5' la capatul 3' in urmatoarea ordine: replicaza (ORF1a/ORF1b),
spike (S), invelis (E), membrana (M) si nucleocapsida (N) (figura 1B). Sapte ORF, care codifica
proteine auxiliare, sunt dispersate intre genele structurale.

Majoritatea proteinelor codificate de SARS-CoV-2 au o lungime similara cu proteinele
corespunzatoare codificate de SARS-CoV. Din cele patru gene structurale ale SARS-CoV-2,
peste 90 % sunt identice cu cele ale SARS-CoV, cu exceptia genei S. Gena replicazei ocupa
doud treimi din capatul 5' al genomului si codificd o poliproteind mare (pplab), care este
scindatd proteolitic in 16 proteine nestructurale implicate in transcriptia genomului viral n
ARN si Tn replicarea virusului. Majoritatea proteinelor nestructurale ale SARS-CoV-2 au o
identitate de peste 85 % a secventei aminoacizilor cu SARS-CoV [47,48,49].

Ciclul de replicare al virusului SARS-CoV-2. Patrunderea virusului SARS-CoV-2 in
celulele-gazda are loc prin interactiunea dintre glicoproteina de suprafatd a virusului (proteina
S) si receptorii de suprafata ai celulelor-gazda — enzima de conversie a angiotensinei 2 (ACE2)
(figura 3).
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Figura 3. Mecanismul de replicare a virusului SARS-CoV-2 [50]

Pentru a interactiona cu receptorii celulei-gazda, proteina S a virusului SARS-CoV-2
trebuie activata. Acest rol revine unor proteaze precum proteaza serina transmembranara 2
(TMPRSS?2), o proteaza serinica de suprafata celulara care actioneaza asupra proteinei S si 0
face capabild de fuziune cu celula-gazda.

Dupa adsorbtia si dezasamblarea virusului, doua poliproteine virale sunt asamblate de
catre ribozomii celulei-gazda. Cu ajutorul proteazelor gazdei si ale virusului, aceste poliproteine
sunt disociate in proteine virale nestructurale mai mici, cum ar fi RdRp. Fiind principala enzima
codificatd de genomul viral, RARp este utilizata pentru replicarea genomului viral, precum si
pentru sinteza de ARNm subgenomic prin transcriptie discontinud. ARNm subgenomic asigura
sinteza proteinelor structurale virale prin procesul de translatie. Proteinele virale nou formate

se concentreaza 1n jurul moleculelor de ARN genomic. Astfel, in celula- gazda, in
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compartimentul dintre reticulul endoplasmatic (ER) si aparatul Golgi, sunt asamblati virioni
noi, transportati, prin vezicule cu pereti netezi, din celule prin exocitoza [51,52,53,54].

Evolutia SARS-CoV-2. La fel ca si majoritatea virusurilor ARN, coronavirusurile
evolueaza rapid, pe o perioada de timp cuprinsa intre luni si ani, comparabila cu evenimentele
de transmitere a virusului si dinamica ecologica (cum ar fi schimbdrile in numarul de persoane
infectate in timp, profilurile de imunitate si mobilitatea persoanelor) [55,56].

La baza evolutiei oricarui virus stau mutatiile, greselile care apar in timpul replicarii
acestuia. Ele sunt determinate de schimbarile mutationale in moleculele de ARN, fiind
clasificate in mutatii punctiforme si evenimente recombinante. Mutatiile punctiforme,
substitutiile, deletiile si insertiile, reprezinta un proces mutational care apare ca urmare a unei
erori de replicare sau de reparare a ARN-ului si pot modifica diverse aspecte ale biologiei
virusului, cum ar fi patogenitatea, infectiozitatea, transmiterea si/sau antigenitatea. De exemplu,
deletia in pozitia 69-70 a genei Spike a dus la aparitia variantei SARS-CoV-2 Alpha care,
conform rapoartelor, se distinge printr-o infectiozitate crescuta [57,58,59,60,61].

Factorul-cheie, care determina viteza de evolutie a unui virus, este viteza mutatiilor sale.
Tn cazul virusului SARS-CoV-2, aceasta este de aproximativ 1x107%- 2 x 10° mutatii pe
nucleotid pe ciclu de replicare, plasandu-se sub intervalul de viteze tipice pentru alte virusuri
ARN, cum ar fi virusul hepatitei C (VHC; ~10° x 10° mutatii pe nucleotid pe ciclu de
replicare) si virusul imunodeficientei umane (HIV; ~10~* x 10°® mutatii pe nucleotid pe ciclu
de replicare) [56,62,63].

Recombinarea contribuie in mod semnificativ la evolutia coronavirusurilor, inclusiv a
virusului SARS-CoV-2, variantele recombinante ale acestuia fiind inregistrate in diferite tari,
unele dintre ele devenind forme circulante. Ca urmare a evenimentelor de recombinare, in
aceeasi celuld apar genotipuri himere a doua sau mai multe variante ale virusului. Astfel, apar
noi variante unice de genomi, care contin combinatii de mutatii din diferite tulpini. Ca urmare
a acestui proces, pot aparea virusuri cu indicatori modificati atat in ceea ce priveste
transmiterea, cat si virulenta [64].

Substitutiile au fost studiate intens in legdturd cu modificarile structurii si/sau functiei
proteinelor virale care, la randul lor, duc la modificarea virulentei, proprietatilor antigenice sau
a transmiterii virusului. Pe baza substitutiilor, virusurile au fost impartite in peste 1593 de linii
Pango cu identitate a secventelor, a legaturilor filogenetice, precum si a structurii geografice si
a cronologiei. Cateva linii, determinate de substitutiile N501Y si E484K, provoaca modificari
ale aminoacizilor care intensifica legarea proteinei S de receptorul ACE2, variantele devenind
cu 70 % mai contagioase decat linia anterioara. Printre aceste linii, pe baza capacitatii de

transmitere, a patogenitatii si a impactului asupra vaccinurilor, OMS a identificat mai multe
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variante ale SARS-CoV-2 care prezintd motive de ingrijorare (VOC), inclusiv Alpha (B.1.1.7),
Beta (B.1.351), Gamma (P.1) si Delta (B.1.617.2), precum si variante de interes (VOI), precum
Epsilon (B.1.429 + B.1.427), Zeta (P.2), Eta (B.1.525), Theta (P.3), lota (B.1.526), Kappa
(B.1.617.1), Lambda (C.37) si Mu (B.1.621) [65,66,67].

La inceputul formarii variantelor SARS-CoV-2, mutatia D614G din gena S a contribuit
la raspandirea rapida a virusului si a devenit prima mutatie care s-a pastrat in toate variantele
ulterioare ale virusului. Aceasta mutatie se caracterizeaza prin inlocuirea acidului aspartic cu
glicina in pozitia 614 din proteina S. Reziduul 614, situat la interfata dintre subunitatile S1 si
S2 ale proteinei S, poate afecta interactiunea lor si stabilitatea proteinei S. Prezenta acestei
mutatii este asociatd cu o incarcatura virala ridicata la pacientii infectati si CU o infectiozitate
sporita care nu coreleaza cu severitatea bolii [68,69].

Deletiile din proteinele responsabile de invazia celulelor, cum ar fi proteina Spike, pot
modifica interactiunea dintre gazda si agentul patogen, ceea ce duce la cresterea nivelului de
infectiozitate si la o evolutie potential mai grava a bolii, deoarece tropismul virusului este
influentat de expresia tisulara a receptorilor-tinta [70,71,72].

Capacitatea de transmitere a virusului/infectiozitatea poate fi crescuta prin deletii critice
ale domeniului non-RBD al proteinei Spike S1, contribuind concomitent la evitarea raspunsului
imun, dupa cum demonstreaza scaderea eficacititii testelor de neutralizare bazate pe anticorpi,
provocate de variantele de tip salbatic. O deletie, cum ar fi S:del69/70, desi nu explica evitarea
raspunsului imun, creste infectiozitatea S2 si a spiculei clivate. Deletiile S:del156/157 si
S:del144 sunt cartografiate pe aceeasi suprafata a proteinei Spike — domeniul NTD. Se
presupune ca deletia acestor zone contribuie la perturbarea legarii anticorpilor monoclonali in
analizele de neutralizare [70,71,72,73,74].

Pentru alte proteine structurale, precum E, M si N, efectul experimental al deletiei in
aceste zone este minim sau inexistent. Rahman si colab. au raportat multiple deletii in proteina
nucleocapsida in probe provenite din mai multe tari in perioada martie-mai 2020. Autorii au
prezis, folosind o abordare in silico, ca modificarile de la suprafata situatd in apropierea
domeniului C-terminal al genei codificatoare pot avea un impact semnificativ asupra
patogenezei virusului si a interactiunii nucleocapsidei cu ARN. Deletia a 12 perechi de baze
din proteina E determind atat un continut crescut de proteina S, cat si o reglare crescuta in
principal a citokinelor IL-6, CSF2 si CXCL10, precum si un nivel mai ridicat de E-selectina si
de PTX3 in comparatie cu tulpina de tip salbatic. Pentru proteina M nu s-au gasit date
experimentale sau in silico privind efectul deletiilor [70,71,72,73,74,75,76,77].

Insertiile, ca si substitutiile si deletiile de aminoacizi, in special in proteina Spike, pot
provoca cresterea transmisibilitatii si patogenitatii virale a virusului SARS-CoV-2.
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Conform datelor din literatura, mutatiile de insertie in comparatie cu alte tipuri de mutatii
au fost intilnite mai rar, cu mai putin de 0,1% in randul tuturor mutatiilor [78].

Cu toate acestea, in urma evolutiei genomului SARS-CoV-2 au fost detectate insertiile
care au avut impact semnificativ asupra proprietatilor fenotipice ale vurusului. Una dintre cele
mai importante mutatii functionale din istoria evolutivd a SARS-CoV-2 de pana acum a fost
insertia proteinei Spike ,,prezenta a patru reziduuri” (PRRA) in situsul de clivaj S1/S2, care a
introdus situsul de clivaj polibazic al furinei, care poate duce la un tropism neasteptat al
tesuturilor sau al gazdei. Aceasta insertie joacd un rol important in transmiterea SARS-CoV-2,
cel putin partial prin facilitarea unei cdi de intrare independente de endozomi in celulele
epiteliale respiratorii, care ocoleste raspunsurile antivirale innascute importante [79].

1.2. Clasificarea si nomenclatura variantelor virusului SARS-CoV-2

Rata ridicata de mutatie a virusului SARS-CoV-2 face necesara o clasificare a genomului
viral Tn linii, Tn grupuri sau in clade. OMS a propus utilizarea in acest scop a alfabetului grecesc,
alte sisteme de nomenclatura raspandite fiind recomandate de GISAID, PANGO si Nextstrain.

Pentru a identifica variantele care prezintd un risc mai mare pentru sanatate, OMS a
evidentiat doua tipuri principale de variante ale SARS-CoV-2: variante de ingrijorare (VOC) si
variante de interes (VOI). Astfel, variantele Alpha, Beta, Delta, Gamma si Omicron sunt
definite ca VOC, iar variantele Epsilon, Kappa, lota, Eta, Lambda si Mu sunt clasificate ca VOI
(figura 4). Subliniile cele mai recente ale variantei Omicron KP.3, KP.3.1.1, XEC, LP.8.1,
NB.1.8.1, XFG sunt la etapa de monitorizare (VUM) [80,81].
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Figura 4. Clasificarea variantelor virusului SARS-CoV-2 conform OMS [82]
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Centrul Global pentru Controlul si Prevenirea Bolilor (CDC) definesc virusul SARS-
CoV-2 ca fiind unul cu transmitere si cu virulenta crescute, severitate a simptomelor bolii (de
exemplu, ratd crescuta de spitalizare si de decese), eficienta scazuta a anticorpilor (neutralizare
si diagnostic), eficacitate redusd a tratamentelor si a protectiei induse de vaccinurile disponibile.
Variantele SARS-CoV-2 care modifica afinitatea de legare a receptorilor, cresc transmiterea
(transmitere comunitara ridicata) si severitatea bolii, prejudiciind afinitatea anticorpilor pentru
proteina Spike si favorizand evadarea imuna, precum si eficacitatea diagnosticului actual, sunt
considerate VOI-uri [83].

Nomenclatura PANGO, desemnata pentru a identifica liniile circulante actuale ale
virusului SARS CoV-2, utilizeaza denumirea liniei genealogice incepand cu litera A sau B.
Astfel, cele mai vechi secvente ale virusului din Wuhan au fost desemnate ca linia A
(Wuhan/WH04/2020; acest esantion a fost obtinut la 5 ianuarie 2020; numar de acces GISAID
EPI_ISL_406801) si linia B (reprezentata de Wuhan-Hu-1; esantionul a fost obtinut la 26
decembrie 2019; numar de acces GenBank MN908947). Liniilor ulterioare li s-au atribuit
numere, de exemplu, B.1, B.2 etc., sau litere, in functie de sistemul utilizat [84,85].

GISAID clasifica noile variante ale SARS-CoV-2 in clade care sunt determinate de
distributia statistica a distantei genomilor virali in clusterele filogenetice, urmata de reunirea
liniilor mai mici n clade principale. Astfel, variantele virale ale SARS CoV-2 sunt clasificate
in opt grupuri filogenetice de nivel inalt, incepand cu divizarea timpurie S si L, apoi prin
evolutia L in V si G, mai tarziu G in GH, GR si GV, si mai recent GR in GRY [86].

Nextstrain clasifica SARS-CoV-2 in 25 de clade: 19A, 19B, 20A-201, 21A-21M, 22A-
22F, 23A - 23, 24A - 241, 25A - 25C. O clada este creata atunci cand o noua varianta atinge o
frecventa globald de 20 %. Numarul cladei este asociat cu anul aparitiei variantei noi, iar pentru
nume se utilizeaza urmatoarea literd din alfabet. Pentru a defini 0 noua clada, varianta trebuie
sa aiba doud mutatii noi asociate cu clada parentald principala. Astfel, cladele principale pe ani
sunt definite de anul aparitiei lor si de litera, de exemplu, 19A, 19B sau 20A etc [87].

Variantele de ingrijorare (VOC) ale virusului SARS-CoV-2. Variantele Alfa
(B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2) si Omicron (B.1.1.529) au fost
identificate si clasificate de OMS ca variante de ingrijorare (VOC). Toate aceste variante au
fost studiate foarte detaliat din cauza contagiozitatii, virulentei si a rezistentei crescute la
anticorpii neutralizanti [37].

Varianta Alpha. Varianta B.1.1.7, prima varianta care a prezentat motive de ingrijorare,
cunoscuta sub numele de varianta Alpha sau GRY (GISAID), a fost inregistrata pentru prima
data 1n sud-estul Regatului Unit Tn septembrie 2020, devenind in scurt timp varianta dominanta

si raspandindu-se in Tntreaga lume. La 18 decembrie 2020, OMS a desemnat-o ca varianta de
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interes caracterizatd prin prezenta a circa 17 mutatii in genomul viral, majoritatea, inclusiv
deletiile H69-V70, Y144, N501Y, A570D, D614G, P681H, T7161, S982A si D1118H, fiind
descoperite in proteina Spike, in comparatie cu virusul initial izolat in China. Dintre toate
mutatiile depistate in genomul variantei Alpha, mutatia N501Y joaca un rol extrem de important
in majorarea afinitatii de legare a proteinei S cu receptorii hACE-2 si in cresterea capacitatii de
a patrunde in celulele-gazda [88,89,90,91,92].

Varianta Beta (B.1.351), cunoscuta si sub numele de B.1.351, a fost identificata pentru
prima datd in Africa de Sud in mai 2020, fiind raportata la OMS in decembrie 2020. Din cauza
celor noua mutatii (deletiile L242 1.244, D80A, D215G, K417N, E484K, N501Y, D614G si
AT701V) in proteina Spike, comparativ cu virusul original SARS-CoV-2, care au afectat
transmiterea si evaziunea imund, a fost catalogatd ca variantd ingrijoratoare. Trei mutatii
(K417N, E484K si N501Y), localizate in domeniul de legare a receptorului (RBD), cresc
afinitatea de legare cu receptorii hACE-2 si riscul de transmitere, iar mutatia E484K faciliteaza
variante a virusului SARS CoV-2 [93,94,95,96,97].

Varianta Gamma (linia P.1), detectata pentru prima datd in Manaus, Brazilia, in
noiembrie 2020 si raportata la OMS in ianuarie 2021, a fost etichetata ca ingrijoratoare din
cauza raspandirii rapide in America de Sud si a potentialului Tnalt de evaziune imuna. Banho si
coaut. au atras atentia la transmiterea crescutd a acestei variante implicata in aparitia unui nou
val de infectie in regiuni unde anterior au fost inregistrate rate ridicate de infectie, sugerand un
risc crescut de reinfectare. Varianta Gamma are 12 mutatii in proteina Spike (L18F, T20N,
P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, D614G, H655Y, T10271 si V1176F). Mutatiile
L18F, K417N/T, E484K, N501Y si D614G, localizate in regiunea RBD, au semnificatii
importante Tn transmiterea virusului si n rata de reinfectare [98,99,100,101,102,103].

Varianta Delta (B.1.617.2), identificata pentru prima data in octombrie 2020 in India, la
11 mai 2021 a fost declarata de OMS ca varianta de ingrijorare, devenind in scurt timp o
varianta predominantd in toata lumea. Bian si coaut., precum si Shiehzadegan si coaut., au
estimat ca varianta Delta este cu pana la 60 % mai transmisibila decét varianta Alpha. Varianta
Delta a prezentat 23 de mutatii noi, in comparatie cu varianta Alpha, dintre care 12 au vizat
proteina Spike, crescandu-i afinitatea de a se lega de receptorul ACE2 [104,105,106,107].

Tian si coaut. au identificat in genomul variantei Delta urmatoarele mutatii semnificative
in proteina S: T19R, T95I, G142D, E156G, Del157/158, L452R, T478K, D614G, P681R,
D950N. Fiecare dintre aceste mutatii exercita o anumita functie. Astfel, mutatia L452R sporeste
capacitatea virusului de a se lega de receptorul ACE2, crescandu-i infectiozitatea; mutatia

T478K este asociatda cu evadarea imund, permitdnd virusului sa evite partial anticorpii
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neutralizanti; mutatia P681R, situatd in apropierea locului de clivaj al furinei, faciliteaza o
patrundere mai eficientd a virusului in celulele-gazda; mutatiile N:D63G si RdRp:G671S
amplifica incarcatura virala [108].

Varianta Omicron (B.1.1.529), identificata pentru prima data pe 11 noiembrie 2021 in
Botswana, Africa, a iesit in evidenta prin numarul mare de mutatii, in special in proteina Spike
— tinta principala a majoritatii vaccinurilor anti-COVID-19 —, ceea ce i-a permis virusului sa se
raspandeasca rapid, evadand de sub supravegherea raspunsului imun si a vaccinarilor
anterioare, generand valuri semnificative de infectie.

Karimizadeh si Abudunaibi au demonstrat ca Omicron este mai transmisibil decét
varianta anterioara Delta. Astfel, daca pentru varianta Delta R0, care indicd numarul mediu de
persoane carora o singura persoana infectata le va transmite virusul, masura-cheie a transmiterii,
a fost estimat intre 5 si 8, indicand un nivel ridicat de transmitere, atunci pentru Omicron acest
indice a fost cu mult mai mare [109,110].

Cercetatorii danezi Ito cu colab. au estimat ca numarul de reproduceri efective ale
genomului variantei Omicron este de aproximativ 3,19 ori mai mare decat in cazul variantei
Delta [111]. Ulterior, Lino A. si coaut. au constatat ca varianta Omicron este de 4,2 ori mai
transmisibila decat varianta Delta [112]. Acest fapt explica de ce Omicron a cauzat, in general,
0 forma mai usoara a bolii COVID-19 decat variantele anterioare, dar s-a distins printr-o
transmitere mai ridicata [113,114,115,116].

Tn cadrul variantei Omicron au apirut mai multe subvariante, fiecare cu un profil genetic
distinctiv. Subvarianta KP.2 (JN.1.11.1.2) s-a evidentiat prin potentialul de a evada imunitatea
existentd si rdspandirea rapidd in anumite regiuni. Considerata o descendentd a subvariantei
Omicron BA.2.86, neoficial numita ,,Pirola”, si a JN.1, a fost detectata pentru prima datd pe 2
ianuarie 2024 in India si a fost inclusa in variantele aflate sub monitorizare (VUM). Cea mai
recenta sublinie XFG a fost desemnata ca o varianta SARS-CoV-2 aflata sub monitorizare
(VUM) cu proportii tot mai mari la nivel global. Avand in vedere dovezile disponibile, riscul
suplimentar pentru sanatatea publica reprezentat de XFG este evaluat ca fiind scazut la nivel
global [117,118,119,120].

1.3. Epidemiologia moleculara a virusului SARS-CoV-2

Pe 31 decembrie 2019, guvernul chinez a recunoscut numeroase cazuri de pneumonie de
etiologie necunoscuta, presupusa a fi o boald zoonotica, care ulterior avea sa fie numita COVID-
19, in orasul Wuhan. Primul caz de deces de pe urma acestei pneumonii a fost raportat pe 11
lanuarie 2019, iar la 23 ianuarie orasul Wuhan, cu peste 11 milioane de locuitori, a fost inchis.
O sdptamana mai tarziu au fost raportate mii de cazuri, iar OMS a declarat imediat o stare de

urgenta globala in sanatate [121].
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Infectia COVID-19 reprezinta o boala periculoasd pentru societate din cauza
contagiozitatii ridicate si a potentialei amenintari pentru sanatatea publica. Dovezile actuale
indica faptul ca virusul SARS-CoV-2 s-a raspandit la om prin transmitere de la animale
sdlbatice vandute ilegal pe piata angro de fructe de mare din Huanan. Sursa principald de
infectie se considera omul bolnav sau persoanele asimptomatice. Principalele mecanisme de
transmitere a virusului sunt picaturile aeriene, praful din aer si contactul (implicand patrunderea
virusului in ochi, in nas, Tn nazofaringe si Tn orofaringe) [122].

Studiile au aratat ca virusul SARS-CoV-2 are capacitatea de a persista in mediu pentru
perioade lungi de timp. Conform datelor publicate de Zolin si coaut., virusul SARS-CoV-2
poate ramane contagios pe diverse suprafete la temperaturi de 24-28 °C cel putin 48 de ore.
Tntr-un mediu lichid, activitatea sa se mentine pan la sapte zile. Stabilitatea virusului depinde
si de pH-ul mediului. Tntr-un interval de valori ale pH-ului de la 5 la 9, virusul rimane stabil
pana la sase zile, iar la valori mai extreme, de 4,0 si de 11,0, stabilitatea sa se reduce la doua
zile [121122]. Virusul SARS-CoV-2 s-a dovedit a fi sensibil la radiatiile ultraviolete si la
dezinfectanti care, utilizati in concentratii de lucru adecvate, pot preveni raspandirea infectiei
[122,123,124,125].

Perioada de incubatie. Conform Protocolului clinic national ,,Infectia cu coronavirus de
tip nou (COVID-19)”, Chisinau, 2025, perioada de incubatie a virusului SARS-CoV-2 este, in
medie, de cinci zile (2-14 zile) [118]. Li si colab., studiind dinamica transmiterii timpurii a
COVID-19, au relevat ca perioada medie de incubatie a virusului este de 5,2 zile [122]. Backer,
studiind debutul simptomelor in 88 de cazuri confirmate de COVID-19, a inregistrat o perioada
medie de incubatie similara, de 6,4 zile [123]. Bai si colab. au raportat si un caz neobisnuit, In
care perioada de incubatie a virusului a fost de pana la 19 zile [124]. Trebuie mentionat faptul
ca perioada de incubatie poate varia in functie de varsta si de doza infectioasa, iar varianta
Omicron si unele sublinii ale acestuia modifica aceste valori [126,127,128].

Perioada de infectiozitate. Conform datelor din literatura de specialitate, durata
perioadei de infectiozitate, perioada in care un pacient cu COVID-19 ramane infectios, este
diferita, acesta putand elimina virusul chiar si dupa disparitia simptomelor. Cercetatorul chinez
Zhou a stabilit ca in timpul pandemiei durata mediand a eliminarii virusului in randul
supravietuitorilor a fost de 20 de zile [125]. Du si colab. au identificat ca factori de risc pentru
eliminarea virala prelungita genul masculin, spitalizarea de lunga durata si ventilatia mecanica
invaziva [127,129,130].

Factori de risc ai infectiei COVID-19. Infectia cu SARS-CoV-2 are un spectru clinic
larg de la asimptomatica, oligosimptomaticd pana la boald moderata sau chiar severa, cu

insuficientd multiorganica. Rata infectiilor asimptomatice cu SARS-CoV-2 a fost estimata pe
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baza urmaririi intensive a focarelor regionale si retrospectiv in studii de seroprevalenta. Astfel,
numeroase cercetari au aratat ca pe durata pandemiei ratele infectiilor asimptomatice a variat
intre 27 si 40 %. Tn general, evaluarea impactului pandemiei a aritat c aproximativ 90 % dintre
infectiile cu acest virus au fost necomplicate, oligosimptomatice sau cu simptome moderate
care nu au necesitat spitalizare [131,132,133].

Factori de risc pentru formele severe de COVID-19 s-au dovedit a fi varsta inaintata,
hipertensiunea arteriala, bolile cardiace sau pulmonare cronice si imunosupresia. Ratele de
spitalizare au variat, in diferite populatii, intre 4 si 7 %, iar 25 % dintre pacientii spitalizati au
necesitat terapie intensiva, cu o rata ridicata de terapie de substitutie a functiei organelor (75 %
— ventilatie invaziva, 25 % — terapie de substitutie renald) [134,135,136].

Printre factorii de risc ai infectiei COVID-19 se numara factorii de mediu, virali si cei
legati de organismul-gazda. Aglomerarea umana, expunerea ocupationald, ventilatia deficitara
si contactul cu animalele reprezinta factorii de mediu care influenteaza raspandirea virusului.
Factorii de risc virali sunt asociati cu evolutia rapida a virusului SARS-CoV-2 pe parcursul
pandemiei si includ capacitatea de transmitere, mutatiile evazive si incarcaturile virale asociate
cu 0 anumita varianta [137].

Factorii legati de gazda includ varsta, variatia genetica umana, sexul biologic si sarcina,
comorbiditatile netransmisibile, coinfectii si/sau superinfectii, fragilitatea, istoricul imunologic,
microbiota si stilul de viata al pacientului. Diferite studii stiintifice au demonstrat rolul
semnificativ al diferitor factori legati de gazda in dezvoltarea si severitatea bolii. Au fost
identificati cei mai frecvent intdlniti factori de risc pentru formele severe ale bolii, inclusiv
varsta inaintatd, obezitatea si imunodeficienta [138].

Vaccinarea este considerata una dintre cele mai eficiente masuri de protectia a indivizilor
si a populatiilor de riscurile asociate cu expunerea la diversi agenti patogeni. Dezvoltarea si
implementarea rapida a vaccinurilor impotriva infectiei COVID-19 si a noilor optiuni de
tratament a contribuit semnificativ la scaderea atat a ratelor de infectie, cét si a mortalitatii in
timpul pandemiei, salvand milioane de vieti [139].

Impactul global al COVID-19, cu sute de milioane de cazuri confirmate si peste sapte
milioane de decese, a starnit un interes stiintific semnificativ. Cercetatorii s-au concentrat pe
intelegerea patogenezei bolii, a epidemiologiei si a evolutiei acesteia in functie de varsta sau de
afectiunile clinice preexistente. O atentie deosebita se acorda explorarii metodelor de prevenire
si de tratament a infectiei cu SARS-CoV-2 [140].
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1.4. Metode de diagnostic a infectiei cu SARS-CoV-2, de analiza filogenetica si de
bioinformatica

Identificarea agentilor patogeni poate fi prin imagistica, prin izolare virala si detectarea
culturilor, detectarea prin biologie moleculara a ARN-ului viral si depistarea imunologica
bazata pe reactia antigenului viral si a anticorpilor [141,142].

Teste pentru depistarea virusului SARS-CoV-2. In timpul pandemiei de COVID-19 au
fost dezvoltate numeroase teste pentru depistarea virusului SARS-CoV-2, inclusiv teste de
amplificare a acidului nucleic (NAAT), teste de antigen si teste de detectare a anticorpilor.
NAAT si testele de antigen sunt utilizate pentru a depista prezenta ARN-ul viral, iar testele de
detectare a anticorpilor au ca scop depistarea anticorpilor pe care organismul-gazda ii produce
impotriva SARS-CoV-2 [122].

Trebuie mentionat faptul ca testele de antigen pot fi utilizate pentru a detecta rapid infectia
cu SARS-CoV-2, insd sensibilitatea si specificitatea lor sunt net inferioare testelor NAAT,
considerate ,,standardul de aur” in diagnosticarea COVID-19. Aceasta metoda de diagnostic
utilizeaza probe nazo- sau orofaringiene, in care transcriptaza inversa transforma ARN-ul extras
in ADN complementar (ADNc). Ulterior, o secventa-tinta este amplificata, folosind ADN
polimerazd si primeri specifici. Pentru a spori fiabilitatea testului, este recomandabil sa se
amplifice doud sau mai multe gene, inclusiv una specifica si una conservata. Astfel au fost
dezvoltata o varietate de teste RT-gqPCR care utilizeaza diverse combinatii de gene. In prezent,
existd numeroase kituri RT-PCR comerciale care detecteazd genele virusului SARS-CoV-2
pentru stabilirea diagnosticului de laborator [122,143,144].

Metodele clasice de diagnosticare ofera date despre prezenta sau absenta virusului/
anticorpului in proba umana, dar nu si informatii despre varianta sau mutatia virusului pe care
cercetatorii din domeniul sdnatatii publice le pot utiliza pentru modelarea transmiterii si luarea
deciziilor de politici publice. Astfel, implementarea si utilizarea metodelor de secventiere de
generatie urmatoare (NGS), prin care se determind secventa genomului agentului patogen,
furnizeaza mult mai multe informatii decat procedurile standard de testare, inclusiv pentru
dezvoltarea de terapii si de vaccinuri, monitorizarea modificarilor virusului pe masura ce acesta
circuld 1n populatie, si perspective mai profunde asupra tiparelor de transmitere in timp si
geografic [145].

Metodele de secventiere genomica permit urmarirea precisa a agentilor patogeni,
evaluarea riscurilor si formularea strategiilor de interventie prin furnizarea de date genomice
esentiale despre agentii patogeni. Aceste date nu numai cd ajutd la identificarea diferitor
variante ale virusului, dar ofera si informatii valoroase despre transmisibilitatea si severitatea

acestora, ceea ce are un impact semnificativ asupra masurilor de sanatate publica, cum ar fi
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dezvoltarea vaccinurilor, studii epidemiologice si elaborarea unor politici specifice de sdnatate
publica [146,147].

La sfarsitul anilor 1970, metodele de secventiere a ADN-ului, si anume secventierea
Sanger si utilizarea ruperii chimice, au fost prezentate de Edward Sanger si, respectiv, Maxam-
Gilbert. Tn anul 2005, Roche a lansat tehnologia ,,454” mai rapida, denumiti ,,tehnologie de
secventiere de generatie urmiatoare”. Tn prezent exista mai multe tehnologii de secventiere care
includ tehnologia de secventiere de prima generatic (tehnologia Sanger); tehnologia de
secventiere de generatie urmatoare (NGS, Illumina si Ion Torrent); tehnologia de secventiere
de a doua generatie (genomica tehnologica completd), tehnologia de secventiere de a treia
generatie (Oxford Nanopore Technology (ONT) si tehnologia in timp real cu o singura molecula
(SMRT) [148,149].

Deci, diferite platforme tehnologice s-au impus ca solutii de referinta, fiecare
evidentiindu-se prin caracteristici adaptate unor aplicatii biologice distincte.

Sistemul Illumina. Este cel mai raspandit sistem care datoreaza popularitatea acuratetei
exceptionale oferite de metoda ,,sequencing by synthesis” pe baza de fluorescenta, citirile
scurte fiind Tn general livrate cu o precizie de aproximativ 99,9 %. Sistemele Illumina (de ex.,
HiSeq, NovaSeq si MiSeq) sunt folosite frecvent in proiecte de mare amploare datoritd
randamentului Tnalt si a costului eficient per baza [150].

Platforma Illumina de secventiere prin sinteza (SBS) se bazeaza pe metoda de terminare
reversibila si presupune amplificarea fragmentelor de ADN studiate pe un suport solid (crearea
de clustere), denaturarea acestora si apoi secventierea lor folosind nucleotide de terminare
marcate cu fluorocrom. Tipul de nucleotid atasat este determinat de emisia de fluorocrom, care
este excitatd de un impuls laser. Nucleotidul Tnregistrat este apoi modificat chimic pentru a
permite urmatorului nucleotid de terminare sa se ataseze la el si asa mai departe. Dispozitivul
detecteaza fluorescenta din sute de milioane de puncte de cluster simultan.

Acest tip de secventiere este caracterizat de precizie ridicatd, randament si un raport
performanta-cost avantajos. Lungimea de citire este de pana la 2x250 perechi de baze (Illumina
MiSeq), la o rata de eroare de 0,5-2 %. Procesul de secventiere cu tehnologia lllumina include
patru etape principale: pregatirea probei, generarea de clustere, secventierea si analiza datelor
[151,152].

Tehnologia lon Torrent reprezintd 0 secventiere de ultimd generatie care utilizeaza
detectarea directa a ionilor de hidrogen eliberati in cursul incorporarii nucleotidului, tradusa
electronic printr-un senzor ISFET (lon-Sensitive Field-Effect Transistor), evitandu-se astfel
utilizarea tehnicilor optice costisitoare. Aceasta abordare confera avantajele unui proces rapid,

economic si compact [153].
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Platforma lon Torrent, fiind prima tehnologie care nu utilizeaza senzori optici, lumina
actiondnd ca un mesager, pentru identificarea secventierii semiconductoare foloseste un sistem
bazat pe detectarea ionilor de hidrogen, care sunt produse secundare ale adaugarii de nucleotide
la catena sablon in timpul polimerizarii. Probele, care contin ADN imbogatit, sunt adaugate
intr-un microgodeu de pe cip. Microgodeurile cu molecula de ADN sablon care urmeaza sa fie
secventiatd sunt umplute cu un singur tip de dezoxiribonucleotid trifosfat (ANTP). Daca dNTP-
ul introdus este complementar nucleotidului principal al sablonului, acesta este incorporat in
catena complementard in crestere, provocand eliberarea de ioni de hidrogen, ceea ce
declanseazi senzorul de ioni ISFET, indicand ca reactia a avut loc. Tn cazul cind secventa
catenei sablon contine o repetare a unui nucleotid, mai multe molecule de dNTP vor fi
incorporate ntr-un singur ciclu, generand cresterea numarului de ioni de hidrogen formati si
formarea unui semnal electric proportional mai mare [154,155].

Solutiile de long-read sequencing. Pentru analiza genomilor complecsi, aceste solutii,
oferite de Pacific Biosciences (PacBio) si Oxford Nanopore, sunt deosebit de valoroase.
Aceasta tehnologie ofera avantaje precum capacitatea de a genera citiri ultralungi, eficienta
ridicatd, monitorizare si analiza in timp real, portabilitate si capacitatea de a secventia direct
molecule de ARN sau de ADN. Drept urmare, tehnologia se distinge prin aplicabilitate si 0
flexibilitate excelente in cercetarea virusurilor, inclusiv detectarea si supravegherea virald,
asamblarea genomului, descoperirea de noi variante si virusuri, si identificarea modificarilor
chimice. Tehnologia data are si dezavantaje in ceea ce priveste acuratetea si probabilitatea
aparitiei erorilor [156,157].

Analiza bioinformatica si profilarea filogenetica a rezultatelor obtinute. Indiferent
de tehnologia utilizata la identificarea virusului SARS-CoV-2, sunt necesare cunostinte de
bioinformatica pentru procesarea si analiza filogenetica a datelor obtinute [158].

Bioinformatica include un set de metode computationale care acopera etapele
fundamentale ale analizei NGS: evaluarea calitatii datelor, preprocesarea citirilor brute,
alinierea la un genom de referintd, identificarea variantelor genetice, adnotarea lor functionala
si interpretarea rezultatelor [158].

Analiza filogenetica este o metoda fundamentald de cercetare in genetica si in biologia
moleculara care permite reconstructia istoriei evolutive a organismelor sau a genelor pe baza
asemanarilor si a diferentelor dintre secventele de ARN sau de ADN, sau dintre proteine. Scopul
principal al acestei analize este de a determina relatiile dintre diferite specii, tulpini sau gene,
permitand trasarea istoriei lor evolutive comune. Rezultatele unor astfel de analize sunt de

obicei prezentate sub forma unui arbore filogenetic, o reprezentare grafica a relatiilor evolutive
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formata din ramuri, care simbolizeaza liniile evolutive, si noduri, care reprezinta stramosii
comuni [158].
Exista si o serie de baze de date legate de SARS-CoV-2, cum ar fi Initiativa Globala

pentru Partajarea Tuturor Datelor despre Gripa (GISAID, https://www.gisaid.org/), Centrul

National pentru Informatii Biotehnologice (NCBI, https://www.ncbi.nIm.nih.gov/sars-cov-2/),
Genome Warehouse (https://bigd.big.ac.cn/gwh/), baza de date a Centrului National de
Bioinformatici ~ (CNCB)/Centrului ~ National de  Date = Genomice  (NGDC)
(https://bigd.big.ac.cn/ncov/) si Virus Pathogen Resource (https://www.viprbrc.org/). Aceste
baze de date joaca un rol important in arhivarea secventelor, cautarea omologiilor, descoperirea
variatiilor, asocierea fenotipurilor bolii [159].

1.5. Monitorizarea virusului SARS-CoV-2 in apele uzate: modelare versus realitate,
frecventa relativa pentru identificarea liniilor genetice

Luénd in considerare evolutia constanta a virusului SARS-CoV-2 in timpul pandemiei de
COVID-19, monitorizarea continud a tulpinilor emergente a devenit extrem de importanta
pentru sinitatea publica. Tn perioada postpandemici, odati cu reducerea testarii probelor umane
pentru detectarea SARS-CoV-2, testarea apelor uzate a devenit din ce in ce mai importanta
pentru urmarirea variantelor circulante ale virusului si prognozarea noilor valuri de infectie ca
urmare a faptului ca persoanele infectate elimina particule virale Tn mediul ambiant pentru o
perioada aditionala de trei luni [160,161].

Conform datelor obtinute de Foladori si colab. (2020), de Zhang si colab.(2021),
aproximativ 50 % din persoanele infectate cu COVID-19 elimina virusul prin fecale. Prelevarea
probelor de ape uzate de la statiile de epurare care deservesc populatii mari, urmata de
detectarea agentului patogen folosind metode moleculare, poate asigura o supraveghere de
rutind a bolii [158,159]. Aceasta prelevare pasiva a probelor, care poate include persoane
asimptomatice sau cu un nivel scazut de participare la programele de testare clinica, este foarte
importanta in perioada postpandemica de COVID-19 [162,163].

Numeroase studii au ardtat ca inainte de debutul fazei acute, cu o saptdmana inainte de
aparitia simptomelor clinice de COVID-19, virusul SARS-CoV-2 poate fi detectat in apele
uzate, in namolul activ si in rezervoarele de apa, ceea ce indica posibilitatea unei avertizari
timpurii privind COVID-19 si identificarea tendintelor de raspandire a infectiei. Asadar,
testarea apelor uzate permite studierea diversitatii genetice si a variantelor de SARS-CoV-2, si
corelarea variantelor virusului cu severitatea bolii si cu imunitatea, factori ce determina situatia
epidemiologica generala [164,165,166,167].
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Monitorizarea virusului SARS-CoV-2 in apele uzate se bazeaza pe metoda de cuantificare
a ARN-ului viral bazata pe qPCR, care ofera o estimare rapida a ratelor de infectare in populatie
[168].

Secventierea genomica a probelor de ape uzate are potentialul de a elucida diversitatea
genetica in cadrul speciei, inclusiv liniile virale [169].

Cu toate acestea, deconvolutia amestecului de linii virale prezente in apele uzate pe baza
secventierii cu citire scurtd rimane o provocare.

Trebuie subliniat faptul ca secventierea genomica a probelor de ape uzate oferd si
oportunitatea unei supravegheri epidemiologice eficiente din punct de vedere al costurilor.

Astfel, analizand apele uzate municipale prin tehnici de secventiere putem obtine
imaginea reald a morbiditatii prin COVID-19. insa calitatea rezultatelor acestor secventieri
poate varia ca urmare a degradarii particulelor virale in canalizare (de exemplu, in functie de
pH, temperatura, timpul de deplasare) si a concentratiei virale mai mici in comparatie cu probele
clinice. ntrucat in apele uzate ARN-ul viral reprezinti o fractiune relativ mic de acid nucleic,
inhibitorii PCR din aceste ape pot face ca secventierea bazata pe ampliconi sa fie predispusa la
0 acoperire inegala pe intregul genom deoarece unii sau toti ampliconii nu reusesc sa Se
amplifice [170,171,172,173].

Tn vederea adoptarii misurilor in domeniul sinititii publice, alituri de metodele
traditionale de supraveghere a agentilor patogeni, monitorizarea apelor uzate trebuie sa asigure
obtinerea de date de inalta calitate. Pentru a valorifica pe deplin potentialul informatiilor
obtinute Tn urma analizei probelor de ape uzate sunt necesare progrese in domenii-cheie
precum: elaborarea de proceduri standardizate de colectare, de prelucrare si de secventiere
genomica a probelor care depind de conditiile specifice si sunt selectate pentru o eficientd
optimd; metode inovatoare de imbogatire pentru a spori eficienta extractiei acidului nucleic;
metode bioinformatice specializate si baze de date special concepute pentru date privind apele
uzate [174].

Pentru a rezolva problemele legate de secventierea genomica a probelor de ape uzate, cu
scopul general de a determina prezenta si (in majoritatea cazurilor) abundenta relativa a diferitor
linii SARS-CoV-2, au fost dezvoltate diverse mecanisme de modelare.

Sutcliffe si echipa au comparat performanta si rezultatele a noua instrumente de modelare
utilizate frecvent pentru analiza datelor de secventiere a apelor uzate. Aceste instrumente difera
prin metodele statistice precise utilizate pentru identificarea liniilor virusului SARS-CoV-2.
Majoritatea instrumentelor folosite de autori s-au dovedit a fi eficiente n identificarea liniilor

reale prezente si in evaluarea prevalentei relative a acestora. Multe instrumente au identificat
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liniile prezente cu o frecventa de pana la 1%, rezultatele fiind mai fiabile la frecvente mai mari

de 5 % [157,175].

Astfel, unii algoritmi pentru analiza datelor de secventiere a apelor uzate pot sia nu
identifice liniile prezente in proportie mai mica de 5 %, ceea ce reprezinta, de asemenea, un
obstacol in implementarea monitorizarii apelor uzate pentru supravegherea de rutina a infectiei.
Rezultatele acestor studii sunt foarte importante, deoarece, n realitate, virusul SARS-CoV-2 se
afla intr-o stare foarte diluata in apele uzate, ceea ce poate perturba imaginea reala a distributiei
subvariantelor circulante. Cu toate acestea, avantajele monitorizarii apelor uzate prin
secventiere prevaleaza asupra tuturor obstacolelor detectate.

1.6. Concluzii la capitolul 1
1. COVID-19 este o boala infectioasa cauzata de noul tip de coronavirus SARS-CoV-2 care,

ca urmare a variabilitatii sale genetice, a provocat peste sapte milioane de decese la nivel
global.

2. Aparitia mai multor mutatii ale virusului SARS-CoV-2 au determinat organizatii si
platforme internationale precum OMS, PANGO, GISAID si Nextstrain sa le clasifice in
variante, clade sau linii, sd identifice raspandirea lor globala si sa evalueze potentialul
aparitiei de noi mutatii.

3. Evolutia continua a virusului SARS-CoV-2, soldata cu aparitia unor variante emergente
precum Alpha, Beta, Gamma, Delta si Omicron, subliniazd adaptabilitatea virusului si
implicatiile sale semnificative Tn sanatatea publica.

4. Mutatiile genetice, in special in proteina Spike, au schimbat unele proprietati fenotipice ale
virusului SARS-CoV-2 precum transmiterea, evaziunea imuna si virulenta. Cunoasterea
acestor particularitati ale mutatiilor genetice ale virusului este esentiald pentru actualizarea
permanentad a compozitiei vaccinurilor si perfectionarea strategiilor de control al infectiei la
nivel local, regional si global.

5. Monitorizarea virusului SARS-CoV-2 prin testarea apelor uzate este o abordare inovatoare
care poate fi adoptata in tarile cu venituri mici si medii pentru a supraveghea evolutia acestui
virus si a altor agenti patogeni. Aceasta metoda ofera informatie importanta in procesul
decizional de sanatate publica pentru a raspunde la actuala raspandire a virusului SARS-
CoV-2, precum si la viitoarele amenintari de sanatate publica.

6. Pandemia de COVID-19 a evidentiat faptul ca monitorizarea apelor uzate ofera informatie
veridica privind prezenta agentilor patogeni in comunitdti intregi si poate servi ca

instrument de prognozare a cresterii sau a scaderii ratelor de infectare.
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2. MATERIAL SI METODE UTILIZATE iIN CERCETARE

2.1. Caracteristica generala si etapele cercetarii. Designul studiului

Cercetarea a fost initiatd in anul 2022, in cadrul Laboratorului virusologic al ANSP si
reprezintd un studiu complex, desfasurat pe parcursul perioadei de implementare a tehnicii de
secventiere a intregului genom al virusului SARS-CoV-2 in Republica Moldova (2021-2025).

Obiectul de studiu si volumul esantionului cercetat

Tn studiu s-au utilizat secventele virusului SARS-CoV-2 obtinute din probe biologice de
tampoane nazo- si orofaringiene si din probele de ape uzate. Astfel, probele biologice pentru
studiul dat au fost prelevate de la pacientii care Intruneau definitia de caz expusa in protocolul
clinic national ,,Infectia cu coronavirus de tip nou (COVID-19)”. Prezenta virusului SARS-
CoV-2 a fost confirmata prin reactia de polimerizare in lant (RT-PCR), utilizand diferite Kituri
de reactivi comerciali. Din totalul probelor pozitive la prezenta virusului SARS-CoV-2
(COVID-19) si confirmate prin tehnici de biologie moleculara, mostrele pentru reactia de
secventiere au fost selectate pe baza criteriilor de includere si de excludere.

Volumul esantionului cercetat. In studiu a fost cercetate un numar reprezentativ de
probe biologice din diferite teritorii administrative ale republicii, prelevate in perioade diferite
de timp de la pacienti cu diferite date demografice si cu diferite grade de severitate a infectiei
COVID-19, precum si probe din ape uzate.

Numarul de probe a fost calculat luand Tn considerare nivelul de veridicitate egal cu 95
% si eroarea medie de 5 % (nu mai putin de 240 de probe).

Esantionul reprezentativ a fost calculat in baza formulei:

n= P(1-P)(Za/d)?, unde:

d — distanta sau toleranta (in limitele 0,05);

P — proportia sau valoarea proportiei cercetate P= 0,278

Za= valoarea tabelara. Cand ,,a”, pragul de semnificatie, este de 5 %, atunci coeficientul
Z0=1,96.

Volumul investigatiilor. Pentru monitorizarea circulatiei virusului SARS-CoV-2 prin
secventierea intregului genom si analiza filogenetica au fost examinate 733 de probe biologice
recoltate de la pacienti care intrunesc definitia de caz COVID-19 in perioada noiembrie 2021
noiembrie 2024. Tntrucét cu scaderea numarului de adresari la medic cu simptome de COVID-
19 s-au redus testarile PCR, a fost implementata o metoda alternativa de monitorizare a
circulatiei virusului SARS-CoV-2 din apele uzate. Tn perioada 2024-2025 au fost secventiate

31 de probe de ape uzate, ceea ce a permis identificarea tulpinilor circulante de SARS-CoV-2.
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Criterii de includere. Probele au fost selectate in baza criteriilor epidemiologice, clinice
si de laborator:

1. Cresterea sau modificarea neasteptatd a transmisibilitatii si/sau a virulentei tulpinii
circulante de SARS-CoV-2 in teritoriu.

2. Inregistrarea unei izbucniri in grupuri de populatie cu risc sporit, care poate contribui la
clarificarea transmisibilitdtii, descoperirea de noi variante genetice si evaluarea asocierii
tulpinilor de virus cu izbucniri.

3. Stabilirea unui rezultat pozitiv SARS-CoV-2 la persoane revenite din tarile in care sunt
depistate variante noi ale virusului SARS-CoV-2 cu mutatii genetice.

4. Detectarea de tulpini de SARS-CoV-2 necunoscute sau de tulpini divergente.

5. Cazuri simptomatice cu statut vaccinal complet contra COVID-19, cu minim zece zile de
la incheierea vaccindrii complete, dar care ulterior s-au infectat cu SARS-CoV-2.

6. Probe de la grupuri de risc (ex., pacienti imunocompromisi, mai ales daca primesc terapie
cu anticorpi anti-SARS-CoV-2).

7. Debut agresiv si fulminant al bolii COVID-19, cu afectare pulmonara primara pronuntata
si detresd respiratorie exprimata.

8. Probe biologice cu ciclul prag (Ct) mai mic de 22.00 — 25.00 (in functie de setul de
amplificare).

Criterii de excludere:

1. Probe biologice selectate conform criteriilor epidemiologice si clinice, dar cu ciclul prag
(Ct) mai mare de 25.00.

Criteriul principal si decisiv pentru trimiterea probelor pozitive la reactia de secventiere
genomica a fost o valoare a ciclului prag (Ct) de maximum 25.00, obtinuta utilizand sisteme de
testare PCR Tinregistrate ca indicator de laborator. Drept urmare, probele care au ndeplinit
criteriile de includere cu exceptia criteriului de laborator au fost excluse, fiind incluse in studiu
doar probele cu incarcatura virala ridicata, ce pot furniza rezultate calitative de secventiere.

Realizarea scopului si a obiectivelor stabilite, studiul a fost efectuat in cateva etape.

La prima etapa a studiului a fost analizata literatura de specialitate privind caracteristica
geneticd si evolutia virusului SARS-CoV-2, noile variante cu potential epidemiologic si
impactul acestora asupra sanatatii publice. Pentru realizarea acestei etape au fost folosite baze
de date internationale cu acces deschis precum PubMed si Google Scholar, MEDLINE. Pentru
a asigura exhaustivitatea si relevanta materialelor identificate, referinte suplimentare au fost
obtinute prin revizuirea manuald a bibliografiilor si a citérilor din articolele selectate initial.
Totodata, au fost studiate si sursele bibliografice nationale cu referire la monitorizarea
circulatiei virusului SARS-CoV-2 si la situatia epidemiologica prin COVID-19 in tara.
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La etapa a doua a fost stabilit esantionul reprezentativ si selectate probele adecvate, pe
baza criteriilor de includere si de excludere, pentru secventierea intregului genom al virusului
SARS-CoV-2. Izolatele destinate secventierii au fost selectate din probe pozitive procesate prin
tehnica de biologie moleculara - RT-PCR. Variantele genetice si tipul de mutatie s-a determinat
prin metoda de secventiere a fragmentelor cu ajutorul instrumentelor lon Torrent Genexus si
Illumina MiSeq. Rezultatele obtinute au fost analizate cu ajutorul bazelor de date internationale
si a instrumentelor bioinformatice Nexclade, Nextrain, GISAID, Pangolino, Freyja si Kallisto.

La etapa a treia, rezultatele obtinute au fost diseminate prin publicarea lucrarilor
stiintifice, inclusiv articole in reviste stiintifice nationale si internationale, teze, participari
active cu prezentare sau cu poster la foruri stiintifice nationale si internationale, precum si prin
elaborarea de ghiduri, de brosuri si @ unei monografii.

Dessign-ul studiului este redat in figura 5.

SCOPUL CERCETARII

Identificarea variantelor virusului SARS-CoV-2 cu analiza filogenetica a izolatelor circulante pe
teritoriul Republicii Moldova pentru perfectionarea masurilor de supraveghere si control a morbiditatii prin
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Figura 5. Designul studiului
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2.2. Metodologia cercetarii

Pentru monitorizarea circulatiei virusului SARS-CoV-2 prin secventierea intregului
genom si analiza filogenetica a izolatelor SARS-CoV-2 a fost utilizat un complex de metode
epidemiologice, de laborator (tehnici de biologie moleculard) si statistice.

2.3.1. Metode epidemiologice

Tn studiu s-au utilizat tehnici de analiza epidemiologica descriptivd pentru stabilirea
prevalentei diferitor variante de mutatii ale virusului SARS-CoV-2. In functie de varianta
genetica circulanta a virusului, au fost analizate ratele de incidentd, ratele de crestere a cazurilor
de COVID-19 in randul populatiei din Republica Moldova. Pentru evaluarea procesului
epidemic COVID-19 in republica, a fost aplicata analiza epidemiologica retrospectiva pentru
perioada 2021-2024.

2.3.2. Metode de laborator

Metoda de secventiere a intregului genom pentru detectarea si supravegherea
variantelor de SARS-CoV-2 din probele umane

Probele de tampoane nazo- si orofaringiene au fost obtinute din reteaua de laboratoare
ANSP implicate in diagnosticarea infectiei COVID-19. Tampoanele au fost colectate in mediu
de transport viral VTM sau intr-un echivalent care contine glicerol si antibiotice/antimicotice.
Criteriul final pentru expedierea probelor destinate procesului de secventiere a fost un ciclu
prag (Ct) de 25.00 sau mai mic, obtinut folosind kiturile RT-PCR.

Procesul de secventiere a Tintregului genom al virusului SARS-CoV-2 a inclus
urmatoarele etape principale: extractia acidului nucleic, pregatirea bibliotecilor cu amplificarea

clonald, secventierea propriu-zisa si analiza bioinformatica a rezultatelor obtinute (figura 6).
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Figura 6. Etapele principale ale procesului de secventiere de generatie urmitoare a
genomului SARS-CoV-2

Extractia ARN-ului. ARN-ul virusului SARS-CoV-2 a fost izolat din 140 pl de probe
folosind kitul comercial QlAamp Viral RNA Mini (QIAGEN), conform protocolului

producatorului. Fiecare proba de ARN izolatd a fost dizolvatd in 60 pl de apa distilata fara
RNaza si depozitata la -70 °C péana la etapa de secventiere.

Procesul de extractie a ARN-ului viral folosind kitul QIAGEN QIlAamp a inceput cu
adaugarea a 560 pl de tampon de lizda AVL in fiecare tub care continea 140 pl de proba de
testare. Probele au fost lizate in conditii de denaturare ridicatd pentru a inactiva RNaza si a
asigura izolarea completa a ARN-ului viral intact. Lizatul a fost apoi aplicat pe o coloana
QIAamp Mini. Contaminantii au fost indepartati eficient folosind doua solutii tampon de
spalare: 500 ul de AWI si 500 pl de AW2. Elutia a fost efectuatd cu 60 pl de tampon AVE,
care este necesar pentru a obtine cel putin 90 % din ARN-ul viral din coloana QlAamp Mini.
Acest ARN purificat nu contine proteine, nucleaze si alte impuritati sau inhibitori.

Secventierea intregului genom. Toate probele analizate au fost secventiate utilizand
platforme de secventiere de ultima generatie, cunoscute sub numele de secventiere de a doua
generatie: platformele /llumina MiSeq Dx si lon Torrent Genexus.

Platforma lon Torrent Genexus. Din totalul de 733 de probe biologice analizate, 664 de

probe au fost secventiate cu ajutorul echipamentului de ultima generatie lon Torrent Genexus
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(Thermo Fisher Scientific), utilizdnd testul lon AmpliSeq SARS-CoV-2 Insight Research
Assay—GX (Thermo Fisher Scientific). Panoul de cercetare utilizat (lon AmpliSeq™ SARS-
CoV-2 Insight) contine doua amestecuri de primeri pentru acoperirea intregului genom:
SARS-CoV-2 Insight Panel - Pool 1 si SARS-CoV-2 Insight Panel - Pool 2. Fiecare pool de
primeri contine 237 de ampliconi specifici pentru SARS-CoV-2 si mai multe controale pentru
expresia genelor umane. Cu un interval de lungime a ampliconului de 125-275 pb, panelul ofera
0 acoperire >99 % a genomului SARS-CoV-2 (~30 kb) si acopera toate ser tipurile potentiale.

Rularile de secventiere au fost create in software-ul Genexus™, care contine toate setarile
utilizate in pregatirea bibliotecii, Incepand cu crearea sabloanelor, secventiere si analiza,
inclusiv informatii despre proba, locatia placii, testele si codurile de bare folosite pentru reactie.

Pentru generarea raportului final, in timpul crearii rundei de secventiere au fost folosite
urmatoarele pluginuri: SARS CoV_2_annotateSnpEff, generate Consensus,
SARS CoV_2 lineagelD. Pluginul SARS CoV 2 annotateSnpEff a fost utilizat pentru
generarea variantelor si a tipurilor de mutatii (insertia, deletia sau inlocuirea unei secvente)
depistate in genomul virusului secventiat. Pluginul generate Consensus emite o secventa de
genom din una sau din mai multe probe selectate Tn formatul FASTA ce poate fi incarcat directe
pe site-ul web GISAID. Pluginul SARS CoV_2_lineagelD determind originea secventei
folosind software-ul Pangolin. Ulterior, fisierele FASTQ se filtreaza din punct de vedere al
calitatii, iar citirile sunt mapate cu pluginul SARS-CoV-2-Pangolin (https://cov-
lineages.org/resources/pangolin.html), pluginul automat ,,COVID19AnnotateSnpEff” (Thermo
Fisher Scientific), precum si cu instrumentul Nextclade (https://clades.nextstrain.org), in raport
cu genomul de referinta din Wuhan pentru a obtine secventele complete ale genomului viral.

Platforma Illumina MiSeq Dx. Incepand cu anul 2024, altele 69 de probe biologice au
fost secventiate cu ajutorul secventiatorului lllumina MiSeq Dx, disponibil in laboratoarele
Agentiei Nationale pentru Sanatatea Publica. Procesul de secventiere a ampliconilor SARS-
CoV-2 a fost efectuata cu o versiune modificata a protocolului de creare si de secventiere a
bibliotecii ARTIC v4 COVID-19 (lllumina COVIDSeq v4 Primer Pools, compatibil cu COVID
SegAssay index 1, varianta ARTICV4, care opereaza toate mutatiile corespunzatoare regiunii
spike).

Tn timpul procesului de aliniere, ARN-ul izolat este tratat cu hexameri aleatori in vederea
sintezei ADNc. La etapa de sinteza a ADNc, fragmentele de ARN tratate cu hexameri aleatori
sunt invers transcrise In prima catend de ADNc folosind enzima transcriptaza inversa. Aceasta
etapa a fost efectuatd in doud tuburi paralele per fiecare proba, cu doua amestecuri de reactie
preparate pentru fiecare grup de primeri: COVIDSeq PCR Master Mix 1 si COVIDSeq PCR

Master Mix 2.
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Amestecul de reactie a fost incubat la temperatura de 98 °C timp de trei minute si apoi
amplificat timp de 35 de cicluri la 98 °C timp de 15 secunde, la 63 °C — timp de cinci minute si
mentinut la 4 °C pe un termociclator QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System.

Ampliconii din reactiile de amplificare Pool 1 si Pool 2 au fost reuniti, purificati cu
particule magnetice AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA, SUA) la un raport particule
magnetice - proba de 1:1, eluati in 10 mM Tris-HCI (pH 8,0) si cuantificati, folosind un kit de
testare Qubit™ [ X dsDNA High Sensitivity (HS) dSDNA pe un fluorometru Invitrogen Qubit 4.

Bibliotecile au fost generate folosind kitul de pregitire a bibliotecii Illumina COVIDSeq
RUOQO cu adaptoare index Illumina si secventiate pe un instrument MiSeq (Illumina, San Diego,
CA, SUA).

Probele au fost secventiate folosind citiri pereche de 300x150 pb. Platforma Illumina
BaseSpace (https://basespace.illumina.com) a fost utilizata pentru controlul calitatii datelor,
generarea FASTQ, asamblarea genomului si detectarea variantelor SARS-CoV-2.

Fisierele FASTQ brute au fost procesate si supuse procedurii de control a calitatii (Q >
30), utilizand aplicatia FASTQ-QC de la BaseSpace. Fisierele FASTQ aprobate prin QC au fost
aliniate la genomul de referinta SARS-CoV-2 (NCBI Reference Sequence: NC_045512.2).
Linia geneticd DRAGEN COVID de la BaseSpace a fost utilizata pentru a determina varianta
SARS-CoV-2 si pentru a genera un singur fisier FASTA consens.

Fisierele FASTA individuale consens au fost, de asemenea, analizate pentru atribuirea
genealogica, utilizand versiunea online a programului Phylogenetic Assignment of Named

Global Epidemic Lineages (Pangolin) (https://pangolin.cog-uk.io).

Pentru analize ulterioare au fost folosite doar variantele consens identificate de ambele
aplicatii.

Analiza bioinformatica si profilarea filogenetica a tuturor rezultatelor secventierii au
fost efectuate utilizand baze de date internationale cu acces deschis. Rezultatele bioinformatice
au inclus analiza NextClade si Pangolin, inclusiv denumirile cladelor conform nomenclaturii
GISIAD si Pangolin. Recunoasterea liniilor genealogice si detectarea variantelor au fost

efectuate utilizdnd aplicatia web Pangolin (https://cov-lineages.org/resources/pangolin.html).

Variantele identificate au fost verificate si analizate utilizdnd baza de date Nexclade

(https://clades.nextstrain.org/).

Toate secventele obtinute au fost comparate cu genomul de referinta SARS-CoV-2
Wuhan-Hu-1 (NCBI Reference Sequence: NC _045512.2) pentru identificarea mutatiilor. Toate
liniile/variantele identificate ca variantd recombinantd de catre Pangolin sunt indicate ca

recombinante in toti arborii filogenetici. Arborele filogenetic a fost construit utilizand
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Nextclade descarcat in format JPEG. Datele au fost apoi trimise catre baze de date cu acces
deschis, cum ar fi Initiativa Globala pentru Partajarea Tuturor Datelor despre Gripa (GISAID).
Metodologia de secventiere a virusului SARS-CoV-2 din ape uzate pentru
supravegherea circulatiei virale
Procesul tehnologic de investigare a probelor de ape uzate include céateva etape principale:
prelevarea probelor, transportul conform cerintelor frigorifice cu receptionarea in laborator,
prelucrarea primara, extractia acizilor nucleici, analiza probelor prin tehnici de biologie

moleculara (RT-PCR, secventierea genomului) si prelucrarea datelor obtinute (figura 7).
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Figura 7. Procesul de investigare a apelor uzate in contextul monitorizirii pandemiei de
COVID-19
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Probele de ape uzate destinate reactiei de secventiere au fost prelevate pe o perioada de
24 de ore, utilizand un debit sau un esantion compozit in timp. Prelevarile au fost efectuate in
timpul perioadelor uscate, iar n cazul in care a fost posibil s-au corectat — prin normalizare —
in functie de influenta evenimentelor meteorologice, utilizdnd debitul de apa uzata de 24 de ore
in timpul prelevarii.

Probele au fost prelevate de doua ori pe saptamana (in fiecare zi de luni si de miercuri)
de la Statia de epurare a apelor uzate din mun. Chisindu si au fost transportate in conditil
frigorifice (+2 - +8 °C) catre laboratorul virusologic pentru efectuarea analizelor ulterioare.

Prelucrarea primara a probelor de ape uzate. Prelucrarea probelor de ape uzate a inceput
cu centrifugarea a 50 ml de proba timp de 30 de minute la 4500 rpm. La 40 ml din supernatantul
obtinut dupa prima centrifugare s-au adaugat 4 g de PEG8000 (polietilenglicol 8000) si 0,9 g
de clorura de sodiu. Amestecul obtinut a fost centrifugat timp de 1 ora si 30 de minute (90 de
minute) la 4 °C la 12 000 rpm fara franare, pentru depunerea unui sediment pe fundul tubului
sub forma unei pelicule (sediment) care a concentrat toate microorganismele prezente in proba.
Supernatantul a fost aruncat, iar sedimentul obtinut cu toate particule virale a fost dizolvat in
200 pl de tampon de lucru (tampon CTAB (bromura de cetrimoniu) cu apa PCR intr-un raport
de 1:1). Suspensia este gata pentru etapa de extractic a ARN-ului, folosind orice metoda si kit
de extractie disponibile in laborator.

Extractia ARN-ului din ape uzate. Extractia ARN-ului viral a fost efectuata imediat dupa
prelucrarea primara a probelor de apa uzata, utilizand kiturile comerciale ITPObA-HK-S (/[HK-
Texnonoeus) si QlAamp Viral RNA Mini (QIAGEN). Extractia cu kitul comercial QlAamp Viral
RNA Mini (QIAGEN) a fost efectuatda dupa metoda descrisa mai sus.

Principiul de functionare al kitului [/POBA-HK-S ({HK-Texnonozus) se bazeaza pe
eliberarea acizilor nucleici sub influenta unui agent haotropic (tiocianat de guanidind), urmata
de precipitare si de purificarea de impuritati. Suspensia obtinuta a fost lizata cu 300 pl de solutie
de liza si incubata la 65 °C timp de cinci minute. Dupa adaugarea a 400 pl de tampon de
precipitare, lizatul a fost centrifugat la 12 000-16 000 rmp timp de cinci minute pentru a forma
un precipitat dens. Pentru a indeparta toate impuritatile, precipitatul a fost spélat de dou ori cu
500 ul de solutie de spalare si dizolvat in 50 pl de tampon prin incubarea tuburilor la 65 °C
timp de cinci minute pentru a obtine un extract pur.

Investigatii de biologie moleculara RT-PCR pentru selectarea probelor din ape uzate
pentru secventiere. Toate extractele obtinute au fost investigate prin tehnici de biologie
moleculara utilizand kitul comercial PROMEGA GoTaq® Enviro RT-PCR pentru detectarea
virusului SARS-CoV-2. Fiecare reactic RT-PCR in timp real a fost efectuata cu 5 ul de ARN

izolat per reactie intr-un volum total al amestecului de reactie RT-PCR de 15 pl.
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Analiza RT-PCR 1in timp real a fost efectuata utilizand un sistem Applied Biosystems™
QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System, cu 96 de godeuri (Thermo Fisher Scientific, SUA),
cu parametri de ciclare recomandati de producatorul kitului.

Datele au fost analizate cu un software de echipament Applied Biosystems™
QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System cu ajustare automata a liniei de baza si a pragului
pentru analizele canalului de detectie. Fiecare curba de amplificare a fost inspectata manual, iar
rezultatul a fost considerat pozitiv daca a produs o curba de amplificare exponentiald distincta
de controalele negative. Tn aceste cazuri au fost calculate valorile Ct.

Fiecare placa RT-PCR 1n timp real a inclus controale pozitive si un control negativ.
Controalele pozitive au inclus fragmente sintetice de ARN monocatenar (SSRNA) ale SARS-
CoV-2 diluate de 1000 de ori (Ct 21 asteptat) si de 100 de ori (Ct 28 asteptat) in apa fara
nucleaze. Rezultatele controlului pozitiv au fost monitorizate folosind o diagrama de control,
care indica daca valorile s-au Tncadrat in intervalul specificat (£3Ct, date neprezentate). Probele
cu valori Ct pana la ciclul 35 au fost apoi selectate pentru reactia de secventiere a genomului.

Secventierea intregului genom al probelor din ape uzate. Ulterior, probele selectate dupa
Ct au fost luate la etapa de pregatire pentru reactia de secventiere. Pentru prepararea
bibliotecilor genomice a fost utilizat setul comercial de reagenti NEBNext® ARTIC SARS-CoV-
2 Library Prep Kit (Illumina®), care consta in indexarea cu barcoduri, efectuarea reactiei de
PCR si selectarea dimensiunii fragmentelor utilizand bile magnetice.

La etapa de creare a bibliotecilor a fost utilizat setul de primeri ARTIC v4 (COVIDSeq
v4 Primer Pools), modificat si optimizat pentru imbundtatirea acoperirii genomului viral.

Procesul de secventiere a fost efectuat cu ajutorul instrumentului Illumina MiSeq Dx
utilizand cartusul MiSeq Reagent Kit v2 (300 cicluri) cu obtinerea de readuri paired-end (2 x
150 nucleotide).

Imaginile fluorescente au fost analizate utilizand platforma de recunoastere a bazelor
Illumina pentru a produce date demultiplexate in format FASTQ. Astfel, in urma secventierii a
31 probe de mediu au fost obtinute 62 de fisiere FASTQ pair-end.

Evaluarea calitatii datelor genomice a fost efectuatd cu Samtools si Fastqc, iar pentru
agregarea rezultatelor tuturor probelor a fost utilizat algoritmul Multigc. Alinierea la genomul
de referintd SARS-CoV-2 si determinarea abundentei variantelor virale au fost realizate cu
instrumentele Minimap si, respectiv, Freyja, iar pentru reprezentarea grafica s-a utilizat
limbajul R.

Pentru a cuprinde in totalitate diversitatea virala din probele biologice comunitare a fost

folosit instrumentul Freyja. Acest instrument foloseste pentru estimarea abundentei relative a
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liniilor virale intr-o proba mixta o biblioteca de ,,coduri de bare” ale mutatiilor definitorii pentru
a reprezenta fiecare linie SARS-CoV-2 in filogenia globala.

Instrumentele Freyja si Kallisto de analiza bioinformaticia a secventelor genetice ale
SARS-CoV-2 izolate din ape uzate

Tn vederea determinarii celui mai potrivit instrument pentru utilizare viitoare in domeniul
analizei datelor de secventiere au fost evaluate doud instrumente computationale — Freyja
(bazat pe variante) si Kallisto (fara aliniere). Tn acest scop a fost utilizat un set de date sintetice
din 42 de probe de ape uzate contindnd amestecuri cunoscute din 11 linii genetice ale virusului
SARS-CoV-2 clasificate dupa OMS (Alpha, Beta, Delta, Epsilon, Eta, Gamma, lota, Kappa,
Lambda, Theta, Zeta). Fiecare proba continea aproximativ 1,09 milioane de citiri de secventieri
mapate la genomul de referintd NC 045512.2. Abundentele liniilor celulare au variat de la <
0,01 % pana la > 99 %, permitand o evaluare cuprinzatoare pe intregul spectru de detectie.

Pentru a genera amestecuri de secvente realiste, care s reflecte raporturile de prevalenta
ale liniilor si ale subliniilor virale observate in timpul pandemiei, s-au utilizat date saptamanale
privind numarul de linii si de sublinii ale virusului SARS-CoV-2 raportate in Statele Unite in
perioada ianuarie 2020 - decembrie 2022. Aceste secvente au fost descarcate si luate din baza
de date a Initiativei Globale privind Partajarea Tuturor Datelor Gripei (GISAID). In aceasti
perioada au fost detectate 11 linii genetice: B.1.1.7, B.1.351, B.1.617.2, B.1.429, B.1.525, P.1,
B.1.526, B.1.617.1, C.37, P.3 si P.2. Numarul saptamanal raportat de linii a fost normalizat in
procente care si au fost utilizate pentru a genera un total de 42 de amestecuri ordonate
cronologic pentru grupul corespunzator de linii genetice. Fiecare amestec individual reprezinta
frecventele reale observate Intr-o anumita sdptamana din perioada mentionata.

Instrumentul Freyja. Procesul de analiza a datelor de secventiere a genomului SARS-
CoV-2 cu instrumentul Freyja include cinci etape principale executate pentru fiecare proba.
Prima etapa include alinierea citirilor folosind minimap2 versiunea 2.28. Acest instrument
aliniazd secventele analizate la genomul de referintd folosind modul de citire scurta optimizat
pentru datele Illumina. in a doua etapi, modulul de variante Freyja determini variantele
genetice ale virusului SARS-CoV-2. Acest proces identifica mutatiile prezente in fiecare proba
prin compararea citirilor aliniate cu genomul de referinta. Modulul instrumentului a aplicat un
prag minim de calitate — 20 de baze — pentru a exclude variantele cu calitate scazuta care ar
putea reprezenta mai degraba erori de secventiere, decat variante biologice reale. Rezultatul a
inclus un tabel de variante care listeaza toate mutatiile detectate si un fisier de adancime care
inregistreaza acoperirea secventierii la fiecare pozitie genomica.

In a treia etapi a fost efectuatd demixarea liniilor genetice folosind modulul de demixare

Freyja. Acest algoritm a estimat abundentele liniilor genetice prin gasirea combinatiei de linii
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genetice cunoscute ale caror profiluri de mutatie au explicat cel mai bine variantele observate.
Optimizarea a utilizat un algoritm de maximizare a asteptarilor cu un prag de convergenta de
0,001 pentru o precizie ridicatd. Modulul a aplicat o limita de acoperire de 10x — adancimea
minima pentru identificarea variantelor. Analiza a inclus toate liniile genetice din baza de date,
nu doar variantele confirmate oficial. Fiecare esantion a generat un fisier de iesire semimixat
care contine procente de abundenta estimate pentru toate liniile genetice detectate.

Tn cea de-a patra etapa au fost agregate rezultatele din toate cele 42 de esantioane folosind
modulul de agregare Freyja, ceea ce a permis combinarea rezultatelor individuale ale
esantioanelor intr-un singur tabel principal. La agregare a fost aplicat un prag minim de
acoperire care impune ca 60 % din genomul viral sa fie acoperit de citiri de secventiere pentru
fiecare din liniile genetice.

Instrumentul Kallisto. Procesul de analizd bioinformaticd cu instrumentul Kallisto
include trei etape principale. La prima etapa a fost elaborat un indice de referinta din 11 secvente
genomice SARS-CoV-2 folosind k-mer cu dimensiuni de 31 de perechi de baze, care
echilibreaza specificitatea pentru distingerea liniilor virale cu sensibilitate similara pentru
atribuirea citirilor.

La a doua etapa s-a efectuat pseudoalinierea si cuantificarea pentru fiecare proba. Spre
deosebire de metodele traditionale de aliniere, care determind pozitia genomica precisa a
fiecarei citiri, instrumentul Kallisto utilizeaza o abordare rapida de potrivire k-mer pentru a
atribui citirile celor mai compatibile secvente de referinta. Procesul de cuantificare a rulat cu
32 de fire de executie si a produs estimari de abundenta in unitati TPM (transcripte per milion)
pentru fiecare linie genetica. Aceastd abordare a evitat crearea de fisiere de aliniere intermediare
de dimensiuni mari, reducand atat timpul de procesare, cat si cerintele de stocare.

La a treia etapa, valorile TPM au fost normalizate la procente de abundenta pentru a
permite compararea directd cu datele reale. Pentru fiecare proba a fost calculata abundenta
procentuald a fiecdrei linii genetice ca valoare TPM impartitd la suma valorilor TPM din toate
liniile celulare, apoi inmultitd cu 100. Aceasta normalizare ia in considerare continutul viral
total detectat in fiecare proba si asigura ca suma procentelor este de aproximativ 100.

Indicatorii de performanti ai instrumentelor Freyja si Kallisto, si analiza statistica
a rezultatelor obtinute

Pentru evaluarea performantei instrumentelor Freyja si Kallisto s-au folosit indicatori
statistici standard. Coeficientul de determinare (R?) a méasurat proportia variatiei abundentelor
reale exprimata prin predictii, valorile mai apropiate de 1 indicind o mai buna potrivire a
modelului. Coeficientul de corelatie Pearson (r) a evaluat puterea relatiei liniare dintre

abundentele prezise si cele reale, iar corelatia rangului Spearman (p) a examinat relatiile
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monotonice robuste fatd de valorile aberante. Eroarea absolutd medie (MAE - mean absolute
error) reflectd magnitudinea medie a erorilor de predictie in puncte procentuale, iar eroarea
medie patratica (RMSE - root mean squared error) — radacina patrata a erorilor medii patratice,
ceea ce penalizeaza abaterile mari mai puternic decat MAE.

Acesti indicatori au fost calculati pentru fiecare linie OMS a virusului SARS-CoV-2
pentru a identifica variatia performantei in functie de tipul de variantd. Rezultatele au fost
stratificate in functie de intervalele de abundenta (mai putin de 0,1 %, 0,1-1 %, 1-5 %, 5-20%
si mai mult de 20 %), pentru a caracteriza limitele de detectie si intervalele optime de operare.
Toate analizele statistice au utilizat Python 3.11 cu bibliotecile scipy, scikit-learn si numpy.
Semnificatia statistica a fost evaluata folosind teste bilaterale cu alfa egal cu 0,05.

2.3 Prelucrarea statistica

Prelucrarea statistica a datelor obtinute a fost realizata cu ajutorul mediului statistic
RStudio (versiunea 2024.04.1+748) care a permis efectuarea unei analize statistice
reproductibile si transparente.

Pentru variabilele numerice, au fost calculate statisticile descriptive standard: valoarea
minimd, valoarea maxima, media insotitd de intervalul de incredere de 95 % (95 % CI) si
abaterea standard, precum si mediana Tmpreuna cu abaterea interquartila (Al).

Comparatia intre grupuri pentru variabilele numerice a fost realizatd cu teste
neparametrice adecvate pentru distributii negaussiene: testul Mann—-Whitney—Wilcoxon pentru
doua grupuri independente si testul Kruskal-Wallis rank sum pentru mai multe grupuri
independente. Rezultatele au fost reprezentate grafic prin boxplot-uri si heatmap-uri, facilitdnd
interpretarea vizuala a distributiilor si a relatiilor dintre variabile. Pentru controlul erorilor de
tip I asociate testarilor multiple a fost aplicata corectia Benjamini—Hochberg.

Pentru variabilele categoriale au fost estimate frecventele absolute si relative, completate
cu intervale de incredere de 95 % pentru frecventele relative. Vizualizarea rezultatelor a fost
realizata prin diagrame cu bare (barplot).

n vederea testarii ipotezelor privind asocierea dintre variabilele categoriale s-a aplicat
testul Chi-patrat al lui Pearson, in varianta Monte Carlo cu 10 000 de repetitii, pentru a asigura
robustetea estimarii valorii p.

Nivelul de semnificatie statistica () pentru toate analizele efectuate a fost stabilit la 0,05.

2.4 Concluzii la capitolul 2

1. Acest studiu a inclus un numar reprezentativ de probe clinice si de mediu (ape uzate),
ceea ce a permis identificarea liniilor genetice ale virusului SARS-CoV-2 circulante in

Republica Moldova, precum si determinarea mecanismelor de mutatie.
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2. Tehnologia de secventiere de ultima generatie a ntregului genom cu utilizarea
platformelor lon Torrent Genexus si Illumina MiSeq a permis monitorizarea evolutiei
virusului SARS-CoV-2 in Republica Moldova.

3. Fiabilitatea rezultatelor obtinute este determinatd de volumul reprezentativ al
secventelor analizate, precum si de utilizarea diferitor platforme si instrumente
bioinformatice, si de aplicarea metodelor statistice pentru analiza acestora.

4. Compararea instrumentelor de analiza bioinformaticd Freyja si Kallisto a permis
determinarea celui mai potrivit pentru vizualizarea datelor de secventiere a genomului

virusului SARS-CoV-2 izolat din apele uzate.
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3. CARACTERIZAREA GENETICA A TULPINILOR DE SARS-CoV-2
IDENTIFICATE TN PROBELE CLINICE

3.1. Analiza genetica a variabilitatii izolatelor virusului SARS-CoV-2 circulante pe
teritoriul Republicii Moldova in perioada 2021-2024

Pe parcursul perioadei de studiu au fost obtinute 733 de secvente ale genomului virusului

SARS-CoV-2, dintre care 49 (6,7%) apartineau variantei Delta (B.1.617.2), 680 (92,8 %) —
variantei Omicron (B.1.1.529) si 4 (0,6 %) — variantei recombinante.

Varsta pacientilor ale caror probe au fost secventiate si analizate a fost cuprinsa intre trei

ani si 94 de ani (varsta medie fiind de 57,5 ani + 21,3) (95 % CI: 56, 59), dintre care 44,3 %
(95 % CI: 41 %, 48 %) erau barbati, iar 55,7 % (95 % CI: 52 %, 59 %) — femei.

Tn functie de zona de resedinti, s-a constatat o prevalenta a pacientilor din cea urban, cu
79,1 %, (95 % CI: 76 %, 8 2%), si 20,9 % - cea rurala (95 % CI: 18 %, 24 %).

Datele studiului arata ca persoanele in varsta, in special cele trecute de 60 de ani, prezinta
un risc ridicat de a fi spitalizate in stare grava cu diagnosticul COVID-19, in comparatie cu alte

grupe de varsta, posibil din cauza modificarilor fiziopatologice asociate cu imbatranirea (figura

8). Drept urmare, rata mortalitatii in aceasta grupa de varsta tinde sa fie mai mare.
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Conform datelor obtinute, varsta medie a pacientilor in 2021, in timpul circulatiei
variantei Delta, a fost de 67,5 ani, pe baza a 46 de pacienti testati. In 2022, cand a aparut varianta
Omicron si numarul de probe testate a fost mai mare decat in alti ani (n=410), varsta medie a
pacientilor a fost de 62 de ani. In 2023, cu n=215 probe secventiate, varsta medie a pacientilor
a fost de 64 de ani, iar in 2024, cu n=62 de probe testate, aceasta a fost de 65 de ani. Astfel,
datele studiului nostru indica o predominanta a pacientilor cu varsta de peste 60 de ani. Trebuie
insa remarcat faptul ca studiul a inclus pacienti spitalizati in unitati medicale, ceea ce inseamna
ca probele au fost colectate si secventiate in principal de la pacienti cu forme clinice moderate
si severe care, in majoritatea cazurilor, faceau parte din populatia mai in varsta din cauza
comorbiditatilor cronice asociate cu imbatranirea.

Interpretarea statistica a distributiei cazurilor de COVID-19 pe grupe de varsta si
evaluarea comparativa a fost efectuata prin testul neparametric Kruskal Wallis, care nu a
evidentiat diferente statistic semnificative - valoarea testului fiind 2,95, p = 0.4, si 95 % CI
avand zero in limite.

In 2021 au fost secventiate 46 (6,3 %, 95 % ClI: 4,5 %, 8,0 %) de izolate, toate apartinand
variantei Delta. Tn 2022 au fost secventiate cele mai multe probe din intreaga perioada de studiu
—410 (55,9 %, 95 % CI: 52%, 60%), in trei izolate (6,1%, 95 % CI: 0,00 %, 13 %) fiind detectata
varianta Delta si Tn 407 (59,9 %, 95 % CI: 56 %, 64 %) — varianta Omicron.

In 2023, in perioada de scadere a incidentei COVID-19, au fost secventiate si analizate
215 (29,3 %) (95 % CI: 26 %, 33 %) izolate, dintre care 212 (31,2 %) (95 % CI: 28 %, 35 %)
apartineau variantei Omicron si trei (75,0 %) (95 % CI: 33 %, 100 %) — variantei recombinante.

In 2024, ca urmare a scaderii incidentei si a numarului pacientilor care au solicitat
diagnostic medical, a fost secventiate 62 (8,5 %) (95 % CI: 6,4 %, 10 %) de izolate, in 61 (9,0
%) (95 % CI: 6,8 %, 11 %), fiind detectata varianta Omicron si doar in una (25,0 %) (95 % CI:
0,00 %, 67 %) — varianta recombinanta.

Analiza filogenetica a genomilor SARS-CoV-2 in raport cu tulpina de referinta Wuhan-
Hu-1 a relevat un grad diferit de polimorfisme ale aminoacizilor. Diversitatea genetica a
virusului SARS-CoV-2 si variabilitatea acestuia sunt asigurate de frecventa ridicata a
recombinarii ARN-ului genomic, ceea ce contribuie la aparitia spontana de noi variante ale
virusului cu proprietati noi, care pot fi potential cauza aparitiei unor noi valuri ale pandemiei.

Toate secventele genomice ale virusului SARS-CoV-2 au fost analizate pentru a
determina pozitia lor filogenetica in contextul evolutiei globale a virusului, utilizand programul

Nextclade (figura 9).
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Arborele filogenetic al secventelor SARS-CoV-2 indicd distanta filogeneticd a
»divergentei” fiecarei variante a virusului SARS-CoV-2 care este calculata prin algoritmul din
Nextstrain. Acesta a fost creat in functie de numarul total de mutatii acumulate (axa X), iar
legenda reflecta apartenenta probelor la cladele Nextstrain. Nodurile reprezinta genomi virali,
iar ramurile evidentiaza relatiile evolutive dintre genomi oferind o imagine clard asupra
diversitatii genetice a virusului in perioada 2021-2024. Punctul din centru este cea mai timpurie
variantd de SARS-CoV-2 detectatd care serveste drept referintd pentru calcularea distantei
filogenetice.

Secventele genomice ale virusului SARS-CoV-2 identificate in Republica Moldova au
fost repartizate pe o arie larga, de la grupul 20A la 24A, grupate cu variantele care au circulat
n intreaga lume in perioada studiului. Astfel, in urma analizei genetice a intregului genom au
fost evidentiate 21 de clade distincte — 21L, 211, 21J, 21K, 22A, 22B, 22C, 22D, 22E, 22F, 23A,
23B, 23C, 23D, 23H, 24A, 24B, 24C, 24E, 24G — si una recombinanta. Din cele 21 de clade,
sase (21L, 22B, 22E, 23A, 23D si 24A) sunt considerate ramificatii evolutive majore, intrucat
cuprind majoritatea genomilor esantionati.

Datele obtinute arata si rezultate neasteptate. De exemplu, au fost descoperite patru
secvente recombinante (marcate cu puncte albe) care pot Insemna fie o mutatie a virusului in
interiorul tarii, fie ca acesti pacienti au fost infectati simultan cu doua sublinii care au format in
final linii recombinante.

Conform rezultatelor, varianta Omicron a prezentat o evolutie rapida, de la clada 21K la
clada 21L cu circa 60 de mutatii. Cladele 22A, 22B, 22C, 22D, 22E, 22F au evaluat la fel de
bine, atingand 90-120 de mutatii. Divergenta pentru cladele 23A, 23B, 23C, 23D, 23H, 24A,
24B, 24C, 24E, 24G a crescut intre 120 si 140 de mutatii. In mod surprinzitor, divergenta
descendentilor Omicron a crescut pana la aproximativ 140-150 de mutatii, ceea ce este de patru
ori mai mult decét in cazul variantei Delta (clada 21J), care prezintd pana la 40 de mutatii in
genomul sdu. Anterior, variantele Omicron, cu o divergenta ridicata fata de variantele pre-
Omicron, au prezentat modificari de patogenitate care au dus la simptome mai usoare.

Ramificatiile 24K, 21L si 22B reprezinta clade timpurii cu un numar mai mic de mutatii
(de obicei in jur de 80) si sunt reprezentate de tulpini care au circulat predominant in perioada
2021-2022. Cladele 22E, 22F, 23A si 23D, raspandite in perioada 2022-2023, au inregistrat
pana la 100 de mutatii per genom, iar cladele 231 si 24A, cele mai recente clade majore, au
numarat in jur de 120-140 de mutatii.

Un aspect crucial in monitorizarea evolutiei SARS-CoV-2 este identificarea
evenimentelor de recombinare genetica, deoarece acestea pot duce la aparitia unor noi tulpini

virale cu virulentd si caracteristici alterate. In patru din probele investigate a fost identificat
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ARN viral recombinant, nefiind insa observatd vreo modificare a scorului de afinitate ACE2
sau eventuale consecinte epidemiologice.

Analiza datelor epidemiologice privind numarul de probe investigate si de persoane
pozitive COVID-19 in Republica Moldova (figura 10) si a datelor de distributie a liniilor
genetice ale virusului SARS-CoV-2 a ardtat cad pe parcursul perioadei de secventiere a
genomului virusului SARS-CoV-2 s-au inregistrat numeroase valuri epidemice. Fiecare val a
fost explicat prin aparitia in populatie a unei noi variante de mutatie, care a si provocat cresterea
numarului de cazuri de COVID-19. Astfel, in primul val al pandemiei, in ianuarie 2022,
incidenta maxima a cazurilor de COVID-19 a fost de 1205 cazuri la 100 000 populatie si a
coincis cu aparitia variantei Omicron n Republica Moldova care a Tnlocuit complet varianta
Delta (B.1.617.2).

Pe tot parcursul circulatiei pe teritoriul republicii, varianta Omicron a suferit mai multe
schimbari genetice si a provocat aparitia mai multor linii care au avut semnificatie
epidemiologica. Astfel, primul val epidemiologic, cauzat de aparitia variantei Omicron, se
caracterizeaza prin predominarea liniei BA.1* cu descendentii sdi (BA.l1.1, BA.1.1.1,
BA.1.1.13, BA.1.15, BA.1.17 s. a.), marcat cu culoarea maro pe figura 10.

Al doilea val al pandemiei a avut o crestere mai lentd, atingand valoarea maxima de 389
de cazuri de COVID-19 la 100 000 populatie in perioada calda a anului 2022, in special in luna
august, ceea ce a coincis cu aparitia noilor mutatii ale virusului SARS-CoV-2, subliniile BA.4
si BA.S, reprezentate cu culoarea gri in graficul din figura 10.

Al treilea val al pandemiei s-a inregistrat in perioada februarie-martie 2023 si se explica
prin aparitia liniei XBB* cu descendentii sdi - XBB.1.5 (neoficial denumit Kraken) si
XBB.1.9*. Varianta Omicron-XBB, probabil apdruta ca urmare a recombinarii a doi
descendenti ai BA.2, BJ.1 si BM.1.1.1, descendent al BA.2.75. Sublinia XBB.1.5 a fost
descoperita pentru prima data in octombrie 2022 in SUA si este o sublinie a XBB cu o mutatie
suplimentara in proteina Spike S486P.

Anterior, aceasta mutatie (S486P) a fost rar intdlnitd pe parcursul pandemiei, probabil
din cauza faptului ca a fost necesara modificarea a doud nucleotide in acelasi codon pentru a
nlocui fenilalanina cu prolina. Desi XBB.1.5 si XBB.1.9.1 au aceleasi substitutii de aminoacizi
in proteina Spike, RdRp si proteaza principald, exista substitutii aminoacidice suplimentare in
alte proteine virale care pot afecta infectiozitatea, replicarea, transmisibilitatea si/sau

patogenitatea virusului.
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Al patrulea val al pandemiei, atestat in luna septembrie 2023, se explica prin aparitia unei
linii separate a virusului SARS-CoV-2, varianta BA.2.86, care difera filogenetic de alte sublinii
Omicron, acumuland peste 30 de mutatii aminoacidice in proteina Spike.

La sfarsitul anului 2023 si inceputul anului 2024 s-a inregistrat unui nou val, al cincilea,
de imbolnaviri de COVID-19, cauzat de aparitia unei noi sublinii JN.1, devenita tulpina
dominanta la nivel mondial la sfarsitul anului 2023, inclusiv in Republica Moldova. Fiind o
subclasa a variantei BA.2.86, JN.1 reprezintd o combinatie unicd de mutatii mostenite de la
linia BA.2.86, 1n special o noud mutatie L455S 1n domeniul de legare la receptor. Aceasta
mutatie a fost asociata cu o transmisibilitate crescuta si CU o capacitate Tmbunatatitd de evitare
a raspunsului imun. In timp ce BA.2.86 s-a dovedit a fi o varianti mai putin dominanta, JN.1,
care are doar o mutatie suplimentara L455S in proteina Spike in comparatie cu BA.2.86, a
crescut semnificativ evitarea anticorpilor neutralizanti si a devenit varianta dominanta care a
circulat atat in republica, cat si in alte tari.

Al saselea val al pandemiei, care a avut loc in perioada calda a anului 2024, se
caracterizeaza prin aparitia subvariantelor KP.2 si KP.3, obtinute din JN.1, care au devenit
dominante. Odata cu aparitia descendentilor, JN.1 a fost Tnlocuit treptat de subvariantele sale.
In special, KP.2 si KP.3 cu mutatiile L455S, F456L si V1104L au apérut simultan. KP.3.1.1 a
dobandit o contagiozitate mai mare si un nivel de neutralizare a anticorpilor mai ridicat decét
KP.3 si variantele anterioare, ceea ce explica dominanta sa in comparatie cu alte subvariante.
Astfel, in comparatie cu JN.1, KP.3 si KP.3.1.1 au doud mutatii comune, F456L si Q493E, in
domeniul de legare a receptorului (RBD) al proteinei Spike. Aceste mutatii contribuie impreuna
la 0 mai buna evadare de anticorpi si la o mai buna legare de receptorul gazdei.

Liniile genetice ale virusului SARS-CoV-2 si prevalenta variantelor. Analiza liniilor
genetice a oferit o imagine detaliatd a evolutiei si a circulatiei variantelor SARS-CoV-2 pe
teritoriul Republicii Moldova 1n perioada 2021-2024 (figura 12).

Conform datelor obtinute, in anul 2021 a existat o circulatie exclusiva a liniei B.1.617.2,
cunoscuta pentru severitatea ridicatd a bolii. Datele de secventiere a genomului evidentiaza ca
in anul 2021 au circulat cateva sublinii ale variantei Delta (AY.122, AY.126, AY.4, AY.4.2,
AY.4.2.3, AY .43, AY.46, AY .46.6). Trebuie mentionat faptul ca toate aceste sublinii au mutatii
critice in genomii lor, cum ar fi D614G, L452R, P681R si T478K, care se afld in proteina S si

contribuie la cresterea infectiozitatii acestei variante.
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identificate in perioada 2021-2024

Analiza datelor distributiei temporale a liniilor genetice identificate n perioada 2021-
2024 a aratat ca varianta Omicron a virusului SARS-CoV-2 a aparut la inceputul anului 2022
si a inlocuit varianta Delta, predominanta anterior. Rezultatele secventierii genomice, incepand
cu lunaiunie 2022, au demonstrat aparitia unor noi sublinii BA.4 si BA.5 ale variantei Omicron
ca urmare a mutatiilor permanente ale genomului virusului. Tn anul 2022 au dominat subliniile
BA.1(22,5%), BA.2.9 (16%) si BA.5.2.1 (12%), BA.2 (11,5%) s.a., iar in perioada anilor 2023
si 2024 variantele predominante au fost XBB.1.5 (37,2%), XBB.1.9.1 (17,9%) si JN.1 (46,6%).

3.2. Caracteristica moleculara a substitutiilor, a deletiilor si a insertiilor in evolutia
SARS-CoV-2

Modificarile evolutive ale genomului virusului SARS-CoV-2 sunt rezultatul aparitiei
diferitor tipuri de mutatii, cum ar fi substitutii, deletiile, insertiile nucleotidice si aminoacidice,
DCC (deplasarea cadrului de citire a genei cauzatd de insertie sau de deletie). Analiza
comparativa a variantelor genomice ale virusului SARS-CoV-2 a aratat ca, in majoritatea
cazurilor, evolutia virusului si modificarile genomice au fost determinate de substitutii, Cu 0
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medie de 72,6 = 21,1 per genom (95 % CI: 71, 74), de deletii, cu 0 medie de 48,6 £ 20,1 per
genom (95 % CI: 47, 50), si de insertii cu DCC care au fost detectate foarte rar, in medie 4,5 =
8,3 (95% CI: 3,9, 5,1) si respectiv 1,7 £ 2,2 (95% CI: 1,5, 1,8) per genom.

Un numar semnificativ de substitutii nucleotidice a fost detectat la varianta Omicron, cu
un numar mediu de 74,6 £ 20,1 substitutii pe genom (95 % CI: 73, 76), si la variantele
recombinante - 99,8 + 24,2 (95% CI: 61, 138), in timp ce la varianta Delta a fost inregistrat cel
mai mic numar de substitutii — 42,9 + 4,5 (95% CI: 42, 44). Evaluarea comparativa efectuata
prin testul neparametric Kruskal Wallis a evidentiat diferente statistic semnificative ale
numarului de substitutii de nucleotide in functie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2 -
valoarea testului fiind 124, p < 0,001.

Aceeasi situatie a fost observata si in cazul deletiilor. Cel mai mare numar de deletii a
fost inregistrat in genomul variantei Omicron — 50,9 + 18,6 (95 % CI: 49, 52) si in variantele
recombinante — 44,8 + 22,7 (95 % CI: 8,6, 81). Pentru comparatie, in genomul variantei Delta
au fost detectate in medie 17,0 + 11,5 (95 % CI: 14, 20) de deletii. Astfel, testul neparametric
Kruskal Wallis a evidentiat diferente statistic semnificative ale numarului de deletii de
nucleotide in functie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2 - valoarea p < 0,001.

Insertiile s-au dovedit a fi specifice numai variantei Omicron, cu o valoare medie de 4,8
+ 8,5 (95 % ClI: 4,2, 5,5) inlocuiri per genom, si in variantele recombinante — 4,5 £ 5,7 (95 %
Cl: -4,6, 14). Tn subliniile variantei Delta insertii nu au fost inregistrate. Analiza, prin aplicarea
testului neparametric Kruskal Wallis, a evidentiat diferente statistic semnificative ale numarului
de insertii nucleotidice in functie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2- valoarea testului
fiind 24, p < 0.001.

Trebuie mentionat ca analiza mutatiilor genomurilor virale secventiate a fost realizata la
doud niveluri: la nivel nucleotidic si la nivel aminoacidic. Aceste analize au fost efectuate
simultan la ambele niveluri, deoarece nu toate mutatiile identificate la nivel de nucleotide se
reflectd in modificari ale secventei de aminoacizi si, nu determind alterdri ale proprietatilor
fitotipice. Aceste substitutii sunt sinonime, adica nu modifica structura proteinelor. Analiza la
nivel de aminoacizi reflectd doar mutatiile nesinonime care au un impact functional asupra
proteinelor virale. Astfel, analiza mutatiilor aminoacidice, care afecteaza structura si functia
proteinelor, a evidentiat o tendinta similara de crestere a ratelor de mutatie in varianta Omicron
st In variantele recombinante.

Tn genomul variantei Omicron, toate tipurile de mutatii (substitutii, deletii si insertii) la
nivelul aminoacizilor de asemenea au prezentat o tendinta de cresterea a numarului. Astfel,
substitutiile aminoacidice au prezentat un numar mai mare de mutatii per genom in variantele

Omicron si Tn cele recombinante, cu valori medii de 42,1 + 20,3 (95 % CI: 41, 44) si, respectiv,
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de 67,8 + 27,4 (95% CI: 24, 111), urmate de varianta Delta cu o medie de 32,0 + 4,2 (95 % CI.
31, 33). Astfel, testul neparametric Kruskal Wallis a evidentiat diferente statistic semnificative
ale numarului de substitutii aminoacidice in functie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2
- valoarea testului fiind 13, p = 0,002.

Numarul de deletii aminoacidice a fost mai mare in varianta Omicron — 12,4 + 4,9 (95 %
Cl: 12, 13) —si in variantele recombinante — 13,8 + 3,0 (95 % CI: 9, 19) —, si intr-o masura mai
mica in varianta Delta - 11,9 + 5,1 (95 % CI: 12, 12). Analiza statistica cu ajutorul testului
neparametric Kruskal Wallis evidentiat o diferentd semnificativa a numarului de deletii
aminoacidice in functie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2, valoarea testului fiind 102,
p <0,001.

Insertiile aminoacidice au fost detectate exclusiv in subliniile variantei Omicron, cu o
valoare medie de 0,6 + 1,4 (95 % CI: 0,46-0,67), si in variantele recombinante, cu o valoare
medie de 0,5 £ 0,6 (95 % CI: -0,42—1,4). Analiza comparativa detaliata a distributiei insertiilor
aminoacidice si a celorlalte caracteristici genomice ale izolatelor secventiate, in raport cu
variantele OMS ale virusului SARS-CoV-2, este prezentata in tabelul 1, Anexa 1. Testul
neparametric Kruskal Wallis a evidentiat diferente statistic semnificative ale numarului de
insertii aminoacidice in functie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2, valoarea testului
fiind 17, p <0, 001.

Pe parcursul perioadei de studiu s-a constatat ca virusul SARS-CoV-2 a acumulat
numeroase mutatii. Desi Mmutatiile care duc la inlocuirea aminoacizilor constituie baza
variabilitatii genetice, multe evenimente de insertie, de deletie si de recombinare sunt probabil
elemente critice ale evolutiei coronavirusului. Intelegerea mecanismelor moleculare ale
mutatiilor este esentiald pentru intelegerea rolului noilor mutatii si pentru descoperirea cailor
prin care acestea apar.

Tn cazul virusului SARS-CoV-2, o mare parte din substitutii sunt cauzate de erori de
transcriptie RdRp aparute in timpul replicdrii. Diagrama boxplot afiseaza valoarea medie a
substitutiilor in genomul diferitor clade SARS-CoV-2, fiecare punct afisand valoarea medie a
mutatiilor in genele sau in proteinele virale. In figura 13 este redatia valoarea medie a
substitutiilor nucleotidice in functie de cladele Nextrain, iar in figura 14 — valoarea medie a
substitutiilor aminoacidice n diferite clade. Aceste boxploturi foarte clar arata ca in timp (din
2021 péna in 2024) numarul de substitutii nucleotidice si aminoacidice a crescut semnificativ.
Astfel, din datele acestor grafice se observa clar ca subvariantele Omicron ale virusului SARS-

CoV-2 au prezentat 0 valoare medie mai mare a mutatiilor decat varianta Delta.
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Trebuie remarcat faptul ca in graficele de mai sus se observa clar dependenta numarului
total de substitutii de clada virusului SARS-CoV-2. Astfel, numarul de substitutii nucleotidice
si aminoacidice creste odata cu evolutia virusului si cu aparitia de noi clade. Cea mai mare
diversitate genetica a fost inregistratd pentru cladele variantei Omicron, valorile medii ale
mutatiilor variind in intervalul de 120 de substitutii nucleotidice si peste 80 de substitutii
aminoacidice. Valori medii ridicate ale mutatiilor au prezentat si tulpinile recombinante —
aproximativ 110 substitutii nucleotidice si 75 de substitutii aminoacidice.

Analiza statistica cu ajutorul testului Wilcoxon a dependentei numarului de substitutii
nucleotidice si aminoacidice de cladele SARS-CoV-2 a aratat ca acesta a crescut semnificativ
in timp. Compararea cladelor variantei Delta, care au circulat in anul 2021, cu varianta
recombinanta a aratat ca clada 211 nu s-a diferentiat statistic de varianta recombinanta, avand
valori p=0,469. Tn cazul reprezentantilor cladelor ulterioare ale variantei Delta (21J, 21K, 21L)
s-a constatat o diferenta statistic semnificativa in raport cu numarul de substitutii nucleotidice,
atat cu variantele recombinante, cat si CuU majoritatea reprezentantilor variantei Omicron (22A,
22B, 22D, 22E, 23A, 23B, 23D, 24A, 24B, 24C, 24E, 24G) cu valoarea p in intervalul 0,000 -
0,009.

La aplicarea testului Wilcoxon s-au identificat diferente semnificative din punct de vedere
statistic intre cladele circulante in 2024 (24A, 24B, 24C, 24E, 24G), in 2022 si in 2023 (22D,
22E, 22F, 23A) referitor la numarul de substitutii nucleotidice, avand valori p cuprinse intre
0,000 si 0,007. Aceastd analiza statisticd demonstreaza ca virusul continud sd muteze si sa
dobandeasca noi substitutii in timp. In figura 1, Anexa 2 este redat grafic testul Wilcoxon
privind repartizarea pe clade a numarului de substitutii nucleotidice din genomul virusului
SARS-CoV-2.

Aplicarea testului Wilcoxon pentru elucidarea dependentei numarului de substitutii
aminoacidice de cladele SARS-CoV-2 a aratat aceeasi tendintd de acumulare a acestora in timp.
Astfel s-a constatat ca cladele variantei Delta (21J, 21K, 21L) difera statistic semnificativ de
majoritatea reprezentantilor cladelor variantei Omicron (22A, 22B, 22D, 22E, 23B, 23D, 24A,
24B, 24C, 24E, 24G) si de variantele recombinante in functie de numarul de substitutii
aminoacidice, avand valori p< 0,05. In consecinta, cladele din 2024 difera statistic semnificativ
de cladele din 2022 si din 2023. Mai precis, toate cladele din 2024 (24A, 24B, 24C, 24E, 24G)
difera statistic semnificativ de cladele 22D, 22E, 22F, 23A in raport cu numarul de substitutii
aminoacidice, avand valori ale p < 0,05. Corelatia dintre acumularea substitutiilor aminoacidice

n timp este reprezentata grafic in figura 2, Anexa 2.
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Diagrama distributiei deletiilor in genomul virusului SARS-COV-2 in functie de grupul

cladei Nextrain este reprezentata in figurile 15 si 16.
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Figura 15. Distributia numirului de deletii nucleotidice in cladele virusului SARS-CoV-
2

Pe axa X sunt reprezentate cladele conform nomenclaturii Nextrain, iar pe axa Y este
indicat numarul de deletii nucleotidice (figura 15) si de deletii aminoacidice (figura 16)
descoperite in aceste clade. Mediand este reprezentatd de o banda orizontald in interiorul
dreptunghiurilor. Mustatile diagramelor boxplot, situate de ambele parti ale dreptunghiului,
reprezinta intervale de la 25 la 75 percentile ale valorilor datelor, excluzand valorile aberante.
Trebuie remarcat faptul ca aceste diagrame nu reflecta in totalitate distributia deletiilor n
genomul SARS-CoV-2 in momente diferite, ci tendinta de modificare a valorii medii a
numarului total de deletii in timpul evolutiei acestuia. Din aceste figuri se poate observa ca

genomul virusului din diferite clade a fost reprezentat de un numar diferit de deletii.
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Figura 16. Distributia numaérului de deletii aminoacidice in cladele virusului SARS-
CoV-2

Prezintd interes faptul ca cresterea numarului de deletii este vizibila la compararea
cladelor (211, 21J) variantei Delta, colectate la sfarsitul anului 2021, cu cladele variantei
Omicron. In ceea ce priveste valoarea medie a numarului total de deletii in cladele variantei
Omicron (21K, 21L, 22A, 22B, 22C, 22D, 22E, 22F, 23A, 23B, 23C, 23D, 23H, 24A, 24B,
24C, 24E, 24G) si ale variantei recombinante, aceasta se caracterizeaza prin tendinte mai
stabile. Uneori, numarul de deletii a crescut, cum ar fi in cladele 21K, 22B, 23A, 23D, ceea ce
indica probabil o diferentd intre izolatele acestor grupuri si dobandirea de mutatii suplimentare
in genomul lor. Trebuie remarcat si faptul ca, spre deosebire de genomul de referinta, mutatiile
din genomii variantelor Delta si Omicron au loc atat in regiunile necodante, ci si codante ale
genomului. De exemplu, In comparatie cu tulpina de referinta, varianta Delta prezinta peste
zece deletii in regiunea codanta, sase deletii in gena S, iar pentru Omicron acest numar a crescut
la 40-60 dupa alinierea secventelor.

Deletia in regiunea codanta nu este la fel de frecventa ca in regiunile necodante, dar este
un fenomen comun pentru tulpinile mai recente ale SARS-CoV-2. Aceasta diferentd poate fi
cauzata de sistemul de degradare asociat cu activitatea endonucleazica a complexului de

silentiere a ARN-ului indus 1n gazda.

62



Astfel, analiza statistica cu ajutorul testului Wilcoxon p-values a distributiei numarului
de deletii nucleotidice in functie de cladele virusului SARS-CoV-2 a aratat ca cladele variantei
Delta, care au circulat Tn 2021 (21J, 21K, 21L), difera statistic semnificativ in ce priveste
numarul de deletii nucleotidice de reprezentantii cladei Omicron (22A, 22B, 22D, 22E, 24A,
24B, 24E, 24G), p< 0,05. Reprezentarea grafica a testului Wilcoxon privind repartizarea pe
clade a numarului de deletii nucleotidice din genomul virusului SARS-CoV-2 este redatd in
figura 3, Anexa 2.

Tn urma analizei valorilor p ale testului Wilcoxon privind distributia numarului de deletii
aminoacidice Tn diferite clade de SARS-CoV-2 se poate concluziona ca cladele care au circulat
in 2021 (21J, 21K, 21L) difera statistic semnificativ in ce priveste numarul de deletii
aminoacidice de cladele din 2022 (22B, 22D, 22E, 22F), avand valori p cuprinse intre 0,000 si
0,044. Totodata, cladele circulante in anul 2024 (24A, 24B, 24C, 24E, 24G) difera statistic
semnificativ in raport cu acest criteriu de cladele din anii 2022 si 2023 (22D, 22E, 22F, 23A,
23B), avand valori p<0,05. Reprezentarea grafica a testului Wilcoxon privind repartizarea pe
clade a numarului de deletii aminoacidice din genomul virusului SARS-CoV-2 este redata in
figura 4, Anexa 2.

Analiza evolutiei virusului SARS-CoV-2 in functie de aparitia insertiilor in genom a
aratat ca in majoritatea cazurilor se observd un numar minim de insertii sau chiar absenta
acestora. Conform datelor obtinute, insertiile nucleotidice (figura 17) si aminoacidice (figura
18) au aparut in principal in cladele 22F, 23A, 23D, unde mediana este mult mai mare decét in
altele, ceea ce poate Tnsemna o variabilitate mai mare a izolatelor din aceste clade. De asemenea,
s-a observat ca numarul de insertii in tulpinile recombinante este mai mare in comparatie cu

alte grupuri.
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Figura 17. Distributia numarului de insertii nucleotidice in cladele virusului SARS-CoV-
2

Trebuie remarcat faptul ca insertiile scurte, la fel ca si deletiile, au tendinta de a Se asocia
cu sectiuni de nucleotide identice sau di- si trinucleotide aranjate in tandem. Se poate presupune
ca aceste insertii au fost rezultatul deplasarii ARN-polimerazei dependente de ARN (RdRp).
Persista si o altd presupunere ca desi majoritatea, daca nu toate, insertiile cu deplasarea cadrului
de citire sunt artefacte de secventiere, unele dintre ele n alte gene pot fi evenimente reale, care
reflectd caracterul optional al acestor gene pentru reproducerea virusului.

Analiza statistica a repartitiei numarului de insertii nucleotidice Tn genomul virusului
SARS-CoV-2 cu ajutorul testului Wilcoxon a evidentiat ca cladele circulante ih anul 2024 (24A,
24B, 24C, 24E, 24G) difera statistic semnificativ de cladele din anii 2021 (21J, 21K, 21L) si
2022 (22A, 22B, 22D, 22E) in raport cu numarul de insertii, avand valori p<0,05. Reprezentarea
grafica a rezultatelor testului Wilcoxon privind repartizarea pe clade a numarului de insertii

nucleotidice din genomul virusului SARS-CoV-2 este prezentata in figura 5, Anexa 2.
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Figura 18. Distributia numairului de insertii aminoacidice in cladele virusului SARS-
CoV-2

Totodatd, interpretarea statistica a testului Wilcoxon privind repartitia numarului de
insertii aminoacidice in functie de clada virusului SARS-CoV-2, la fel ca testul Wilcoxon
privind dependenta de numarul de insertii nucleotidice, a evidentiat ca cladele circulante Tn anul
2024 difera statistic semnificativ in raport cu acest criteriu de cladele din anii 2021 (21J, 21K,
21L) si 2022 (22A, 22B, 22D, 22E), avand valori p<0,05. Reprezentarea grafica a rezultatelor
testului Wilcoxon privind repartizarea pe clade a numarului de insertii nucleotidice din genomul
virusului SARS-CoV-2 este prezentata in figura 6, Anexa 2.

Indicele Shannon al diversitatii nucleotidelor in cei 733 de genomi ai virusului SARS-
CoV-2 secventiate este reprezentat pe figura 19, pe axa X fiind indicata pozitia genomica, iar

pe Y — diversitatea nucleotidelor.
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Figura 19. Diversitatea nucleotidelor in genomii analizati ai virusului SARS-CoV-2

Tn conformitate cu datele nregistrate, cea mai mare diversitate a nucleotidelor se afla in
regiunea codificatoare (CDS) a proteinei Spike. Regiunile cu diversitate ridicata a nucleotidelor
reprezintd hotspoturi in genom predispuse mutatiilor si sunt determinate de presiuni evolutive,
cum ar fi evadarea imuna, iar regiunile cu diversitate scazuta a nucleotidelor au un grad mai
mare de conservare si, de reguld, codifica proteine responsabile de functionarea genomului
viral. Cele cinci pozitii genomice cu cea mai mare diversitate a nucleotidelor sunt prezentate in
tabelul 1.

Tabelul 1. Pozitii genomice ale virusului SARS-CoV-2 cu cea mai mare diversitate a
nucleotidelor

N/o Pozitia | Pozitia nucleotidica Pozitia CDS | Indicele | Variante
genomica in CDS aminoacidica Shannon | genetice

1. 23018 1456 486 S 1,087 |C,G, T

2. 22200 638 213 S 0976 |G, AT

3. 22942 1380 460 S 0934 |AGT
4. 22599 1037 346 S 0879 |G,C,AT

5. 26529 7 3 M 0,852 |C,AG

CDS - Coding DNA Sequence (secventa codanta de ADN; regiunea genomica care este tradusa in proteind);

S — Spike protein (glicoproteina S; proteina de suprafatd responsabild de atasarea virusului la celula gazda), M —
Membrane protein (proteina M; implicata in formarea si structura particulei virale);

C — Citozina (baza azotatd), G — Guanina (baza azotatd), T — Timina (baza azotatd), A — Adenina (baza azotata).

Profilul mutatiilor nucleotidice (indeluri si substitutii).
Distributia tipurilor de mutatii in probele studiate releva localizarea preferentiala a acestora

in genele Spike — ORF1a si ORF1b (tabelul 2).
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Tabelul 2. Distributia per gena a indelurilor si a substitutiilor in genomul virusului

SARS-CoV-2
Gena Nr. de Nr. de Nr. de Nr. total de
substitutii deletii insertii mutatii
E 925 1 33 959
M 2467 7 7 2481
N 3916 657 14 4587
ORF10 64 0 0 64
ORF14 2085 6 1 2092
ORF1lab 24420 1468 616 26504
ORF3a 1721 13 18 1752
ORF6 1406 1 3 1410
ORF7a 281 9 11 301
ORF7b 804 4 10 818
ORF8 270 50 21 341
ORF9b 1034 637 3 1674
S 22160 2361 248 24769
Toate genele 61553 5214 985 67752

ORF — Open Reading Frame (cadru deschis de citire); E — Envelope protein (proteina de invelis; implicata in
asamblarea si eliberarea particulelor virale); M — Membrane protein (proteina de membrana; rol structural major
n organizarea virionului); N — Nucleocapsid protein (proteina nucleocapsidicd; leaga ARN-ul viral si participa la
replicare si ambalare) S — Spike protein (glicoproteina S; mediaza atasarea si patrunderea virusului in celula gazda).

Genele ORFla si ORF1b (impreuna ORFlab), in pofida faptului ca reprezinta
aproximativ 2/3 din genomul SARS-CoV-2, au acumulat un numar de mutatii similar cu gena
S care, desi este mai scurta, prezinta locatii functionale importante ca urmare a rolului central
in transmiterea virusului si ca tintd principald pentru sistemul imunitar. Gena N de asemenea
reprezintd un numar mare de substitutii si de deletii, indicand o variabilitate crescuta chiar si in
elementele structurale interne ale virusului. Celorlalte gene le revine un numar mai mic de
mutatii, cu un anumit grad de conservare in gena ORF10 in care nu au fost identificate mutatii
de tip indel.
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Frecventa numerica si pozitia genomica a substitutiilor identificate ale virusului SARS-

CoV-2 sunt reflectate in figurile 20.
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Figura 20. Numarul de aparitii si locatia in genom a substitutiilor identificate ale
virusului SARS-CoV-2

Pe axa X este reprezentata pozitia genomica (de la 1 la ~30000 perechi de baze), iar pe

Y — frecventa substitutiilor/indelurilor, indicand cate probe din esantionul analizat prezinta o

mutatie la o anumita pozitie. Graficul substitutiilor evidentiazd o distributie neuniforma cu

varfuri proeminente ce indica prezenta unor zone hotspot cu o frecventa inalta a mutatiilor. Cele
mai frecvente sunt etichetate si includ mutatii precum:

e 3037C >T, 10029C >T — mutatii situate In prima jumatate a genomului viral, in gena
ORFla, avand o frecventa semnificativd. 3037C >T este o mutatie sinonima timpurie
identificata inca in fazele timpurii ale pandemiei, iar 10029C >T a fost prezenta in toate
variantele dominante la nivel global incepand cu jumatatea anului 2021.

o 23403A >G, 23854C >A, 23525C >T — substitutii localizate in gena Spike cu o frecventd
de peste 600 de aparitii. Primele doua sunt mutatii nonsinonime semnificative, cu impact
functional major si CU variante translate n molecula de proteind (D614G si N764K).

e 28311C >T — mutatie frecventd nonsinonimd cu impact functional situatd in gena N.
Translarea acesteia in nucleocapsida este P13L.

Figura 21, ce reflecta distributia si frecventa mutatiilor de tip indel ale virusului SARS-

CoV-2, ofera o imagine detaliatd asupra pozitiilor din genom in care apar modificari structurale

semnificative. Marcajul verde corespunde deletiilor, iar cel albastru insertiilor, fiecare punct
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fiind plasat in dreptul pozitiei genomice unde apare modificarea. In ansamblu se observi ci
desi majoritatea indelurilor au frecvente reduse comparativ cu substitutiile, aparand in doar
cateva secvente, existd pozitii unde numarul acestora este foarte ridicat. Astfel, frecventa in
aceste pozitii genomice cheie depaseste cateva sute de aparitii, ceea ce indica la mutatii stabile

caracteristice variantelor virale dominante.
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Figura 21. Numarul de aparitii si locatia in genom a indelurilor identificate

Printre cele mai notabile deletii evidentiate In grafic se numara deletia de la pozitiile
11288-11296 (excluderea secventei TCTGGTTTT), situata in cadrul de citire ORF1ab si care
apare cu o frecventd extrem de ridicatd (in peste 500 de probe). Deletia induce translarea in
mutatia aminoacidica p.3675-3677del care rezulta in excluderea serinei, glicinei si fenilalaninei
din molecula de proteina.

O frecventa nalta au Tnregistrat de asemenea deletiile 21633-21641delTACCCCCTG si
21766-21771delACATGT, ambele localizate in gena Spike si cunoscute pentru asocierea lor
cu modificdri structurale ale proteinei S ce pot influenta recunoasterea virusului de catre
anticorpi si eficienta neutralizarii acestuia.

Alte evenimente importante includ mutatia 28362-28370del, situata la inceputul genei N,

care se transleaza in mutatia AA ERS31-33 (acid glutamic - E, arginina - R si serina - S) si este
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specificd unor variante Omicron. Aceasta deletie induce fenomenul NGTF (N-gene target
failure) si permite diagnosticarea rapida a variantelor Omicron prin utilizarea metodei RT-PCR.

Astfel, zonele esentiale pentru functiile bazale ale virusului raman in mare parte intacte
in timp ce domenii expuse la presiune imuna, cum este proteina Spike, reprezinta o acumulare
mai mare de indeluri. Insertiile, reprezentate prin puncte albastre, sunt mai rare si au frecvente
generale scazute, ceea ce sugereaza fie o instabilitate mai mare a acestui tip de mutatie, fie 0
influenta mai redusd asupra adaptabilitatii virale comparativ cu deletiile. Tabloul molecular al
indelurilor confirmd prezenta unor deletii majore care au jucat un rol central in evolutia
virusului, devenind markeri importanti pentru identificarea liniilor genetice predominante.

Graficele de densitate a mutatiilor in genom pentru perioada 2021-2024 releva imaginea
evolutiei SARS-CoV-2 in acesti ani (figura 22).
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Figura 22. Densitatea substitutiilor nucleotidice in genomul virusului SARS-CoV-2 in
perioada 2021-2024

Varfurile de densitate scot in evidenta hotspoturi persistente in genele ORFla si S, dar si
schimbari dinamice, precum concentrarea mutatiilor ORF1a in 2023 si in 2024. Comparativ cu
ceilalti ani, in 2023 se observd o activitate mutationala sporita in gena ORFla, sugerand
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prezenta unor presiuni selective intense asupra acestei regiuni genomice care codifica proteine
responsabile pentru replicarea ARN-ului viral si alte procese esentiale pentru ciclul de viata al
virusului.

Tn perioada 2023-2024 se disting varfuri si In regiuni genomice noi (10 mii pentru 2023
si 10-15 mii pentru 2024), indicand o tendinta de schimbare a focusului evolutiv. in 2024, cea
mai mare presiune evolutiva se remarca asupra genei S, aceasta tendinta reflectand adaptarea
virusului la imunitate, la vaccinuri si la posibile tratamente.

Mutatiile in proteina Spike sunt cele mai importante din punct de vedere al semnificatiei
clinice, deoarece influenteaza direct transmisibilitatea virusului, eficacitatea vaccinurilor si
severitatea bolii COVID-19. Lista celor mai relevante mutatii identificate si care joaca un rol
crucial 1n evadarea imuna, in capacitatea virusului SARS-CoV-2 de a infecta sau in rezistenta
la anticorpi monoclonali este prezentati in tabelul 2.

3.3. Particularitatile mutatiilor sinonime si nonsinonime in dinamica genomica a
virusului SARS-CoV-2

Mutatii sinonime (synonymous mutations) si nonsinonime (non-Synonymous
mutations). Identificarea si clasificarea mutatiilor genomice dupa efectul asupra proteinelor
reprezintd o etapa fundamentald n intelegerea mecanismelor de adaptare si a potentialului
patogenic al diferitor variante virale.

Mutatiile sinonime (sau silentioase) sunt modificari nucleotidice care nu duc la
schimbarea aminoacidului codificat. Acest fenomen este posibil ca urmare a degenerarii
codului genetic unde un singur aminoacid poate fi codificat de mai multi codoni diferiti. Desi
nu modifica proteina rezultatd, aceste mutatii pot influenta stabilitatea ARN-ului mesager, rata
translatiei sau pot avea alte efecte subtile asupra biologiei virale.

Mutatiile nonsinonime (sau missense/nonsense) sunt modificari nucleotidice care duc la
schimbarea aminoacidului codificat sau la aparitia unui codon stop prematur si la biosinteza
unor proteine incomplete. Aceste mutatii au un impact direct asupra structurii si functiei
proteinelor virale, putand modifica proprietati esentiale ale virusului precum transmisibilitatea,
patogenitatea sau capacitatea de a evada raspunsul imun al gazdei. Distributia mutatiilor
sinonime si nonsinonime per gena in genomul SARS-CoV-2 este reprezentata in tabelul 3.

In total, in setul de date au fost identificate 13 672 de mutatii sinonime si 54 080 de mutatii
nonsinonime. Astfel, se observa o presiune selectiva puternica, care favorizeaza modificarile

proteice, si vizibila pe intreg genomul, dar cu diferente semnificative de la o gena la alta.
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Tabelul 3. Distributia per gena a mutatiilor sinonime si nonsinonime ale virusului

SARS-CoV-2
Gena/Genom Mutatii sinonime Mutatii nonsinonime

E 23 936

M 589 1892

N 111 4476
ORF10 24 40

ORF14 0 2092

ORFlab 9157 17347
ORF3a 931 821
ORF6 459 951
ORF7a 95 206
ORF7b 659 159
ORF8 24 317

ORF9b 0 1674

S 1600 23169

Toate genele 13672 54080

ORF — Open Reading Frame (cadru deschis de citire); E — Envelope protein (proteina de invelis; implicata in
asamblarea si eliberarea particulelor virale); M — Membrane protein (proteina de membrana; rol structural major
n organizarea virionului); N — Nucleocapsid protein (proteina nucleocapsidica; leagd ARN-ul viral si participa la
replicare si ambalare) S — Spike protein (glicoproteina S; mediaza atasarea si patrunderea virusului in celula gazda).

Gena Spike prezinta 1600 de mutatii sinonime si 23 169 de mutatii nonsinonime, fiind
cel mai mare numadr absolut de mutatii nonsinonime comparativ cu alte gene. Avand in vedere
rolul crucial al proteinei Spike in legarea de receptorul celular ACE2 si in evaziunea imuna,
mutatiile nonsinonime pot oferi virusului avantaje competitive in termeni de transmisibilitate
st evadare imuna, explicand astfel evolutia rapida a variantelor.

Gena N, responsabila pentru proteina care incapsuleaza genomul viral, prezintd de
asemenea un numar foarte mare de mutatii nonsinonime (4 476) pentru dimensiunea sa,
indicand o adaptare continua a virusului. Mutatiile nonsinonime din aceasta gena pot influenta
asamblarea virionului, stabilitatea genomului si interactiunile cu sistemul imunitar al gazdei.

Gena ORF1ab codifica poliproteine complexe esentiale pentru replicarea virala si are un
numar mare de mutatii atat sinonime (9 157), cat si nonsinonime (17 347). Acest fapt reflecta
dimensiunea sa si importanta centrala in ciclul de viatd al virusului. Totusi, presiunea selectiva
pare a fi mai echilibrata decat in cazul genei Spike, sugerand ca multe mutatii nonsinonime din

aceastd regiune pot fi daunatoare, in timp ce altele contribuie la optimizarea replicarii virale.
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Gena E codifica o proteind mica, dar esentiald pentru asamblarea si eliberarea virionilor,

si prezintd un numar foarte mic de mutatii sinonime (23). Majoritatea celor 936 de mutatii

nonsinonime reprezintd cel mai probabil mutatii care apar aleatoriu, dar care nu sunt fixate Tn

populatia virala.

Aproape toate mutatiile nonsinonime din molecula de acid nucleic corespund unor mutatii

aminoacidice in molecula de proteind. Topul celor mai frecvente zece mutatii aminoacidice

identificate pentru fiecare gena codanta (figura 23) ofera o imagine a hotspoturilor de

variabilitate din proteomul viral si completeaza analiza mutatiilor nucleotidice sinonime si

nonsinonime din cadrul genomului, permitdnd corelarea directd a variabilitatii genetice cu

potentiale consecinte functionale asupra proteinelor virale

epidemiologiei virusului.
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Proteinele majore, implicate in recunoasterea de catre sistemul imun si in interactiunea
cu celulele gazdei, cum ar fi proteina Spike si nucleocapsida, prezintd acumulari semnificative
de mutatii aminoacidice recurente cu frecvente absolute ridicate, ceea ce sugereaza modificari
functionale majore ale acestor proteine pe fondul raspandirii rapide a anumitor variante virale.

Tn paralel, genele ORF1a si ORF1b prezinti si ele cateva mutatii frecvente, unele asociate
in literatura de specialitate cu modificari in eficienta replicarii in celulele-gazda. Celelalte gene,
in general mai scurte si cu roluri mai putin esentiale in ciclul replicativ, manifesta in anumite
pozitii mutatii cu o frecventa mare, ceea ce ar putea determina anumite avantaje selective legate
de evaziunea imuna sau de interactiunea proteinelor virale cu mecanismele antivirale ale gazdei.
Unele dintre aceste mutatii se asociaza cu deletii, CU insertii sau cu codoni stop prematuri,
indicand evenimente de trunchiere proteica ce pot altera sau aboli functii accesorii, fenomen
raportat in epidemiologia SARS-CoV-2.

Diferentele mari Intre gene 1n ceea ce priveste distributia si frecventa mutatiilor sugereaza
ca peisajul evolutiv al virusului este puternic influentat de rolul functional al fiecarei proteine,
de gradul de expunere la presiunea imuna si de constrangerile structurale impuse de mentinerea
integritatii complexelor proteice.

Mutatii semnificative. Mutatiile cu impact functional semnificativ pot modifica
proprietati esentiale ale virusului precum transmisibilitatea, capacitatea de evadare imuna si
raspunsul la terapii antivirale sau la anticorpi monoclonali. Acestea nu sunt doar mutatii
aleatorii ale proteinelor virale, ci modificari selectate si fixate in populatia virala datoritd
avantajelor competitive majore pe care le confera. Ele se intalnesc frecvent la variantele de
ingrijorare (VOC) si reprezintd adaptarea virusului la utilizarea pe scara larga a masurilor de
preventie si tratament.

Cele mai relevante mutatii cu impact functional major, identificate in setul de date
analizat, sunt prezentate in tabelul 1 si 2, Anexa 3 si includ, in mare parte, modificari
caracteristice variantelor VOC.

Substitutia D614G, detectata in 711 de secvente analizate, este una dintre cele mai
timpurii si semnificative mutatii in proteina Spike care a devenit rapid dominanta la nivel global
ca urmare a cresterii transmisibilitatii si a infectiozitatii virusului. Aceastd substitutia
stabilizeaza proteina Spike facilitdnd legarea la receptorul ACE2 si fuziunea membranei.

Substitutia P13L, localizata in nucleocapsida, a fost depistatd in 664 de probe. Desi
impactul direct al P13L nu este pe deplin elucidat, pozitia sa sugereazd o influentd asupra
stabilitatii ARN-ului viral sau a interactiunilor proteinei N cu alte componente virale sau
celulare. Este stiut ca proteina N este multifunctionald, esentiala pentru replicarea ARN-ului

viral si evaziunea raspunsului imun al gazdei.
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Alte modificari semnificative localizate n proteina S sunt urmatoarele: N764K, K417N,
T478K, N440K. Substitutia N764K, detectatd in 657 de secvente, genereaza situsuri de clivaj
pentru proteaza SKI-1/S1P, contribuind la cresterea infectiozitatii. K417N, identificata in 652
de secvente, este situatd in regiunea RBD a proteinei Spike si ajutd la evaziunea imund prin
modificarea afinitatii de legare a anticorpilor la RBD, fiind o mutatie-cheie in varianta Beta.
T478K, depistata in 649 de izolate, la fel este situata in regiunea RBD a proteinei Spike si a fost
frecventa in varianta Delta si in unele linii Omicron, facilitdind evaziunea imuna si influentand
probabil afinitatea legarii la receptorul ACEZ2, sporind astfel transmisibilitatea virusului.
N440K, determinatd in 641 de secvente si care modifica proteina S, reducand detectarea si
neutralizarea acesteia de catre unii anticorpi, a fost prezenta in diverse linii filogenetice.

Substitutia R203K inregistratd in 636 de secvente, in proteina N, coreleaza cu o crestere
semnificativa a replicarii virale. Aminoacizii din pozitiile 203 si 204 se afla intr-0 regiune
intrinsec dezordonata a proteinei N, cruciald pentru interactiunile proteice si reglarea ciclului
de viata viral. Mutatia poate optimiza aceste interactiuni, facilitand replicarea.

P314L (detectata in 633 de secvente) este una dintre cele mai raspandite mutatii in
genomul SARS-CoV-2 si serveste adesea ca marker filogenetic. Localizata in regiunea
ORF1lab, aceasta mutatie ar putea influenta rata de elongatie a lantului de ARN si stabilitatea
complexului de replicare, contribuind astfel la fitnessul general al virusului.

Substitutia G204R, identificatd in 629 de secvente, frecvent in coprezentd cu R203K,
contribuie la cresterea replicarii virale prin optimizarea organizarii ribonucleoproteinei virale.
Aceasta combinatie de mutatii in proteina N a fost asociata cu o virulentd sporitd in anumite
variante.

Printre mutatiile semnificative localizate in proteina Spike se numdra urmdtoarele:
P681H, G142D, S373P, E484A, S371F, N501Y, L452R, Q493R, Y144del, P681R, S371L,
E484K, R346K. Mutatia P681H, detectata Tn 619 secvente si specifica pentru varianta Alpha,
faciliteazd fuziunea virala cu membranele celulare, contribuind astfel la o transmisibilitate
sporita.

G142D, depistata in 614 probe si localizata in domeniul N-terminal (NTD) al proteinei
Spike, este implicata in evaziunea imuna, modificand epitopi recunoscuti de anumite clase de
anticorpi neutralizanti.

S373P, identificata in 588 de secvente si Specifica variantelor Omicron, are un impact in
anumite schimbari conformationale RBD, facilitand legarea la ACE2 si reducénd recunoasterea
de catre anticorpi.

E484A, intalnita in 552 de probe, contribuie la evaziunea imuna, modifica epitopii

recunoscuti de anticorpii generati prin infectie naturald sau vaccinare.
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S371F, detectata in 496 de probe, este 0 mutatie caracteristica pentru varianta Omicron si
contribuie la modificarile de conformatie RBD si la evaziunea imuna.

N501Y, prezenta in 453 de secvente, este consideratda o mutatie emblematica in proteina
Spike care creste semnificativ afinitatea de legare a virusului la receptorul uman ACE2. Fiind
o mutatie-cheie in variantele Alpha, Beta, Gamma si, ulterior, in Omicron, a avut un rol
Important in raspandirea pandemiei.

L452R, identificata in 257 de probe, a fost o mutatie definitorie pentru varianta Delta,
fiind asociata cu o transmisibilitate crescuta si o rezistenta partiala la anticorpi.

Q493R (216 secvente), similara cu Q493K, a fost identificata in variantele Omicron si
moduleaza recunoasterea de cétre anticorpi.

Y144del, detectata in 125 de probe, este 0 deletie implicata in evaziunea imuna prin
eliminarea unor epitopi recunoscuti de anumite clase de anticorpi neutralizanti.

P681R (identificata in 110 secvente), prezenta in variantele Delta si Omicron, induce o
crestere a infectiozitatii si a transmisibilitatii.

S371L, inregistrata in 92 de secvente, in special la varianta Omicron, si similara cu
S371F, contribuie la modificari structurale ale domeniului de legare la receptor.

E484K, depistata in 60 de secvente, este 0 mutatie care reduce semnificativ neutralizarea
de catre anticorpi, atat de cei indusi de vaccin, cat si de cei postinfectie. Prezenta in variante
precum Beta si Gamma, contribuie la fenomenul de immune escape care permite reinfectia si
reduce eficacitatea unor tratamente cu anticorpi monoclonali.

R346K, prezentd in 48 de probe, se intalneste in special in varianta Omicron si este
asociata cu o evaziune imuna semnificativa atat fatd de anticorpii generati de infectii, cat si de
vaccinuri.

R203M, localizata in proteina N si detectata in 49 de secvente, este similara cu R203K,
fiind implicata in cresterea replicarii virale.

Analiza mutatiilor cu impact functional major evidentiaza o concentrare a modificarilor
in proteina Spike, reflectand importanta acesteia ca determinant central al adaptabilitdtii virale
si al raspunsului imun. Mutatiile localizate in domeniul RBD (precum N501Y, L452R, Q493R,
E484A/K si S371F/L) modifica direct afinitatea pentru receptorul ACE2 si concomitent
altereaza recunoasterea de catre anticorpii neutralizanti, facilitind fenomenele de immune
escape. Unele dintre acestea, cum este cazul N501Y si L452R, au fost mutatii definitorii pentru
variantele Alpha si Delta contribuind la cresterea transmisibilitétii si la diseminarea rapida a
virusului la nivel global. Alte substitutii precum E484A si E484K influenteaza epitopii
recunoscuti de anticorpii postinfectic sau postvaccinare, crescand riscul de reinfectie si

reducand eficienta unor terapii cu anticorpi monoclonali.
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Mutatii private (mutatii specifice genomurilor din Republica Moldova). Acest tip de
Mutatii sunt caracteristice numai pentru tulpinile virusului care circula pe teritoriul Republicii
Moldova si care nu au fost sau au fost extrem de rar detectate in alte tari. Luand in considerare
faptul ca aceste mutatii pot fi rezultatul unei erori de asamblare a genomului, in cadrul acestui
studiu au fost analizate numai acele mutatii private care au aparut frecvent in secventele
analizate. Astfel, analiza statistica a cazurilor de mutatii private evaluate in functie de varianta
OMS a virusului SARS-CoV-2 a evidentiat o diferenta semnificativa in zece mutatii private,
avand valori p <0,05, cele mai des intélnite fiind interpretate.

Mutatia A23048G, care presupune Tnlocuirea guaninei G cu adenina A in pozitia 23048,
a fost detectata in 80 (10,9 %) de secvente, exclusiv in varianta Omicron 80 (11,8 %) (95 % CI:
9,3 %, 14 %), valoarea testului statistic fiind 7,0 si p =0.045.

Mutatia T22686C a fost identificata in 97 (13,2 %, 95 % CI: 11 %, 16 %) de secvente,
toate apartinand variantei Omicron 97 (14,3%, 95 % CI: 12 %, 17 %). Evaluarea comparativa
a testului Chi-patrat a demonstrat diferente statistic semnificative, valoarea testului fiind de 8,7,
p = 0.015.

Mutatia A10447G (n=9), atestata in subliniile variantei Omicron 8 (1,2 %) (95 % CI: 0,37
%, 2,0 %) si la 0 varianta recombinanta (25,0 %) (95 % CI: 0,00 %, 67 %). Evaluarea
comparativa efectuata prin testul Chi-patrat a evidentiat diferente statistic semnificative,
valoarea testului fiind 19, p = 0,034.

Mutatia privata A10449C, localizata in regiunea ORF1lab, a fost identificata predominant
n varianta Omicron 13 (1,9 %) (95 % CI: 0,88 %, 2,9%) si in secventa variantei recombinanta
(25,0%) (95 % CI: 0,00 %, 67%). Analiza statistica prin aplicarea testului Chi-patrat a evidentiat
o diferentd semnificativa, valorile testului fiind 12, p = 0,048.

Mutatia T44C, in numar de 56 (7,6 %) (95 % CI: 5,7 %, 9,6 %), a fost inregistrata n
subliniile variantei Omicron 55 (8,1 %) (95 % CI: 6,0 %, 10,0 %) si la o varianta recombinanta
(25,0 %) (95 % CI: 0,00 %, 67,0 %). Evaluarea comparativa cu ajutorul testului Chi-patrat a
evidentiat diferente statistic semnificative, valoarea testului fiind 6,0, p = 0,048.

Cea mai des intalnita mutatie privatd T9344C, localizatd in regiunea ORF1ab, a fost
detectata Tn 280 (38,2 %) (95 % CI: 35 %, 42 %) de secvente si presupune ca timina a fost
inlocuita cu citozina in pozitia 9344. Drept urmare, aceasta mutatie a fost regasita exclusiv in
varianta Omicron 280 (41,2 %) (95 % CI: 37 %, 45 %). Analiza statistica cu ajutorul testului
Chi-patrat a evidentiat diferente statistic semnificative, valoarea testului fiind 35 si p <0,001.

Trebuie mentionat faptul ca virusul SARS-CoV-2 continua sa evolueze, dobandind
diverse mutatii, inclusiv private, care adesea 11 modifica proprietdtile fenotipice, ceea ce

influenteaza negativ eficacitatea vaccinurilor si a metodelor de tratament existente. Prin urmare,
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intelegerea si explicarea raspandirii si a evolutiei virusului SARS-CoV-2 sunt esentiale pentru
dezvoltarea si perfectionarea vaccinurilor, si imbunatatirea strategiilor de sanatate publica.

Analiza statistica a tuturor mutatiialor private evaluate in functie de varianta OMS a
virusului SARS-CoV-2 este interpretata in tabelul 2,Anexa 1.

3.4. Dinamica evolutiei SARS-CoV-2 si implicatiile asupra scorului de evadare
imunia RBD

Evolutia continud a SARS-CoV-2 poate perturba recunoasterea virusului de catre
imunitatea mediata de anticorpi la om. Pentru evaluarea rolului substitutiilor aminoacidice Tn
legarea proteinei RBD a virusului SARS-CoV-2 de receptorul ACE2 al gazdei a fost efectuata
analiza dinamicii moleculare a virusului in complex cu ACE2 uman si caracterizarea influentei
diferitor mutatii asupra stabilitatii complexului proteic, iar in vederea determinarii dependenteli
tuturor mutatiilor aminoacizilor din RBD care evita legarea cu fiecare anticorp a fost analizat
arborele filogenetic al virusului SARS-CoV-2.

Tn urma analizei arborelui filogenetic al virusului SARS-CoV-2, construit in functie de
scorul de afinitate ACE2, s-a observat o tendinta de crestere a acestuia la tulpinile cu cel mai
mare numar de mutatii. Astfel, scorul de afinitate ACE2 creste la probele cu 60-80 de mutatii,

cu varful de crestere in regiunea 120-130 de mutatii (figura 24).
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Figura 24. Arborele filogenetic al izolatelor SARS-CoV-2 in functie de scorul de afinitate
ACE-2

Conform graficului, se observa o crestere brusca a scorului de afinitate ACE2 la varianta
Omicron 1n comparatie cu varianta Delta (211, 21J) si o tendinta clara de crestere a acestuia la
subliniile variantei Omicron, ceea ce se explica prin faptul ca virusul a devenit mai contagios.

Din cladele variantei Omicron un scor de afinitate ACE2 scazut a fost determinat pentru cladele
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24B s1 24C, moderat scazut pentru cladele 21L, 22B, 24E, 24G si moderat crescut pentru cladele
23A 51 23D.

Rezultatele obtinute arata ca legarea la ACE2 este o caracteristica extrem de evolutiva.
Tn aproape toate cazurile in care RBD se leaga de un anumit ACE2, existd mutatii aminoacidice
care o imbunatatesc de cateva ori. Faptul ca legarea la ACE2 poate fi usor sporitd de mutatic a
fost observat la aparitia diferitor sublinii ale variantei Omicron, caracterizata prin numeroase
mutatii In genomul sau.

Un aspect crucial in monitorizarea evolutiei SARS-CoV-2 este identificarea
evenimentelor de recombinare genetica, deoarece acestea pot duce la aparitia unor noi tulpini
virale cu virulentd si caracteristici alterate. In patru din probele investigate a fost identificat
ARN viral recombinant, dar nu a fost observata vreo modificare a scorului de afinitate ACE2
si eventual fara consecinte epidemiologice.

In urma analizei scorului de evadare imunia RBD in functie de dinamica evolutiei
virusului SARS-CoV-2 s-a constatat o dependenta clara intre evolutia virusului si aparitia de
noi variante de la indicatorul de evadare imuna. Astfel, in cladele 211, 22A, 22B, 22C, 22D,
22E indicatorul de evadare imuna a variat de la 0 la 1,0. Spectrul de evadare de la raspunsul
imun provocat de mutatii s-a schimbat semnificativ in timp. Tn special, indicatorul de evadare
imuna RBD a inceput sa creasca la variantele din cladele 22F, 23A, 23B, 23C, 23D, 23E, 23F,
23G, 23H, atingand un scor de evadare imuna RBD de la 1,0 la 1,4. La variantele 231, 24A,
24B, 24C, 24E, 24G si la cea recombinanta, scorul de evadare imund RBD a inregistrat valori
in intervalul de la 1,4 la 1,962 (figura 25).
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Analiza scorului de evadare imuna RBD in functie de dinamica evolutiei virusului SARS-
CoV-2 a aratat ca atat evitarea raspunsului imun, cat si afinitatea pentru legarea la ACE2
coreleaza independent cu frecventa mutatiilor. Este de remarcat faptul ca evitarea raspunsului
imun a prezentat cei mai mari coeficienti (punctele colorate in toate nuantele de rosu in figura
25) n cladele 24A, 24B, 24C, 24E, 24G care includ liniile JN.1, JN.1.11.1, KP.2.3, KP.3,
KP.3.1.1. Aceste linii au circulat pe teritoriul Republicii Moldova in 2024 si confirma ca
subvariantele recente ale variantei Omicron au prezentat o ratd mai mare de evaziune de la
anticorpi, in comparatie cu variantele anterioare ale virusului SARS-CoV-2.

3.5. Concluzii la capitolul 3

1. Analiza filogenetica a izolatelor virusului SARS-CoV-2, circulante pe teritoriul
Republicii Moldova in perioada 2021-2024, a demonstrat prevalenta variantei Omicron
(B.1.1.529). Din cele 733 de secvente analizate, 680 (92,77 %) apartin variantei Omicron, 49
(6,7 %) — variantei Delta (B.1.617.2) si patru (0,6 %) — variantei recombinante.

2. Varianta Omicron, conform analizei bioinformatice a secventelor genomului virusului
SARS-CoV-2, a aparut pe teritoriul tarii la inceputul anului 2022, inlocuind varianta Delta.

3. Studierea relatiei dintre numarul de persoane pozitive COVID-19 in si distributia liniilor
genetice ale virusului SARS-CoV-2 a aratat ca aparitia in populatie a unei noi variante de
mutatie a provocat majorarea numarul de infectari si, respectiv, un nou val epidemic.

4. Analiza comparativa a variantelor SARS-CoV-2 a demonstrat ca evolutia virusului si
modificarile genomice ale acestuia au fost determinate n principal de substitutii, in medie 72,6
+ 21,1 per genom, urmate de deletii, in medie 48,6 £ 20,1 per genom, si mai rar de insertii cu
DCC, in medie 4,5 + 8,3 si, respectiv, 1,7 £ 2,2 per genom.

5. Tn secventele genomice ale SARS-CoV-2 obtinute au fost identificate 13 672 de mutatii
sinonime, care provoaca schimbarea aminoacidului codificat si 54 080 de mutatii nonsinonime,
care cauzeaza aparitia unui codon stop prematur si biosinteza unor proteine incomplete.

6. Depistarea in secventele genomice ale SARS-CoV-2 analizate de mutatii private
caracteristice numai pentru tulpinile circulante pe teritoriul Republicii Moldova ilustreaza
evolutia genomului virusului la nivel national. Analiza statisticd a evidentiat o diferentd
semnificativa pentru zece mutatii private, cu valori p< 0,05.

7. Determinarea in esantioanele analizate a tendintei de crestere a scorului de afinitate
ACE2 la tulpinile cu cel mai mare numar de mutatii este 0 dovada a sporirii capacitatii de
infectare a virusului odata cu cresterea numarului de mutatii.

8. Rezultatele obtinute demonstreaza elocvent ca evolutia a virusului SARS-CoV-2 la
nivel national in perioada pandemica si postpandemica continud. De aceea, pentru a perfectiona

masurile de control a raspandirii virusului este importanta monitorizarea genomica a acestuia.
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4. MONITORIZAREA GENETICA A VIRUSULUI SARS-CoV-2 IN
APELE UZATE PRIN SECVENTIEREA INTREGULUI GENOM

4.1. Supravegherea genomica a SARS-CoV-2 in apele uzate ca alternativa de
monitorizare a evolutiei virusului in Republica Moldova

Supravegherea genomica a SARS-CoV-2 in apele uzate reprezinta o premiera pentru
Republica Moldova si ofera o alternativa in supravegherea circulatiei virusului SARS-CoV-2
n populatia umana si, respectiv, in realizarea cercetarilor stiintifice ulterioare cu privire la
circulatia virusului pe teritoriul republicii. Utilitatea investigarii probelor de mediu este
evidentd intr-un context in care testarea individuala pentru COVID-19 a devenit sporadica si
inconsistentd odatd cu incetarea pandemiei, iar oboseala pandemicad si scdderea interesului
populatiei fatd de masurile de sanatate publica se resimt tot mai accentuat. Se cere subliniat
faptul ca desi calitatea datelor de secventiere a genomului SARS-CoV-2 obtinute din probele
de ape uzate a fost scdzuta, din cauza dilutiei ridicate si a deteriorarii mecanice a virusului in
apa, acestea au fost acceptabile pentru rularea instrumentului Freyja si identificarea liniilor
virale.

Secventierea genomica a probelor din apele uzate de la sfarsitul anului 2024 a demonstrat
ca procentul GC s-a mentinut in jurul valorii de 40 %, iar acoperirea genomului a fost de peste
75 % pentru proba umana si sub 25 % pentru majoritatea probelor de apa uzatd. Acoperirea de

secventiere a probelor analizate 1n functie de pozitia genomica este prezentata in figura 26.
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Figura 26. Acoperirea de secventiere a probelor de ape uzate analizate si secventiate in
anul 2024
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Graficul reprezinta acoperirea secventierii pe intregul genom al virusului SARS-CoV-2
pentru probele analizate de apa uzate si o proba umana de control (fateta SHuman S24 1L001).
Axa 'Y corespunde numarului de citiri mapate la fiecare pozitie genomica, linia rosie orizontala
indicand un prag de 200 de citiri. Axa X arata pozitia genomica de-a lungul genomului SARS-
CoV-2 (pozitia nucleotidelor). Fiecare fatetd corespunde unei probe individuale.

Tn pofida faptului ca acoperirea insuficientd a genomului viral in probele de ape uzate a
reprezentat un factor limitativ pentru interpretarea datelor, analiza bioinformatica a permis
detectarea si cuantificarea variantelor prin utilizarea instrumentelor avansate precum algoritmul
de aliniere Minimap si algoritmul de demultiplexare a liniilor virale Freyja.

Tn urma analizei probelor de ape uzate secventiate in anul 2024 au fost identificate 32 de
linii genetice corespunzatoare sistemului de clasificare Pango Lineages, utilizat la nivel global
pentru monitorizarea evolutiei virusului SARS-CoV-2. Printre liniile identificate s-au regasit
urmatoarele: A.12, AZ.4, AZ.5,B1.1.243,B.1.1.305, B.1.1.357, B.1.1.363, B.1.1.374, B.1.104,
B.1.160.32, B.1.177.25, B.1.177.66, B.1.289, B.1.292, B.1.411, B.1.420, B.1.431, B.1.539,
B.1.579, B.10,B.6,B.6.1, B.6.3, B.6.4, B.6.5, B.6.6, B.6.8, XT,JN.1.1.1, AE.4,B.1.1.45, B.11.

Variantele identificate si abundenta acestora in timp, sunt reprezentate in figura 27.

A12 AZ.4 AZS5 B.1.1.243 B.1.1.305 B.1.1.357
1.004
0.754
0.50
0.254 ‘
0.004 A i = .
B.1.1.363 B.1.1.374 B.1.104 B.1.160.32 B.1.177.25 B.1.177.66
1.00
0.754
0.504 ‘
0.254 ‘“I“Il
0001 —=m 4 A A A
B.1.289 B.1.292 B.1.411 B.1.420 B.1.431 B.1.539
— 1.00
=, 0.754
ol 0.504
= 0.254
8 0.00- - i - a .
@
> B.1.579 B.10 B.6 B.6.1 B.6.3 B.6.4
. 1.00
é? 0.75 4
g 0501
0.254
é 0.00 - A A - a N W | N | Aa A
B.6.5 B.6.6 B.6.8 XT JN.1.1.1 AE.4
1.00 4
0.754
0.50 4
0.25+4
0.00 - N S \ A 4 N A . - |
o = = (=N = = (=N = = (=N = =
B.1.1.45 B.11 &g 8 2 g S 2 g & =2 & & =2
1.00
0.754
0.504
0.254
0.00 - ‘ 1 |

Sep
Okt
Nov -
Sep
Okt ™

=
=}
=

Data colectarii

Locatia - Chisinau_statia_de_euprare Human

Figura 27. Abundenta si dinamica in timp a liniilor de SARS-CoV-2 identificate Tn
probele de ape uzate colectate in mun. Chisinéiu in perioada septembrie - noiembrie
2024
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Tn acest grafic, axa Y reprezintd prevalenta sau proportia fiecirei variante de mutatie a
virusului SARS-CoV-2 in numarul total de secvente analizate pentru luna corespunzatoare
probei (valori de la O pana la 1). Pe axa X este notatd luna de colectare a probei (sept.:
septembrie, oct.: octombrie, nov.: noiembrie) cand concentratiile virusului n apele uzate au
fost ridicate, cu valori Ct pana la 35 din rezultatele investigarii acestor probe prin reactia RT-
PCR, si pentru care a fost posibila reactia de secventiere. Modificarile prevalentei si variatiei
mutatiilor relevate indica dinamica temporala a liniilor genetice identificate in probele analizate
(verde — probe de ape uzate, roz — proba umana utilizata ca control pozitiv).

Analiza dinamicii in timp a abundentei liniilor virale a permis determinarea si urmarirea
variantelor persistente pe parcursul celor trei Iuni cand concentratiile virale in apele uzate au
fost crescute (B.1.177.66), dar si a celor dominante doar in anumite perioade (B.1.1.243,
B.1.160.32 si B.1.1.305). Conform datelor din literatura de specialitate [176], unele linii
identificate (B.11) ale virusului SARS-CoV-2 nu mai sunt in circulatie la nivel global, ceea ce
ar putea sugera fie o persistenta endemica locala, fie o reintroducere izolata, ambele scenarii
evidentiind necesitatea continudrii supravegherii genomice pentru a intelege mai bine
fenomenele de reaparitie a variantelor aparent disparute ale virusului SARS-CoV-2 din
circulatia globala.

Varianta JN.1.1.1, detectatd in proba umana de control din august 2024, nu a fost
identificata 1n probele de mediu din lunile urmatoare. Acest fapt indica fie incetarea circulatiei
acestei variante in comunitate, fie 0 concentratie insuficienta pentru a fi detectata in fluxul de
ape uzate, observatie ce coreleaza Intr-o anumitd masurd cu evolutia liniei JN.1.1.1 la nivel
global [177].

Fiecare grafic individual din figura 27 reprezinta dinamica unei linii care a circulat in
toamna anului 2024 in mun. Chisinau. Pe axa x sunt notate lunile de colectare a probelor de ape
uzate (septembrie, octombrie si noiembrie 2024), iar pe axa y — abundenta fiecarei variante in
probele analizate (0-1). Astfel, printre cele mai abundente linii genetice detectate se numara
B.1.177.66; B.1.1.243; B.1.160.32; B.1.1.305 s.a. Prima predomina in mod repetat si in mai
multe probe sugerand o circulatie intensa a acestei variante in capitala Republicii Moldova, iar
celelalte inregistreaza o abundenta inalta doar in anumite perioade de timp.

Ultima proba de ape uzate din prima runda de secventiere a fost colectata la data de

22.11.2024, iar ponderea variantelor identificate la aceasta data este specificata in tabelul 4.
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Tabelul 4. Frecventa liniilor genetice ale virusului SARS-CoV-2 detectate in proba

S23_S23_L001

Denumirea | Locul colectarii Data Linia geneticA | Abundenta
probei colectarii

S23_S23_L001|Statia de epurare din| 2024-11-22 B.1.1.45 0.394
mun. Chisinau

S23_S23_L001Statia de epurare din| 2024-11-22 B.11 0.394
mun. Chisinau

S23_S23_L001Statia de epurare din| 2024-11-22 AE .4 0.2
mun. Chisinau

S23_S23_L001|Statia de epurare din| 2024-11-22 B.1.382 0.004
mun. Chisinau

S23_S23 L001|Statia de epurare din| 2024-11-22 B.1.1.243 0.002
mun. Chisinau

S23_S23 L001|Statia de epurare din| 2024-11-22 B.1.606 0.002
mun. Chisinau

S23_S23_L001Statia de epurare din| 2024-11-22 B.1.572 0.002
mun. Chisinau

Astfel, cea mai mare pondere la data specificata (aprox. 80 %) au avut-o variantele B.11
si B.1.1.45. Conform platformei outbreak.info, [176] linia B.11 a fost detectata in cel putin 21
de tari, Tn special din vestul Europei, in India si pe continentul nord-american, fiind insa mai
putin Intdlnitd in Europa de Est. Un aspect interesant este si faptul c@ aceasta varianta virala a
circulat la etapele anterioare ale pandemiei, iar prezenta sa in apele uzate din mun. Chisindu in
octombrie si Tn noiembrie 2024 poate reflecta fie cazuri izolate, fie un proces de circulatie
endemica la scard redusa. Aceasta observatie subliniazd importanta continuarii monitorizarii
genomice a virusului SARS-CoV-2 inclusiv pentru a identifica posibile reintroduceri ale unor
variante care par sa fi disparut din circulatia globala.

Figura 28 ilustreaza cele mai recente linii genetice ale virusului SARS-CoV-2 identificate
in apele uzate concordante cu cele detectate in probele umane, ceea ce confirma relevanta

supravegherii bazate pe apele uzate pentru evaluarea dinamicii circulatiei virale in comunitate.
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Figura 28. Cele mai recente linii genetice ale virusului SARS-CoV-2 identificate in apele
uzate Tn comparatie cu proba umana

Instrumentul Freyja detecteaza tot cocktailul de linii genetice in fiecare proba si
abundenta lor. Astfel, in prima proba (S1_S1_L001) de ape uzate analizata au fost identificate
liniile genetice B.1.177.66 si B.1.1.363 cu 0 abundenti de 0,75 si 0,125, respectiv. In proba
S2_S2 1001 au fost detectate liniile genetice B.1.104, B.1.431, B.6, B.6.1, B.6.3, B.6.4, B.6.5,
B.6.6 si B.6.8 cu abundenta de 0,092, precum si linia B.1.420 cu abundenta de 0,056 (tabelul
5). Astfel, toate probele au prezentat amestecuri de mai multe linii genetice cu o0 abundenta
diferita, in functie de variantele circulate.

Studiile genomice ale acestor probe ar putea extinde aplicarea monitorizdrii apelor uzate
nu doar pentru SARS-CoV-2, ci si aplicatii metagenomice.

In contextul in care criza globala a bolilor infectioase, a rezistentei antimicrobiene capata
proportii tot mai ingrijoratoare, apele uzate vor deveni o resursa strategica pentru autoritatile de
sandtate publica, oferind date esentiale pentru elaborarea de politici preventive si interventii
tintite la nivel comunitar.

Astfel, supravegherea genomica a probelor de mediu poate servi nu doar ca un instrument
de alertd timpurie in fata noilor valuri epidemice sau a emergentei variantelor virale de
ingrijorare, ci si ca o abordare robusta de cercetare translationald in domenii conexe precum
rezistenta la antibiotice, epidemiologia moleculara si evaluarea riscurilor de mediu.

Republica Moldova trebuie sa continue investitiile in dezvoltarea capacitatilor de
secventiere si de analiza genomica, intrucat aceste tehnologii nu reprezinta doar instrumente de
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cercetare academica, devenind rapid componente indispensabile ale resurselor globale de

sandtate publica, mai ales in fata provocdrilor epidemiologice actuale si viitoare.

Tabelul 5. Frecventa liniilor genetice ale virusului SARS-CoV-2 detectate in functie de
perioada colectarii probelor de ape uzate

Locul Denumirea Perioada Linie genetica
colectarii probei colectarii
Proba umana | S24 S24 001 | 2024-08-08 JN.1.1.1
S1 S1 L001 2024-09-04 B.1.177.66, B.1.1.363
B.1.104, B.1.431, B.6, B.6.1, B.6.3,
5252 LOOL 1 2024-09-06 | g 6 4 B 65 B.6.6, B.6.8, B.1.420
S3_S3 L001 2024-09-09 B.1.177.66
S4 S4 001 2024-09-13 A.12,B.1.1.374
S5 S5 _L001 2024-09-15 B.6.1, B.6.3, B.6.5, B.6.6, B.1.1.243
B.1.177.66, B.6.1, B.6.3, B.6.4, B.6.5,
S6_S6_L001 2024-09-20 | g 5 6 51 1 243
S7_S7_L001 2024-09-23 B.1.411, B.1.1.374, B.1.177.66, B.10
S8 S8 L001 2024-09-27 B.11, B.1.1.363, AZ.4, AZ.5, B.1.292
S9 S9 L001 2024-09-30 B.1.177.66
Statia de S10 S10 L001 | 2024-10-04 B.1.177.66
epurare din | S11 S11 L001 | 2024-10-07 B.1.1.305, XT
mun. S12 S12 L001 | 2024-10-11 B.1.177.66
Chisinau S13 S13 L001 | 2024-10-14 B.1.177.25
S14 S14 L001 | 2024-10-18 B.6.1, B.6.3, B.6.4, B.6.5, B.6.6, B.6.8
S15 S15 L001 | 2024-10-21 B.1.177.66, AE.4, B.1.1.243
B.1.177.66, B.1.579, B.1.1.357,
$16_S16_L001 | 2024-10-25 | 5 539 51 1 243
S17 S17 L001 | 2024-10-28 B.1.160.32
S18 S18 L001 | 2024-11-01 B.1.1.243, B.1.177.66
S19 S19 L001 | 2024-11-04 B.1.1.243
S20 S20 L001 | 2024-11-08 B.1.177.66, B.1.1.243
S21 S21 L001 | 2024-11-15 B.1.177.66, B.1.579, B.1.289
S22 S22 L001 |2024-11-18 B.1.1.243, B.1.177.66
S23 S23 L001 | 2024-11-22 B.1.1.45,B.11, AE.4

Datele genomice ale probelor secventiate in anul 2025, dintre care noua probe fiind ape
uzate (S5-S14) sase probe de material clinic uman (S15-S20), utilizate ca probe de referinta
(probe de control), au prezentat, de asemenea, 0 abundenta scazuta (acoperire mai mica de 25
%), ceea ce a complicat procesul de analizd bioinformatica. Cu toate acestea, a fost posibila
identificarea subliniilor circulante si cuantificarea variantelor SARS-CoV-2 (figura 29).

Conform datelor obtinute, cresterea concentratiei ARN-ului SARS-CoV-2 in apele uzate
coreleaza cu cresterea numarului de cazuri de infectare in mun. Chisinau, ceea ce a fost posibila
secventierea probelor prelevate in perioada calda a anului, cand numarul de cazuri de COVID-

19 a inceput sa creasca pe teritoriul Republicii Moldova.
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Figura 29. Acoperirea de secventiere a probelor de ape uzate analizate si secventiate in
anul 2025

Procesul de supraveghere genomica a virusului SARS-CoV-2 izolat din apele uzate este
dificil din punct de vedere tehnic, deoarece incarcaturile virale sunt scazute, ARN-ul este foarte
fragmentat si inhibitorii PCR prezenti in probe duc la o acoperire slaba a secventierii. Cu toate
acestea, analiza bioinformatica a secventelor obtinute a relevat ca supravegherea genomica a
apelor uzate si a probelor clinice a reflectat modificarile abundentei liniilor virale SARS-CoV-
2. Pe baza probelor de ape uzate secventiate a fost identificatd o noud sublinie a variantei
Omicron (Varianta XFG ,,Stratus”), cu confirmarea si detectarea aceleiasi variante in probele
umane.

Conform datelor din figura 30, in perioada iunie-august 2025, liniile predominante ale
virusului SARS-CoV-2 au fost AY .57, BA.3, BF.22, NS.3, NT.1, XFG.12, XP, XFG.5, XFG.4,
ceea ce este in concordantd cu datele Organizatiei Mondiale a Sdnatatii pentru perioada

respectiva.
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Figura 30. Abundenta si dinamica in timp a liniilor de SARS-CoV-2 identificate in
probele de ape uzate din mun. Chisinau in perioada iunie-august 2025

Analiza datelor obtinute a demonstrat ca prin secventierea apelor uzate se pot identifica
genotipurile tulpinilor virale SARS-CoV-2 din mun. Chisinau, in special cele care nu au fost
incd detectate prin secventierea probelor clinice din cauza adresabilitatii reduse a pacientilor in
perioada postpandemica. Printr-0 prelevare mai intensiva a probelor de ape uzate, aceasta
abordare poate evidentia si modelele de distributie virald in cadrul comunitatilor, contribuind
la intelegerea mecanismelor de transmitere si de raspandire a bolilor infectioase Tn timpul
epidemiilor. Cel mai important, rezultatele obtinute indica faptul ca secventierea apelor uzate
poate detecta genotipuri noi aparute de SARS-CoV-2 si alte virusuri patogene la scara
populationala.

4.2. Analiza comparativi a performantei instrumentelor Freyja si Kallisto pentru
estimarea abundentei liniilor SARS-CoV-2 in contextual monitorizarii apelor uzate

Tn apele uzate virusul SARS-CoV-2 este foarte dizolvat si deteriorat sub actiunea diferitor

agenti chimici, inregistrand, drept urmare, concentratii virale foarte joase. In acest context,
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pentru analiza si interpretarea secventelor obtinute la procesarea probelor de ape uzate este
nevoie de instrumente veridice si speciale pentru analiza bioinformatica a datelor.

Pentru evaluarea performantei instrumentelor Freyja si Kallisto, care reprezinta metode
de analiza si de interpretare a datelor de secventiere a probelor de ape uzate, a fost realizat un
studiul comparativ al acestora. In acest scop a fost utilizat un set de date sintetice din 42 de
secvente metagenomice din ape uzate cu compozitii cunoscute de linii genetice. Setul de date a
inclus 11 linii genetice ale virusului SARS-CoV-2: Alpha, Beta, Delta, Epsilon, Eta, Gamma,
lota, Kappa, Lambda, Theta si Zeta. Fiecare proba a prezentat aproximativ 1 092 761 de citiri,
aliniate la genomul de referinta SARS-CoV-2 NC_045512.2 (tulpina Wuhan-Hu-1).

Compozitia fiecarui amestec de probe a fost realizata artificial si conceputa pentru a crea
un gradient de abundente de linii genetice in intregul set de date. Probele 1-10 au continut o
linie dominanta, in special Epsilon, la abundente cuprinse intre 90 % si 98 %; probele 11-21 au
reprezentat perioade de tranzitie cu linii mixte Alpha si Epsilon; probele 22-30 au continut
amestecuri de Alpha si de Delta, reprezentand aparitia variantei Delta, iar probele 31-42 au fost
dominate de varianta Delta la abundente care depaseau 96 %. Acest design a permis testarea
performantei instrumentelor Freyja si Kallisto la toate nivelurile de abundenta, de la urme sub
0,1% pana la linii dominante peste 90 %.

Analiza comparativa a ambelor instrumente a demonstrat corelatii generale puternice
intre abundentele prezise si cele reale, dar cu profiluri de precizie semnificativ diferite.
Instrumentul Freyja a Tnregistrat performante exceptionale cu indicele statistic R? de 0,9793,
explicand 97,9 % din variatia datelor reale, iar corelatia Pearson a atins un r egal cu 0,9899 cu
0 valoare p mai mica de 2,76 ori 10 la -292, indicand o relatie liniara extrem de puternica.
Eroarea absolutd medie a fost de doar 0,644 %, ceea ce inseamna ca predictiile tipice s-au abatut
de la valorile reale cu mai putin de un punct procentual. Eroarea medie patratica de 3,771 % a
indicat cd au aparut erori ocazionale mai mari, dar care au ramas limitate. Aceste valori au fost
calculate pe parcursul a 344 de comparatii de linii genetice dupa filtrarea masuratorilor in care

atat abundentele reale, cat si cele prezise au fost sub 0,001% (figura 31).
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Figura 31. Performanta instrumentului Freyja. Semnificatia statistica a abundentelor

prezise si reale in functie de varianta genetica a SARS-CoV-2

Instrumentul Freyja pentru fiecare varianta de mutatie a virusului SARS-CoV-2 la fel a

ardtat ca estimarile abundentei relative a variantelor Alpha (R? = 0,945), Delta (R? = 0,996),
Epsilon (R? = 0,945), Gamma (R2 = 0,991), lota (R2 = 0,937), Zeta (R2 = 0,737) sunt foarte

apropiate de abundentele relative reale. Corelatia Pearson in aceste variante a atins r = 0,973
pentru Alpha, Delta (r = 0,998), Epsilon (r = 0,976), Gamma (r = 0,997), lota (r = 0,971), Zeta
(r=0,974) cu o valoare p mai mica de 3,34 pentru Alpha, Delta (p = 8,54), Epsilon (p = 4,38),

Gamma (p = 1,93), lota (p = 3,46), Zeta (p = 1,36) si a evidentiat o relatie liniard extrem de

puternica. Rezultatele obtinute demonstreazd performanta inalta a instrumentului Freyja n

detectarea tulpinilor de SARS-CoV-2 din apele uzate si utilitatea sa in monitorizarea acestora.

Pentru a demonstra calitatea rezultatelor obtinute cu instrumentul Freyja in monitorizarea

apelor uzate, a fost analizatd harta termica a erorilor de predictie a acestui instrument (figura

32), pe care casetele albe indica cd eroarea de predictie a instrumentului nu este semnificativa

(<1 %) fata de rezultatul asteptat.
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Linii virale (clasificare OMS)

Figura 32. Harta termica (heatmap) a erorilor de predictie a instrumentului Freyja

Asadar, instrumentul Freyja are cea mai mare precizie in identificarea abundentei relative
a liniilor genetice ale virusului SARS-CoV-2.

Instrumentul Kallisto de asemenea a demonstrat o performanta buna, dar cu o precizie
substantial mai mica decat instrumentul Freyja, obtindnd un R? de 0,853 si explicand 85,3 %
din variatia abundentelor reale. Corelatia Pearson a atins un r egal cu 0,950, cu o valoare p mai
mica de 7,04 ori 10 la -213, reprezentand in continuare o relatie liniara foarte puternica. Cu
toate acestea, eroarea absolutd medie a fost de 4,48 puncte procentuale, de aproximativ sapte
ori mai mare decat cea a instrumentului Freyja. Eroarea medie patratica a atins 9,28 puncte
procentuale, fiind substantial crescutd in comparatie cu MAE si indicand faptul ca erorile
ocazionale foarte mari au influentat semnificativ rezultatul. Aceste rezultate au cuprins toate
cele 420 de comparatii din cele 42 de probe si zece linii genetice ale SARS-CoV-2 conform
OMS (figura 33).
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Figura 33. Performanta instrumentului Kallisto in determinarea semnificatiei statistice
a abundentelor prezise si reale in functie de varianta genetica a SARS-CoV-2

Performanta instrumentului Kallisto pentru fiecare varianta a virusului SARS-CoV-2 a
evidentiat o diseminare puternica si vizibild pentru multe variante. Semnificatia statisticd a
abundentelor prezise si reale in functie de varianta genetica a virusului SARS-CoV-2 a
evidentiat ca estimarile abundentei relative a variantelor Alpha (R? = 0,9230), Delta (R?
0,7750), Epsilon (R = 0.8882), Gamma (R? = 0.8622) au fost apropiate de abundentele relative

reale, fiind subestimate pentru celelalte variante (Beta, Eta, lota, Kappa, Lambda, Zeta):

abundenta relativa a variantei Beta a fost foarte slaba (R?=0,248), iar a variantei Zeta — negativa
(R?=-10). Punctele colorate pentru fiecare varianta genetica foarte des sunt indepartate de linia
de predictie (valori asteptate), ceea ce dovedeste ca acest instrument sistematic subestimeaza
sau sapraestimeaza valorile abundentei. Acest fapt demonstreaza performanta mult mai joasa a
instrumentului Kallisto in comparatie cu instrumentul Freyja.

Harta termica a erorilor de predictie a instrumentului Kallisto difera semnificativ de cea

a instrumentului Freyja. Aceste grafice arata erorile pentru fiecare proba in functie de varianta
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genetica, dreptunghiurile colorate in rosu si n albastru demonstreaza eroarea de predictie >15%

(figura 34).
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Figura 34. Harta termica (heatmap) a erorilor de predictie a instrumentului Kallisto

Harta termica a erorilor de predictie a instrumentului Kallisto este foarte colorata, coloane

intregi au erori sistematice. Varianta Delta in probele 28-42 este colorata in albastru, ceea ce
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demonstreaza 0 eroare de predictie >25% si, deci, subestimata. Varianta Kappa reprezinta valori
crescute pentru probele 29-42, avand erori de predictie sistematice >13 %. La fel, variantele
Alpha, Epsilon si Lambda demonstreaza erori de predictie > 9 %, ajungand péna la 38 in proba
12.

Corelatia de rang Spearman a relevat o distinctie importanta intre instrumentele Freyja si
Kallisto. Instrumentul Freyja a obtinut un p egal cu 0,953, indicand o conservare excelenta a
ordonarii rangului chiar si pentru relatii neliniare. Instrumentul Kallisto a obtinut un p Spearman
substantial mai mic — 0,646, dovada ca instrumentul se luptd mai mult cu mentinerea ordonarii
relative corecte a liniilor genetice, in special la abundente scazute, unde diferentele absolute
mici se traduc in schimbari mari de rang.

Astfel, analiza comparativa a acestor doua instrumente bioinformatice a demonstrat o
precizie mai mare a instrumentului Freyja pentru monitorizarea mutatiilor genetice ale virusului
SARS-CoV-2 identificate n apele uzate si pentru predictia valurilor epidemice.

Datele complete referitoare la evaluarea comparativd a performantei instrumentelor
Freyja si Kallisto, inclusiv rezultatele privind acuratetea predictiilor si capacitatea de
deconvolutie a variantelor SARS-CoV-2, sunt redate in figura 1 si 2, Anexa 4.

4.3. Concluzii la capitolul 4

1. Monitorizarea genomica a evolutiei virusului SARS-CoV-2 prin investigarea apelor uzate
s-a dovedit a fi o strategie eficienta pentru urmarirea dinamicii si prevalentei variantelor
acestuia in cadrul unei comunitati.

2. Metodele de secventiere a virusului SARS-CoV-2 din apele uzate si instrumentele
bioinformatice utilizate (Freyja si Minimap) au permis identificarea liniilor genetice
predominante in perioada investigata.

3. Tn anul 2024 au fost identificate 32 de linii genetice ale virusului SARS-CoV-2
corespunzatoare sistemului de clasificare Pango Lineages, utilizat la nivel global pentru
monitorizarea evolutiei virusului, cu predominarea subliniilor B.1.177.66, B.1.1.243,
B.1.160.32 si B.1.1.305.

4. Tn perioada iunie-august 2025, liniile predominante ale virusului SARS-CoV-2 in
Republica Moldova au fost AY.57, BA.3, BF.22, NS.3, NT.1, XFG.12, XP, XFG.5,
XFG.4, ceea ce este In concordanta cu datele OMS pentru perioada respectiva.

5. Instrumentul Freyja asigurd identificarea abundentei variantelor genetice ale virusului

SARS-CoV-2 cu cea mai apropiatd de raporturile asteptate.
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DISCUTII

La 5 mai 2023, OMS a declarat sfarsitul pandemiei de COVID-19, dar aceasta nu
inseamna ca virusul a disparut. Subvariantele SARS-CoV-2, care au un potential ridicat de a
afecta sanatatea umana, circula si in perioada postpandemica. Dificultatea prognozarii
mutatiilor genetice ale virusului SARS-CoV-2 este un obstacol semnificativ in supravegherea
sanatatii publice [178,179].

Astfel, interventiile de sanatate publica continua sa se confrunte probleme majore din
cauza aparitiei noilor sublinii ale variantei Omicron, care ingreuneaza diagnosticul, tratamentul
si reduc eficacitatea vaccinurilor.

Pentru lichidarea obstacolelor in supravegherea sanatatii publice in legatura cu virusul
SARS-CoV-2 este necesara monitorizarea permanenta a circulatiei acestuia si investigarea
continua a profilului genetic al variantelor sale.

Carabelli si colab., prin implementarea extinsa a epidemiologiei genomice virale pe
perioada pandemica si postpandemicd, au urmarit evolutia SARS-CoV-2 aproape ca in timp
real [174].

Prezentul studiul s-a axat pe monitorizarea circulatiei virusului SARS-CoV-2 pe teritoriul
republicii prin secventierea intregului genom si analiza filogenetica a rezultatelor obtinute. Cu
acest scop au fost izolate 733 de secvente ale virusului SARS-CoV-2 din probe clinice umane
si 31 de secvente din ape uzate. Tn urma analizei acestor secvente au fost stabilite tulpinile virale
circulante pe teritoriul Republicii Moldova in perioada studiatd, mutatiile genetice si
modificarile fenotipice ale acestora.

Cel mai bine au fost studiate variantele Delta si Omicron si subliniile lor, in legatura cu
ratele crescute de mortalitate si de morbiditate asociate cu valurile pandemice provocate de
aceste variante.

Tulpina Delta, raportata pentru prima data in India la sfarsitul anului 2020, pe langa multe
caracteristici biologice ale virusului original, poseda patru caracteristici majore care 0
diferentiaza de acesta: incarcatura virald sporitd, concentratic mare a virusului expirat, ceea ce
creste semnificativ probabilitatea expunerii persoanelor la virus, simptome discrete [175].

Aceste caracteristici au facut ca tulpina Delta sa fie dificil de prevenit, multe masuri de
protectie fiind ineficiente. Numarul mare de rezultate experimentale au aratat ca metodele
utilizate pentru prevenirea si tratamentul infectiei cu aceastd tulpind (B.1.617.2), precum
plasma convalescentd, anumiti anticorpi monoclonali si unele vaccinuri partiale, nu au
functionat [175,180].

Conform datelor publicate de Focosi D. si colab., Yajima si colab, varianta Omicron a

fost identificata pentru prima datd in Africa de Sud la sfarsitul anului 2021, iar pe teritoriul
95



republicii a fost atestata la inceputul anului 2022. Omicron s-a raspandit rapid la nivel mondial,
eliminand practic variantele anterioare, cum ar fi Delta, din populatiile umane [176,177].

Yamasoba D si colab. au stabilit ca in cazul variantei Omicron primele au aparut
urmatoarele trei linii: BA.1, BA.2 si BA.3. Prima a devenit dominanta la nivel global lina BA.1,
inlocuita n scurt timp de BA.2. Atat BA.2, cat si subliniile descendente, inclusiv BA.4 si BA.S,
s-au diversificat rapid, generdnd numeroase variante. De la inceputul anului 2022 pana in
prezent aproape toate variantele circulante ale virusului SARS-CoV-2 sunt descendentele liniei
BA.2 [178].

Rezultatele studiului nostru confirma faptul ca virusul SARS-CoV-2 a suferit mai multe
modificari genetice si continua sa muteze, si sa genereze variante noi. Seria de variante mutante
generate de virus in timpul pandemiei si in perioada postpandemica au influentat direct nivelul
morbiditatii, provocand mai multe valuri epidemice. Majoritatea mutatiilor au vizat gena S,
ceea ce a afectat semnificativ patogeneza virusului, deoarece proteina Spike, codificatd de
aceasta gena, este responsabila pentru multe procese critice Tn ciclul de replicare al virusului.

Tn cadrul studiului au fost descoperite patru secvente recombinante care pot insemna fie
o mutatie a virusului 1n interiorul tarii, fie ca acesti pacienti au fost infectati simultan cu doua
sublinii care au format Tn final linii recombinante.

Cercetarile la nivel international au constatat ca circulatia mai multor variante genetice
ale virusului SARS-CoV-2 au generat variante recombinante. Yi si colab. au demonstrat ca
recombinarea intre linii evolutiv indepartate sau linii strans inrudite poate determina evolutia
SARS-CoV-2 si are potentialul de a duce la o noud tulpind predominantd, dovadd ca
recombinarea joaca un rol important in evolutia SARS-CoV-2 [179].

Conform rezultatelor prezentului studiu, n secventele analizate au fost observate diferite
clase de mutatii, precum substitutii, deletii si insertii de nucleotide si de aminoacizi, deplasarea
cadrului de citire a genei, mutatii nonsinonime si sinonime, si private. In majoritatea cazurilor,
modificarile genomice ale virusului SARS-CoV-2 au fost determinate de substitutii, Tn medie
72,6 £ 21,1 de substitutii per genom, urmate de deletii, in medie 48,6 + 20,1 per genom si de
insertii cu DCC care au fost detectate foarte rar, in medie 4,5 + 8,3 si, respectiv, 1,7 + 2,2 per
genom. Cele 13 672 de mutatii sinonime si 54 080 nonsinonime identificate in setul de date
inregistrate exercitd o presiune selectiva puternicd care favorizeaza modificarile proteice
vizibile la nivelul intregului genom, dar cu diferente semnificative de la o gena la alta.

Datele obtinute de Banu si colab. in 2025 confirma ca in variantele Omicron si Delta,
detectate si secventiate Tn perioada martie 2021-februarie 2022 in Bangladesh, substitutiile au
fost mult mai numeroase decat deletiile si insertiile. Modelele de modificare a nucleotidelor de

inalta frecventd au fost similare (pentru C > T s1 A > ) in ambele variante, dar diferite in unele
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(de exemplu, G > T, G > A) [180]. Preferintele pentru aminoacizi specifici in substitutii si
deletii variaza in diferite proteine ale acestor variante, iar studiul impactului lor functional ar
putea dezvalui motivul mutatiei si modificarile fenotipice [180].

Mutatiile virusului SARS-CoV-2 identificate in secventele analizate Tn prezentul studiu
au fost similare cu constatarile numeroaselor cercetari nationale si internationale precum cele
efectuate de Banu si colab. in 2025, Mustafa si colab. in 2024, Aguilar-Martinez si colab. n
2024. Rezultatele acestor studii sugereaza ca virusul SARS-CoV-2 a suferit un sir de mutatii
genetice care au influentat direct aparitia de schimbari fenotipice [180,181,182].

Tn perioada postpandemica, in timpul sciderii numarului de testari ale probelor umane la
prezenta virusului SARS-CoV-2, a fost implementata metoda monitorizarii genetice a virusului
SARS-CoV-2 prin apele uzate colectate de la Statia de epurare din min. Chisinau.

Spre deosebire de secventierile genomului virusului SARS-CoV-2 din probele clinice,
utilizate pentru obtinerea secventelor calitative necesare pentru dezvoltarea vaccinurilor,
metodelor de tratament si de diagnostic, secventierea genomului viral din probele din mediu si
aplicarea diferitor instrumente de calcul din epidemiologia genomica ofera informatii despre
gama de variatii genetice circulante ale virusului SARS-CoV-2, despre originea, diseminarea
si varietatea acestor genomi, facilitand astfel predictia valurilor epidemice.

Olanda, Australia, Japonia, India, Italia, Spania, Suedia, Bangladesh si Statele Unite au
fost printre primele tari care au raportat detectarea ARN-ului virusului SARS-CoV-2 in apele
uzate municipale. Aceasta descoperire ar putea fi o sursa de informatii, posibil ascunse, despre
frecventa infectiilor cu SARS-CoV-2, precum si o modalitate eficientd din punct de vedere al
costurilor de screening aleatoriu al multor pacienti [183,184,185,186].

Pandemia de COVID-19 a evidentiat importanta epidemiologiei bazate pe ape uzate
pentru urmarirea si intelegerea bolilor infectioase la nivel mondial. Din 2020, numeroase echipe
universitare din Canada au organizat si au derulat cu succes diverse programe de monitorizare
a markerilor genetici ai SARS-CoV-2 in apele uzate, furnizdnd informatii suplimentare
importante pentru testarea generala pentru COVID-19 [187,188,189].

Procesul de secventiere a genomului SARS-CoV-2 din probele de ape uzate realizat Tn
cadrul studiului a evidentiat potentialul supravegherii genomice a acestora pentru monitorizarea
circulatiei virusului la nivel populational. Analiza a permis identificarea liniilor virale si
urmarirea variantelor circulante, inclusiv in randul persoanelor asimptomatice, demonstrand
utilitatea supravegherii apelor uzate ca instrument eficient pentru detectarea timpurie a

circulatiei virale si sustinerea masurilor de control al bolilor infectioase.
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CONCLUZII GENERALE
Caracterizarea filogenetica a izolatelor SARS-CoV-2 din Republica Moldova a
evidentiat succesiunea variantelor Delta si Omicron, precum si inlocuirea progresiva a
variantei Delta de catre subliniile Omicron. Identificarea a 21 de clade, dintre care 21L,
22B, 22E, 23A, 23D si 24A au avut un rol evolutiv major, ceea ce confirma integrarea
tulpinilor locale in structura filogenetica globala si evidentiaza particularitati regionale
de circulatie virala.
Analiza evolutiei genomice a virusului SARS-CoV-2 a demonstrat o dinamica evolutiva
acceleratd a SARS-CoV-2, exprimata prin acumularea progresiva a mutatiilor, in special
n regiunile asociate proteinei Spike. Comparativ cu varianta Delta, varianta Omicron a
demonstrat un nivel semnificativ mai ridicat de diversificare genomica, caracterizat prin
acumularea a aproximativ 140—150 de mutatii per genom, fata de circa 40 de mutatii per
genom 1n cazul variantei Delta.
Evaluarea tipurilor de mutatii a evidentiat predominanta modificarilor genetice cu impact
functional, in special a mutatiilor nonsinonime, care depdsesc semnificativ mutatiile
sinonime. Aceasta distributie indicd un proces de selectie pozitiva, asociat cu
adaptabilitatea virald, cresterea transmisibilitatii si potentialul de evadare imuna, avand
implicatii directe asupra diagnosticului molecular si supravegherii variantelor
emergente.
Integrarea datelor genomice cu cele epidemiologice a demonstrat asocierea dintre
emergenta variantelor SARS-CoV-2 si intensificarea procesului epidemic in Republica
Moldova. Tranzitia de la varianta Delta la Omicron a coincis cu cresteri ale incidentei si
cu formarea valurilor epidemice, confirmand rolul diversitatii genotipice in modelarea
evolutiei epidemiologice a COVID-19 si evidentiind necesitatea consolidarii
supravegherii genomice pentru fundamentarea interventiilor de sanatate publica.
Monitorizarea SARS-CoV-2 in apele uzate din municipiul Chisindu a fost validata ca
metoda complementara, sensibild si precoce de supraveghere epidemiologicd. Aceasta
abordare a permis evidentierea variantelor circulante si anticiparea tendintelor evolutive
ale infectiei, constituind o contributie originald la dezvoltarea supravegherii integrate de
mediu si sdnatate publica, subliniind totodata necesitatea adaptarii continue a metodelor
de diagnostic molecular in contextul variabilitdtii genetice a virusului.
Rezultatele obtinute fundamenteaza necesitatea implementarii unui model national de
supraveghere integratai a SARS-CoV-2, bazat pe corelarea datelor genomice,

epidemiologice si de mediu. Acest model contribuie la identificarea precoce a variantelor
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emergente, anticiparea tendintelor epidemice si consolidarea unui sistem de sandtate

publica predictiv, rezilient si orientat spre decizii bazate pe dovezi.

RECOMANDARI

1. Dezvoltarea si implementarea unui sistem integrat de supraveghere genomicd a SARS-
CoV-2, bazat pe monitorizarea continua a tulpinilor circulante si corelarea datelor
genomice cu cele clinice si epidemiologice, cu partajarea sistematicad a datelor pe
platforme internationale (ex. GISAID), in vederea fundamentdrii strategiilor de sdnatate
publica, optimizarii interventiilor terapeutice si profilactice si cresterii eficientei
sistemului de sanatate.

2. Consolidarea capacitatilor nationale de secventiere genomicd, prin elaborarea si
implementarea unei strategii si a unui plan national care sa includa dezvoltarea
infrastructurii, resurselor umane si cadrului normativ, precum si integrarea in practica
de rutina a metodelor inovative, inclusiv supravegherea genomica in apele uzate, pentru
monitorizarea circulatiei virale si anticiparea tendintelor epidemiologice.

3. Valorificarea rezultatelor cercetarii si asigurarea continuitatii investigatiilor stiintifice,
prin extinderea supravegherii genomice asupra altor agenti patogeni de importanta
pentru sanatatea publica si integrarea metodelor avansate de analiza bioinformatica, in
scopul dezvoltarii unui sistem de sdnatate publicd predictiv, rezilient si orientat spre

decizii bazate pe dovezi.
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ANEXE

Anexa 1
Tabelul A.1. 1. Evaluarea comparativa a caracteristicilor izolatelor secventiate si a genomului variantelor OMS
ale virusului SARS-CoV-2
Varianta Total 05%% CI? Delta 95% Omicron 95% | Recombinant | 95% | Statistic p-
0
OMS N =733! N = 49! CI? N = 680! ClI? N =41 ClI? Test® value®
Substitutii 72.6(21.1) | 71,74 | 429 (45) | 42,44 | 74.6(20.1) 73,76 99.8 (24.2) 61, 138 124 <0.001
70.0 (16.0) 42.0 (4.0) 71.0 (20.0) 105.5 (22.3)
14.0131.0 33.058.0 14.0 131.0 66.0 122.0
Deletii 48.6 (20.1) | 47,50 |17.0(11.5) | 14,20 | 50.9 (18.6) | 49,52 44.8 (22.7) 8.6, 81 93 <0.001
55.0 (20.0) 14.0 (3.0) 56.0 (18.3) 43.0 (31.8)
0.0218.0 13.092.0 0.0218.0 22.071.0
Insertii 45(8.3) | 39,51 | 0.0(0.0) NA, 4.8 (8.5) 42,55 4.5 (5.7) -4.6, 14 24 <0.001
0.0 (9.0) 0.0 (0.0) NA 0.0 (9.0) 3.0(7.5)
0.049.0 0.00.0 0.049.0 0.012.0
DCC 1.7(22) | 1518 | 09(1.0) | 0.62, 1.7 (2.3) 1.6,1.9 1.3(2.5) -2.7, 11 0.004
1.0 (1.0) 1.0 (1.0) 1.2 1.0 (1.0) 0.0 (1.3) 5.2
0.014.0 0.04.0 0.014.0 0.05.0
Substitutii 415(19.9) | 40,43 | 32.0(4.2) | 31,33 | 421(20.3) | 41,44 67.8 (27.4) 24,111 13 0.002
aminoacidice | 43.0 (27.0) 32.0 (6.0) 44.0 (27.3) 75.0 (23.3)
6.0 95.0 21.040.0 6.0 95.0 29.092.0
Deletii 11.9(5.1) | 12,12 5.3(1.8) 4.8, 12.4 (4.9) 12,13 13.8 (3.0) 9.0,19 102 <0.001
aminoacidice | 12.0 (5.0) 5.0 (2.0) 59 12.0 (4.0) 13.0 (1.8)
0.067.0 3.011.0 0.067.0 11.018.0
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Varianta

Total

Delta

95%

Omicron

95%

Recombinant | 95% | Statistic p-
95% CI2
OMS N = 733! N = 49! ClI? N = 680! CI? N = 4! CI? Test® valuge®
Insertii 0.5(1.4) 0.43, 0.0 (0.0) NA, 0.6 (1.4) 0.46, 0.5 (0.6) -0.42, 17 <0.001
aminoacidice | 0.0 (0.0) 0.63 0.0 (0.0) NA 0.0 (1.0) 0.67 0.5 (1.0) 1.4
0.08.0 0.00.0 0.08.0 0.01.0
Virsta 575(21.3) | 56,59 |61.1(19.2)|56,67 | 57.2(21.4) 56, 59 56.3 (37.9) -4.0, 15 0.5
63.0 (27.0) 67.0 (25.0) 63.0 (27.0) 70.0 (31.3) 116
1.095.0 3.094.0 1.095.0 1.084.0
Gen 0.20 >0.9
F 408 52%, 26 39%, | 380 (55.9%) | 52%, 2 (50.0%) 1.0%,
(55.7%) 59% (53.1%) 67% 60% 99%
M 325 41%, 23 33%, | 300 (44.1%) | 40%, 2 (50.0%) 1.0%,
(44.3%) 48% (46.9%) 61% 48% 99%
Resedinta 0.05 >0.9
Rural 153 18%, 10 9.1%, | 142 (20.9%) | 18%, 1 (25.0%) 0.00%,
(20.9%) 24% (20.4%) 32% 24% 67%
Urban 580 76%, 39 68%, | 538 (79.1%) | 76%, 3 (75.0%) 33%,
(79.1%) 82% (79.6%) 91% 82% 100%
Provenienta 0.47 >0.9
Import 6 (0.8%) 0.17%, 0 (0.0%) | 0.00% 6 (0.9%) 0.18%, 0 (0.0%) 0.00%,
1.5% : 1.6% 0.00%
0.00%
Local 727 99%, 49 100%, | 674 (99.1%) | 98%, 4 (100.0%) 100%,
(99.2%) 100% (100.0%) | 100% 100% 100%
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Varianta

Total

Delta

95%

Omicron

95% | Recombinant | 95% | Statistic p-
95% CI2
OMS N = 733! N = 49! ClI? N = 680! CI? N = 4! CI? Test® valuge®
Anul 692 <0.001
2021 46 (6.3%) 4.5%, 46 87%, 0 (0.0%) 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%,
8.0% (93.9%) | 100% 0.00% 0.00%
2022 410 52%, 3(6.1%) | 0.00% | 407 (59.9%) | 56%, 0 (0.0%) 0.00%,
(55.9%) 60% , 13% 64% 0.00%
2023 215 26%, 0(0.0%) | 0.00% | 212 (31.2%) | 28%, 3 (75.0%) 33%,
(29.3%) 33% : 35% 100%
0.00%
2024 62 (8.5%) 6.4%, 0 (0.0%) | 0.00% | 61 (9.0%) 6.8%, 1 (25.0%) 0.00%,
10% : 11% 67%
0.00%
Mean (SD)
Median (IQR)

Min Max ; n (%)

2C| = Confidence Interval

3Kruskal-Wallis rank sum test; Pearson’s Chi-squared test with simulated p-value
(based on 1e+05 replicates)

113




Tabelul A.1. 2. Evaluarea comparativi a mutatiilor private detectate in variantele OMS ale virusului SARS-CoV-2

. Total . . .

g{‘l‘\f;‘:: N= | 95%CI? ND:e'flgl 95% CI? ﬁ@'gg%? 95% CI? Rec&"ﬂ?am 95% CI? StTa;'sits'C p-value?
733

AL0447G | 9 | 043%, | O | 0.00%, |8(12%) | 037% | 1(250%) | 0.00%, 19 0.034
(1.2%) | 20% | (0.0%) | 0.00% 2.0% 67%

AL0449C | 14 | 092%, | 0O | 0.00%, 13 0.88%, | 1(250%) | 0.00%, 12 0.048
(1.9%) | 2.9% | (0.0%) | 0.00% | (1.9%) | 2.9% 67%

AI5451G | 12 | 072%, | 0O | 0.00%, 12 0.78%, | 0(0.0%) | 0.00% | 095 0.6
(16%) | 26% | (0.0%) | 000% | (1.8%) | 2.8% 0.00%

A16935G | 1 | 0.00%, | O | 000%, |1(0.1%) | 0.00% | 0(0.0%) | 000% | 008 >0.9
(01%) | 0.40% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

A1931C 2 | 000%, | 0 | 000% |2(03%) | 000% | 0(0.0% | 0.00% | 0.6 >0.9
(0.3%) | 0.65% | (0.0%) | 0.00% 0.70% 0.00%

A21987G | 3 | 0.00%, 1| 000% |2(03%) | 000% | 0(.0%) | 0.00%, 3.4 0.2
04%) | 087% | 20%) | 6.0% 0.70% 0.00%

A22000C | 28 | 2.4%, 0 | 0.00%, 28 26%, | 0(0.0%) | 0.00%, 23 0.4

0 0, 0, [0) 0, 0, 0,

3.8%) | 52% | (0.0%) | 000% | (41%) | 56% 0.00%

A22200T | 4 | 001%, | 0O | 000%, |4(06%) | 001% | 0(0.0%) | 000% | 031 >0.9
05%) | 1.1% | (0.0%) | 0.00% 1.2% 0.00%

A22578G | 1 | 000%, | O | 0.00%, |1(0.1%) | 000% | 0(0.0%) | 0.00% | 008 >0.9
(01%) | 0.40% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

A22664C | 3 | 000%, | O | 0.00%, |3(04%) | 000% | 0(0.0%) | 000% | 023 >0.9
(0.4%) | 087% | (0.0%) | 0.00% 0.94% 0.00%
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Total

gﬁ‘\f;‘:;‘ N= | 95%CI? ND:e'flgl 95% CI2 ﬁ@'gg‘é’f 95% CI2 Recmbé'l?a”t 95% CI2 StTa;'sitg'C p-value®
733

A22898G | 21 | 1.7%, 0 | 000w, | 21 18%, | 0(0.0%) | 0.00%, 17 05
2.9%) | 41% | (0.0%) | 0.00% | (31%) | 4.4% 0.00%

A22042T | 2 | 000%, | 0 | 000%, |2(03%) | 0.00%, | 0(0.0%) | 000% | 0.6 >0.9
(0.3%) | 065% | (0.0%) | 0.00% 0.70% 0.00%

A22992G | 1 | 000%, | 0 | 000%, |1(0.1%) | 0.00%, | 0(0.0%) | 000% | 008 >0.9
(01%) | 040% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

A22995C | 1 | 000%, | 0 | 000%, |1(0.1%)| 0.00%, | 0(0.0%) | 000% | 008 >0.9
(01%) | 040% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

A23048G | 80 | 8.7%, 0 | 000% | 80 93%, | 0(0.0%) | 0.00%, 7.0 0.045
(109%) | 13% | (0.0%) | 000% | (11.8%) | 14% 0.00%

A23222G | 3 | 000%, | O | 0.00%, |3(04%) | 0.00%, | 0(0.0%) | 0.00%, | 023 >0.9
(04%) | 087% | (0.0%) | 0.00% 0.94% 0.00%

A23604C | 1 | 000%, | 0 | 000%, |1(0.1%) | 0.00%, | 0(0.0%) | 000% | 008 >0.9
(01%) | 040% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

A23854C | 6 | 017%, | 0 | 0.00%, |6(0.9%) | 0.18%, | 0(0.0%) | 000%, | 047 >0.9
0.8%) | 15% | (0.0%) | 0.00% 1.6% 0.00%

A24130C | 1 | 000%, | 0 | 000%, |1(01%) | 0.00%, | 0(0.0%) | 000%, | 008 >0.9
(01%) | 040% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

A24469T | 22 | 1.8%, 0 | 000% | 22 19%, | 0(0.0%) | 0.00% 18 05
3.0%) | 42% | (0.0%) | 0.00% | (32%) | 4.6% 0.00%

A26709G | 1 | 000%, | 0 | 000%, |1(0.1%) | 0.00%, | 0(0.0%) | 000% | 008 >0.9
(01%) | 040% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%
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. Total . . .

gﬁ‘\f;‘:;‘ N= | 95%CI? ND:e'flgl 95% CI? ﬁ@'gg‘é’f 95% CI? Recmbé'l?a”t 95% CI? StTa;'sits'C p-value®
733

A28882G | 1 | 000%, | O | 000%, |1(0.1%) | 0.00% | 0(0.0%) | 000% | 008 >0.9
(0.1%) | 0.40% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

A4184G 6 | 017% | 0 | 0.00% |6(0.9%)| 0.18%, | 0(0.0%) | 0.00% | 047 >0.9
08%) | 15% | (0.0%) | 0.00% 1.6% 0.00%

AB393G 1 | 000% | 0 | 000% |1(0.1%)| 000%, | 0(0.0%) | 0.00%, | 0.08 >0.9
(0.1%) | 0.40% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

C15939T | 1 | 000% | 0 | 000% |1(0.1%)| 0.00% | 0(0.0%) | 0.00% | 008 >0.9
(01%) | 0.40% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

C17859T | 3 | 000% | O | 000% |3(0.4%) | 0.00% | 0(0.0%) | 000% | 023 >0.9
04%) | 087% | (0.0%) | 0.00% 0.94% 0.00%

C22016T | 2 | 000% | O | 000% | 1(0.1%) | 0.00% | 1(250%) | 0.00%, 90 0.011
(0.3%) | 0.65% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 67%

C22620A | 1 | 000% | O | 000% |1(01%)| 0.00% | 0(0.0%) | 0.00% | 008 >0.9
(0.1%) | 0.40% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

C22673T | 1 | 000% | 0 | 000% |1(0.1%)| 0.00% | 0(0.0%) | 0.00% | 008 >0.9
(01%) | 0.40% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

C22786A | 6 | 017% | O | 000% | 4(0.6%) | 001% | 2(50.0%) | 1.0%, 120 | <0.001
0.8%) | 15% | (0.0%) | 0.00% 1.2% 99%

C22895G | 17 | 1.2% 0 | 0.00%, 17 13%, | 0(0.0%) | 0.00%, 14 05
23%) | 34% | (0.0%) | 000% | (25%) | 3.7% 0.00%

C22896T | 29 | 25% 0 | 0.00%, 29 27% | 0(0.0%) | 0.00%, 24 0.4
4.0%) | 54% | (0.0%) | 000% | (43%) | 58% 0.00%
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Total

Mutatii _ o , | Delta o > | Omicron o , | Recombinant o , | Statistic i 3

private 7[\:|';?:1 95% ClI N = 49 95% ClI N = 6801 95% ClI N = 41 95% ClI Test? p-value

C23013A 11 0.62%, 0 0.00%, 11 0.67%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.87 0.6
(1.5%) 2.4% (0.0%) 0.00% (1.6%) 2.6% 0.00%

C23018T 5 0.09%, 0 0.00%, | 5(0.7%) | 0.09%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.39 >0.9
(0.7%) 1.3% (0.0%) 0.00% 1.4% 0.00%

C23019T 3 0.00%, 0 0.00%, | 3(0.4%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.23 >0.9
(0.4%) 0.87% (0.0%) 0.00% 0.94% 0.00%

C23031T 20 1.5%, 0 0.00%, 20 1.7%, 0 (0.0%) 0.00%, 1.6 0.5
(2.7%) 3.9% (0.0%) 0.00% (2.9%) 4.2% 0.00%

C23075T 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

C27259A 2 0.00%, 0 0.00%, | 2(0.3%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.16 >0.9
(0.3%) 0.65% (0.0%) 0.00% 0.70% 0.00%

C27382G 9 0.43%, 0 0.00%, | 9(1.3%) | 0.46%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.71 0.7
(1.2%) 2.0% (0.0%) 0.00% 2.2% 0.00%

C27384T 9 0.43%, 0 0.00%, | 9(1.3%) | 0.46%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.71 0.7
(1.2%) 2.0% (0.0%) 0.00% 2.2% 0.00%

C27438T 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

C29510A 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

C3565T 5 0.09%, 0 0.00%, | 5(0.7%) | 0.09%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.39 >0.9
(0.7%) 1.3% (0.0%) 0.00% 1.4% 0.00%
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Total

Mutatii _ o , | Delta o > | Omicron o , | Recombinant o , | Statistic i 3

private 7[\:|';?:1 95% ClI N = 49 95% ClI N = 6801 95% ClI N = 41 95% ClI Test? p-value

G18163A 20 1.5%, 0 0.00%, 19 1.6%, 1 (25.0%) 0.00%, 8.9 0.051
(2.7%) 3.9% (0.0%) 0.00% (2.8%) 4.0% 67%

G19326A 2 0.00%, 0 0.00%, | 2(0.3%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.16 >0.9
(0.3%) 0.65% (0.0%) 0.00% 0.70% 0.00%

G20055A 20 1.5%, 0 0.00%, 20 1.7%, 0 (0.0%) 0.00%, 1.6 0.5
(2.7%) 3.9% (0.0%) 0.00% (2.9%) 4.2% 0.00%

G22278A 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

G22688A 5 0.09%, 0 0.00%, | 5(0.7%) | 0.09%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.39 >0.9
(0.7%) 1.3% (0.0%) 0.00% 1.4% 0.00%

G22882T 14 0.92%, 0 0.00%, 14 0.99%, 0 (0.0%) 0.00%, 1.1 0.6
(1.9%) 2.9% (0.0%) 0.00% (2.1%) 3.1% 0.00%

G22917T 3 0.00%, 0 0.00%, | 3(0.4%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.23 >0.9
(0.4%) 0.87% (0.0%) 0.00% 0.94% 0.00%

G22942T 11 0.62%, 0 0.00%, 11 0.67%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.87 0.7
(1.5%) 2.4% (0.0%) 0.00% (1.6%) 2.6% 0.00%

G22995C 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

G23018T 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

G23040A 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%
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Total

Mutatii N 95% CI2 Delta omi
rivate N o Cl _ 95% CI2 icron Recombi L
P 7331 N = 49" o ClI N = 680 95% CI2 o Lll?ant 959% CI2 StatISt3IC p-value?
G23055A 1 0 et
.00%, 0 0.00% 0
01 | 0a0% | ©o%) | 000 | OB S | PO | e | % >0.9
' A44% 0.00% '
G23403A 3 0.00% 0
.00%, 0.00%
0wy | oame | 0owy | oo || osme | 0 | oo | | T
' 94% 0.00% '
G23599T | 26 2.2% 0
2%, 0.00%,
(35%) | 49% | (0.0%) 0.00% (3%%/0) 254;‘;/; 0(0.0%) | 0.00%, 2.1 0.3
: 3% 0.00%
G26275A 3 0.00% 0
' ’ 0.00% 0,
©1%) | 087% | (0.0%) | 0.00% 3089 %%91%//0 0(00%) | 000%, 0.23 >0.9
' 94% 0.00% '
G26577C 6 0.17% 0
. ) 0.009% 0
©08%) | 15% | (00%) | 0.00% R e e B~ O I >0.9
' 6% 0.00% '
G405A 2 0.00% 0
.00%, 0.00%, 0
03%) | 065% | (0.0%) | 0 o0k 2 (0.3%) %C;%‘jﬁ 0(0.0%) | 0.00%, 0.16 >0.9
' 10% 0.00% '
G670T 42 4.0% 0
.0%, 0.00%,
57%) | 74% | (0.0%) o.ooo}; (6‘:)10/0) %‘;/; 1(25.0%) | 0.00%, 5.8 0.051
: 8% 67%
G9424A 1 0.00% 0
' ’ OOO(V, 0,
©1%) | 040% | (0.0%) | 0.00% HOBE T O e | 0O e | 0 >09
' A44% 0.00% '
T10029C 1 0.00% 0
) , 0.00%, 1 (0.19
©1%) | 040% | 0.0%) | 0.00% 4% Pyvirdll I (0.0%) ) 000, 1 008 >0.9
' A44% 0.00% '
T10189C 1 0.00% 0
.00%, 0.00%, 0
©1%) | 040% | (0.0%) | 0 o0k 1(0.1%) %.aaf;//o, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
' A44% 0.00% '
T10198C 4 0.01% 0
.01%, 0.00%, | 4 (0.69
(05%) | 1.1% | (0.0%) | O ooo; (0.6%) | 0.01%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.31 >0.9
S 1.2% 0.00% '
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Total

gﬁ‘\f;‘:;‘ N= | 95%CI? ND:e'flgl 95% CI? ﬁ@'gg‘é’f 95% CI? Recmbé'l?a”t 95% CI? StTa;'sitg'C p-value®
733

T11674C | 2 | 000%, | O | 0.00%, |2(0.3%) | 000% | 0(0.0%) | 0.00% | 0.16 >0.9
(0.3%) | 0.65% | (0.0%) | 0.00% 0.70% 0.00%

T11956C | 2 | 000%, | O | 000%, |2(03%) | 0.00% | 0(0.0%) | 000% | 0.16 >0.9
(0.3%) | 0.65% | (0.0%) | 0.00% 0.70% 0.00%

T12789C | 14 | 092%, | 0 | 0.00%, 14 | 099%, | 0(0.0%) | 0.00%, 11 0.6
(1.9%) | 2.9% | (0.0%) | 000% | (21%) | 3.1% 0.00%

T14408C | 5 | 009%, | 0 | 0.00%, |5(0.7%) | 009% | 0(0.0%) | 0.00% | 0.39 >0.9
©0.7%) | 13% | (0.0%) | 0.00% 1.4% 0.00%

TI5714C | 15 | 1.0%, 0 | 0.00%, 14 | 099%, | 1(250%) | 0.00%, 12 0.052
20%) | 31% | (0.0%) | 000% | (21%) | 3.1% 67%

T1627C o | 043%, | 0 | 000%, |9(L3%)| 0.46%, | 0(0.0%) | 000% | 071 0.7
(1.2%) | 2.0% | (0.0%) | 0.00% 2.2% 0.00%

T17334G | 15 | 1.0%, 0 | 0.00%, 14 | 099%, | 1(250%) | 0.00%, 12 0.051
20%) | 31% | (0.0%) | 000% | (21%) | 3.1% 67%

T18703G | 1 | 000%, | O | 0.00%, |1(0.1%)| 000% | 0(0.0%) | 0.00% | 008 >0.9
(01%) | 040% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

T19524C | 1 | 000%, | O | 0.00%, |1(0.1%) | 000% | 0(0.0%) | 000% | 008 >0.9
(01%) | 040% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

T10955C | 4 | 001%, | O | 0.00%, |4(0.6%) | 001% | 0(0.0%) | 000% | 031 >0.9
05%) | 11% | (0.0%) | 0.00% 1.2% 0.00%

T21077C | 1 | 000%, | O | 0.00%, |1(0.1%)| 000% | 0(0.0%) | 0.00% | 008 >0.9
(0.1%) | 0.40% | (0.0%) | 0.00% 0.44% 0.00%

120




Total

Mutatii _ o , | Delta o > | Omicron o , | Recombinant o , | Statistic i 3

private 7[\:|';?:1 95% ClI N = 49 95% ClI N = 6801 95% ClI N = 41 95% ClI Test? p-value

T21110C 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

T21618C 2 0.00%, 0 0.00%, | 2(0.3%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.16 >0.9
(0.3%) 0.65% (0.0%) 0.00% 0.70% 0.00%

T22317G 6 0.17%, 0 0.00%, | 6(0.9%) | 0.18%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.47 >0.9
(0.8%) 1.5% (0.0%) 0.00% 1.6% 0.00%

T22329C 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

T22480C 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

T22674C 3 0.00%, 0 0.00%, | 3(0.4%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.23 >0.9
(0.4%) 0.87% (0.0%) 0.00% 0.94% 0.00%

T22686C 97 11%, 0 0.00%, 97 12%, 0 (0.0%) 0.00%, 8.7 0.015
(13.2%) 16% (0.0%) 0.00% (14.3%) 17% 0.00%

T241C 13 0.82%, 5 1.7%, 8 (1.2%) | 0.37%, 0 (0.0%) 0.00%, 21 0.003
(1.8%) 2.7% (10.2%) 19% 2.0% 0.00%

T24424A 4 0.01%, 0 0.00%, | 4(0.6%) | 0.01%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.31 >0.9
(0.5%) 1.1% (0.0%) 0.00% 1.2% 0.00%

T2470C 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

T25416C 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%
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Total

Mutatii N 9 , | Delta
private = 5% ClI © 95% C|2 Omicron '
733! N o g | 9%tz | TEEY | o506 ciz | RETODANT | ggop 2 | SILEHC
N =4 Test3 p-value®
T25584C | 9 0.43% 0 0.00%, | 9 (1.39
: .00%, 3% 0
(1L.2%) | 20% | (0.0%) | 0.00% O e | OO e | 0T 0.7
T26060C | 5 0.09% 0 0.00% o
0 ' ' .00%, | 5(0.7% 0.099
0.7%) | 13% | (0.0%) | 0.00% : 1020//: | 0000 oo 039 >0.9
T26270C | 3 0.00% 0 0.00% o
.00%, 00%, | 3 (0.4% 9
©a%) | 087% | (0.0%) | 0.00% (0.4%) %.%91 0//<; 0 (0.0%) 0.00%, 0.23 >0.9
T27383A | 9 0.43% 0 0.00% o
: ' .00%, | 9(1.3% 9
(12%) | 20% | (0.0%) | 0.00% A e | 2O | Gome | %7 07
T27807C | 3 0.00% 0 0.00% o
0 ' ’ .00%, | 3(0.4% 0.009
(04%) | 0.87% | (0.0%) | 0.00% e | OO o | OF >0
T27889C | 5 0.09% 0 0.00% -
0 ' ' .00%, | 5(0.7% 0.09¢
©07%) | 13% | (0.0%) | 0.00% V| Q0% | 0008 0006 | 0.3 >0.9
T2790C 17 1.2% 0 0.00% o
2.3% ' V7 17 1.3%,
23%) | 34% | 0.0%) | 000% | (25%) 3.7(;; 0 (0.0%) 0.00%, 14 05
T28271A | 23 1.9% 0 0.00% b
3.1% : i 23 2.0%,
G1%) | 44% | ©o%) | 000% | (3.4%) 2.0% 0(0.0%) | 0.00%, 1.9 0.3
T28311C 14 0.92% 0 0.00% o
1.90/ ! " 07 14 0-990/,
wow) | 2o% | ©0o%) | 000% | @1%) 99% 0(0.0%) | 0.00%, 1.1 0.6
T28312C | 2 0.00% 0 0.00%, | 2 o
' d 00%, 0.3% 0
03w | oesw | 0ow | oo | | oz | 0 | oo | | T
T28681G | 2 0.00% 0 0.00% o
' ’ .00%, | 2(0.3% 0
(0.3%) | 0.65% | (0.0%) | 0.00% 0:5%) %.ooo/o ’ 0(0.0%) 0.00%, 0.16 >0.9
/0% 0.00% '
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Total

Mutatii _ o , | Delta o > | Omicron o , | Recombinant o , | Statistic i 3

private 7[\:|';?:1 95% ClI N = 49 95% ClI N = 6801 95% ClI N = 41 95% ClI Test? p-value

T28846C 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

T44C 56 5.7%, 0 0.00%, 55 6.0%, 1 (25.0%) 0.00%, 6.0 0.048
(7.6%) 9.6% (0.0%) 0.00% (8.1%) 10% 67%

T6310C 1 0.00%, 1 0.00%, | 0(0.0%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 14 0.072
(0.1%) 0.40% (2.0%) 6.0% 0.00% 0.00%

T6786C 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

T7113C 1 0.00%, 0 0.00%, | 1(0.1%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 0.08 >0.9
(0.1%) 0.40% (0.0%) 0.00% 0.44% 0.00%

T8986C 4 0.01%, 4 0.50%, | 0(0.0%) | 0.00%, 0 (0.0%) 0.00%, 56 <0.001
(0.5%) 1.1% (8.2%) 16% 0.00% 0.00%

T9344C 280 35%, 0 0.00%, 280 37%, 0 (0.0%) 0.00%, 35 <0.001
(38.2%) 42% (0.0%) 0.00% (41.2%) 45% 0.00%

n (%)

2C| = Confidence Interval

3Pearson's Chi-squared test with simulated p-value

(based on 1e+05 replicates)

123




Anexa 2.

Rezultatele testului Wilcoxon privind distributia mutatiilor genomice ale virusului
SARS-CoV-2 intre clade detectate (insertii, deletii si substitutii la nivel nucleotidic si
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Figura A.2. 1. Testul Wilcoxon privind repartizarea pe clade a numarului de substitutii
nucleotidice din genomul virusului SARS-CoV-2
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Wilcoxon p-values (BH): Substitutii_aminoacizi

24G 0,053
24E 0050 0.246
24C 0050 0.140 0053
24B - 0.060 0.300 0.050
24A 0003 0008 0039 0005 0.120
23H 0144 0295 0304 0304 0304 -
23D 0170 0000 0001 0003 0003 0003 0023

23C - 0144 0295 0304 0304 0304 0447
23B - 0.012 - 0010 0065 0082 0082 0.082

23A 0.010 | 0467 0006 0145 0000 0001 0003 0.003 0003 0.008
22F 0022 0039 0238 0002 0238 0000 0010 0018 0018 0018 0019
22E 0000 0000 0009 0219 0000 0442 0000 0001 0003 0003 0003 0.119
22D 0070 0001 0000 0015 0220 0000 0220 0000 0003 0006 0006 0.006 0.162
22C n 0265 0238 0.295 - 0.391 - 0144 0295 0304 0304 0.304 -
22B 0398 0002 0000 0000 0000 0008 0295 0000 0140 0000 0001 0003 0003 0.003 0086
22A 0104 0295 0218 0047 0018 0037 0077 0295 0071 0295 0003 0037 0048 0048 0048 0345
21L 0005 0000 0360 0000 0.000 0000 0.000 0.008 0108 0.144 0000 0001 0003 0003 0003 0.046
21K 0000 0003 0000 0304 0000 0000 0046 0.174 0.009 0013 042 0000 0001 0003 0003 0003 0014

21J 0024 0009 0003 0000 0145 0000 0000 0000 0000 0010 0295 0062 0.145 0000 0001 0003 0003 0.003 0075
21] 0295 - 0295 0295 - 0220 0219 0238 0467 - - 0144 0295 0304 0304 0304 0447
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Figura A.2. 2. Testul Wilcoxon privind repartizarea pe clade a numirului de substitutii
aminoacidice din genomul virusului SARS-CoV-2
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Wilcoxon p-values (BH): Deletii

24G

24E

24C

24B

24A

23H 0032 0354 0390 0359
23D 0000 0016 0216 0.045
23C 0.052

23B 8 0.001
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22B 0268 0.000 - 0000 0000 0.045 J 0.000

22A 0005 0398 0006 0003 0027 0004 010 0398 0005 0398 0000 |

21L 0.003 0,000 - 0006 0000 0027 - 0.052 0000 0,052

21K 0000 0003 0000 0182 0001 0000 0047 0351 0013 0000 0001 0028 0004
21J 0000 0000 0005 0000 0192 0000 0000 0052 0000 0017 0192 0000 0192 0000 0002 0005 0.005

21| 0408 0171 0142 0398 0.169 - 0239 0.198 - 0453 646&- 0426 - 0032 0354 0390 0359

Figura A.2. 3. Testul Wilcoxon privind repartizarea pe clade a numarului de deletii
nucleotidice din genomul virusului SARS-CoV-2
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Wilcoxon p-values (BH): Deletii_aminoacizi

24G 0.116
24E 0.116
24C 0.027 0027 0322
24B 0163 0290 0290 0.187
24A 0.003 - 0000 0000 0.017
23H 0003 0267 0.187 0.187 0.187 -
23D 0202 0000 0001 0003 0003 0003 0.044
23C 0202 0003 0267 0.187 0.187 0.187

23B 0.027 0000 0051 0047 0047 0047

23A 0022 0.187 - 0.187 0.000 0001 0003 0003 0003 0.051
22F 0023 0027 0187 0021 0187 0000 0008 0013 0013 0013 0034
22E 0.001 0000 0114 0325 0000 0325 0000 0000 0002 0002 0002 0270
22D 0.000 0053 0303 0022 0.187 m 0187 0000 0002 0003 0003 0003 0.016
22C - 0203 -- 0.301 0003 0267 0187 087 0.187 0.322
22B 0.127 0000 0023 0000 0.000 "n,m 0.000 0.000 0001 0.004 0003 0.003 -
22A 0.005 0290 0.003 0003 0014 0003 0065 0290 0003 0290 0021 0303 0316 0316 0316 0.240
21L 0002 0000 0434 0033 0000 0010 | 0434 0015 0.176 - 0176 0000 0000 0001 0001 0001 0013
21K 0000 0214 0000 0127 0000 0000 0000 0000 0009 0144 0000 0144 0024 0.062 m 0016 0016 0.106
21J 0000 0000 0003 0000 0172 0000 0000 0044 0000 0008 0.442 0000 0.142 0000 0001 0003 0003 0003 0003

21| 10405 0127 0411 0290 0.114 - 0277 0.146 - 0357 0.301 - 0.290 - 0.003 0.267 0.187 0.187 0.187 0.322
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Figura A.2. 4. Testul Wilcoxon privind repartizarea pe clade a numirului de deletii
aminoacidice din genomul virusului SARS-CoV-2

127



24G
24E
24C
24B
24A
23H
23D
23C
23B
23A
22F
22E
22D
22C
22B
22A
21L
21K
21J

211

Wilcoxon p-values (BH): Insertii

0.000

0.005

- 0.005 0.002 0.000

W -
0.003 0.002 0.000

0.000 0.000 0.000 0000 0.000 0.00 0.036

0.013 0.020 0.000

0.000

- 0.000
- 0.000
0.255 0.000

0071 0.127 | 0429 0.082 | 0429 0.153

0.003 0.000
0.072 0.066 0.000
0.000 - 0.000 - 0.000

0.201 0.200 0.000

0.000 0.000 0.000 0.000 0.00 0.000

0.003

0.000 0.000

0.000

0.000

0.133

0.133

0.133

0.030

0.189

0.000

0.004

0.133

0.000

0.017

0.000

0.000

0.000

0.133

0.201
0.182
0.201
0.053

0219

0.000
0.008
0.201
0.000
0.030
0.000
0.000
0.000

0.201

0.201
0.182
0.201
0.053

0.219

0.000
0.008
0.201
0.000
0.030
0.000
0.000
0.000

0.201

9O O 0 N ¥ QO &
PP P @ qF qF Qx qF

{Lv

0.000
0.008
0.201
0.000
0.030
0.000
0.000
0.000

0.201

Y

O
@

0
KL

0.127
0.127
0.127
0.081

0.000

0.163
0.336
=
0.000
0.265
0.000
0.000

0.000

A
QS
?
&

Figura A.2. 5. Testul Wilcoxon privind repartizarea pe clade a numirului de insertii
nucleotidice din genomul virusului SARS-CoV-2
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Wilcoxon p-values (BH): Insertii_aminoacizi
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Figura A.2. 6. Testul Wilcoxon privind repartizarea pe clade a numirului de insertii
aminoacidice din genomul virusului SARS-CoV-2
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Anexa 3

Distributia variantelor si caracterizarea mutatiilor semnificative in dinamica genomica
a virusului SARS-CoV-2 pe perioada colectarii probelor

Tabelul A.3. 1. Mutatii semnificative in dinamica genomului virusului SARS-CoV-2

Localizare | Mutatie | Numar de Impact
aparitii
S D614G 711 | Una dintre cele mai timpurii si semnificative mutatii

in proteina Spike. D614G a devenit rapid dominanta
la nivel global ca urmare a cresterii transmisibilitatii
si a infectiozitdtii. Aceasta stabilizeaza proteina Spike
facilitind legarea la receptorul ACE2 si fuziunea

membranei.

N P13L 664 | O mutatie comund in nucleocapsida (N). Proteina N
este multifunctionald, esentiald pentru replicarea
ARN-ului viral si evaziunea raspunsului imun al
gazdei. Desi impactul direct al P13L nu este pe deplin
elucidat, pozitia sa sugereazd o influentd asupra
stabilitatii ARN-ului viral sau a interactiunilor

proteinei N cu alte componente virale sau celulare.

S N764K 657 | Genereaza situsuri de clivaj pentru proteaza SKI-

1/S1P. Contribuie la cresterea infectiozitatii.

S K417N 652 | Situata in regiunea RBD a proteinei Spike contribuie
la evaziunea imund prin modificarea afinitatii de
legare a anticorpilor la RBD. A fost o mutatie-cheie in

varianta Beta.

S T478K 649 | La fel este situata in regiunea RBD a proteinei Spike
st a fost frecventd in varianta Delta si in unele linii
Omicron. Contribuie la evaziunea imuna si poate, de
asemenea, influenta afinitatea de legare la receptorul

ACE2 sporind transmisibilitatea.

S N440K 641 | De asemenea modifica proteina S, reducand detectarea
si neutralizarea acesteia de catre unii anticorpi. A fost

observata in diverse linii filogenetice.
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R203K

636

Coreleazd cu o crestere semnificativa a replicarii
virale. Aminoacizii de la pozitiile 203 si 204 se afla
intr-o regiune intrinsec dezordonata a proteinei N,
cruciald pentru interactiunile proteice si reglarea
ciclului de viata viral. Mutatia poate optimiza aceste

interactiuni, facilitdnd replicarea.

ORFlab

P314L

633

Este una dintre cele mai raspandite mutatii in genomul
virusului SARS-CoV-2 si serveste adesea ca marker
filogenetic. P314L ar putea influenta rata de elongatie
a lantului de ARN si stabilitatea complexului de

replicare contribuind la fitness-ul general al virusului.

G204R

629

A fost detectata frecvent in coprezentd cu R203K si
contribuie la cresterea replicarii virale prin
optimizarea organizdrii ribonucleoproteinei virale.
Aceastd combinatie de mutatii in N a fost asociata cu

o virulenta sporitd in anumite variante.

P681H

619

Mutatie specifica pentru varianta Alpha. Faciliteaza
fuziunea virala cu membranele celulare contribuind

astfel la o transmisibilitate sporita.

G142D

614

Este localizata in domeniul N-terminal (NTD) al
proteinei Spike si este implicatd in evaziunea imund
modificand epitopii recunoscuti de anumite clase de

anticorpi neutralizanti.

S373P

588

Specifica variantei Omicron si cu impact in anumite
schimbari conformationale RBD. Faciliteaza legarea

la ACE2 si reduce recunoasterea de cdtre anticorpi.

E484A

552

Similar cu E484K, aceasta substitutie contribuie la
evaziunea imuna. Modifica epitopii recunoscuti de

anticorpii generati prin infectie naturala sau vaccinare.

S371F

496

Mutatie caracteristica variantei Omicron. Contribuie
la modificarile de conformatie RBD si la evaziunea

imuna.

N501Y

453

N501Y este consideratd o mutatie emblematicd in

proteina Spike care creste semnificativ afinitatea de
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legare a virusului la receptorul uman ACE2. Mutatie-
cheie in variantele Alpha, Beta, Gamma si ulterior in
Omicron, a fost un factor important al raspandirii
pandemiei de COVID-19.

L452R

257

A fost o mutatie definitorie pentru varianta Delta, fiind
asociatd cu o transmisibilitate crescutd si o rezistenta

partiala la anticorpi.

Q493R

216

Similar cu Q493K, aceasta mutatie a fost identificata
in varianta Omicron si moduleaza recunoasterea de

catre anticorpi.

Y144del

125

Deletie implicata in evaziunea imuna prin eliminarea
unor epitopi recunoscuti de anumite clase de anticorpi

neutralizanti.

P681R

110

Mutatie prezentd in variantele Delta si Omicron.

Induce infectiozitate si transmisibilitate crescuta.

S371L

92

Similard cu S371F si prezentd in varianta Omicron.
Contribuie la modificari structurale ale domeniului de

legare la receptor.

E484K

60

Este o mutatie care reduce semnificativ neutralizarea
de catre anticorpi, atat de cei indusi de vaccin, cat si
de cei postinfectie. Este prezenta in variantele Beta si
Gamma, si contribuie la fenomenul de immune escape
permitand reinfectii si o eficacitate redusa a unor

tratamente cu anticorpi monoclonali.

R203M

49

Similard cu R203K. Este implicatd in cresterea

replicarii virale.

R346K

48

Se intdlneste in special in varianta Omicron si este
asociatd cu o evaziune imuna semnificativa atat fata

de anticorpii generati de infectii, cat si de vaccinuri.
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Tabelul A.3. 2.

colectarii probelor

Frecventa variantelor virusului SARS-CoV-2 detectate pe perioada

Locul Denumirea Linie Perioada Abundenta
colectarii probei genetica colectarii

Control JN.1.1.1 0.998

pozitiv / Proba S24_S24 1001 2024-08-08
umana

B.1.177.66 0.75

S151L00L B.1.1.363 2024-09-04 0.125

B.1.104 0.092

B.1.431 0.092

B.6 0.092

B.6.1 0.092

B.6.3 0.092

S2_S2 1001 B.6.4 2024-09-06 0.092

B.6.5 0.092

B.6.6 0.092

B.6.8 0.092

B.1.420 0.056

S3 S3 L001 B.1.177.66 2024-09-09 0.5

A.l12 0.556

S4_S4 L001 B.11374 2024-09-13 0.2

B.6.1 0.229

B.6.3 0.229

S5 S5 1001 B.6.5 2024-09-15 0.229

B.6.6 0.229

B.1.1.243 0.059

Statia de B.1.177.66 0.5

epurare din B.6.1 0.078

mun. Chisindu B.6.3 0.078

S6_S6_L001 B.6.4 2024-09-20 0.078

B.6.5 0.078

B.6.6 0.078

B.1.1.243 0.07

B.1.411 0.444

B.1.1.374 0.167

S7_S7_1001 B.117766 2024-09-23 0.167

B.10 0.056

B.11 0.23

B.1.1.363 0.2

S8 S8 L001 AZ4 2024-09-27 0.163

AZ5 0.163

B.1.292 0.163

S9 S9 L001 B.1.177.66 2024-09-30 0.75

S10 S10 _L0O1 B.1.177.66 2024-10-04 0.8

B.1.1.305 0.884

S11 S11 L001 T 2024-10-07 0.059

S12 S12 1001 B.1.177.66 2024-10-11 0.763

S13 S13 L001 B.1.177.25 2024-10-14 0.167

S14 S14 1001 B.6.1 2024-10-18 0.161
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B.6.3 0.161
B.6.4 0.161
B.6.5 0.161
B.6.6 0.161
B.6.8 0.161
B.1.177.66 0.128
S15_S15_L001 AE.4 2024-10-21 0.083
B.1.1.243 0.055
B.1.177.66 0.625
B.1.579 0.111
S16_S16_L001 B.1.1.357 2024-10-25 0.065
B.1.539 0.065
B.1.1.243 0.054
S17_S17_L001 B.1.160.32 2024-10-28 0.968
B.1.1.243 0.667
S18_S18 L001 B.1177 .66 2024-11-01 0.331
S19_S19_L001 B.1.1.243 2024-11-04 0.869
B.1.177.66 0.663
S20_S20_L001 B.1 1243 2024-11-08 0.308
B.1.177.66 0.756
S21_S21 1001 B.1.579 2024-11-15 0.111
B.1.289 0.08
B.1.1.243 0.75
S22_S22 1001 B.1 17766 2024-11-18 0.224
B.1.1.45 0.394
S23_S23 1001 B.11 2024-11-22 0.394
AE.4 0.2
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Figura A.4. 1. Performanta instrumentului Freyja pentru fiecare varianta a virusului SARS-CoV-2
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Anexa 5

Protocol clinic national (editia X), PCN-371, INFECTIA CU CORONAVIRUS DE TIP NOU (COVID-19)

A.4. Obiectivele protocolului
I. A spori depistarea precoce (in primele 12-24 ore de la debutul bolii) a persoanclor cu
MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII MOLDOVA COVID-19 (caz suspect, probabil, confirmat). o
2. Aimbunitati calitatea asistentei medicale de urgenti acordati pacientilor cu COVID-19 (caz
suspect, probabil, confirmat).
3. A spori calitatea examinarii, tratamentului si supravegherii pacientilor cu COVID-19 (caz
suspect, probabil, confirmat).
4. A reduce rata de complicatii si letalitatea la pacientii cu COVID-19 (caz suspect, probabil,
confirmat).
A.5. Elaborat: martie 2020. Actualizat: ianuarie 2025
A.6. Revizuire: la necesitate
A.7. Lista autorilor care au participat la elaborarea PCN

Prenume, nume Functia detinuta, institutia

Tiberin Holban - dr.hab.st. med, profesor universitar, sef Catedra de boli infectioase, tropicale si

IN FECTIA C U CORONAVIRUS parazitologie medicala, USMF , Nicolae Testemitanu”, presedintele Comisiei de

specialitate a MS in boli infectioase

DE TIP NOU (COVID_19) Gheorghe | dr.hab.st. med, sef Catedra de boli infectioase, USMF , Nicolae Testemitanu”,

\Placinti membru al Comisiei de specialitate a MS in boli infectioase

\Ludmila Birca | dr.stmed, conferentiar universitar, Catedra de boli infectioase, clinica Boli
infectioase copii ,,Valentina Halitov”, USMF _.Nicolae Testemitanu”, director,

Protocol clinic nagional IMSP Spitalul Clinic Municipal de Boli Contagioase pentru Copii, membru al
ed.t. X Comisiei de speciali a MS in boli infecti
( 1a ) |Stela Cojocarn |- dr.stmed. conferentiar universitar, Catedra de boli infectioase, tropicale si

parazitologic medicala, USMF _ Nicolac Testemitanu”, membru al Comisiei de
specialitate a MS in boli infectioase

Angela Paraschiv [ drstmed, conferentiar  universitar, sef Disciplina de epidemiologic
Departamentul  Medicind  Preventivd, USMF _Nicolae Testemitanu®”,

PCN_37 1 presedintele Comisiei de specialitate a MS in epidemiologic

Ghenadie | dr.hab.st.med. profesor universitar, sef Catedrid de medicind de familie
\Curocichin presedintele Comisiei de specialitate a MS in medicind de familie
Galina Rusu | dr.st.med. conferentiar universitar, Catedra de boli infectioase, clinica Boli

infectioase copii ,,Valentina Halitov™, USMF ,,Nicolac Testemitanu™

|Stela Cornilova |- medic infectionist, asistent universitar, Catedra de boli infectioase, clinica Boli
infectioase  copili ,,Valentina Halitov”, USMF _Nicolac Testemitanu”,
vicedirector, IMSP Spitalul Clinic Municipal de Boli Contagioase pentru Copii
Tatiana Stirbu |- asistent universitar, Catedra de boli infecticase, clinica Boli infectioase copii
.Valentina Halitov™, USMF , Nicolae Testemitanu™

Virginia Salaru | dr.stmed, conferentiar universitar, Catedra de medicina de familie, USMF
.Nicolae Testemitanu”, membru al Comisiel de specialitate a MS in medicind

de familie
\ILora Gitu | dr.st.med., asistent universitar, Catedra de medicina de familie, USMF , Nicolae
Testemitanu™

Valentin Friptu [ dr.hab.st.med, profesor universitar, sef Disciplina de obstetrica, ginccologie si
reproducere umand, USMF , Nicolae Testemitanu”, membru al Comisiei de
specialitate a MS in obstetricd si ginecologie

telian Fdr.stmed, conferentiar universitar, Disciplina de obstetricd, ginecologic si
odorogea reproducere umanid, USMF . Nicolae Testemitanu”, membru al Comisiei de
specialitate a MS in obstetricd si ginecologie

Chisindu, 2025
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ngela Marian-
Pavlenco

| dr.stmed, conferentiar unmiversitar, Disciplina de obstetrici, ginecologie si
reproducere umand, USMF , Nicolae Testemitanu™

\Liviu Tarovoi

| dr.st.med. conferentiar universitar, Catedra de boli infectioase, tropicale si
parazitologic medicald, USMF , Nicolac Testemitanu™

Wana Chilai | dr.hab.st.med, conferentiar universitar, Catedra de psihiatric, narcologie,
psthologie medicald, USMF , Nicolae Testemitanu™

\Larisa | dr.hab.st.med, conferentiar unmiversitar, Departamentul Pediatne, USMF

\Criveeanscaia wMicolae Testerifanu”, presedintele Comisier de specialitate a MS in

neonatologie,

\Dorina Rotaru

I manager al Serviciulul neonatal-pediatric, IMSP Spitalul Clinic Municipal nr.1,
membru al Comisiel de specialitate a MS in neonatologie

\Liseha Rusu

[ asistent umiversitar, Departamentul Pediatrie, USMF ,Nicolae Testemitanu™

Wna Palii

| dr.hab.st.med, profesor universitar, Departamentul Pediatrie, USMF ,Nicolae
Testemitanu”, presedintele Comisiel de specialitate a MS in pediatrie

WMga Burduniuc

[ dr.stmed. conferenhar cercetitor master in sanatate publica, set Lhreche

diagnostic de laborator in sinatate publica, Agenfia Nationald pentru Sanatate
Publica

Svetlana Colac

medic specialist, Laboratorul virusologic, Agentia Nationald pentru Sanitate
[Publica

lina Druc

| sef Sectic supravegherea epidemiologicd a gripei si a infectiilor respiratorii
virale acute, Agentia Nationald pentru Sanatate Publica

Nadejda Diaconn

| dr.st.med., medic cardiolog, conferentiar cercetitor Laboratorul ., Tulburan de
ritm s1 urgente cardiace”, IMSP Institutul de Cardiclogie

A.B. Lista responsabililor /structurilor care au examinat si avizat PCN

Prenume, nume Functia detinuti, institutia

Daina Rusu - membru al Comisiel de specialitate a MS in ftiziopneumologie, dr.st.med,
conferentiar universitar

Victor Cojocaru | - presedintele Comusier de specialitate a MS in anestezie si terapie intensiva,
dr.hab.st. med, profesor universitar

Ninel Revenco | - presedintele Comusien stinfifico-metodice de profil in pediatrie 51 Societatu de
Pediatrie din Republica Moldova, dr.hab.st.med, profesor universitar

Olga Cernetehi | - presedintele Comisiei stiintifico-metodice de profil in obstetrica si ginecologie,
prorector, USMF .. Nicolae Testemifanu”, sef Departament Obstetrici s
Ginecologie, dr.hab.st.med, profesor universitar

Anatolie - presedintele Comisiel de specialitate a MS in medicind de laborator, USMF

Visnevschi Nicolae Testemitanu™, dr.hab.st.med, profesor universitar

Nicolae - presedintele  Comisiel de specialitate a MS in farmacologie clinica,

Bacinschi dr.hab.st. med, profesor universitar

Maria Robu - membru al Comisiel de specialitate a MS in hematologie si transfuziologie, sef
Disciplind de hematologie, USMF _Nicolae Testemitanu™, dr.st.med,
conferentiar universitar

Dragos Gutu - director general, Agentia Medicamentului si Dispozitivelor Medicale

Daoina-Maria - director general adjunct, Compania Nationala de Asigurari in Medicina

Rotaru

Aurel Grosu - presedintele Consiliului de experti al MS, dr.hab.st.med, profesor universitar
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Anexa 6

Dispozitia Ministerului Sanatatii cu privire la organizarea si desfasurarea atelierului de
instruire PulseNet

MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII MOLDOVA

DISPOZITIE

mun, Chisiniiu

{$ o 2025 Nr._304 -d

Cu privire la organizarea si
desfasurarea atelierului de instruire

in scopul consolidarii capacitatilor nationale de laborator in domeniul
supravegherii epidemiologice si controlului bolilor transmisibile, precum si al
alinierii la standardele internationale privind secventierea genomicd si analiza
bioinformaticd, in conformitate cu Hotdrdrea Guvernului nr. 222/2023 privind
aprobarea Planului de actiuni pentru implementarea Regulamentului Sanitar
International (2005) in Republica Moldova pentru perioada 2023-2027, precum si
in temeiul Hotardrii Guvernului nr. 148/2021 cu privire la organizarea si
functionarea Ministerului Sanatiii,

DISPUN:

I. A organiza §i desfisura in perioada 2327 iunie 2025, a atelierului regional de
instruire PulseNet privind secventierea genomului bacterian utilizind platforma
[llumina MiSeq si analiza bioinformatica, destinat trilor din Europa de Est si Asia
Centrala (EECA), conform anexei nr., 1.

2. A aproba:

1) agenda atelierului de instruire, conform anexei nr.1;
2) lista participantilor la atelier, conform anexei nr. 2.

3. Conducatorii instituiilor nominalizate vor asigura delegarea pentru
participare a colaboratorilor la atelier, conform anexei nr. 2.

4. Directorul Agentiei Nationale pentru Sanitate Publici va asigura buna
desfagurare a evenimentului.

5. Cheltuielile aferente organizirii si desfasurarii atelierului de lucru, vor fi
suportate de catre organizatori.

6. Controlul executarii prezentei dispozitiei se atribuie Directiei politici in
domeniul  sandtitii  publice §i urgente in  sdnatatea  publica.

Secretar de stat \%/pw/ Angela PARASCHIV
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Ghid de bune practici “Secventierea metagenomici prin tehnologia llumina”, Chisinau, 2025

Ministerul Sanatatii al Republicii Moldova
Agentia Nationala pentru Sanatate Pgblisa

Universitatea de Stat de Medicina s Fa}macie
Nicolae Testemitanu" :

Asociatia de Biosiguranta si Biosecuritate
din Republica Moldova

SECVENTIEREA *
METAGENOMICA

PRIN TEHNOLOGIA-
ILLUMINA °

GHID DE BUNE PRACTIgI

140

TEHNOLOG

PRIN

SECVENTIEREA METAGENOMICA

GHID DE BUNE PRACTICI

n

1) 57721.088:579.2(036)
540

Aprobat la sedinta Consiliului stiintific al Agentiei Nationale pentru Sanétate Publica
din 19 decembrie 2024, proces-verbal nr. 23.

Aprobat la sedinta Consiliului stiintific al IMSP Institutul Oncologic din Moldova

din 30 decembrie 2024, proces-verbal nr. 2.

Aprobat la sedinta Comisiei stiintifico-metodice de profil Medicina Comunitara

a Universitatii de Stat de Medicind si Farmacie .N. Testemitanu® din 17 iunie 2025,
proces-verbal nr. 4.

Aprobat la sedinta Consiliului de Management al Calitatii al Universitatii de Stat
de Medicina si Farmacie Nicolae Testemitanu’, proces-verbal nr. 10 din 04072025

Colectivul de autori:
Olga Burduniuc - dr. hab. st. med., conf. cercet, MSP. ANSP, USMF.
Victor Sitnic - dr. st. biol, cerc. st coord, ANSP, USM.
vValentina Stratan - dr. st biol, conf. cercet, IMSP Institutul Oncologic.
Valeri Tutuianu - cerc. st IMSP Institutul Oncologic
Cristina Popa - student doctorand, cerc. st, IMSP Institutul Oncologic
Svetlana Colac - student doctorand, cerc. st st ANSP, USMF.
Livia Tapu - student doctorand, cerc. $t, ANSP, USMF.
Albina-Mihaela lliev - student doctorand, ANSP, USMF, ABBRM

Recenzenti:

Greta Balan - dr. hab. st. med,, conf. univ, USMF Nicolae Testemitanu®
\uliu-Cristian Ivanov - dr. st. biol, sef TRANSCEND, Institutul Regional de Oncologie lasi

Tiparul executat la tipografia ,Print-Carg”, mun. Chiginau, str. Columna, 170

Descrierea CIP a Camerei Nationale a Cartii din Republica Moldova

S ti g ica prin tehnologia lllumina: ghid de bune prac
colectivul de autori: Olga Burduniug, Victor Sitnic, Valentina Stratan (et all M
terul Sanatatii al Republicii Moldova, Agentia Nationald pentru Sanatate Pu
Upiversitatea de Stat de Medicina si Farmacie ,Nicolae Testemitanu’, ASOcia
Biosigurant4 si Biosecuritate din Republica Moldova. - Chiginau: (S n}. 20 28 (
Caro). - 30 p. fig, tab. color.

Aut.indicati pe verso p. de tit. - Referinte bibliogr: p. 27 (13 tit). - [200] ex
ISBN 878-5-85748-240-7 — o

Print-

Acest ghid a fost elaborat gi tiparit in cadrul Program Institutional de Cercetare
JFactoril de risc prioritari in declansarea unor maladii netransmisibile §i
tr:'msml:;ihllu' subprogramul Supravegherea rezistentel la antimicrobiene In
biosubstrate umane gi elemente de mediu bazata pe tehnologia netaganomica
codul 1301038l Agentiel Nationale pentru Sanatata Publicd panteu anit 2084
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Brosura informativa pentru studenti, medici rezidenti, cercetatori stiintifici, medici specialisti: ,,Bune practici in secventierea genomica”

Ministerul San&tatii al Republicii Moldova
Agentia Nationald pentru Séndtate Publica
Universitatea de Medicing si Farmacie ,,Nicolae Testemitanu”

BUNE PRACTICI
IN SECVENTIEREA
GENOMICA

Brosurd informativa pentru studenti, medici rezidenti,
cercetdtori stiintifici, medici specialisti

Chisindu » 2026
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Anexa 8

Ccusn.zace
B92

Aprobat la sedinta Consiliului stiintific al Agentiei Nationale pentru S&n&tate Publicd, proces-verbal nr. 7,
din 18.11.2025.

Aprobat la sedinta Comisiei stiintifico- dice de profil Medicina Comunitaré a Universitatii de Stat de
Medicin& si Farmacie ,N. Testemitanu®, proces-verbal nr. 1 din 24.11.2025.

Aprobat la sedinta Consiliului de Management al Calitatii al Universitatii de Stat de Medicing si Farmacie
«Nicoloe Testemitanu®, proces-verbal nr. 4 din 17,12.2025.

Colectivul de autori:

Olga Burduniuc, dr. hab. st. med., directoare adjunctd, Agentia Nationold pentru SGnétate Publica,
conf. cercet., USMF _Nicolae Testemitonu™

Elena Chesov, dr. st. med., asist. univ., cercetatoare stiintificti, USMF ,Nicolae Testemitanu”,
medic specialist, Agentia Nationald pentru S& Publica

Svetlana Colac, sef directie, Agentio Notionald pentru Stindtate Publicd, doctorand,
USMF .Nicoloe Testemitanu™

Stela Racovita, dr. t. med., asist. univ., cercet&toare stiintificd, USMF ,Nicolae Testemitanu™

Veronica Burlac, cercetétoare stiintificd stagiard, medic specialist,
Agentia National& pentru Sanatate Publicd

Valeria Ceban, medic specialist, Agentia Nationald pentru Séinditate Publict
Svetlana Ilvanova, medic rezident, USMF _Nicolae Testemitanu”™.

Recenzenti:
Greta Balan, dr. hab. st. med., conf. univ., USMF Nicolae Testemitanu™
Mariana Sprincean, dr. hab. st. med., conf. univ., USMF ,Nicolae Testemitanu™

Descrierea CIP o Comerel Notionale a Cartli din Republica Moldova

Bune proctici in th g Brogurd pentru studenti, medici rezidenti, cercet&ton gtintifici, medici
specialigti / colectivul de autori: Olga Burduniuc, Elena Chesov, Svetlana Colac [et al] ; Minis tii al icii Mol 3
Agentia Noy pentry Publica, L de Medicing §i Farmacie "Nicoloe Testemitanu”. — Chigindu : [S, nl, 2026

(Print-Caro). - 85 p. : II., tab. color. Aut. indicati pe verso p. de tit. - Bibllogr.: p. 79 (13 tit.). - 100 ex.
ISBN 978-5-85748-350-3.

Tipar: Print-Caro, mun, Chigindu, str. Columng, 170

Materialul informativ din codrul broguril o fost alaborat de echipa de outord lor pictogromele ou fost realizote in boza fotogrofiflor recls din lborotoarele
ANSP, pracum ¢ o schitalor originale elaborate in conformitate cu regulile studiate, Toote materiolels vizuale ou fost transformate intr-un stil animot cu
ojutorul programului GPT-5.2, dexvoltot da companio Opendl,

2 )  BUNE PRACTICI IN SECVENTIEREA GENOMICA




Anexa 9

Adeverinte privind inscrierea obiectelor dreptului de autor si ale drepturilor conexe

REPUBLICAMOLDOVA

Agentia de Stat pentru
Proprietatea Intelectuald

: v
ADEVERINTA
4
privind inscrierea obiectelor
dreptului de autor i ale drepturilor conexe

SERIA O$ NR. 8230
DIN 07.07.2025

eliberata in temeiul Legii nr. 230/2022 privind dreptul de autor
si.drepturile conexe, prin care se confirma inscrierea obiectul de pe verso
in Registrul de Stat al obiectelor protejate de dreptul de autor si drepturile conexe  ;

Director general

CHISINAU

\

Seria: OS (operé suintifics)

Numiirul de inscriere: 8230

Data inscrierii: 18.06.2025

Numirul cererii: 3036 I g

Denumirea obiectului: . BIOSIGURANTA, BIOSECURITATE
SI MANAGEMENTUL RISCULUI BIOLOGIC
IN LABORATOARE
Brosuri informativa pentru studenti, medici rezidenti,
cercetatori sliintifici, medici specialisti”

Autori:

Burduniuc Olga IDNP: 097081 1427009

Colac Svetlana IDNP: 2010025011387

Caradja Arina IDNP: 2004015034401

Cazacu Agafia IDNP: 2007021023289

Ivanova Svetlana IDNP: 2008089006726

lliev Albina-Mihacla CNP: 2800817375205 (Romania)

Titularii drepturilor patrimoniale:

AGENTIA NATIONALA PENTRU SANATATE PUBLICA

IDNO: 1018601000021

Institutia Publica Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie

"Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova

IDNO: 1007600000794

Sefii Directie Drept de Autor

LS




Seria: OS (operi stiintifica)
Numiirul de inscriere: 8362
Data inscrierii: 11.11.2025
2 Numirul cererii: 3176 .
REPUBLICA MOLDOVA 3 Denumirea obiectului: , BUNE PRACTICI IN SECVENTIEREA GENOMICA
Agentia de Stat pentru Brosurd informativa pentru studen(i, medici rezidenti,
Proprietatea Intelectuald cercetiitori stiintifici, medici specialisti”
] K U Autori: ‘ 5
ADEV’ERINT A Burduniuc Olga IDNP: 0970811427009
7 Chesov Elena IDNP: 2004033031660
Colac Svetlana IDNP: 2010025011387
Racovitd Stela IDNP: 2006035020475
Burlac Veronica IDNP: 2007032027160
Ceban Valeria IDNP: 2010048000751
Ivanova Svetlana IDNP: 2008089006726
SERTA OS NR. 8362 Titularii drepturilor patrimoniale:
DIN 09.12.2025 AGENTIA NATIONALA PENTRU SANATATE PUBLICA
IDNO: 1018601000021

privind inscrierea obiectelor
dreptului-de autor si ale drepturilor conexe

Institutia Publica Universitatea de Stat de Medicina si Farmacic

ol "Nicolae Testemitanu" din Republica Moldova
eliberata in temeiul Legii nr. 230/2022 privind dreptul de autor

si drepturile conexe, prin care se confirma inscrierea obiectul de pe verso IDNO: 1007600000794

in Registrul de Stat al obiectelor protejate de dreptul de autor si drepturile conexe 4

Director al + LS. Sefii Directie Drept de Autor

CHISINAU
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Anexa 10

Certificate de inovator

Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

CERTIFICAT oz INOVATOR

Nr. 6267

FEENRRRERE

Y v
o

W Pentru inovatia cu titlul

’. METODA DE SECVENTIERE A iNTREGULUI |
GENOM AL VIRUSURILOR RESPIRATORII
PRIN TEHNOLOGIA NANOPORE

Inovatia a fost inregistrata pe data de
la Universitatea de Stat de Medicina si Farmacie
“Nicolae Testemitanu”

"

v

o0
¢
¢
e
0
-~
s
oo
¢

Se recunoaste calitatea de autor(i)

COLAC Svetlana, DRUC Alina,

» ST -
A P - L
:’_‘_ - "_._‘*;9
.. 33

oL e

CEEERENRFRER
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Republica Moldova
Ministerul Sanatatii

CERTIFICAT 2 INOVATOR

Nr. 6315

Pentru inovatia cu titlul

METODA DE GENERARE A RAPOARTELOR DE ANALIZA
BIOINFORMATICA SI VIZUALIZARE A DATELOR
OBTINUTE IN URMA DECONVOLUTIEI VIRALE CU
ALGORITMUL FREYJA

Inovatia a fost inregistratd pe data de
la Universitatea de Stat de Medicina §i Farmacie
“Nicolae Testemitanu”

Se recunoaste calitatea de autor(i)

COLAC Svetlana, SITNIC Victor, ILIEV Albina -
Mihaela, APOSTOL Mariana, BURDUNIUC Olga

30 Decembrie 2024
.

H.
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Anexa 11

Acte de implementare

2 MINISTERUL SANATATII REPUBLICII MOLDOVA
Al INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA

" f INSTITUTUL ONCOLOGIC

- str, N, Testemitann nr, 30 MD-2025, pun. Chigindu

Tel. #373 22 §52 303
www onen, mnil; e<mail: anticamerad@onco.md

08 0. 202¢ Nr. - OM//2

ACTUL DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea oferiei pentrn implementare: Ghidul de bune practici |, Secvenfierea
metagenomicd prin tehnologia Hluming ™, Chiginau, 2025,

2. Autorii: BURDUNIUC Olga — dr. hab. st. med., confl. cercet., MSP, ANSP, USMF ,Nicolae
Testemitanu™; SITNIC Victor — dr. gt. biol., cerc. gt. coord., ANSP, USM; STRATAN Valentina —
dr. gt. biol,, conf, cercet., IMSP Institutul Oncologic; TUTUTANU Valeri — cerc. st., IMSP Institutul
Oncologic; POPA Cristina — doctorand, cere. gt., IMSP Institutul Oncologic; COLAC Svetlana —
doctorand, cerc. gt., ANSP, USMF  Nicolae Testemitanu™, TAPU Livia — doctorand, cerc. st.,
ANSP, USMF , Nicolae Testernifanu™; ILIEV Albina-Mihaela - doctorand, ANSP, USMF , Nicolae
Testemitanu”, ABBRM.

3. Unde i ciind a fost implementati Laboratorul Imunologie §i Genetici Moleculard al IMSP
Institutul Oncologici, anul 2026,

4. Rezultatul implementirii: Implementarea ghidului are drept scop consolidarea bazei
metodologice i stiintifice necesare aplicdirii tehnicilor de secvenjicre metagenomici in cadrul
laboratorului. Documentul este utilizat ca material de referinti pentru infelegerea principiilor
teoretice, a fluxurilor tehnologice si a cerinjelor de calitate aferente secventierii metagenomice prin
tehnologia Illumina. Ghidul faciliteazd standardizarea etapelor preanalitice i analitice care preced
secventierea propriu-zisd, precum §i armonizarea procedurilor de pregitire a probelor biologice si
de interpretare bioinformaticii a datelor obfinute in cadrul colabordrilor interinstitutionale.

5. Eficacitatea implementarii: Aplicarea ghidului contribuie la cresterea nivelului de pregitire
profesionald a personalului de laborator in domeniul genomicii §i metagenomicii, in special in ceea
ce priveste managementul probelor, controlul calititii si intelegerea etapelor tehnologice ale
secventierii de ultimd generafie. Implementarca documentului permite dezvoltarea competentelor
necesare pentru participares laboratorului in proiecte de cercetare gi diagnostic desfisurate in
parteneriat cu institufii dotate cu platforme de secventiere, asigurind interpretarea corecti a
rezultatelor §i integrarea acestora in context clinic §i stiintific in domeniul oncologic. Totodati,
ghidul contribuie la crearea cadrului conceptual si metodologic necesar pentru planificarea
dezvoltirii ulterioare a activititilor de secvenfiere metagenomicd, in conditii de conformitate cu
cerinfele tehnice si de calitate, prin valorificarea colaboririlor interinstitutionale existente,
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MINISTERUL SANATATII REPUBLICII MOLDOVA
INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA

INSTITUTUL ONCOLOGIC
str. N. Testemiganu nr. 30 MD-2025, mun. Chisinéiu
Tel +373 22 852 303
www.onco md; e-mail: antic amd

09012026 Nr. O2-0%/;2
ACTUL DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Brogura informativa ,, Biosiguranta, biosecuritate 5i
managementul riscului biologic in laboratoare™, 2025.

2. Autorii: BURDUNIUC Olga, dr. hab. gt. med., conferentiar cercetdtor, USMF , Nicolae
Testemitanu”, ANSP: COLAC Svetlana, gef directie, Agenfia Nationald pentru Sanitate Publici,
doctorand, USMF ,Nicolae Testemitanu™; CARADJA Arina, medic specialist, responsabil pe
Biosiguranta si Biosecuritate, Agentia Nationali pentru Sanitate Publicd; CAZACU Agafia, medic
rezident, USMF ,Nicolae Testemitanu™; IVANOVA Svetlana, medic rezident, USMF ,Nicolae
Testemitanu™; ILIEV Albina-Mihaela, doctorand, USMF , Nicolae Testemitanu”,

3. Unde si cind a fost implementatd Laboratorul Analize Medicale (LAM) si Laboratorul
Imunologie si Geneticli moleculara din cadrul IMSP Institutul Oncologici, anul 2026.

4. Rezultatul implementirii: Brogura a fost utilizatdi ca instrument metodologic si suport
stiintifico-practic in activitatea zilnicd a laboratoarelor din cadrul IMSP Institutul Oncologic,
contribuind la optimizarea proceselor de lucru care implici manipularea probelor biologice cu
potential oncogen, infectios $i genetic. Implementarea documentului a facilitat armonizarea
procedurilor interne cu cerinfele actuale privind biosiguranta §i biosecuritatea, precum si
consolidarea abordirii sistemice a managementului riscurilor biologice in activitatile de diagnostic,
monitorizare §i cercetare de laborator.,

5. Eficacitatea implementirii: Aplicarca prevederilor brogurii a determinat cresterea nivelului de
conformitate a activitdtilor de laborator cu standardele nationale si internationale in domeniul
biosigurantei $i biosecuritatii. Personalul a demonstrat o capacitate sporitd de identificare, analizi si
control al riscurilor biologice, prin implementarca misurilor preventive §i corective adecvate.
Totodatd, utilizarea documentului a contribuit la reducerea riscurilor de expunere profesionald, la
imbunatatirea conditiilor de munca si la consolidarea culturii institufionale de siguranta biologicd in
cadrul TMSP Institutul Oncologic, sustinind desfigurarea activititilor de diagnostic de laborator si
in conditii de maxima securitate §i responsabilitate profesionala.
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MINISTERUL SANATATIH MINISTRY OF HEALTH

INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA PUBLIC MEDICAL SANITARY INSTITUTION

INSTITUTUL DE PNEUMOLOGIE INSTITUTE OF PNEUMOLOGY
"CHIRIL DRAGANIUC" "CHIRIL DRAGANIUC"
MD-2025. Republica MoEova, MD-2025, Republic of Moldova
munscipivl Chigindu str. Cons antin Vimay 13 13, Constantin Virnav, street, Chisinau
tel 4373 22 372 200, c-mail dpecms nwl tel +373 22 572 200, c-mail lpems mid

A5, 0426 . 04 ’o(//?

ACTUL DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea ofertei penwru implementare: Brogura informativii pentru studenti, medici rezidenti,
cercetatori stiinsifici, medici specialisti ,Bune practici in secventierea genomicd”, Chiginau, 2025.

2. Autorii: BURDUNIUC Olga, dr. hab. st. med., conf. cercet, USMF ,Nicolae Testemifanu”,
ANSP: CHESOV Elena, dr. st. med., asist. univ., cercetitor stiintific, USMF .Nicolae
Testemitanu”, ANSP; COLAC Svetlana, sef directie, Agentia Nationald pentru Sénatate Publica,
doctorand, USMF _Nicolee Testemitanu™; RACOVITA Stela, dr. st. med., asist. univ., cercetitor
stiintific, USMF ,Nicolae Testemitanu”; BURLAC Veronica, cercetitor stiinfific stagiar, ANSP;
CEBAN Valeria, medic soecialist, ANSP; [VANOVA Svetlana, medic rezident, USMF | Nicolac
Testemitanu™.

3. Numarul Adebverintei de Drept de autor: Seria OS nr. 8362 din 09.12.2025

4.Unde si cind a fost implementati: Laboratorul National de Referinii in Microbiologia
Tuberculozei din cadrul INMSP Institutul de Pneumologie ,.Chiril Draganiuc™, anul 2026.

Rezultatul implementiirii: Brosura este utilizata de medici microbiologi, cercetatori, biologi si
personal de laborator in activitatile de diagnostic §i cercetare, facilitind interpretarea corectd a
rezultatelor de secventiere genomica §i integrarea acestora in managementul clinic al pacientilor cu
tuberculozi si alte infectii respiratorii. Implementarea materialului a permis valorificarea datelor
genomice pentru optimizarea strategiilor terapeutice, monitorizarea eficientei tratamentului §i
consolidarea capacitatilor instituionale de supraveghere genomica, contribuind la o abordare
modernd si fundamentata stiinfific a tuberculozei.

Eficacitatea implementirii: Aplicarea brosurii in activitatea Laboratorului National de Referinta
in Microbiologia Tuberculozei a consolidat competentele profesionale ale personalului medical §i
ale specialistilor de laborator in domeniul diagnosticului molecular §i supravegherii epidemiologice
a tuberculozei si altor infectii respiratorii. Brosura oferd un cadru metodologic actualizat privind
utilizarea secventierii genomice pentru identificarea agentilor patogeni, depistarea mutatiilor
asociate rezistentei antimicrobiene si monitorizarea circulaiei tulpinilor, fiind aliniata standardelor
internationale moderne. astfel, implementarea sa contribuie la imbunatitirea calitdfii procesului
diagnostic si la intirirea capacititii institutionale de rispuns la provocirile epidemiologice actuale si
emergente,
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MINISTERUL SANATATII MINISTRY OF HEALTH

INSTITUTIA MEDICO-SANITARA PUBLICA PUBLIC MEDICAL SANITARY INSTITUTION

INSTITUTUL DE PNEUMOLOGIE INSTITUTE OF PNEUMOLOGY
"CHIRIL DRAGANIUC" "CHIRIL DRAGANIUC"
MD-2025, Republica Moldova, MD-2025, Republic of Moldova
municipiul Chisinu str. Constuntin Vimav 13 13, Constantin Virnay, street, Chisiniu
fel 4373 22 572 200, c-mail ifp o med tel +373 22 572 200, e-mail ifpecms.md
150426 o of-2HH
ACTUL DE IMPLEMENTARE

1. Denumirea ofertei pentru implementare: Brogura informativit , Biosigurantd, biosecuriiate st
managementul riscului biologic in laboratoare”, 2025.

2. Autorii: BURDUNIUC Olga, dr. hab. st. med., conferentiar cercetitor, USMF ,Nicolae
Testemitanu”, ANSP; COLAC Svetlana, gef directie, Agentia Nationald pentru Sandtate Publica,
doctorand, USMF , Nicolae Testemifanu™; CARADJA Arina, medic specialist, responsabil pe
Biosiguranta si Biosecuritate, Agentia Nationald pentru Sandtate Publicd; CAZACU Agafia, medic
rezident, USMF , Nicolae Testemifanu”; IVANOVA Svetlana, medic rezident, USMF ,Nicolae
Testemitanu™; ILIEV Albina-Mihaela, doctorand, USMF , Nicolae Testemitanu™.

3. Unde si cind a fost implementatdi Laboratorul National de Referinid in Microbiologia
Tuberculozei din cadrul IMSP Institutul de Pneumologie ,,Chiril Draganiuc”, anul 2026.

4. Rezultatul implementirii: Brosura a fost integrati in activitatea curentd a laboratorului, fiind
utilizatd ca material de referinta de catre medici microbiologi, cercetitori, biologi, medici rezidenti
si personal tehnic de laborator. Documentul a facilitat infelegerea si aplicarea cocrentd a
standardelor de biosiguranté §i biosecuritate, contribuind la uniformizarea practicilor de lucry, la
reducerea riscurilor biologice si la consolidarea capacitifii institutionale de prevenire a incidentelor
si neconformitatilor in laboratoarele cu risc inalt, inclusiv cele care manipuleazi Mycobacterium
tuberculosis,

5. Eficacitatea implementarii: Aplicarea brosurii a contribuit la consolidarea competentelor
profesionale ale personalului de laborator in domeniul biosiguranei si biosecuritatii, inclusiv in
laboratoarele specializate in microbiologia tuberculozei. Utilizarea acesteia a imbunatagit
capacitatea specialistilor de a identifica, evalua si gestiona riscurile biologice, prin adoptarea unor
proceduri standardizate §i a unor metode moderne de management al riscului. Totodata, brogura a
favorizat aplicarea consecvent a mésurilor de prevenire a expunerilor accidentale, a incidentelor de
laborator si a eliberdrilor neintentionate de agenti biologici. Prin promovarea unor practici conforme
cu cerintele nationale §i internationale, documentul a contribuit la optimizarca mediului de lucru si
la cresterea nivelului de protectie pentru personal. [n acelasi timp, a sprijinit dezvoltarea unei culturi
institutionale de biosiguranta si biosecuritate, bazatd pe responsabilitate profesionald, disciplind
operationala si respectarea riguroasi a principiilor de lucru in conditii de risc biologic inalt.

Gras

-~ 5'..'1»;;.,"» \ . .
in “IMSP Institutul de Pneumologie
Bt Dragaiuc,

i -
5 Didoysty, " univ.

«CHIR [, A/ Doina RUSU
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MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICIT MOLDOV A

AGENTIA NATIONALA PENTRU SANATATE PUBLICA

WD 2028, mun, Chiginiin, str. Gh, Asnchi 874, Tel, +373 22 574 500, Iipsanospamd e-mnil: pificemn nspgoyamd TBNCHTHISG TR

Nr. A —A7A _ din LG 0F RORE"

ACTUL DE IMPLEMENTARE

Prin prezenta se confirmé i rezultatele obtinute in cadrul elabordrii brogurii informative
. Biosiouranid,  biosecuritate 3 managementud viscului biologic in laboratoare” (2023),
glaboratd de Burduniue Olga, dr. hab. st. med., conferentiar cercethtor, USMF | Micolae
Testemifanu™, AMSP; Colac Svetlana, sef directie, Agentia Mationald pentru Sanitate Publica,
doctorand, USMF | Nicolae Testemitanu™; Caradja Arina, medic specialist, responsabil pe
Biosiguranta si Biosecurilate, Agentia Nationala pentru Sinatate Publics; Cazacu Agafia, medic
rezident, USMFE Micolae Testemitanu™ Ivanova Svetlana, medic rezident, USMF Nicolas
Testemitanu™; Iliev  Albina-Mihaela, doctorand, USMF  Micolae Testemijanu”, sunt
implemeniate in activitatea laboratoarclor Agenfiei Najionale pentru Sinatate Publici care
desflisoard activititi de diagnostic, cercetare s§i supraveghere implicind  manipularea
migroorganismelor cu rise biologic,

Brosura a fost aplicatd in cadrul Laboratorului nafional de referinid in infectii
imunodirijabile i hepatite virale, Laboratorului national de referingd in infectii respiratorii gi
enterice virale, Laboratorului national de referingd in infectii asociate asistenfei medicale si
rezistenta la antimicrobiene, infectii bacteriene §i parazitoze, precumn i Tn Laboratorul national
de referinja in secvenjiere genomica din cadrul Agentiei Najionale pentru Sanatate Publicd, in
anul 2026. Rezultatele obtinute cuprind o imbunitafire continua a cadrului operational de
hiosiguranii si biosecuritate in laboratoarcle ANSP, prin cregteren nivelului de conformitate cu
cerintele privind evaluarea, prevenirea 5 controlul riscurilor bielogice, standardizarea practicilor
de lueru §i armonizarea procedurilor interne de management al riscului biologic. Aplicarea
brosurii contribuie la reducerea riscului de expuneri accidentale ale personalului, la consolidarea
culturii instittionale de siguranid biologica si la imbunatitivea capacitaii institujionale de
prevenire si gestionare a incidentelor biologice.

I)imctuWQMniac JELAMSCHI
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MINISTERUL SANATATII AL REPUBLICII MOLDOVA

AGENTIA NATIONALA PENTRU SANATATE PUBLICA

M 2028, wan, Chisindu, str, Gh, Asnehi 6TA, Tel, +373 12 874 500, Wopasiansp.md c-mail: offeeEanergny TN H1ES01 0000

Nr, - A48 din A2/ 408

ACTUL DE IMPLEMENTARE

Prin prezentul act se confirmi ci rezultatele activitdfilor de cercetare si
dezvoltare metodologici privind implementarea metodelor de secventiere
genomicd a virusului SARS-CoV-2 pentru monitorizarea evolufiei genetice §i a
variantelor circulante au fost aplicate in cadrul Laboratorului virusologic si al
Laboratorului National de Referinfa in Secveniiere Genomicd ale Agentiei
Nationale pentru Sandtate Publicd, la finele anului 2023 si pe parcursul anilor
2024-2025.

Au fost implementate urmatoarele metode: secventierea intregului genom al
virusului SARS-CoV-2 cu ajutorul secventiatorului lon Torrent Genexus (2023);
secvenfierea genomului virusurilor respiratorii din probe clinice utilizdnd
tehnologia nanopore (2024); monitorizarea geneticd a virusului SARS-CoV-2 din
probe de ape reziduale prin secventierea intregului genom (2024-20235).

Rezultatele obtinute au contribuit la imbunitafirea continud a sistemului de
supraveghere moleculard a infectiilor respiratorii virale, prin obtinerea de secvente
genomice complete, cu acuratete si calitate inaltd, care permit caracterizarea
profilului mutational, analiza filogenetici §i monitorizarea dinamicii variantelor
virale circulante pe teritoriul Republicii Moldova. Datele genomice generate au
constituit un suport esential pentru fundamentarea deciziilor de sandtate publica,
bazate pe dovezi stiinfifice, 5i pentru adaptarea masurilor de control si raspuns la
evolulia situatiei epidemiologice..

Directo rWW-zﬂiﬂﬂe JELAMSCHI
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CENTRUL DE EXCELENTA N

MINISTERUL SANATATII AL MHHHCTEPCTEO
REPUBLICII MOLDOVA MPABOOXPAHEHHA PECTTYEIHEH
MOJIAOBA

MEDICINA 51 FARMACIE OGPAILORBINA LIEHTP B OBJIACTH
wRAISA PACALO™ MEJAHLHHE H ©APMALIHH
aPAHCA TTAKAIO
2025, mam. Chiginfu, str. N, Testemajanw, 28 2025, r. Knmaen, ya, H. Lecremnuary, 28
el T2-58-66, fax: 22-66-33 an.: T1-58-b6, dawe: 12-66-33
il ; hips el anekTposHrs mowTe: hitps: doemCmd!
Nr. @-J@éf— dind e, 7, £r4 6
ACTUL DE IMPLEMENTARE

1.

4,

(in procesul didactic)

Denumirea ofertei pentru implementare: Brogura informativi ,.Bune practici
in secventierea genomicd”, Chisindu, 2025.

Autorii: BURDUNIUC Olga, dr. hab. st. med., conf. cercet,, USMF ,Nicolae
Testemitanu”, ANSP; CHESOV Elena, dr. st. med., asist. univ., cercetdtor
stiintific, USMF ,,Nicolae Testemitanu”, ANSP; COLAC Svetlana, sef directie,
ANSP, doctorand, USMF | Nicolae Testemitanu™, RACOVITA Stela, dr. st.
med., asist. univ., cercetdtor stiintific, USMF ,Nicolae Testemitanu™; BURLAC
Veronica, cercetitor stiintific stagiar, ANSP; CEBAN Valeria, medic specialist,
ANSP; IVANOVA Svetlana, medic rezident, USMF ,,Nicolae Testemitanu®.
Unde si ciind a fost implementati: Catedra Discipline paraclinice, igienice si
epidemiologie, Centrul de excelentad in medicini si farmacie ,Raisa Pacalo”,
2023,

Rezultatul implementirii: Implementarea brosurii a contribuit la consolidarea
competenelor teoretice gi practice ale studentilor, familiariziindu-i cu principiile
secventierii genomice si cu bunele practici de laborator. Materialul a facilitat
intelegerea rolului tehnologiilor genomice in diagnosticul molecular,
supravegherea epidemiologica §i gestionarea situatiilor de urgentd in sinétatea
publicd. De asemenea, utilizarea brogurii a sprijinit aprofundarea cunostintelor
privind evolutia virald, importanta monitorizarii agentilor patogeni si contributia
secventierii genomice la prevenirea bolilor infecfioase.

Eficacitatea implementarii: Materialul informativ prezentat in brosurd
reprezintd un suport educational valoros, utilizat eficient atdt in activitatile
teoretice, cit gi in cele practice. Acesta a sprijinit dezvoltarea competentelor in
biologie moleculard, diagnostic molecular si aplicarea tehnologiilor moderne de
secventiere genomicd. Totodatd, brosura a stimulat interesul si motivatia
profesionaldi a studenfilor in domeniile microbiologiei moleculare,
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epidemiologiei genomice si sanitatii publice, contribuind la formarea viitorilor
specialisti capabili s se implice in diagnosticul maladiilor cauzate de agenti
patogeni emergenti, rezistenti la antimicrobiene si implicati in situatii
epidemiologice complexe.

i

% ‘f&;‘g ‘ 2B\
Directoare i iﬁaﬁ»ptﬁru instruirea practici, 7
inisteatof CEME Rai Tatiana CRITCHI
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Anexa 12

Diplome

DIPLOMA

PREMIUL MARE

CU MANDRIE SE ACORDA

N,

in semn de recunostinta pentru participarea cu succes
la Concursul posterelor
la Conferinta nationald cu participare internationala
~Abordarea O singurd sinitate - realiziri si provocari”

23-24 NOIEMBRIE 2023
CHISINAU, REPUBLICA MOLDOVA
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The Innovation is our Future *

57EUROINVENT

EUROPEAN EXHIBITION OF CREATIVITY AND INNOVATION

Method for generating bioinformatics analysis reports and visualizing data
obtained following viral deconvolution with the Freyja algorithm

— ———

Www.euroinvent.org

Colac Svetlana, Sitnic Victor, lliev Albina-Mihaela,
Apostol Mariana, Burduniuc Olga

BRONZE MEDAL

lasi, Romania: May 8-10, 2025

President of International Jury President of Scientific Committee

Prof.Dr.Eng. BrotDe ot B
Mohd Mustafa AlBgkri A 1 AH — -
P

ALERAMDAU 10AN CULA
Y of Wy
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0 @ ﬁ; International Salon of Invention 7/

I\ g and Innovative Entrepreneurship

Oy V&’

i GOLD MEDAL

Is awarded to Mrs/Mr

COLAC Svetlana, SITNIC Victor, ILIEV Albina-Mihaela, APOSTOL
Mariana, BURDUNIUC Olga

Institution: National Agency for Public Health
for participation in the International Salon of Invention and Innovative Entrepreneurship
at the category Entrepreneurship innovation with the paper:
Method for generating bioinformatics analysis reports and visualizing data

obtalned from viral deconvolution with the FREYJA algorithm.

June 6-7, 2025, Chisinau

‘ 0

President of ISIIE
COROPCEANU Eduar¢
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Expozitia Internationald Specializatd

JNFOINVENT"®

Editia a XIX-a

DIPLOMA

MEDALIA DE AUR

se acorda

BURDUNIUC Olga, CHESOV Elena, COLAC Svetlana, RACOVITA Stela,
BURLAC Veronica, CEBAN Valeria, IVANOVA Svetlana

pentru

BROSURA INFORMATIVA , BUNE PRACTICI IN
SECVENTIEREA GENOMICA”

Eugeniu RUSU, 9 |
Presedintele lon TIGHINEANU,
Comitetului organ Presedintele Juriului

3-5 decembrie 2025,
Chigindu, Republica Moldovo
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LISTA LUCRARILOR STIINTIFICE SI STIINTIFICO-METODICE

e Articole in reviste stiintifice peste hotare:

1.

4.

v' articole in reviste ISI, SCOPUS si alte baze de date internationale recunoscute
de ANACEC

Colac S., Ulinici M., Burduniuc O. Genetic diversity analysis of the SARS-CoV-2 virus:

a literature review. One Health and Risk Management. 2025;6(1):16-28.

doi:10.38045/0hrm.2025.1.02. https://journal.ohrm.bba.md/index.php/journal-ohrm-bba-

md/article/view/800

v’ articole in reviste din striiniitate recenzate
Colac S., Burduniuc O., Apostol M., Druc A. Genetic significance and tracking of
circulating SARS-CoV-2 variants in the Republic of Moldova. Romanian Archives of
Microbiology and Immunology. 2024;83(3):148-154. doi:10.54044/RAMI.2024.03.02.
https://roami.ro/wp-content/uploads/2025/04/Articoll_issue3 2024.pdf
Colac S., Sitnic V., Burduniuc O. Genomic surveillance of wastewater for SARS-CoV-

2 detection in the Republic of Moldova. Romanian Archives of Microbiology and
Immunology.  2024;83(4):11-16.  https://roami.ro/wp-content/uploads/2025/10/articol-
2_issued 2024.pdf
Burlac V., Burduniuc O., Colac S., laconi O-S., Bucov V., Lupu M., lliev A-M.
Metagenomics sequencing in infection diagnosis: clinical applications. One Health
Journal. 2025;3(V):5-12. doi:10.31073/onehealthjournal2025-V-01.
https://onehealthjournal.org.ua/index.php/main/article/view/2025-V-01

e Articole in reviste stiintifice nationale acreditate:

v’ articole in reviste de categoria B

5.

7.

Burduniuc (Popa) O., Lupu M., Bucov V., Tapu L., Anton (Bivol) M., Colac S.
Secventierea metagenomica in diagnosticul rezistentei la antimicrobiene. Akademos.
2024;(2):84-90. doi:10.52673/18570461.24.2-73.08.
https://akademos.asm.md/index.php/akademos/en/article/view/112

Colac S., Sitnic V., Burduniuc O. Genomic monitoring of SARS-CoV-2 variants in the
Republic of Moldova. Arta Medica. 2025;(1):67-71. doi:10.5281/zen0do0.15879875.
https://zenodo.org/records/15879875

Rezumate/abstracte/teze in lucrarile conferintelor stiintifice:
v internationale:
Colac S. Analiza secventierii genomului SARS-CoV-2: evolutia si impactul noilor linii

Omicron in Republica Moldova. Tn: Patrimoniul cultural de ieri — implicatii in
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https://journal.ohrm.bba.md/index.php/journal-ohrm-bba-md/article/view/800
https://journal.ohrm.bba.md/index.php/journal-ohrm-bba-md/article/view/800
https://roami.ro/wp-content/uploads/2025/04/Articol1_issue3_2024.pdf
https://onehealthjournal.org.ua/index.php/main/article/view/2025-V-01
https://akademos.asm.md/index.php/akademos/en/article/view/112
https://zenodo.org/records/15879875

10.

11.

12.

13.

14.

15.

dezvoltarea societdtii de mdine. lasi—Chisinau—Lviv; 11-12 febr 2025. p. 280. ISSN 2558
—894X. https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/244582

Colac S., lliev A-M. Advancements in DNA sequencing and public health genomics. Tn:
Patrimoniul cultural de ieri — implicatii in dezvoltarea societdtii de mdine. lagi—
Chiginau—Lviv; 11-12 febr 2025. p. 288. ISSN 2558 - 894X.
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/244594

v' nationale cu participare internationala:

Colac S. Genetic significance and monitoring of circulating variants of the SARS-CoV-
2 virus in the Republic of Moldova. Tn: One Health — realizéri si provocdri. One Health
& Risk Management. 2023;2(supl.1):85. https:/ibn.idsi.md/vizualizare_articol/192303

Colac S., Ulinici M., Burduniuc O. Analiza diversitatii genetice a virusului SARS-CoV-
2: revista a literaturii. In: Sandtatea si fenomenul rezistentei la antimicrobiene in tdrile
cu venituri mici si medii din Europa de Est. One Health & Risk Management. 2024,

p.136. https://journal.ohrm.bba.md/index.php/journal-ohrm-bba-md/article/view/745

Colac S., Burlac V., Burduniuc O. Profilul genetic al mutatiei JN.1 a virusului SARS-
CoV-2 detectati in Republica Moldova. Tn: Moldovan Journal of Health Sciences.
2025;12(3, anexa 2):647. https://repository.usmf.md/handle/20.500.12710/32377

Colac S. Monitoring the spread of SARS-CoV-2 via wastewater genome sequencing. In:
Abordarea ,, O singurd sandtate” pentru securitatea sanatatii globale. Chisinadu; 20-21

nov 2025. p.18. https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/242249

Colac S., Burlac V., Sitnic V. Determinanti genetici si ai virulentei in genomul
microorganismelor cu impact major asupra sanatitii publice. In: Abordarea ,, O singuri
sanatate”  pentru  securitatea  sanatatii  globale.  Chisindu; 2025. p.15.

https://ibn.idsi.md/vizualizare articol/242245

v nationale:

Colac S., Burduniuc O., Apostol M. Whole-genome sequencing of COVID-19 infection
and phylogenetic analysis of SARS-CoV-2 isolates. Tn: Moldovan Journal of Health
Sciences. 2022;3(29):136. https:/ibn.idsi.md/vizualizare_articol/168334

Colac S. Variabilitatea genetica a virusului SARS-CoV-2, varianta Omicron circulanta
pe teritoriul Republicii Moldova. Tn: Cercetarea in biomedicind si sandtate: calitate,

excelenta si performanta. 2023. p.152. https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/193538

Brevete de inventii, patente, certificate de Inregistrare, materiale la saloanele de

inventii:
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22.

23.
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25.

Colac S., Druc A., Burduniuc O., Apostol M. Metoda de secventiere a intregul genom
al virusurilor respiratorii prin tehnologia Nanopore. Certificat de Inovator nr. 6267,
04.07.2024.

Colac S., Sitnic V., lliev A-M., Apostol M., Burduniuc O. Metoda de generare a
rapoartelor a datelor obtinute in urma deconvolutiei virale cu algoritm Freyja. Certificat
de Inovator nr. 6315, 30.12.2024.

Burduniuc O., Colac S., Caradja A., Cazacu A., Ivanov S., lliev A-M. Biosiguranta,
biosecuritate si managmentul riscului biologic in laboratoare. Drept de autor, seria OS
nr. 8230 din 07.07.2025.

Burduniuc O., Chesov E., Colac S., Racovita S., Burlac V., Ceban V., Ivanov S. Bune
practici in secventierea genomica. Drept de autor, seria OS nr. 8362 din 09.12.2025.
Participari cu comunicari la forumuri stiintifice:

v internationale

Colac S. SARS-CoV-2 genome sequence analysis: evolution and impact of new
Omicron lineages in the Republic of Moldova. Comunicare orala prezentata la:
Conferinta stiintifica internationala Patrimoniul cultural de ieri — implicatii in
dezvoltarea societatii durabile de mdine; 11-12 febr 2025; lasi—Chisinau—Lviv.

Colac S., lliev A-M. Advancements in DNA sequencing and public health genomics.
Comunicare orala prezentata la: Conferinta stiintifica internationala Patrimoniul
cultural de ieri — implicatii in dezvoltarea societatii durabile de mdine; 11-12 febr 2025.
Colac S., Apostol M. Particularitatile circularii virusurilor gripale si non-gripale la copii
in perioada pandemiei COVID-19. Comunicare orala prezentata la: Conferinta

Actualitati in pediatrie si impactul imunizarii asupra morbiditatii si mortalitatii copiilor.
Chisindu; 22-23 sept 2023.

Burduniuc O., Colac S. Monitorizarea integrata a virusurilor gripale si SARS-CoV-2 in
Republica Moldova. Comunicare orala prezentata la: Conferinta Noi abordari in
controlul bolilor respiratorii. Chisinau; 20-21 dec 2023.

Burduniuc O., Colac S. Secventierea intregului genom in supravegherea rezistentei
antimicrobiene si investigarea focarelor de infectii asociate asistentei medicale.
Comunicare orala prezentata la: Conferinta Prevenirea si controlul infectiilor asociate
asistentei medicale. Chisinau; 19-20 sept 2024.

Colac S., Burlac V., Burduniuc O. Profilul genetic al mutatiei JN.1 a virusului SARS-
CoV-2 detectatd in Republica Moldova. Comunicare orala prezentata la: Congresul

aniversar 80 de ani de inovatie in sanatate si educatie medicala. Chisinau; 20 oct 2025.
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26. Colac S. Secventierea genomicda — instrument modern in monitorizarea agentilor
microbieni. Comunicare orala prezentata la: Conferinta Abordarea ,,O singurd

sanatate” pentru securitatea sanatatii globale. Chisinau; 20-21 nov 2025.
v nationale

27. Colac S. Variabilitatea genetica a virusului SARS-CoV-2, varianta Omicron circulanta
pe teritoriul Republicii Moldova. Comunicare orala prezentata la: Conferinta stiintifica
anuala USMF ,, Nicolae Testemitanu”. Chisinau; 18-20 oct 2023.

28. Colac S., Ulinici M., Burduniuc O. Analiza diversitatii genetice a virusului SARS-CoV-
2. Comunicare orala prezentata la: Conferinta Sandtatea si fenomenul rezistentei la
antimicrobiene in tarile cu venituri mici §i medii din Europa de Est. Chisindu; 27 ian
2024.

29. Colac S. Secventierea genomica in supravegherea sanatatii publice. Comunicare orald
prezentata la: Conferinta ANSP: trecut, prezent si viitor. Chisindu; 7 oct 2025.

e Participari cu postere la forumuri stiintifice:

v internationale

30. Colac S. Semnificatia geneticd si monitorizarea variantelor circulante ale virusului
SARS-CoV-2 in Republica Moldova. Poster prezentat la: Conferinta Abordarea ,,O
singura sandtate — realizari si provocari”. Chisinau; 23-24 nov 2023. (Premiul mare).

31. Colac S. Monitorizarea raspandirii SARS-CoV-2 prin secventierea genomica a apelor
reziduale. Poster prezentat la: Conferinta Abordarea ,, O singura sandtate pentru

securitatea sanatatii globale”. Chisinau; 20-21 nov 2025.

v’ nationale

32.Colac S., Burduniuc O., Apostol M. Monitorizarea infectiei COVID-19 prin
secventierea Intregului genom si analiza filogenetica a izolatelor SARS-CoV-2. Poster
prezentat la: Conferinta stiintifica anuala USMF ,, Nicolae Testemitanu”. Chisinau; 19-

21 oct 2022.

e Protocoale clinice publicate:
33. Tiberiu H., PLACINTA G., BIRCA L., Cojocaru S., Paraschiv A., Curocichin G.,
Rusu G., Cornilova S., Stirbu T., Salaru V., Gitu L., Friptu V., Hodorogea S., Marian-
Pavlenco A., larovoi L., Chihai J., Crivceanscaia L., Rotaru D., Rusu L., Palii 1.,
Burduniuc O., Colac S., Druc A., Diaconu N., Spataru D. Infectia cu coronavirus de
tip nou (COVID-19), Protocol Clinic National (editia IX), PCN-371, 2024.

162



Declaratia privind asumarea raspunderii

Prin prezenta, subsemnata, Colac Svetlana declar pe propria raspundere, ca teza de doctor
in stiinte medicale cu tema “Diversitatea genotipici a SARS-CoV-2 in perioada pandemica si
postpandemica timpurie” este elaborata de catre mine personal, materialele prezentate sunt
rezultatele propriilor cercetari, nu sunt plagiate din alte lucrdri stiintifice si nu a mai fost
prezentata la o institutie de invatamant superior din tara sau strainatate.

De asemenea, declar ca toate sursele utilizate, inclusive din Internet, sunt indicate in teza
de licenta, cu respectarea regulilor de evitare a plagiatului:

v toate fragmentele de text reproduse exact, chiar si in traducere proprie din alta limba, sunt
scrise cu referinta asupra sursei originale;

v'reformularea in cuvinte proprii a textelor altor autori detine referinta asupra sursei
originale;

v rezumarea ideilor altor autori detine referinta exacta la textul original;

v'metodele si tehnicile de lucru preluate din alte surse detin referinte exacte la sersele

originale.

Data

Doctoranda

(Prenume Nume) (Semnétura)

Conducator de doctorat

(Prenume Nume) (Semnatura)
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ADNOTARE

La tema tezei de doctor in stiinte medicale a doctorandei Colac Svetlana: “Diversitatea
genotipica a SARS-CoV-2 in perioada pandemica si postpandemica timpurie”.
Specialitatea 313.02 — Microbiologie, virusologie medicala.

Actualiatate. Infectia cu SARS-CoV-2 ramane o provocare majora pentru sanatatea
publica, din cauza evolutiei continue a virusului si aparitiei variantelor genetice cu impact
asupra transmiterii si controlului bolii. Monitorizarea genomicd este esentiald pentru
supravegherea epidemiologica si identificarea variantelor circulante.

Scopul lucririi: Identificarea variantelor virusului SARS-CoV-2 cu analiza filogenetica
a izolatelor circulante pe teritoriul Republicii Moldova pentru perfectionarea masurilor de
supraveghere si control a morbiditatii prin COVID-19.

Obiectivele lucrarii: caracteristica filogeneticd a izolatelor virusului SARS-CoV-2
depistate pe teritoriul RM; studierea evolutiei virusului SARS-CoV-2 cu identificarea
substitutiilor, insertiilor, deletiilor si compararea lor cu diversitatea genomului viral la nivel
global; analiza dinamicii circulatiei virusului SARS-CoV-2 si aparitiei noilor variante genetice,
investigarea relatiei dintre genotipurile virusului si datele epidemiologice; monitorizarea apelor
uzate ca metoda de predictie a tendintelor epidemiologice ale infectiei cu SARS-CoV-2;
estimarea impactului diferitor genotipuri virale ale SARS-CoV-2 cu argumentarea propunerilor
privind diagnosticul de laborator al COVID-19.

Noutatea si originalitatea stiintifici: In premiera pentru RM, au fost obtinute date
originale privind caracteristicile genotipice si fenotipice ale virusului SARS-CoV-2 circulant
pe teritoriul tarii, utilizind tehnici moderne de secventiere genomica si analiza bioinformatica.
Cercetarea a permis identificarea genovariantelor SARS-CoV-2 din probe clinice si ape uzate,
evaluarea pozitiondrii acestora in arborii filogenetici globali si analiza evolutiei moleculare a
virusului. Rezultatele obtinute au contribuit la prognozarea dinamicii procesului epidemic si la
optimizarea masurilor de supraveghere si control al infectiei COVID-109.

Rezultate obtinute: A fost determinatd structura genetica si distributia liniilor SARS-
CoV-2in RM in perioada 20212025, fiind identificate mutatiile dominante si evaluat impactul
acestora asupra proprietatilor biologice ale virusului; a fost demonstrata utilitatea monitorizarii
apelor uzate Tn detectarea timpurie a variantelor circulante, evaluata performanta instrumentelor
bioinformatice utilizate in analiza datelor de secventiere si formulate propuneri pentru
optimizarea diagnosticului si supravegherii epidemiologice.

Semnificatia teoretica: Studiul contribuie la aprofundarea cunostintelor privind evolutia
molecularda a SARS-CoV-2 si mecanismele de adaptare virald, oferind suport stiintific pentru
dezvoltarea strategiilor moderne de supraveghere genomica si management epidemiologic.

Valoarea aplicativa: Rezultatele obtinute au fost valorificate prin elaborarea ghidurilor
de bune practici in secventiere genomica, actualizarea protocolului clinic national si integrarea
datelor in activitatea de instruire a studentilor, medicilor rezidenti si specialistilor din domeniul.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Rezultatele cercetarii au fost implementate prin
elaborarea ghidului privind secventierea metagenomica; elaborarea monografiei privind
secventierea acizilor nucleici; actualizarea Protocolului clinic national COVID-19; precum si
prin valorificarea rezultatelor obtinute 1in activitatea institutiilor medico-sanitare, in
supravegherea epidemiologica si in procesul educational universitar.

Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari,
bibliografie (189) titluri, 12 anexe, 94 pagini de text de baza, 8 tabele si 42 figuri. Rezultatele
sunt publicate Tn 32 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: COVID-19, SARS-CoV-2, secventiere, NGS, genom viral, monitorizare
genetica, variante de mutatii, ape uzate.
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ANNOTATION
to the doctoral thesis in medical sciences by PhD candidate Svetlana Colac: “Genotypic
Diversity of SARS-CoV-2 During the Pandemic and Early Post-Pandemic Period.”
Specialty 313.02 — Medical Microbiology and Virology.

Relevance. SARS-CoV-2 infection remains a major public health challenge because of
the continuing evolution of the virus and the emergence of genetic variants that affect
transmission and disease control. Genomic monitoring is essential for epidemiological
surveillance and for identifying circulating variants.

Aim of the study. To identify SARS-CoV-2 variants circulating in the Republic of
Moldova and to perform phylogenetic analysis of the detected isolates, with the aim of
improving COVID-19 surveillance and morbidity control measures.

Objectives of the study. To provide a phylogenetic characterization of SARS-CoV-2
isolates detected in the Republic of Moldova; to study SARS-CoV-2 evolution by identifying
substitutions, insertions, and deletions and comparing them with global viral genome diversity;
to analyze SARS-CoV-2 circulation dynamics and the emergence of new genetic variants,
including the relationship between viral genotypes and epidemiological data; to assess
wastewater monitoring as a method for predicting epidemiological trends in SARS-CoV-2
infection; and to evaluate the impact of different SARS-CoV-2 genotypes in order to support
proposals for improving the laboratory diagnosis of COVID-19.

Scientific novelty and originality. Original data on the genotypic and phenotypic
characteristics of SARS-CoV-2 circulating in the Republic of Moldova were obtained for the
first time using modern genomic sequencing and bioinformatic analysis. The study identified
SARS-CoV-2 genovariants in clinical and wastewater samples, assessed their position within
global phylogenetic trees, and analyzed the molecular evolution of the virus. The findings
contributed to forecasting epidemic dynamics and optimizing surveillance and control measures
for COVID-19.

The obtained study results. The research determined the genetic structure and
distribution of SARS-CoV-2 lineages in the Republic of Moldova during 2021-2025. Dominant
mutations were identified, and their impact on the biological properties of the virus was
assessed. The study also demonstrated the value of wastewater monitoring for early detection
of circulating variants, evaluated the performance of bioinformatic tools used for sequencing-
data analysis, and developed proposals for improving laboratory diagnosis and epidemiological
surveillance.

Theoretical background. The study deepens current understanding of the molecular
evolution of SARS-CoV-2 and the mechanisms of viral adaptation, providing a scientific basis
for the development of modern genomic surveillance and epidemiological management
strategies.

The research practical value. The findings were applied through the development of
good-practice guidelines in genomic sequencing, the update of the national clinical protocol,
and the integration of the data into the training of students, resident physicians, and specialists
in the field.

Implementation of scientific results. The research findings were implemented through
the development of a guide on metagenomic sequencing, preparation of a monograph on nucleic
acid sequencing, update of the National Clinical Protocol on COVID-19, and use of the results
in healthcare institutions, epidemiological surveillance, and university education.

PhD thesis structure. The thesis includes an introduction, four chapters, general
conclusions and recommendations, a bibliography of 189 references, 12 annexes, 94 pages of
main text, 8 tables, and 42 figures. The results have been published in 32 scientific papers.

Keywords: COVID-19; SARS-CoV-2; sequencing; NGS; viral genome; genetic
monitoring; mutation variants; wastewater.
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Svetlana Colac

Date personale
= Svetlana Colac
% svetiana.colac@ansp.gov.md
o +3736B106350
1)

Chisindu, str. Cetatea Alba
1432
MD-2002 Chisindu

g 23 lunie 1992

93' Feminin

- moldoveana

Competente

Microsoft Office
Microsoft Excel
Microsoft office word

LHilizare buna a programelor de
comunicars{mail messenger skype)

Microsoft PowerPoint
Buna LHilizare a PC

Competente de comunicare si
interpersonale

Abilitati de conlucrare profesionala
adecvate

activitate in echipa

planificre

Curriculum Vitae

Educatie

Diploma de Bacalaureat 1999 - 2011
Liceul Teoretic Rus "A. 5. Puskin®

Licentiat in medicina 2011 - 2017
Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie "N. Testemitanu"

Diploma de medic specialist 2017 - 2019

Universitatea de Stat de Medicind si Farmacia "N. Testemitanu"

Scoala doctorald in domeniul Stiinte medicale Now. 2022 - Prezent
Universitatea de Stat de Medicind si Farmacie "M. Testemitanu"

Experientd profesionala

Medic specialist Oct. 2019 - Dec. 2024
Agentia Mationald pentru Sanatate Publicd, Chisindu, Moldova

Sefa directie
Agentia Mationald pentru Sanatate Publica, Chisindu, Maoldova

lan. 2025 - Prezent

Cursuri

Diagnosticul de laborator a poliomielitei lan. 2020
privind utilizarea metodei PCR in detectia si
identificarea poliovirusului

Litilizarea metodei PCR in detectarea Mart. 2021
polimorfismului uninuclectidic specific (SNP)

pentru identificarea variantelor SARS-CoV-2

Instruirea QlAsymphony SP Sample & Assay Sept. 2020
Technologies

Biosafety and Biosecurity Course for national Sept. 2021
influenza centres and respiratory vinus

laboratories

COVID-19 diagnostic OMS workshop Oct. 2021
Lhilizarea secventiatorului de ultima generatia MNow. 2021
lon Torrent Genexus Integrated Sequencer

Instruirea privind implementarea tehnicilor de Mart. 2022
biologie moleculara (RT-PCR) pentru testarea

COVID-19

Mobile Laboratory Training Session lul. 2022
Strengthening epidemiological surveillance Sept. 2022
capacity to address COVID-19 and other

epidemics

Molecular vaniant typing of SARS-CoV-2 Sept. 2022
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organizare

coordonare

instruire

control

cunoasterea calculatorului
comunicare eficienta
Respect fata de oameni
receptivitate fata de idei noi

tendinta spre perfectionare
profesionalda continua

punctuabilitate

colegialitate

obiectivitate

respectarsa disciplingi si eticii

profesionale

Limbi straine

engleza

SARS-CoV-2 wastewater surveillance

Instruire in domeniul managementului calitatii
in laborator (conform IS0 15139)

Workshop on Biosafety and Biosecurity for
Mational Influenza Centres and respiratory
virus laboratories, 14-18 noiembrie 2022,
Thilisi, Georgia

Terra.bio Bioinformatics and Genomic
Epidemiology Training

WHO Regional Office for Europe and
European Centre for Disease Prevention and
Control Joint Annual Hybrid European
Influenza and COVID-19 Surveillance
Meeting, 31 May — 2 June 2023, Copenhagen,
Danemark

International Influenza and SARS-CoV-2
Genomic Sequencing Course, 21-25 August
2023, Institut Pasteur, Paris, France

Participation in the training on updated
guality standards for method wvalidation in
microbiology of the food chain and for
clinical microbiology, organized by the WHO
Regional Office for Europa, 23 noiembrie
2023, Chis,inﬁu, Republica Moldova

WHO, WOAH and UNEP joint sub-regional
workshop on public health surveillance and
control of zoonotic influenza and SARS-CoV/-
2 at the human-animal interface for the
Western Balkans, Moldova and Turkiye, 28-
30 noiembrie 2023, Istambul, Turcia

Atelierul de instruire cu referire la
implenemtarea tehnicii de secventiere de
noud gen eratie 363 (lllumina MiSeq) cu
suportul Biroului de tard al OMS, 21
decembrie 2023, Chil_f.inﬁu, Republica
Moldova

Atelierul de instruire “Tehnici de lucru pe
metoda PCR in timp real”, 21-22 decembrie
2023, Chi@inﬁu, Republica Moldov

Training course: “Whole genome sequencing
analysis training”, 15-19 aprilie 2024,
Danemarca, Copenhaga

SARS-CoV-2 ONT Sequencing and Analysis
Training as Part of the Genomic Surveillance
Community of Practice within Eastern Europe
and Central Asoa (EECA) Region, 29 iulie - 02
august 2024, Thilisi, Georgia
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EECA Regional PulzeNet International lun. 2025
lllumina MiSeq Sequencing and
MNioinformatics Training

Realizari

s BURDUNMIUC O, BALAN G., SOFROMIE O, PLACINTA G, BIRCA L,
SERBEMNCO L., JURANVLIOV T TURCAM L., APOSTOL M., CATARAGA A,
COLAC 5.. Diagnosticul difteriei gi altor infecyii asociate: Ghid. Chisindu,
2023, 64 p. ISBN 978-8975-52-345-4

« Tiberiu H., PLACINTA G, BIRCA L., Cojocaru 5., Paraschiv A, Curocichin G.
, Rusu G, Comilova 5., Stirbu T, Salam V., Gitu L., Friptu V., Hodorogea S
Marian- Pardenco & larovai L., Chihai J., Criveeanscaia L., Rotaru 0., Rusu
L., Palii |., Burduniuc O, Colac 5., Druc A., Diaconu M., Spataru D. Infectia
cu coronavirus de tip nou (COVID-15), Protocol Clinic Mational (editia X)),
PCH-371, 2024

s« Colac 5., Druc A, Burduniuc O, Apostol M. Metoda de secventiere a
intregul genom al virusurilor respiratorii prin tehnologia Manopore. Certificat
de Inovator nr. 6267, 04.07. 2024

s Colac S., Sitnicv., lliev &-M.. Apostol M., Burduniuc Q. Metoda de generare
a rapoartelor a datelor obtinute in urma deconvolutiei virale cu algoritm
Freyja. Certificat de Inovator nr. 6315, 30.12 2024,

¢ Burduniuc O., Colac 5., Caradja A, Cazacu A., lvanov 5., lliev A-M.
Biosiguranta, bicsecuritate si managmentul riscului biclogic Tn laboratoare.
Drept de autor, seria OS nr. 8230 din 07.07. 2025

» Burduniuc O., Chesov E., Colac 5., Racovita 5., Burlac V., Ceban V., lvanov
S. Brosura informativa: Bune practici in secventierea genomica. Drept de
autor (in proces de aprobare).
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Avizul comitetului de etica

MINISTERUL SANATATH
Al HEPUBLICI MOLDOVA
UNIVERSITATEA DE STAT DE MEDICINA
S FARMACIE \NICOLAE TESTEMITANU"
DIN REPUBLICA MOLDOVA

MENISTRY OF HEALTH
OF THE REPURLIC DF MOLDOVA
NICOLAE TESTEMITANU STATE UNIVERSITY
OF MEDICINE AND PHARMACY
OF THE REPUBLIC OF MOLDOVA

MD-2004, Chiginaw, b, Stafan cel Mare 51 5fing, 165, tel. (+372) 22 205 701, fax: (+373) 22 242 244, conaadusmbmd, httus:/fusmind
20.65.2083 o 1L
lane 22 din 32,03, 203 3

Aviz favorabil
al Comitetului de Etica a Cercetarii

La proiectul stiintific de doctorat cu titlul: ,,Monitorizarea infectiei COVID-19
prin secventierea intregului genom si analiza filogenetica a izolatelor SARS-CoV-2",
solicitantd: Colac Svetlana; conducitor stiintific: BURDUNIUC Olga. dr. st. med., conf.
cercet., sef directie, Direcfia Diagnostic de Laborator, Agentia Nationald de Sanatate
Publica

Comitetul de Etica a Cercetéarii al USMF , Nicolae Testemitanu™, examinédnd la
sedinta din 12 septembrie 2023 urmitoarele documente:

Formularul de solicitare pentru evaluare etici a cercetdrii;

Extrasul din procesul verbal al subdiviziunii;

Protocolul cercetarii;

Adnotarea temei;

Formularul de informare a participantului la studiu;

Formularul de acceptare (acordul informat al participantului la studiu);
Angajamentul de confidentialitate;

CV-ul solicitantei;

CV-ul conducdtorului stiinific,

e AR e s

a decis ca proiectul de cercetare ,,Monitorizarea infectiei COVID-19 prin secventierea
intregului genom §i analiza filogeneticd a izolatelor SARS-CoV-2" corespunde
exigentelor etice.

Lista nominald a membrilor Comitetului de Fticd a Cercetarii prezenti in sedina:
Gavriliuc Mihail, Paladi Adriana, Capros Nicolae, Teaciuc Eugen, Dumbriveanu lon, Casian
Dumitru, Raba Tatiana, Calalb Tatiana. Ojovan Vitalic, Foca Ecaterina, Guju Luminita,
Gramma Rodica, Mostovei Andrei.

Pregedintele Gavriliuc Mihail
Comitetului de Etici a Cercetérii
dr. hab. st. med., prof. univ.

IMPORTANT! Vi atentionim ci, in caz de initiere a unor modificiri in design-ul cercetdrii, in special
in metodologie $i in procedura recrutiirii, selectirii, informdrii §i sigurantei participantilor la cercetare,
prezentul Aviz nu este valabil, iar cercetitorul urmeaza s aplice proiectul de cercetare modificat pentru
evaluare repetatsi din partea Comitetului de Etic a Cercetiirii, inainte de a aplica in practica modificarile

respective.
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