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INTRODUCERE

Actualitatea temei. Aparitia si rdspandirea rapida a virusului SARS-CoV-2 la sfarsitul
anului 2019 au determinat una dintre cele mai grave crize de sanatate publica la nivel global, cu
impact major asupra sistemelor sanitare, economiei si societatii [1,2,3].

La 5 mai 2023, Organizatia Mondiald a Sanatatii a declarat incheierea starii de urgenta de
sandtate publica, virusul continud sd circule la nivel global, mentinand relevanta cercetarilor in
domeniu [4,5].

Capacitatea virusului SARS-CoV-2 de a suferi mutatii genetice conduce la aparitia continua
de variante si subvariante cu proprietati biologice modificate, inclusiv transmisibilitate crescuta si
evadare imund. Aceste modificdri influenteazd eficienta testelor de diagnostic, a terapiilor
antivirale si a vaccinurilor, impunand o monitorizare constantd a genomului viral [6,7,8,9,10].

Secventierea genomicd reprezintd un instrument fundamental in supravegherea
epidemiologicd modernd, oferind informatii detaliate privind evolutia virusului si dinamica
transmiterii acestuia [11,12,13,14,15,16]. Integrarea datelor genomice cu cele clinice si
epidemiologice permite identificarea rapida a focarelor si fundamentarea masurilor de sanatate
publica [16,17]. in Republica Moldova, implementarea tehnicilor moderne de biologie moleculara
si introducerea secventierii genomice au permis monitorizarea circulatiei SARS-CoV-2 la nivel
national [18,19].

Totodata, epidemiologia bazatd pe analiza genomica a apelor uzate permite detectarea
precoce a virusului atat la persoane simptomatice, cat si asimptomatice [20,21,22,23]. Aceasta
metoda reprezintd un instrument eficient pentru monitorizarea circulatiei virusului si evaluarea
dinamicii transmiterii la nivel comunitar [24,25,26].

Prin urmare, actualitatea temei este determinatd de necesitatea continudrii supravegherii
integrate a SARS-CoV-2, prin utilizarea secventierii genomice si a epidemiologiei apelor uzate,
pentru detectarea rapida a variantelor emergente si optimizarea interventiilor de sdnatate publica
[12,26].

Scopul lucrarii: 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 cercetarii:

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 pregétire si eficienta raspunsului la o potentiala pandemie
viitoare.



Noutatea si originalitatea stiintifici 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 secventiere la studierea
tulpinilor virusului SARS-CoV-2 a permis aprecierea si evaluarea pozitiei acestora in arborii
filogenetici globali, fapt extrem de important pentru argumentarea evolutiei 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 (COVID-19) pe teritoriul Republicii Moldova din probe clinice si din ape uzate.

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

Problema stiintifici aplicativi de importanti majori solutionatii: In urma acestui studiu
a fost identificat specificul evolutiei virusului SARS-CoV-2 1in perioada pandemica si
postpandemica, cu identificarea si evaluarea diversitatii genotipice si fenotipice a tulpinilor
circulante. A fost demonstratd 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 practici a rezultatelor: In baza rezultatelor prezentei cercetiri a fost
elaborat ghidul de bune practici ,,Secventierea metagenomici prin tehnologia Illumina”. In cadrul
studiului a fost elaboratd o brosurd informativd pentru studenti, medici rezidenti, cercetatori
stiintifici, medici specialisti: ,,Bune practici in secventierea genomicd”. De asemenea, a fost
elaborata o brosurad informativa pentru aceleasi specialisti: ,,Bazele unei culturi responsabile de
biosiguranti si biosecuritate”. In baza rezultatelor studiului au fost elaborati monografia
»Secventierea acizilor nucleici — o privire de ansamblu asupra evolutiei si inovatiei tehnologice”.
In colaborarea cu echipa care a participat la elaborarea PCN, a fost actualizat Protocolul clinic
national ,,Infectia cu coronavirus de tip nou (COVID-19)”, (PCN-371, Chisindu 2025).

Aprobarea rezultatelor: Metodologia si designul studiului au fost aprobate in trei etape: de
Consiliul stiintific al ANSP (18.01.2023), de Comitetul de Etica al USMF ,,Nicolae Testemitanu”
(aviz favorabil, 20.09.2023) si de Seminarul stiintific de profil (20.12.2023), fiind validate tema,
conducatorul stiintific si comisia de indrumare. Cercetarea a fost realizatd 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 discutatd si aprobata la sedinta Consiliului stiintific (proces verbal nr. 7 din 18.11.2025), la
sedinta comuna a conducatorului de doctorat, Comisiei de indrumare si a unititii primare de
cercetare (proces-verbal din 11.05.2026) si la sedinta Seminarului stiintific de profil 313.
Imunologie, microbiologie, virusologie; 321. Medicina generalda / 313.02 Microbiologie,
virusologie medicala / 321.09 Boli infectioase, tropicale si parazitologie medicald (proces-verbal
din 27.05.206). Teza a fost recomandata pentru sustinerea publicad prin decizia Consiliului
Stiintific al Consortiului din 01.07.2026 (proces-verbal nr.4).



Prezentarea rezultatelor cercetirii: In baza rezultatelor cercetirii au fost publicate 15
lucrari: sase articole publicate in reviste stiintifice (inclusiv un articol in revistd, trei in reviste
internationale recenzate, doud in reviste nationale de categoria B), patru articole prim autor, 9
rezumate in lucrdrile conferintelor stiintifice nationale si internationale, o monografii, 13
participari active cu comunicari/ postere la conferinte si congrese stiintifice nationale si
internationale, doud 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 bazd 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.

CONTINUTUL TEZEI
1. CARACTERISTICA MOLECULARA A VARIANTELOR EMERGENTE DE
SARS-CoV-2 SI DIAGNOSTICUL DE LABORATOR AL INFECTIILOR
DETERMINATE DE ACESTEA

Capitolul prezinta o sinteza ampla a datelor din literatura de specialitate privind biologia,
evolutia genetica si particularitatile moleculare ale virusului SARS-CoV-2, evidentiind
mecanismele de mutatie, recombinare si adaptare ale acestuia. Sunt descrise structura genomica si
proteica a virusului, ciclul replicativ, precum si rolul proteinelor structurale in procesul de infectare
si interactiunea cu celula-gazda.

De asemenea, sunt analizate clasificarea si nomenclatura variantelor SARS-CoV-2 conform
principalelor sisteme internationale (OMS, PANGO, GISAID, Nextstrain), fiind evidentiate
variantele de Ingrijorare si impactul acestora asupra transmisibilitétii, virulentei si evaziunii imune.
Capitolul include si o analiza a epidemiologiei moleculare a infectiei COVID-19, cu descrierea
mecanismelor de transmitere, a factorilor de risc si a particularitdtilor clinico-epidemiologice.

Un compartiment important este dedicat metodelor moderne de diagnostic, inclusiv
tehnicilor de biologie moleculara (RT-PCR), secventierii genomice de noua generatie si analizei
bioinformatice, subliniind rolul acestora in identificarea variantelor virale si in supravegherea
epidemiologicd. Sunt prezentate principalele platforme de secventiere si avantajele acestora in
cercetarea genomica.

Totodata, capitolul abordeazd monitorizarea virusului SARS-CoV-2 in apele uzate ca
metoda inovatoare de supraveghere epidemiologica, evidentiind utilitatea acesteia in detectarea
precoce a circulatiei virale, evaluarea dinamicii transmiterii si identificarea variantelor emergente.
Sunt discutate atat avantajele acestei metode, cat si limitdrile tehnice si necesitatea dezvoltarii unor
abordari standardizate si a instrumentelor bioinformatice adecvate.

Prin continutul sau, capitolul oferd fundamentul teoretico-stiintific necesar pentru intelegerea
evolutiei SARS-CoV-2 si pentru aplicarea metodelor moderne de diagnostic si supraveghere
genomicd in sdnatatea publica.

2. MATERIAL SI METODE UTILIZATE iN CERCETARE
Actuala cercetarea a fost initiatd in anul 2022, in cadrul Agentiei Nationale pentru Sdnatate
Publicd - Laboratorul virusologic si reprezintd un studiu complex, desfasurat pe parcursul
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perioadei de implementare a tehnicii de secventiere a intregului genom al virusului SARS-CoV-2
in Republica Moldova (2021-2025). in studiu s-au utilizat secventele virusului SARS-CoV-2
obtinute din probe biologice de tampoane nazo- si orofaringiene si din probele de ape uzate.
Prezenta virusului SARS-CoV-2 a fost confirmata prin reactia de polimerizare in lant (RT-PCR),
utilizand diferite kituri de reactivi comerciali. Pentru reactia de secventiere au fost selectate
probele pozitive, conform criteriilor de includere si excludere.

Studiul a inclus un esantion reprezentativ de probe biologice din diverse teritorii ale
republicii, recoltate de la pacienti cu caracteristici demografice si grade diferite de severitate,
precum si probe de ape uzate. Dimensiunea esantionului a fost calculatd pentru un nivel de
incredere de 95% si o eroare de 5%, rezultand un minim de 240 de probe, conform formulei n =
P(1-P)(Za/d)>.

Astfel, au fost analizate 733 de probe biologice recoltate in perioada noiembrie 2021—
noiembrie 2024 pentru monitorizarea SARS-CoV-2 prin secventiere genomicd si analiza
filogenetica. Odata cu reducerea testarilor PCR, a fost implementata monitorizarea prin ape uzate,
fiind secventiate 31 de probe in perioada 2024-2025, ceea ce a permis identificarea tulpinilor
circulante.

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
genetica si evolutia virusului SARS-CoV-2, noile variante cu potential epidemiologic si impactul
acestora asupra sanatatii publice.

La etapa a doua au fost selectate probele eligibile pentru secventiere, conform criteriilor de
includere si excludere, din probe pozitive confirmate prin RT-PCR. Secventierea intregului genom
a fost realizatd utilizand platformele Ion Torrent Genexus si [llumina MiSeq, iar analiza datelor s-
a efectuat cu ajutorul bazelor de date si instrumentelor bioinformatice (Nextclade, Nextstrain,
GISAID, Pangolin, Freyja, Kallisto).

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

3. CARACTERIZAREA GENETICA A TULPINILOR DE SARS-CoV-2
IDENTIFICATE iN 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 (92,77 %) —
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.

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

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 geneticd a virusului
SARS-CoV-2 si variabilitatea acestuia sunt asigurate de frecventa ridicatd a recombinarii ARN-
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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 (figura 1).
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Figura 1. Relatia filogenetica dintre izolatele virusului SARS-CoV-2 in cadrul prezentului
studiu

Secventele genomice ale virusului SARS-CoV-2 identificate in Republica Moldova au fost
repartizate pe o arie larga, de la grupul 20A la 24 A, grupate cu variantele care au circulat in intreaga
lume 1n 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 recombinantd. 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 cd acesti pacienti au fost infectati simultan cu doua sublinii care au format in final linii
recombinante. 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 pand la aproximativ 140-150 de mutatii, ceea ce este de patru ori mai mult decat in cazul
variantei Delta (clada 21J), care prezinta pana la 40 de mutatii in genomul sau. Anterior, variantele
Omicron, cu o divergentd ridicata fatd de variantele pre-Omicron, au prezentat modificari de
patogenitate care au dus la simptome mai usoare.

Ramificatiile 24K, 21L s1 22B reprezinta clade timpurii cu un numdar 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, 23 A 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.

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

Analiza comparativd a variantelor genomice ale virusului SARS-CoV-2 a ardtat ca, in
majoritatea cazurilor, evolutia virusului si modificarile genomice au fost determinate de substitutii,
cu o medie de 72,6 + 21,1 substitutii pe genom (95 % CI: 71, 74), de deletii, cu o 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.

in figura 2, diagramele boxplot ilustreazi valoarea medie a substitutiilor nucleotidice in
functie de cladele Nextrain, precum si valoarea medie a substitutiilor aminoacidice in diferite
clade. Aceste reprezentdri grafice evidentiaza clar faptul cd, in timp (din 2021 pand in 2024)
numarul de substitutii nucleotidice (a) si aminoacidice (b) a crescut semnificativ. Astfel, din datele
acestor grafice se observa clar ca subvariantele Omicron ale virusului SARS-CoV-2 au prezentat
o valoare medie mai mare a mutatiilor decat varianta Delta.
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Figura 2. Diagrama de tip boxplot care evidentiaza variatia numarului de substitutii
nucleotidice a) si aminoacidice b) in functie de cladele SARS-CoV-2
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Analiza mutatiilor genomurilor virale secventiate a fost realizata la doud niveluri: la nivel
nucleotidic si la nivel aminoacidic. Trebuie remarcat faptul ca in graficele din figura 2 se observa
clar dependenta numarului total de substitutii de clada virusului SARS-CoV-2. Astfel, numarul de
substitutii nucleotidice si aminoacidice creste odatd cu evolutia virusului si cu aparitia de noi clade.
Cea mai mare diversitate geneticd 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.

Diagrama distributiei deletiilor in genomul virusului SARS-COV-2 in functie de grupul
cladei Nextrain este reprezentata in figura 3.
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Figura 3. Distributia numéarului de deletii nucleotidice a) si aminoacidice b) in cladele
virusului SARS-CoV-2
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Prezintd interes faptul ca cresterea numarului de deletii este vizibild 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 diferenta intre
izolatele acestor grupuri si dobandirea de mutatii suplimentare in genomul lor.

Analiza evolutiei virusului SARS-CoV-2 in functie de aparitia insertiilor in genom a aratat
ca in majoritatea cazurilor se observa un numar minim de insertii sau chiar absenta acestora.
Conform datelor din figura 4, insertiile nucleotidice si aminoacidice au apdrut In principal in
cladele 22F, 23A, 23D, unde mediana este mult mai mare decat in altele, ceea ce poate Insemna o
variabilitate mai mare a izolatelor din aceste clade. De asemenea, s-a observat cd numarul de
insertii 1n tulpinile recombinante este mai mare in comparatie cu alte grupuri.

a) .

b)

Inserii_aminaacizi

IR R H

Maxtstrain

Figura 4. Distributia insertiilor nucleotidice a) si aminoacidice b) in cadrul cladelor
virusului SARS-CoV-2
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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 0 altd presupunere cd desi majoritatea, dacd nu toate, insertiile cu deplasarea cadrului de citire
sunt artefacte de secventiere, unele dintre ele in alte gene pot fi evenimente reale, care reflecta
caracterul optional al acestor gene pentru reproducerea virusului.

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

Mutatiile sinonime (synonymous mutations) nu modificd aminoacidul codificat, dar pot
influenta procesele celulare, in timp ce mutatiile nonsinonime (non-synonymous mutations)
determind modificari ale structurii proteinelor, afectdnd proprietati esentiale ale virusului, precum
transmisibilitatea si evaziunea imuna.

In total au fost identificate 13 672 mutatii sinonime si 54 080 mutatii nonsinonime, ceea ce
indica o presiune selectiva orientata spre modificari proteice. Gena Spike prezinta cel mai mare
numar de mutatii nonsinonime, reflectand rolul sau major in adaptarea virald si interactiunea cu
receptorul ACE2. De asemenea, genele N si ORFlab inregistreazd un numdr semnificativ de
mutatii, sugerand implicarea lor In procesele de replicare si stabilitate virala.

Distributia neuniforma a mutatiilor intre gene evidentiaza importanta functionala diferita a
acestora si contributia lor la evolutia si adaptarea continua a virusului SARS-CoV-2.

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 gend codanta (figura 5) 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 si implicit asupra biologiei si epidemiologiei virusului.

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

In paralel, genele ORF1a si ORF1b prezinti si ele cateva mutatii frecvente, unele asociate
in literatura de specialitate cu modificari in eficienta replicdrii in celulele-gazda. Celelalte gene, in
general mai scurte si cu roluri mai putin esentiale in ciclul replicativ, manifestd in anumite pozitii
mutatii cu o frecventa mare, ceea ce ar putea determina anumite avantaje selective legate de
evaziunea imund 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 proteicd ce pot altera sau aboli functii accesorii, fenomen raportat in
epidemiologia SARS-CoV-2.

Diferentele mari intre gene in 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.
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Figura 5. Top 10 cele mai frecvente mutatii aminoacidice din genomul virusului SARS-
CoV-2

Mutatii semnificative. Mutatiile cu impact functional pot modifica transmisibilitatea,
evaziunea imund si raspunsul la terapii, fiind frecvent asociate variantelor de ingrijorare. Cele mai
relevante mutatii identificate (precum D614G, N501Y, L452R, E484A/K) sunt localizate
predominant in proteina Spike si contribuie la cresterea infectiozitatii si la reducerea eficientei
raspunsului imun. Unele mutatii favorizeaza legarea mai eficienta de receptorul ACE2, iar altele
faciliteaza evadarea de sub actiunea anticorpilor. De asemenea, mutatiile din proteina N si regiunea
ORFlab sunt implicate in cresterea replicirii virale si in adaptarea generald a virusului. In
ansamblu, distributia mutatiilor evidentiaza rolul central al proteinei Spike in evolutia SARS-CoV-
2 si capacitatea virusului de a se adapta continuu.

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 apdrut frecvent in secventele analizate.
Astfel, analiza statistica a cazurilor de mutatii private evaluate in functie de varianta OMS a
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virusului SARS-CoV-2 a evidentiat o diferentd semnificativa in zece mutatii private, avand valori
p <0,05, cele mai des intalnite fiind interpretate.

Mutatiile private A23048G si T22686C au fost identificate exclusiv in varianta Omicron, cu
frecvente de 10,9% si 13,2%, prezentand diferente statistic semnificative (p<0,05). Mutatiile
A10447G si A10449C au fost detectate predominant in Omicron, dar si in variante recombinante,
iar T44C a fost observata atat in Omicron, cat si in forme recombinante.

Cea mai frecventd mutatie a fost T9344C (38,2%), localizatd In ORFlab, identificata
exclusiv In Omicron si cu semnificatie statistica inalta (p<<0,001).

Aceste rezultate evidentiaza diversitatea genetica si adaptarea locald a virusului SARS-CoV-
2, subliniind necesitatea monitorizdrii continue pentru evaluarea impactului asupra eficacitatii
vaccinurilor si tratamentelor.

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

Evolutia continua a virusului SARS-CoV-2 poate perturba recunoasterea virusului de catre
imunitatea mediatd de anticorpi la om. Pentru evaluarea rolului substitutiilor aminoacidice in
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 dependentei
tuturor mutatiilor aminoacizilor din RBD care evita legarea cu fiecare anticorp a fost analizat
arborele filogenetic al virusului SARS-CoV-2.

In urma analizei arborelui filogenetic al virusului SARS-CoV-2 (figura 6), construit in
functie de scorul de afinitate ACE2, s-a observat o tendintd 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.

ACE2 affinity score A
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Figura 6. Arborele filogenetic al izolatelor SARS-CoV-2 in functie de scorul de
afinitate ACE-2
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Conform graficului, se observa o crestere bruscd a scorului de afinitate ACE2 la varianta
Omicron in comparatie cu varianta Delta (211, 21J) si o tendinta clard 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 scdzut a fost determinat pentru cladele 24B
si 24C, moderat scazut pentru cladele 21L, 22B, 24E, 24G si moderat crescut pentru cladele 23A
si23D.

Rezultatele obtinute arati ci legarea la ACE2 este o caracteristicd extrem de evolutiva. In
aproape toate cazurile in care RBD se leagd de un anumit ACE2, exista mutatii aminoacidice care
o imbunatatesc de cateva ori. Faptul ca legarea la ACE2 poate fi usor sporitd de mutatie a fost
observat la aparitia diferitor sublinii ale variantei Omicron, caracterizatd prin numeroase mutatii
in genomul sdu.

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 virulenta
si caracteristici alterate. In patru din probele investigate a fost identificat ARN viral recombinant,
dar nu a fost observatd vreo modificare a scorului de afinitate ACE2 si eventual fard consecinte
epidemiologice.

In urma analizei scorului de evadare imuna RBD in functie de dinamica evolutiei virusului
SARS-CoV-2 (figura 7) 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. In special, indicatorul de evadare imuna RBD a inceput si creasca la variantele din cladele
22F, 23A, 23B, 23C, 23D, 23E, 23F, 23G, 23H, atingind un scor de evadare imuna RBD de la 1,0
la 1,4. La variantele 231, 24A, 24B, 24C, 24E, 24G si la cea recombinantd, scorul de evadare imuna
RBD a inregistrat valori 1n intervalul de la 1,4 1a 1,962.
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Figura 7. Scorul de evadare imuna RBD in functie de dinamica evolutiei virusului
SARS-CoV-2
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Analiza scorului de evadare imuna RBD in functie de dinamica evolutiei virusului SARS-
CoV-2 a ardtat cd atat evitarea raspunsului imun, cat si afinitatea pentru legarea la ACE2 coreleaza
independent cu frecventa mutatiilor. Este de remarcat faptul cd evitarea raspunsului imun a
prezentat cei mai mari coeficienti (punctele colorate in toate nuantele de rosu in figura 7) in 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 1n 2024 si confirmd observatia 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.

4. MONITORIZAREA GENETICA A VIRUSULUI SARS-CoV-2 iIN APELE
UZATE PRIN SECVENTIEREA INTREGULUI GENOM

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

Supravegherea genomica a virusului SARS-CoV-2 in apele uzate reprezintd o premiera
pentru Republica Moldova si ofera o alternativa in supravegherea circulatiei virusului SARS-CoV-
2 in populatia umana si, respectiv, in realizarea cercetarilor stiintifice ulterioare cu privire la
circulatia virusului pe teritoriul republicii. Utilitatea investigarii probelor de mediu este evidenta
intr-un context in care testarea individuald pentru COVID-19 a devenit sporadica si inconsistenta
odata cu incetarea pandemiei, iar oboseala pandemica si scaderea interesului populatiei fata 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 scazuta,
din cauza dilutiei ridicate si a deteriorarii mecanice a virusului in apa, acestea au fost acceptabile
pentru rularea instrumentului Freyja si identificarea liniilor virale.

In 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, IN.1.1.1, AE.4, B.1.1.45, B.11.

Variantele identificate, precum si abundenta acestora in timp, sunt reprezentate pe graficul
din figura 8. In acest grafic, axa Y reprezinta 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 0 pana la 1). Pe axa X este notata luna de colectare a probei (sept.: septembrie, oct.:
octombrie, nov.: noiembrie) cand concentratiile virusului in 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. Modificdrile prevalentei si variatiei mutatiilor relevate indica
dinamica temporald 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 luni cdnd 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, 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 izolatd, ambele scenarii evidentiind necesitatea
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continudrii supravegherii genomice pentru a Intelege mai bine fenomenele de reaparitie a
variantelor aparent disparute ale virusului SARS-CoV-2 din circulatia globala.

Fiecare grafic individual din figura 8 reprezintd dinamica unei linii care a circulat in toamna
anului 2024 in mun. Chisindu. 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 predomind 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.
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Figura 8. Abundenta si dinamica in timp a liniilor de SARS-CoV-2 identificate in probele
de ape uzate colectate in mun. Chisiniu in perioada septembrie - noiembrie 2024

Cea mai mare pondere la data specificatd (aprox. 80 %) au avut-o variantele B.11 si
B.1.1.45 (figurd 9). Conform platformei outbreak.info, linia B.11 a fost detectata in cel putin 21
de tari, in special din vestul Europei, in India si pe continentul nord-american, fiind Tnsd mai putin
intalnita in Europa de Est. Un aspect interesant este si faptul ca aceasta varianta virald a circulat la
etapele anterioare ale pandemiei, iar prezenta sa in apele uzate din mun. Chisindu in octombrie si
in noiembrie 2024 poate reflecta fie cazuri izolate, fie un proces de circulatie endemica la scara

redusd. Aceasta observatie subliniazd importanta continuarii monitorizarii genomice a virusului
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SARS-CoV-2 inclusiv pentru a identifica posibile reintroduceri ale unor variante care par sa fi
disparut din circulatia globala.
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Figura 9. Cele mai recente linii genetice ale virusului SARS-CoV-2 identificate in apele
uzate in comparatie cu proba umana

Datele genomice ale probelor secventiate in anul 2025, dintre care noud probe au fost ape
uzate (S5-S14) sase probe de material clinic uman (S15-S20), utilizate ca probe de referinta (probe
de control), au prezentat, de asemenea, o abundentd scdzutd, ceea ce a complicat procesul de
analiza bioinformatici. In pofida impedimentelor, a fost posibila identificarea subliniilor circulante
si cuantificarea variantelor SARS-CoV-2.

Conform datelor obtinute, cresterea concentratiei ARN-ului SARS-CoV-2 in apele uzate
coreleaza cu cresterea numarului de cazuri de infectare n mun. Chisindu, ceea ce a fost posibild
secventierea probelor prelevate in perioada calda a anului, cand numarul de cazuri de COVID-19
a Inceput sa creasca pe teritoriul Republicii Moldova.

Conform datelor din figura 10, 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 concordanta cu datele Organizatiei Mondiale a Sanatatii pentru perioada respectiva.

Analiza datelor obtinute a demonstrat cd prin secventierea apelor uzate se pot identifica
genotipurile tulpinilor virale SARS-CoV-2 din mun. Chisinau, 1n special cele care nu au fost inca
detectate prin secventierea probelor clinice din cauza adresabilitatii reduse a pacientilor in perioada
postpandemica. Printr-o prelevare mai intensiva a probelor de ape uzate, aceastd abordare poate
evidentia si modelele de distributie virald in cadrul comunitétilor, contribuind la intelegerea
mecanismelor de transmitere si de raspandire a bolilor infectioase in 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 scard populationala.

18



AN.5T BA.3 BF.22

NT.1 XFG. 12

Abundenta variantei

XP XFG.5 XFG.4

1.00 5

0.75

Q.50+

0.254

Jul G7
Jul 21 1
Jul 28
Jul O7
Jull 14
Jui 21
Jul 28
Jul o7
Jul 14
Jul 214
Jul 28

Aug 04+
Aug 11
Aug 04 4
Aug 11
Aug 044
Aug 11

Jull 14 1

Data colectarii

Figura 10. Abundenta si dinamica in timp a liniilor de SARS-CoV-2 identificate in
probele de ape uzate din mun. Chisiniu in perioada iunie-august 2025

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

In 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, pentru
analiza si interpretarea secventelor obtinute la procesarea probelor de ape uzate este nevoie de
instrumente veridice si speciale pentru analiza bioinformaticd a datelor.

Pentru evaluarea performantei instrumentelor Freyja si Kallisto, care reprezintd 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 referintd 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 1n intregul set de date. Probele 1-10 au continut o linie
dominantd, 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
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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 comparativd a ambelor instrumente a demonstrat corelatii generale puternice intre
abundentele prezise si cele reale, dar cu profiluri de precizie semnificativ diferite. Instrumentul
Freyja a inregistrat performante exceptionale cu indicele statistic R* de 0,9793, explicand 97,9 %
din variatia datelor reale (figura 11), iar corelatia Pearson a atins un r egal cu 0,9899 cu o valoare
p mai mica de 2,76 ori 10 la -292, indicand o relatie liniard extrem de puternica. Eroarea absoluta
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%.
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Figura 11. Performanta instrumentului Freyja. Semnificatia statistica a abundentelor
prezise si reale in functie de varianta genetica a SARS-CoV-2
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 12),
pe care casetele albe indica ca eroarea de predictie a instrumentului nu este semnificativa (<1 %)
fatd de rezultatul asteptat. Asadar, instrumentul Freyja are cea mai mare precizie in identificarea
abundentei relative a liniilor genetice ale virusului SARS-CoV-2.
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Figura 12. Harta termica (heatmap) a erorilor de predictie a instrumentului Freyja

Instrumentul Kallisto de asemenea a demonstrat o performantd bund, dar cu o precizie
substantial mai micad decat instrumentul Freyja, obtinand 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 13).
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Figura 13. Performanta instrumentului Kallisto in determinarea semnificatiei statistice
a abundentelor prezise si reale in functie de varianta genetica a SARS-CoV-2
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Performanta instrumentului Kallisto pentru fiecare variantd a virusului SARS-CoV-2 a
evidentiat o diseminare puternicd si vizibild pentru multe variante. Semnificatia statisticad a
abundentelor prezise si reale n 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, Iota, Kappa, Lambda, Zeta): abundenta relativa a
variantei Beta a fost foarte slaba (R?=0,248), iar a variantei Zeta — negativa (R*>=-10) (vezi Anexa
12). Punctele colorate pentru fiecare variantd genetica foarte des sunt indepartate de linia de
predictie (valori asteptate), ceea ce dovedeste cd acest instrument sistematic subestimeaza sau
sapraestimeaza valorile abundentei. Acest fapt demonstreazd performanta mult mai joasd a
instrumentului Kallisto in comparatie cu instrumentul Freyja.

Harta termica a erorilor de predictie a instrumentului Kallisto (figura 14) difera semnificativ
de cea a instrumentului Freyja (figura 12). Aceste grafice aratd erorile pentru fiecare proba in
functie de varianta genetica, dreptunghiurile colorate in rosu si in albastru demonstreaza eroarea

predictie >15%.
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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
demonstreaza o 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 pana la 38 1n 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 excelentd a
ordonarii rangului chiar si pentru relatii neliniare. Instrumentul Kallisto a obtinut un p Spearman
substantial mai mic — 0,646, dovada ca instrumentul se lupta 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 comparativd a acestor doud 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.

CONCLUZII GENERALE

1. Caracterizarea filogeneticd 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.

2. 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 in
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
in cazul variantei Delta.

3. Evaluarea tipurilor de mutatii a evidentiat predominanta modificarilor genetice cu impact
functional, in special a mutatiilor nonsinonime, care depasesc semnificativ mutatiile sinonime.
Aceastd distributie indicd un proces de selectie pozitivd, asociat cu adaptabilitatea virala,
cresterea transmisibilitatii si potentialul de evadare imund, avand implicatii directe asupra
diagnosticului molecular si supravegherii variantelor emergente.

4. 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, confirmind rolul diversitdtii genotipice in modelarea evolutiei
epidemiologice a COVID-19 si evidentiind necesitatea consolidarii supravegherii genomice
pentru fundamentarea interventiilor de sdnatate publica.

5. Monitorizarea SARS-CoV-2 in apele uzate din municipiul Chisindu a fost validata ca metoda
complementard, sensibila si precoce de supraveghere epidemiologica. Aceasta abordare a
permis evidentierea variantelor circulante si anticiparea tendintelor evolutive ale infectiei,
constituind o contributie originala la dezvoltarea supravegherii integrate de mediu si sanatate
publica, subliniind totodata necesitatea adaptarii continue a metodelor de diagnostic molecular
in contextul variabilitatii genetice a virusului.
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1.

. Rezultatele obtinute fundamenteaza necesitatea implementdrii unui model national de

supraveghere integratd a SARS-CoV-2, bazat pe corelarea datelor genomice, epidemiologice
si de mediu. Acest model contribuie la identificarea precoce a variantelor emergente,
anticiparea tendintelor epidemice si consolidarea unui sistem de sdndtate publicd predictiv,
rezilient si orientat spre decizii bazate pe dovezi.

RECOMANDARI PRACTICE
Dezvoltarea si implementarea unui sistem integrat de supraveghere genomica a SARS-CoV-
2, bazat pe monitorizarea continud a tulpinilor circulante si corelarea datelor genomice cu
cele clinice si epidemiologice, cu partajarea sistematica a datelor pe platforme internationale
(ex. GISAID), in vederea fundamentarii strategiilor de sdndtate publicd, optimizarii
interventiilor terapeutice si profilactice si cresterii eficientei sistemului de sénatate.
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.
Valorificarea rezultatelor cercetarii si asigurarea continuitatii investigatiilor stiintifice, prin
extinderea supravegherii genomice asupra altor agenti patogeni de importantd pentru
sandtatea publica si integrarea metodelor avansate de analizd bioinformatica, in scopul
dezvoltarii unui sistem de sanatate publica predictiv, rezilient si orientat spre decizii bazate
pe dovezi.

BIBLIOGRAFIE SELECTIVA

1. Souza F, Spilki FR, Tanuri A, Michel RP, Campos FS. Two years of SARS-CoV-2
Omicron genomic evolution in Brazil (2022-2024): subvariant tracking and assessment
of regional sequencing efforts. Viruses. 2025;17(1):64. Disponibil la
https://www.mdpi.com/1999-4915/17/1/64; https://doi.org/10.3390/v17010064.

2. World Health Organization. WHO coronavirus (COVID-19) dashboard. 2025. Disponibil
la: https://covid19.who.int/.

3. Kadio KJJO, Gnimadi TAC, Guichet E, et al. Assessing the long-term persistence of
SARS-CoV-2 in Guinea: insights from post-epidemic sentinel syndromic surveillance
data. Front. Epidemiol. 2025; 5:1636286. doi: 10.3389/fepid.2025.1636286.

4. World Health Organization. Statement on the fifteenth meeting of the IHR (2005)
Emergency Committee on the COVID-19 pandemic. Geneva: World Health
Organization; 2023.

5. Peacock TP, Penrice-Randal R, Hiscox JA, Barclay WS. SARS-CoV-2 one year on:
evidence for ongoing viral adaptation. J Gen Virol. 2021;102(4):001584. doi:
10.1099/jgv.0.001584. PMID: 33855951; PMCID: PMC8290271.

6. Markov PV, Katzourakis A, Stilianakis NI. Antigenic evolution will lead to new SARS-
CoV-2 variants with unpredictable severity. Nat Rev Microbiol. 2022; 20(5):251-252.
doi:10.1038/s41579-022-00722-z.

7. Flemming A. Omicron, the great escape artist. Nat Rev Immunol. 2022; 22(2):75.
doi:10.1038/s41577-022-00692-3.

8. Planas D, Saunders N, Maes P, et al. Considerable escape of SARS-CoV-2 Omicron to
antibody neutralization. Nature. 2021. Disponibil la:
https://www.nature.com/articles/s41586-021-04389-z:d0i:10.1038/s41586-021-04389-z.

24


https://www.mdpi.com/1999-4915/17/1/64
https://covid19.who.int/
https://www.nature.com/articles/s41586-021-04389-z;doi:10.1038/s41586-021-04389-z

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Cao Y, Wang J, Jian F, Xiao T, Song W, Yisimayi A, et al. Omicron escapes the majority
of existing SARS-CoV-2 neutralizing antibodies. Nature. 2022; 602(7898):657—663.
doi:10.1038/s41586-021-04388-0.

Bushman M, Kahn R, Taylor BP, Lipsitch M, Hanage WP. Population impact of SARS-
CoV-2 variants with enhanced transmissibility and/or partial immune escape. Cell. 2021;
184(26):6229-6242.e18. doi:10.1016/j.cell.2021.11.026.

Colac S, Sitnic V, Burduniuc O. Genomic monitoring of SARS-CoV-2 variants in the
Republic of Moldova. Arta Medica. 2025. Disponibil la:
https://artamedica.md/index.php/artamedica/article/view/384.

Holmes EC. The emergence and evolution of SARS-CoV-2. Annu Rev Virol. 2024;
11(1):21-42. doi:10.1146/annurev-virology-093022-013037.

Chaudhary N, Weissman D, Whitehead KA. mRNA vaccines for infectious diseases:
principles, delivery and clinical translation. Nat Rev Drug Discov. 2021; 20(11):817—
838. doi:10.1038/s41573-021-00283-5.

Chen Z, Azman AS, Chen X, et al. Global landscape of SARS-CoV-2 genomic
surveillance and data sharing. Nat Genet. 2022; 54(4):499-507. doi:10.1038/s41588-022-
01033-y.

Holmes EC. COVID-19: lessons for zoonotic disease. Science. 2022; 375(6585):1114—
1115. doi:10.1126/science.abn2222.

Meira DD, Zetum ASS, Casotti MC, da Silva DRC, de Araujo BC, Vicente CR, et al.
Bioinformatics and molecular biology tools for diagnosis, prevention, treatment and
prognosis of COVID-19. Heliyon. 2024; 10(14):e35746.
doi:10.1016/j.heliyon.2024.e35746.

Colac S, Burduniuc O, Apostol M, Druc A. Genetic significance and tracking of
circulating SARS-CoV-2 variants in the Republic of Moldova. Rom Arch Microbiol
Immunol. 2024; 83(3):148—154. doi:10.54044/RAMI1.2024.03.02.

Colac S, Burduniuc O, Apostol M. Monitorizarea infectiei COVID-19 prin secventierea
intregului genom si analiza filogenetica a izolatelor SARS-CoV-2. Cercetarea in
biomedicind si sdnatate: calitate, excelenta si performantd. Chisinau; 2022. p. 164.
Disponibil la: https://ibn.idsi.md/vizualizare articol/206061.

Colac S, Burduniuc O, Apostol M. Whole-genome sequencing of COVID-19 infection
and phylogenetic analysis of SARS-CoV-2 isolates. Rev Stiinte Sdnatatii Moldova. 2022;
1(29):136. Disponibil la: https://ibn.idsi.md/vizualizare articol/168334.

Colac S, Sitnic V, Burduniuc O. Genomic surveillance of wastewater for SARS-CoV-2
detection in the Republic of Moldova. Rom Arch Microbiol Immunol. 2024; 83(4):214—
219. DOI:10.54044/RAMI1.2024.04.02.

Ahmed W, Angel N, Edson J, Bibby K, Bivins A, O'Brien JW, et al. First confirmed
detection of SARS-CoV-2 in untreated wastewater in Australia: a proof of concept for
wastewater surveillance of COVID-19 in the community. Sci Total Environ. 2020;
728:138764. doi:10.1016/j.scitotenv.2020.138764

Daughton CG. Wastewater surveillance for population-wide COVID-19: the present and
future. Sci Total Environ. 2020; 736:139631. doi:10.1016/j.scitotenv.2020.139631.
Kitajima M, Ahmed W, Bibby K, Carducci A, Gerba CP, Hamilton KA, et al. SARS-
CoV-2 in wastewater: state of the knowledge and research needs. Sci Total Environ.
2020; 739:139076. doi:10.1016/j.scitotenv.2020.139076.

Priyadarshi R, Purohit SD, Roy S, Ghosh T, Rhim JW, Han SS. Antiviral biodegradable
food packaging and edible coating materials in the COVID-19 era: a mini-review.
Coatings. 2022; 12(5):577. do1:10.3390/coatings12050577.

Ahmed SF, Quadeer AA, McKay MR. Preliminary identification of potential vaccine
targets for the COVID-19 coronavirus (SARS-CoV-2) based on SARS-CoV
immunological studies. Viruses. 2020; 12(3):254. doi:10.3390/v12030254.

25


https://artamedica.md/index.php/artamedica/article/view/384
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/206061
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/168334

26. Malik YA. Properties of coronavirus and SARS-CoV-2. Malays J Pathol. 2020; 42(1):3—
11. PMID: 32342926.

LISTA PUBLICATIILOR SI PARTICIPARILOR LA FORUMURI STIINTIFICE

1.

2.

7.

Articole in reviste stiintifice peste hotare:

v’ articole in reviste ISI, SCOPUS si alte baze de date internationale*
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.
do1:10.38045/0hrm.2025.1.02.  https://journal.ohrm.bba.md/index.php/journal-ohrm-bba-
md/article/view/800
v’ articole in reviste din striinitate 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_issue4 2024.pdf

4. Burlac V., Burduniuc O., Colac S., laconi O-S., Bucov V., Lupu M., Iliev 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

Articole in reviste stiintifice nationale acreditate:
v’ articole in reviste de categoria B
5.

Burduniuc (Popa) O., Lupu M., Bucov V., Tapu L., Anton (Bivol) M., Colac S.
Secventierea metagenomicd 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/zenodo.15879875.
https://zenodo.org/records/15879875

Rezumate/abstracte/teze in lucririle conferintelor stiintifice:

v internationale:

Colac S. Analiza secventierii genomului SARS-CoV-2: evolutia si impactul noilor linii
Omicron in Republica Moldova. In: Patrimoniul cultural de ieri — implicatii in dezvoltarea
societatii de mdine. lasi—Chisindu—Lviv; 11-12 febr 2025. p. 280. ISSN 2558 — 894X.
https://ibn.idsi.md/vizualizare_ articol/244582

Colac S., Iliev A-M. Advancements in DNA sequencing and public health genomics. In:
Patrimoniul cultural de ieri — implicatii in dezvoltarea societatii de mdine. lasi—Chisinau—
Lviv; 11-12 febr 2025. p. 288. ISSN 2558 — 894X.
https://ibn.idsi.md/vizualizare articol/244594

v’ nationale cu participare internationali:

9. Colac S. Genetic significance and monitoring of circulating variants of the SARS-CoV-2

virus in the Republic of Moldova. In: One Health — realizari si provocari. One Health &
Risk Management. 2023;2(supl.1):85. https://ibn.idsi.md/vizualizare articol/192303

10. Colac S., Ulinici M., Burduniuc O. Analiza diversitatii genetice a virusului SARS-CoV-2:

revistd a literaturii. In: Sandatatea si fenomenul rezistentei la antimicrobiene in tarile cu

26


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
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/244582
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/244594
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/192303

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

11. Colac S., Burlac V., Burduniuc O. Profilul genetic al mutatiei JN.1 a virusului SARS-CoV-
2 detectata in Republica Moldova. In: Moldovan Journal of Health Sciences. 2025;12(3,
anexa 2):647. https://repository.usmf.md/handle/20.500.12710/32377

12. Colac S. Monitoring the spread of SARS-CoV-2 via wastewater genome sequencing. In:
Abordarea ,, O singura sandatate” pentru securitatea sanatatii globale. Chisinau; 20-21 nov
2025. p.18. https://ibn.idsi.md/vizualizare articol/242249

13. Colac S., Burlac V., Sitnic V. Determinanti genetici si ai virulentei in genomul
microorganismelor cu impact major asupra sanatitii publice. In: Abordarea ,,O singurd
sanatate”  pentru  securitatea  sanatatii  globale.  Chisinau;  2025.  p.15.
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/242245

v" nationale:

14. Colac S., Burduniuc O., Apostol M. Whole-genome sequencing of COVID-19 infection
and phylogenetic analysis of SARS-CoV-2 isolates. In: Moldovan Journal of Health
Sciences. 2022;3(29):136. https://ibn.idsi.md/vizualizare articol/168334

15. Colac S. Variabilitatea geneticd a virusului SARS-CoV-2, varianta Omicron circulantd pe

......

si performanta. 2023. p.152. https://ibn.idsi.md/vizualizare_ articol/193538

Brevete de inventii, patente, certificate de inregistrare, materiale la saloanele de
inventii:

16. 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.

17. 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.

18. Burduniuc O., Colac S., Caradja A., Cazacu A., Ivanov S., Iliev A-M. Biosiguranta,
biosecuritate si managmentul riscului biologic in laboratoare. Drept de autor, seria OS nr.
8230 din 07.07.2025.

19. Burduniuc O., Chesov E., Colac S., Racovitd S., Burlac V., Ceban V., Ivanov S. Bune
practici in secventierea genomicd. Drept de autor Drept de autor, seria OS nr. 8362 din
09.12.2025.

e Participari cu comunicari la forumuri stiintifice:

v internationale

20. 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—Chisindu—Lviv.

21. Colac S., Iliev 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.

22. Colac S., Apostol M. Particularitdtile circuldrii 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.

23. Burduniuc O., Colac S. Monitorizarea integratda 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.

27


https://journal.ohrm.bba.md/index.php/journal-ohrm-bba-md/article/view/745
https://repository.usmf.md/handle/20.500.12710/32377
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/242249
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/242245
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/168334
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/193538

24. 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.

25. Colac S., Burlac V., Burduniuc O. Profilul genetic al mutatiei JN.1 a virusului SARS-CoV-
2 detectata in Republica Moldova. Comunicare orald prezentata la: Congresul aniversar
80 de ani de inovatie in sanatate si educatie medicala. Chisinau; 20 oct 2025.

26. Colac S. Secventierea genomicad — instrument modern in monitorizarea agentilor
microbieni. Comunicare orala prezentata la: Conferinta Abordarea ,, O singura 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. Chisinau; 27 ian 2024.

29. Colac S. Secventierea genomica in supravegherea sanatatii publice. Comunicare orala
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 genetica si monitorizarea variantelor circulante ale virusului SARS-
CoV-2 in Republica Moldova. Poster prezentat la: Conferinta Abordarea ,, O singura
sanatate — realizari si provocari”. Chisindu; 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 singurd sandtate pentru
securitatea sanatatii globale”. Chisinau; 20-21 nov 2025.

v’ nationale

32. Colac S., Burduniuc O., Apostol M. Monitorizarea infectiet COVID-19 prin secventierea
intregului genom si analiza filogeneticd a izolatelor SARS-CoV-2. Poster prezentat la:
Conferinta stiintifica anuala USMF ,, Nicolae Testemitanu”. Chisinau; 19-21 oct 2022.

28



ADNOTARE

La tema tezei de doctor in stiinte medicale a doctorandei Colac Svetlana: “Diversitatea
genotipicd a SARS-CoV-2 in perioada pandemica si postpandemica timpurie”.
Specialitatea 313.02 — Microbiologie, virusologie medicala.

Actualiatate. Infectia cu SARS-CoV-2 raméane o provocare majora pentru sandtatea 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 lucrarii: 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 filogenetica 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, utilizdnd tehnici moderne de secventiere genomica si analizd 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 infectieit COVID-19.

Rezultate obtinute: A fost determinata structura genetica si distributia liniilor SARS-CoV-
2 i1n RM in perioada 2021-2025, fiind identificate mutatiile dominante si evaluat impactul acestora
asupra proprietatilor biologice ale virusului; a fost demonstrata utilitatea monitorizarii apelor uzate
in 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
moleculard a SARS-CoV-2 si mecanismele de adaptare virala, 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 metagenomicd; elaborarea monografiei privind
secventierea acizilor nucleici; actualizarea Protocolului clinic national COVID-19; precum si prin
valorificarea rezultatelor obtinute in activitatea institutiilor medico-sanitare, in supravegherea
epidemiologica si in procesul educational universitar.

Structura tezei: introducere, patru capitole, concluzii generale si recomandari, bibliografie
(184) titluri, 12 anexe, 94 pagini de text de baza, 8§ tabele si 46 figuri. Rezultatele sunt publicate in
32 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: COVID-19, SARS-CoV-2, secventiere, NGS, genom viral, monitorizare
genetica, variante de mutatii, ape uzate.

29



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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