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INTRODUCERE  

Actualitatea temei. La sfârἨitul anului 2019, ´n luna decembrie, odatŁ cu apariἪia Ἠi 

rŁsp©ndirea rapidŁ a unui nou virus ï coronavirusul sindromului respirator acut sever 2 (SARS-

CoV-2) ï lumea s-a confruntat cu una dintre cele mai grave crize de sŁnŁtate ale secolului XXI. 

Pe durata a trei ani boala a afectat populaἪia a peste 200 de ἪŁri, fiind înregistrate peste 778 741 

840 de cazuri confirmate Ἠi aproximativ 7 102 636 de decese (OMS, 2025) [1,2,3]. 

La 5 mai 2023, OMS a anunἪat sf©rἨitul pandemiei de COVID-19, marcând trecerea la 

perioada postpandemicŁ dupŁ trei ani de perturbŁri profunde ale vieἪii, ale economiei mondiale 

Ἠi ale sistemelor de sŁnŁtate. Trebuie accentuat faptul cŁ aceastŁ declaraἪie nu implicŁ eradicarea 

completŁ a COVID-19, deoarece virusul continuŁ sŁ circule, iar rata de transmitere Ἠi 

consecinἪele variazŁ de la o regiune la alta [4,5]. 

Pe durata pandemiei de COVID-19 a apŁrut un numŁr mare de variante ale virusului 

SARS-CoV-2, care au favorizat adaptarea evolutivŁ a acestuia la imunitatea globalŁ a 

populaἪiei. Unele dintre ele s-au rŁsp©ndit rapid în întreaga lume, ceea ce a dus la evadarea 

virusului, la diminuarea eficienἪei tratamentelor Ἠi a vaccinurilor disponibile. Rezultatele mai 

multor studii au arŁtat cŁ mutaἪiile din genomul variantelor SARS-CoV-2 au un impact 

semnificativ asupra structurii proteinelor virale Ἠi a imunogenitŁἪii care sunt str©ns legate de 

rŁspunsul imunologic Ἠi de rezultatul clinic la om [6,7,8,9,10]. ModificŁrile genetice pot afecta 

Ἠi aἨa proprietŁἪi ale virusului, cum ar fi infecἪiozitatea, rŁspândirea Ἠi mecanismele de evitare 

a rŁspunsului imun, iar anumite mutaἪii pot oferi un avantaj selectiv, sporind capacitatea 

virusului de a se rŁsp©ndi eficient de la gazdŁ la gazdŁ. PotenἪialul de creἨtere a transmiterii 

virusului este str©ns legat de interacἪiunile moleculare dintre virus Ἠi gazdŁ. Acest fapt 

demonstreazŁ necesitatea studierii variantelor Ἠi a subvariantelor identificate ale virusului 

SARS-CoV-2 pentru a furniza informaἪiile necesare în vederea sprijinirii factorilor de decizie 

din domeniul sŁnŁtŁἪii publice ´n ´mbunŁtŁἪirea stŁrii de sŁnŁtate a populaἪiei [7,8,9,10]. 

OMS a clasificat variantele identificate ale virusului SARS-CoV-2 în trei grupuri 

distincte: variante de ´ngrijorare (VOC), variante de interes (VOI) Ἠi variante sub supraveghere 

(VUM). AceastŁ clasificare are la bazŁ modificŁrile genetice din genomul viral care vizeazŁ 

potenἪialul de creἨtere al transmiterii Ἠi al virulenἪei virusului, cazurile cumulative Ἠi necesitatea 

evaluŁrii riscului [11,12,13,14].  

Întrucât subvariantele virusului SARS-CoV-2 continuŁ sŁ circule Ἠi în perioada 

postpandemicŁ, în special cele ale variantei Omicron, care sunt extrem de variabile Ἠi 

numeroase, cu impact asupra metodelor de diagnostic, de tratament Ἠi a eficienἪei vaccinurilor. 
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De aceea, în lupta continuŁ pentru eradicarea SARS-CoV-2 Ἠi a subvariantelor sale accentul 

trebuie pus pe monitorizarea circulaἪiei virusului Ἠi a evoluἪiei sale [14,15]. 

Analiza genomului SARS-CoV-2 prin secvenἪiere asigurŁ imagini de rezoluἪie ´naltŁ, cu 

multiple aplicaἪii, de la dezvoltarea de teste de diagnostic Ἠi de vaccinuri p©nŁ la informarea ´n 

timp real privind mŁsurile de sŁnŁtate publicŁ. Amploarea Ἠi ritmul secvenἪierii genomului 

SARS-CoV-2 în timpul pandemiei de COVID-19 au dus la o ´nἪelegere unicŁ Ἠi detaliatŁ a 

evoluἪiei Ἠi a rŁsp©ndirii virusului, ceea ce va face posibilŁ prevenirea viitoarelor pandemii 

[16,17,18,19].  

SecvenἪierea genomului reprezintŁ una dintre metodele optime pentru monitorizarea ´n 

timp real a dinamicii transmiterii virale prin identificarea unor secvenἪe care pot agrega 

´mpreunŁ ´n clustere Ἠi prin corelarea lor cu datele clinice Ἠi epidemiologice. Acest proces este 

foarte important pentru identificarea originii virusului, a surselor de provenienἪŁ ale epidemiilor 

din diferite regiuni Ἠi a dinamicii transmiterii - intra- Ἠi intercomunitarea acestuia [20].  

Practicarea pe larg a secvenἪierii  întregului genom a SARS-CoV-2 Ἠi dezvoltarea 

platformelor de analizŁ bioinformaticŁ a rezultatelor obἪinute au permis identificarea rapidŁ a 

genomilor virali, accelerând semnificativ progresul în lupta împotriva pandemiei [21].  

Laboratorul virusologic al AgenἪiei NaἪionale pentru SŁnŁtate PublicŁ (ANSP), primul în 

Republica Moldoava a iniἪiat investigarea virusului SARS-CoV-2 prin rRT-PCR, primele 

investigaἪii fiind realizate la 26 februarie 2020, iar primul caz a fost raportat la 7 martie 2020. 

Primele secvenἪieri ale virusului SARS-CoV-2 au fost realizate la finele anului 2021, când 

primele probe biologice au fost investigate cu ajutorul secvenἪiatorului de ultimŁ generaἪie ï 

Ion Torrent GENEXUS ï donat de Uniunea EuropeanŁ Ἠi OMS laboratorului ANSP [22,23]. 

Un instrument esenἪial ´n procesul monitorizŁrii continue a evoluἪiei virusului SARS-

CoV-2 s-au dovedit a fi apele uzate. Studiile efectuate de Ahmed et al. Ἠi Daughton  au 

demonstrat cŁ SARS-CoV-2 poate fi detectat ´n excreἪiile at©t de la persoanele simptomatice, 

c©t Ἠi de la cele asimptomatice, genele acestuia fiind depistate în apele uzate neprelucrate Ἠi ´n 

nŁmolul primar. Acest fenomen subliniazŁ importanἪa utilizŁrii apelor uzate ca sursŁ valoroasŁ 

pentru testarea bolilor infecἪioase Ἠi identificarea agenἪilor cauzali [24,25,26,27]. 

Dovezi ἨtiinἪifice a demonstrat utilitatea supravegherii SARS-CoV-2 prin apele uzate 

pentru monitorizarea variantelor virale Ἠi corelarea rezultatelor cu datele obἪinute din probe 

umane [28,29,30]. 

Astfel, ἨtiinἪific s-a demonstrat cŁ monitorizarea virusului SARS-CoV-2 prin apele uzate 

este o strategie eficientŁ, aproape ´n timp real, precisŁ Ἠi rentabilŁ pentru a furniza date despre 

dinamica transmiterii COVID-19 care pot fi utilizate pentru a informa acἪiunile de sŁnŁtate 

publicŁ at©t la nivel de oraἨ, c©t Ἠi la nivel regional. 
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Problema de cercetare. Capacitatea de anticipare a tendinἪelor de circulaἪie viralŁ Ἠi de 

fundamentare rapidŁ a mŁsurilor de diagnostic, supraveghere Ἠi control este limitatŁ datoritŁ 

lacunelor existente ´n procesul de sistematizate a datelor privind diversitatea genomicŁ a SARS-

CoV-2, evoluἪia filogeneticŁ a izolatelor circulante Ἠi corelarea variantelor cu indicatorii 

epidemiologici. Ċn capitolul de analizŁ a literaturii de specialitate sunt abordate detaliat 

aspectele privind mecanismele moleculare de transmitere, clasificarea variantelor virusului Ἠi 

experienἪele internaἪionale ´n acest domeniu. 

Scopul lucrŁrii  

Identificarea variantelor virusului SARS-CoV-2 cu analiza filogeneticŁ a izolatelor 

circulante pe teritoriul Republicii Moldova pentru perfecἪionarea mŁsurilor de supraveghere Ἠi 

control a morbiditŁἪii prin COVID-19. 

Obiectivele cercetŁrii: 

1. Caracteristica filogeneticŁ a izolatelor virusului SARS-CoV-2 depistate pe teritoriul 

Republicii Moldova. 

2. Studierea evoluἪiei virusului SARS-CoV-2 cu identificarea substituἪiilor, inserἪiilor, 

deleἪiilor Ἠi compararea lor cu diversitatea genomului viral la nivel global. 

3. Analiza dinamicii circulaἪiei virusului SARS-CoV-2 Ἠi apariἪiei noilor variante genetice, 

investigarea relaἪiei dintre genotipurile virusului Ἠi datele epidemiologice. 

4. Monitorizarea apelor uzate ca metodŁ de predicἪie a tendinἪelor epidemiologice ale infecἪiei 

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 cercetŁrii 

Monitorizarea continuŁ a circulaἪiei virusului SARS-CoV-2 Ἠi identificarea variantelor 

circulante ´n probe clinice Ἠi de mediu din Republica Moldova vor consolida supravegherea 

epidemiologicŁ a infecἪiilor respiratorii virale, sporind capacitatea de anticipare a epidemiilor, 

nivelul de pregŁtire Ἠi eficienἪa rŁspunsului la o potenἪialŁ pandemie viitoare. 

Metodologia generalŁ a cercetŁrii  

Cercetarea s-a desfŁἨurat ´n perioada anilor 2021-2025 în cadrul Laboratorului 

virusologic al ANSP. Materialul studiului a fost reprezentat de secvenἪele virusului SARS-

CoV-2 obἪinute din probe biologice, selectate ´n baza criteriilor epidemiologice, clinice Ἠi de 

laborator, precum Ἠi din probele de apele uzate colectate la StaἪia de epurare din mun. ChiἨinŁu. 

Ċn vederea atingerii scopului cercetŁrii, a fost realizat un studiu de laborator complex cu 

colectarea Ἠi cercetarea unui numŁr reprezentativ de probe biologice din diferite teritorii 
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administrative ale republicii, ´n diferite perioade de timp, de la pacienἪi cu diferite date 

demografice Ἠi cu diferite grade de severitate a infecἪiei COVID-19. 

Diversitatea Ἠi prevalenἪa liniilor genetice ale SARS-CoV-2 au fost studiate Ἠi în probele 

de ape uzate din mun. ChiἨinŁu în perioada 2024-2025. Toate izolatele destinate secvenἪierii au 

fost selectate din probe pozitive care au fost procesate prin tehnici de biologie molecularŁ 

precum PCR. Identificarea variantelor genetice Ἠi determinarea tipului de mutaἪie s-a efectuat 

prin metoda de secvenἪiere a fragmentelor cu ajutorul instrumentelor Ion Torrent Genexus Ἠi 

Illumina MiSeq, folosind diferite programe bioinformatice. 

Ċn scopul determinŁrii Ἠi selectŁrii instrumentului pentru analiza datelor de secvenἪiere a 

probelor de ape uzate, au fost evaluate douŁ metode computaἪionale: Freyja (bazatŁ pe variante) 

Ἠi Kallisto (fŁrŁ aliniere), utilizând un set de date sintetice din 42 de probe de ape uzate 

conἪin©nd amestecuri cunoscute din 11 linii celulare de SARS-CoV-2 desemnate de OMS 

(Alpha, Beta, Delta, Epsilon, Eta, Gamma, Iota, Kappa, Lambda, Theta, Zeta). AbundenἪele 

liniilor au variat de la < 0,01 % p©nŁ la > 99 %, permiἪ©nd o evaluare cuprinzŁtoare pe ´ntregul 

spectru de detecἪie. 

Noutatea Ἠi originalitatea ἨtiinἪificŁ a rezultatelor obἪinute  

Ċn premierŁ pentru Republica Moldova, au fost obŞinute rezultate originale privind 

particularitŁŞile genotipice ĸi fenotipice ale virusului SARS-CoV-2 circulant pe teritoriul ἪŁrii. 

Utilizarea tehnicilor de biologie molecularŁ (RT-PCR, secvenŞiere) la studierea tulpinilor 

virusului SARS-CoV-2 a permis aprecierea ĸi evaluarea poziŞiei acestora ´n arborii filogenetici 

globali, fapt extrem de important pentru argumentarea evoluἪiei virusului.  

Studiul dat prezintŁ interes ĸtiinŞifico-practic nu numai pentru sŁnŁtatea publicŁ, dar ĸi 

pentru întregul sistem medical, administraἪia publicŁ localŁ, mediul academic ´n contextul 

argumentŁrii ĸi optimizŁrii mŁsurilor de control ĸi de rŁspuns la infecŞia COVID-19. 

Ca urmare a realizŁrii acestei cercetŁri, au fost identificate genovariantele virusului 

SARS-CoV-2 (COVID-19) pe teritoriul Republicii Moldova din probe clinice Ἠi din ape uzate. 

InformaŞia despre secvenἪierea virusului SARS-CoV-2 a fost utilizatŁ în calitate de 

indicatori de prognosticare a dinamicii procesului epidemic. Rezultatele obŞinute vor fi utilizate 

pentru elaborarea unor documente (protocoale clinice naἪionale, ghiduri), pentru pregŁtirea 

specialiἨtilor ´n domeniu, a studenἪilor Ἠi a medicilor rezidenἪi ´n cadrul UniversitŁἪii de Stat de 

MedicinŁ Ἠi Farmacie ĂNicolae TestemiἪanuò. 

Problema ἨtiinἪificŁ aplicativŁ de importanἪŁ majorŁ soluἪionatŁ  

În urma acestui studiu a fost identificat specificul evoluἪiei virusului SARS-CoV-2 în 

perioada pandemicŁ Ἠi postpandemicŁ, cu identificarea Ἠi evaluarea diversitŁἪii genotipice Ἠi 
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fenotipice a tulpinilor circulante. A fost demonstratŁ influenἪa apariἪiei tulpinilor noi asupra 

ratei morbiditŁἪii Ἠi mortalitŁἪii prin COVID-19 pe teritoriul Republicii Moldova. 

Studiul a demonstrat de asemenea eficienἪa ridicatŁ a instrumentului Freyja pentru analiza 

Ἠi interpretarea rezultatelor de secvenἪiere a probelor din apele uzate. 

Implementarea practicŁ a rezultatelor  

În baza rezultatelor prezentei cercetŁri a fost elaborat ghidul de bune practici 

ĂSecvenἪierea metagenomicŁ prin tehnologia Illuminaò. În cadrul studiului a fost elaborate Ἠi 

doua broἨuri informative pentru studenἪi, medici rezidenἪi, cercetŁtori ἨtiinἪifici, medici 

specialiἨti: ĂBune practici ´n secvenἪierea genomicŁò Ἠi ĂBazele unei culturi responsabile de 

biosiguranἪŁ Ἠi biosecuritateò. Ċn baza rezultatelor studiului au fost elaboratŁ monografia 

ĂSecvenἪierea acizilor nucleici - o privire de ansamblu asupra evoluἪiei Ἠi inovaἪiei 

tehnologiceò. Împreuna cu echipa care a participat la elaborarea PCN, a fost actualizat 

Protocolul clinic naἪional ĂInfecἪia cu coronavirus de tip nou (COVID-19)ò, (PCN-371, 

ChiἨinŁu 2025).  

Aprobarea rezultatelor  

Metodologia de cercetare Ἠi designul studiului au fost evaluate Ἠi aprobate în trei etape:  

¶ La ἨedinἪa Consiliului ἨtiinἪific al ANSP (extras PV nr.1 din 18.01.2023) s-a aprobat: 

tema cercetŁrii, conducŁtorul ἨtiinἪific al tezei Ἠi componenἪa comisiei de ´ndrumare. 

¶ Comitetul de EticŁ a CercetŁrii al USMF ĂNicolae TestemiŞanuò. A fost obἪinut aviz 

favorabil al Comitetului de EticŁ a CercetŁrii din 20.09.2023 la proiectul ἨtiinἪific de 

doctorat cu titlul: ĂMonitorizarea circulaἪiei virusului SARS-CoV-2 prin secvenἪierea 

´ntregului genom cu analiza filogeneticŁò.  

¶ La ἨedinἪa Seminarului ἨtiinἪific de profil a fost aprobat proiectul de cercetare Ἠi tema 

tezei de doctor ´n ἨtiinἪe medicale, conducŁtorul ἨtiinἪific Ἠi componenἪa comisiei de 

îndrumare, extras din procesul-verbal nr.2 din 20.12.2023 

Cercetarea a fost realizatŁ ´n Laboratorul virusologic din cadrul DirecἪiei diagnostic de 

laborator ´n sŁnŁtate publicŁ al ANSP Ἠi ´n Laboratorul naἪional de referinἪŁ ´n secvenἪiere 

genomicŁ (cu statut de direcἪie) al ANSP. Teza a fost discutatŁ Ἠi aprobatŁ la ἨedinἪa Consiliului 

ἨtiinἪific (proces verbal nr. 7 din 18.11.2025), la ἨedinἪa comunŁ a conducŁtorului de doctorat, 

Comisiei de ´ndrumare Ἠi a unitŁἪii primare de cercetare (proces-verbal din 11.05.2026) Ἠi la 

ἨedinἪa Seminarului ĸtiinŞific de profil 313. Imunologie, microbiologie, virusologie; 321. 

MedicinŁ generalŁ / 313.02 Microbiologie, virusologie medicalŁ / 321.09 Boli infecἪioase, 

tropicale Ἠi parazitologie medicalŁ (proces-verbal din 27.05.206), fiind recomandatŁ pentru 

susἪinerea publicŁ prin decizia Consiliului ἧtiinἪific al ConsorἪiului din 01.07.2026 (proces-

verbal nr.4). 
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ParticipŁri cu prezentŁri la conferinἪe ἨtiinἪifice naἪionale Ἠi internaἪionale: 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 ï 2 June 

2023, Copenhagen, Denmark; ConferinἪa naἪionalŁ cu participare internaἪionalŁ cu genericul: 

ĂActualitŁἪi ´n pediatrie Ἠi impactul imunizŁrii asupra morbiditŁἪii Ἠi a mortalitŁἪii copiilor ´n 

Republica Moldovaò, 22-23 septembrie 2023, ChiἨinŁu, RM; ConferinἪa ἨtiinἪificŁ anualŁ 

USMF ĂN. TestemiἪanuò cu genericul: ĂCercetarea în biomedicinŁ Ἠi sŁnŁtate: calitate, 

excelenἪŁ Ἠi performanἪŁò, 18-20 octombrie 2023, ChiἨinŁu, RM; ConferinἪa naἪionalŁ cu 

participare internaἪionalŁ cu genericul: ĂAbordarea ĂO singurŁ sŁnŁtateò - realizŁri Ἠi 

provocŁriò, 23-24 noiembrie 2023, ChiἨinŁu, RM; ConferinἪa naἪionalŁ cu participare 

internaἪionalŁ cu genericul: ĂNew approaches in the control of respiratory diseases. Integration 

of servicesò, 20-21 decembrie 2023, ChiἨinŁu, RM; ConferinἪa naἪionalŁ ĂSŁnŁtatea Ἠi 

fenomenul rezistenἪei la antimicrobiene ´n ἪŁrile cu venituri mici Ἠi medii din Europa de Estò, 

27 ianuarie 2024, ChiἨinŁu, RM; ConferinἪa ἨtiinἪificŁ naἪionalŁ cu participare internaἪionalŁ 

cu genericul: ĂPrevenirea Ἠi controlul infecἪiilor asociate asistenἪei medicaleò, 19-20 septembrie 

2024, ChiἨinŁu, RM; Simpozionul ἨtiinἪifico-practic ĂLecturi AGEPIò cu genericul ĂRolul 

proprietŁἪii intelectuale ´n stimularea creativitŁἪii Ἠi vinovŁŞieò, 16 aprilie 2025, ChiἨinŁu, RM; 

Participarea la organizarea atelierului regional de instruire PulseNet privind secvenἪierea 

genomului bacterian, utilizând platforma Illumina MiSeq Ἠi analiza bioinformaticŁ, destinat 

ἪŁrilor din Europa de Est Ἠi Asia CentralŁ 23-27 iunie 2025, ChiἨinŁu, Republica Moldova. 

Prezentarea rezultatelor cercetŁrii  

Ċn baza rezultatelor cercetŁrii au fost publicate 15 lucrŁri: Ἠase articole publicate în reviste 

ἨtiinἪifice (inclusiv un articol ´n revistŁ, trei ´n reviste internaἪionale recenzate, douŁ în reviste 

naἪionale de categoria B), patru articole prim autor, 9 rezumate ´n lucrŁrile conferinἪelor 

ἨtiinἪifice naἪionale Ἠi internaἪionale, o monografii, 13 participŁri active cu comunicŁri/ postere 

la conferinἪe Ἠi congrese ἨtiinἪifice naἪionale Ἠi internaἪionale, douŁ certificate de inovator, douŁ 

opere ἨtiinἪifice cu drept de autor, un protocol clinic naἪional Ἠi cinci acte de implementare în 

practicŁ a rezultatelor cercetŁrii. 

Volumul Ἠi structura tezei  

Teza este expusŁ pe 94 pagini de text de bazŁ Ἠi include urmŁtoarele compartimente: foaie 

de titlu, cuprins, lista anexelor, abrevierilor, figurilor, tabelelor, introducere, patru capitole, 

concluzii generale, recomandŁri, 189 de referinἪe bibliografice Ἠi 12 anexe. Materialul 

iconografic cuprinde 8 tabele Ἠi 42 de figuri. 

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

geneticŁ, variante de mutaἪii, ape uzate. 
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1. CARACTERISTICA MOLECULARŀ A VARIANTELOR 

EMERGENTE DE SARS-CoV-2 ἧI DIAGNOSTICUL DE LABORATOR 

AL INFECἩIILOR DETERMINATE DE ACESTEA 

1.1. Biologia virusului SARS-CoV-2. EvoluἪia geneticŁ 

La 11 martie 2020, OMS a declarat pandemia de coronavirus (cunoscutŁ Ἠi ca pandemia 

de COVID-19) provocatŁ de un nou tip de coronavirus ï severe acute respiratory syndrome-

related coronavirus 2 (2019-nCoV, prescurtat SARS-CoV-2) [31].  

Coronavirusurile sunt virusuri cu genom de acid ribonucleic (ARN) monocatenar, 

´nvelite, capabile sŁ infecteze o gamŁ largŁ de gazde, inclusiv animale sŁlbatice, animale 

domestice Ἠi oameni. TrŁsŁturile distinctive ale coronavirusurilor constau în capacitatea de a 

muta rapid, de a-Ἠi modifica tropismul tisular, de a traversa barierele speciilor, afectând o gamŁ 

diversŁ de gazde din categoria animalŁ, Ἠi de a se adapta la diferite situaἪii epidemiologice. 

Aceste virusuri au cel mai mare genom dintre toate virusurile ARN, acesta numŁrând circa 30 

000 de perechi de baze [32]. 

Comitetul InternaἪional pentru Taxonomia Virusurilor (ICTV) a determinat urmŁtoarea 

apartenenἪŁ taxonomicŁ a virusului SARS-CoV-2 (figura 1): subgenul Sarbecovirus, genul 

Betacoronavirus, subfamilia Orthocoronavirinae, familia Coronaviridae, subordinul 

Cornidovirinae, ordinul Nidovirales, regnul ð Orthornavirae, realm ð Riboviria, grupul ð 

Viruses.  

Familia Coronaviridae include patru genuri: Alphacoronavirus (Ŭ-CoV), 

Betacoronavirus (ɓ-CoV), Deltacoronavirus (ŭ-CoV) Ἠi Gammacoronavirus (ɔ-CoV). RelaἪiile 

filogenetice formeazŁ o cladŁ ´n subgenul Sarbecovirus, subfamilia Orthocoronavirinae. 

Analiza evolutivŁ a arŁtat cŁ rezervorul natural al coronavirusurilor Ŭ-CoV Ἠi ɓ-CoV sunt 

lilieci i Ἠi rozŁtoarele, iar a ɔ-CoV Ἠi ŭ-CoV ï unele specii de pŁsŁri. SecvenἪierea ulterioarŁ a 

genomului viral, ´mpreunŁ cu alte rapoarte, au arŁtat cŁ virusul SARS-CoV-2 este ´n proporἪie 

de 75-80 % identic cu SARS-CoV, fiind mai strâns asociat cu diferite coronavirusuri de lilieci 

[33,34]. 
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Figura 1. Clasificarea taxonomicŁ a virusului SARS-CoV-2 

 

Din coronavirusurile animale, cunoscute de peste 80 de ani, fac parte virusul 

gastroenteritei transmisibile porcine (TGEV), coronavirusul bovin (BCoV) Ἠi coronavirusul 

felin (FCoV). DouŁ coronavirusuri umane (HCoV) ï HCoV-229E Ἠi HCoV-OC43 ï erau 

cunoscute înainte de pandemia de SARS-CoV, iar altele douŁ, HCoV-NL63 Ἠi HCoV-HKU1, 

au fost descoperite în 2004ï2005 în specimenele clinice. Conform estimŁrilor, toate 

coronavirusurile umane provin de la lilieci, cu excepἪia liniei beta-CoV, care ar putea avea 

rezervoare la rozŁtoare Ἠi provoacŁ la om boli respiratorii [35,36]. 

Genomul SARS-CoV-2, cu lungimea de ~ 29,9 kb Ἠi compus din Ἠase cadre deschise de 

citire (ORF, comune pentru toate speciile de coronavirus) Ἠi o serie de gene accesorii, codificŁ 

29 de proteine, dintre care 16 nestructurale (NSP1ïNSP16), necesare pentru realizarea ciclului 
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de viaἪŁ al virusului, patru proteine structurale Ἠi nouŁ factori proteici auxiliari (ORF3a, ORF3b, 

ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF8, ORF9b, ORF9c Ἠi ORF10) [37,38]. 

Codificarea proteinelor nestructurale este responsabilitatea a douŁ cadre deschise de 

citire, ORF1a Ἠi ORF1b, de la capŁtul 5' al genomului, iar de codificarea  proteinelor structurale 

rŁspund genele de la capŁtul 3'. 

Cele patru proteine structurale majore ale virusului SARS-CoV-2 sunt urmŁtoarele: S 

(proteina spiculelor sau proteina Spike), E (proteina de ́ nveliἨ), M (proteina de membranŁ) Ἠi 

N (proteina nucleocapsidei). Proteina N împreuna cu ARN-ul viral formeazŁ nucleocapsida 

virusului, iar proteinele S, E, M Ἠi N ï ´nveliἨul acestuia (figura 2) [37,39]. 

 

A 

 

B 

 

Figura 2. Structura (A) Ἠi genomul (B) virusului SARS-CoV-2 [40] 

Fiecare proteinŁ structuralŁ a virusului SARS-CoV-2 are specificul sŁu: 

¶ Proteina M, formatŁ din 230 de aminoacizi Ἠi cu masa molecularŁ de 25-30 kDa, este 

cea mai mare proteinŁ de pe suprafaἪa virusului Ἠi care îi dŁ formŁ. Ea are o structurŁ 

similarŁ cu proteina M a virusurilor MERS-CoV Ἠi SARS-CoV ´n proporἪie de 39,2 % 

Ἠi, respectiv, 90,1 % [41,42]. 

¶ Proteina S (Spike) este un trimer glicoproteic cu un rol esenἪial în pŁtrunderea virusului 

în celula-gazdŁ. În timpul infectŁrii virale, proteina S este scindatŁ de proteaza furina a 

celulei-gazdŁ ´n douŁ subunitŁἪi: S1 Ἠi S2. Subunitatea S1, domeniul mare al proteinei 

S care joacŁ un rol important ´n legarea virusului de celulele-gazdŁ, include un domeniu 
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N-terminal extracelular (NTD) Ἠi un domeniu de legare la receptor (RBD), responsabil 

de recunoaἨterea Ἠi de ataἨarea la receptorul ACE2 de pe suprafaἪa celulelor umane. 

Subunitatea S2 asigurŁ procesul de fuziune a membranelor virale Ἠi celulare, ceea ce 

permite virusului sŁ introducŁ materialul sŁu genetic ´n celula-gazdŁ [37,42,43]. 

¶ Proteina E (proteina de înveliἨ), o proteinŁ structuralŁ micŁ compusŁ din 74-109 de 

aminoacizi Ἠi cu o masŁ molecularŁ cuprinsŁ ´ntre 8,4 Ἠi 12 kDa, joacŁ un rol important 

în asamblarea noilor virioni în celula infectatŁ, prin participarea la formarea ´nveliἨului 

viral al particulelor virale Ἠi eliberarea lor din celulŁ. Eliminarea acestei proteine 

slŁbeἨte sau chiar anuleazŁ virulenἪa virusului [44,45]. 

¶ Nucleocapsida (proteina N) joacŁ un rol esenἪial în ciclul replicativ al virusului Ἠi este 

un marker serologic extrem de important în detectarea acestuia. FuncἪia principalŁ a 

proteinei N este încapsularea genomului viral ssARN pentru a evita detectarea imunŁ Ἠi 

pentru a proteja ARN-ul viral de degradarea de cŁtre factorii gazdei. Proteina N are douŁ 

domenii structurale: domeniul N-terminal (NTD, resturi ale aminoacizilor 44-176) Ἠi 

domeniul C-terminal (CTD, resturi ale aminoacizilor 248-369) [46]. 

Cele Ἠase cadre deschise de citire (ORF) care codificŁ proteinele principale ale virusului 

sunt aranjate de la capŁtul 5' la capŁtul 3' ´n urmŁtoarea ordine: replicazŁ (ORF1a/ORF1b), 

spike (S), ´nveliἨ (E), membranŁ (M) Ἠi nucleocapsidŁ (N) (figura 1B). ἧapte ORF, care codificŁ 

proteine auxiliare, sunt dispersate între genele structurale. 

Majoritatea proteinelor codificate de SARS-CoV-2 au o lungime similarŁ cu proteinele 

corespunzŁtoare codificate de SARS-CoV. Din cele patru gene structurale ale SARS-CoV-2, 

peste 90 % sunt identice cu cele ale SARS-CoV, cu excepἪia genei S. Gena replicazei ocupŁ 

douŁ treimi din capŁtul 5' al genomului Ἠi codificŁ o poliproteinŁ mare (pp1ab), care este 

scindatŁ proteolitic ´n 16 proteine nestructurale implicate ´n transcripἪia genomului viral în 

ARNm Ἠi în replicarea virusului. Majoritatea proteinelor nestructurale ale SARS-CoV-2 au o 

identitate de peste 85 % a secvenἪei aminoacizilor cu SARS-CoV [47,48,49]. 

Ciclul de replicare al virusului SARS-CoV-2. PŁtrunderea virusului SARS-CoV-2 în 

celulele-gazdŁ are loc prin interacἪiunea dintre glicoproteina de suprafaἪŁ a virusului (proteina 

S) Ἠi receptorii de suprafaἪŁ ai celulelor-gazdŁ ï 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 interacἪiona cu receptorii celulei-gazdŁ, proteina S a virusului SARS-CoV-2 

trebuie activatŁ. Acest rol revine unor proteaze precum proteaza serina transmembranarŁ 2 

(TMPRSS2), o proteazŁ serinicŁ de suprafaἪŁ celularŁ care acἪioneazŁ asupra proteinei S Ἠi o 

face capabilŁ de fuziune cu celula-gazdŁ. 

DupŁ adsorbἪia Ἠi dezasamblarea virusului, douŁ poliproteine virale sunt asamblate de 

cŁtre ribozomii celulei-gazdŁ. Cu ajutorul proteazelor gazdei Ἠi ale virusului, aceste poliproteine 

sunt disociate în proteine virale nestructurale mai mici, cum ar fi RdRp. Fiind principala enzimŁ 

codificatŁ de genomul viral, RdRp este utilizatŁ pentru replicarea genomului viral, precum Ἠi 

pentru sinteza de ARNm subgenomic prin transcripἪie discontinuŁ. ARNm subgenomic asigurŁ 

sinteza proteinelor structurale virale prin procesul de translaἪie. Proteinele virale nou formate 

se concentreazŁ în jurul moleculelor de ARN genomic. Astfel, în celula- gazdŁ, ´n 
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compartimentul dintre reticulul endoplasmatic (ER) Ἠi aparatul Golgi, sunt asamblaἪi virioni 

noi, transportaἪi, prin vezicule cu pereἪi netezi, din celule prin exocitozŁ [51,52,53,54]. 

EvoluἪia SARS-CoV-2. La fel ca Ἠi majoritatea virusurilor ARN, coronavirusurile 

evolueazŁ rapid, pe o perioadŁ de timp cuprinsŁ ´ntre luni Ἠi ani, comparabilŁ cu evenimentele 

de transmitere a virusului Ἠi dinamica ecologicŁ (cum ar fi schimbŁrile ´n numŁrul de persoane 

infectate ´n timp, profilurile de imunitate Ἠi mobilitatea persoanelor) [55,56]. 

La baza evoluἪiei oricŁrui virus stau mutaἪiile, greἨelile care apar ´n timpul replicŁrii 

acestuia. Ele sunt determinate de schimbŁrile mutaἪionale ´n moleculele de ARN, fiind 

clasificate ´n mutaἪii punctiforme Ἠi evenimente recombinante. MutaἪiile punctiforme, 

substituἪiile, deleἪiile Ἠi inserἪiile, reprezintŁ un proces mutaἪional care apare ca urmare a unei 

erori de replicare sau de reparare a ARN-ului Ἠi pot modifica diverse aspecte ale biologiei 

virusului, cum ar fi patogenitatea, infecἪiozitatea, transmiterea Ἠi/sau antigenitatea. De exemplu, 

deleἪia ´n poziἪia 69-70 a genei Spike a dus la apariἪia variantei SARS-CoV-2 Alpha care, 

conform rapoartelor, se distinge printr-o infecἪiozitate crescutŁ [57,58,59,60,61]. 

Factorul-cheie, care determinŁ viteza de evoluἪie a unui virus, este viteza mutaἪiilor sale. 

În cazul virusului SARS-CoV-2, aceasta este de aproximativ 1×10ï6- 2 × 10ï6 mutaἪii pe 

nucleotid pe ciclu de replicare, plasându-se sub intervalul de viteze tipice pentru alte virusuri 

ARN, cum ar fi virusul hepatitei C (VHC; ~10ï5 × 10ï6 mutaἪii pe nucleotid pe ciclu de 

replicare) Ἠi virusul imunodeficienἪei umane (HIV; ~10ï4 × 10ï6 mutaἪii pe nucleotid pe ciclu 

de replicare) [56,62,63]. 

Recombinarea contribuie ´n mod semnificativ la evoluἪia coronavirusurilor, inclusiv a 

virusului SARS-CoV-2, variantele recombinante ale acestuia fiind ´nregistrate ´n diferite ἪŁri, 

unele dintre ele devenind forme circulante. Ca urmare a evenimentelor de recombinare, în 

aceeaἨi celulŁ apar genotipuri himere a douŁ sau mai multe variante ale virusului. Astfel, apar 

noi variante unice de genomi, care conἪin combinaἪii de mutaἪii din diferite tulpini. Ca urmare 

a acestui proces, pot apŁrea virusuri cu indicatori modificaἪi at©t ´n ceea ce priveἨte 

transmiterea, c©t Ἠi virulenἪa [64]. 

SubstituἪiile au fost studiate intens ´n legŁturŁ cu modificŁrile structurii Ἠi/sau funcἪiei 

proteinelor virale care, la r©ndul lor, duc la modificarea virulenἪei, proprietŁἪilor antigenice sau 

a transmiterii virusului. Pe baza substituἪiilor, virusurile au fost ´mpŁrἪite ´n peste 1593 de linii 

Pango cu identitate a secvenἪelor, a legŁturilor filogenetice, precum Ἠi a structurii  geografice Ἠi 

a cronologiei. Câteva linii, determinate de substituἪiile N501Y Ἠi E484K, provoacŁ modificŁri 

ale aminoacizilor care intensificŁ legarea proteinei S de receptorul ACE2, variantele devenind 

cu 70 % mai contagioase dec©t linia anterioarŁ. Printre aceste linii, pe baza capacitŁἪii de 

transmitere, a patogenitŁἪii Ἠi a impactului asupra vaccinurilor, OMS a identificat mai multe 
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variante ale SARS-CoV-2 care prezintŁ motive de ´ngrijorare (VOC), inclusiv Alpha (B.1.1.7), 

Beta (B.1.351), Gamma (P.1) Ἠi Delta (B.1.617.2), precum Ἠi variante de interes (VOI), precum 

Epsilon (B.1.429 + B.1.427), Zeta (P.2), Eta (B.1.525), Theta (P.3), Iota (B.1.526), Kappa 

(B.1.617.1), Lambda (C.37) Ἠi Mu (B.1.621) [65,66,67]. 

La ´nceputul formŁrii variantelor SARS-CoV-2, mutaἪia D614G din gena S a contribuit 

la rŁsp©ndirea rapidŁ a virusului Ἠi a devenit prima mutaἪie care s-a pŁstrat ´n toate variantele 

ulterioare ale virusului. AceastŁ mutaἪie se caracterizeazŁ prin ´nlocuirea acidului aspartic cu 

glicinŁ în poziἪia 614 din proteina S. Reziduul 614, situat la interfaἪa dintre subunitŁἪile S1 Ἠi 

S2 ale proteinei S, poate afecta interacἪiunea lor Ἠi stabilitatea proteinei S. PrezenἪa acestei 

mutaἪii este asociatŁ cu o ´ncŁrcŁturŁ viralŁ ridicatŁ la pacienἪii infectaἪi Ἠi cu o infecἪiozitate 

sporitŁ care nu coreleazŁ cu severitatea bolii [68,69]. 

DeleἪiile din proteinele responsabile de invazia celulelor, cum ar fi proteina Spike, pot 

modifica interacἪiunea dintre gazdŁ Ἠi agentul patogen, ceea ce duce la creἨterea nivelului de 

infecἪiozitate Ἠi la o evoluἪie potenἪial mai gravŁ a bolii, deoarece tropismul virusului este 

influenἪat de expresia tisularŁ a receptorilor-ἪintŁ [70,71,72]. 

Capacitatea de transmitere a virusului/infecἪiozitatea poate fi crescutŁ prin deleἪii critice 

ale domeniului non-RBD al proteinei Spike S1, contribuind concomitent la evitarea rŁspunsului 

imun, dupŁ cum demonstreazŁ scŁderea eficacitŁἪii testelor de neutralizare bazate pe anticorpi, 

provocate de variantele de tip sŁlbatic. O deleἪie, cum ar fi S:del69/70, deἨi nu explicŁ evitarea 

rŁspunsului imun, creἨte infecἪiozitatea S2 Ἠi a spiculei clivate. DeleἪiile S:del156/157 Ἠi 

S:del144 sunt cartografiate pe aceeaἨi suprafaἪŁ a proteinei Spike ï domeniul NTD. Se 

presupune cŁ deleἪia acestor zone contribuie la perturbarea legŁrii anticorpilor monoclonali în 

analizele de neutralizare [70,71,72,73,74]. 

Pentru alte proteine structurale, precum E, M Ἠi N, efectul experimental al deleἪiei ´n 

aceste zone este minim sau inexistent. Rahman Ἠi colab. au raportat multiple deleἪii ´n proteina 

nucleocapsidŁ ´n probe provenite din mai multe ἪŁri ´n perioada martie-mai 2020. Autorii au 

prezis, folosind o abordare in silico, cŁ modificŁrile de la suprafaἪa situatŁ ´n apropierea 

domeniului C-terminal al genei codificatoare pot avea un impact semnificativ asupra 

patogenezei virusului Ἠi a interacἪiunii nucleocapsidei cu ARN. DeleἪia a 12 perechi de baze 

din proteina E determinŁ at©t un conἪinut crescut de proteinŁ S, c©t Ἠi o reglare crescutŁ ´n 

principal a citokinelor IL-6, CSF2 Ἠi CXCL10, precum Ἠi un nivel mai ridicat de E-selectinŁ Ἠi 

de PTX3 ´n comparaἪie cu tulpina de tip sŁlbatic. Pentru proteina M nu s-au gŁsit date 

experimentale sau in silico privind efectul deleἪiilor [70,71,72,73,74,75,76,77]. 

InserἪiile, ca Ἠi substituἪiile Ἠi deleἪiile de aminoacizi, ´n special ´n proteina Spike, pot 

provoca creἨterea transmisibilitŁἪii Ἠi patogenitŁἪii virale a virusului SARS-CoV-2. 
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Conform datelor din literaturŁ, mutaἪiile de inserἪie ´n comparaἪie cu alte tipuri de mutaἪii 

au fost ´ntilnite mai rar, cu mai puἪin de 0,1% ´n r©ndul tuturor mutaἪiilor [78]. 

Cu toate acestea, ´n urma evoluἪiei genomului SARS-CoV-2 au fost detectate inserἪiile 

care au avut impact semnificativ asupra proprietŁἪilor fenotipice ale vurusului. Una dintre cele 

mai importante mutaἪii funcἪionale din istoria evolutivŁ a SARS-CoV-2 de p©nŁ acum a fost 

inserἪia proteinei Spike ĂprezenἪa a patru reziduuriò (PRRA) ´n situsul de clivaj S1/S2, care a 

introdus situsul de clivaj polibazic al furinei, care poate duce la un tropism neaἨteptat al 

Ἢesuturilor sau al gazdei. AceastŁ inserἪie joacŁ un rol important în transmiterea SARS-CoV-2, 

cel puἪin parἪial prin facilitarea unei cŁi de intrare independente de endozomi ´n celulele 

epiteliale respiratorii, care ocoleἨte rŁspunsurile antivirale ´nnŁscute importante [79]. 

1.2. Clasificarea Ἠi nomenclatura var iantelor virusului SARS-CoV-2 

Rata ridicatŁ de mutaἪie a virusului SARS-CoV-2 face necesarŁ o clasificare a genomului 

viral în linii, în grupuri sau în clade. OMS a propus utilizarea în acest scop a alfabetului grecesc, 

alte sisteme de nomenclaturŁ rŁsp©ndite fiind recomandate de GISAID, PANGO Ἠi Nextstrain. 

Pentru a identifica variantele care prezintŁ un risc mai mare pentru sŁnŁtate, OMS a 

evidenἪiat douŁ tipuri principale de variante ale SARS-CoV-2: variante de ´ngrijorare (VOC) Ἠi 

variante de interes (VOI). Astfel, variantele Alpha, Beta, Delta, Gamma Ἠi Omicron sunt 

definite ca VOC, iar variantele Epsilon, Kappa, Iota, Eta, Lambda Ἠi 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].  

 

 

 

Figura 4. Clasificarea variantelor virusului SARS-CoV-2 conform OMS [82] 
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Centrul Global pentru Controlul Ἠi Prevenirea Bolilor (CDC) definesc virusul SARS-

CoV-2 ca fiind unul cu transmitere Ἠi cu virulenἪŁ crescute, severitate a simptomelor bolii (de 

exemplu, ratŁ crescutŁ de spitalizare Ἠi de decese), eficienἪŁ scŁzutŁ a anticorpilor (neutralizare 

Ἠi diagnostic), eficacitate redusŁ a tratamentelor Ἠi a protecἪiei induse de vaccinurile disponibile. 

Variantele SARS-CoV-2 care modificŁ afinitatea de legare a receptorilor, cresc transmiterea 

(transmitere comunitarŁ ridicatŁ) Ἠi severitatea bolii, prejudiciind afinitatea anticorpilor pentru 

proteina Spike Ἠi favoriz©nd evadarea imunŁ, precum Ἠi eficacitatea diagnosticului actual, sunt 

considerate VOI-uri [83]. 

Nomenclatura PANGO, desemnatŁ pentru a identifica liniile circulante actuale ale 

virusului SARS CoV-2, utilizeazŁ denumirea liniei genealogice ´ncep©nd cu litera A sau B. 

Astfel, cele mai vechi secvenἪe ale virusului din Wuhan au fost desemnate ca linia A 

(Wuhan/WH04/2020; acest eἨantion a fost obἪinut la 5 ianuarie 2020; numŁr de acces GISAID 

EPI_ISL_406801) Ἠi linia B (reprezentatŁ de Wuhan-Hu-1; eἨantionul a fost obἪinut la 26 

decembrie 2019; numŁr de acces GenBank MN908947). Liniilor ulterioare li s-au atribuit 

numere, de exemplu, B.1, B.2 etc., sau litere, ´n funcἪie de sistemul utilizat [84,85]. 

GISAID  clasificŁ noile variante ale SARS-CoV-2 în clade care sunt determinate de 

distribuἪia statisticŁ a distanἪei genomilor virali ´n clusterele filogenetice, urmatŁ de reunirea 

liniilor mai mici în clade principale. Astfel, variantele virale ale SARS CoV-2 sunt clasificate 

´n opt grupuri filogenetice de nivel ´nalt, ´ncep©nd cu divizarea timpurie S Ἠi L, apoi prin 

evoluἪia L ´n V Ἠi G, mai t©rziu G ´n GH, GR Ἠi GV, Ἠi mai recent GR ´n GRY [86]. 

Nextstrain clasificŁ SARS-CoV-2 în 25 de clade: 19A, 19B, 20A-20I, 21A-21M, 22A- 

22F, 23A - 23I, 24A - 24I, 25A - 25C. O cladŁ este creatŁ atunci c©nd o nouŁ variantŁ atinge o 

frecvenἪŁ globalŁ de 20 %. NumŁrul cladei este asociat cu anul apariἪiei variantei noi, iar pentru 

nume se utilizeazŁ urmŁtoarea literŁ din alfabet. Pentru a defini o nouŁ cladŁ, varianta trebuie 

sŁ aibŁ douŁ mutaἪii noi asociate cu clada parentalŁ principalŁ. Astfel, cladele principale pe ani 

sunt definite de anul apariἪiei lor Ἠi de literŁ, de exemplu, 19A, 19B sau 20A etc [87]. 

Variantele de îngrijorare (VOC) ale virusului SARS-CoV-2. Variantele Alfa 

(B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2) Ἠi Omicron (B.1.1.529) au fost 

identificate Ἠi clasificate de OMS ca variante de îngrijorare (VOC). Toate aceste variante au 

fost studiate foarte detaliat din cauza contagiozitŁἪii, virulenἪei Ἠi a rezistenἪei crescute la 

anticorpii neutralizanἪi [37]. 

Varianta Alpha. Varianta B.1.1.7, prima variantŁ care a prezentat motive de îngrijorare, 

cunoscutŁ sub numele de varianta Alpha sau GRY (GISAID), a fost ´nregistratŁ pentru prima 

datŁ ´n sud-estul Regatului Unit în septembrie 2020, devenind în scurt timp varianta dominantŁ 

Ἠi rŁsp©ndindu-se în întreaga lume. La 18 decembrie 2020, OMS a desemnat-o ca variantŁ de 
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interes caracterizatŁ prin prezenἪa a circa 17 mutaἪii ´n genomul viral, majoritatea, inclusiv 

deleἪiile H69-V70, Y144, N501Y, A570D, D614G, P681H, T716I, S982A Ἠi D1118H, fiind 

descoperite în proteina Spike, ´n comparaἪie cu virusul iniἪial izolat ´n China. Dintre toate 

mutaἪiile depistate în genomul variantei Alpha, mutaἪia N501Y joacŁ un rol extrem de important 

´n majorarea afinitŁἪii de legare a proteinei S cu receptorii hACE-2 Ἠi ´n creἨterea capacitŁἪii de 

a pŁtrunde ´n celulele-gazdŁ [88,89,90,91,92]. 

Varianta Beta (B.1.351), cunoscutŁ Ἠi sub numele de B.1.351, a fost identificatŁ pentru 

prima datŁ ´n Africa de Sud ´n mai 2020, fiind raportatŁ la OMS ´n decembrie 2020. Din cauza 

celor nouŁ mutaἪii (deleἪiile L242_L244, D80A, D215G, K417N, E484K, N501Y, D614G Ἠi 

A701V) în proteina Spike, comparativ cu virusul original SARS-CoV-2, care au afectat 

transmiterea Ἠi evaziunea imunŁ, a fost catalogatŁ ca variantŁ ´ngrijorŁtoare. Trei mutaἪii 

(K417N, E484K Ἠi N501Y), localizate în domeniul de legare a receptorului (RBD), cresc 

afinitatea de legare cu receptorii hACE-2 Ἠi riscul de transmitere, iar mutaἪia E484K faciliteazŁ 

evitarea anticorpilor, acesta fiind principalul motiv al sensibilitŁἪii reduse la vaccinuri a acestei 

variante a virusului SARS CoV-2 [93,94,95,96,97]. 

Varianta Gamma (linia P.1), detectatŁ pentru prima datŁ ´n Manaus, Brazilia, ´n 

noiembrie 2020 Ἠi raportatŁ la OMS în ianuarie 2021, a fost etichetatŁ ca ́ ngrijorŁtoare din 

cauza rŁsp©ndirii rapide ´n America de Sud Ἠi a potenἪialului înalt de evaziune imunŁ. Banho Ἠi 

coaut. au atras atenἪia la transmiterea crescutŁ a acestei variante implicatŁ ´n apariἪia unui nou 

val de infecἪie ´n regiuni unde anterior au fost înregistrate rate ridicate de infecἪie, suger©nd un 

risc crescut de reinfectare. Varianta Gamma are 12 mutaἪii ´n proteina Spike (L18F, T20N, 

P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, D614G, H655Y, T1027I Ἠi V1176F). MutaἪiile 

L18F, K417N/T, E484K, N501Y Ἠi D614G, localizate în regiunea RBD, au semnificaἪii 

importante în transmiterea virusului Ἠi în rata de reinfectare [98,99,100,101,102,103]. 

Varianta Delta (B.1.617.2), identificatŁ pentru prima datŁ ´n octombrie 2020 ´n India, la 

11 mai 2021 a fost declaratŁ de OMS ca variantŁ de îngrijorare, devenind în scurt timp o 

variantŁ predominantŁ ´n toatŁ lumea. Bian Ἠi coaut., precum Ἠi Shiehzadegan Ἠi coaut., au 

estimat cŁ varianta Delta este cu p©nŁ la 60 % mai transmisibilŁ dec©t varianta Alpha. Varianta 

Delta a prezentat 23 de mutaἪii noi, ´n comparaἪie cu varianta Alpha, dintre care 12 au vizat 

proteina Spike, crescându-i afinitatea de a se lega de receptorul ACE2 [104,105,106,107]. 

Tian Ἠi coaut. au identificat în genomul variantei Delta urmŁtoarele mutaἪii semnificative 

în proteina S: T19R, T95I, G142D, E156G, Del157/158, L452R, T478K, D614G, P681R, 

D950N. Fiecare dintre aceste mutaἪii exercitŁ o anumitŁ funcἪie. Astfel, mutaἪia L452R sporeἨte 

capacitatea virusului de a se lega de receptorul ACE2, crescându-i infecἪiozitatea; mutaἪia 

T478K este asociatŁ cu evadarea imunŁ, permiἪ©nd virusului sŁ evite parἪial anticorpii 
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neutralizanἪi; mutaἪia P681R, situatŁ ´n apropierea locului de clivaj al furinei, faciliteazŁ o 

pŁtrundere mai eficientŁ a virusului ´n celulele-gazdŁ; mutaἪiile N:D63G Ἠi RdRp:G671S 

amplificŁ ´ncŁrcŁtura viralŁ [108]. 

Varianta Omicron (B.1.1.529), identificatŁ pentru prima datŁ pe 11 noiembrie 2021 ´n 

Botswana, Africa, a ieἨit ´n evidenἪŁ prin numŁrul mare de mutaἪii, ´n special ´n proteina Spike 

ï Ἢinta principalŁ a majoritŁἪii vaccinurilor anti-COVID-19 ï, ceea ce i-a permis virusului sŁ se 

rŁsp©ndeascŁ rapid, evadând de sub supravegherea rŁspunsului imun Ἠi a vaccinŁrilor 

anterioare, generând valuri semnificative de infecἪie. 

Karimizadeh Ἠi Abudunaibi au demonstrat cŁ Omicron este mai transmisibil decât 

varianta anterioarŁ Delta. Astfel, dacŁ pentru varianta Delta R0, care indicŁ numŁrul mediu de 

persoane cŁrora o singurŁ persoanŁ infectatŁ le va transmite virusul, mŁsurŁ-cheie a transmiterii, 

a fost estimat ´ntre 5 Ἠi 8, indic©nd un nivel ridicat de transmitere, atunci pentru Omicron acest 

indice a fost cu mult mai mare [109,110]. 

CercetŁtorii danezi Ito cu colab. au estimat cŁ numŁrul de reproduceri efective ale 

genomului variantei Omicron este de aproximativ 3,19 ori mai mare decât în cazul variantei 

Delta [111]. Ulterior, Lino A. Ἠi coaut. au constatat cŁ varianta Omicron este de 4,2 ori mai 

transmisibilŁ decât varianta Delta [112]. Acest fapt explicŁ de ce Omicron a cauzat, în general, 

o formŁ mai uἨoarŁ a bolii COVID-19 decât variantele anterioare, dar s-a distins printr-o 

transmitere mai ridicatŁ [113,114,115,116]. 

În cadrul variantei Omicron au apŁrut mai multe subvariante, fiecare cu un profil genetic 

distinctiv. Subvarianta KP.2 (JN.1.11.1.2) s-a evidenἪiat prin potenἪialul de a evada imunitatea 

existentŁ Ἠi rŁsp©ndirea rapidŁ ´n anumite regiuni. ConsideratŁ o descendentŁ a subvariantei 

Omicron BA.2.86, neoficial numitŁ ĂPirolaò, Ἠi a JN.1, a fost detectatŁ pentru prima datŁ pe 2 

ianuarie 2024 ´n India Ἠi a fost inclusŁ ´n variantele aflate sub monitorizare (VUM). Cea mai 

recentŁ sublinie XFG a fost desemnatŁ ca o variantŁ SARS-CoV-2 aflatŁ sub monitorizare 

(VUM) cu proporἪii tot mai mari la nivel global. Av©nd ´n vedere dovezile disponibile, riscul 

suplimentar pentru sŁnŁtatea publicŁ reprezentat de XFG este evaluat ca fiind scŁzut la nivel 

global [117,118,119,120]. 

1.3. Epidemiologia molecularŁ a virusului SARS-CoV-2 

Pe 31 decembrie 2019, guvernul chinez a recunoscut numeroase cazuri de pneumonie de 

etiologie necunoscutŁ, presupusŁ a fi o boalŁ zoonoticŁ, care ulterior avea sŁ fie numitŁ COVID-

19, ´n oraἨul Wuhan. Primul caz de deces de pe urma acestei pneumonii a fost raportat pe 11 

ianuarie 2019, iar la 23 ianuarie oraἨul Wuhan, cu peste 11 milioane de locuitori, a fost ´nchis. 

O sŁptŁm©nŁ mai t©rziu au fost raportate mii de cazuri, iar OMS a declarat imediat o stare de 

urgenἪŁ globalŁ ´n sŁnŁtate [121]. 
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InfecἪia COVID-19 reprezintŁ o boalŁ periculoasŁ pentru societate din cauza 

contagiozitŁἪii ridicate Ἠi a potenἪialei ameninἪŁri pentru sŁnŁtatea publicŁ. Dovezile actuale 

indicŁ faptul cŁ virusul SARS-CoV-2 s-a rŁsp©ndit la om prin transmitere de la animale 

sŁlbatice v©ndute ilegal pe piaἪa angro de fructe de mare din Huanan. Sursa principalŁ de 

infecἪie se considerŁ omul bolnav sau persoanele asimptomatice. Principalele mecanisme de 

transmitere a virusului sunt picŁturile aeriene, praful din aer Ἠi contactul (implic©nd pŁtrunderea 

virusului în ochi, în nas, în nazofaringe Ἠi în orofaringe) [122]. 

Studiile au arŁtat cŁ virusul SARS-CoV-2 are capacitatea de a persista în mediu pentru 

perioade lungi de timp. Conform datelor publicate de Zolin Ἠi coaut., virusul SARS-CoV-2 

poate rŁm©ne contagios pe diverse suprafeἪe la temperaturi de 24-28 ÁC cel puἪin 48 de ore. 

Într-un mediu lichid, activitatea sa se menἪine p©nŁ la Ἠapte zile. Stabilitatea virusului depinde 

Ἠi de pH-ul mediului. Într-un interval de valori ale pH-ului de la 5 la 9, virusul rŁm©ne stabil 

p©nŁ la Ἠase zile, iar la valori mai extreme, de 4,0 Ἠi de 11,0, stabilitatea sa se reduce la douŁ 

zile [121122]. Virusul SARS-CoV-2 s-a dovedit a fi sensibil la radiaἪiile ultraviolete Ἠi la 

dezinfectanἪi care, utilizaἪi ´n concentraἪii de lucru adecvate, pot preveni rŁsp©ndirea infecἪiei 

[122,123,124,125]. 

Perioada de incubaἪie. Conform Protocolului clinic naἪional ĂInfecἪia cu coronavirus de 

tip nou (COVID-19)ò, ChiἨinŁu, 2025, perioada de incubaἪie a virusului SARS-CoV-2 este, în 

medie, de cinci zile (2-14 zile) [118]. Li Ἠi colab., studiind dinamica transmiterii timpurii a 

COVID-19, au relevat cŁ perioada medie de incubaἪie a virusului este de 5,2 zile [122]. Backer, 

studiind debutul simptomelor în 88 de cazuri confirmate de COVID-19, a înregistrat o perioadŁ 

medie de incubaἪie similarŁ, de 6,4 zile [123]. Bai Ἠi colab. au raportat Ἠi un caz neobiἨnuit, în 

care perioada de incubaἪie a virusului a fost de p©nŁ la 19 zile [124]. Trebuie menἪionat faptul 

cŁ perioada de incubaἪie poate varia ´n funcἪie de v©rstŁ Ἠi de doza infecἪioasŁ, iar varianta 

Omicron Ἠi unele sublinii ale acestuia modificŁ aceste valori [126,127,128]. 

Perioada de infecἪiozitate. Conform datelor din literatura de specialitate, durata 

perioadei de infecἪiozitate, perioada în care un pacient cu COVID-19 rŁm©ne infecἪios, este 

diferitŁ, acesta putând elimina virusul chiar Ἠi dupŁ dispariἪia simptomelor. CercetŁtorul chinez 

Zhou a stabilit cŁ în timpul pandemiei durata medianŁ a eliminŁrii virusului ´n r©ndul 

supravieἪuitorilor a fost de 20 de zile [125]. Du Ἠi colab. au identificat ca factori de risc pentru 

eliminarea viralŁ prelungitŁ genul masculin, spitalizarea de lungŁ duratŁ Ἠi ventilaἪia mecanicŁ 

invazivŁ [127,129,130]. 

Factori de risc ai infecἪiei COVID-19. InfecἪia cu SARS-CoV-2 are un spectru clinic 

larg de la asimptomaticŁ, oligosimptomaticŁ p©nŁ la boalŁ moderatŁ sau chiar severŁ, cu 

insuficienἪŁ multiorganicŁ. Rata infecἪiilor asimptomatice cu SARS-CoV-2 a fost estimatŁ pe 
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baza urmŁririi intensive a focarelor regionale Ἠi retrospectiv ´n studii de seroprevalenἪŁ. Astfel, 

numeroase cercetŁri au arŁtat cŁ pe durata pandemiei ratele infecἪiilor asimptomatice a variat 

´ntre 27 Ἠi 40 %. În general, evaluarea impactului pandemiei a arŁtat cŁ aproximativ 90 % dintre 

infecἪiile 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 v©rsta ´naintatŁ, 

hipertensiunea arterialŁ, bolile cardiace sau pulmonare cronice Ἠi imunosupresia. Ratele de 

spitalizare au variat, ´n diferite populaἪii, ´ntre 4 Ἠi 7 %, iar 25 % dintre pacienἪii spitalizaἪi au 

necesitat terapie intensivŁ, cu o ratŁ ridicatŁ de terapie de substituἪie a funcἪiei organelor (75 % 

ï ventilaἪie invazivŁ, 25 % ï terapie de substituἪie renalŁ) [134,135,136]. 

Printre factorii de risc ai infecἪiei COVID-19 se numŁrŁ factorii de mediu, virali Ἠi cei 

legaἪi de organismul-gazdŁ. Aglomerarea umanŁ, expunerea ocupaἪionalŁ, ventilaἪia deficitarŁ 

Ἠi contactul cu animalele reprezintŁ factorii de mediu care influenἪeazŁ rŁsp©ndirea virusului. 

Factorii de risc virali sunt asociaἪi cu evoluἪia rapidŁ a virusului SARS-CoV-2 pe parcursul 

pandemiei Ἠi includ capacitatea de transmitere, mutaἪiile evazive Ἠi ´ncŁrcŁturile virale asociate 

cu o anumitŁ variantŁ [137]. 

Factorii legaἪi de gazdŁ includ v©rsta, variaἪia geneticŁ umanŁ, sexul biologic Ἠi sarcina, 

comorbiditŁἪile netransmisibile, coinfecἪii Ἠi/sau superinfecἪii, fragilitatea, istoricul imunologic, 

microbiota Ἠi stilul de viaἪŁ al pacientului. Diferite studii ἨtiinἪifice au demonstrat rolul 

semnificativ al diferitor factori legaἪi de gazdŁ ´n dezvoltarea Ἠi severitatea bolii. Au fost 

identificaἪi cei mai frecvent ´nt©lniἪi factori de risc pentru formele severe ale bolii, inclusiv 

v©rsta ´naintatŁ, obezitatea Ἠi imunodeficienἪa [138]. 

Vaccinarea este consideratŁ una dintre cele mai eficiente mŁsuri de protecἪia a indivizilor 

Ἠi a populaἪiilor de riscurile asociate cu expunerea la diverἨi agenἪi patogeni. Dezvoltarea Ἠi 

implementarea rapidŁ a vaccinurilor ´mpotriva infecἪiei COVID-19 Ἠi a noilor opἪiuni de 

tratament a contribuit semnificativ la scŁderea at©t a ratelor de infecἪie, c©t Ἠi a mortalitŁἪii ´n 

timpul pandemiei, salvând milioane de vieἪi [139]. 

Impactul global al COVID-19, cu sute de milioane de cazuri confirmate Ἠi peste Ἠapte 

milioane de decese, a st©rnit un interes ἨtiinἪific semnificativ. CercetŁtorii s-au concentrat pe 

´nἪelegerea patogenezei bolii, a epidemiologiei Ἠi a evoluἪiei acesteia ́ n funcἪie de v©rstŁ sau de 

afecἪiunile clinice preexistente. O atenἪie deosebitŁ se acordŁ explorŁrii metodelor de prevenire 

Ἠi de tratament a infecἪiei cu SARS-CoV-2 [140]. 
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1.4. Metode de diagnostic a infecἪiei cu SARS-CoV-2, de analizŁ filogeneticŁ Ἠi de 

bioinformaticŁ 

Identificarea agenἪilor patogeni poate fi prin imagisticŁ, prin izolare viralŁ Ἠi detectarea 

culturilor, detectarea prin biologie molecularŁ a ARN-ului viral Ἠi depistarea imunologicŁ 

bazatŁ pe reacἪia antigenului viral Ἠi a anticorpilor [141,142]. 

Teste pentru depistarea virusului SARS-CoV-2. În 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 Ἠi teste de detectare a anticorpilor. 

NAAT Ἠi testele de antigen sunt utilizate pentru a depista prezenἪa ARN-ul viral, iar testele de 

detectare a anticorpilor au ca scop depistarea anticorpilor pe care organismul-gazda îi produce 

împotriva SARS-CoV-2 [122]. 

Trebuie menἪionat faptul cŁ testele de antigen pot fi utilizate pentru a detecta rapid infecἪia 

cu SARS-CoV-2, ´nsŁ sensibilitatea Ἠi specificitatea lor sunt net inferioare testelor NAAT, 

considerate Ăstandardul de aurò în diagnosticarea COVID-19. AceastŁ metodŁ de diagnostic 

utilizeazŁ probe nazo- sau orofaringiene, ´n care transcriptaza inversŁ transformŁ ARN-ul extras 

´n ADN complementar (ADNc). Ulterior, o secvenἪŁ-ἪintŁ este amplificatŁ, folosind ADN 

polimerazŁ Ἠi primeri specifici. Pentru a spori fiabilitatea testului, este recomandabil sŁ se 

amplifice douŁ sau mai multe gene, inclusiv una specificŁ Ἠi una conservatŁ. Astfel au fost  

dezvoltatŁ o varietate de teste RT-qPCR care utilizeazŁ diverse combinaἪii de gene. Ċn prezent, 

existŁ numeroase kituri RT-PCR comerciale care detecteazŁ genele virusului SARS-CoV-2 

pentru stabilirea diagnosticului de laborator [122,143,144]. 

Metodele clasice de diagnosticare oferŁ date despre prezenἪa sau absenἪa virusului/ 

anticorpului ´n proba umanŁ, dar nu Ἠi informaἪii despre varianta sau mutaἪia virusului pe care 

cercetŁtorii din domeniul sŁnŁtŁἪii publice le pot utiliza pentru modelarea transmiterii Ἠi luarea 

deciziilor de politici publice. Astfel, implementarea Ἠi utilizarea metodelor de secvenἪiere de 

generaἪie urmŁtoare (NGS), prin care se determinŁ secvenἪa genomului agentului patogen, 

furnizeazŁ mult mai  multe informaἪii decât procedurile standard de testare, inclusiv pentru 

dezvoltarea de terapii Ἠi de vaccinuri, monitorizarea modificŁrilor virusului pe mŁsurŁ ce acesta 

circulŁ ´n populaἪie, Ἠi perspective mai profunde asupra tiparelor de transmitere ´n timp Ἠi 

geografic [144]. 

Metodele de secvenἪiere genomicŁ permit urmŁrirea precisŁ a agenἪilor patogeni, 

evaluarea riscurilor Ἠi formularea strategiilor de intervenἪie prin furnizarea de date genomice 

esenἪiale despre agenἪii patogeni. Aceste date nu numai cŁ ajutŁ la identificarea diferitor 

variante ale virusului, dar oferŁ Ἠi informaἪii valoroase despre transmisibilitatea Ἠi severitatea 

acestora, ceea ce are un impact semnificativ asupra mŁsurilor de sŁnŁtate publicŁ, cum ar fi 
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dezvoltarea vaccinurilor, studii epidemiologice Ἠi elaborarea unor politici specifice de sŁnŁtate 

publicŁ [146,147]. 

La sf©rἨitul anilor 1970, metodele de secvenἪiere a ADN-ului, Ἠi anume secvenἪierea 

Sanger Ἠi utilizarea ruperii chimice, au fost prezentate de Edward Sanger Ἠi, respectiv, Maxam-

Gilbert. În anul 2005, Roche a lansat tehnologia Ă454ò mai rapidŁ, denumitŁ Ătehnologie de 

secvenἪiere de generaἪie urmŁtoareò. În prezent existŁ mai multe tehnologii de secvenἪiere care 

includ tehnologia de secvenἪiere de primŁ generaἪie (tehnologia Sanger); tehnologia de 

secvenἪiere de generaἪie urmŁtoare (NGS, Illumina Ἠi Ion Torrent); tehnologia de secvenἪiere 

de a doua generaἪie (genomica tehnologicŁ completŁ), tehnologia de secvenἪiere de a treia 

generaἪie (Oxford Nanopore Technology (ONT) Ἠi tehnologia ´n timp real cu o singurŁ moleculŁ 

(SMRT) [148,149]. 

Deci, diferite platforme tehnologice s-au impus ca soluἪii de referinἪŁ, fiecare 

evidenἪiindu-se prin caracteristici adaptate unor aplicaἪii biologice distincte. 

Sistemul Illumina. Este cel mai rŁsp©ndit sistem care datoreazŁ popularitatea acurateἪei 

excepἪionale oferite de metoda Ăsequencing by synthesisò pe bazŁ de fluorescenἪŁ,  citirile 

scurte  fiind în general livrate cu o precizie de aproximativ 99,9 %. Sistemele Illumina (de ex., 

HiSeq, NovaSeq Ἠi MiSeq) sunt folosite frecvent ´n proiecte de mare amploare datoritŁ 

randamentului ´nalt Ἠi a costului eficient per bazŁ [150]. 

Platforma Illumina de secvenἪiere prin sintezŁ (SBS) se bazeazŁ pe metoda de terminare 

reversibilŁ Ἠi presupune amplificarea fragmentelor de ADN studiate pe un suport solid (crearea 

de clustere), denaturarea acestora Ἠi apoi secvenἪierea lor folosind nucleotide de terminare 

marcate cu fluorocrom. Tipul de nucleotid ataἨat este determinat de emisia de fluorocrom, care 

este excitatŁ de un impuls laser. Nucleotidul înregistrat este apoi modificat chimic pentru a 

permite urmŁtorului nucleotid de terminare sŁ se ataἨeze la el Ἠi aἨa mai departe. Dispozitivul 

detecteazŁ fluorescenἪa din sute de milioane de puncte de cluster simultan. 

Acest tip de secvenἪiere este caracterizat de precizie ridicatŁ, randament Ἠi un raport 

performanἪŁ-cost avantajos. Lungimea de citire este de p©nŁ la 2Ĭ250 perechi de baze (Illumina 

MiSeq), la o ratŁ de eroare de 0,5-2 %. Procesul de secvenἪiere cu tehnologia Illumina include 

patru etape principale: pregŁtirea probei, generarea de clustere, secvenἪierea Ἠi analiza datelor 

[151,152]. 

Tehnologia Ion Torrent reprezintŁ o secvenἪiere de ultimŁ generaἪie care utilizeazŁ 

detectarea directŁ a ionilor de hidrogen eliberaἪi ´n cursul încorporŁrii nucleotidului, tradusŁ 

electronic printr-un senzor ISFET (Ion-Sensitive Field-Effect Transistor), evitându-se astfel 

utilizarea tehnicilor optice costisitoare. AceastŁ abordare conferŁ avantajele unui proces rapid, 

economic Ἠi compact [153]. 
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Platforma Ion Torrent, fiind prima tehnologie care nu utilizeazŁ senzori optici, lumina 

acἪionând ca un mesager, pentru identificarea secvenἪierii semiconductoare foloseἨte un sistem 

bazat pe detectarea ionilor de hidrogen, care sunt produse secundare ale adŁugŁrii de nucleotide 

la catena Ἠablon ´n timpul polimerizŁrii. Probele, care conἪin ADN ´mbogŁἪit, sunt adŁugate 

într-un microgodeu de pe cip. Microgodeurile  cu molecula de ADN Ἠablon care urmeazŁ sŁ fie 

secvenἪiatŁ sunt umplute cu un singur tip de dezoxiribonucleotid trifosfat (dNTP). DacŁ dNTP-

ul introdus este complementar nucleotidului principal al Ἠablonului, acesta este ´ncorporat în 

catena complementarŁ ´n creἨtere, provocând eliberarea de ioni de hidrogen, ceea ce 

declanἨeazŁ senzorul de ioni ISFET, indic©nd cŁ reacἪia a avut loc. În cazul când secvenἪa 

catenei Ἠablon conἪine o repetare a unui nucleotid, mai multe molecule de dNTP vor fi 

încorporate într-un singur ciclu, generând creἨterea numŁrului de ioni de hidrogen formaἪi Ἠi 

formarea unui semnal electric proporἪional mai mare [154,155]. 

Soluѿiile de long-read sequencing. Pentru analiza genomilor complecἨi, aceste soluἪii, 

oferite de Pacific Biosciences (PacBio) Ἠi Oxford Nanopore, sunt deosebit de valoroase. 

AceastŁ tehnologie oferŁ avantaje precum capacitatea de a genera citiri ultralungi, eficienἪŁ 

ridicatŁ, monitorizare Ἠi analizŁ ´n timp real, portabilitate Ἠi capacitatea de a secvenἪia direct 

molecule de ARN sau de ADN. Drept urmare, tehnologia se distinge prin aplicabilitate Ἠi o 

flexibilitate excelente ´n cercetarea virusurilor, inclusiv detectarea Ἠi supravegherea viralŁ, 

asamblarea genomului, descoperirea de noi variante Ἠi virusuri, Ἠi identificarea modificŁrilor 

chimice. Tehnologia datŁ are Ἠi dezavantaje ´n ceea ce priveἨte acurateἪea Ἠi probabilitatea 

apariἪiei erorilor [156,157]. 

Analiza bioinformaticŁ Ἠi profilarea filogeneticŁ a rezultatelor obἪinute. Indiferent 

de tehnologia utilizatŁ la identificarea virusului SARS-CoV-2, sunt necesare cunoἨtinἪe de 

bioinformaticŁ pentru procesarea Ἠi analiza filogeneticŁ a datelor obἪinute [158]. 

Bioinformatica include un set de metode computaἪionale care acoperŁ etapele 

fundamentale ale analizei NGS: evaluarea calitŁἪii datelor, preprocesarea citirilor brute, 

alinierea la un genom de referinἪŁ, identificarea variantelor genetice, adnotarea lor funcἪionalŁ 

Ἠi interpretarea rezultatelor [158]. 

Analiza filogeneticŁ este o metodŁ fundamentalŁ de cercetare ´n geneticŁ Ἠi în biologia 

molecularŁ care permite reconstrucἪia istoriei evolutive a organismelor sau a genelor pe baza 

asemŁnŁrilor Ἠi a diferenἪelor dintre secvenἪele de ARN sau de ADN, sau dintre proteine. Scopul 

principal al acestei analize este de a determina relaἪiile dintre diferite specii, tulpini sau gene, 

permiἪ©nd trasarea istoriei lor evolutive comune. Rezultatele unor astfel de analize sunt de 

obicei prezentate sub forma unui arbore filogenetic, o reprezentare graficŁ a relaἪiilor evolutive 
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formatŁ din ramuri, care simbolizeazŁ liniile evolutive, Ἠi noduri, care reprezintŁ strŁmoἨii 

comuni [158]. 

Exista Ἠi o serie de baze de date legate de SARS-CoV-2, cum ar fi IniἪiativa GlobalŁ 

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

NaἪional pentru InformaἪii Biotehnologice (NCBI, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sars-cov-2/), 

Genome Warehouse (https://bigd.big.ac.cn/gwh/), baza de date a Centrului NaἪional de 

BioinformaticŁ (CNCB)/Centrului NaἪional de Date Genomice (NGDC) 

(https://bigd.big.ac.cn/ncov/) Ἠi Virus Pathogen Resource (https://www.viprbrc.org/). Aceste 

baze de date joacŁ un rol important ´n arhivarea secvenἪelor, cŁutarea omologiilor, descoperirea 

variaἪiilor, asocierea fenotipurilor bolii [159]. 

1.5. Monitorizarea virusului SARS-CoV-2 în apele uzate: modelare versus realitate, 

frecvenἪa relativŁ pentru identificarea liniilor genetice 

Luând în considerare evoluἪia constantŁ a virusului SARS-CoV-2 în timpul pandemiei de 

COVID-19, monitorizarea continuŁ a tulpinilor emergente a devenit extrem de importantŁ 

pentru sŁnŁtatea publicŁ. În perioada postpandemicŁ, odatŁ cu reducerea testŁrii probelor umane 

pentru detectarea SARS-CoV-2, testarea apelor uzate a devenit din ce ´n ce mai importantŁ 

pentru urmŁrirea variantelor circulante ale virusului Ἠi prognozarea noilor valuri de infecἪie ca 

urmare a faptului cŁ persoanele infectate eliminŁ particule virale în mediul ambiant pentru o 

perioadŁ adiἪionalŁ de trei luni [160,161]. 

Conform datelor obἪinute de Foladori Ἠi colab. (2020), de Zhang Ἠi colab.(2021), 

aproximativ 50 % din persoanele infectate cu COVID-19 eliminŁ virusul prin fecale. Prelevarea 

probelor de ape uzate de la staἪiile de epurare care deservesc populaἪii mari, urmatŁ de 

detectarea agentului patogen folosind metode moleculare, poate asigura o supraveghere de 

rutinŁ a bolii [158,159]. AceastŁ prelevare pasivŁ a probelor, care poate include persoane 

asimptomatice sau cu un nivel scŁzut de participare la programele de testare clinicŁ, este foarte 

importantŁ în perioada postpandemicŁ de COVID-19 [162,163]. 

Numeroase studii au arŁtat cŁ ´nainte de debutul fazei acute, cu o sŁptŁm©nŁ ´nainte de 

apariἪia simptomelor clinice de COVID-19, virusul SARS-CoV-2 poate fi detectat în apele 

uzate, în nŁmolul activ Ἠi ´n rezervoarele de apŁ, ceea ce indicŁ posibilitatea unei avertizŁri 

timpurii privind COVID-19 Ἠi identificarea tendinἪelor de rŁsp©ndire a infecἪiei. AἨadar, 

testarea apelor uzate permite studierea diversitŁἪii genetice Ἠi a variantelor de SARS-CoV-2, Ἠi 

corelarea variantelor virusului cu severitatea bolii Ἠi cu imunitatea, factori ce determinŁ situaἪia 

epidemiologicŁ generalŁ [164,165,166,167]. 

https://www.gisaid.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sars-cov-2/
https://bigd.big.ac.cn/gwh/
https://bigd.big.ac.cn/ncov/
https://www.viprbrc.org/
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Monitorizarea virusului SARS-CoV-2 în apele uzate se bazeazŁ pe metoda de cuantificare 

a ARN-ului viral bazatŁ pe qPCR, care oferŁ o estimare rapidŁ a ratelor de infectare ́ n populaἪie 

[168]. 

SecvenἪierea genomicŁ a probelor de ape uzate are potenἪialul de a elucida diversitatea 

geneticŁ ´n cadrul speciei, inclusiv liniile virale [169]. 

Cu toate acestea, deconvoluἪia amestecului de linii virale  prezente în apele uzate pe baza 

secvenἪierii cu citire scurtŁ rŁm©ne o provocare. 

Trebuie subliniat faptul cŁ secvenἪierea genomicŁ a probelor de ape uzate oferŁ Ἠi 

oportunitatea unei supravegheri epidemiologice eficiente din punct de vedere al costurilor. 

Astfel, analizând apele uzate municipale prin tehnici de secvenἪiere putem obἪine 

imaginea realŁ a morbiditŁἪii prin COVID-19. ĊnsŁ calitatea rezultatelor acestor secvenἪieri 

poate varia ca urmare a degradŁrii particulelor virale în canalizare (de exemplu, ´n funcἪie de 

pH, temperaturŁ, timpul de deplasare) Ἠi a concentraἪiei virale mai mici ́ n comparaἪie cu probele 

clinice. Întrucât în apele uzate ARN-ul viral reprezintŁ o fracἪiune relativ micŁ de acid nucleic, 

inhibitorii PCR din aceste ape pot face ca secvenἪierea bazatŁ pe ampliconi sŁ fie predispusŁ la 

o acoperire inegalŁ pe ´ntregul genom deoarece unii  sau toἪi ampliconii nu reuἨesc sŁ se 

amplifice [170,171,172ʆʰʠʙʢʘ! ʀʩʪʦʯʥʠʢ ʩʩʳʣʢʠ ʥʝ ʥʘʡʜʝʥ.]. 

În vederea adoptŁrii mŁsurilor ´n domeniul sŁnŁtŁἪii publice, alŁturi de metodele 

tradiἪionale de supraveghere a agenἪilor patogeni, monitorizarea apelor uzate trebuie sŁ asigure 

obἪinerea de date de ´naltŁ calitate. Pentru a valorifica pe deplin potenἪialul informaἪiilor 

obἪinute în urma analizei probelor de ape uzate sunt necesare progrese în domenii-cheie 

precum: elaborarea de proceduri standardizate de colectare, de prelucrare Ἠi de secvenἪiere 

genomicŁ a probelor care depind de condiἪiile specifice Ἠi sunt selectate pentru o eficienἪŁ 

optimŁ; metode inovatoare de ´mbogŁἪire pentru a spori eficienἪa extracἪiei acidului nucleic; 

metode bioinformatice specializate Ἠi baze de date special concepute pentru date privind apele 

uzate [173]. 

Pentru a rezolva problemele legate de secvenἪierea genomicŁ a probelor de ape uzate, cu 

scopul general de a determina prezenἪa Ἠi (´n majoritatea cazurilor) abundenἪa relativŁ a diferitor 

linii SARS-CoV-2,  au fost dezvoltate diverse mecanisme de modelare. 

Sutcliffe Ἠi echipa au comparat performanἪa Ἠi rezultatele a nouŁ instrumente de modelare 

utilizate frecvent pentru analiza datelor de secvenἪiere a apelor uzate. Aceste instrumente diferŁ 

prin metodele statistice precise utilizate pentru identificarea liniilor virusului SARS-CoV-2. 

Majoritatea instrumentelor folosite de autori s-au dovedit a fi eficiente în identificarea liniilor 

reale prezente Ἠi ´n evaluarea prevalenἪei relative a acestora. Multe instrumente au identificat 
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linii le prezente cu o frecvenἪŁ de p©nŁ la 1%, rezultatele fiind mai fiabile la frecvenἪe mai mari 

de 5 % [157,175]. 

Astfel, unii  algoritmi pentru analiza datelor de secvenἪiere a apelor uzate pot sŁ nu 

identifice liniile prezente ´n proporἪie mai micŁ de 5 %, ceea ce reprezintŁ, de asemenea, un 

obstacol în implementarea monitorizŁrii apelor uzate pentru supravegherea de rutinŁ a infecἪiei. 

Rezultatele acestor studii sunt foarte importante, deoarece, în realitate, virusul SARS-CoV-2 se 

aflŁ ´ntr-o stare foarte diluatŁ ´n apele uzate, ceea ce poate perturba imaginea realŁ a distribuἪiei 

subvariantelor circulante. Cu toate acestea, avantajele monitorizŁrii apelor uzate prin 

secvenἪiere prevaleazŁ asupra tuturor obstacolelor detectate. 

1.6. Concluzii la capitolul 1 

1. COVID-19 este o boalŁ infecἪioasŁ cauzatŁ de noul tip de coronavirus SARS-CoV-2 care, 

ca urmare a variabilitŁἪii sale genetice, a provocat peste Ἠapte milioane de decese la nivel 

global. 

2. ApariἪia mai multor mutaἪii ale virusului SARS-CoV-2 au determinat organizaἪii Ἠi 

platforme internaἪionale precum OMS, PANGO, GISAID Ἠi Nextstrain sŁ le clasifice în 

variante, clade sau linii, sŁ identifice rŁsp©ndirea lor globalŁ Ἠi sŁ evalueze potenἪialul 

apariἪiei de noi mutaἪii. 

3. EvoluἪia continuŁ a virusului SARS-CoV-2, soldatŁ cu apariἪia unor variante emergente 

precum Alpha, Beta, Gamma, Delta Ἠi Omicron, subliniazŁ adaptabilitatea virusului Ἠi 

implicaἪiile sale semnificative în sŁnŁtatea publicŁ. 

4. MutaἪiile genetice, ´n special ´n proteina Spike, au schimbat unele proprietŁἪi fenotipice ale 

virusului SARS-CoV-2 precum transmiterea, evaziunea imunŁ Ἠi virulenἪa. CunoaἨterea 

acestor particularitŁἪi ale mutaἪiilor genetice ale virusului este esenἪialŁ pentru actualizarea 

permanentŁ a compoziἪiei vaccinurilor Ἠi perfecἪionarea strategiilor de control al infecἪiei la 

nivel local, regional Ἠi global. 

5. Monitorizarea virusului SARS-CoV-2 prin testarea apelor uzate este o abordare inovatoare 

care poate fi adoptatŁ ´n ἪŁrile cu venituri mici Ἠi medii pentru a supraveghea evoluἪia acestui 

virus Ἠi a altor agenἪi patogeni. AceastŁ metodŁ oferŁ informaἪie importantŁ ´n procesul 

decizional de sŁnŁtate publicŁ pentru a rŁspunde la actuala rŁspândire a virusului SARS-

CoV-2, precum Ἠi la viitoarele ameninἪŁri de sŁnŁtate publicŁ. 

6. Pandemia de COVID-19 a evidenἪiat faptul cŁ monitorizarea apelor uzate oferŁ informaἪie 

veridicŁ privind prezenἪa agenἪilor patogeni ´n comunitŁἪi ´ntregi Ἠi poate servi ca 

instrument de prognozare a creἨterii sau a scŁderii ratelor de infectare. 
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2. MATERIAL ķI METODE UTILIZATE ĊN CERCETARE 

2.1. CaracteristicŁ generalŁ Ἠi etapele cercetŁrii. Designul studiului 

Cercetarea a fost iniἪiatŁ ´n anul 2022, ´n cadrul Laboratorului virusologic al ANSP Ἠi 

reprezintŁ un studiu complex, desfŁἨurat pe parcursul perioadei de implementare a tehnicii de 

secvenἪiere a întregului genom al virusului SARS-CoV-2 în Republica Moldova (2021-2025).  

 Obiectul de studiu Ἠi volumul eἨantionului cercetat 

În studiu s-au utilizat secvenἪele virusului SARS-CoV-2 obἪinute din probe biologice de 

tampoane nazo- Ἠi orofaringiene Ἠi din probele de ape uzate. Astfel, probele biologice pentru 

studiul dat au fost prelevate de la pacienἪii care ´ntruneau definiἪia de caz expusŁ ´n protocolul 

clinic naἪional ĂInfecἪia cu coronavirus de tip nou (COVID-19)ò. PrezenἪa virusului SARS-

CoV-2 a fost confirmatŁ prin reacἪia de polimerizare ´n lanἪ (RT-PCR), utilizând diferite kituri 

de reactivi comerciali. Din totalul probelor pozitive la prezenἪa virusului SARS-CoV-2 

(COVID-19) Ἠi confirmate prin tehnici de biologie molecularŁ, mostrele pentru reacἪia de 

secvenἪiere au fost selectate pe baza criteriilor de includere Ἠi de excludere. 

Volumul eἨantionului cercetat. Ċn studiu a fost cercetate un numŁr reprezentativ de 

probe biologice din diferite teritorii administrative ale republicii, prelevate în perioade diferite 

de timp de la pacienἪi cu diferite date demografice Ἠi cu diferite grade de severitate a infecἪiei 

COVID-19, precum Ἠi probe din ape uzate. 

NumŁrul de probe a fost calculat luând în considerare nivelul de veridicitate egal cu 95 

% Ἠi eroarea medie de 5 % (nu mai puἪin de 240 de probe).  

Eĸantionul reprezentativ a fost calculat ´n baza formulei: 

n= P(1-P)(ZŬ/d)2, unde: 

d ï distanŞa sau toleranŞa (´n limitele 0,05); 

P ï proporŞia sau valoarea proporŞiei cercetate P= 0,278 

ZŬ= valoarea tabelarŁ. C©nd ĂŬò, pragul de semnificaἪie, este de 5 %, atunci coeficientul 

ZŬ=1,96. 

Volumul investigaἪiilor. Pentru monitorizarea circulaἪiei virusului SARS-CoV-2 prin 

secvenἪierea ´ntregului genom Ἠi analiza filogeneticŁ au fost examinate 733 de probe biologice 

recoltate de la pacienἪi care ´ntrunesc definiἪia de caz COVID-19 în perioada noiembrie 2021ï

noiembrie 2024. Întrucât cu scŁderea numŁrului de adresŁri la medic cu simptome de COVID-

19 s-au redus testŁrile PCR, a fost implementatŁ o metodŁ alternativŁ de monitorizare a 

circulaἪiei virusului SARS-CoV-2 din apele uzate. În perioada 2024-2025 au fost secvenἪiate 

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 în baza criteriilor epidemiologice, clinice 

Ἠi de laborator: 

1. CreἨterea sau modificarea neaἨteptatŁ a transmisibilitŁἪii Ἠi/sau a virulenἪei tulpinii 

circulante de SARS-CoV-2 în teritoriu. 

2. Ċnregistrarea unei izbucniri ´n grupuri de populaἪie cu risc sporit, care poate contribui la 

clarificarea transmisibilitŁἪii, descoperirea de noi variante genetice Ἠi evaluarea asocierii 

tulpinilor de virus cu izbucniri. 

3. Stabilirea unui rezultat pozitiv SARS-CoV-2 la persoane revenite din ἪŁrile ´n care sunt 

depistate variante noi ale virusului SARS-CoV-2 cu mutaἪii 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 ´ncheierea vaccinŁrii complete, dar care ulterior s-au infectat cu SARS-CoV-2. 

6. Probe de la grupuri de risc (ex., pacienἪi imunocompromiἨi, mai ales dacŁ primesc terapie 

cu anticorpi anti-SARS-CoV-2). 

7. Debut agresiv Ἠi fulminant al bolii COVID-19, cu afectare pulmonarŁ primarŁ pronunἪatŁ 

Ἠi detresŁ respiratorie exprimatŁ. 

8.  Probe biologice cu ciclul prag (Ct) mai mic de 22.00 ï 25.00 (în funcἪie de setul de 

amplificare).  

Criterii de excludere: 

1. Probe biologice selectate conform criteriilor epidemiologice Ἠi clinice, dar cu ciclul prag 

(Ct) mai mare de 25.00. 

Criteriul principal Ἠi decisiv pentru trimiterea probelor pozitive la reacἪia de secvenἪiere 

genomicŁ a fost o valoare a ciclului prag (Ct) de maximum 25.00, obἪinutŁ utiliz©nd sisteme de 

testare PCR înregistrate ca indicator de laborator. Drept urmare, probele care au îndeplinit 

criteriile de includere cu excepἪia criteriului de laborator au fost excluse, fiind incluse în studiu 

doar probele cu ´ncŁrcŁturŁ viralŁ ridicatŁ, ce pot furniza rezultate calitative de secvenἪiere.  

 Realizarea scopului Ἠi a obiectivelor stabilite, studiul a fost efectuat în câteva etape. 

 La prima etapŁ a studiului a fost analizatŁ literatura de specialitate privind caracteristica 

geneticŁ Ἠi evoluἪia virusului SARS-CoV-2, noile variante cu potenἪial epidemiologic Ἠi 

impactul acestora asupra sŁnŁtŁἪii publice. Pentru realizarea acestei etape au fost folosite baze 

de date internaἪionale cu acces deschis precum PubMed Ἠi Google Scholar, MEDLINE. Pentru 

a asigura exhaustivitatea Ἠi relevanἪa materialelor identificate, referinἪe suplimentare au fost 

obἪinute prin revizuirea manualŁ a bibliografiilor Ἠi a citŁrilor din articolele selectate iniἪial. 

TotodatŁ, au fost studiate Ἠi sursele bibliografice naἪionale cu referire la monitorizarea 

circulaἪiei virusului SARS-CoV-2 Ἠi la situaἪia epidemiologicŁ prin COVID-19 în ἪarŁ. 
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 La etapa a doua a fost stabilit eἨantionul reprezentativ Ἠi selectate probele adecvate, pe 

baza criteriilor de includere Ἠi de excludere, pentru secvenἪierea ´ntregului genom al virusului 

SARS-CoV-2. Izolatele destinate secvenἪierii au fost selectate din probe pozitive procesate prin 

tehnica de biologie molecularŁ - RT-PCR. Variantele genetice Ἠi tipul de mutaἪie s-a determinat 

prin metoda de secvenἪiere a fragmentelor cu ajutorul instrumentelor Ion Torrent Genexus Ἠi 

Illumina MiSeq. Rezultatele obἪinute au fost analizate cu ajutorul bazelor de date internaἪionale 

Ἠi a instrumentelor bioinformatice Nexclade, Nextrain, GISAID, Pangolino, Freyja Ἠi Kallisto.  

 La etapa a treia, rezultatele obἪinute au fost diseminate prin publicarea lucrŁrilor 

ἨtiinἪifice, inclusiv articole în reviste ĸtiinŞifice naŞionale Ἠi internaἪionale, teze, participŁri 

active cu prezentare sau cu poster la foruri ἨtiinἪifice naἪionale Ἠi internaἪionale, precum Ἠi prin 

elaborarea de ghiduri, de broἨuri Ἠi a unei monografii. 

 Dessign-ul studiului este redat în figura 5. 

 

Figura 5. Designul studiului 
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2.2. Metodologia cercetŁrii 

Pentru monitorizarea circulaἪiei virusului SARS-CoV-2 prin secvenἪierea ´ntregului 

genom Ἠi analiza filogeneticŁ a izolatelor SARS-CoV-2 a fost utilizat un complex de metode 

epidemiologice, de laborator (tehnici de biologie molecularŁ) Ἠi statistice. 

2.2.1. Metode epidemiologice  

În studiu s-au utilizat tehnici de analiza epidemiologicŁ descriptivŁ pentru stabilirea 

prevalenŞei diferitor variante de mutaἪii ale virusului SARS-CoV-2. Ċn funcἪie de varianta 

geneticŁ circulantŁ a virusului, au fost analizate ratele de incidenἪŁ, ratele de creἨtere a cazurilor 

de COVID-19 ´n r©ndul populaἪiei din Republica Moldova. Pentru evaluarea procesului 

epidemic COVID-19 în republicŁ, a fost aplicatŁ  analiza epidemiologicŁ retrospectivŁ pentru 

perioada 2021-2024. 

2.2.2. Metode de laborator 

Metoda de secvenἪiere a ´ntregului genom pentru detectarea Ἠi supravegherea 

variantelor de SARS-CoV-2 din probele umane  

Probele de tampoane nazo- Ἠi orofaringiene au fost obἪinute din reἪeaua de laboratoare 

ANSP implicate ´n diagnosticarea infecἪiei COVID-19. Tampoanele au fost colectate în mediu 

de transport viral VTM sau într-un echivalent care conἪine glicerol Ἠi antibiotice/antimicotice. 

Criteriul final pentru expedierea probelor destinate procesului de secvenἪiere a fost un ciclu 

prag (Ct) de 25.00 sau mai mic, obἪinut folosind kiturile RT-PCR. 

Procesul de secvenἪiere a întregului genom al virusului SARS-CoV-2 a inclus 

urmŁtoarele etape principale: extracἪia acidului nucleic, pregŁtirea bibliotecilor cu amplificarea 

clonalŁ, secvenἪierea propriu-zisŁ Ἠi analiza bioinformaticŁ a rezultatelor obἪinute (figura 6).  
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Figura 6. Etapele principale ale procesului de secvenἪiere de generaἪie urmŁtoare a 

genomului SARS-CoV-2 

Extracѿia ARN-ului. ARN-ul virusului SARS-CoV-2 a fost izolat din 140 µl de probe 

folosind kitul comercial QIAamp Viral RNA Mini (QIAGEN), conform protocolului 

producŁtorului. Fiecare probŁ de ARN izolatŁ a fost dizolvatŁ ´n 60 Õl de apŁ distilatŁ fŁrŁ 

RNazŁ Ἠi depozitatŁ la -70 ÁC p©nŁ la etapa de secvenἪiere.  

Procesul de extracἪie a ARN-ului viral folosind kitul QIAGEN QIAamp a început cu 

adŁugarea a 560 Õl de tampon de lizŁ AVL ´n fiecare tub care conἪinea 140 Õl de probŁ de 

testare. Probele au fost lizate ´n condiἪii de denaturare ridicatŁ pentru a inactiva RNaza Ἠi a 

asigura izolarea completŁ a ARN-ului viral intact. Lizatul a fost apoi aplicat pe o coloanŁ 

QIAamp Mini. ContaminanἪii au fost ´ndepŁrtaἪi eficient folosind douŁ soluἪii tampon de 

spŁlare: 500 Õl de AW1 Ἠi 500 Õl de AW2. EluἪia a fost efectuatŁ cu 60 Õl de tampon AVE, 

care este necesar pentru a obἪine cel puἪin 90 % din ARN-ul viral din coloana QIAamp Mini. 

Acest ARN purificat nu conἪine proteine, nucleaze Ἠi alte impuritŁἪi sau inhibitori [15]. 

Secvenѿierea ´ntregului genom. Toate probele analizate au fost secvenἪiate utiliz©nd 

platforme de secvenἪiere de ultima generaἪie, cunoscute sub numele de secvenἪiere de a doua 

generaἪie: platformele Illumina MiSeq Dx ѽi Ion Torrent Genexus.  

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

probe au fost secvenἪiate cu ajutorul echipamentului de ultima generaἪie Ion Torrent Genexus 
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(Thermo Fisher Scientific), utilizând testul Ion AmpliSeq SARS-CoV-2 Insight Research 

AssayðGX (Thermo Fisher Scientific). Panoul de cercetare utilizat (Ion AmpliSeqÊ SARS-

CoV-2 Insight) conἪine douŁ amestecuri de primeri pentru acoperirea întregului genom: 

SARS CoV 2 Insight Panel - Pool 1 ѽi SARS CoV 2 Insight Panel - Pool 2. Fiecare pool de 

primeri conἪine 237 de ampliconi specifici pentru SARS CoV 2 Ἠi mai multe controale pentru 

expresia genelor umane. Cu un interval de lungime a ampliconului de 125ï275 pb, panelul oferŁ 

o acoperire >99 % a genomului SARS-CoV-2 (~30 kb) Ἠi acoperŁ toate ser tipurile potenἪiale 

[149,150]. 

RulŁrile de secvenἪiere au fost create ´n software-ul GenexusÊ, care conἪine toate setŁrile 

utilizate ´n pregŁtirea bibliotecii, ´ncep©nd cu crearea Ἠabloanelor, secvenἪiere Ἠi analizŁ, 

inclusiv informaἪii despre probŁ, locaἪia plŁcii, testele Ἠi codurile de bare folosite pentru reacἪie.  

Pentru generarea raportului final, ´n timpul creŁrii rundei de secvenἪiere au fost folosite 

urmŁtoarele pluginuri: SARS_CoV_2_annotateSnpEff, generate Consensus, 

SARS_CoV_2_lineageID. Pluginul SARS_CoV_2_annotateSnpEff a fost utilizat pentru 

generarea variantelor Ἠi a tipurilor de mutaἪii (inserἪia, deleἪia sau ´nlocuirea unei secvenἪe) 

depistate ´n genomul virusului secvenἪiat. Pluginul generate Consensus emite o secvenἪŁ de 

genom din una sau din mai multe probe selectate în formatul FASTA ce poate fi ́ ncŁrcat directe 

pe site-ul web GISAID. Pluginul SARS_CoV_2_lineageID determinŁ originea secvenἪei 

folosind software-ul Pangolin. Ulterior, fiἨierele FASTQ se filtreazŁ din punct de vedere al 

calitŁἪii, iar citirile sunt mapate cu pluginul SARS-CoV-2-Pangolin (https://cov-

lineages.org/resources/pangolin.html), pluginul automat ĂCOVID19AnnotateSnpEffò (Thermo 

Fisher Scientific), precum Ἠi cu instrumentul Nextclade (https://clades.nextstrain.org), în raport 

cu genomul de referinἪŁ din Wuhan pentru a obἪine secvenἪele complete ale genomului viral 

[149,150]. 

Platforma Illumina MiSeq Dx. Începând cu anul 2024, altele 69 de probe biologice au 

fost secvenἪiate cu ajutorul secvenἪiatorului Illumina MiSeq Dx, disponibil în laboratoarele 

AgenἪiei NaἪionale pentru SŁnŁtatea PublicŁ. Procesul de secvenἪiere a ampliconilor SARS-

CoV-2 a fost efectuatŁ cu o versiune modificatŁ a protocolului de creare Ἠi de secvenἪiere a 

bibliotecii ARTIC v4 COVID-19 (Illumina COVIDSeq v4 Primer Pools, compatibil cu COVID 

SeqAssay index 1, varianta ARTICV4, care opereazŁ toate mutaἪiile corespunzŁtoare regiunii 

spike). În timpul procesului de aliniere, ARN-ul izolat este tratat cu hexameri aleatori în vederea 

sintezei ADNc. La etapa de sintezŁ a ADNc, fragmentele de ARN tratate cu hexameri aleatori 

sunt invers transcrise ´n prima catenŁ de ADNc folosind enzima transcriptaza inversŁ. AceastŁ 

etapŁ a fost efectuatŁ ´n douŁ tuburi paralele per fiecare probŁ, cu douŁ amestecuri de reacἪie 

preparate pentru fiecare grup de primeri: COVIDSeq PCR Master Mix 1 Ἠi COVIDSeq PCR 
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Master Mix 2. Amestecul de reacἪie a fost incubat la temperatura de 98 °C timp de trei minute 

Ἠi apoi amplificat timp de 35 de cicluri la 98 °C timp de 15 secunde, la 63 °C ï timp de cinci 

minute Ἠi menἪinut la 4 °C pe un termociclator QuantStudioÊ 5 Real-Time PCR System [15]. 

Ampliconii din reacἪiile de amplificare Pool 1 Ἠi Pool 2 au fost reuniἪi, purificaἪi cu 

particule magnetice AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA, SUA) la un raport particule 

magnetice - probŁ de 1:1, eluaἪi ´n 10 mM Tris-HCl (pH 8,0) Ἠi cuantificaἪi, folosind un kit de 

testare QubitÊ 1X dsDNA High Sensitivity (HS) dsDNA pe un fluorometru Invitrogen Qubit 4.  

Bibliotecile au fost generate folosind kitul de pregŁtire a bibliotecii Illumina COVIDSeq 

RUO cu adaptoare index Illumina Ἠi secvenἪiate pe un instrument MiSeq (Illumina, San Diego, 

CA, SUA). 

Probele au fost secvenἪiate folosind citiri pereche de 300Ĭ150 pb. Platforma Illumina 

BaseSpace (https://basespace.illumina.com) a fost utilizatŁ pentru controlul calitŁἪii datelor, 

generarea FASTQ, asamblarea genomului Ἠi detectarea variantelor SARS-CoV-2 [151,152]. 

FiἨierele FASTQ brute au fost procesate Ἠi supuse procedurii de control a calitaἪii (Q > 

30), utiliz©nd aplicaἪia FASTQ-QC de la BaseSpace. FiἨierele FASTQ aprobate prin QC au fost 

aliniate la genomul de referinἪŁ SARS-CoV-2 (NCBI Reference Sequence: NC_045512.2). 

Linia geneticŁ DRAGEN COVID de la BaseSpace a fost utilizatŁ pentru a determina varianta 

SARS-CoV-2 Ἠi pentru a genera un singur fiἨier FASTA consens [39,141]. 

FiἨierele FASTA individuale consens au fost, de asemenea, analizate pentru atribuirea 

genealogicŁ, utilizând 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 

aplicaἪii. 

Analiza bioinformaticŁ Ἠi profilarea filogeneticŁ a tuturor rezultatelor secvenἪierii au 

fost efectuate utiliz©nd baze de date internaἪionale cu acces deschis. Rezultatele bioinformatice 

au inclus analiza NextClade Ἠi Pangolin, inclusiv denumirile cladelor conform nomenclaturii 

GISIAD Ἠi Pangolin. RecunoaἨterea liniilor genealogice Ἠi detectarea variantelor au fost 

efectuate utiliz©nd aplicaἪia web Pangolin (https://cov-lineages.org/resources/pangolin.html). 

Variantele identificate au fost verificate Ἠi analizate utiliz©nd baza de date Nexclade 

(https://clades.nextstrain.org/) [15]. 

Toate secvenἪele obἪinute au fost comparate cu genomul de referinἪŁ SARS-CoV-2 

Wuhan-Hu-1 (NCBI Reference Sequence: NC_045512.2) pentru identificarea mutaἪiilor. Toate 

liniile/variantele identificate ca variantŁ recombinantŁ de cŁtre Pangolin sunt indicate ca 

recombinante ´n toἪi arborii filogenetici. Arborele filogenetic a fost construit utiliz©nd 

Nextclade descŁrcat ´n format JPEG. Datele au fost apoi trimise cŁtre baze de date cu acces 

https://pangolin.cog-uk.io/
https://cov-lineages.org/resources/pangolin.html
https://clades.nextstrain.org/
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deschis, cum ar fi IniἪiativa GlobalŁ pentru Partajarea Tuturor Datelor despre GripŁ (GISAID) 

[178]. 

Metodologia de secvenἪiere a virusului SARS-CoV-2 din ape uzate pentru 

supravegherea circulaἪiei virale 

Procesul tehnologic de investigare a probelor de ape uzate include câteva etape principale: 

prelevarea probelor, transportul conform cerinἪelor frigorifice cu recepἪionarea ´n laborator, 

prelucrarea primarŁ, extracἪia acizilor nucleici, analiza probelor prin tehnici de biologie 

molecularŁ (RT-PCR, secvenἪierea genomului) Ἠi prelucrarea datelor obἪinute (figura 7).  

 

Figura 7. Procesul de investigare a apelor uzate ´n contextul monitorizŁrii pandemiei de 

COVID -19 
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Probele de ape uzate destinate reacἪiei de secvenἪiere au fost prelevate pe o perioadŁ de 

24 de ore, utiliz©nd un debit sau un eἨantion compozit ´n timp. PrelevŁrile au fost efectuate ´n 

timpul perioadelor uscate, iar în cazul în care a fost posibil s-au corectat ï prin normalizare ï 

´n funcἪie de influenἪa evenimentelor meteorologice, utilizând debitul de apŁ uzatŁ de 24 de ore 

´n timpul prelevŁrii.  

Probele au fost prelevate de douŁ ori pe sŁptŁmânŁ (´n fiecare zi de luni Ἠi de miercuri) 

de la StaἪia de epurare a apelor uzate din mun. ChiἨinŁu Ἠi au fost transportate ´n condiἪii 

frigorifice (+2 - +8 ÁC) cŁtre laboratorul virusologic pentru efectuarea analizelor ulterioare. 

Prelucrarea primarŁ a probelor de ape uzate. Prelucrarea probelor de ape uzate a început 

cu centrifugarea a 50 ml de probŁ timp de 30 de minute la 4500 rpm. La 40 ml din supernatantul 

obἪinut dupŁ prima centrifugare s-au adŁugat 4 g de PEG8000 (polietilenglicol 8000) Ἠi 0,9 g 

de clorurŁ de sodiu. Amestecul obἪinut a fost centrifugat timp de 1 orŁ Ἠi 30 de minute (90 de 

minute) la 4 °C la 12 000 rpm fŁrŁ fr©nare, pentru depunerea unui sediment pe fundul tubului 

sub forma unei pelicule (sediment) care a concentrat toate microorganismele prezente ´n probŁ. 

Supernatantul a fost aruncat, iar sedimentul obἪinut cu toate particule virale a fost dizolvat ´n 

200 Õl de tampon de lucru (tampon CTAB (bromurŁ de cetrimoniu) cu apŁ PCR ´ntr-un raport 

de 1:1). Suspensia este gata pentru etapa de extracἪie a ARN-ului, folosind orice metodŁ Ἠi kit 

de extracἪie disponibile ´n laborator [164].  

Extracѿia ARN-ului din ape uzate. ExtracἪia ARN-ului viral a fost efectuatŁ imediat dupŁ 

prelucrarea primarŁ a probelor de apŁ uzatŁ, utilizând kiturile comerciale ʇʈʆɹɸ-ʅʂ-S (ɼʅʂ-

ʊʝʭʥʦʣʦʛʠʷ) Ἠi QIAamp Viral RNA Mini (QIAGEN). ExtracἪia cu kitul comercial QIAamp Viral 

RNA Mini (QIAGEN) a fost efectuatŁ dupŁ metoda descrisŁ mai sus.  

Principiul de funcἪionare al kitului ʇʈʆɹɸ-ʅʂ-S (ɼʅʂ-ʊʝʭʥʦʣʦʛʠʷ) se bazeazŁ pe 

eliberarea acizilor nucleici sub influenἪa unui agent haotropic (tiocianat de guanidinŁ), urmatŁ 

de precipitare Ἠi de purificarea de impuritŁἪi. Suspensia obἪinutŁ a fost lizatŁ cu 300 Õl de soluἪie 

de lizŁ Ἠi incubatŁ la 65 °C timp de cinci minute. DupŁ adŁugarea a 400 µl 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 ´ndepŁrta toate impuritŁἪile, precipitatul a fost spŁlat de douŁ ori cu 

500 Õl de soluἪie de spŁlare Ἠi dizolvat ´n 50 Õl de tampon prin incubarea tuburilor la 65 °C 

timp de cinci minute pentru a obἪine un extract pur [144]. 

Investigaѿii de biologie molecularŁ RT-PCR pentru selectarea probelor din ape uzate 

pentru secvenѿiere. Toate extractele obἪinute au fost investigate prin tehnici de biologie 

molecularŁ utiliz©nd kitul comercial PROMEGA GoTaq® Enviro RT-PCR pentru detectarea 

virusului SARS-CoV-2. Conform manualul de la producŁtor, fiecare reacἪie RT-PCR în timp 
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real a fost efectuatŁ cu 5 Õl de ARN izolat per reacἪie ´ntr-un volum total  al amestecului de 

reacἪie RT-PCR de 15 µl. 

Analiza RT-PCR ´n timp real a fost efectuatŁ utiliz©nd un sistem Applied BiosystemsÊ 

QuantStudioÊ 5 Real-Time PCR System, cu 96 de godeuri (Thermo Fisher Scientific, SUA), 

cu parametri de ciclare recomandaἪi de producŁtorul kitului.  

Datele au fost analizate cu un software de echipament Applied BiosystemsÊ 

QuantStudioÊ 5 Real-Time PCR System cu ajustare automatŁ a liniei de bazŁ Ἠi a pragului 

pentru analizele canalului de detecἪie. Fiecare curbŁ de amplificare a fost inspectatŁ manual, iar 

rezultatul a fost considerat pozitiv dacŁ a produs o curbŁ de amplificare exponenἪialŁ distinctŁ 

de controalele negative. În aceste cazuri au fost calculate valorile Ct. 

Fiecare placŁ RT-PCR ´n timp real a inclus controale pozitive Ἠi un control negativ. 

Controalele pozitive au inclus fragmente sintetice de ARN monocatenar ale SARS-CoV-2 

diluate de 1000 de ori (Ct 21 aἨteptat) Ἠi de 100 de ori (Ct 28 aἨteptat) ´n apŁ fŁrŁ nucleaze. 

Rezultatele controlului pozitiv au fost monitorizate folosind o diagramŁ de control, care indicŁ 

dacŁ valorile s-au încadrat în intervalul specificat (±3Ct, date neprezentate). Probele cu valori 

Ct p©nŁ la ciclul 35 au fost apoi selectate pentru reacἪia de secvenἪiere a genomului. 

Secvenѿierea ´ntregului genom al probelor din ape uzate. Ulterior, probele selectate dupŁ 

Ct au fost luate la etapa de pregŁtire pentru reacἪia de secvenἪiere. Pentru prepararea  

bibliotecilor  genomice a fost utilizat setul comercial de reagenἪi NEBNext® ARTIC SARS-CoV-

2 Library Prep Kit (Illumina®), care constŁ ´n indexarea cu barcoduri, efectuarea reacἪiei de 

PCR Ἠi selectarea dimensiunii fragmentelor utiliz©nd bile magnetice.  

La etapa de creare a bibliotecilor a fost utilizat setul de primeri ARTIC v4 (COVIDSeq 

v4 Primer Pools), modificat Ἠi optimizat pentru ´mbunŁtŁἪirea acoperirii genomului viral.  

Procesul de secvenἪiere a fost efectuat cu ajutorul instrumentului Illumina MiSeq Dx 

utiliz©nd cartuἨul MiSeq Reagent Kit v2 (300 cicluri) cu obἪinerea de readuri paired-end (2 × 

150 nucleotide).  

Imaginile fluorescente au fost analizate utiliz©nd platforma de recunoaἨtere a bazelor 

Illumina pentru a produce date demultiplexate în format FASTQ. Astfel, ´n urma secvenἪierii a 

31 probe de mediu au fost obἪinute 62 de fiἨiere FASTQ pair-end.  

Evaluarea calitŁἪii datelor genomice a fost efectuatŁ cu Samtools Ἠi Fastqc, iar pentru 

agregarea rezultatelor tuturor probelor a fost utilizat algoritmul Multiqc. Alinierea la genomul 

de referinἪŁ SARS-CoV-2 Ἠi determinarea abundenἪei variantelor virale au fost realizate cu 

instrumentele Minimap Ἠi, respectiv, Freyja, iar pentru reprezentarea graficŁ s-a utilizat 

limbajul R.  
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Pentru a cuprinde în totalitate diversitatea viralŁ din probele biologice comunitare a fost 

folosit instrumentul Freyja. Acest instrument foloseἨte pentru estimarea abundenἪei relative a 

liniilor virale într-o probŁ mixtŁ o bibliotecŁ de Ăcoduri de bareò ale mutaἪiilor definitorii pentru 

a reprezenta fiecare linie SARS-CoV-2 ´n filogenia globalŁ. 

Instrumentele Freyja Ἠi Kallisto de analizŁ bioinformaticŁ a secvenἪelor genetice ale 

SARS-CoV-2 izolate din ape uzate  

Ċn baza studiilor internaἪionale au fost comparate douŁ instrumente bioinformarice: Freyja 

(bazat pe identificarea variantelor) Ἠi Kallisto (bazat pe pseudoaliniere) ´n scopul selectŁrii celui 

mai potrivit instrument pentru utilizare viitoare ´n domeniul analizei datelor de secvenἪiere. 

Pentru a face aceastŁ compare a fost utilizat 42 de secvenἪe a virusului SARS-CoV-2 obἪinute 

din ape uzate conἪin©nd diferite linii genetice cunoscute ale virusului SARS-CoV-2 clasificate 

dupŁ OMS (Alpha, Beta, Delta, Epsilon, Eta, Gamma, Iota, Kappa, Lambda, Theta, Zeta). 

Fiecare probŁ conἪinea aproximativ 1,09 milioane de citiri de secvenἪieri mapate la genomul de 

referinἪŁ NC_045512.2. AbundenἪele liniilor celulare au variat de la < 0,01 % p©nŁ la > 99 %, 

permiἪ©nd o evaluare cuprinzŁtoare pe ´ntregul spectru de detecἪie [173]. 

Ulterior, pentru a compara performanἪa celor douŁ instrumente testate, au fost create 

amestecuri sintetice ale unor linii genetice cunoscute de coronavirus. Aceste amestecuri au fost 

generate din secvenἪe preluate din baze de date internaἪionale cu acces deschis, precum 

GISAID. Au fost generate ´n total 42 de amestecuri conἪin©nd 11 linii genetice, care au fost 

ulterior testate ´n paralel folosind platformele Freya Ἠi Kallisto. 

Instrumentul Freyja. Procesul de analizŁ a datelor de secvenἪiere a genomului SARS-

CoV-2 cu instrumentul Freyja include cinci etape principale executate pentru fiecare probŁ. 

Prima etapŁ include alinierea citirilor folosind minimap2 versiunea 2.28. Acest instrument 

aliniazŁ secvenἪele analizate la genomul de referinἪŁ folosind modul de citire scurtŁ optimizat 

pentru datele Illumina. Ċn a doua etapŁ, modulul de variante Freyja determinŁ variantele 

genetice ale virusului SARS-CoV-2. Acest proces identificŁ mutaἪiile prezente ´n fiecare probŁ 

prin compararea citirilor aliniate cu genomul de referinἪŁ. Modulul instrumentului a aplicat un 

prag minim de calitate ï 20 de baze ï pentru a exclude variantele cu calitate scŁzutŁ care ar 

putea reprezenta mai degrabŁ erori de secvenἪiere, decât variante biologice reale. Rezultatul a 

inclus un tabel de variante care listeazŁ toate mutaἪiile detectate Ἠi un fiἨier de ad©ncime care 

´nregistreazŁ acoperirea secvenἪierii la fiecare poziἪie genomicŁ.  

Ċn a treia etapŁ a fost efectuatŁ demixarea liniilor genetice folosind modulul de demixare 

Freyja. Acest algoritm a estimat abundenἪele liniilor genetice prin gŁsirea combinaἪiei de linii 

genetice cunoscute ale cŁror profiluri de mutaἪie au explicat cel mai bine variantele observate. 

Optimizarea a utilizat un algoritm de maximizare a aἨteptŁrilor cu un prag de convergenἪŁ de 



45 
 

0,001 pentru o precizie ridicatŁ. Modulul a aplicat o limitŁ de acoperire de 10Ĭ ï adâncimea 

minimŁ pentru identificarea variantelor. Analiza a inclus toate liniile genetice din baza de date, 

nu doar variantele confirmate oficial. Fiecare eἨantion a generat un fiἨier de ieἨire semimixat 

care conἪine procente de abundenἪŁ estimate pentru toate liniile genetice detectate [173]. 

În cea de-a patra etapŁ au fost agregate rezultatele din toate cele 42 de eἨantioane folosind 

modulul de agregare Freyja, ceea ce a permis combinarea rezultatelor individuale ale 

eἨantioanelor ´ntr-un singur tabel principal. La agregare a fost aplicat un prag minim de 

acoperire care impune ca 60 % din genomul viral sŁ fie acoperit de citiri de secvenἪiere pentru 

fiecare din liniile genetice. 

Instrumentul Kallisto. Procesul de analizŁ bioinformaticŁ cu instrumentul Kallisto 

include trei etape principale. La prima etapŁ a fost elaborat un indice de referinἪŁ din 11 secvenἪe 

genomice SARS-CoV-2 folosind k-mer cu dimensiuni de 31 de perechi de baze, care 

echilibreazŁ specificitatea pentru distingerea liniilor virale cu sensibilitate similarŁ pentru 

atribuirea citirilor. 

La a doua etapŁ s-a efectuat pseudoalinierea Ἠi cuantificarea pentru fiecare probŁ. Spre 

deosebire de metodele tradiἪionale de aliniere, care determinŁ poziἪia genomicŁ precisŁ a 

fiecŁrei citiri, instrumentul Kallisto utilizeazŁ o abordare rapidŁ de potrivire k-mer pentru a 

atribui citirile celor mai compatibile secvenἪe de referinἪŁ. Procesul de cuantificare a rulat cu 

32 de fire de execuἪie Ἠi a produs estimŁri de abundenἪŁ ´n unitŁἪi TPM (transcripte per milion) 

pentru fiecare linie geneticŁ. AceastŁ abordare a evitat crearea de fiἨiere de aliniere intermediare 

de dimensiuni mari, reduc©nd at©t timpul de procesare, c©t Ἠi cerinἪele de stocare. 

La a treia etapŁ, valorile TPM au fost normalizate la procente de abundenἪŁ pentru a 

permite compararea directŁ cu datele reale. Pentru fiecare probŁ a fost calculatŁ abundenἪa 

procentualŁ a fiecŁrei linii genetice ca valoare TPM ´mpŁrἪitŁ la suma valorilor TPM din toate 

liniile celulare, apoi ´nmulἪitŁ cu 100. AceastŁ normalizare ia ´n considerare conἪinutul viral 

total detectat ´n fiecare probŁ Ἠi asigurŁ ca suma procentelor este de aproximativ 100 [173].  

Indicatori i de performanἪŁ ai instrumentelor Freyja Ἠi Kallisto, Ἠi analiza statisticŁ 

a rezultatelor obἪinute 

Pentru evaluarea performanἪei instrumentelor Freyja Ἠi Kallisto s-au folosit indicatori 

statistici standard. Coeficientul de determinare (RĮ) a mŁsurat proporἪia variaἪiei abundenἪelor 

reale exprimatŁ prin predicἪii, valorile mai apropiate de 1 indic©nd o mai bunŁ potrivire a 

modelului. Coeficientul de corelaἪie Pearson (r) a evaluat puterea relaἪiei liniare dintre 

abundenἪele prezise Ἠi cele reale, iar corelaἪia rangului Spearman (ɟ) a examinat relaἪiile 

monotonice robuste faἪŁ de valorile aberante. Eroarea absolutŁ medie (MAE - mean absolute 

error) reflectŁ magnitudinea medie a erorilor de predicἪie ´n puncte procentuale, iar eroarea 
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medie pŁtraticŁ (RMSE - root mean squared error) ï rŁdŁcina pŁtratŁ a erorilor medii pŁtratice, 

ceea ce penalizeazŁ abaterile mari mai puternic dec©t MAE. 

AceἨti indicatori au fost calculaἪi pentru fiecare linie OMS a virusului SARS-CoV-2 

pentru a identifica variaἪia performanἪei ´n funcἪie de tipul de variantŁ. Rezultatele au fost 

stratificate ´n funcἪie de intervalele de abundenἪŁ (mai puἪin de 0,1 %, 0,1-1 %, 1-5 %, 5-20% 

Ἠi mai mult de 20 %), pentru a caracteriza limitele de detecἪie Ἠi intervalele optime de operare. 

Toate analizele statistice au utilizat Python 3.11 cu bibliotecile scipy, scikit-learn Ἠi numpy. 

SemnificaἪia statisticŁ a fost evaluatŁ folosind teste bilaterale cu alfa egal cu 0,05. 

2.3 Prelucrarea statisticŁ  

Prelucrarea statisticŁ a datelor obἪinute a fost realizatŁ cu ajutorul mediului statistic 

RStudio (versiunea 2024.04.1+748) care a permis efectuarea unei analize statistice 

reproductibile Ἠi transparente. 

Pentru variabilele numerice, au fost calculate statisticile descriptive standard: valoarea 

minimŁ, valoarea maximŁ, media ´nsoἪitŁ de intervalul de ´ncredere de 95 % (95 % CI) Ἠi 

abaterea standard, precum Ἠi mediana ´mpreunŁ cu abaterea interquartilŁ (AI). 

ComparaἪia ´ntre grupuri pentru variabilele numerice a fost realizatŁ cu teste 

neparametrice adecvate pentru distribuἪii negaussiene: testul MannïWhitneyïWilcoxon pentru 

douŁ grupuri independente Ἠi testul KruskalïWallis rank sum pentru mai multe grupuri 

independente. Rezultatele au fost reprezentate grafic prin boxplot-uri Ἠi heatmap-uri, facilitând 

interpretarea vizualŁ a distribuἪiilor Ἠi a relaἪiilor dintre variabile. Pentru controlul erorilor de 

tip I asociate testŁrilor multiple a fost aplicatŁ corecἪia BenjaminiïHochberg. 

Pentru variabilele categoriale au fost estimate frecvenἪele absolute Ἠi relative, completate 

cu intervale de încredere de 95 % pentru frecvenἪele relative. Vizualizarea rezultatelor a fost 

realizatŁ prin diagrame cu bare (barplot). 

În vederea testŁrii ipotezelor privind asocierea dintre variabilele categoriale s-a aplicat 

testul Chi-pŁtrat al lui Pearson, ´n varianta Monte Carlo cu 10 000 de repetiἪii, pentru a asigura 

robusteἪea estimŁrii valorii p. 

Nivelul de semnificaἪie statisticŁ (Ŭ) pentru toate analizele efectuate a fost stabilit la 0,05. 

2.4 Concluzii la capitolul 2 

1. Acest studiu a inclus un numŁr reprezentativ de probe clinice Ἠi de mediu (ape uzate), 

ceea ce a permis identificarea liniilor genetice ale virusului SARS-CoV-2 circulante în 

Republica Moldova, precum Ἠi determinarea mecanismelor de mutaἪie. 

2. Tehnologia de secvenἪiere de ultimŁ generaἪie a întregului genom cu utilizarea 

platformelor Ion Torrent Genexus Ἠi Illumina MiSeq a permis monitorizarea evoluἪiei 

virusului SARS-CoV-2 în Republica Moldova. 
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3. Fiabilitatea rezultatelor obἪinute este determinatŁ de volumul reprezentativ al 

secvenἪelor analizate, precum Ἠi de utilizarea diferitor platforme Ἠi instrumente 

bioinformatice, Ἠi de aplicarea metodelor statistice pentru analiza acestora.  

4. Compararea instrumentelor de analiza bioinformaticŁ Freyja Ἠi Kallisto a permis 

determinarea celui mai potrivit pentru vizualizarea datelor de secvenἪiere a genomului 

virusului SARS-CoV-2 izolat din apele uzate.   
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3. CARACTERIZAREA GENETICŀ A TULPINILOR DE SARS-CoV-2 

IDENTIFICATE  ÎN PROBELE CLINICE  

3.1. Analiza geneticŁ a variabilitŁἪii izolatelor virusului SARS-CoV-2 circulante pe 

teritoriul Republicii Moldova în perioada 2021-2024 

Pe parcursul perioadei de studiu au fost obἪinute 733 de secvenἪe ale genomului virusului 

SARS-CoV-2, dintre care 49 (6,7%) aparἪineau variantei Delta (B.1.617.2), 680 (92,8 %) ï 

variantei Omicron (B.1.1.529) Ἠi 4 (0,6 %) ï variantei recombinante. 

V©rsta pacienἪilor ale cŁror probe au fost secvenἪiate Ἠi analizate a fost cuprinsŁ ´ntre trei 

ani Ἠi 94 de ani (v©rsta medie fiind de 57,5 ani ± 21,3) (95 % CI: 56, 59), dintre care 44,3 % 

(95 % CI: 41 %, 48 %) erau bŁrbaἪi, iar 55,7 % (95 % CI: 52 %, 59 %) ï femei.  

În funcἪie de zona de reἨedinἪŁ, s-a constatat o prevalenἪŁ a pacienἪilor din cea urbanŁ, cu 

79,1 %, (95 % CI: 76 %, 8 2%), Ἠi 20,9 % - cea ruralŁ (95 % CI: 18 %, 24 %). 

Datele studiului aratŁ cŁ persoanele ́ n v©rstŁ, ´n special cele trecute de 60 de ani, prezintŁ 

un risc ridicat de a fi spitalizate în stare gravŁ cu diagnosticul COVID-19, ́ n comparaἪie cu alte 

grupe de v©rstŁ, posibil din cauza modificŁrilor fiziopatologice asociate cu ´mbŁtr©nirea (figura 

8). Drept urmare, rata mortalitŁἪii ´n aceastŁ grupŁ de v©rstŁ tinde sŁ fie mai mare. 

 

Figura 8. IncidenἪa COVID -19 pe grupe de v©rstŁ 
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Conform datelor obἪinute, vârsta medie a pacienἪilor ´n 2021, ´n timpul circulaἪiei 

variantei Delta, a fost de 67,5 ani, pe baza a 46 de pacienἪi testaἪi. În 2022, c©nd a apŁrut varianta 

Omicron Ἠi numŁrul de probe testate a fost mai mare dec©t ´n alἪi ani (n=410), vârsta medie a 

pacienἪilor a fost de 62 de ani. Ċn 2023, cu n=215 probe secvenἪiate, v©rsta medie a pacienἪilor 

a fost de 64 de ani, iar în 2024, cu n=62 de probe testate, aceasta a fost de 65 de ani. Astfel, 

datele studiului nostru indicŁ o predominanἪŁ a pacienἪilor cu v©rsta de peste 60 de ani. Trebuie 

´nsŁ remarcat faptul cŁ studiul a inclus pacienἪi spitalizaἪi ´n unitŁἪi medicale, ceea ce ́ nseamnŁ 

cŁ probele au fost colectate Ἠi secvenἪiate ´n principal de la pacienἪi cu forme clinice moderate 

Ἠi severe care, ´n majoritatea cazurilor, fŁceau parte din populaἪia mai ´n v©rstŁ din cauza 

comorbiditŁἪilor cronice asociate cu ´mbŁtr©nirea. 

Interpretarea statisticŁ a distribuἪiei cazurilor de COVID-19 pe grupe de v©rstŁ Ἠi 

evaluarea comparativŁ a fost efectuatŁ prin testul neparametric Kruskal Wallis, care nu a 

evidenἪiat diferenἪe statistic semnificative - valoarea testului fiind 2,95, p = 0.4, Ἠi 95 % CI 

având zero în limite. 

Ċn 2021 au fost secvenἪiate 46 (6,3 %, 95 % CI: 4,5 %, 8,0 %) de izolate, toate aparἪin©nd 

variantei Delta. În 2022 au fost secvenἪiate cele mai multe probe din ´ntreaga perioadŁ de studiu 

ï 410 (55,9 %, 95 % CI: 52%, 60%), în trei izolate (6,1%, 95 % CI: 0,00 %, 13 %) fiind detectatŁ 

varianta Delta Ἠi în 407 (59,9 %, 95 % CI: 56 %, 64 %) ï varianta Omicron. 

Ċn 2023, ´n perioada de scŁdere a incidenἪei COVID-19, au fost secvenἪiate Ἠi analizate 

215 (29,3 %) (95 % CI: 26 %, 33 %) izolate, dintre care 212 (31,2 %) (95 % CI: 28 %, 35 %) 

aparἪineau variantei Omicron Ἠi trei (75,0 %) (95 % CI: 33 %, 100 %) ï variantei recombinante. 

În 2024, ca urmare a scŁderii incidenἪei Ἠi a numŁrului pacienἪilor care au solicitat 

diagnostic medical, a fost secvenἪiate 62 (8,5 %) (95 % CI: 6,4 %, 10 %) de izolate, în 61 (9,0 

%) (95 % CI: 6,8 %, 11 %), fiind detectatŁ varianta Omicron Ἠi doar ´n una (25,0 %) (95 % CI: 

0,00 %, 67 %) ï varianta recombinantŁ.  

Analiza filogeneticŁ a genomilor SARS-CoV-2 ´n raport cu tulpina de referinἪŁ Wuhan-

Hu-1 a relevat un grad diferit de polimorfisme ale aminoacizilor. Diversitatea geneticŁ a 

virusului SARS-CoV-2 Ἠi variabilitatea acestuia sunt asigurate de frecvenἪa ridicatŁ a 

recombinŁrii ARN-ului genomic, ceea ce contribuie la apariἪia spontanŁ de noi variante ale 

virusului cu proprietŁἪi noi, care pot fi potenἪial cauza apariἪiei unor noi valuri ale pandemiei.  

Toate secvenἪele genomice ale virusului SARS-CoV-2 au fost analizate pentru a 

determina poziἪia lor filogeneticŁ ´n contextul evoluἪiei globale a virusului, utiliz©nd programul 

Nextclade (figura 9).
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Figura 9. RelaἪia filogeneticŁ dintre izolatele  virusului SARS-CoV-2 în cadrul prezentului studiu 
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Arborele filogenetic al secvenἪelor SARS-CoV-2 indicŁ distanἪa filogeneticŁ a 

ĂdivergenἪeiò fiecŁrei variante a virusului SARS-CoV-2  care este calculatŁ prin algoritmul din 

Nextstrain. Acesta a fost creat ´n funcἪie de numŁrul total de mutaἪii acumulate (axa X), iar 

legenda reflectŁ apartenenἪa probelor la cladele Nextstrain. Nodurile reprezintŁ genomi virali, 

iar ramurile evidenἪiazŁ relaἪiile evolutive dintre genomi oferind o imagine clarŁ asupra 

diversitŁἪii genetice a virusului ´n perioada 2021-2024. Punctul din centru este cea mai timpurie 

variantŁ de SARS-CoV-2 detectatŁ care serveἨte drept referinἪŁ pentru calcularea distanἪei 

filogenetice.  

SecvenἪele genomice ale virusului SARS-CoV-2 identificate în Republica Moldova au 

fost repartizate pe o arie largŁ, de la grupul 20A la 24A, grupate cu variantele care au circulat 

în întreaga lume în perioada studiului. Astfel, în urma analizei genetice a întregului genom au 

fost evidenἪiate 21 de clade distincte ï 21L, 21I, 21J, 21K, 22A, 22B, 22C, 22D, 22E, 22F, 23A, 

23B, 23C, 23D, 23H, 24A, 24B, 24C, 24E, 24G ï Ἠi una recombinantŁ. Din cele 21 de clade, 

Ἠase (21L, 22B, 22E, 23A, 23D Ἠi 24A) sunt considerate ramificaἪii evolutive majore, ´ntruc©t 

cuprind majoritatea genomilor eἨantionaἪi. 

Datele obἪinute aratŁ Ἠi rezultate neaἨteptate. De exemplu, au fost descoperite patru 

secvenἪe recombinante (marcate cu puncte albe) care pot ´nsemna fie o mutaἪie a virusului ´n 

interiorul ἪŁrii, fie cŁ aceἨti pacienἪi au fost infectaἪi simultan cu douŁ sublinii care au format ´n 

final linii recombinante.  

Conform rezultatelor, varianta Omicron a prezentat o evoluἪie rapidŁ, de la clada 21K la 

clada 21L cu circa 60 de mutaἪii. Cladele 22A, 22B, 22C, 22D, 22E, 22F au evaluat la fel de 

bine, atingând 90-120 de mutaἪii. DivergenἪa pentru cladele 23A, 23B, 23C, 23D, 23H, 24A, 

24B, 24C, 24E, 24G a crescut ´ntre 120 Ἠi 140 de mutaἪii. Ċn mod surprinzŁtor, divergenἪa 

descendenἪilor Omicron a crescut p©nŁ la aproximativ 140-150 de mutaἪii, ceea ce este de patru 

ori mai mult decât în cazul variantei Delta (clada 21J), care prezintŁ p©nŁ la 40 de mutaἪii ´n 

genomul sŁu. Anterior, variantele Omicron, cu o divergenἪŁ ridicatŁ faἪŁ de variantele pre-

Omicron, au prezentat modificŁri de patogenitate care au dus la simptome mai uἨoare.  

RamificaἪiile 24K, 21L Ἠi 22B reprezintŁ clade timpurii cu un numŁr mai mic de mutaἪii 

(de obicei ´n jur de 80) Ἠi sunt reprezentate de tulpini care au circulat predominant ´n perioada 

2021-2022. Cladele 22E, 22F, 23A Ἠi 23D, rŁsp©ndite în perioada 2022-2023, au înregistrat 

p©nŁ la 100 de mutaἪii per genom, iar cladele 23I Ἠi 24A, cele mai recente clade majore, au 

numŁrat în jur de 120-140 de mutaἪii.  

Un aspect crucial ´n monitorizarea evoluἪiei SARS-CoV-2 este identificarea 

evenimentelor de recombinare geneticŁ, deoarece acestea pot duce la apariἪia unor noi tulpini 

virale cu virulenἪŁ Ἠi caracteristici alterate. Ċn patru din probele investigate a fost identificat 
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ARN viral recombinant, nefiind ́ nsŁ observatŁ vreo modificare a scorului de afinitate ACE2 

sau eventuale consecinἪe epidemiologice. 

Analiza datelor epidemiologice privind numŁrul de probe investigate Ἠi de persoane 

pozitive COVID-19 în Republica Moldova (figura 10) Ἠi a datelor de distribuἪie a liniilor 

genetice ale virusului SARS-CoV-2 a arŁtat cŁ pe parcursul perioadei de secvenἪiere a 

genomului virusului SARS-CoV-2 s-au înregistrat numeroase valuri epidemice. Fiecare val a 

fost explicat prin apariἪia ´n populaἪie a unei noi variante de mutaἪie, care a Ἠi  provocat creἨterea 

numŁrului de cazuri de COVID-19. Astfel, în primul val al pandemiei, în ianuarie 2022, 

incidenἪa maximŁ a cazurilor de COVID-19 a fost de 1205 cazuri la 100 000 populaἪie Ἠi a 

coincis cu apariἪia variantei Omicron în Republica Moldova care a înlocuit complet varianta 

Delta (B.1.617.2). 

Pe tot parcursul circulaἪiei pe teritoriul republicii, varianta Omicron a suferit mai multe 

schimbŁri genetice Ἠi a provocat apariἪia mai multor linii  care au avut semnificaἪie 

epidemiologicŁ. Astfel, primul val epidemiologic, cauzat de apariἪia variantei Omicron, se 

caracterizeazŁ prin predominarea liniei BA.1* cu descendenἪii sŁi (BA.1.1, BA.1.1.1, 

BA.1.1.13, BA.1.15, BA.1.17 Ἠ. a.), marcat cu culoarea maro pe figura 10. 

Al doilea val al pandemiei a avut o creἨtere mai lentŁ, ating©nd valoarea maximŁ de 389 

de cazuri de COVID-19 la 100 000 populaἪie ´n perioada caldŁ a anului 2022, în special în luna 

august, ceea ce a coincis cu apariἪia noilor mutaἪii ale virusului SARS-CoV-2, subliniile BA.4 

Ἠi BA.5, reprezentate cu culoarea gri în graficul din figura 10. 

Al treilea val al pandemiei s-a înregistrat în perioada februarie-martie 2023 Ἠi se explicŁ 

prin apariἪia liniei XBB* cu descendenἪii sŁi - XBB.1.5 (neoficial denumit Kraken) Ἠi 

XBB.1.9*. Varianta Omicron-XBB, probabil apŁrutŁ ca urmare a recombinŁrii a doi 

descendenἪi ai BA.2, BJ.1 Ἠi BM.1.1.1, descendent al BA.2.75. Sublinia XBB.1.5 a fost 

descoperitŁ pentru prima datŁ ´n octombrie 2022 ´n SUA Ἠi este o sublinie a XBB cu o mutaἪie 

suplimentarŁ ´n proteina Spike S486P. 

Anterior, aceastŁ mutaἪie (S486P) a fost rar ´nt©lnitŁ  pe parcursul pandemiei, probabil 

din cauza faptului cŁ a fost necesarŁ modificarea a douŁ nucleotide ´n acelaἨi codon pentru a 

înlocui fenilalanina cu prolina. DeἨi XBB.1.5 Ἠi XBB.1.9.1 au aceleaἨi substituἪii de aminoacizi 

´n proteina Spike, RdRp Ἠi proteaza principalŁ, existŁ substituἪii aminoacidice suplimentare ´n 

alte proteine virale care pot afecta infecἪiozitatea, replicarea, transmisibilitatea Ἠi/sau 

patogenitatea virusului. 
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Figura 10. DistribuἪia liniilor genetice ale virusului SARS-CoV-2 circulante ´n Republica Moldova ´n perioada postpandemicŁ 
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Figura 11. NumŁrul de probe investigate Ἠi persoane pozitive la COVID -19 (sŁptŁm©nal) în perioada anilor 2021-2025 
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Al patrulea val al pandemiei, atestat în luna septembrie 2023, se explicŁ prin apariἪia unei 

linii separate a virusului SARS-CoV-2, varianta BA.2.86, care diferŁ filogenetic de alte sublinii 

Omicron, acumul©nd peste 30 de mutaἪii aminoacidice ´n proteina Spike. 

La sf©rἨitul anului 2023 Ἠi ´nceputul anului 2024 s-a înregistrat unui nou val, al cincilea, 

de ´mbolnŁviri de COVID-19, cauzat de apariἪia unei noi sublinii JN.1, devenitŁ tulpina 

dominantŁ la nivel mondial la sf©rἨitul anului 2023, inclusiv ´n Republica Moldova. Fiind o 

subclasŁ a variantei BA.2.86, JN.1 reprezintŁ o combinaἪie unicŁ de mutaἪii moἨtenite de la 

linia BA.2.86, ´n special o nouŁ mutaἪie L455S ´n domeniul de legare la receptor. AceastŁ 

mutaἪie a fost asociatŁ cu o transmisibilitate crescutŁ Ἠi cu o capacitate ´mbunŁtŁἪitŁ de evitare 

a rŁspunsului imun. Ċn timp ce BA.2.86 s-a dovedit a fi o variantŁ mai puἪin dominantŁ, JN.1, 

care are doar o mutaἪie suplimentarŁ L455S în proteina Spike ´n comparaἪie cu BA.2.86, a 

crescut semnificativ evitarea anticorpilor neutralizanἪi Ἠi a devenit varianta dominantŁ care a 

circulat atât în republicŁ, c©t Ἠi ´n alte ἪŁri. 

Al Ἠaselea val al pandemiei, care a avut loc ´n perioada caldŁ a anului 2024, se 

caracterizeazŁ prin apariἪia subvariantelor KP.2 Ἠi KP.3, obἪinute din JN.1, care au devenit 

dominante. OdatŁ cu apariἪia descendenἪilor, JN.1 a fost înlocuit treptat de subvariantele sale. 

Ċn special, KP.2 Ἠi KP.3 cu mutaἪiile L455S, F456L Ἠi V1104L au apŁrut simultan. KP.3.1.1 a 

dob©ndit o contagiozitate mai mare Ἠi un nivel de neutralizare a anticorpilor mai ridicat decât 

KP.3 Ἠi variantele anterioare, ceea ce explicŁ dominanἪa sa ´n comparaἪie cu alte subvariante. 

Astfel, ´n comparaἪie cu JN.1, KP.3 Ἠi KP.3.1.1 au douŁ mutaἪii comune, F456L Ἠi Q493E, ´n 

domeniul de legare a receptorului (RBD) al proteinei Spike. Aceste mutaἪii contribuie ´mpreunŁ 

la o mai bunŁ evadare de anticorpi Ἠi la o mai bunŁ legare de receptorul gazdei. 

Linii le genetice ale virusului SARS-CoV-2 ѽi prevalenѿa variantelor. Analiza liniilor 

genetice a oferit o imagine detaliatŁ a evoluἪiei Ἠi a circulaἪiei variantelor SARS-CoV-2 pe 

teritoriul Republicii Moldova  în perioada 2021-2024 (figura 12). 

Conform datelor obἪinute, ´n anul 2021 a existat o circulaἪie exclusivŁ a liniei B.1.617.2, 

cunoscutŁ pentru severitatea ridicatŁ a bolii. Datele de secvenἪiere a genomului  evidenἪiazŁ cŁ 

în anul 2021 au circulat câteva 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 menἪionat faptul cŁ toate aceste sublinii au mutaἪii 

critice în genomii  lor, cum ar fi D614G, L452R, P681R Ἠi T478K, care se aflŁ ´n proteina S Ἠi 

contribuie la creἨterea infecἪiozitŁἪii acestei variante. 
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Figura 12. DistribuἪia temporalŁ a liniilor genetice ale virusului SARS-CoV-2 

identificate în perioada 2021-2024 

 

Analiza datelor distribuἪiei temporale a liniilor genetice identificate în perioada 2021-

2024 a arŁtat cŁ varianta Omicron a virusului SARS-CoV-2 a apŁrut la ´nceputul anului 2022 

Ἠi a ´nlocuit varianta Delta, predominantŁ anterior. Rezultatele secvenἪierii genomice, începând 

cu luna iunie 2022, au demonstrat apariἪia unor noi sublinii BA.4 Ἠi BA.5 ale variantei Omicron 

ca urmare a mutaἪiilor permanente ale genomului virusului. În anul 2022 au dominat subliniile 

BA.1 (22,5%), BA.2.9 (16%) Ἠi BA.5.2.1 (12%), BA.2 (11,5%) Ἠ.a., iar în perioada anilor 2023 

Ἠi 2024 variantele predominante au fost XBB.1.5 (37,2%), XBB.1.9.1 (17,9%) Ἠi JN.1 (46,6%). 

3.2. Caracteristica molecularŁ a substituἪiilor, a deleἪiilor Ἠi a inserἪiilor ´n evoluἪia 

SARS-CoV-2 

ModificŁrile evolutive ale genomului virusului SARS-CoV-2 sunt rezultatul apariἪiei 

diferitor tipuri de mutaἪii, cum ar fi substituἪii, deleἪiile, inserἪiile nucleotidice Ἠi aminoacidice, 

DCC (deplasarea cadrului de citire a genei cauzatŁ de inserἪie sau de deleἪie). Analiza 

comparativŁ a variantelor genomice ale virusului SARS-CoV-2 a arŁtat cŁ, ´n majoritatea 

cazurilor, evoluἪia virusului Ἠi modificŁrile genomice au fost determinate de substituἪii, cu o 
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medie de 72,6 ± 21,1 per genom (95 % CI: 71, 74), de deleἪii,  cu o medie de 48,6 ± 20,1 per 

genom (95 % CI: 47, 50), Ἠi de inserἪii cu DCC care au fost detectate foarte rar, în medie 4,5 ± 

8,3 (95% CI: 3,9, 5,1) Ἠi respectiv 1,7 ± 2,2 (95% CI: 1,5, 1,8) per genom. 

Un numŁr semnificativ de substituἪii nucleotidice a fost detectat la varianta Omicron, cu 

un numŁr mediu de 74,6 ± 20,1 substituἪii pe genom (95 % CI: 73, 76), Ἠi la variantele 

recombinante - 99,8 ± 24,2 (95% CI: 61, 138), în timp ce la varianta Delta a fost înregistrat cel 

mai mic numŁr de substituἪii ï 42,9 ± 4,5 (95% CI: 42, 44). Evaluarea comparativŁ efectuatŁ 

prin testul neparametric Kruskal Wallis a evidenἪiat diferenἪe statistic semnificative ale 

numŁrului de substituἪii de nucleotide ´n funcἪie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2 - 

valoarea testului fiind 124, p < 0,001. 

AceeaἨi situaἪie a fost observatŁ Ἠi ´n cazul deleἪiilor. Cel mai mare numŁr de deleἪii a 

fost înregistrat în genomul variantei Omicron ï 50,9 ± 18,6 (95 % CI: 49, 52) Ἠi ´n variantele 

recombinante ï 44,8 ± 22,7 (95 % CI: 8,6, 81). Pentru comparaἪie, ´n genomul variantei Delta 

au fost detectate în medie 17,0 ± 11,5 (95 % CI: 14, 20) de deleἪii. Astfel, testul neparametric 

Kruskal Wallis a evidenἪiat diferenἪe statistic semnificative ale numŁrului de deleἪii de 

nucleotide ́ n funcἪie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2 - valoarea p < 0,001. 

InserἪiile s-au dovedit a fi specifice numai variantei Omicron, cu o valoare medie de 4,8 

± 8,5 (95 % CI: 4,2, 5,5) înlocuiri per genom, Ἠi ´n variantele recombinante ï 4,5 ± 5,7 (95 % 

CI: -4,6, 14). În subliniile variantei Delta inserἪii nu au fost înregistrate. Analiza, prin aplicarea 

testului neparametric Kruskal Wallis, a evidenἪiat diferenἪe statistic semnificative ale numŁrului 

de inserἪii nucleotidice ́ n funcἪie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2- valoarea testului 

fiind 24, p < 0.001. 

Trebuie menἪionat cŁ analiza mutaἪiilor genomurilor virale secvenἪiate a fost realizatŁ la 

douŁ niveluri: la nivel nucleotidic Ἠi la nivel aminoacidic. Aceste analize au fost efectuate 

simultan la ambele niveluri, deoarece nu toate mutaἪiile identificate la nivel de nucleotide se 

reflectŁ ´n modificŁri ale secvenἪei de aminoacizi Ἠi, nu determinŁ alterŁri ale proprietŁἪilor 

fitotipice. Aceste substituἪii sunt sinonime, adicŁ nu modificŁ structura proteinelor. Analiza la 

nivel de aminoacizi reflectŁ doar mutaἪiile nesinonime care au un impact funcἪional asupra 

proteinelor virale. Astfel, analiza mutaἪiilor aminoacidice, care afecteazŁ structura Ἠi funcἪia 

proteinelor, a evidenἪiat o tendinἪŁ similarŁ de creἨtere a ratelor de mutaἪie ´n varianta Omicron 

Ἠi ´n variantele recombinante. 

În genomul variantei Omicron, toate tipurile de mutaἪii (substituἪii, deleἪii Ἠi inserἪii) la 

nivelul aminoacizilor de asemenea au prezentat o tendinἪŁ de creĸterea a numŁrului. Astfel, 

substituἪiile aminoacidice au prezentat un numŁr mai mare de mutaἪii per genom ´n variantele 

Omicron Ἠi în cele recombinante, cu valori medii de 42,1 ± 20,3 (95 % CI: 41, 44) Ἠi, 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 evidenἪiat diferenἪe statistic semnificative 

ale numŁrului de substituἪii aminoacidice ´n funcἪie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2 

- valoarea testului fiind 13, p = 0,002. 

NumŁrul de deleἪii aminoacidice a fost mai mare în varianta Omicron ï 12,4 ± 4,9 (95 % 

CI:  12, 13) ï Ἠi în variantele recombinante ï 13,8 ± 3,0 (95 % CI: 9, 19) ï, Ἠi ´ntr-o mŁsurŁ mai 

micŁ ´n varianta Delta - 11,9 ± 5,1 (95 % CI: 12, 12). Analiza statisticŁ cu ajutorul testului 

neparametric Kruskal Wallis evidenἪiat o diferenἪŁ semnificativŁ a numŁrului de deleἪii 

aminoacidice ́ n funcἪie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2, valoarea testului fiind 102, 

p < 0,001. 

InserἪiile aminoacidice au fost detectate exclusiv ´n subliniile variantei Omicron, cu o 

valoare medie de 0,6 ± 1,4 (95 % CI: 0,46ï0,67), Ἠi ´n variantele recombinante, cu o valoare 

medie de 0,5 ± 0,6 (95 % CI: -0,42ï1,4). Analiza comparativŁ detaliatŁ a distribuἪiei inserἪiilor 

aminoacidice Ἠi a celorlalte caracteristici genomice ale izolatelor secvenἪiate, ´n raport cu 

variantele OMS ale virusului SARS-CoV-2, este prezentatŁ ´n tabelul 1, Anexa 1. Testul 

neparametric Kruskal Wallis a evidenἪiat diferenἪe statistic semnificative ale numŁrului de 

inserἪii aminoacidice ´n funcἪie de varianta OMS a virusului SARS-CoV-2, valoarea testului 

fiind 17, p < 0, 001. 

Pe parcursul perioadei de studiu s-a constatat cŁ virusul SARS-CoV-2 a acumulat 

numeroase mutaἪii. DeἨi mutaἪiile care duc la ´nlocuirea aminoacizilor constituie baza 

variabilitŁἪii genetice, multe evenimente de inserἪie, de deleἪie Ἠi de recombinare sunt probabil 

elemente critice ale evoluἪiei coronavirusului. ĊnἪelegerea mecanismelor moleculare ale 

mutaἪiilor este esenἪialŁ pentru ´nἪelegerea rolului noilor mutaἪii Ἠi pentru descoperirea cŁilor 

prin care acestea apar.  

În cazul virusului SARS-CoV-2, o mare parte din substituἪii sunt cauzate de erori de 

transcripἪie RdRp apŁrute ´n timpul replicŁrii. Diagrama boxplot afiἨeazŁ valoarea medie a 

substituἪiilor ´n genomul diferitor clade SARS-CoV-2, fiecare punct afiἨând valoarea medie a 

mutaἪiilor ´n genele sau în proteinele virale. Ċn figura 13 este redatŁ valoarea medie a 

substituἪiilor nucleotidice în funcἪie de cladele Nextrain, iar în figura 14 ð valoarea medie a 

substituἪiilor aminoacidice în diferite clade. Aceste boxploturi foarte clar aratŁ cŁ ´n timp (din 

2021 pânŁ în 2024) numŁrul de substituἪii nucleotidice Ἠi aminoacidice a crescut semnificativ. 

Astfel, din datele acestor grafice se observŁ clar cŁ subvariantele Omicron ale virusului SARS-

CoV-2 au prezentat o valoare medie mai mare a mutaἪiilor dec©t varianta Delta. 
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Figura 13. Diagrama boxplot a dependenἪei numŁrului de substituἪii  nucleotidice  de 

cladele SARS-CoV-2 

 

Conform datelor rezultatelor, valorile medii ale mutaἪiilor au variat de la 40 de substituἪii 

nucleotidice p©nŁ la 120 Ἠi de la 20 de substituἪii aminoacidice la aproximativ 80 ´n comparaἪie 

cu genomul de referinἪŁ.  

 

Figura 14. Diagrama boxplot a dependenἪei numŁrului  de substituἪii  aminoacidice de 

cladele SARS-CoV-2 



60 
 

 

Trebuie remarcat faptul cŁ ´n graficele de mai sus se observŁ clar dependenἪa numŁrului 

total de substituἪii de clada virusului SARS-CoV-2. Astfel, numŁrul de substituἪii nucleotidice 

Ἠi aminoacidice creἨte odatŁ cu evoluἪia virusului Ἠi cu apariἪia de noi clade. Cea mai mare 

diversitate geneticŁ a fost ´nregistratŁ pentru cladele variantei Omicron, valorile medii ale 

mutaἪiilor variind ´n intervalul de 120 de substituἪii nucleotidice Ἠi peste 80 de substituἪii 

aminoacidice. Valori medii ridicate ale mutaἪiilor au prezentat Ἠi tulpinile recombinante ï 

aproximativ 110 substituἪii nucleotidice Ἠi 75 de substituἪii aminoacidice. 

Analiza statisticŁ cu ajutorul testului Wilcoxon a dependenἪei numŁrului de substituἪii 

nucleotidice Ἠi aminoacidice de cladele SARS-CoV-2  a arŁtat cŁ acesta a crescut semnificativ 

în timp. Compararea cladelor variantei Delta, care au circulat în anul 2021, cu varianta 

recombinantŁ a arŁtat cŁ clada 21I nu s-a diferenἪiat statistic de varianta recombinantŁ, având 

valori p=0,469. În cazul reprezentanἪilor cladelor ulterioare ale variantei Delta (21J, 21K, 21L) 

s-a constatat o diferenἪŁ statistic semnificativŁ ´n raport cu numŁrul de substituἪii nucleotidice, 

atât cu variantele recombinante, c©t Ἠi cu majoritatea reprezentanἪilor variantei Omicron (22A, 

22B, 22D, 22E, 23A, 23B, 23D, 24A, 24B, 24C, 24E, 24G) cu valoarea p în intervalul 0,000 - 

0,009. 

La aplicarea testului Wilcoxon s-au identificat diferenἪe semnificative din punct de vedere 

statistic între cladele circulante în 2024 (24A, 24B, 24C, 24E, 24G), în 2022 Ἠi în 2023 (22D, 

22E, 22F, 23A) referitor la numŁrul de substituἪii nucleotidice, având valori p cuprinse între 

0,000 Ἠi 0,007. AceastŁ analizŁ statisticŁ demonstreazŁ cŁ virusul continuŁ sŁ muteze Ἠi sŁ 

dob©ndeascŁ noi substituἪii ´n timp. În figura 1, Anexa 2 este redat grafic testul Wilcoxon 

privind repartizarea pe clade a numŁrului de substituἪii nucleotidice din genomul virusului 

SARS-CoV-2. 

Aplicarea testului Wilcoxon pentru elucidarea dependenἪei numŁrului de substituἪii 

aminoacidice de cladele SARS-CoV-2 a arŁtat aceeaἨi tendinἪŁ de acumulare a acestora în timp. 

Astfel s-a constatat cŁ cladele variantei Delta (21J, 21K, 21L) diferŁ statistic semnificativ de 

majoritatea reprezentanἪilor cladelor variantei Omicron (22A, 22B, 22D, 22E, 23B, 23D, 24A, 

24B, 24C, 24E, 24G) Ἠi de variantele recombinante ´n funcἪie de numŁrul de substituἪii 

aminoacidice, având valori p< 0,05. Ċn consecinἪŁ, cladele din 2024 diferŁ statistic semnificativ 

de cladele din 2022 Ἠi din 2023. Mai precis, toate cladele din 2024 (24A, 24B, 24C, 24E, 24G) 

diferŁ statistic semnificativ de cladele 22D, 22E, 22F, 23A ´n raport cu numŁrul de substituἪii 

aminoacidice, având valori ale p < 0,05. CorelaἪia dintre acumularea substituἪiilor aminoacidice 

în timp este reprezentatŁ grafic în figura 2, Anexa 2. 
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Diagrama distribuἪiei deleἪiilor în genomul virusului SARS-COV-2 ´n funcἪie de grupul 

cladei Nextrain este reprezentatŁ ´n figurile 15 Ἠi 16. 

 

Figura 15. DistribuἪia numŁrului de deleἪii nucleotidice ´n cladele virusului SARS-CoV-

2 

 

Pe axa X sunt reprezentate cladele conform nomenclaturii Nextrain, iar pe axa Y este 

indicat numŁrul de deleἪii nucleotidice (figura 15) Ἠi de deleἪii aminoacidice (figura 16) 

descoperite ´n aceste clade. MedianŁ este reprezentatŁ de o bandŁ orizontalŁ ´n interiorul 

dreptunghiurilor. MustŁἪile diagramelor boxplot, situate de ambele pŁrἪi ale dreptunghiului, 

reprezintŁ intervale de la 25 la 75 percentile ale valorilor datelor, excluzând valorile aberante. 

Trebuie remarcat faptul cŁ aceste diagrame nu reflectŁ ´n totalitate distribuἪia deleἪiilor în 

genomul SARS-CoV-2 în momente diferite, ci tendinἪa de modificare a valorii medii a 

numŁrului total de deleἪii ´n timpul evoluἪiei acestuia. Din aceste figuri se poate observa cŁ 

genomul virusului din diferite clade a fost reprezentat de un numŁr diferit de deleἪii. 
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Figura 16. DistribuἪia numŁrului de deleἪii aminoacidice ´n cladele virusului SARS-

CoV-2 

 

PrezintŁ interes faptul cŁ creἨterea numŁrului de deleἪii este vizibilŁ la compararea 

cladelor (21I, 21J) variantei Delta, colectate la sf©rἨitul anului 2021, cu cladele variantei 

Omicron. Ċn ceea ce priveἨte valoarea medie a numŁrului total de deleἪii ´n cladele variantei 

Omicron (21K, 21L, 22A, 22B, 22C, 22D, 22E, 22F, 23A, 23B, 23C, 23D, 23H, 24A, 24B, 

24C, 24E, 24G) Ἠi ale variantei recombinante, aceasta se caracterizeazŁ prin tendinἪe mai 

stabile. Uneori, numŁrul de deleἪii a crescut, cum ar fi ´n cladele 21K, 22B, 23A, 23D, ceea ce 

indicŁ probabil o diferenἪŁ ´ntre izolatele acestor grupuri Ἠi dob©ndirea de mutaἪii suplimentare 

în genomul lor. Trebuie remarcat Ἠi faptul cŁ, spre deosebire de genomul de referinἪŁ, mutaἪiile 

din genomii  variantelor Delta Ἠi Omicron au loc atât ´n regiunile necodante, ci Ἠi codante ale 

genomului. De exemplu, ´n comparaἪie cu tulpina de referinἪŁ, varianta Delta prezintŁ peste 

zece deleἪii ´n regiunea codantŁ, Ἠase deleἪii ´n gena S, iar pentru Omicron acest numŁr a crescut 

la 40-60 dupŁ alinierea secvenἪelor. 

DeleἪia în regiunea codantŁ nu este la fel de frecventŁ ca ´n regiunile necodante, dar este 

un fenomen comun pentru tulpinile mai recente ale SARS-CoV-2. AceastŁ diferenἪŁ poate fi 

cauzatŁ de sistemul de degradare asociat cu activitatea endonucleazicŁ a complexului de 

silenἪiere a ARN-ului indus ´n gazdŁ.  
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Astfel, analiza statisticŁ cu ajutorul testului Wilcoxon p-values a distribuἪiei numŁrului 

de deleἪii nucleotidice ´n funcἪie de cladele virusului SARS-CoV-2 a arŁtat cŁ cladele variantei 

Delta, care au circulat în 2021 (21J, 21K, 21L), diferŁ statistic semnificativ ́ n ce priveἨte 

numŁrul de deleἪii nucleotidice de reprezentanἪii cladei Omicron (22A, 22B, 22D, 22E, 24A, 

24B, 24E, 24G), p< 0,05. Reprezentarea graficŁ a testului Wilcoxon privind repartizarea pe 

clade a numŁrului de deleἪii nucleotidice din genomul virusului SARS-CoV-2 este redatŁ ´n 

figura 3, Anexa 2. 

În urma analizei valorilor p ale testului Wilcoxon privind distribuἪia numŁrului de deleἪii 

aminoacidice în diferite clade de SARS-CoV-2 se poate concluziona cŁ cladele care au circulat 

´n 2021 (21J, 21K, 21L) diferŁ statistic semnificativ ´n ce priveἨte numŁrul de deleἪii 

aminoacidice de cladele din 2022 (22B, 22D, 22E, 22F), având valori p cuprinse ´ntre 0,000 Ἠi 

0,044. TotodatŁ, cladele circulante în anul 2024 (24A, 24B, 24C, 24E, 24G) diferŁ statistic 

semnificativ în raport cu acest criteriu de cladele din anii 2022 Ἠi 2023 (22D, 22E, 22F, 23A, 

23B), având valori p<0,05. Reprezentarea graficŁ a testului Wilcoxon privind repartizarea pe 

clade a numŁrului de deleἪii aminoacidice din genomul virusului SARS-CoV-2 este redatŁ ´n 

figura 4, Anexa 2. 

Analiza evoluἪiei virusului SARS-CoV-2 ´n funcἪie de apariἪia inserἪiilor ´n genom a 

arŁtat cŁ ´n majoritatea cazurilor se observŁ un numŁr minim de inserἪii sau chiar absenἪa 

acestora. Conform datelor obἪinute, inserἪiile nucleotidice (figura 17) Ἠi aminoacidice (figura 

18) au apŁrut ´n principal ´n cladele 22F, 23A, 23D, unde mediana este mult mai mare decât în 

altele, ceea ce poate însemna o variabilitate mai mare a izolatelor din aceste clade. De asemenea, 

s-a observat cŁ numŁrul de inserἪii ´n tulpinile recombinante este mai mare ´n comparaἪie cu 

alte grupuri.  
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Figura 17. DistribuἪia numŁrului de inserἪii nucleotidice ´n cladele virusului SARS-CoV-

2 

 

Trebuie remarcat faptul cŁ inserἪiile scurte, la fel ca Ἠi deleἪiile, au tendinἪa de a se asocia 

cu secἪiuni de nucleotide identice sau di- Ἠi trinucleotide aranjate ´n tandem. Se poate presupune 

cŁ aceste inserἪii au fost rezultatul deplasŁrii ARN-polimerazei dependente de ARN (RdRp). 

PersistŁ Ἠi o altŁ presupunere cŁ deἨi majoritatea, dacŁ nu toate, inserἪiile cu deplasarea cadrului 

de citire sunt artefacte de secvenἪiere, unele dintre ele în alte gene pot fi evenimente reale, care 

reflectŁ caracterul opἪional al acestor gene pentru reproducerea virusului. 

Analiza statisticŁ a repartiἪiei numŁrului de inserἪii nucleotidice în genomul virusului 

SARS-CoV-2 cu ajutorul testului Wilcoxon a evidenἪiat ca cladele circulante în anul 2024 (24A, 

24B, 24C, 24E, 24G) diferŁ statistic semnificativ de cladele din anii 2021 (21J, 21K, 21L) Ἠi 

2022 (22A, 22B, 22D, 22E) ́ n raport cu numŁrul de inserἪii, având valori p<0,05. Reprezentarea 

graficŁ a rezultatelor testului Wilcoxon privind repartizarea pe clade a numŁrului de inserἪii 

nucleotidice din genomul virusului SARS-CoV-2 este prezentatŁ ´n figura 5, Anexa 2. 
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Figura 18. DistribuἪia numŁrului de inserἪii aminoacidice în cladele virusului SARS-

CoV-2 

 

TotodatŁ, interpretarea statisticŁ a testului Wilcoxon privind repartiἪia numŁrului de 

inserἪii aminoacidice ´n funcἪie de clada virusului SARS-CoV-2, la fel ca testul Wilcoxon 

privind dependenἪa de numŁrul de inserἪii nucleotidice, a evidenἪiat ca cladele circulante în anul 

2024 diferŁ statistic semnificativ în raport cu acest criteriu de cladele din anii 2021 (21J, 21K, 

21L) Ἠi 2022 (22A, 22B, 22D, 22E), având valori p<0,05. Reprezentarea graficŁ a rezultatelor 

testului Wilcoxon privind repartizarea pe clade a numŁrului de inserἪii nucleotidice din genomul 

virusului SARS-CoV-2 este prezentatŁ ´n figura 6, Anexa 2. 

Indicele Shannon al diversitŁἪii nucleotidelor ´n cei 733 de genomi ai virusului SARS-

CoV-2 secvenἪiate este reprezentat pe figura 19, pe axa X fiind indicatŁ poziἪia genomicŁ, iar 

pe Y ï diversitatea nucleotidelor. 
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Figura 19. Diversitatea nucleotidelor în genomii  analizaἪi ai virusului SARS-CoV-2 

 

În conformitate cu datele înregistrate, cea mai mare diversitate a nucleotidelor se aflŁ ´n 

regiunea codificatoare (CDS) a proteinei Spike. Regiunile cu diversitate ridicatŁ a nucleotidelor 

reprezintŁ hotspoturi ´n genom predispuse mutaἪiilor Ἠi sunt determinate de presiuni evolutive, 

cum ar fi evadarea imunŁ, iar regiunile cu diversitate scŁzutŁ a nucleotidelor au un grad mai 

mare de conservare Ἠi, de regulŁ, codificŁ proteine responsabile de funcἪionarea genomului 

viral. Cele cinci poziἪii genomice cu cea mai mare diversitate a nucleotidelor sunt prezentate în 

tabelul 1. 

 

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

nucleotidelor 

N/o PoziἪia 

genomicŁ 

PoziἪia nucleotidicŁ 

în CDS 

PoziἪia 

aminoacidicŁ 

CDS Indicele 

Shannon 

Variante 

genetice 

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

2. 22200 638 213 S 0,976 G, A, T 

3. 22942 1380 460 S 0,934 A, G, T 

4. 22599 1037 346 S 0,879 G, C, A, T 

5. 26529 7 3 M 0,852 C, A, G 

CDS ï Coding DNA Sequence (secvenἪŁ codantŁ de ADN; regiunea genomicŁ care este tradusŁ ´n proteinŁ); 

S ï Spike protein (glicoproteina S; proteina de suprafaἪŁ responsabilŁ de ataἨarea virusului la celula gazdŁ), M ï 

Membrane protein (proteina M; implicatŁ ´n formarea Ἠi structura particulei virale); 

C ï CitozinŁ (bazŁ azotatŁ), G ï GuaninŁ (bazŁ azotatŁ), T ï TiminŁ (bazŁ azotatŁ), A ï AdeninŁ (bazŁ azotatŁ). 

 

Profilul mutaἪiilor nucleotidice (indeluri Ἠi substituἪii).  

DistribuἪia tipurilor de mutaἪii ´n probele studiate relevŁ localizarea preferenἪialŁ a acestora 

în genele Spike ï ORF1a Ἠi ORF1b (tabelul 2). 
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Tabelul 2. DistribuἪia per genŁ a indelurilor Ἠi a substituἪiilor în genomul virusului 

SARS-CoV-2 

GenŁ Nr. de 

substituἪii 

Nr. de 

deleἪii 

Nr. de 

inserἪii 

Nr. total de 

mutaἪii 

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 

ORF1ab 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 ï Open Reading Frame (cadru deschis de citire); E ï Envelope protein (proteina de ´nveliἨ; implicatŁ ´n 

asamblarea Ἠi eliberarea particulelor virale); M ï Membrane protein (proteina de membranŁ; rol structural major 

în organizarea virionului); N ï Nucleocapsid protein (proteina nucleocapsidicŁ; leagŁ ARN-ul viral Ἠi participŁ la 

replicare Ἠi ambalare) S ï Spike protein (glicoproteina S; mediazŁ ataἨarea Ἠi pŁtrunderea virusului ´n celula gazdŁ).          

 

Genele ORF1a Ἠi ORF1b (´mpreunŁ ORF1ab), ´n pofida faptului cŁ reprezintŁ 

aproximativ 2/3 din genomul SARS-CoV-2, au acumulat un numŁr de mutaἪii similar cu gena 

S care, deἨi este mai scurtŁ, prezintŁ locaἪii funcἪionale importante ca urmare a rolului central 

´n transmiterea virusului Ἠi ca ἪintŁ principalŁ pentru sistemul imunitar. Gena N de asemenea 

reprezintŁ un numŁr mare de substituἪii Ἠi de deleἪii, indic©nd o variabilitate crescutŁ chiar Ἠi ´n 

elementele structurale interne ale virusului. Celorlalte gene le revine un numŁr mai mic de 

mutaἪii, cu un anumit grad de conservare ´n gena ORF10 ´n care nu au fost identificate mutaἪii 

de tip indel. 



68 
 

FrecvenἪa numericŁ Ἠi poziἪia genomicŁ a substituἪiilor identificate ale virusului SARS-

CoV-2 sunt reflectate în figurile 20.  

 
Figura 20. NumŁrul de apariἪii Ἠi locaἪia ´n genom a substituἪiilor identificate ale 

virusului SARS-CoV-2 

 

Pe axa X este reprezentatŁ poziἪia genomicŁ (de la 1 la ~30000 perechi de baze), iar pe 

Y ï frecvenἪa substituἪiilor/indelurilor, indic©nd c©te probe din eἨantionul analizat prezintŁ o 

mutaἪie la o anumitŁ poziἪie. Graficul substituἪiilor evidenἪiazŁ o distribuἪie neuniformŁ cu 

vârfuri proeminente ce indicŁ prezenἪa unor zone hotspot cu o frecvenἪŁ ´naltŁ a mutaἪiilor. Cele 

mai frecvente sunt etichetate Ἠi includ mutaἪii precum: 

ǒ 3037C >T, 10029C >T ï mutaἪii situate ´n prima jumŁtate a genomului viral, ´n gena 

ORF1a, av©nd o frecvenἪŁ semnificativŁ. 3037C >T este o mutaἪie sinonimŁ timpurie 

identificatŁ ´ncŁ ´n fazele timpurii ale pandemiei, iar 10029C >T a fost prezentŁ ´n toate 

variantele dominante la nivel global ´ncep©nd cu jumŁtatea anului 2021. 

ǒ 23403A >G, 23854C >A, 23525C >T ï substituἪii localizate ´n gena Spike cu o frecvenἪŁ 

de peste 600 de apariἪii. Primele douŁ sunt mutaἪii nonsinonime semnificative, cu impact 

funcἪional major Ἠi cu variante translate ´n molecula de proteinŁ (D614G Ἠi N764K). 

ǒ 28311C >T ï mutaἪie frecventŁ nonsinonimŁ cu impact funcἪional situatŁ ´n gena N. 

Translarea acesteia ´n nucleocapsidŁ este P13L. 

Figura 21, ce reflectŁ distribuἪia Ἠi frecvenἪa mutaἪiilor de tip indel ale virusului SARS-

CoV-2, oferŁ o imagine detaliatŁ asupra poziἪiilor din genom ´n care apar modificŁri structurale 

semnificative. Marcajul verde corespunde deleἪiilor, iar cel albastru inserἪiilor, fiecare punct 
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fiind plasat ´n dreptul poziἪiei genomice unde apare modificarea. Ċn ansamblu se observŁ cŁ 

deἨi majoritatea indelurilor au frecvenἪe reduse comparativ cu substituἪiile, apŁr©nd ´n doar 

c©teva secvenἪe, existŁ poziἪii unde numŁrul acestora este foarte ridicat. Astfel, frecvenἪa ´n 

aceste poziἪii genomice cheie depŁἨeἨte c©teva sute de apariἪii, ceea ce indicŁ la mutaἪii stabile 

caracteristice variantelor virale dominante. 

 

Figura 21. NumŁrul de apariἪii Ἠi locaἪia ´n genom a indelurilor identificate 

 

Printre cele mai notabile deleἪii evidenἪiate ´n grafic se numŁrŁ deleἪia de la poziἪiile 

11288ï11296 (excluderea secvenἪei TCTGGTTTT), situatŁ ´n cadrul de citire ORF1ab Ἠi care 

apare cu o frecvenἪŁ extrem de ridicatŁ (´n peste 500 de probe). DeleἪia induce translarea ´n 

mutaἪia aminoacidicŁ p.3675ï3677del care rezultŁ ´n excluderea serinei, glicinei Ἠi fenilalaninei 

din molecula de proteinŁ. 

 O frecvenἪŁ ´naltŁ au înregistrat de asemenea deleἪiile 21633ï21641delTACCCCCTG Ἠi 

21766ï21771delACATGT, ambele localizate ´n gena Spike Ἠi cunoscute pentru asocierea lor 

cu modificŁri structurale ale proteinei S ce pot influenἪa recunoaἨterea virusului de cŁtre 

anticorpi Ἠi eficienἪa neutralizŁrii acestuia.  

Alte evenimente importante includ mutaἪia 28362ï28370del, situatŁ la ´nceputul genei N, 

care se transleazŁ ´n mutaἪia AA ERS31-33 (acid glutamic - E, argininŁ - R Ἠi serinŁ - S) Ἠi este 
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specificŁ unor variante Omicron. AceastŁ deleἪie induce fenomenul NGTF (N-gene target 

failure) Ἠi permite diagnosticarea rapidŁ a variantelor Omicron prin utilizarea metodei RT-PCR.  

Astfel, zonele esenἪiale pentru funcἪiile bazale ale virusului rŁm©n ´n mare parte intacte 

´n timp ce domenii expuse la presiune imunŁ, cum este proteina Spike, reprezintŁ o acumulare 

mai mare de indeluri. InserἪiile, reprezentate prin puncte albastre, sunt mai rare Ἠi au frecvenἪe 

generale scŁzute, ceea ce sugereazŁ fie o instabilitate mai mare a acestui tip de mutaἪie, fie o 

influenἪŁ mai redusŁ asupra adaptabilitŁἪii virale comparativ cu deleἪiile. Tabloul molecular al 

indelurilor confirmŁ prezenἪa unor deleἪii majore care au jucat un rol central ´n evoluἪia 

virusului, devenind markeri importanἪi pentru identificarea liniilor genetice predominante. 

Graficele de densitate a mutaἪiilor ´n genom pentru perioada 2021-2024 relevŁ imaginea 

evoluἪiei SARS-CoV-2 ´n aceἨti ani (figura 22). 

 

Figura 22. Densitatea substituἪiilor nucleotidice ´n genomul virusului SARS-CoV-2 în 

perioada 2021-2024 

 

Vârfurile de densitate scot ´n evidenἪŁ hotspoturi persistente ´n genele ORF1a Ἠi S, dar Ἠi 

schimbŁri dinamice, precum concentrarea mutaἪiilor ORF1a ´n 2023 Ἠi în 2024. Comparativ cu 

ceilalἪi ani, ´n 2023 se observŁ o activitate mutaἪionalŁ sporitŁ ´n gena ORF1a, sugerând 
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prezenἪa unor presiuni selective intense asupra acestei regiuni genomice care codificŁ proteine 

responsabile pentru replicarea ARN-ului viral Ἠi alte procese esenἪiale pentru ciclul de viaἪŁ al 

virusului. 

În perioada 2023-2024 se disting vârfuri Ἠi în regiuni genomice noi (10 mii pentru 2023 

Ἠi 10-15 mii pentru 2024), indic©nd o tendinἪŁ de schimbare a focusului evolutiv. Ċn 2024, cea 

mai mare presiune evolutivŁ se remarcŁ asupra genei S, aceastŁ tendinἪŁ reflect©nd adaptarea 

virusului la imunitate, la vaccinuri Ἠi la posibile tratamente. 

MutaἪiile ´n proteina Spike sunt cele mai importante din punct de vedere al semnificaἪiei 

clinice, deoarece influenἪeazŁ direct transmisibilitatea virusului, eficacitatea vaccinurilor Ἠi 

severitatea bolii COVID-19. Lista celor mai relevante mutaἪii identificate Ἠi care joacŁ un rol 

crucial ´n evadarea imunŁ, în capacitatea virusului SARS-CoV-2 de a infecta sau în rezistenἪa 

la anticorpi monoclonali este prezentatŁ ´n tabelul 2.  

3.3. ParticularitŁἪile mutaἪiilor sinonime Ἠi nonsinonime ´n dinamica genomicŁ a 

virusului SARS-CoV-2 

MutaἪii sinonime (synonymous mutations) Ἠi nonsinonime (non-synonymous 

mutations). Identificarea Ἠi clasificarea mutaἪiilor genomice dupŁ efectul asupra proteinelor 

reprezintŁ o etapŁ fundamentalŁ în ´nἪelegerea mecanismelor de adaptare Ἠi a potenἪialului 

patogenic al diferitor variante virale.  

MutaἪiile sinonime (sau silenἪioase) sunt modificŁri nucleotidice care nu duc la 

schimbarea aminoacidului codificat. Acest fenomen este posibil ca urmare a degenerŁrii 

codului genetic unde un singur aminoacid poate fi codificat de mai mulἪi codoni diferiἪi. DeἨi 

nu modificŁ proteina rezultatŁ, aceste mutaἪii pot influenἪa stabilitatea ARN-ului mesager, rata 

translaἪiei sau pot avea alte efecte subtile asupra biologiei virale.  

MutaἪiile nonsinonime (sau missense/nonsense) sunt modificŁri nucleotidice care duc la 

schimbarea aminoacidului codificat sau la apariἪia unui codon stop prematur Ἠi la biosinteza 

unor proteine incomplete. Aceste mutaἪii au un impact direct asupra structurii Ἠi funcἪiei 

proteinelor virale, put©nd modifica proprietŁἪi esenἪiale ale virusului precum transmisibilitatea, 

patogenitatea sau capacitatea de a evada rŁspunsul imun al gazdei. DistribuἪia mutaἪiilor 

sinonime Ἠi nonsinonime per genŁ ´n genomul SARS-CoV-2 este reprezentatŁ ´n tabelul 3. 

În total, în setul de date au fost identificate 13 672 de mutaἪii sinonime Ἠi 54 080 de mutaἪii 

nonsinonime. Astfel, se observŁ o presiune selectivŁ puternicŁ, care favorizeazŁ modificŁrile 

proteice, Ἠi vizibilŁ pe ´ntreg genomul, dar cu diferenἪe semnificative de la o genŁ la alta. 
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Tabelul 3. DistribuἪia per genŁ a mutaἪiilor sinonime Ἠi nonsinonime ale virusului 

SARS-CoV-2 

GenŁ/Genom MutaἪii sinonime MutaἪii nonsinonime 

E 23 936 

M 589 1892 

N 111 4476 

ORF10 24 40 

ORF14 0 2092 

ORF1ab 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 ï Open Reading Frame (cadru deschis de citire); E ï Envelope protein (proteina de ´nveliἨ; implicatŁ ´n 

asamblarea Ἠi eliberarea particulelor virale); M ï Membrane protein (proteina de membranŁ; rol structural major 

în organizarea virionului); N ï Nucleocapsid protein (proteina nucleocapsidicŁ; leagŁ ARN-ul viral Ἠi participŁ la 

replicare Ἠi ambalare) S ï Spike protein (glicoproteina S; mediazŁ ataἨarea Ἠi pŁtrunderea virusului ´n celula gazdŁ).    

       

Gena Spike prezintŁ 1600 de mutaἪii sinonime Ἠi 23 169 de mutaἪii nonsinonime, fiind 

cel mai mare numŁr absolut de mutaἪii nonsinonime comparativ cu alte gene. Av©nd ´n vedere 

rolul crucial al proteinei Spike ´n legarea de receptorul celular ACE2 Ἠi ´n evaziunea imunŁ, 

mutaἪiile nonsinonime pot oferi virusului avantaje competitive ´n termeni de transmisibilitate 

Ἠi evadare imunŁ, explic©nd astfel evoluἪia rapidŁ a variantelor. 

Gena N, responsabilŁ pentru proteina care ´ncapsuleazŁ genomul viral, prezintŁ de 

asemenea un numŁr foarte mare de mutaἪii nonsinonime (4 476) pentru dimensiunea sa, 

indic©nd o adaptare continuŁ a virusului. MutaἪiile nonsinonime  din aceastŁ genŁ pot influenἪa 

asamblarea virionului, stabilitatea genomului Ἠi interacἪiunile cu sistemul imunitar al gazdei. 

Gena ORF1ab codificŁ poliproteine complexe esenἪiale pentru replicarea viralŁ Ἠi are un 

numŁr mare de mutaἪii at©t sinonime (9 157), c©t Ἠi nonsinonime (17 347). Acest fapt reflectŁ 

dimensiunea sa Ἠi importanἪa centralŁ ´n ciclul de viaἪŁ al virusului. TotuἨi, presiunea selectivŁ 

pare a fi mai echilibratŁ dec©t ´n cazul genei Spike, suger©nd cŁ multe mutaἪii nonsinonime din 

aceastŁ regiune pot fi dŁunŁtoare, ´n timp ce altele contribuie la optimizarea replicŁrii virale. 
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Gena E codificŁ o proteinŁ micŁ, dar esenἪialŁ pentru asamblarea Ἠi eliberarea virionilor, 

Ἠi prezintŁ un numŁr foarte mic de mutaἪii sinonime (23). Majoritatea celor 936 de mutaἪii 

nonsinonime reprezintŁ cel mai probabil mutaἪii care apar aleatoriu, dar care nu sunt fixate în 

populaἪia viralŁ. 

Aproape toate mutaἪiile nonsinonime din molecula de acid nucleic corespund unor mutaἪii 

aminoacidice ´n molecula de proteinŁ. Topul celor mai frecvente zece mutaἪii aminoacidice 

identificate pentru fiecare genŁ codantŁ (figura 23) oferŁ o imagine a hotspoturilor de 

variabilitate din proteomul viral Ἠi completeazŁ analiza mutaἪiilor nucleotidice sinonime Ἠi 

nonsinonime din cadrul genomului, permiἪ©nd corelarea directŁ a variabilitŁἪii genetice cu 

potenἪiale consecinἪe funcἪionale asupra proteinelor virale Ἠi implicit asupra biologiei Ἠi 

epidemiologiei virusului. 

 

Figura 23. Top 10 cele mai frecvente mutaἪii aminoacidice din genomul virusului SARS-

CoV-2 

 



74 
 

Proteinele majore, implicate ´n recunoaἨterea de cŁtre sistemul imun Ἠi ´n interacἪiunea 

cu celulele gazdei, cum ar fi proteina Spike Ἠi nucleocapsida, prezintŁ acumulŁri semnificative 

de mutaἪii aminoacidice recurente cu frecvenἪe absolute ridicate, ceea ce sugereazŁ modificŁri 

funcἪionale majore ale acestor proteine pe fondul rŁsp©ndirii rapide a anumitor variante virale.  

În paralel, genele ORF1a Ἠi ORF1b prezintŁ Ἠi ele c©teva mutaἪii frecvente, unele asociate 

´n literatura de specialitate cu modificŁri ´n eficienἪa replicŁrii ´n celulele-gazdŁ. Celelalte gene, 

´n general mai scurte Ἠi cu roluri mai puἪin esenἪiale ´n ciclul replicativ, manifestŁ ´n anumite 

poziἪii mutaἪii cu o frecvenἪŁ mare, ceea ce ar putea determina anumite avantaje selective legate 

de evaziunea imunŁ sau de interacἪiunea proteinelor virale cu mecanismele antivirale ale gazdei. 

Unele dintre aceste mutaἪii se asociazŁ cu deleἪii, cu inserἪii sau cu codoni stop prematuri, 

indicând evenimente de trunchiere proteicŁ ce pot altera sau aboli funcἪii accesorii, fenomen 

raportat în epidemiologia SARS-CoV-2. 

DiferenἪele mari ´ntre gene ´n ceea ce priveἨte distribuἪia Ἠi frecvenἪa mutaἪiilor sugereazŁ 

cŁ peisajul evolutiv al virusului este puternic influenἪat de rolul funcἪional al fiecŁrei proteine, 

de gradul de expunere la presiunea imunŁ Ἠi de constrângerile structurale impuse de menἪinerea 

integritŁἪii complexelor proteice. 

MutaἪii semnificative. MutaἪiile cu impact funcἪional semnificativ pot modifica 

proprietŁἪi esenἪiale ale virusului precum transmisibilitatea, capacitatea de evadare imunŁ Ἠi 

rŁspunsul la terapii antivirale sau la anticorpi monoclonali. Acestea nu sunt doar mutaἪii 

aleatorii ale proteinelor virale, ci modificŁri selectate Ἠi fixate ´n populaἪia viralŁ datoritŁ 

avantajelor competitive majore pe care le conferŁ. Ele se ´nt©lnesc frecvent la variantele de 

´ngrijorare (VOC) Ἠi reprezintŁ adaptarea virusului la utilizarea pe scarŁ largŁ a mŁsurilor de 

prevenἪie Ἠi tratament. 

Cele mai relevante mutaἪii cu impact funcἪional major, identificate ´n setul de date 

analizat, sunt prezentate în tabelul 1 Ἠi 2, Anexa 3 Ἠi includ, în mare parte, modificŁri 

caracteristice variantelor VOC. 

SubstituἪia D614G, detectatŁ ´n 711 de secvenἪe analizate, este una dintre cele mai 

timpurii Ἠi semnificative mutaἪii ´n proteina Spike care a devenit rapid dominantŁ la nivel global 

ca urmare a creἨterii transmisibilitŁἪii Ἠi a infecἪiozitŁἪii virusului. AceastŁ substituἪia 

stabilizeazŁ proteina Spike facilit©nd legarea la receptorul ACE2 Ἠi fuziunea membranei. 

SubstituἪia P13L, localizatŁ ´n nucleocapsidŁ, a fost depistatŁ ´n 664 de probe. DeἨi 

impactul direct al P13L nu este pe deplin elucidat, poziἪia sa sugereazŁ o influenἪŁ asupra 

stabilitŁἪii ARN-ului viral sau a interacἪiunilor proteinei N cu alte componente virale sau 

celulare. Este Ἠtiut cŁ proteina N este multifuncἪionalŁ, esenἪialŁ pentru replicarea ARN-ului 

viral Ἠi evaziunea rŁspunsului imun al gazdei.  
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Alte modificŁri semnificative localizate ´n proteina S sunt urmŁtoarele: N764K, K417N, 

T478K, N440K. SubstituἪia N764K, detectatŁ ´n 657 de secvenἪe, genereazŁ situsuri de clivaj 

pentru proteaza SKI-1/S1P, contribuind la creἨterea infecἪiozitŁἪii. K417N, identificatŁ ´n 652 

de secvenἪe, este situatŁ ´n regiunea RBD a proteinei Spike Ἠi ajutŁ la evaziunea imunŁ prin 

modificarea afinitŁἪii de legare a anticorpilor la RBD, fiind o mutaἪie-cheie în varianta Beta. 

T478K, depistatŁ ´n 649 de izolate, la fel este situatŁ ´n regiunea RBD a proteinei Spike Ἠi a fost 

frecventŁ ´n varianta Delta Ἠi ´n unele linii Omicron, facilitând evaziunea imunŁ Ἠi influenἪ©nd 

probabil afinitatea legŁrii la receptorul ACE2, sporind astfel transmisibilitatea virusului. 

N440K, determinatŁ ´n 641 de secvenἪe Ἠi care modificŁ proteina S, reduc©nd detectarea Ἠi 

neutralizarea acesteia de cŁtre unii anticorpi, a fost  prezentŁ în diverse linii filogenetice. 

SubstituἪia R203K ´nregistratŁ ´n 636 de secvenἪe, ´n proteina N, coreleazŁ cu o creἨtere 

semnificativŁ a replicŁrii virale. Aminoacizii din poziἪiile 203 Ἠi 204 se aflŁ ´ntr-o regiune 

intrinsec dezordonatŁ a proteinei N, crucialŁ pentru interacἪiunile proteice Ἠi reglarea ciclului 

de viaἪŁ viral. MutaἪia poate optimiza aceste interacἪiuni, facilit©nd replicarea.  

P314L (detectatŁ ´n 633 de secvenἪe) este una dintre cele mai rŁsp©ndite mutaἪii ´n 

genomul SARS-CoV-2 Ἠi serveἨte adesea ca marker filogenetic. LocalizatŁ ´n regiunea 

ORF1ab, aceastŁ mutaἪie ar putea influenἪa rata de elongaἪie a lanἪului de ARN Ἠi stabilitatea 

complexului de replicare, contribuind astfel la fitnessul general al virusului. 

SubstituἪia G204R, identificatŁ ´n 629 de secvenἪe, frecvent ´n coprezenἪŁ cu R203K, 

contribuie la creἨterea replicŁrii virale prin optimizarea organizŁrii ribonucleoproteinei virale. 

AceastŁ combinaἪie de mutaἪii ´n proteina N a fost asociatŁ cu o virulenἪŁ sporitŁ ´n anumite 

variante.  

Printre mutaἪiile semnificative localizate ´n proteina Spike se numŁrŁ urmŁtoarele: 

P681H, G142D, S373P, E484A, S371F, N501Y, L452R, Q493R, Y144del, P681R, S371L, 

E484K, R346K. MutaἪia P681H, detectatŁ ´n 619 secvenἪe Ἠi specificŁ pentru varianta Alpha, 

faciliteazŁ fuziunea viralŁ cu membranele celulare, contribuind astfel la o transmisibilitate 

sporitŁ. 

G142D, depistatŁ ´n 614 probe Ἠi localizatŁ ´n domeniul N-terminal (NTD) al proteinei 

Spike, este implicatŁ ´n evaziunea imunŁ, modific©nd epitopi recunoscuἪi de anumite clase de 

anticorpi neutralizanἪi. 

S373P, identificatŁ ´n 588 de secvenἪe Ἠi specificŁ variantelor Omicron, are un impact în 

anumite schimbŁri conformaἪionale RBD, facilitând legarea la ACE2 Ἠi reducând recunoaἨterea 

de cŁtre anticorpi. 

E484A, întâlnitŁ ´n 552 de probe, contribuie la evaziunea imunŁ, modificŁ epitopii 

recunoscuἪi de anticorpii generaἪi prin infecἪie naturalŁ sau vaccinare.  
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S371F, detectatŁ ´n 496 de probe, este o mutaἪie caracteristicŁ pentru varianta Omicron Ἠi 

contribuie la modificŁrile de conformaἪie RBD Ἠi la evaziunea imunŁ. 

N501Y, prezentŁ în 453 de secvenἪe, este consideratŁ o mutaἪie emblematicŁ ´n proteina 

Spike care creἨte semnificativ afinitatea de legare a virusului la receptorul uman ACE2. Fiind 

o mutaἪie-cheie ´n variantele Alpha, Beta, Gamma Ἠi, ulterior, în Omicron, a avut un rol 

important în rŁsp©ndirea pandemiei. 

L452R, identificatŁ ´n 257 de probe, a fost o mutaἪie definitorie pentru varianta Delta, 

fiind asociatŁ cu o transmisibilitate crescutŁ Ἠi o rezistenἪŁ parἪialŁ la anticorpi. 

Q493R (216 secvenἪe), similarŁ cu Q493K, a fost identificatŁ ´n variantele Omicron Ἠi 

moduleazŁ recunoaἨterea de cŁtre anticorpi. 

Y144del, detectatŁ ´n 125 de probe, este o deleἪie implicatŁ ´n evaziunea imunŁ prin 

eliminarea unor epitopi recunoscuἪi de anumite clase de anticorpi neutralizanἪi. 

P681R (identificatŁ ´n 110 secvenἪe), prezentŁ ´n variantele Delta Ἠi Omicron, induce o 

creἨtere a infecἪiozitŁἪii Ἠi a transmisibilitŁἪii. 

S371L, ´nregistratŁ în 92 de secvenἪe, în special la varianta Omicron, Ἠi similarŁ cu 

S371F, contribuie la modificŁri structurale ale domeniului de legare la receptor. 

E484K, depistatŁ ´n 60 de secvenἪe, este o mutaἪie care reduce semnificativ neutralizarea 

de cŁtre anticorpi, at©t de cei induἨi de vaccin, c©t Ἠi de cei postinfecἪie. PrezentŁ ´n variante 

precum Beta Ἠi Gamma, contribuie la fenomenul de immune escape care permite reinfecἪia Ἠi 

reduce eficacitatea unor tratamente cu anticorpi monoclonali. 

R346K, prezentŁ în 48 de probe, se ´nt©lneἨte ´n special ´n varianta Omicron Ἠi este 

asociatŁ cu o evaziune imunŁ semnificativŁ at©t faἪŁ de anticorpii generaἪi de infecἪii, c©t Ἠi de 

vaccinuri. 

R203M, localizatŁ ´n proteina N Ἠi detectatŁ ´n 49 de secvenἪe, este similarŁ cu R203K, 

fiind implicatŁ ´n creἨterea replicŁrii virale. 

Analiza mutaἪiilor cu impact funcἪional major evidenἪiazŁ o concentrare a modificŁrilor 

´n proteina Spike, reflect©nd importanἪa acesteia ca determinant central al adaptabilitŁἪii virale 

Ἠi al rŁspunsului imun. MutaἪiile localizate ´n domeniul RBD (precum N501Y, L452R, Q493R, 

E484A/K Ἠi S371F/L) modificŁ direct afinitatea pentru receptorul ACE2 Ἠi concomitent 

altereazŁ recunoaἨterea de cŁtre anticorpii neutralizanἪi, facilit©nd fenomenele de immune 

escape. Unele dintre acestea, cum este cazul N501Y Ἠi L452R, au fost mutaἪii definitorii pentru 

variantele Alpha Ἠi Delta contribuind la creἨterea transmisibilitŁἪii Ἠi la diseminarea rapidŁ a 

virusului la nivel global. Alte substituἪii precum E484A Ἠi E484K influenἪeazŁ epitopii 

recunoscuἪi de anticorpii postinfecἪie sau postvaccinare, cresc©nd riscul de reinfecἪie Ἠi 

reduc©nd eficienἪa unor terapii cu anticorpi monoclonali. 
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MutaἪii private (mutaἪii specifice genomurilor din Republica Moldova). Acest tip de 

mutaἪii sunt caracteristice numai pentru tulpinile virusului care circulŁ pe teritoriul Republicii 

Moldova Ἠi care nu au fost sau au fost extrem de rar detectate ´n alte ἪŁri. Luând în considerare 

faptul cŁ aceste mutaἪii pot fi rezultatul unei erori de asamblare a genomului, ´n cadrul acestui 

studiu au fost analizate numai acele mutaἪii private care au apŁrut frecvent ´n secvenἪele 

analizate. Astfel, analiza statisticŁ a cazurilor de mutaἪii private evaluate ́ n funcἪie de varianta 

OMS a virusului SARS-CoV-2 a evidenἪiat o diferenἪŁ semnificativŁ în zece mutaἪii private, 

având valori p <0,05, cele mai des întâlnite fiind interpretate. 

MutaἪia A23048G, care presupune înlocuirea guaninei G cu adenina A ´n poziἪia 23048, 

a fost detectatŁ în 80 (10,9 %) de secvenἪe, exclusiv ´n varianta Omicron 80 (11,8 %) (95 % CI: 

9,3 %, 14 %), valoarea testului statistic fiind 7,0 Ἠi p =0.045. 

MutaἪia T22686C a fost identificatŁ ´n 97 (13,2 %, 95 % CI: 11 %, 16 %) de secvenἪe, 

toate aparἪin©nd variantei Omicron 97 (14,3%, 95 % CI: 12 %, 17 %). Evaluarea comparativŁ 

a testului Chi-pŁtrat a demonstrat diferenἪe statistic semnificative, valoarea testului fiind de 8,7, 

p = 0.015. 

MutaἪia A10447G (n=9), atestatŁ în subliniile variantei Omicron 8 (1,2 %) (95 % CI: 0,37 

%, 2,0 %) Ἠi la o variantŁ recombinantŁ (25,0 %) (95 % CI: 0,00 %, 67 %). Evaluarea 

comparativŁ efectuatŁ prin testul Chi-pŁtrat a evidenἪiat diferenἪe statistic semnificative, 

valoarea testului fiind 19, p = 0,034. 

MutaἪia privatŁ A10449C, localizatŁ în regiunea ORF1ab, a fost identificatŁ predominant 

în varianta Omicron 13 (1,9 %) (95 % CI: 0,88 %, 2,9%) Ἠi ´n secvenἪa variantei recombinantŁ 

(25,0%) (95 % CI: 0,00 %, 67%). Analiza statisticŁ prin aplicarea testului Chi-pŁtrat a evidenἪiat 

o diferenἪŁ semnificativŁ, valorile testului fiind 12, p = 0,048. 

MutaἪia T44C, ´n numŁr de 56 (7,6 %) (95 % CI: 5,7 %, 9,6 %), a fost ´nregistratŁ în 

subliniile variantei Omicron 55 (8,1 %) (95 % CI: 6,0 %, 10,0 %) Ἠi la o variantŁ recombinantŁ 

(25,0 %) (95 % CI: 0,00 %, 67,0 %). Evaluarea comparativŁ cu ajutorul testului Chi-pŁtrat a 

evidenἪiat diferenἪe statistic semnificative, valoarea testului fiind 6,0, p = 0,048. 

Cea mai des întâlnitŁ mutaἪie privatŁ T9344C, localizatŁ ´n regiunea ORF1ab, a fost 

detectatŁ în 280 (38,2 %) (95 % CI: 35 %, 42 %) de secvenἪe Ἠi presupune cŁ timina a fost 

´nlocuitŁ cu citozinŁ ´n poziἪia 9344. Drept urmare, aceastŁ mutaἪie a fost regŁsitŁ exclusiv ´n 

varianta Omicron 280 (41,2 %) (95 % CI: 37 %, 45 %). Analiza statisticŁ cu ajutorul testului 

Chi-pŁtrat a evidenἪiat diferenἪe statistic semnificative, valoarea testului fiind 35 Ἠi p <0,001. 

Trebuie menἪionat faptul cŁ virusul SARS-CoV-2 continuŁ sŁ evolueze, dob©ndind 

diverse mutaἪii, inclusiv private, care adesea ´i modificŁ proprietŁἪile fenotipice, ceea ce 

influenἪeazŁ negativ eficacitatea vaccinurilor Ἠi a metodelor de tratament existente. Prin urmare, 
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´nἪelegerea Ἠi explicarea rŁsp©ndirii Ἠi a evoluἪiei virusului SARS-CoV-2 sunt esenἪiale pentru 

dezvoltarea Ἠi perfecἪionarea vaccinurilor, Ἠi ´mbunŁtŁἪirea strategiilor de sŁnŁtate publicŁ. 

Analiza statisticŁ a tuturor mutaἪiiŁlor private evaluate ´n funcἪie de varianta OMS a 

virusului SARS-CoV-2 este interpretatŁ ´n tabelul 2,Anexa 1. 

3.4. Dinamica evoluἪiei SARS-CoV-2 Ἠi implicaἪiile asupra scorului de evadare 

imunŁ RBD 

EvoluἪia continuŁ a SARS-CoV-2 poate perturba recunoaἨterea virusului de cŁtre 

imunitatea mediatŁ de anticorpi la om. Pentru evaluarea rolului substituἪiilor aminoacidice în 

legarea proteinei RBD a virusului SARS-CoV-2 de receptorul ACE2 al gazdei a fost efectuatŁ 

analiza dinamicii moleculare a virusului ´n complex cu ACE2 uman Ἠi caracterizarea influenἪei 

diferitor mutaἪii asupra stabilitŁἪii complexului proteic, iar în vederea determinŁrii dependenἪei 

tuturor mutaἪiilor aminoacizilor din RBD care evitŁ legarea cu fiecare anticorp a fost analizat 

arborele filogenetic al virusului SARS-CoV-2. 

În urma analizei arborelui filogenetic al virusului SARS-CoV-2, construit ´n funcἪie de 

scorul de afinitate ACE2, s-a observat o tendinἪŁ de creἨtere a acestuia la tulpinile cu cel mai 

mare numŁr de mutaἪii. Astfel, scorul de afinitate ACE2 creἨte la probele cu 60-80 de mutaἪii, 

cu vârful de creἨtere ´n regiunea 120-130 de mutaἪii (figura 24).  

 

Figura 24. Arborele filogenetic al izolatelor SARS-CoV-2 ´n funcἪie de scorul de afinitate 

ACE-2 

 

Conform graficului, se observŁ o creἨtere bruscŁ a scorului de afinitate ACE2 la varianta 

Omicron ´n comparaἪie cu varianta Delta (21I, 21J) Ἠi o tendinἪŁ clarŁ de creἨtere a acestuia la 

subliniile variantei Omicron, ceea ce se explicŁ prin faptul cŁ virusul a devenit mai contagios. 

Din cladele variantei Omicron un scor de afinitate ACE2 scŁzut a fost determinat pentru cladele 
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24B Ἠi 24C, moderat scŁzut pentru cladele 21L, 22B, 24E, 24G Ἠi moderat crescut pentru cladele 

23A Ἠi 23D.  

Rezultatele obἪinute aratŁ cŁ legarea la ACE2 este o caracteristicŁ extrem de evolutivŁ. 

Ċn aproape toate cazurile ´n care RBD se leagŁ de un anumit ACE2, existŁ mutaἪii aminoacidice 

care o ́ mbunŁtŁἪesc de c©teva ori. Faptul cŁ legarea la ACE2 poate fi uἨor sporitŁ de mutaἪie a 

fost observat la apariἪia diferitor sublinii ale variantei Omicron, caracterizatŁ prin numeroase 

mutaἪii ´n genomul sŁu. 

Un aspect crucial ´n monitorizarea evoluἪiei SARS-CoV-2 este identificarea 

evenimentelor de recombinare geneticŁ, deoarece acestea pot duce la apariἪia unor noi tulpini 

virale cu virulenἪŁ Ἠi caracteristici alterate. Ċn patru din probele investigate a fost identificat 

ARN viral recombinant, dar nu a fost observatŁ vreo modificare a scorului de afinitate ACE2 

Ἠi eventual fŁrŁ consecinἪe epidemiologice. 

În urma analizei scorului de evadare imunŁ RBD ´n funcἪie de dinamica evoluἪiei 

virusului SARS-CoV-2 s-a constatat o dependenἪŁ clarŁ ´ntre evoluἪia virusului Ἠi apariἪia de 

noi variante de la indicatorul de evadare imunŁ. Astfel, ´n cladele 21I, 22A, 22B, 22C, 22D, 

22E indicatorul de evadare imunŁ a variat de la 0 la 1,0. Spectrul de evadare de la rŁspunsul 

imun provocat de mutaἪii s-a schimbat semnificativ în timp. În special, indicatorul de evadare 

imunŁ RBD a ´nceput sŁ creascŁ la variantele din cladele 22F, 23A, 23B, 23C, 23D, 23E, 23F, 

23G, 23H, atingând un scor de evadare imunŁ RBD de la 1,0 la 1,4. La variantele 23I, 24A, 

24B, 24C, 24E, 24G Ἠi la cea recombinantŁ, scorul de evadare imunŁ RBD a ´nregistrat valori 

în intervalul de la 1,4 la 1,962 (figura 25). 

 
Figura 25. Scorul de evadare imunŁ RBD ´n funcἪie de dinamica evoluἪiei virusului 

SARS-CoV-2 

 



80 
 

Analiza scorului de evadare imunŁ RBD ´n funcἪie de dinamica evoluἪiei virusului SARS-

CoV-2 a arŁtat cŁ at©t evitarea rŁspunsului imun, c©t Ἠi afinitatea pentru legarea la ACE2 

coreleazŁ independent cu frecvenἪa mutaἪiilor. Este de remarcat faptul cŁ evitarea rŁspunsului 

imun a prezentat cei mai mari coeficienἪi (punctele colorate ´n toate nuanἪele de roἨu ´n figura 

25) în 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 ´n 2024 Ἠi confirmŁ cŁ 

subvariantele recente ale variantei Omicron au prezentat o ratŁ mai mare de evaziune de la 

anticorpi, ´n comparaἪie cu variantele anterioare ale virusului SARS-CoV-2. 

3.5. Concluzii la capitolul 3  

1. Analiza filogeneticŁ a izolatelor virusului SARS-CoV-2, circulante pe teritoriul 

Republicii Moldova în perioada 2021-2024, a demonstrat prevalenἪa variantei Omicron 

(B.1.1.529). Din cele 733 de secvenἪe analizate, 680 (92,77 %) aparἪin variantei Omicron, 49 

(6,7 %) ï variantei Delta (B.1.617.2) Ἠi patru (0,6 %) ï variantei recombinante.  

2. Varianta Omicron, conform analizei bioinformatice a secvenἪelor genomului virusului 

SARS-CoV-2, a apŁrut pe teritoriul ἪŁrii la începutul anului 2022, înlocuind varianta Delta. 

3. Studierea relaἪiei dintre numŁrul de persoane pozitive COVID-19 ´n Ἠi distribuἪia liniilor 

genetice ale virusului SARS-CoV-2 a arŁtat cŁ apariἪia ´n populaἪie a unei noi variante de 

mutaἪie a provocat majorarea numŁrul de infectŁri Ἠi, respectiv, un nou val epidemic. 

4. Analiza comparativŁ a variantelor SARS-CoV-2 a demonstrat cŁ evoluἪia virusului Ἠi 

modificŁrile genomice ale acestuia au fost determinate în principal de substituἪii, în medie 72,6 

± 21,1 per genom, urmate de deleἪii, în medie 48,6 ± 20,1 per genom, Ἠi mai rar de inserἪii cu 

DCC, ́ n medie 4,5 Ñ 8,3 Ἠi, respectiv, 1,7 ± 2,2 per genom. 

5. În secvenἪele genomice ale SARS-CoV-2 obἪinute au fost identificate 13 672 de mutaἪii 

sinonime, care provoacŁ schimbarea aminoacidului codificat Ἠi 54 080 de mutaἪii nonsinonime, 

care cauzeazŁ apariἪia unui codon stop prematur Ἠi biosinteza unor proteine incomplete. 

6. Depistarea în secvenἪele genomice ale SARS-CoV-2 analizate de mutaἪii private 

caracteristice numai pentru tulpinile circulante pe teritoriul Republicii Moldova ilustreazŁ 

evoluἪia genomului virusului la nivel naἪional. Analiza statisticŁ a evidenἪiat o diferenἪŁ 

semnificativŁ pentru zece mutaἪii private, cu valori p< 0,05.  

7. Determinarea în eἨantioanele analizate a tendinἪei de creἨtere a scorului de afinitate 

ACE2 la tulpinile cu cel mai mare numŁr de mutaἪii este o dovadŁ a sporirii capacitŁἪii de 

infectare a virusului odatŁ cu creἨterea numŁrului de mutaἪii. 

8. Rezultatele obἪinute demonstreazŁ elocvent cŁ evoluἪia a virusului SARS-CoV-2 la 

nivel naἪional ´n perioada pandemicŁ Ἠi postpandemicŁ continuŁ. De aceea, pentru a perfecἪiona 

mŁsurile de control a rŁsp©ndirii virusului este importantŁ monitorizarea genomicŁ a acestuia. 
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4. MONITORIZAREA GENETICŀ A VIRUSULUI SARS-CoV-2 ÎN 

APELE UZATE  PRIN SECVENŝIEREA ĊNTREGULUI GENOM 

4.1. Supravegherea genomicŁ a SARS-CoV-2 în apele uzate ca alternativŁ de 

monitorizare a evoluἪiei virusului ´n Republica Moldova 

Supravegherea genomicŁ a virusului SARS-CoV-2 în apele uzate este o noutate pentru 

Republica Moldova Ἠi oferŁ noi posibilitŁἪi pentru supravegherea circulaἪiei SARS-CoV-2 în 

r©ndul populaἪiei umanŁ Ἠi pentru  realizarea cercetŁrilor ἨtiinἪifice ulterioare cu privire la 

circulaἪia virusului pe teritoriul republicii. Ċnvestigarea probelor de mediu a devenit 

indispensabilŁ ´n contextul ´n care testarea individualŁ pentru COVID-19 a devenit sporadicŁ 

Ἠi inconsistentŁ odatŁ cu ´ncetarea pandemiei, iar oboseala postpandemicŁ Ἠi scŁderea 

interesului populaἪiei faἪŁ de mŁsurile de sŁnŁtate publicŁ se resimt tot mai accentuat.  Este 

necesar de subliniat faptul cŁ datele de secvenἪiere a genomului SARS-CoV-2 din probele de 

ape uzate au fost fost calificate ca eligibile pentru rularea instrumentului Freyja Ἠi identificarea 

liniilor virale, deἨi au fost obἪinute date de calitate scŁzutŁ din cauza diluἪiei ridicate Ἠi a 

deteriorŁrii mecanice a virusului ´n apŁ.  

Rezultatele obἪinute la sf©rἨitul anului 2024 ´n urma secvenἪierii genomice a probelor de 

ape uzate au arŁtat cŁ acoperirea genomului a fost de peste 75 % pentru proba umanŁ Ἠi sub 25 

% pentru majoritatea probelor de apŁ uzatŁ, iar procentul GC s-a menἪinut în jurul valorii de 40 

%. Acoperirea de secvenἪiere a probelor analizate ´n funcἪie de poziἪia genomicŁ este prezentatŁ 

în figura 26.  

 
Figura 26. Acoperirea de secvenἪiere a probelor de ape uzate analizate Ἠi secvenἪiate ´n 

anul 2024 [24] 
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Ċn grafic este ilustratŁ acoperirea secvenἪierii pe ´ntregul genom al virusului SARS-CoV-2 

pentru probele analizate de apŁ uzate Ἠi o probŁ umanŁ de control (faἪeta SHuman_S24_L001). 

Axa Y indicŁ numŁrului de citiri mapate la fiecare poziἪie genomicŁ, linia roἨie orizontalŁ 

corespunde cu pragul de 200 de citiri. Axa X aratŁ poziἪia genomicŁ de-a lungul genomului 

SARS-CoV-2 (poziἪia nucleotidelor). Fiecare faἪetŁ corespunde unei probe individuale. 

Chiar dacŁ au fost prezenἪi factori limitatori ai interpretŁrii datelor cum ar fi acoperirea 

insuficientŁ a genomului viral ´n probele de ape uzate, analiza bioinformaticŁ a permis 

detectarea Ἠi cuantificarea variantelor prin utilizarea instrumentelor avansate precum algoritmul 

de aliniere Minimap Ἠi algoritmul de demultiplexare a liniilor virale Freyja.    

În urma analizei bioinformatice a probelor de ape uzate secvenἪiate ´n anul 2024 au fost 

identificate 32 de linii genetice în baza sistemului de clasificare Pango Lineages, utilizat la 

nivel global pentru monitorizarea evoluἪiei virusului SARS-CoV-2. Printre linii le identificate 

putem enumera urmŁtoarele:  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 Ἠi abundenἪa acestora ´n timp, sunt reprezentate în 

figura 27.  

 

Figura 27. AbundenἪa Ἠi dinamica ´n timp a liniilor de SARS-CoV-2 identificate în 

probele de ape uzate colectate în mun. ChiἨinŁu ´n perioada septembrie - noiembrie 

2024 [24] 
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În Figura 27 sunt reprezentate variantele identificate Ἠi abundenἪa acestora ´n timp. În 

graficul respectiv, axa Y reprezintŁ proporἪia fiecŁrei variante de mutaἪie a virusului SARS-

CoV-2 din numŁrul total de secvenἪe analizate pentru luna corespunzŁtoare probei (valori de la 

0 pânŁ la 1). Pe axa X este notatŁ luna ́ n care a fost colectatŁ proba (sept.: septembrie, oct.: 

octombrie, nov.: noiembrie). Aceste luni au fost selectate pentru ca reacἪia de secvenἪiere sŁ fie 

posibilŁ în baza concentraἪiilor ridicate a virusului în apele uzate, cu valori Ct pânŁ la 35 din 

rezultatele investigŁrii acestor probe prin reacἪia RT-PCR. Dinamica temporalŁ a liniilor 

genetice identificate în probele analizate (verde ï probe de ape uzate, roz ï probŁ umanŁ 

utilizatŁ ca control pozitiv) este reprezentatŁ de modificŁrile prevalenἪei Ἠi de variaἪia mutaἪiilor 

relevate.  

Analiza dinamicii ´n timp a abundenἪei liniilor virale a permis determinarea Ἠi urmŁrirea 

variantelor persistente pe parcursul celor  trei luni c©nd concentraἪiile virale ´n apele  uzate au 

fost crescute (B.1.177.66), dar Ἠi a celor dominante doar ´n anumite perioade (B.1.1.243, 

B.1.160.32 Ἠi B.1.1.305). Conform datelor din literatura de specialitate [176], unele din linii le 

identificate (B.11) ale virusului SARS-CoV-2 nu mai sunt circulante la nivel global, ceea ce ar 

putea sugera o persistenἪŁ localŁ a acestei linii sau o reintroducere izolatŁ.  Aceste scenarii 

evidenἪiazŁ necesitatea continuŁrii supravegherii genomice ´n scopul ´nἪelegerii mai 

aprofundate a fenomenelor de reapariἪie a variantelor aparent dispŁrute ale virusului SARS-

CoV-2 din circulaἪia globalŁ.  

Tot aici putem menἪiona cŁ varianta virusului SARS-CoV-2 JN.1.1.1, detectatŁ în proba 

umanŁ de control ce a fost colectatŁ ´n luna august 2024, nu a fost identificatŁ ´n probele de 

mediu din lunile urmŁtoare. Acest fapt poate indica fie încetarea circulaἪiei acestei variante ´n 

comunitate, fie o concentraἪie insuficientŁ pentru a fi detectatŁ ´n fluxul de ape uzate, aceste 

obsevaἪii sunt corelate într-o anumitŁ mŁsurŁ cu evoluἪia liniei JN.1.1.1 la nivel global [177]. 

Fiecare grafic individual din figura 27 reprezintŁ dinamica unei linii care a circulat ´n 

toamna anului 2024 în mun. ChiἨinŁu. Pe axa X sunt notate lunile de colectare a probelor de 

ape  uzate (septembrie, octombrie Ἠi noiembrie 2024), iar pe axa  Y ï abundenἪa fiecŁrei variante 

în probele analizate (0-1). Ċn baza acestei figuri putem afirma cŁ printre cele mai abundente linii 

genetice detectate se numŁrŁ B.1.177.66; B.1.1.243; B.1.160.32; B.1.1.305 s.a. Varianta 

B.1.177.66 predominŁ ´n mai multe probe ´n mod repetat Ἠi sugereazŁ o circulaἪie intensŁ a 

acesteia în capitala Republicii Moldova, iar celelalte  ´nregistreazŁ o abundenἪŁ ´naltŁ doar în 

anumite perioade de timp.  
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Ultima probŁ de ape  uzate din prima rundŁ de secvenἪiere a fost colectatŁ la data de 22 

noiembrie 2024. Figura 28 Ἠi Tabelul 4 prezintŁ ponderea variantelor identificate la aceastŁ 

probŁ. 

 

Tabelul 4. FrecvenἪa liniilor genetice ale virusului SARS-CoV-2 detectate în proba 

S23_S23_L001 

Denumirea 

probei 

Locul colectŁrii Data 

colectŁrii 

Linia geneticŁ AbundenἪa 
 

S23_S23_L001 

 

StaἪia de epurare din 

mun. ChiἨinŁu 

2024-11-22 B.1.1.45 0.394 

S23_S23_L001 

 

StaἪia de epurare din 

mun. ChiἨinŁu 

2024-11-22 B.11 0.394 

S23_S23_L001 

 

StaἪia de epurare din 

mun. ChiἨinŁu 

2024-11-22 AE.4 0.2 

S23_S23_L001 

 

StaἪia de epurare din 

mun. ChiἨinŁu 

2024-11-22 B.1.382 0.004 

S23_S23_L001 

 

StaἪia de epurare din 

mun. ChiἨinŁu 

2024-11-22 B.1.1.243 0.002 

S23_S23_L001 

 

StaἪia de epurare din 

mun. ChiἨinŁu 

2024-11-22 B.1.606 0.002 

S23_S23_L001 

 

StaἪia de epurare din 

mun. ChiἨinŁu 

2024-11-22 B.1.572 0.002 

 

Ċn proba identificatŁ pe 22 noiembrie 2024 cea mai mare pondere (aprox. 80 %) au avut-o 

variantele B.11 Ἠi B.1.1.45. Conform platformei outbreak.info, [176] linia B.11 a fost detectatŁ 

´n cel puἪin 21 de ἪŁri, în special  din vestul Europei, în India Ἠi pe continentul nord-american, 

fiind ´nsŁ mai puἪin ´nt©lnitŁ ´n Europa de Est. AceastŁ variantŁ viralŁ a mai fost detectatŁ 

anterior la etapele anterioare ale pandemiei, iar prezenἪa sa ´n apele uzate din mun. ChiἨinŁu ´n 

octombrie Ἠi în noiembrie 2024 poate reflecta fie cazuri izolate, fie un proces de circulaἪie 

endemicŁ la scarŁ redusŁ. Aspectele enumerate mai sus evidenἪiazŁ importanἪa continuŁrii 

monitorizŁrii genomice a virusului SARS-CoV-2 inclusiv pentru a identifica posibile 

reintroduceri ale unor variante care par sŁ fi dispŁrut din circulaἪia globalŁ. 

Figura 28 ilustreazŁ cele mai recente linii genetice ale virusului SARS-CoV-2 identificate 

´n apele uzate concordante cu cele detectate ´n probele umane, ceea ce confirmŁ relevanἪa 

supravegherii bazate pe apele uzate pentru evaluarea dinamicii circulaἪiei virale ´n comunitate. 
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Figura 28. Cele mai recente linii genetice ale virusului SARS-CoV-2 identificate în apele 

uzate în comparaἪie cu proba umanŁ 

 

Instrumentul Freyja oferŁ posibilitŁἪi de detectare a tuturor combinaἪiilor de linii genetice 

´n fiecare probŁ Ἠi abundenἪa lor. Cu ajutorul acestui instrument au fost identificate liniile 

genetice B.1.177.66 Ἠi B.1.1.363 cu o abundenἪŁ de 0,75 Ἠi respectiv 0,125, în prima proba 

(S1_S1_L001) de ape uzate analizatŁ. Ċn proba S2_S2_L001 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 Ἠi B.6.8 cu abundenἪa de  0,092, precum 

Ἠi linia B.1.420 cu  abundenἪa de 0,056 (tabelul 5 Ἠi Anexa 10). Toate probele secvenἪiate Ἠi 

analizate au prezentat mai multe linii genetice concomitent cu o abundenἪŁ variatŁ, ´n  funcἪie 

de variantele circulate.  

Aplicarea acestei metode de secvenἪiere a genomului SARS-CoV-2 din probele de ape 

uzate ar putea fi extinsŁ si pentru aplicaἪii metagenomice. 

În contextul crizei globale a bolilor infecἪioase Ἠi a rezistenἪei antimicrobiene ce este în 

continuŁ evoluἪie investigarea apelor uzate devine o posibilitate strategicŁ pentru autoritŁἪile de 

sŁnŁtate publicŁ, oferind date esenἪiale pentru elaborarea de politici preventive Ἠi intervenἪii 

Ἢintite la nivel comunitar.  

Supravegherea genomicŁ a probelor de mediu poate servi atât ca un instrument de alertŁ 

timpurie a perioadelor de circulaἪie ´ntensŁ a virusului sau a emergenἪei variantelor virale de 

îngrijorare, cât Ἠi ca o metodŁ solidŁ de cercetare ce poate fi aplicatŁ ´n cercetarea rezistenἪa la 

antimicrobiene, epidemiologia molecularŁ Ἠi evaluarea riscurilor de mediu.  
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SecvenἪiere Ἠi de analizŁ genomicŁ este un domeniu de perspectivŁ deoarece este ´n 

dezvoltare rapidŁ Ἠi a trecut rapid de la un instrument de cercetare academicŁ la un instrument 

indispensabil al resurselor globale de sŁnŁtate publicŁ, mai ales ´n faἪa provocŁrilor 

epidemiologice actuale Ἠi viitoare. 

 

Tabelul 5. FrecvenἪa liniilor genetice ale virusului SARS-CoV-2 detectate în funcἪie de 

perioada colectŁrii probelor de ape uzate 

Locul 

colectŁrii 

Denumirea 

probei 

Perioada 

colectŁrii 

Linie geneticŁ 

Proba umanŁ S24_S24_L001 2024-08-08 JN.1.1.1 

StaἪia de 

epurare   din 

mun. 

ChiἨinŁu  

S1_S1_L001 2024-09-04 B.1.177.66, B.1.1.363 

S2_S2_L001 2024-09-06 
B.1.104, B.1.431, B.6, B.6.1, B.6.3, 

B.6.4, B.6.5, B.6.6, B.6.8, B.1.420 

S3_S3_L001 2024-09-09 B.1.177.66 

S4_S4_L001 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 

S6_S6_L001 2024-09-20 
B.1.177.66, B.6.1, B.6.3, B.6.4, B.6.5, 

B.6.6, B.1.1.243 

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 

S10_S10_L001 2024-10-04 B.1.177.66 

S11_S11_L001 2024-10-07 B.1.1.305, XT 

S12_S12_L001 2024-10-11 B.1.177.66 

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 

S16_S16_L001 2024-10-25 
B.1.177.66, B.1.579, B.1.1.357, 

B.1.539, B.1.1.243 

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 

 

Ċn anul 2025 au fost secvenἪiate nouŁ probe de ape  uzate (S5-S14) Ἠi  Ἠase probe de material 

clinic uman (S15-S20) ce au fost utilizate ca probe de referinἪŁ (probe de control). În urma 

analizei genomice a fost evidenἪiatŁ, de asemenea, o abundenἪŁ scŁzutŁ (acoperire obἪinutŁ a 

fost mai micŁ de 25 %), ceea ce a complicat procesul de analizŁ bioinformaticŁ. AceastŁ 

acoperire, în pofida impedimentelor, a permis identificarea subliniilor circulante Ἠi 

cuantificarea variantelor SARS-CoV-2 (figura 29).  
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 Probele au fost selectate pe fonul creἨterii  numŁrului de cazuri de SARS-CoV-2 în mun. 

ChiἨinŁu Ἠi a creἨterii  concentraἪiei ARN-ului SARS-CoV-2 în apele  uzate, ceea ce a fŁcut 

posibilŁ selectarea Ἠi secvenἪierea probelor prelevate ´n perioada caldŁ a anului, c©nd numŁrul 

de cazuri de COVID-19 a ´nceput sŁ creascŁ pe teritoriul Republicii Moldova.  

 

Figura 29. Acoperirea de secvenἪiere a probelor de ape uzate analizate Ἠi secvenἪiate ´n 

anul 2025 

 

Procesul de supraveghere genomicŁ a virusului SARS-CoV-2 izolat din apele uzate este 

dificil din punct de vedere tehnic, deoarece ´ncŁrcŁturile virale sunt scŁzute, ARN-ul este foarte 

fragmentat Ἠi inhibitorii PCR prezenἪi ´n probe duc la o acoperire slabŁ a secvenἪierii. Cu toate 

acestea, analiza bioinformaticŁ a secvenἪelor obἪinute a relevat cŁ supravegherea genomicŁ a 

apelor uzate Ἠi a probelor clinice a reflectat modificŁrile abundenἪei liniilor virale SARS-CoV-

2. Pe baza probelor de ape uzate secvenἪiate a fost identificatŁ o nouŁ sublinie a variantei 

Omicron (Varianta XFG ĂStratusò), cu confirmarea Ἠi detectarea aceleiaἨi variante ´n probele 

umane.  
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Conform datelor din figura 30, în 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 ´n concordanἪŁ cu datele OrganizaἪiei Mondiale a SŁnŁtŁἪii pentru perioada 

respectivŁ. 

 

Figura 30. AbundenἪa Ἠi dinamica ´n timp a liniilor de SARS-CoV-2 identificate în 

probele de ape uzate din mun. ChiἨinŁu ´n perioada iunie-august 2025 

 

Analiza datelor obἪinute a demonstrat cŁ prin secvenἪierea apelor uzate se pot identifica 

genotipurile tulpinilor virale SARS-CoV-2 din mun. ChiἨinŁu, ´n special cele care nu au fost 

´ncŁ detectate prin secvenἪierea probelor clinice din cauza adresabilitŁἪii reduse a pacienἪilor ´n 

perioada postpandemicŁ. Printr-o prelevare mai intensivŁ a probelor de ape uzate, aceastŁ 

abordare poate evidenἪia Ἠi modelele de distribuἪie viralŁ ´n cadrul comunitŁἪilor, contribuind 

la ´nἪelegerea mecanismelor de transmitere Ἠi de rŁsp©ndire a bolilor infecἪioase în timpul 

epidemiilor. Cel mai important, rezultatele obἪinute indicŁ faptul cŁ secvenἪierea apelor uzate 

poate detecta genotipuri noi apŁrute de SARS-CoV-2 Ἠi alte virusuri patogene la scarŁ 

populaἪionalŁ. 
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4.2. Analiza comparativŁ a performanἪei instrumentelor Freyja Ἠi Kallisto pentru 

estimarea abundenἪei liniilor SARS-CoV-2 ´n contextual monitorizŁrii apelor uzate 

În apele uzate virusul SARS-CoV-2 este foarte dizolvat Ἠi deteriorat sub acἪiunea diferitor 

agenἪi chimici, înregistrând, drept urmare, concentraἪii virale foarte joase. În acest context, 

pentru analiza Ἠi interpretarea secvenἪelor obἪinute la procesarea probelor de ape uzate este 

nevoie de instrumente veridice Ἠi speciale pentru analiza bioinformaticŁ a datelor. 

Pentru evaluarea performanἪei instrumentelor Freyja Ἠi Kallisto, care reprezintŁ metode 

de analizŁ Ἠi de interpretare a datelor de secvenἪiere a probelor de ape uzate, a fost realizat un 

studiul comparativ al acestora. În acest scop a fost utilizat un set de date sintetice din 42 de 

secvenἪe metagenomice din ape uzate cu compoziἪii cunoscute de linii genetice. Setul de date a 

inclus 11 linii genetice ale virusului SARS-CoV-2: Alpha, Beta, Delta, Epsilon, Eta, Gamma, 

Iota, Kappa, Lambda, Theta Ἠi Zeta. Fiecare probŁ a prezentat aproximativ 1 092 761 de citiri, 

aliniate la genomul de referinἪŁ SARS-CoV-2 NC_045512.2 (tulpina Wuhan-Hu-1). 

CompoziἪia fiecŁrui amestec de probe a fost realizatŁ artificial Ἠi conceputŁ pentru a crea 

un gradient de abundenἪe de linii genetice ´n ´ntregul set de date. Probele 1-10 au conἪinut o 

linie dominantŁ, ´n special Epsilon, la abundenἪe cuprinse ´ntre 90 % Ἠi 98 %; probele 11-21 au 

reprezentat perioade de tranziἪie cu linii mixte Alpha Ἠi Epsilon; probele 22-30 au conἪinut 

amestecuri de Alpha Ἠi de Delta, reprezent©nd apariἪia variantei Delta, iar probele 31-42 au fost 

dominate de varianta Delta la abundenἪe care depŁἨeau 96 %. Acest design a permis testarea 

performanἪei instrumentelor Freyja Ἠi Kallisto la toate nivelurile de abundenἪŁ, de la urme sub 

0,1% p©nŁ la linii dominante peste 90 %. 

Analiza comparativŁ a ambelor instrumente a demonstrat corelaἪii generale puternice 

´ntre abundenἪele prezise Ἠi cele reale, dar cu profiluri de precizie semnificativ diferite. 

Instrumentul Freyja a înregistrat performanἪe excepἪionale cu indicele statistic R² de 0,9793, 

explicând 97,9 % din variaἪia datelor reale, iar corelaἪia Pearson a atins un r egal cu 0,9899 cu 

o valoare p mai micŁ de 2,76 ori 10 la -292, indic©nd o relaἪie liniarŁ extrem de puternicŁ. 

Eroarea absolutŁ medie a fost de doar 0,644 %, ceea ce ´nseamnŁ cŁ predicἪiile tipice s-au abŁtut 

de la valorile reale cu mai puἪin de un punct procentual. Eroarea medie pŁtraticŁ de 3,771 % a 

indicat cŁ au apŁrut erori ocazionale mai mari, dar care au rŁmas limitate. Aceste valori au fost 

calculate pe parcursul a 344 de comparaἪii de linii genetice dupŁ filtrarea mŁsurŁtorilor ´n care 

at©t abundenἪele reale, c©t Ἠi cele prezise au fost sub 0,001% (figura 31). 
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Figura 31. PerformanἪa instrumentului Freyja. SemnificaἪia statisticŁ a abundenἪelor 

prezise Ἠi reale ´n funcἪie de varianta geneticŁ a SARS-CoV-2 

 

Instrumentul Freyja pentru fiecare variantŁ de mutaἪie a virusului SARS-CoV-2 la fel a 

arŁtat cŁ estimŁrile abundenἪei relative a variantelor Alpha (RĮ = 0,945), Delta (R² = 0,996), 

Epsilon (R² = 0,945), Gamma (R² = 0,991), Iota (R² = 0,937), Zeta (R² = 0,737) sunt foarte 

apropiate de abundenἪele relative reale. CorelaἪia Pearson ´n aceste variante a atins r = 0,973 

pentru Alpha, Delta (r = 0,998), Epsilon (r = 0,976), Gamma (r = 0,997), Iota (r = 0,971), Zeta 

(r = 0,974) cu o valoare p mai micŁ de 3,34 pentru Alpha, Delta (p = 8,54), Epsilon (p = 4,38), 

Gamma (p = 1,93), Iota (p = 3,46), Zeta (p = 1,36) Ἠi a evidenἪiat o relaἪie liniarŁ extrem de 

puternicŁ. Rezultatele obἪinute demonstreazŁ performanἪa ´naltŁ a instrumentului Freyja în 

detectarea tulpinilor de SARS-CoV-2 din apele uzate Ἠi utilitatea sa în monitorizarea acestora. 

Pentru a demonstra calitatea rezultatelor obἪinute cu instrumentul Freyja ´n monitorizarea 

apelor uzate, a fost analizatŁ harta termicŁ a erorilor de predicἪie a acestui instrument (figura 

32), pe care casetele albe indicŁ cŁ eroarea de predicἪie a instrumentului nu este semnificativŁ 

(<1 %) faἪŁ de rezultatul aἨteptat.  
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Figura 32. Harta termicŁ (heatmap) a erorilor de predicἪie a instrumentului Freyja  

 

AἨadar, instrumentul Freyja are cea mai mare precizie ´n identificarea abundenἪei relative 

a liniilor genetice ale virusului SARS-CoV-2. 

Instrumentul Kallisto de asemenea a demonstrat o performanἪŁ bunŁ, dar cu o precizie 

substanἪial mai micŁ dec©t instrumentul Freyja, obἪinând un R² de 0,853 Ἠi explicând 85,3 % 

din variaἪia abundenἪelor reale. CorelaἪia Pearson a atins un r egal cu 0,950, cu o valoare p mai 

micŁ de 7,04 ori 10 la -213, reprezent©nd ´n continuare o relaἪie liniarŁ foarte puternicŁ. Cu 

toate acestea, eroarea absolutŁ medie a fost de 4,48 puncte procentuale, de aproximativ Ἠapte 

ori mai mare decât cea a instrumentului Freyja. Eroarea medie pŁtraticŁ a atins 9,28 puncte 

procentuale, fiind substanἪial crescutŁ ´n comparaἪie cu MAE Ἠi indic©nd faptul cŁ erorile 

ocazionale foarte mari au influenἪat semnificativ rezultatul. Aceste rezultate au cuprins toate 

cele 420 de comparaἪii din cele 42 de probe Ἠi zece linii genetice ale SARS-CoV-2 conform 

OMS (figura 33). 
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Figura 33. PerformanἪa instrumentului Kallisto în determinarea semnificaἪiei statistice 

a abundenἪelor prezise Ἠi reale ´n funcἪie de varianta geneticŁ a SARS-CoV-2 

 

PerformanἪa instrumentului Kallisto pentru fiecare variantŁ a virusului SARS-CoV-2 a 

evidenἪiat o diseminare puternicŁ Ἠi vizibilŁ pentru multe variante. SemnificaἪia statisticŁ a 

abundenἪelor prezise Ἠi reale ´n funcἪie de varianta geneticŁ a virusului SARS-CoV-2 a 

evidenἪiat cŁ estimŁrile abundenἪei relative a variantelor Alpha (R² = 0,9230), Delta (R² = 

0,7750), Epsilon (R² = 0.8882), Gamma (R² = 0.8622) au fost apropiate de abundenἪele relative 

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

abundenἪa relativŁ a variantei Beta a fost foarte slabŁ (R²=0,248), iar a variantei Zeta ï negativŁ 

(R²=-10). Punctele colorate pentru fiecare variantŁ geneticŁ foarte des sunt ´ndepŁrtate de linia 

de predicἪie (valori aἨteptate), ceea ce dovedeἨte cŁ acest instrument sistematic subestimeazŁ 

sau sapraestimeazŁ valorile abundenἪei. Acest fapt demonstreazŁ performanἪa mult mai joasŁ a 

instrumentului Kallisto ´n comparaἪie cu instrumentul Freyja. 

Harta termicŁ a erorilor de predicἪie a instrumentului Kallisto diferŁ semnificativ de cea 

a instrumentului Freyja. Aceste grafice aratŁ erorile pentru fiecare probŁ în funcἪie de varianta 
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geneticŁ, dreptunghiurile colorate în roἨu Ἠi în albastru demonstreazŁ eroarea de predicἪie >15% 

(figura 34). 

 
Figura 34. Harta termicŁ (heatmap) a erorilor de predicἪie a instrumentului Kallisto  

 

Harta termicŁ a erorilor de predicἪie a instrumentului Kallisto este foarte coloratŁ, coloane 

întregi au erori sistematice. Varianta Delta în probele 28-42 este coloratŁ ´n albastru, ceea ce 
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demonstreazŁ o eroare de predicἪie >25% Ἠi, deci, subestimatŁ. Varianta Kappa reprezintŁ valori 

crescute pentru probele 29-42, având erori de predicἪie sistematice >13 %. La fel, variantele 

Alpha, Epsilon Ἠi Lambda demonstreazŁ erori de predicἪie > 9 %, ajungând pânŁ la 38 ´n proba 

12.  

CorelaἪia de rang Spearman a relevat o distincἪie importantŁ ´ntre instrumentele Freyja Ἠi 

Kallisto. Instrumentul Freyja a obἪinut un ɟ egal cu 0,953, indic©nd o conservare excelentŁ a 

ordonŁrii rangului chiar Ἠi pentru relaἪii neliniare. Instrumentul Kallisto a obἪinut un ɟ Spearman 

substanἪial mai mic ï 0,646, dovadŁ cŁ instrumentul se luptŁ mai mult cu menἪinerea ordonŁrii 

relative corecte a liniilor genetice, ´n special la abundenἪe scŁzute, unde diferenἪele absolute 

mici se traduc ´n schimbŁri mari de rang. 

Astfel, analiza comparativŁ a acestor douŁ instrumente bioinformatice a demonstrat o 

precizie mai mare a instrumentului Freyja pentru monitorizarea mutaἪiilor genetice ale virusului 

SARS-CoV-2 identificate în apele uzate Ἠi pentru predicἪia valurilor epidemice.  

Datele complete referitoare la evaluarea comparativŁ a performanἪei instrumentelor 

Freyja Ἠi Kallisto, inclusiv rezultatele privind acurateἪea predicἪiilor Ἠi capacitatea de 

deconvoluἪie a variantelor SARS-CoV-2, sunt redate în figura 1 Ἠi 2, Anexa 4. 

4.3. Concluzii la capitolul 4 

1. Monitorizarea genomicŁ a evoluἪiei virusului SARS-CoV-2 prin investigarea apelor uzate 

s-a dovedit a fi o strategie eficientŁ pentru urmŁrirea dinamicii Ἠi prevalenἪei variantelor 

acestuia ´n cadrul unei comunitŁἪi. 

2. Metodele de secvenἪiere a virusului SARS-CoV-2 din apele uzate Ἠi instrumentele 

bioinformatice utilizate (Freyja Ἠi Minimap) au permis identificarea liniilor genetice 

predominante ´n perioada investigatŁ. 

3. În anul 2024 au fost identificate 32 de linii genetice ale virusului SARS-CoV-2 

corespunzŁtoare sistemului de clasificare Pango Lineages, utilizat la nivel global pentru 

monitorizarea evoluἪiei virusului, cu predominarea subliniilor B.1.177.66, B.1.1.243, 

B.1.160.32 Ἠi B.1.1.305. 

4. În perioada iunie-august 2025, liniile predominante ale virusului SARS-CoV-2 în 

Republica Moldova au fost AY.57, BA.3, BF.22, NS.3, NT.1, XFG.12, XP, XFG.5, 

XFG.4, ceea ce este ´n concordanἪŁ cu datele OMS pentru perioada respectivŁ.  

5. Instrumentul Freyja asigurŁ identificarea abundenἪei variantelor genetice ale virusului 

SARS-CoV-2 cu cea mai apropiatŁ de raporturile aἨteptate. 

 

 

 



95 
 

DISCUἩII 

La 5 mai 2023, OMS a declarat sf©rἨitul pandemiei de COVID-19, dar aceasta nu 

´nseamnŁ ca virusul a dispŁrut. Subvariantele SARS-CoV-2, care au un potenἪial ridicat de a 

afecta sŁnŁtatea umanŁ, circulŁ Ἠi în perioada postpandemicŁ. Dificultatea prognozŁrii 

mutaἪiilor genetice ale virusului SARS-CoV-2 este un obstacol semnificativ în supravegherea 

sŁnŁtŁἪii publice [178,179]. 

Astfel, intervenἪiile de sŁnŁtate publicŁ continuŁ sŁ se confrunte probleme majore din 

cauza apariἪiei noilor sublinii ale variantei Omicron, care  ́ ngreuneazŁ diagnosticul, tratamentul 

Ἠi reduc eficacitatea vaccinurilor. 

Pentru lichidarea obstacolelor în supravegherea sŁnŁtŁἪii publice ́ n legŁturŁ cu virusul 

SARS-CoV-2 este necesarŁ monitorizarea permanentŁ a circulaἪiei acestuia Ἠi investigarea 

continuŁ a profilului genetic al variantelor sale. 

Carabelli Ἠi colab., prin implementarea extinsŁ a epidemiologiei genomice virale pe 

perioada pandemicŁ Ἠi postpandemicŁ, au urmŁrit evoluἪia SARS-CoV-2 aproape cŁ în timp 

real [173]. 

Prezentul studiul s-a axat pe monitorizarea circulaἪiei virusului SARS-CoV-2 pe teritoriul 

republicii prin secvenἪierea ´ntregului genom Ἠi analiza filogeneticŁ a rezultatelor obἪinute. Cu 

acest scop au fost izolate 733 de secvenἪe ale virusului SARS-CoV-2 din probe clinice umane 

Ἠi 31 de secvenἪe din ape uzate. În urma analizei acestor secvenἪe au fost stabilite tulpinile virale 

circulante pe teritoriul Republicii Moldova în perioada studiatŁ, mutaἪiile genetice Ἠi 

modificŁrile fenotipice ale acestora. 

Cel mai bine au fost studiate variantele Delta Ἠi Omicron Ἠi subliniile lor, ´n legŁturŁ cu 

ratele crescute de mortalitate Ἠi de morbiditate asociate cu valurile pandemice provocate de 

aceste variante. 

Tulpina Delta, raportatŁ pentru prima datŁ ´n India la sf©rἨitul anului 2020, pe l©ngŁ multe 

caracteristici biologice ale virusului original, posedŁ patru caracteristici majore care o 

diferenἪiazŁ de acesta: ́ncŁrcŁturŁ viralŁ sporitŁ, concentraἪie mare a virusului expirat, ceea ce 

creἨte semnificativ probabilitatea expunerii persoanelor la virus, simptome discrete [175]. 

Aceste caracteristici au fŁcut ca tulpina Delta sŁ fie dificil de prevenit, multe mŁsuri de 

protecἪie fiind ineficiente. NumŁrul mare de rezultate experimentale au arŁtat cŁ metodele 

utilizate pentru prevenirea Ἠi tratamentul infecἪiei cu aceastŁ tulpinŁ (B.1.617.2), precum 

plasma convalescentŁ, anumiἪi anticorpi monoclonali Ἠi unele vaccinuri parἪiale, nu au 

funcἪionat [175,180]. 

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

fost identificatŁ pentru prima datŁ ´n Africa de Sud la sf©rἨitul anului 2021, iar pe teritoriul 
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republicii a fost atestatŁ la începutul anului 2022. Omicron s-a rŁspândit rapid la nivel mondial, 

elimin©nd practic variantele anterioare, cum ar fi Delta, din populaἪiile umane [176,177]. 

Yamasoba D Ἠi colab. au stabilit cŁ în cazul variantei Omicron primele au apŁrut 

urmŁtoarele trei linii : BA.1, BA.2 Ἠi BA.3. Prima a devenit  dominantŁ la nivel global lina BA.1, 

´nlocuitŁ în scurt timp de BA.2. Atât BA.2, cât Ἠi subliniile descendente, inclusiv BA.4 Ἠi BA.5, 

s-au diversificat rapid, gener©nd numeroase variante. De la ´nceputul anului 2022 p©nŁ ´n 

prezent aproape toate variantele circulante ale virusului SARS-CoV-2 sunt descendentele liniei 

BA.2 [178]. 

Rezultatele studiului nostru confirmŁ faptul cŁ virusul SARS-CoV-2 a suferit mai multe 

modificŁri genetice Ἠi continuŁ sŁ muteze, Ἠi sŁ genereze variante noi. Seria de variante mutante 

generate de virus în timpul pandemiei Ἠi în perioada postpandemicŁ au influenἪat direct nivelul 

morbiditŁἪii, provocând mai multe valuri epidemice. Majoritatea mutaἪiilor au vizat gena S, 

ceea ce a afectat semnificativ patogeneza virusului, deoarece proteina Spike, codificatŁ de 

aceastŁ genŁ, este responsabilŁ pentru multe procese critice în ciclul de replicare al virusului.  

În cadrul studiului au fost descoperite patru secvenἪe recombinante care pot ´nsemna fie 

o mutaἪie a virusului ´n interiorul ἪŁrii, fie cŁ aceἨti pacienἪi au fost infectaἪi simultan cu douŁ 

sublinii care au format în final linii recombinante. 

CercetŁrile la nivel internaἪional au constatat cŁ circulaἪia mai multor variante genetice 

ale virusului SARS-CoV-2 au generat variante recombinante. Yi Ἠi colab. au demonstrat cŁ 

recombinarea ´ntre linii evolutiv ´ndepŁrtate sau linii str©ns ´nrudite poate determina evoluἪia 

SARS-CoV-2 Ἠi are potenἪialul de a duce la o nouŁ tulpinŁ predominantŁ, dovadŁ cŁ 

recombinarea joacŁ un rol important ´n evoluἪia SARS-CoV-2 [179]. 

Conform rezultatelor prezentului studiu, în secvenἪele analizate au fost observate diferite 

clase de mutaἪii, precum substituἪii, deleἪii Ἠi inserἪii de nucleotide Ἠi de aminoacizi, deplasarea 

cadrului de citire a genei, mutaἪii nonsinonime Ἠi sinonime, Ἠi private. În majoritatea cazurilor, 

modificŁrile genomice ale virusului SARS-CoV-2 au fost determinate de substituἪii, în medie 

72,6 ± 21,1 de substituἪii per genom, urmate de deleἪii, în medie 48,6 ± 20,1 per genom Ἠi de 

inserἪii cu DCC care au fost detectate foarte rar, în medie 4,5 ± 8,3 Ἠi, respectiv, 1,7 ± 2,2 per 

genom. Cele 13 672 de mutaἪii sinonime Ἠi 54 080 nonsinonime identificate în setul de date 

înregistrate exercitŁ o presiune selectivŁ puternicŁ care favorizeazŁ modificŁrile proteice 

vizibile la nivelul întregului genom, dar cu diferenἪe semnificative de la o genŁ la alta. 

Datele obἪinute de Banu Ἠi colab. ´n 2025 confirmŁ cŁ în variantele Omicron Ἠi Delta, 

detectate Ἠi secvenἪiate în perioada martie 2021-februarie 2022 în Bangladesh, substituἪiile au 

fost mult mai numeroase dec©t deleἪiile Ἠi inserἪiile. Modelele de modificare a nucleotidelor de 

´naltŁ frecvenἪŁ au fost similare (pentru C > T Ἠi A > G) ´n ambele variante, dar diferite ´n unele 
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(de exemplu, G > T, G > A) [180]. PreferinἪele pentru aminoacizi specifici ´n substituἪii Ἠi 

deleἪii variazŁ ´n diferite proteine ale acestor variante, iar studiul impactului lor funcἪional ar 

putea dezvŁlui motivul mutaἪiei Ἠi modificŁrile fenotipice [180]. 

MutaἪiile virusului SARS-CoV-2 identificate ´n secvenἪele analizate în prezentul studiu 

au fost similare cu constatŁrile numeroaselor cercetŁri naἪionale Ἠi internaἪionale precum cele 

efectuate de Banu Ἠi colab. ´n 2025, Mustafa Ἠi colab. în 2024, Aguilar-Martinez Ἠi colab. în 

2024. Rezultatele acestor studii sugereazŁ cŁ virusul SARS-CoV-2 a suferit un Ἠir de mutaἪii 

genetice care au influenἪat direct apariἪia de schimbŁri fenotipice [180,181,182]. 

În perioada postpandemicŁ, ´n timpul scŁderii numŁrului de testŁri ale probelor umane la 

prezenἪa virusului SARS-CoV-2, a fost implementatŁ metoda monitorizŁrii genetice a virusului 

SARS-CoV-2 prin apele uzate colectate de la StaἪia de epurare din min. ChiἨinŁu. 

Spre deosebire de secvenἪierile genomului virusului SARS-CoV-2 din probele clinice, 

utilizate pentru obἪinerea secvenἪelor calitative necesare pentru dezvoltarea vaccinurilor, 

metodelor de tratament Ἠi de diagnostic, secvenἪierea genomului viral din probele din mediu Ἠi 

aplicarea diferitor instrumente de calcul din epidemiologia genomicŁ oferŁ informaἪii despre 

gama de variaἪii genetice circulante ale virusului SARS-CoV-2, despre originea, diseminarea 

Ἠi varietatea acestor genomi, facilitând astfel predicἪia valurilor epidemice. 

Olanda, Australia, Japonia, India, Italia, Spania, Suedia, Bangladesh Ἠi Statele Unite au 

fost printre primele ἪŁri care au raportat detectarea ARN-ului virusului SARS-CoV-2 în apele 

uzate municipale. AceastŁ descoperire ar putea fi o sursŁ de informaἪii, posibil ascunse, despre 

frecvenἪa infecἪiilor cu SARS-CoV-2, precum Ἠi o modalitate eficientŁ din punct de vedere al 

costurilor de screening aleatoriu al multor pacienἪi [183,184,185,186]. 

Pandemia de COVID-19 a evidenἪiat importanἪa epidemiologiei bazate pe ape uzate 

pentru urmŁrirea Ἠi ´nἪelegerea bolilor infecἪioase la nivel mondial. Din 2020, numeroase echipe 

universitare din Canada au organizat Ἠi au derulat cu succes diverse programe de monitorizare 

a markerilor genetici ai SARS-CoV-2 în apele uzate, furniz©nd informaἪii suplimentare 

importante pentru testarea generalŁ pentru COVID-19 [187,188,189]. 

Procesul de secvenἪiere a genomului SARS-CoV-2 din probele de ape uzate realizat în 

cadrul studiului a evidenἪiat potenἪialul supravegherii genomice a acestora pentru monitorizarea 

circulaἪiei virusului la nivel populaἪional. Analiza a permis identificarea liniilor virale Ἠi 

urmŁrirea variantelor circulante, inclusiv ´n r©ndul persoanelor asimptomatice, demonstr©nd 

utilitatea supravegherii apelor uzate ca instrument eficient pentru detectarea timpurie a 

circulaἪiei virale Ἠi susἪinerea mŁsurilor de control al bolilor infecἪioase. 
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CONCLUZII GENERALE  

1. Caracterizarea filogeneticŁ a izolatelor SARS-CoV-2 din Republica Moldova a 

evidenἪiat circulaἪia predominantŁ a variantelor Delta, urmate de Omicron, cu 

schimbarea ulterioarŁ a succesivitŁἪii, predomin©nd subliniile Omicron asupra 

variantelor Delta. Analiza filogeneticŁ a permis identificarea a 21 de clade distincte, 

dintre care 21L, 22B, 22E, 23A, 23D Ἠi 24A au constituit ramificaἪii evolutive majore, 

evidenἪiind localizarea acestora arborii filogenetici globali, precum Ἠi particularitŁἪile 

locale de distribuἪie. 

2. Analiza evoluἪiei genomice a virusului SARS-CoV-2 a demonstrat o dinamicŁ 

acceleratŁ, caracterizatŁ prin acumularea progresivŁ de mutaἪii, predominant ´n regiunile 

codificante ale proteinei Spike. Varianta Omicron a prezentat 140ï150 de 

mutaἪii/genom, comparativ cu aproximativ 40 de mutaἪii ´n varianta Delta (21J), ceea ce 

confirmŁ capacitatea ´naltŁ de adaptare Ἠi diversificare geneticŁ a virusului. 

3. Evaluarea tipurilor de mutaἪii a evidenἪiat predominanἪa substituἪiilor, urmate de deleἪii 

Ἠi inserἪii, cu o frecvenἪŁ semnificativ mai mare ´n varianta Omicron (74,6 Ñ 20,1 

substituἪii/genom). PredominanἪa mutaἪiilor nonsinonime (54080 faἪŁ de 13672 

sinonime) indicŁ modificŁri genetice la nivelul aminoacizilor, influenἪ©nd structura Ἠi 

funcἪia proteinelor virale. AceastŁ distribuἪie este asociatŁ cu creἨterea transmisibilitŁἪii, 

adaptabilitŁἪii Ἠi potenἪialului de evadare imunŁ a virusului. 

4. Dinamica circulaἪiei variantelor SARS-CoV-2 pe teritoriul ἪŁrii a demonstrat o corelaἪie 

directŁ ´ntre tranziἪia de la predominanἪa variantelor Delta la subliniile Omicron Ἠi 

apariἪia valurilor epidemic cu creἨteri semnificative ale numŁrului de cazuri. Integrarea 

datelor genomice cu cele epidemiologice confirmŁ rolul major al diversitŁἪii genotipice 

´n modelarea evoluἪiei epidemiologice, susἪin©nd necesitatea consolidŁrii supravegherii 

genomice pentru detectarea precoce a variantelor SARS-CoV-2. 

5. Monitorizarea SARS-CoV-2 ´n apele uzate din municipiul ChiἨinŁu a demonstrat o 

abordare eficientŁ, sensibilŁ Ἠi precoce de supraveghere epidemiologicŁ, capabilŁ sŁ 

evidenἪieze diversitatea variantelor circulante Ἠi tendinἪele evolutive ale infecἪiei. Ċn 

corelare cu metode bioinformatice performante, aceastŁ metodŁ completeazŁ 

supravegherea clinicŁ Ἠi contribuie la dezvoltarea unui sistem integrat de supraveghere 

genomicŁ. 

6. Rezultatele obἪinute confirmŁ ipoteza cercetŁrii Ἠi demonstreazŁ necesitatea tranziἪiei 

cŁtre un model modern de supraveghere integratŁ a circulaἪiei SARS-CoV-2, 

fundamentat pe corelarea sistematicŁ a datelor genomice, epidemiologice Ἠi de mediu. 
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Caracterizarea complexŁ a dinamicii evolutive a virusului permite identificarea precoce 

a variantelor emergente, contribuind la dezvoltarea unui sistem de sŁnŁtate publicŁ 

predictiv, rezilient Ἠi orientat spre decizii bazate pe dovezi. 

 

RECOMANDŀRI 

1. Dezvoltarea Ἠi implementarea unui sistem integrat de supraveghere genomicŁ a SARS-

CoV-2, bazat pe monitorizarea continuŁ a tulpinilor circulante Ἠi corelarea datelor 

genomice cu cele clinice Ἠi epidemiologice, cu partajarea sistematicŁ a datelor pe 

platforme internaἪionale (ex. GISAID), ´n vederea fundamentŁrii strategiilor de sŁnŁtate 

publicŁ, optimizŁrii intervenἪiilor terapeutice Ἠi profilactice Ἠi creἨterii eficienἪei 

sistemului de sŁnŁtate. 

2. Consolidarea capacitŁἪilor naἪionale de secvenἪiere genomicŁ, prin elaborarea Ἠi 

implementarea unei strategii Ἠi a unui plan naἪional care sŁ includŁ dezvoltarea 

infrastructurii, resurselor umane Ἠi cadrului normativ, precum Ἠi integrarea ´n practica 

de rutinŁ a metodelor inovative, inclusiv supravegherea genomicŁ ´n apele uzate, pentru 

monitorizarea circulaἪiei virale Ἠi anticiparea tendinἪelor epidemiologice. 

3. Valorificarea rezultatelor cercetŁrii Ἠi asigurarea continuitŁἪii investigaἪiilor ἨtiinἪifice, 

prin extinderea supravegherii genomice asupra altor agenἪi patogeni de importanἪŁ 

pentru sŁnŁtatea publicŁ Ἠi integrarea metodelor avansate de analizŁ bioinformaticŁ, ´n 

scopul dezvoltŁrii unui sistem de sŁnŁtate publicŁ predictiv, rezilient Ἠi orientat spre 

decizii bazate pe dovezi. 
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