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INTRODUCERE

Actualitatea temei. La sfar 'Hi t ul anul ui 2019, “n luna
rtspondi mumianouvirasp corbhavirasul sindromului respirator acut sever 2 (SARS
CoV-2)ilumeasa confruntat cu una dintre cele mai
Pe durata a trei ani boadeafectap o p u | a "HR @ O &rd fend iegestrate peste 77811
840 de cazuri coni02636nde deceseHOMSOAHP K]0 mat i v 7

La5 mai 2023, ™MSa a n u n "Hapandenfei@CBNIR-19,| marcand trecerea la
perioada postpandemict dupt talkeeconomrdaemondialee per
Hales i st e me |l o fMreldiie acsehtuatfaptalt eaceast t decl ar a'Hi e
compl et £ -18 deGadeve N> u s u | continut st <circul e,
consecinHele vari 4k de | a o regiune |l a alt

Pe duratapandeméi de COVID19a a putnr urt u mide vanaate ale virusului
SARSCoV-2, care aufavorizat adaptara e v o | watacestdial a | muni t atea
p opul Wndé dntre ele-aur £ s @ @piddin intreaga lumeceea ce a dua evadara
virusului,lad i mi nuar ea e f i cHaeatcidaribr dispordbiledRezaltatéleenhab r
mul tor studi ut a'din iggdmabul eatiantedok SARSOV-2 au un impact

semnificativ asupra structurii proteloev i r adienudHiogeni t £ "Hi i care s
respunsul i munol ogi c[6H8910.Mode zuilctati lle glinet
H @Haprai et eiHt usul ui , cumanarn rfeia iHmf ene diami istm
a r tspungiarlauuimiitmunmut a "Hi i pot of er i un ava
virusul ui de a se riLspOmat ereHiialiwlntderiéec rl eaHt
virusul ui este stroO©ns | egat de & Adest faptc "Hi u

demonstreazt necesit atuariagdouidentdicate ale wrwsului a n t

SARSCoV-2 pentru a furniza n f o r mea€sdire in vederea sprijinirii factorilor de decizie

din domeni ul stntt i #Hit kb rspruabeldpec ppu I[78FH10enib un Lt £ 7
OMS a clasificatvariantele identificate ale virusului SARSCoV-2 in trei grupuri

di stincte: variante de "~ ngrijorare (VOC), v
(VUM) . Ac e a satrte cl Inn@ sbi afizigenaticeddin genomul viral carey i z ea z t
pot en ™ al Jiransinterii’lda veiHtuelreen "He i le/ciurmuusl ualtuiiv,e cHiiz wni

eval ubtr [11121304 cul ui
Intrucat sibvariantele virusului SARSCoV-2 cont i ncule Hilperioada
post panidepaciatcele de variantei Omicron care sunte Xt rem de vari

numeroasecuimpact asupra metodelor deagnosticdetratamentHa e f i vadcieuniloHe i



Deaceean | upta continut -Gyt ftHu ear adiibocescerduia Nn$ A K
trebui e pus pe moni t oaeivod ruéfiddsli rsadlea Hi ei v

Analizagenomului SARSCoV-2pr i n secvemdgene dsigeebl u”
mul tiple aplicaH i, de | devac@nunp®Iinttard eaa | chd otr e
timprealpriind misur il e deAmpLohtrate Hpulblitenul sec
SARSCoV-2 in timpul pandemiei de COVIRQau dus | a o “n'Hel eger e
evol ud tes p Cuirsului, ceea coaf a c e  ppeegenrdaiiitodrelor pandemii

[16,17,1819].

Secven™H erea genomul ui reprezintt una dir
timp real a dinamici. transmiteridi virale
"mpreunt “n clustere CHi prin c orcest@mocesastel or
foarte i mportant pentru identificarea origi

din diferite regi unintrafli a ndienamoesnaflli t tar &n s mi
Practicarea pe larg se c v eiinTitireguiui genoma SARSCoV-2 H dezvoltarea
platformelor de analizb i oi nf or mati ct a rezultatelor ob'F
genomilor viral, accelerand semnificativ progresul in lupta impotriva pandggaiii
Laboratorul virusologicah g e n "Hi e i Na™Hi onal eANSB,primulin St nt
Republica Moldoavaa i ni "Hi a't i nves tGo\gaprie RT-PCR, rpunsele | u i
i nv e s tind cealizdte la 26 februarie 2028t primul caz a fostaportat la 7 martie 2020.
Pri mel e secven H e-CaVv-2alfost realizatéa fineld anului 2028 ¢asd

primele probe biologice au fostvestigatec u aj ut or ul secven’'Hiiat oru
lon Torrent GENEXUS d onat de Uni uQMSiaboEtonluo ANSR{22P3]. Hi
Uni nstrument esenHfli i moptooesula memi tudH

CoV-2 s-au dovedit a fi apele uzate. Studiile efectuateAtiened et al.’H Daughton au
demonst r aCoV-2poateSidee@t” n e xcr e Hi i | eesanpt@natice,le | a
c ©t 'Hi easdimptoinaice,cgenkbrestuia fiind depistaie apeleuzaten e pr el ucr at e
ntmol ul primar. Acest f enome mzatecuab |siunrisatz tv aln
pentru testarea bolilor n f e c'Hiitletiicareaa g e n "Hi | [@4,2526271 z a | i

Dovezi ‘Het demonstirautilitateaesupravegherii SARSoV-2 prin apele uzate
pentru monitorizarea variantelor virale 'Hi
umane28,29,30].

Ast f el ,saHtdieimmHisftirat c¢ct mo n-CdV@prinapalazata vi r

esteo strategie eficientt, aproape “n timp re
dinamica transmiterii COVIEL9 car e pot fi utilizate pentr
publict at©t | a nivel de oraH, c¢©t Hi l a ni
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Problema de cercetareCapaci t atea de anticipare a te

fundamentare rapidt a misurilor de diagnos
|l acunel or existente “"n procesul de si st emat
CoV-2 , evolu™Hia filogenetickt a izolatelor c
epidemi ol ogici. Cn capitol ul de analizt a

aspectele privind mecanismele moleculare de transmitere, clasificaegai ant el or v

experienHele interna™Hi onale " n acest domeni
Scopul lucr btrii
Identificarea variantelor virusului SARSoV-2 cu analiza filogen
circulantepet er i t or i ul Republicidi Mol dova pekWtru
control a morbiddi tt™H i prin COVID

Obiectivelec er cet L r i i

1. Caracteristica fil ogenetdo¢z depstate peotéritoiue | o r
Republicii Moldova.

2. Studierea evol u-@BoW2i cwi rudehwuifiSARSa sub

del e ™i i | or ‘tlidiversdatea gemoeulue \éral Ia mivel global.
3. Analiza dinamici:| edovV-Z2 uHia Hapar vHreiisuhaoi | &
i nvestigarea rel a'Hi ei dintre genotipurile

4. Moni torizarea apelor uzate ca metodt de pi
cu SARSCoV-2.
5. Estimarea impactului diferitor genotipuri virale ale SAR8V-2 cu argumentarea
propunerilor privind diagnosticul de laborator al COVID.
| poteza cercetbtrii

Monitorizarea conti nu#tCo&2 cHir ciud enHi iefii owarr

circulante “"n probe clinice Hi de mediu di
epidemi ol ogict a infec™i il or r aeaiepidemiomn i i Vv
nivel ul de pregttire Hi eficien™Ma rtspunsul

Met odol ogi a generalt a cercetdbrii
Cercetirea sa d e s f t pedoadatanilor 2022025 in cadrul Laboratorului

virusologic alANSP. Materialul studiuluia fostreprezentad e s ecven™Hel e vir

CoV-2 o b "Hi prabé Eologicgegsnel ect ate " n baza criteriilc«
laboratoy pr ecum 'Hi din probele de apele uzate

Cn vederea atingeri. scopul ui cercettbtrii
colectarea Hi cercetarea unui numktr repr ez

11



administrative ale republicii, "n diferite
d e mo g r addifedtegratitidss ever i tate al9 nfec ™ ei COoVvI D

Diversitatea 'Hi p aleSARSICeVR2&ar If o s it iTrigpdoheldg an &
deape uzateinmun.C h i 'Hin petioad®20242 025. Toate i zol atele d
fost selectate din probe pozitive care au
precumPCRI denti fi carea variantel or gesaefdctuat e 'Hi
prin met oda atagmestelar ouejutddil mstremetdrl on Torrent Ge
lllumina MiSeq,folosinddiferite programebioinformatice

Cn scopul determinkrii ‘'Hi selectbrii i ns
probelor de ape uzate, au fesaluaed o u £ metmpdid aFHi eoynjad e( bazat bt
Hi Kal | i st outlizénd untset del data sirdeticen)42 de probe de apezate
con™Hi n©nd amestecur i c derSARSCoVt2edesarinate dé OMS| i n |
( Al pha, Bet a, Del t a, Epsil on, Et a, Gamma,
liniilor au variat de la 90,01%p © ta>99%, ped mo HOwal uar e cupri nz
spectru de detec™i e.

Noutatea Hi originalitatea Htiin™H fickt a

Cn premiert pentraufoRepSbhuta Mekdbvate
particularitbtSile genot i {oVeleirctantpé eneti.porciu

Utilizarea tehnicil orPCRe Isiexlacstgdieactnigniloe c ul a
virusuui SARSCoV-2apernsapr eci erea Ki evaluarea pozi Si
globali, fapte x t rem de | mportant pvausdlui u ar gument ar €
Studiuldatpr ezi nt £ i npgreacetsi cktnud nifurhaicopentr u ¢
pentru intregul sistem medical, adminidggp u bl i ct | ocal t, medi ul
argument Ltrii Ki opt i merzisrpiuin smt sau rilbnlf cerc Sd ea cCo

Ca urmare a r ea#lrniztr aantfichte gepdvagiantele \erusole t
SARSCoV-2 (COVID-19) pe teritoriul Republicii Moldovd i n pr obe cl i nice

I nf oadmeasSpr e secven’ H €oVa Viorsu siauctlitate d& AR S
indicatorideprgn ost i care a di namici i procesul ui epi

pentru elaborarea unor documenger(ot oc oal e c ghiduri), peatru predirtiao n a |

speci al i Ht iabtuderitH omamé&l@memnil orn readdein " HUni ver si
Medi ci nt 'Hi Farmacie ANicolae Testemi Hanuo.
Probl ema Htiin™H fickt aplicativikt de 1 mpor |
in urma acestui studia fost identificat specificué v o | u "Hi e i vQoV-2uiB u | u i

perioada pandemi,ci ddint p desvicapl aueadreertdii cdki ver si t L
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fenotipice a tulpinilorcirculante.A fostd e monstr atafpar nfHi e e rmaddad pi ni
ratei mor bi diprieCAVID-19Ke teroout RejpubliciitMbldeiai

Studiul a demonstrate asemeneaf i cri iediditstrumentuluFreyjapentru analiza
Hi i nterpretarea rezultatelor de secven'Hi er

| mpl ement area practickt a rezultatelor

in baza rezultatelorprezenteic e r ¢ @ tfdstr @laboratghidul de bune practici
ASecven™i erdepr met & gbno Mingadra studiulli a fost eladasst i
doua b r oi’Hhfiormative pent ru st uden’ Hi, medi ci rezider
speciali Hti: ABune pradABaiel ev wreaiveanllH teu rei
bi osiguranHt . G thansecerutbaeceél or studiul u
ASecven™Hi erea -acigiiwirrenudeé eiamisambl u asup
t e hn ol ongréunaeci edpa care aparticipat la elaborarea PCN, a fost actualizat
Protocol ul clinic na’™H onal Al nfley ™i 87(,CN c
Chi Hintu 2025) .

Aprobarea rezultatelor

Met odol ogi a de cercetare Hi deiniregetapel st u
T La Hedi n™Ma Consi | (extrds@Vnr.1lldin L8.0h.2BY3$-a aprobat | A N ¢
tema cercettrii, conduckttorul Htiin™H fic
T Comitetul de Etict a Cercettbrii al USMF
favorabil al Comitetul ui de Etict a Cer
doctorat cu titlul: AMoni-GoU-2i parerasecyvel
“"ntregului genom cu analiza filogenetict
T La Hedin™a Seminarul ui Ht i in™Hi fic de pr

tezei de doctorconmduHtitiom déo nrpldodu@msitidd | ¢ H

indrumareextras din procestierbal nr.2 din 20.12.2023

Cercetarea a fost realizatt “"n Laborator
| aborator “"n stnttate publict al ANSP Hi
genomi ct (cu st atTudz a ea dfi asetc "Hi ies) c watl a tAIN SHi. a |
Htiin™H fic (proces verbal nr . 7 din 18.11. 2
Comi si ei de "~ ndrumar e THi a-venbtdL Hdi nprlilm®ib
He diSre™md nar ul ui K ©313.i Imupoldgie, anicrdbelogie,r vousalogie; 321.
Medicint generalt / 313.02 Microbiologie,
tropical e 'Hi p ar a zverbabdin@?%05.20¢, firdd iecalmand@at & c @
sus Hhnerea publict prin deci ziOhO7.20@(procési ul u

verbal nr.4).
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Participtri cu prezenttri l a conWHO i nHe
Regional Office for Europe and European Centre for Disease Prevention and Control Joint
Annual Hybrid European Influenza and COVID Surveillance MeetingB1 Mayi 2 June
2023, Copenhagen, Denmar k; Conferin™a na'Hi c
Mctual ittt Hi “n pediatrie Hi amompaatl uk £LiHMmunNic
Republ i ca Mol dsoevptoe mb22 e RN, 0 2Bqg n fGhrii Hhi"Hak u'Ht i i
USMF AN. Test e mi "Ha n u 0 ACereetarepa ém omedciHi: stntt at e:
excel en™L 'Hi -2m@e rof cotroomabnr’ited ,RM0128C,o n€ler HniHau ,n a
participare inter Mbhoidarea®@ | &i rcquu r @ e nsetar tctaaktre
provock2rdi onoi2e3mbr i e BRN);2 3ConCheirHinnMau , na "Hi on a
i nt er na Hi on a&ewappraachgsanrhe control oflrespiratory diseases. Integration
of serviced , 2220 decembri e RMXD,nf €hi WMIHAS LM Hiad real

fenomenul rezie n "He i |l a antimicrobiene “n "™Htrile cu
27 i anuari e RMOQdANT eGhiinHHan t'Hit,i i n™Hi fi ct na™Hi on
cugenericul®r evenirea Hi control ul I n f-20 sefiembrieo r a
2024, CRM; 8i mhazi onupr akttiiicn "H\ If écatoug e n eAr@ EcPul | 0
propri ettt ™ii i ntel ect ual ed 16 aprilis202, mud ha RM¥; an Ltcur, e

Participarea la organizaregelieruluir e gi on a | de instruire Pul
genomului bacterian, utilizand | at f or ma [ I 1l umi na Mi Seq 'Hi al

"HEr il or din Europa-2dei BEai e HR R&8blicavolGoratit n & u t
Prezentarea rezultatelor cercetbtrii

Cn baza rezultatel obl ger seaiicderpiiicatainreviste s t

Ht i in™Hi fice (inclrei'snmvr awni atrd iicotl d O dnarétstern st &
naH onal e d eatrcaditole grorrautaa,9 B¢ zumate “"n |l ucr bri
Ht i in™Hi fice na'™Hi onal el3fHar ti in¢ iep nrai'Hi antail we ®©u

|l a conferin™He Hi congr es ed dHdeitificate He ihovatogd o o & "Hi o
opere Htiin™H fice cu dr eptcind acteadaimplementaraim pr c
practict a rezultatelor cercettbtrii

Vol umul THi structura tezei

Teza est @pexgpgwnst dpepe t extr ohiet boanmakimeritefoaie n c | u
de titlu, cuprins, list anexelor, abrevierilor, figurilor, tabelelor, introducere, patru capitole,
concluzi.i geneisdd deer, e f ree d oniiHe n iz inexeo Mateaaui c e
iconografic cuprind&t a b edl2 de figdri.

Cuvinte-cheie:COVID-19, SARSCoV-2, secvenHi ere, NGS, gen

genetickt, variuaaet e de mutaH i, ape
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1.CARACTERI STI CA MOLECULARF A VARI £
EMERGENTE DE SARS-CoV-2 1 | DI AGNOSTI CUL DE LA
AL I NFECHI I LOR DETERMIENATE DE AC

1.1. Biologia virusului SARSCoV-2 . Evol u™Hi a genetict

La 11 martie 20200MS a declarat pandemia deronavirus¢ u n o s ¢ wpandemid i ca
de COVID-19)p r o v ae unindu tip de coronavirlissevere acute respiratory syndrome
related coronavirus 22019nCoV, prescurtat SARE0V-2) [31].

Coronavirusurile sunt virusuri cu genom de acid ribonucleic (ARN) monocatenar,
"nvelite, capabile st infecteze o gamt | ar
domest i ceTr rHL slécdmstmaive ialecoronavirusuribr constau rcapacitatea de a
muta rapid, de-& i modi fica tr opi s mlespdcilosaiecbéado, gdenta
di vergsadtzddee din catHegdei a aei malappt a | a di f el
Acestevirusuri au cel mai mare genom dintre toate virusurile ARdestan u néhdcirca30
000deperechi de bazg2)].

Comitetul I nterna™i onal pentru Taxonomi a
apartenen™™t t ax on oCoV-2 (figural): subgenuSardecovirus §eAuR S
Betacoronavirus subfamila Orthocoronavirinag familia Coronaviridag subordinul
Cornidovirinae, ordinulNidovirales regnuld Orthornavirag realmd Riboviria, grupuld
Viruses

Familia Coronaviridae include patru genuri: Alphacoromvirus ( {CoV),
Betacoronavirug fCoV), Deltacoronavirug € o V )Garimacoronavirué-£o V) . Rel a’F
filogeneti ce f or m8ambecovirussulofdmdiaDithocononadrinde g e n u |

Analiza avhtati vhatumle@k er v oavi-Co ¥ u-&ivbubtr U
liliecii Hi r olg lartao-@ao & -EdVi uwneles peci i de peatultefSeos
genomul ui viral, “amprardnthaitc w-€aMi2t € ArRdé&p o anr t per,
de 7580 % identic cu SARSCoV, fiind mai strans asociat cu difegicoronavirusuri de lilieci
[33,34].
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Grupa C_ viwes D

\ 4

Realm wia/)
4

Regn Cccndle

\ 4

¥

Subordinului Cornidovirinea

¥

ramie (__Coronmiize D
3
050 Subfamilie

¥

\ 4
\ 4

Severe acute respiratory

é Specie syndrome-related coronavirus

(SARS-CoV-2)

. J

Figura 1.Clasficar ea t axonomi c&Co&2 virusul ui ¢

Din coronavirusurile animalecunoscute de peste 80 de ,afc parte virusul
gastroenteriteil transmisibile porcine (TGE'
felin (FCoV). Dout condl@av2i20 Es HIOCAACmMn e ( F
cunoscute Tnainte deardemiade SARSCoV, iar dteled o u £, -NH.Ga3V 'HirHKUIC o V
au fost descoperite Tn 20MD05 in specimete clinice. Conform et i mt rtoate o r
coronavirusurile umane pr ov irQoV, che arlpatealaved i e c
rezervoar eHil ap rroovzdialicespirdteai 3536h

GenomulSARSCoV-2, cu lungimea de- Q2Kb'HcompsdinHase cadre des
citire (ORF, comune pentrtoate speciile deoronaviruy H i 0O serie dodgdne L
29 de proteine, dintre care 16 nestructurale (NSIBP16), necesare pentru realizarea ciclului
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de vlvieuSdlui,patrupr ot ei ne ¢ Gakioc prateiciabxdiari @ORF3a, ORF3b,
ORF 6, ORF7 a, ORF7Db, ORF 8[3738.RF 9 b, ORF9c 'Hi C
Caodificarea proteinelor nestructuraksteresponsabilateaadout cadr e des
citre, ORF 1l a 'Hid eOR Fal Balggnantiuy iarde codificaregproteinelor structurale
respund geeanpelBteulde | a
Cele patru proteine structurale majore ale vilustSARSCoV-2s u n t ur Lt oar
(proteina spiculelosau proteina |gke), E (proteina dé n v eM (pridgina danembrah) Hi
N (proteina nucleocapsed). Proteina N impreuna cu ARM v i r a | formeazt nt
virusului, iar proteineleS,E, M'Hi T "Nn v edcestHigfigura 2)[37,39.

Proteina Spike (S)

Nucleocapsid /
Proteina (N)

Proteina de
membrana (M)

ARN monocatenar
cu sens pozitiv

SARS-CoV-2

Genomul virusului SARS-CoV-2

r T 1
0kb 15kb 30 kb

ORF1la ORF1b

- ..E M| [ 5o
5-UTR 6|I7ul7h 3’-UTR
1 | ,

Proteine nestructurale

Figura2. Structura (A) Hi g-€avemgl! (B) vir
Fiecareproteirt structural  viausului SARS CoV-2 arespecificulstu:
1 ProteinaM,f or ma 23D decaminoaciZHcuma s a mo | e c30 kDaeste de :

Factori accesorii

cea mai mar e pr ot ei nHcareligk pfeoEsmtpea ad asHar wd
si mi | ar taMauvirugunlooMERECG oV Hi-C&¥RSn propwor "Hi e
Hi respdala?.v, 90,1

91 Proteina S (Spike) este un trimer glicoproteu unrol esefidl inp kunderea virusului
in celulag a z i impul infe ¢ t £ r |protemaSr abkée sci ndaaa de
celue-gaz dt $ wb doSut LHBubuBIRted®1, domenid mare al proteinei

S care joact un rol i mpofgtagzndtt ,” n nlcd guadree al
17



Nt ermi nal extracelul ar (NTD) ‘'Hiresponsabil o me r
der ecunoadtaeméHar Bl | a receptor ul ACE2 de
Subunitatea S2 s i gu roic e s ul de fuziune a membrane
permite virusului st i nt ragaddu[87M248.at er i al u

1 Proteina E (proteina den v e,loi H)r ot ei nt € o mp o sM-i08deln mi c
ami noacado zmasHi mol ecul ar £ c,joparcitn subkn “rnotlr ei r
in asamblarea noilor viriofinc e | u | a , grimparécipatead tatk f or mar ea " n
viral al particulelor viraleH i el i ber ar eHimrnaea acedteproteiree | u | |
sl LtbeHt @ nud wiaz iviresaliHa4,45|.

1 Nucleocapsida fproteinaN)j o a ¢ £ e 8 B nfrfldiclbl feplicatival virusului'H i este
un marker serologic extrem de importémtdetectarea acestuia Func ™Hi a pr i
proteinei N este incapsularea genomuluivirAlR&N pentru a evita de
pentru a proteja ARNIl viral de degradareh e  dactorirgazeei. Pr ot ei na N
domenii structurale: domeniul-términal (NTD resturiale aminoacizior 44-1 7 6 )  'Hi
domeniul Gterminal (CTD resturialeaminoacizior 248-369)[46].

Cele'Hsecadredeschisale citire(ORF)c ar e cpmiginefe prindipale ale virusului
sunt aranjate de la a p tb'tlacla p 3t wml ur mérdinea rreeapl i cazt ( ORF .
spike (S), “nveliH (E), membnae®RFt M) eHcodu €t
proteine auxiliaresunt dispersate intre genele structurale.

Majoritatea proteinelor codificate de SAR®V-2 au o | ungi me si mil
C 0or e s p ucodificateadeSARSCoV. Din cele patru gene structurale ale SARS/-2,
peste 90% sunt identice ceele aleSARSC o V, Cu exceeiHa ar geglniec a Se
dout trei mbaldenomalpdi ulHi codifickt o polipr
scindatt proteolitic “n 16 pr oger®iutuevirahiast r u
ARNm Hin replicarea virusului. Majoritatea proteloe nestructuralele SARSCoV-2 au o
identitate depeste 3 a secven'Hei anrdovi[d7a840zi | or cu SAR

Ciclul de replicare al virusului SARS-CoV-22PLt runder ea -@QoV-Rims ul ui
celuelegazdt are |l oc prin imtderaocfHrahaddbtdanvr e
S) Hi receptor i i-gd eicizinpdeadnaersie a angioteosmdi 21(AGER) o r
(figura3).
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Proteina Spike (8)

b
@5 o Proteina nucleocapsidica (N)

Endozom

Eliberarea ARN-
ului viral

Traducerea polipeptidelor

Lanturi polipeptidice . -7

Proteoliza pentru eliberarea .,

proteinelor active ’f;::';f
ARN-polimerazi
.dependenti de ARN
ARN genomic
S
s JRF 32
ARN-uri mesagere ——————— [
subgenomice —M
ORF7a

(.

Figura 3. Mecanismul de replicarea virusului SARS-CoV-2 [50]

Pentru a

Eliberarea virnsului

Replicarea ARN-ului si
traducerea ulterioara

i nt er ac "Higa@arn grategina S a eroselp SAREOW2

Asamblarea virala la
nivelul aparatului Golgi

N

S

Cnrmparh.ment
mtermedur
reticul

Reticul
endoplasmatic

cel u

trebuieactiva tAcest rol revineunor proteazeprecumproteazaserinat r an s me b r an a

(TMPRSS2),0 proteat.serinck.  d e s u pr adren’Eifldi soasilipra lprateirtei $ 0
face capabeculcdlulagaz diuzi une

Dupt adsdezadarithiaea iHiusul ui , dout psarhblagdet ei |
c Lt ribommiiceluleigazdt. Cu ajutorul proteazelor gaz

sunt disociate Tn proteine virale nestructurale mai mici, cumarfiR€lRdp r i nci pal a

codi ficatt

pentrusintezad e ARNM subgenomic

sintezaproteirelor structurale viralgrinp r oc e s u |

se ¢ 0 n ¢ e ninrjwud maleculelor deARN genomic Astfel,
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compartimentudint r e reti cul ul endopl ,smesambl@viridniE R) '+
noi, transportdllpr i n vezicul,di aucpéuédHbShp2e3D42KX0Ci t 02
Ev ol u’Hi -€oV-3. A& 8l ca’Himajoritatea virusurilor ARN, coronavirusurile

evolueazt rapid, pe o0 per i,ocompatabiicdieevenimeniele c upr
de transmitere a virusului Hi dinamica ecol
infectate “n timp, profiluri[5566.de i munitat e

La baza evol u'Hi ei or igrreldaleivinepas Sfiadw i my
acestuia Ele sunt determinate dec hi mbtr i | e mut a HdeoARH,Ifimd ~n n
c asi ficate “n mut a Hi i punct i f or puactifotdie ev e

subsl,i tdEHHe HilesepiHeezi ntt un proces mut a'Hi on
erori de replicare sau de reparare a ARN H pot modifica diverse aspecte ale biologieli
virusului, cum ar fi patereafiehs aat a B¢exanplh e t aHt
del e ™ i a ’-70 a gepeSpikdHh dau s6 91 a vaaamtai ISARBLCo¥-2 Alpha care,
conform rapoartelose distinge printroinfeCHo z i t a t [67,5859,&061f ut Lt

Factorulicheiec ar e det er mi nt unwivitugesat @ ev ietveod a1 "Hniet
in cazul virusuluiSARSCoV-2, aceastaeste de aproximativ 1x19 2 x 16 mut a "Hi i p
nucleotid pe ciclu de replicarplasandesesub intervalul de viteze tipice pentru alte virusuri
ARN, cum ar fi virusul hepatitei C (VHC; ~10x 10°mut a™i i pe nucl eot
replicare) Hi virusul i“mu®odeftiHeci e mpdeinuemma
de replicare]56,62,63].

Recombinareac ont ri bui e “n mod semni fiioclsiviav | a
virusului SARSCoV-2, variantée recombinante alacestuia find nr egi strate “~n

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

aceeaHi celult apar genotipuri hi mere a dol
noi variante uniice demlgiema’idii, dc¢car muitca iMH di
a acestui procss¢cu pbhdiagatrerai vmadi f i ca Hi

transmterea ¢ ©t HB4.vi r ul en "Ha

Substiatuu Hioislte studiate intens "~ n | egtturt
proteinelor virale care, la r©ndul |l or, duc
atransmieriivi rusul ui . Pe baza substitu™H ilor, vi

Pango cu i dentalteagtiodfualicegevetnidadicun geogeabi@iHn 'Hi

acronologei. Cateva linijdetermimte des u b st i t u™Hi i | ep rNo5v0olaYe LHimoE4 ¢
al e aminoaci zi | or protemeiSderecaeptorilrAEE2f variartelddvenigila r e a
cu70% mai contagioase decOt l' i nia anterioar

transmitereap at o g e maiimpdctitiii asupkhivaccinurilor, OMS a identificat mai multe
20



variante ale SAR&oV-2 care prezintt motive de “ngrijo
Beta (B.1.351), Gamma (P. 1) Hi Del t precgnB. 1. 6
Epsilon (B.1.429 + B.1.427), Zeta (P.2), Eta (B.1.525), Theta (P.3), lota (B.1.526), Kappa
(B.1.617.1), Lambd566€7] 37) Hi Mu (B.1.621)

La " nceputul f or B2 ,i nvuatra "ldinat alb G bohtGBUldRi SN ¢
l a rtspOndirea rapidt a virasmbdatir d8i ‘an dteoa
ulterioare alevirusului.,Ac east ts enud arthet eri zeazt prin ~ nl
gl i tmpoki Hha 614 din psioteanal &. i Reei da'ilHa i
S2ale proteineiSpoat e afecta interac™H uReazémiHa Hac
mut a’ Hi i este asociatt cu o “ nciouoc Litnufrebc "Wiiorze
spocarebt corel eazt ¢869severitatea bol ii

D e | e dhti profeirele responsabile de invazia celulelor, cum ar fi proteina Spke
modi fica interac™Hiunea dintre gazdt 'Hi age.l
i nfec™ ozitate Hi | a o edeocarkce tropismulpviousuduinedte a |
i nfl uen™™at de expr-elisw®@A,Ai sul art a receptori

Capacitatea de transmitere a virusuluil/li

ale domeniului notRBD al proteinei Spike S1, contribuicdncomitenta evitarea £t s puns ul

I mun, dupt cum demonstreazt sctderea eficac
provocate de variantele de tip stlbatic. O
respunsul ui i mun, cr e Ht e vian fee idle’HB eolze TH1a% Ge/al 5S

S:del 144 sunt cartogr af i atSgke p éomeniol NEa Be SV
presupune ct del e™Hia acestor zone coninri bui
analizele de neutralizaf&0,71,72,73,74).

Pentru alte proteine structuraj@ecumek , M Hi N, efectul expe
aceste zone este mini mbauwa ur a meerxti astt emu |.t iRmlhen
nucl eocapsidt “n probe pr ov e n-mai2020dAutorii aua i m
prezis, folosind o abordar@ silico, ct modificktrile de | a sufj
domeniului Gterminal al genei codificatoare pot avea un impact semnificativ asupra
patogenezeai wtigrusawHiuiniHi nwel eHcapai di peu €
dnprot ei na E determint at©t wun con'Hi nut <cr e:¢
principal a citokinelor It6 , CSF 2 'Hi CXCL10, prec-smml &élct unt
dePTX3 " n compar a’Hi e cRentruprotepa M au ssle d i pi ts td

experimentale sam silicop r i vi nd e f EFQMIIV37476T6&7HI i | or
| nseyscdi iHie substitu’™iil e 'Hi del e™Hi il e de
provoca creHterea transmisibilCoVE2'Hi i Hi pat
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Conform datel or din |iteraturt, mut a’™i i | e

au fost “ntilnite mai rar, cu [T8ai puH n de
Cu toate acestea, “n uComi2a aeawvofodH edegeand
care au avut impact semnificativ asupra pro
ma i i mportante mut a’Hi i f un eCONi-2odepa@ ret. da cnu m sa
i nser™Hi a proteinei Spike Aprezen'™Ma a patru
i ntrodus situsul de <clivaj polibazic al f

"Hesuturil or sau al gnadicthgortant inAransnaiteréalSARDIV-2,e r "Hi €
cel pu'Hi n par H al prin facilitarea unei ct
epiteliale respiratorii, care ocp9eHte rtsp
1.2. Clasi fi car eantelefivirusuloiBARB€CoVa2t ur a v a
Rata ri di cavirusuludDSARSRaVi2EddHc e necesart o cl asi
viral n linii, Tn grupuri saun clade. OMS a propugilizarea Tnh acest scopa#fabetului grecesc
adte sisteme de nfonheecodtméandat etdeOBGUHEARD, P/

Pentru a identifica variantele <careaprezi
evidedmwmiitat i pur i prale SARSQo¥-2: e vdaer ivaanrtiea ndtee “~ ngr
variante de interes (VOI). AstfelarianteleAlpha, Beta,Delta, Ga mma  Hi Omi cr o

definite ca VOCiar varianteleEpsilon, Kappa, lota, Eth,a mb d a Hi Mu sunt cl
(figura 4). Subliniile cele mai recentel@avarianei Omicran KP.3, KP.3.1.1, XEC, LP.8.1,
NB.1.8.1, XFG sunla etapa denonitorizare (VUM)[80,81].

(lineages i l Lambda Omicron
B.1.427/B.1.429) blineag B 1.617.1) (Ilneage B 1.526) (lineage C.37) (uneage a 1.621) (lineage B.1.1.529)

Jan-2021 Nov-2021

l(subllneage B.1.617. 2)| | (Iineage P.1) | l (Ilneage B 1.525)
(lineage B.1 351)|

% B

Figura 4. Clasificareavariantelor virusului SARS-CoV-2 conform OMS [82]

’(llneage B.1.1.7)
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CentrulGlobalpent ru Contr ol ul (€GDOC)defmesyveudlSARSa Bol
CoV-2 ca fiindunul cu transmtereHcuv i r ul en™Mt cr escute, sever.
exemplu, ratt cridedenuese)de sfpiciaé¢nHarecHHzut Lt
Hi di agmhiosdacict)ate redprsdat aciHr at amedtueé ode HvV .
VarianteleSARSCoV-2car e modi fickt afinit adsetansdeeca | e g a
(transmitere comuni t a,phejudicindhiinitatea ant)corpiapensue v e r |
proteinaSpi ke Hi f avor i,p@ewumHie veafdiacraecai tiamuenasund i a g n
considerate VQuri [83].

NomenclaturaPANGO, desemnat t pentru a idenalefica
virusului SARS CoV2,ut i | i zeazt denumirea | iniei gene,
Ast fel, cel e nakeivirusulai dilh Wuhan eac fo& meéblemnate ca linia A
(Wuhan/ WH04/ 2020; acest eHantion a fost ob’l
EPI I SL_406801) Hi | i n-Hal ;B e(Haenpri eozneunlt aat £ f od:
decembrie 20109; n u MN3I0894¥)e Linalar cleroareGiesau Bitabuik
numere, de exemplu, B.1, B.2 ef8485, sau | ite

GISAID cl asi fickt noi | -€oVR anrciadecate suntdeterenina® deR S
di stribu™i a statisti’cnk ca udsitsetraen "ide if ig eongoenmielt
liniilor mai mici in clade principale. Astfel, variantele virake SARS Co\t2 sunt clasificate
“n opt grupur i filogenetice de nivel “"nalt
evol u™Hi a L “~n V Hi G, mai tO©rziu8G “"n GH, C
Nextstrainc | a s i f rCoV¥-2 iE26de8ade: 19A, 19B, 2040I, 21A21M, 22A
22F, 23A- 23I, 24A- 241, 25A- 25C.Ocladtestecredtat unci ¢ ©nd o nout
frecvenHt % Nwbmrdlbta deei 2e0st e asoci at cpentanul

numeseut i | i zeazt ur mbkt oar ea Ilohotkeladt vadantatrelbulef a b e
st ai bt dout mut a'Hi i noi asociate cu cl ada
sunt definite danula p aeiliold Hi de | i tert, dec[&]xemplu, 1

Variantele de fingrijorare (VOC) ale virusului SARSCoV-2. Variantele Alfa
(B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P. 1), De
i denti ficat e 'Hcavariant sle ifigrijaraaet (¢OCY BoatdOddeste variante au
fost studiate foarte detal Har@adi st emileia cr«
anticorpii37neutral i zan Hi

Varianta Alpha.Var i ant a B. 1. 1. aprezptatinotive devirgnjoraeen t £
cunoscutt sub nphmsal GRYJHSAD)AaT 0 ent anAégi stratt
d at £ -€stal Regatwdui Unitin septembrie 20@@vennd in scurttimpr ar i ant a d o mi

Hr £ s p ©O+sdin intekaga lumé.a 18 decembrie 2020, OMS adesemoat ca v ar i an
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interesc ar acteri zat kircadr7i mup raéHi e n "Hamajosifadern iachsivi Vir
d e lileeHB®-V70,Y 1 4 4, N501Y, A5700D, D614G¢G, Pign@ 1 H,
descoperite in proteingpike, " n comparaHi e cu virusul I ni "Hi

mu t ladebpistate in genomul varianteipkh, mut a™Hi a N501Y joact un

“n majorarea afinitbt™H i de-2l Hgara ar piHo e icm@
a pttrundegaz[@B8x9@9L9. el e
VariantaBeta( B. 1. 351), cunoscutt 'Hi sub numel e

prima datt “~n Af rfindraa per tSaitdk " Ina m@MPirkcawad e c e
celornout mut eHiid2(d4d4™Hi D8B8OA, D215G, K417N,
A701V) in proteinaSpike, comparativ cu virusul original SARSoV-2, care au afectat
transmterea’H i evaziunea fiomtunikatiadhmtglat LTregmu tj @ Hikit c
(K417N, E 4 8 4, Kcalidate irNdorebil Xde legare a receptorului (RBD), cresc
afinitatea de legare cu receptorii hAQHEH fiscul de transmitergdarmu t a "Hi af aEc4i8l4ikt e a
evitareaanticorpilor, acesta fiind principalul motial sensibilit "Hedu® la vaccinuria acestei

variante a virusului SARS Ce¥[93,94,95,96,97].

Varianta Gamma (linia P.1) det ect att pentru ©prima dat
noi embr i e 2 0l20OMSHiianuvarie2@iat aftotkst @t mghiejt at £t oa
cauza rtspO©ndiri.i rapi de idaltd eA neevraizd au ndee i Srwudh |
coaut.auatrasa t e n tHinsaniereag r e sacacestdi variante mp | i c ataunuinou apar
val de i nf andéatitegior audostimggsttmniat e rate ridicate
risc crescut de reinfectardariane Gammaar e 12 mut a Hi i “n protei
P26S, D138Y, R190S, K417T, E484K, N501Y, D6
L18F, K417N/ T, E 4 8 4 Igcalizaté 5n0régiunedHRBDaDU6 1sAeGmni f i ¢C
importante in transitereav i r u siorata de reidfiectar98,99,100101,102103.

Varianta Delta(B.1.617.2)i dent i fi catt pentru pri,mgea dat
11 mai 2021 dost declaa t de OMSca variant de ingrijorare devennd in scurt timpo
variantt predominanttt,” nprteocautnt 'Hiu mhai.a hBzi aadne
estimat ctestecaui poh¥a nipal 6tr ansmi si bil £t decOt
Delta a prezentan QaA&muaaricantddipss, Hintre caneoll auzat
proteinaSpike, crescandi afinitatea de a se lega de receptorul AQE?,105106107].

Ti a n auttH identdicatingenomul variant ei Del ta wur mt:
in proteina S: T19R, T95I, G142D, E156G, Del157/158, L452R, T478K, D614G, P681R,
D950N.Fiecare dintreacesteu t a "Hi i exercitt outaan'dima tLt4 5 2uR cs

capacitatea virusului de a se lega de receptorul ACE2, crescand f e ¢ "Hinoi 2z iatHa ae

T478K este asociatt cu evadarea 1 munt, pe
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neut riaruitzaaid P68 1R, situatt “"n apropierea
pttrumaiereficientt a-gardimsuuklaiHi i 1 e delDBI3&I €
ampl i fi cravi mBdk cLt u

Varianta Omicron(B.1.1.529,i d e nt peftiumima tdatt pe 11 noi e
Botswana, Africaai e Hi t °~ n neuvmbidreun "Hkmaprrei nd e mut Spiki i |,
iT"Hh nta principal t aatrCOAD-IOF, ceeadcdh permigviausutuis u rsiel o
rtsponde aesvadénddrea ps ub supr av e grue fHeaav acc orpe m $ U
anterioaregenerandd al uri semni ficative de i nfec™™ie.

Kari mi zadeh THi Abudun ai beste maiuransitesinib decit r at
vari ant a aDbnAstielrda o antrghvarirealDel@® 0, care i ndickt nur
persoane ctrora o singurt per s aleeatransnefie ct at

afostestmat nt r e 5 'Hi 8, i ndi c tene dtuncipentrn Omiceotacesti di c
indice a fost cu multnai marg109,110.
Cercetttoridi dane=zisti mat caot cpo Uaebtvewale de

geromului varianteiOmicron este de aproximativ 3,19 ori mai mare décatazul variantei
Delta[11]]. Ul t er i or , L aurcanstatat adiHanta@nuceom éste de 4,2 ori mai
transmisibit. decat varianta Deltdl12. Ac e st f adp ¢eOngicxop & dauzdt, in general,
of or mk mai u Ho a-A%decat vabiamtelé anteriGaddris-B distins printro
transmiteremair i d i[1d3114115116.

In cadrulvarianteiOmicrona u  a p £ r u tsubvadantefiecare cuua profil genetic
distinciv. SubvarianaKP.2 (JN.1.11.1.2%a e v i priegmoHi en "Hi al ul de a e
exi stentt 'Hi respOndirea rapidkt “n anumite
Omi cron BA.2.86, neoficial numitt APirol ao,
ianuari e 2024i nonl usnikdi "an 'Hi arai amotsetl e afl at e s
recent. subline XF G a f ost desemna€Cdv-2caf bawvhr sabt imo

(VUM) cu propor H i tot mai mar i | a niscul e | gl
suplimentar pentru stnttatea publickt repre:
global[117,11811912(.

1. 3. Epi demi ol ogi a mo-Ca®%%Qul art a virusul ul

Pe 31 decembrie 2019, guvernul chinez a recunoscneroase cazuri de pneumonie de

etiologie necunoscutt, presupust a fi 0 boa
19, “ n Wahaa Pimdl caz de decate pe urma acestpneumoniia fost raportat pe 11

ianuarie2019 iar la 23 anuarieor a Hu | Wu han, cu peste 11. mil:/i
O stpttmO©nt mai tO©rziu au fost raportate mi

ur gen'HE ng Isotp2i]ltta t e
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I nfec™ a9 COwIlpD ezintt o] boal £ dnecauza ul o a
contagiozitt ™ii ri di cpantriss £ 'Hieapublickpoverlla ddiuael e i
I ndi ct VirasplSARSCovV-2sa r LtspOndit la om prin tr
stl batice vOndute il egal pe piaHa angro de
infec™H e se considert omul bol nav sau pers
transmiteravirusulus unt pictturil e aeriene, praful di
virusului in ochijinnas,inn a z o f a n orofagirgge)[ 2.

Studiil e au ar oVatare capacitatearda a petsisteaSiArRe8iu pentru
perioade lungi de timpConform datelor publicate déolin Hi ¢ virasul tSARSCoV-2
poate aotagi®me di verse supr af-BBA&E Icae |t rapH ma t4l

intrun mediu lichid, activitatea s asulsidepinde n Hi n
Hi dwé meglitdui. inteun interval devalori alepH-uluide | a 5 1l a 9, viru.
pOnt | aiafHaval@mimai | e xt r e Mell,0, dtabilitatea 8serddlicel a dout
zile [121127). Virusul SARSCoV-2 sa dovedit afisensi bi | |l a r &dda a "Hi i
dezi nf ecutainl™Hi z a™dir e n conc pohptrreavid nii drek sl puCnrdui |
[122123124,125.

Perioada d@onfmamurm aPHi @t o c o Aniectd ¢u cocohaviusde n a
tipnou (COVID19) 6, Chi Hi ntu, 2 0&vBusulupSARSCavV @stejnd e i n
medie de cincizile (2-14 zile)[11§. L i ‘Hi., stadonddainbmica transmiterii timpurii a
COVID-19,aur el evat <ct per i o aidsuluiestatkeb,2zildgil2?. Baokeru b a "Hi
studiinddebutul simptomelain 88 de cazuri confirmatge COVID19,ainregistato per i oad
medi e de i nc¢deb4aZidled. BaiHni lcaaMl@apor t at Hi ,imn c a:
care peri oadvausulbeaf o et ula ™Hp €84pT 1 @b Wi9e ZAaptulre™™Hi o n
ct perioada de incuba™Hi e poate var vasmantan f u
Omi c r unelesuHlinii ale acestuianodifict aceste valorfil26127,129.

Peri oada de Confdrre datelorodmi literatur@ de specialitatdurata
perioadeid e i nf e péiibadean cateain macient cu COVHD9 r £ m©O©n egeste nf e c
di f eacestputandeliminav i r us ul chiar 'Hi dupt dlichngzar i "Hi
Zhou astabilit ¢ tin timpul pandemied ur at a medi ant a el i mi nkt
supr avi afblstdet20 deizilel®5. Du 'Hi c ol a b cafaetaui deiriscgentrui f i ¢
el i mi nar ea bhgenu mdsdulin,spitalizatedney i It u n gHi  dvuernattitl a "Hi a
I nv a[t2i7,229130.

Factor. de r i sc-19in fiencf’'H caGd\c@iare SOASRsItruDclinic
|l arg de | a asi mptomati ct, ol i gosi mptomatic

i nsuficien™HRamal it nd e g ah ict BARSCoD$-2 ampft cosnta t & sctei m
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baza urmbriridi intensive a focarelor region
numer 0as euacretrtqeetdudatatpandemieiat el e 1 nf ec "Havarlator as
“ntre %IiAgehbrale4 @& | uar ea | mpact ulapoximgadPadintei ei  a
i nf lecuHcest viruau fostnecomplicate, oligosimptomatice sau cu simptome moderate
care nuaunecesiat spitalizarg[131,132133).

Factori de risc pentriormde severede COVID-19 saudovedt afiv ©r st a ~ nai
hi pertensiunea arterialt, bol il e .cRateleldeac e
spitalizareauvaria,” n di f er ,i" tnd r p%,pau23 Hi7i nt r e pacauen Hi i
necesiaitt er api e i ntensivi, cu o rfatntorginedri7®at £ d
ifventil a™Hi &itaevapi gtde 25131835186 u™H e renal L)

Printre factoridi de rsies cnuantk rikn ff eac ™Hiog ii i CQ
| e ga Hi d eg aozrdgta.n iAsgmuolmer area umant, expunere
Hi contactul cu animalele repregpondi faatwvi
Factoridi de risc viral:@ sunt #&eVe2me paitlirsulc u e
pandemi ei THi Il nclud capacitatea de transmit

cCu o anumjfl37lk vari ant Lt

Factoridi | e ga Hi de gazdt includ vO©Orsta,
comorbiditt™Hi l e netransmisibile, coinfec™Hi.i
mi crobi ota THi stil ul de WHita'Hnh Hafi qpeacaentdwe
semni ficativ al di feritor factori | ega’Hi d
i denti fi ca'Hi cei ma i frecvent “nt ©l ni "Hi f a

vOrsta “"naintmthnodebIfzi ¢ aHae a Hi
Vaccinarea asadentorscdeeamai eficiente mi
Hi a popula™ ilor de riscurile asociate cu

i mpl ementarea rapidt a vac el a@lddlod op "Hi" umrpiot d

tratameha contri buit semnificativ | a sctderea
timpul pandemiegisahandmi | i oanE39d e vi e "Hi

Impactul global al COVIBL 9 cu sute de mili oan’lda ptee c ¢
milioane de decese, a stoOornit u-au cancentratpee s 'H

"n'Hel egerea pat ogenezeevio |l laceBiei&iin, fau necp’Hidee nd eo | vo
afec™  unil e cOiati ere’Hips eecaxexghst deine¢idedelor de prevenire
Hdetratamena i nf e c "HiCeM-2[1ddt S ARS
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1.4. Metode de diagnostica nf e ¢ $ARSCovVRQ,uWeanal i zt f ideogenc
bi oinformatict

Identificareaa gen "Hi | or pparhioma q i pindieeotl earfei vi ral £
culturilor, detectar@p r i n bi ol ogi e -urouie cdepistarda nelin ARN g i c
bazatt pe reacH a antflidgléZhul ui  viral THi a an

Teste pentru depistarea virusului SARSCoV-2. in timpul pandeniei de COVID-19au
fost dezvoltate numeroase tegtentrudepistareavirusului SARSCoV-2, inclusiv teste de
amplificar e a aci dul ui nucl eic (NAAT), teste de
NAAT Hi testele de adeipdgsesh aARNnlevirmkeisritdeleda t e [
detectare a anticorpil@u ca scoplepistareanticorplor pe care orgasimul-gazda i produce
Tmpotriva SARSCoV-2 [122.

Trebuieme n "Hifaptmait t est el e de antigen pot fi ut
cu SARSCoV-2, “snesnks i bi |l it at ea ‘Hnet irdepoaretesteldr NAAT ,at e a
consi der aul@e Adnidiagnastecarah COVIEL9. Aceast metod de diagnostic
utilizeaectaprobef anizngiene, “~n car eulexraanscr
“"n ADN compl ement ar ( ABINoD ) £ &6 t,dolosndhpINi Di G &
poli merazt THi pri mer. speci fici. Pentru a
amplifice dout sau mai mul te genAstfelaufost| usi
dezvoltdk o v artesteRTgPE€Rdeare wutilizeazt dizenter se
exi sttt numerPoGaRs ec okmetrucriial RT care det-€aVi2eazt
pentru stabilirea diagnosticului de labordth22143144).

Metodele clasice de diagnosticasef er £ dat e despre priezen'F

anticorpul ui " nHigf roa bdee’dipna@ Ly adiaantha sau mut
cercetttorii din domeniul stnktt L ™Hii publ i ce
deciziilor de politici publice. Astfel, impment ar e a ‘Hi utilizarea met

generaHi e utrpnrtitoacer d N&6&) deter mi nt secven'H

furninuékma mul t e | detaoprovatliHie standard de testare, inclusiv pentru
dezvoltaredvaecteurmipj im#Hni tori zar eaeanesthi f i c
circul bt [Hhi ppoepruslpacditel ve mai profunde asupr
geografc [144).

Metodde d e s ecven H meméurgretnrointieca preci st a a
evaluarea riscuril or ‘Hi formul area strategi
esenH ale despre agen’™™Hi.i patogeni . Acest e
varianteale virusuluj dar ofert 'Hi i nf or ma™Hi i val oroas
acestoraceea ce are un i mpact semnificativ asu;]
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dezvoltarea vaccinurilor, studi:@ edpei dsebmitad laad
p u b l[146147.

La sf ©Or Hi9%u | meatnad eolre de -sleewvenHi emae ume AE
Sanger 'Hi utilizarea ruperii c¢chimice, -au fo
Gilbert. In anul 2005, Roche a lansat tehnotodi4 546 mai rapi dt, denu
secvenHi ere de ine pe rea &imémud ntmels tt éeahrneod .oqiei d e
i nclud tehnologia de s @shnwlegiatBaegeréchnaogia ger i mt
secvenH ere de gemnéd a'Mi @ au riiint tl elaom & odr KNiGad td e
de a doudg egneonneircaa’Hi tee h n ) tetmgagecdte csoencpvleent™™i e r e
g e n e (O=féHi Nanopore TechnologyONT) Hi t ehnol ogia “~n ti mg
(SMRT)[148149.

Deci, diferite platforme tehnologice-asu i mpus ca sol u'Hi i d e
evidemdHi ipmrdn caracteristici adaptate unor
Sistemul llluminaEstece | ma i resp©ndit sistem care d

excep™Hi onal e #sfeegruietnec i che rhet osdyant he s icisirile pe &

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

HiSeq, NovaSedH iMiSeq) suntfolositef r ecvent “n proiecte de
randamentului “nalt HYJ.a costul ui eficient
Pl atforma Il lumina de secven™H ere prin s|

r e v e r'Hpiesupuhetmplificarea fragmentelor de ADN studiate pe un suport solid (crearea

de clustere), denaturarea acestora Hi apoi
marcate cu fluorocrom. Tipul de nucl ectid a
este excitatt de wnnregistrat edtesapol naodifeat chimid pentfueao t i
per mit eulutnrurollteamt i d de t er mHinaa'lda srhais ed eaft aarHtee
detecteazt fluorescen™a dirsimdtant e de mi |l i oan

Acest tip de secvenH ere este caracteri z
per f ofostavaritdjos Lungi mea de citire este de pOn
MiSeq),la orat-de eroare de 0;8%. Pr oc e s u lecudehnolsgiadlivngna iiktiluder
patru etape principale: pregttirea probei,
[151,152.

Tehnologia lon Torrent e p r eozsienctvie n "Hi ekrgee ndeacaaelit ti il mz e a z
detetcaread i r ect £ a i oni |l or ddn choirdpruecigiatraiui, érddiugb e r a "t
electronic printtun senzor ISFETI¢n-Sensitive FieleEffect Transistoy, evitanduse astfel
utilizarea tehnicilor optice costisitoare.

economic [EB3. compact
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Platforma lon Torreptfind pr i ma t ehnol ogi e car elumna ut i
a ¢ "Andocawun mesagepentruidentificareas e c v e n "Hi er i i folese Riineistemd u c t
bazat pe detectarea ionilor de hidrogen, <ca
|l a catena Habl on Probelet ampulilc op H n maAunNtz £ anbiougg
intr-un microgodeu de pe cip. Microgodeurdemo | ecul a de ADN Habl on
secvenH att sunt umplute cu un singur -tip d
ul i ntrodus este complementar nucl eqgaindul ui
catena compl e me provecénd eliberarea de ®riH tdee hidkogen, ceea ce
decl anHeazt senzorul de i oni Inke8UF &iids e ¢ man &

catenei Habl on con™Hine o repetare a unui
incorporate intun singur ciclugeneranck r e Ht er ea numbkr ul ui de i o0
formareaunuis e mn a | el ectric [Ib4165 or "Hi onal ma i mar e

Sol uWwiongread sdgaencingPentru analiza genomilor compldHa c e st e s ol |
oferite de Pacific Bioscienceg P a ¢ B iOrfgrd Ninopore sunt deosebit de valoroase.
Aceastt tehnol prgeumec agpfaecritt ad wantdeej ea gener a
ridicatt, monitorizare 'Hi analizt “n timp
molecule de ARN sade ADN. Drept urmaretehnologa se distinge primp | i cabo | i t a
flexibilitate excelente “n cercetarea Vviru
asambl area genomul ui , desctlpei de@mai 6 ecaopea:
chimice.Tehnologiad a areHdezavant aje " n ceea ce privet
apar i "Hi [a5615d.r or i | or

Anal i za bi @&infpororha tl iag Eerae zfuilltoagteenl botlifereb "Hi n
de t ehnol oagideatificareavirisula SARBCoV-2, sunt necesare

bi oinformatict pentru procesar[ésd. Hi anal i za
Bioinformatia i nc |l ude un set de met ode Clomput
fundamentale ale analizei NG®@ val uarea cal itk ™ii datel or,
alinierea |l a un genom de r efadnntHkLr,ead dleart i ff
Hi interprefldd. ea rezultatelor
Anal i za filogenetict este o met indiblogh unda

mol ecul art care permite r econstageneloHpesaza st or
asembniadi i er ediHe|l or di rsdudeADNssaudintrepnoteied. Scopdle AR

principalal acestei analize st e de a determina rela™H ile di
per mi " HOnd trasarea i storiei | or evolutive
obicei prezentate sub forma unui ar bloivee f i |
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formatdi n ramur i, care si,kolniozdeuarzit, Icianriiei |ree pe
comuni[15§.

Exi sta 'Hi O serie de-Cbva2z,e cduem daat ef il elgnait’k
pentru Partajarea Tut ur o httpsawweisadrorg/Censyp r e G
Na™Hi onal pentru | nf o rhittps:/Mww.ncB.nlm.niregowsadow2f,i c e (
Genome Warehouseht{ps://bigd.big.ac.cn/gwp/, baza de date a Cen

Bi oinformatict (CNCB)/ Centrul ui Na™Hi onal
(https://bigd.big.ac.cn/ncaov/ Wus Pathogen Resourdattps://www.viprbrc.orgl. Aceste

baze de udralt mppoaaht " n arhivarea secven'™Hel o
variaH il or, asofdi9erea fenotipurilor bolidi

1.5. Monitorizarea virusului SARS-CoV-2 in apele uzate: modelare versus realitate,
f r e c v e n IHaentru iddntdicaiearliniilor genetice

Luand in considerame v oidcandtarit a virusului SARSCoV-2 in timpul pandemiei de
COVvID-1 9, monitorizarea continut a tulpinilor
pentr uapthlilitegites i oada postpandemickt, odatt c

pentru detectarea SARSoV-2 , testarea apelor uzate a dev
pentru ur mkr i r e aalewiausuiuiddn agpokacean o¢c il oc u vah tae i d e
urmarea apt ul ui ct persoanel e immediag embmarpentruecl i mi r
perioadt adi 'Heawkh!l £ de trei luni

Conform dat elFoorl ad o Hii. (2030 decdoel aanbg  'H2021)c o | a b
aproximativ 5% din persoanele infectate cuCOVID9 el i mi nt vi rusul pr|
probelor de apeizatede last a™Hi i |l e de epurare care dese]

detectarea agéuui patogen folosind metode moleculare, poate asigura o supraveghere de
ruti ni[l5815%. Adeast. pr el e v a 1a probglag sarephate include persoane

asi mptomatice sau cu un nivel sctzut de par
important. in perioada postpanderhide COVID-19[162163.

Numer oase studid. au arttat ct “"nainte de
apari H a si mpt omelb, oirusulcSARSCOVE goate & detec@ay h Bpele
uzate,inn £t mo | ul acti v Hi “"n rezervoarele de ap
timpurii privind COVID-1 9  Hi i denti fi car eaa tiemfda'lddfdedrio r
testarea apelor uzate permite studColv/28&Ha di v
corelarea variantelor virutui cu severitatebolii Hecuimunitateafactoric e det er mi nt
epi demi ol o {§b64da516616MH.er al L
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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/

Monitorizarea virusului SAR®o0V-2inapdeuzatess e bazeazt pe met ode
aARNul ui viral ,darecfead te ptei m&PICKR r a ptare tn ap orpautl eal ™
[16§.

Secvemngldineorneac Lt aappuzatdd e € 0 p 0 t e ellididadivessitateal e a

genetict “"n cadrul $1p%kciei, inclusiv |Iiniil/l
Cu toate acestea, de cvioate\prezZenie tiapeleazate getbaza u |
secvenH erii cu citire scurtt rtmGbne o prov

Trebuie subliniatfaptul c ts e c v e ng'dineorneiac £ a ap e o ueladie de
oportunitata uneisupravegherepidemiologie eficiene din punct de vedere al costurilor.

Astfel, analizand apeleizatemuni ci pal e pr i n tpeaultreinc i o bdH
i ma g i n eaanorbidita Hidin COVID-19. C n salitatea rezultateloacestors e ¢ v e n "Hi e
poate variaca urmare alegrad. r particulelor virale in canalizare (de exemplun f unc "Hi e
pH,temperatd;, t i mpul dax odhe pedndrateaadHnii” i ¢ o egu probaléHi
clinice.Intrucatin apeleuzateARN-u | v i r a | reprezintt o frac'Hi
inhibitorii PCR dinacesteapep ot f ace ca secven'Hi erea bazat:t

O acoperire i negadoarecepng saltnadidnepd ulcogeéemomu r e
amplifice[170171,172f{ h d B € O! RrRMlssyded ¢ MM dz€d dzj dzO2H | dz
in vederea adopttrii mbsuril or “n domen|

t r adi "Hsupravagheraagdleen "Hi | o rmompt@itacea@gpeloruzatetrebuies £ asi gur
ob™Mi nerea de daPentdreu "amaVv akorciafl ii id eaft gremad’dipil
o b tHe m urma analizei probelor dge uzatesunt necesare progrese domeniicheie

precum elaborarea de proceduri standardizate de coledarp,r e | ucdesie @ v eéHn "Hi e 1

g e n 0o mipmwhkelor care depindec ondi Hi i |l e speci fice Hi sun
opti mt; met ode inovatoare de “mbogt™Hire pe
met ode bioinformatice specializate Hi baze
uzate[173.

Pentru a rezolva pr obfeme mmabdloe depduratedue s e c
scopul general de a determina prezen'™Har Hi (
linii SARS-CoV-2, au fost dezvoltate diverse mecanisme de modelare.

Sutcliffe Hi echipa au comparat perfor mar
utilizate frecvent pentr uuzateid e ztae dian tl rou mal
prin metodele statistice precise utilizate pentru identificarea liniilor virusului SBR&2.
Majoritatea instrumenteldplosite de autors-audovedit a fi eficientén identificarea liniilor

reale prezente Hi "n evaluarea preval en’Hei
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linilepr ezente cu o frecvefindimade fp@mbi Ilea |l B%f rre
de 5% [157,175.
Astfel, unii algoritm pent ru anali za datelor de secvi
identifice |iniile preWwendeed nce rro@pmrr €k ien tnm
obstacoinimplement ar ea moni tzatepient riui sape lavae i e rc éH ed
Rezultatele acestor studii sunt foarte importante, deoarece, in realitate, virusuCONRSse
af |l ko “snttarr e f o0 ar uzate,ceea de poafetturba Mmaagpienleea r eal £ a
subvariantel or circul ant e. Cu toate acest
secvemrH waleeazt asupra tuturor obstacol el or
1.6. Concluzii la capitolul 1
1. COVID-19 este o boal t i InipdecidnaviusIAREBo¥Y-A@@t £ de
caurmare & ar i a lsalepgendtide™Hiai pr ovocat peste Hapte
global

2. Ap a r imaHimaltor mutdid ale virusului SARSCoV-2 au det er mi nat or
pl atforme interna’™™ onal e pr ecuniecladie,in PANC
variant e, clade sau | inii, st identifice
ap ardenbiimait a "Hi i

3. Evol u™H a conti n-CdV-2,& oV id eatipraurldwiHi aS AlR'Sor v ar i
precum Al pha, Bet a, Gamma, Del t a ‘'Hi Omi c
i mplica™i il e insdlndtsad mmi fpiuddti icike

4. Mut a™Hi i | e genet i Sake, al schindbgrelepi raol p r ine tptdldit efi enn
virusului SARSCoV-2 precum transntereae vazi unea i muCutn oldiHt er e
acesor parti onwit argénetibadtrvirisdlue st e esen™Hi al £ pen
permanentt a compozi Hi ei vaccinuwdi li ol eldi"Hi
ni vel |l ocal, regional Hi gl obal

5. Monitorizarea virusului SARE0V-2 printestareapeloruzateeste o abordare inovatoare
care poate fi adoptatt ~ n siphaweghéaes ocl uu "Miean iatcL
virus THi a al t oast metgdeanf'Hi r tp adirofgoeonmia aHiA ke ~ n
deci zi onal de stnttate pubandireaviruppunSARSU a r
CoV-2, precum Hi | a vi #ateo gorueblle cameni n"HLr i d

6. PandemiadeCOVIR 9 a evi den'™H at faptul ct menito
ver ighvindipr eaagé&n ™ | or pat ogenih pdate sevioagau ni t

instrument dgrognozarea cr e Ht e r i ratebsdeinfecearesct der i i
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2. MATERI AL kI METODE UTILI ZATE CN

2. 1. Caracteristict general t Hi etapel e
Cercetaraa f os't i ni "Hhatt "~ n anul 20@RNSP nHic a
reprezintt un studiu complex, desf tLHurat pe

S e c v e ainitiegellui genom al virusului SARSoV-2 in Republica Moldova (20220%).

Obi ectul de studiu Hi volumul eHantionul

instudiusau utilizat secyvCeW2Hed be'Hivni urtues udiun pSrAoR
tampoane nazoH i orofaringiene 'Hi din probele de ¢
studiul dat au fost prelevateadeekpuphci enf
clinic na'™Hi onal Al nf ec "Hi al 9c)ud .c oPrroenzaevni 'IHau sv idr
CovV-2 a fost confirmatti pr i nPORE #ilzand diferi kiturpp o | i r
de reactivi comercialiDin totalul probelorpozi ti ve | a pr ezZeWiZHa vi
(COVID-1 9) Hi confirmate prin tehnici de bi ol

secvenH ere au fost selectate pe baza crite
Vol umul eHant i@Gmustuadiceraef ast cercetate
probebiologicedin diferite teritorii administrativale republicij prelevatein perioade diferite
detimpde | a paci en’Hi cu diferite date demogr a
COVID-19, pr ecum 'Hi probe din ape uzate
Numbr ul dost caiculat Indad im considerare nivelul de veridicitate egal cu 95

% Hi eroarwa( medmai dpu®Bi n de 240 de probe).

Ekanti onul reprezentativ a fost calcul at
n=P(tP) ( ZWndd:)

didi stanSa sau toleranSa ("n |Iimitele 0,0
Pipropor Sia sau valoarea propor Siei cerce

ZU= val oar e@Onmrbakdiualr d e,estedn’i atuncccaciieertul
zU=1, 96.

Vol umul I n vPeesnttirgua "Hind niotrar i zar e a-Co¥-2 primu | a "Hi
secvenH erea “"ntregul ui genom 'Hi analiza fi
recoltate de | a paci en ™ -t9%mperioadaroienbriee2@2dé d e f
noiembrie2024.intrucatcus ct derea numbkrul ui de adrestri |
19sauredist e se¢ RCRial f os't i mpl ementatt o metodt
circul a'Hi ei-Covi2dimapeicizate. InBWoRIE 242 025 au f ost se
31 de probe de apezate ceea ce a permis identificarea tulpinilor circuladgeSARSCoV-2.
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Criterii de includere. Probele afost selectate in baza criteriilor epidemiologice, clinice
Hi de | aborator:

1. CreHterea sau modi f i carkteldHi ha aridanei piulpait L a
circulante de SAR&0V-2 in teritoriu

2.Cnregistrarea unei i zbucni t, carepoate contribypla r i d
clarificarea transmisibilite™ i, descoper
tulpinilor de virus cu izbucniri.

3. Stabilirea unui rezultat pozitiv SARSoV-2 | a persoane revenite
depistate variante noi ale virusului SAR8V-2 cu mut a™Hi i geneti ce

4. Detectareaetulpini de SARSCoV-2 necunoscute saletulpini divergente

5. Cazuri simptomatice cu statut vaccinal complet contra CGMu minim zecezile de
l a " ncheierea v azarelienotsauiinfectat a RPRSDYV-2, dar

6. Prabede la grupuriderisc(exp aci e n "Hi i munocompr omi Hi, ma
cu anticorpi antiSARSCoV-2).

7. Debut agresiv Hi flud micmwndf edt arod ipgulCn®ovn aD
Hi detrest respiratorie exprimatt.

8. Probe biologice cuiclul prag (Ct) mai mic de 20071 25.00 (inf u n déHietal de
amplificare).
Criterii de excludere:

1. Probe biologice selectate conform criter:i
(Ct) mai mare de 25.00.

Criteriul princi pal prdbelorpgbretvalas eac Heat da 6 et
genomi¢ a fost o valoare a ciclului prag (Ct) de maximun025 o b ™Hi nut & uti | i z
testare PCR Tinregistrate ca indicator de labor&cept urmare, probe care au indeplinit
criteriile deincluderec u e x c e p 'Hi a c r autfoestexclusé fiund incldse inktadimo r a t
doarproblec u "~ ncitr ctt ur totfwrnizarad Zu Irti adti ec ad &1, i tceet ipv e

Re al i z ar e aaobsectiverusiahilite, sthidiul a fost efectuat in cateva etape.

Laprima e t aapstudiului dostanaliza literaturade specialitate privindaractestica
geneti ct THi evoiCovBmilevaruaoni @i c $ARSt enHi al
i mpact ul acestora asupr a s teiretagedu thist folosgetbbze i c e .
de date internaH onale cu accedMEDEE.Paniris pr e
a asigura exhaustivitatea Hi rel evan™Ha mat
ob™Hi nute prin revizuireatmanuat tdanbabtiog
Totodatt. austuda o € sursék bi bl i ogr af i ce n afkbnitonzardae c u
circul a™Hi ei-Cov2Hlasiutl wa "HiSaA RSp i CO¥IDri9onlaor.gki c £ pri
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Laetapaadouaafostst abi | i t e 'Ha n'ilseleadriprobek adpcvatepee nt at
bazacriterilord e i n c ldeedcliderepeftfius e c ve n™Hi er ea [vinusutuie gul u
SARSCoV-2.1zolateled e st 1 n at e ufestselectate dii peobeipozitive procesate prin
tehnimd e bi ol ogi-BT-RGR.Vagiantedgaemtet i c e 'Hiesadetgmidat d e r

prin metodaaddéragameandil erecu ajutorul i nst
lllumina MiSeq.Rezultateéo b "Hi anfastaealizatec u aj ut orul bazel or d
‘Hainstrumentelor bioinformaticle x c |l ade, Nextrain, GI SAI D, P

La etapa a treig rezultate o b "Hi au ufdsteliseminateprin publicareal u clort r i
Ht i i n"Hi f Brtcele in fevisted tuisiinvSi f i ce naS,taxemd ret i'Hii pikl
active cu prezentaresaup ost er | a MmarHi min aHtei iHp He o ipreae 'Hia "Hi
elaborareaeghiduri, deb r o Haun&imonografi.

Dessignul studiului este redan figura 5.

SCOPUL CERCETARII

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

l l | Stabilirea obiectivelor l

@@\

Caracteristica Studierea evolutiei Analiza dinamicii ( \\/ R
filogenetica a virusului SARS-CoV-2 cu circulaiei virusului Monitorizarea apelor ool :
: : : By S : stimarea impactului
izolatelor virusului identificarea substitutiilor, SARS-CoV-2 si uzate ca metodi de difrit e
SARS-CoV-2 insertiilor, delefilor si sparifiei noilor variante | | predicgie a tendinfelor | | 0 canc oo
depistate pe compararea lor cu genetice, investigarea epidentologics ale ac U0V C“.l
teritoriul Republicii diversitatea genomului relaiei dintre infectiei cu SARS- arglfn‘lentar.ea proPunen 3
Moldova. viral la nivel global. genotipurile virusului i CoV-2. privind diagnosticul de
. L ) datele epidemiologice. laborator al COVID-19

— L

& —

Determinarea esantionului
reprezentativ si selectarea metodelor

/ / Analiza datelor /
%=l Criterii de includere $l i i
V= Testarea probelor cercetare
de excludere

\ Concluzii /
/ @ Recomandiri /

Figura 5. Designul studiului
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2.2. Met odol ogia cercetbtridi

Pentrumoni t ori zarea <cir€af2aHpreiin vs e usean Hi e r!
genomHanal i za fizdlatelpréeSARSToOV-2 & fost utilizat un complex de metode
epidemi ol ogice, de | aborator (tehnici de bi

2.2.1. Metode epidemiologie

in studiu s-au utilizat tehnici de analee pi demi ol ogi ct descri pt
preval enSei edef enuittadHi i vard-Gaviti r Geulf winc SIARS ©

genet i ct vieusuluicawl amotstt aanal i zate ratele de i nc
deCOVID-19 " n r ©ndul popul a™Hi ei evhluaneapmaegui bl i c :
epidemic COVID19 inrepublidc @ f ost ammlmpeipc altetmi ol ogi ckt r et r
perioada 202-R024.

2.2.2. Metode de laborator

Metoda de secvenH ere a “ntregul ui geno
variantelor de SARSCoV-2 din probele umane

Probele de tampoamazoe Hi orofaringiene au foste ob'Hi
ANSP implicate “~n di aIPnTampbanaeaau fosacolectatt i médiue i

de transport viral VTM saitnt-un echi val ent care con™Hi ne gl

Criteriul final pentru expedierea probelor
prag (Ct) de 2®0saumaimico b "Hi nut f ol eP€R.nd ki turil e RT
Procesul d e a isteguiiegenbin éariresului SARSCoV-2 a inclus

ur mbktoarel e et a’piecaipdruilnucii pnaul bihli@dadox du apaplikcgreat | r e .
clonal t, seocwiestH Hir eanalhiopaibioinfor@®atict
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Pregatirea probelor de ADN

4

Generarea librariilor de ADN

P | ?
- /3
4

®

Amplificarea clonala

4

Secventierea

4

Analiza datelor

Figura 6. Etapele principale aleprocesuuid e s e ¢ v egne’ldi eenr a€'iitdéea a r e
genomului SARSCoV-2

Ext r ac wiuiaARMUR Nrusului SARSCoV-2 a fost izolat din 140 ul de probe
folosind kitul comercial QlAamp Viral RNA Mini (QIAGEN), conform protocolului
producttorul ui. Fiecare probt de ARN izol a
RNazt Hi d70p0zp ©®mk t1 4 aet apa de secven™Hi ere.

Procesul edARN-alu viral dotositid kitul QIAGEN QIAampa Tnceput cu
adbugar ea tampobh 6eQliEAYL " defi ecare tub care con’h

testare. Probele au fost l i zate “~n aldinda "Hi
asigura izolarea compteta ARN-u | u i viral intact. Lizatul a
QlAamp Mini Cont ami nan Hi i au fost "ndeptrt a’Hi

sptlare: 500 Ol de AWl Hi 500 Ol de AW2. E
care este necesar p¥%dntARNuUl \aral dinbcttbama@lAame Mini p u "Hi |
Acest ARN purificat nu conH ne pr[di.ei ne, nu
SecvenWwierea ."nfaoetgaul pi olgeelneomanal i zat e a
platftormede secven'Hi erédedecuhbtsmat gesabanumel e
gener aHieel | puat har Mi Seq Dx.Gi lon Torrent C
Platformalon Torrent Genexu®in totalul de 733de probe biologice analizate, 66

probeaf ost secvenH ate cu aj ut oelanlTorrent Gengxus me n t

38



(Thermo Fisher Scientifjc utilizand testullon AmpliSeq SARSoV-2 Insight Research

Assay GX (Thermo Fisher Scientific Panoul de cercetare utilizdb AmpliSe§ SARS

CoV-2 Insigh) c o d tuamestecuri de primeri pentru acoperirea intregului genom
SARS CoV 2 I|FRsohght Ban&IARS cPovl 2 Fiechra gool geh t P
pri mer. conHine 237 de ampliconi speci fici
expresia genelor umane. Cu un interval de lungime a ampliconuluit2 125 pb, panel |
0 acoperire >996 a genomului SAR®0oV-2 ( ~30 kb)) ‘sértip@ileppgtee nt"Hit aol:
[14915(Q.

Rul tde |lecven™Hi ere awlGénexsE, coarad ec 0 mHismod tt

utilizate “n pregttirea bibliotecii, “ncep
inclusiv informaHi i despre probt, | oca™H a p
Pentru generarea raportul ui final, “n ti

ur mbttoarel e SARS uCpV_ 2 annatateSnpEff generate  Consensus,
SARS_CoV_2_lineagelDPluginul SARS_CoV_2_annotateSnpEdf fost utilizat pentru
gener ar ea a&tairpuwumitiledrordeéedi mut a Hi i (i nser Hi a,
depi state “"n genomul genherate Conkensiwsnite@ c ¥ e o VHe a tHL
genom din una satlin mai multe probe selectate in formatul FASGé\poate fi n catdirecte

pe siteul web GISAID. PluginulSARS _CoV_2 lineageld et er mi nt or i gi ne

folosind softwareu | Pangol i n. FA$TQeeffilireoa zliih punctide \eedere lale
cal i t £"Hi i , sunti mapate ccu tpluginullSARSCoV-2-Pangolin (https://cov
|l i neages. org/resources/ pangolin. ht mithgrmo pl ug

Fisher Scientifit , pr e c um 'HiNexcladghtipss//Cladesmextsttain.drg), in raport
cugenomul de referintHt din Wuhan pentru a o
[14915Q.

Platforma lllumina MiSegDx. Tncepand cu anul 2024, altele 68 probe biologice &
fost s ecvVven H a tl#oruloilumang MiSeq Dxdisporsibd thabanatoarele
Agen’Hi ei Na™Hi onal e pentru Stnkttatea Public-
CoV-2 a fost efecttacuo ver si une modi ficat desecyreantth eo |
bibliotecii ARTIC v4 COVID-19 (lllumina COVIDSeq v4 Primer Poglsompatibil cu COVID
SegAssay index1 vari anta ARTI CV4, care opereazt t«
spike).In timpul procesului de aliniefRN-ul izolat este tratat cu hexameri aleafoivederea

sintezei ADNc . La etapa de sintezt a ADNc,
sunt invers transcrise “n primai aateersh . de ch
etapt a fost efectuatt "~ ng doubtdoubummepaeal

preparate pentru fiecare grup de prim@®VIDSeq PCR Master Mix H COVIDSeq PCR
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Master Mix 2Ame st ec u | de reac™H e a T Cdimpdetreimiouieb at |

Hi apoi ampl i ficat °Qtimmge 15securdiy 63dC timp dedina r | |
mi nut e 'Hi °@GeennHermacitlatoPuantAudi& 5 RealTime PCR Systefi5].
Ampliconi i din reac™Hi ile de amplificare

particule magnetice AMPure XP (Beckman Coulter, Brea, CA, SUA) la un raport particule
magneticepr obt de 1: 1, #IClaHipH B, DQfolgkiht ulhitidesr t i f i
testareQubittE 1X dsDNA High Sensitivi{HS) dsDNA pe un fluorometrmvitrogen Qubit 4

Bi bliotecile au fost gener atllemina GOVIDSegn d k
RUOcu adaptoare index Il lumina Hi secven'™H at
CA, SUA).

Probele au fost secven'Hi ate f ol olummad cit
BaseSpac¢ ht t ps: / / basespace. il l umina. com) a fos
generarea FASTQ, asambl ar ea ¢ge@ov-madL16y. Hi de

Fi Hi er el e F ASplrQ cbersugiisseprattdurii desmttolac a | i(@ = "Hi i
30buti |l i zOnd a@PCdelaBaspacEASFOQHIi erel e FASTQ ap
aliniate | a genod@Govi2 (NCBI Refezehoe ISequeitC BIZSR).
Linia genetict DRAGEN COVI D de | a BaseSpace
SARSCoV-2 Hi pentru a genera 39144 ngur fi Hi er

FF'Hi erel e FASTA individuale consens au f
g e n e a,l utiligahdc viersiunea online a programulRhylogenetic Assignment of Named

Global Epidemic Lineagg$angolin (https://pangolin.coaik.io).

Pentru analize ulterioarau fost folosie dbar variantele consens identificate de ambele
apl ica'™i i

Anali za bi ™Hinfporomat iac& at dtidrogrenred 2 clkt at e
fost efectuate utiliz©nd baze de date inter
au inclus analiza NextCl ade 'Hi Pangol i n, I
Gl SI AD 'Hi Paatibérea Rewounbor geneal ogi ce 1
efectuate util i z ©nldips@dgoilineayes tlig/eesoweedipanBaimignd | i n

Variantel e i denti ficate au fost veri ficat ¢
(https://clades.nextstrain.ojgd5].

Toate secvenHel e ob™Hi nute au tBARSCoOV-Z o mp a
WuhanHu-1 (NCBIReference Sequence NC_045512. 2) pentru i dent

l iniile/variantel e identi ficate c a vari ant

recombinante “~n to’Hi arbori.i filogenetici

Nextcl ade ndefsocrtmactatJ PEG. Datele au fost apo
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deschis, cum ar fi | ni "Hi ati va Gl obalt pentr
[17§.

Met odol ogi a de secvenGdverden ape uzata pentrss u |l U i
supravegherea circula™i ei virale

Procesll tehnologic de investigageprobelor de apgzateinclude cateva etape pripale:
prelevarea probel or, transportul conform ¢
prel ucr ar e ac 'Hicailonaucleigi, amaliza prabelor prin tehnici de biologie

mol ecul-RACR, (sRefcven™Hi erea genomul uiurp7).Hi pr el

) R
Prelevarea probelor | VAR

‘ =)
wui v
Transportul probelor | E
‘ N
Bazati pe centrifugare [—
SEEE—wy

Procesarea probelor <,

W Bazata pe coloane g

- )

.
=l Manuali %’;3‘
AN\ Purificarea / extractia - il
W2V’ ARN/ADN E‘
y Automatizata \E
y = . )
‘ R
qPCR (reactie de polimerizare
in lant in timp real)
Analiza B!
Secventiere !
- =,
< ‘ \
(| m‘\ Procesarea si
) vizualizarea datelor
=7
Figura 7. Procesul de investigar@a apel or wuzate " n contextul mo |
COVID-19
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Probele de apezated e st i nat e r eac Hi ei de secven'™Hi er
24 de or e, utili z©&nd un debit sau un eHant.i
timpul perioadelor uscatér in cazul in car@ fostposibil sau corectat prin normalizard
“n func™Hi e de i nfl uen/ Hdizided echa bmetnu le | e anekd ew
“n ti mpul prelevdiridi

Probele au fogbrdevatede dod. ori pe ¢pttmart. ( " n  f i e ¢ a rdemiercuri) d e |
de | a $purardHa apelaizatedin mun Chi Hi nkt u ‘Hi au foist tr
frigorifice (+2-+ 8 AC) cttre | aboratorul virusologic

Prelucrarea pr i mazatdPretucrgrea prabeldr derapeatea incegute
cu centrifugarea a 50 ml dpmLp40onbdin supernatpntud e 3
ob™i nut dupt pauadthbugentdi guder EEG8PHIO O ,p% I g
de cl| or u.rfAimestdoelb s dlidn uobst centri fugat timp de
minute) la 4°C la 12 000rpmf £ r £ ,fpenttudepunereainui sediment pe fundul tubului
sub formauneipelicule( sedi ment) care a concentrat toat
Supernatantul a fost aruncaar € di ment ul ob™i nut cu toate pa
200 Ol de tampon de lucru (tampon -@nlr@pdt ( br o
del:1l).Suspensaie st e gata pentru -glidapaodendxbdbr ac®di e
de extrac™H e di[6loni bil e " n | aborator

Extr acluidnapdRddteExt r ac-Hilaai ARNral a fost ef
prelucrarea pr i ma adilizédnd kiturilecorneerciald { d e1d&aS L( F 1 s
U J n dzts dEQRAaMp Viral RNAMIn( Q1 A GE N) . cuEty comeraalliAamp Viral
RNA Mini(QIAGEN) afostefectat + dupt metoda descrist mai

Principiul de fluinfcrHisBn & risradks ddctdiv me a z b

el i berarea acizilor nucle{tiosuadananf deegiHan
de pr e cdepuifitamade Himpuritt™Hi . Suspu8di &I olb#i B C
de | izt 'Hi °dtimp debircitminutd. u pétd t neayat00 pl de tampon de

precipitare lizatul a fost centrifugat la 1800-16 000rmptimp decinci minute pentru a forma

un precipitatden®2e nt ru a "~ ndeptbysptacit wiatt &t wlmparfia tHi

500 Ol de soHiu'diiezodes assptlnar5e0 Ol de t°€mpon

timpdecincimi nut e pentru aflé44dp Hi ne un extract pur
l nvesti ga®mo !l acecu lP&Ropentrid Selectarea probeldin ape uzate

pentrus e c v e Mdateeextraele o b "Hi nut e au f ost i nvesti ga:

mol ecul art utili z©nd G&aTag®EhvirocRaPGIR perdru detectaRe® O ME (

virusului SARSCoV-2.Conf or m manual uli edcearlea AER® dHipetL tROT
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real a fost efectuatt c u-unoluf ltotalchleamestecNui dez o | a
r eac HCR deRT pl.

AnalizaRFPCR “n timp real a f osApplied Biesgstenisat t u
QuantStudi& 5 RealTime PCR Systerny 96 de godeuriThermo Fisher ScientificSUA),
cu parametri de ciclare recomanda™ de prod

Datele au fost analizateu un software de echipamempplied Biosystenis
QuantStudi& 5 RealTime PCR Systemu aj ustare automatt a | i
pentru analizele canalului de detimidalgar Fi e
rezultaula f ost consi derat pozitiv dact a produs
de controalele negative. In aceste cazuri au fost calculate valorile Ct.

Fiecare-PClIRactn RTi mp r eal a inclus contro
Controalele pozitive au inclus fragmente sintetice de ARN monocatenar ale-Gé&\RS3
diluate de 1000 deori¢2 1 a Ht ept at ) tRi8 deHt @@ adé Omi ap:
Rezultatele controlul ui pozitiv au fost mon

dact v-adincadral ireintesvalul specificat (z8@date neprezentate). Probele cu valori

Ct p©nt Il a ciclul 35 au fost aggnamuluisel ect at e

SecvenWwi er ea [probeloradm apupate glelntoemm iaor , pr obel
Ctauf ost luate | a etapa de pregttire pentr
biblioteclorgenomi ce a f ost ut i | INEBNextGARTIQIARSOF me r c i
2 Library Prep Kit (Ilumina® care constt " n indexarea cu
PCR Hi selectarea dimensiunii fragmentelor

La etaa de creare a bibliotecilor a fost utilizat setul de primeri ARTIC @DYIDSeq

v4 Primer Poolymodi fi cat THi optimizat pentru ~ mbun!
Procesul de secven'Hi ere a f wnina MiSeeg D¢ ua't
ut i | i z©MiSeqcReagenuKwl3 00 ci cl uri ) cpaireddnR M er e a

150 nucleotide).

Imaginile fluorescente au fost analizatet i | i z©nd pl atf or ma de
lllumina pentru a produce date demultiplexate in forFlRETQ Astfel,”" n ur ma secver
3lprobe danediuvau f ost deb iIHHFA8TQpair-énd

Evaluarea cal ittt ™. d a t SammwolsH igastqe eanpentre a  f
agregarea rezultatelor tuturor probedoiost utilizatalgoritmul Multigc. Alinierea la genomul
de refer-CovvHt HEAR®t er mi narea abunden Hei var
instrumenteleMinimap 'Hirespectiy Freyja, iar pentrur e pr ez ent &aetibzat gr af |

limbajul R.
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Pentru acuprindein totalitated i v e r s i tdm prebale bioiogica tomunitagefost
folosit instrumentulFreyja Acestinstrumentf ol ogeMt eu esti marea abu
liniilor viraleintr-o pr obda bnikxltitotect de Acoduri de bar
a reprezenta fiecare linie SARK®V-2 "n f il ogenia gl obal t.
InstrumenteleFr ey )] a 'Hieandlidbi b s h ® oarsmatvie @éitttide der
SARS-CoV-2izolate din apeuzate

Cn baza studiilor interna™i onal e :&reyjaf ost
(bazat pe identificarea variantelor) Hi Kal
ma i potrivit i nstrument pentru wutilizare v

Pentru a face aceast ts ecormemaHee aa -Co\¢xutn Ul Hiiid u$:z
din ape wuzate conH n©nd di f er i t-CoV-R ¢lasificate g e n €
dupt OMS (Al pha, Bet a, Del t a, Epsil on, Et a

Fiecare probt clormdi mead iaparncex idneatciiM i ri  de s
referin™Ht NC_045512.2. Abunden™Hele Il iniilor
permi " HOnd o evalwuare cuprin[it7/Bt oare pe "~ ntre

Ul terior, pentru a compara perfor man’™a c

amestecuri sintetice ale unor linii genetice cunoscute de coronavirus. Aceste amestecuri au fost
generate din secvenHe prel uat e esdhig precanz e d
Gl SAI D. Au fost generate “n total 42 de am

ulterior testate “"n paralel folosind platfo
Instrumentul Freyja. Pr oc e s u | de analizt a dated or d
CoV-2 cu instrumentul Freyja include <cinci e
Prima etapt include alinierea citirilor fo
alinicez2h™Heé e anali zate | a genomul de refer]
pentru datele 111l umina. Cn a doua etapt,
genetice ale virusului SARSoV-2. Acest proces identiclaret pmo
prin compararea citirilor aliniate cu genon

prag minim de calitatée 20 debazé pent ru a excl ude variantel e

putea reprezenta mai dcét gariaante hiologice venleé. Rexdtatubae ¢ v ¢
i nclus un tabel de variante care |isteazt t
"nregistreazt acoperirea secven'Hi eri. l a fi

Cn a treia etapt a fost efectuatt demi xal
Freyj a. Acest algoritm a estimat abunden Hel
genetice cunoscute al e ctr orbinpvaraitalelohservate.d e n

Optimizarea a wutilizat wun algoritm de maxi:
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0,001 pentru o precizie ridicatt.iadocitnea ul a
mi ni mt pentru identificarea variantelor. An
nu doar variantele confir matuen offiitiiearl] .d eFiiea
care conHine procente de abunden™Hl73dest i mat e

Inceadea patra etapt au fost agregate rezul't
modulul de agregare Freyja, ceea ce a permis combinarea rezultatelor individuale ale
e Hant i o aun sihgorrtabel pribcipal. La agregare a fost aplicat tag pninim de
acoperire care impune ca 60 % din genomul v
fiecare din liniile genetice

Instrumentul Kallisto. Pr oc e s ul de analizt Dbioinfor me
i nclude trei etape pelaboraunipdael ed.e Lrae fperriima'Hte tdai
genomice SARSCoV-2 folosind k-mer cu dimensiuni de 3tle perechi de baze, care
echilibreazt specificitatea penBsimilat pgritrst i ng
atribuirea citirilor.

La a dosha edteaxptuat pseuvudoal inierea Hi CU&
deosebire de met ode)cearter addei t'idi rommianlte pdoez i dHi ian
f i ecktriastrumentutkiad il j st o utili zeazt o-merpentruchar e
atribui citirile celor mai compati bil e sec\
32 de fire de execu'™H e 'Hi a ptraosdripte peensliohi mt r i
pentru fiecare |inie genetickt. Aceasttit abor
de di mensi uni mari, reduc®©nd ato©t ti mpul de

La a trelorde TEM @ fodt normalizatl a procente de abun
permite compararea directt cu dattalbe ndealHa
procentual t a fieckrei i nii genetice ca Vva
l'iniile celulare, apoi “"nmul "Hitt cu 100. A
tot al detectat ~ nasumagracenteler egperd® aproxinidtiv [TEZ i g u r L

Indicatoriid e per f amstramentlor Fr ey j a HHi Kaalsd iaisd st i ¢

a rezultatelor Ob™MHi nut e

Pentruevaluaeap er f ocerimmasnt™® u me nt el o r sa& folesitindecatoit i Ka
statistici standard. Coeficient ueli daeb udnedteenr’i
reale exp i mpttn predic™ii, valoril e mai apropi i
model ul ui . Coeficientul de corel a'™Hi e Pear s

abunden™el e pr erd sree |'Hi"Hi ae |rea nigaekdmanatr d eaaHi md |
monot oni c e&devaldrieash eer a nat’te . Er oar e a- maan absdlutet £

error)r ef Imeaggtnti t udi nea medi e a erorilor de pre
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medi e ptLt r-aobtimeabhsqarRrMeSrr tdbci na pittratkt a erc
ceea ce penalizeazt abaterile mari ma i put e
Ac e Ht i auTtasti calaléHpentru fiecare linie OM& virusului SARSCoV-2
pentru a identifica variaH a per f or ufash "He i
stratificae” n f unc H e de i nterval e%,811dx158b520% e n "HL
Hi mai ®peéendeu28 caracteriza |Iimitele de d
Toate analizele statistice au utilizat Python 3.11 cu bibliotecile scipy,-bc&kiaa r n 'Hi nu
Semni fi ssd’Hita astfeotsit evaluatt folosind teste
2.3 Prelucrarea statistick
Prelucrareastatistidt a dat el oa fodsHI cuwaumtuimedubiistatistic
RStudio (versiunea 2024.04.1+74&pre a permis efectuarea unei analize statistice
reproductibile Hi transparente.
Pentru variabilele numerice, au fost calculate statisticile descriptive standard: valoarea
mi ni mt, val oarea maxi mt, medi a % (0©5% HCIt b ’die
abaterea standard, precum Hi mediana ~mpr eu
Compar a'Hi a “ntre grupuri pentr ucu tester i abi
neparametri ce adecyv aene:teptd MannWhitnelfiWdcoxon pbntrdHi i n
dout grupur.i i nde p dWallis rahkesumHdentrt rmas multé grukuriu s k
independente. Rezultatele au fost reprezentate grafic prin baxplat  Hi -urihfacditinoha p
i nterpretareaiivliiaaredhatHi a | @dir stdriinbhw® variabi |
tip | asociate testiLtril or iiHothbergpl e a f ost a
Pentru variabilele categoriale au fost e:s
cu intervale de incredere de 9% pentru frecven™Hel e relative.
realizatt pri barpb. agrame cu bare (
in vedereaest. r ipotezebr privind asocierea dintre variabilele categorisie aplicat
testulChiptt rat al |l ui Pearson, “n varianta Mont
robuste™Hea pstimbrii valori:i
Ni vel ul d e s e mb pehtiu a€ldnatizels dfeattatéastistabdittla 0/05.
2.4 Concluzii la capitolul 2
1. Acest studiu a inclus un numbtr r ezptg,ezent
ceea ca permis identificarea liniilor genetiee virusului SARSCoV-2 circulantein
RepublicaMoldova pr ec um Hi determinarea mecani s
2. Tehnologiad e s e ¢ We nltik g e B @ radntiegului genomcu utilizarea
platformelorlon Torrent Genexu# lllumina MiSega permismoni t or i zear e a

virusului SARSCoV-2 in Republica Moldova
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3. Fiabilitatea rezul tatel or ob™i nut e est

secvenHel or anadutzialtiez arprae cauimf eii t or p |
bioinformatice 'Hde aplicarea metodelor statistice pentru analiza acestora.

. Comparaeai nstrumentel or de analiza bioinfol
determinarea cal ma i potrivit pentru vi ageaomulli ar e a

virusului SARSCoV-2 izolatdin apée uzate.
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3. CARACTERI ZAREA GENETI| DESARSCBWZ PI NI
IDENTIFICATE 1IN PROBELE CLINICE

3.1. Analiza genetict a v ar-Co¥-B cirtularitetpeHi i [
teritoriul Republicii Moldova in perioada 2021-2024

Pe parcursul perioadei de studiu auifost
SARSCoV-2, dintre care 49 (8%) a pauvarldinteiDelta (B.1.617.2), 680 (92,%) 1
variantei Omicr &%)i yaBandirecombtn&t® ) Hi 4 ( 0,

VOr sta pacien™Hi |l or ale cktror probetr@u f o
ani’Hi 94 d e meadiefind de®7®rasi & 21,3) (996 CI. 56,59), dintre care 44,%0
(95% CI: 41%, 48%)er au bt r bo% (945%,Cl: 52806y 59%) b feriei.

infundHi ezordde réiHe disa™HEpnst at at o pr eeaat b,@aiHt a
79,1%, (95% CI: 76%, 82%), HR0,9 %-c e a 196 % @&I118%, 24%).

Dat el e st upersaahelein a/rCa tstt tdplirecutedle6 P ed € adnice p |
un riscridicat dea fi spitalizagéin stare gralvcu diagnosticuCOVID-19,” n ¢ o mp alte a "Hi e
grupe dpeo sviChrislt tdi n cauza modi fictktril(guafi zi
8). Drepturmare, ramo r t al i t L gHi o p £ n diedeset@ sfsitee ma i mar

verawanis(3) = 2.95, p = 0.40, 82 . = 4.04e-03, Clgso, [1.03e-03, 1.00], Nops = 733

90
i
£ 60 —+— fimedian = 62.00 2,
‘a
>
|
ne
30 it'e
@
0 ® ehe
2021 2022 2023 2024
(n=46) (n=410) (n=215) (n=62)
Anul
Figura 8. |l ncCQvibrl™9a pe grupe de vOrstt
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Conform dat edrstarmeddd Hpaaot ez02ivli on t hmpul C

varianteiDeltaa f ost de 67,5 ani, Ipe2ba2a avadabla de ap
Omi cr on 'Hi n testdtea uf od e ma b b ema (hed4ld), gdes@imedian al ’
paci erodtddeaeami . Cn 2023, cu n=21b%appaleée eséH

a fost de 64le ani, iarin 2024, cu n=62 de probe testaeeasta fost de 65le ani. Astfel,

datele studiului nostru n dd cptr ed omi nan™HL a p ac ideaniHebui® r cu
"nsémarcat faptul ct studiul a ,iceemdéwns emamnite
ct probelod exd @t eee tHHi at e ~ n p rfarmmeclinipemdderate | a

Heevee car e, “n majoritateapwmmaidr i"Inorv,Orfsk de a
comorbiditt™ | or cronice asociate cu “mbkttr

Int erpretarea statiste@WID®pdi rmuiplru ldieei v«
evaluarea comparativa fost efectuat prin testul neparametric Kruskal Wallisarenu a
evidentdt difererikl statistic semnificative valoarea testului fiind 25, p = 0.4,'H 95 % CI
avand zerain limite.

Cn 2021 au f os % 95%C:vE% 30%deezdba(6, 3toat e
variantei Delta. In 202206 0 st s ecelermmimildi@artobe din “~ntreaga p
I 410 (55,96, 95% CI: 52%, 60%), Tireiizolate(6,1% 95% CI: 0,00%, 13%) fiind detectat
var i ant ia40D@9,%,d5%Cl: 56%, 64%) 7 varianta Omicron.

Cn 2023, “n perioada de,s atuderoesta siercoiecél
215 (29,3%) (95% CI: 26%, 33%) izolate, dintre care 212 (3192) (95% CI: 28%, 35%)
apar 'H neau v atrei(7b,0%)¢b% @:183% X004)1 vatiante recombinante.

In 2024,ca urmare s ct der i i a m midirgoueleld ie n'HHi | or car e
di agnostic medical ,%)@5% Q) 64%, $0&crdeirolatd{inedt (6,0 6 2 (
%) (95% CI: 6,8%, 11%),findd et ect at £ v ar i aona@50@n(9566Cb n 'Hi
0,00%, 67%)ivari anta recombinantt.

Analiza fil ogenetCow2Z “an greanpoonritl ocruWBhamR Sp i n a

Hu-1 a relevat un grad diferit de polimorfisnradea mi noaci zi | or . Di ver
virusuui SARSCoV-2 Hi var i aumisluinttatae®sai gaaeadte de fr
recombirrii ARN-u | u i genomi c, ceea Cce deoonvamantdalei e |

virusduicu pr opr i et L Hi noi , ¢ ar enoipauti alefpandgmeeit e n "Hi

Toat e s genvndce e lviemisuluSARSCoV-2 au fost analizate pentru a
determina pozi H a | or filogenetickt “"n conte
Nextclade (figure).

49



Clade &

[ Al [7] 234
[ [] 22a
= 228 E 24B

22C 24C
= 22D = 24F »a

22E 246
. 22F D recombinant
B 232 [ 2u
[ 28 [ 20
= 23C B 21k

23D

Omicron _ :‘-
21K _g Sy O o
OB e —
Delta _r -._ _-"‘ '
20 40 &0
Mutations

Figura9.Re | a"Hi a

fdintreazglaete evitusulitSARS-CoV-2 in cadrul prezentului studiu
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Arborde f i 1l ogeneti c al -Co¥-2 c ienrd’Hecltor d i SA RS "Ha
Adi v er ge e vVaeantéavirisulei SARBCoV-2 caree st e cal cul att pri
Nextstrain.Acestaa f ost creat "~ n func™Hie de numbtrul
|l egenda reflectt apartenen™a probelor i,l a cl
i ar ramurile eviden™Hi azt rela™Hi ile evoluti
di versitbt™i i genet i €2024.@unctidinaerstru éste cea maitimpueie i o0 a
vari ant t-Cod-2d eStAcRcSanet serveHte drept referin
filogenetice.

S e ¢ v egenbimiteaalerirusului SARS CoV-2 identificate in Republica Moldova au
fostrepartizatgp e o ar i e | |&20Aga24A, ghatd ca vagantelepcare au circulat
in intreaga lume in perioada studiulstfel, Tn urmaanalizi genetie a intregului genomua
foste v i d e2ddeclaae distincté 21L, 211, 21J, 21K, 22A, 22B, 22C, 22D, 22E, 22F, 23A,
23B, 23C, 23D, 23H, 24A, 24B, 24C, 24E, 24® unarecombinart. Din cele 21de clade,

Hase (21L, 228, 22E, 23 A, 23D 'Hi 24A) sunt
cuprind majoritatiHa genomilor eHanti ona

Dateleo b "Hi amrudH#te zul t at e neaHt ept at e. De exer
secvenHe recombinante (marcate cu puncte al
interiorul ™Mtrii, fie ct aceHti pacien'™H au
final linii recombinante.

Conformrezultateloy varianta Omicron a prezentaevoliHe r api dt, lae | a
clada2lL cu circa60demu t &aClddileie 22A, 22B, 22C, 22D, 22E, 22F exaluatla fel de
bine, atinggnd 90 20 de Dmuta®Hen'Ha pentru cl adel e 23A
248B, 24C, 24E, 24G a crescut “"ntre 120 CHi
descenden™i | or Omi cr on alb50dree snaiceta GdeStade pdtra a p
ori mai mult decatin cazulvarianei Delta (clada 21Jc ar e prezi demut @@ & I

genomul stu. Ant er,icor ,0 wWarieamgtesnl"H Omidd rcan t
Omicronau prezentat modificktri de patogenitate
Rami ficaH ile 24K, 21L Hi 22B reprezintt
(de obicei “n jur de 80) Hi sunt reprezent e
202122 02 2. Cl adel e 2 2rEt s pZBnfggrioada3@220R3 au thkdistrat
pO©nt Hdeemul @OHi i , @reclkadelg2e3nio nHi le rAad rAcent adaee majore, au
n u mtim jar de120-140demut a "Hi i
un aspect cruci al “n mGaV2 t este iiderdificarea ev
eveni mentelor de recombinare genetict, deoce

virale cu virul en Ht patHidinpobeleanvdastgate asfdast idemtifica | t e
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ARN viral recombinat) nefind”" nebhservatt vreo modi ficare a

saueventuatc onseci n™He epidemi ol ogi ce.

Analiza datebre pi demi ol ogi ce privind repeisaanel de
pozitive COVID-19 in Republica Moldovdfigura 10) Hia datebr ded i s t erai libiilorHi
genetice e virusului SARSCoV-2 a arctkt agpe parcur sul par i 0ac

genomului virusului SARE0V-2 sau inregistrat numeroase valuri epidemice. Fiecare val a
fost explicat prin apari Hi a ~ nHpravqraicl rac’Hitee rae «
n u mtuir de lcazuri de COVIEL9. Astfel,in primul val al pandemiei in ianuarie 2022
i nci de n "Hacazuoridoxde @AVIELI a fostde 1205 cazurila 100 00 p o'Hiu | a "Hi
coincis cua p a rvariddtei@®micron in Republica Moldovearea inlocuit complet varianta
Delta (B.1.617.2)
Pe t ot par c pertesitariul republiciigraridnta ®imieron a sufenihai multe
schi mbtri genetice Hi alinpcacevanaatit apemn iH B
epi demi ol ogi ckt. Astfetauzpat mdeé apar iegBe a ewma
caracterizeazt lipei BA. Ip*r ed amidneasrceean d e n "Hi | st
BA.1.1. 13, BA. 1. 15, BA. 1.pgeflgurdl0. a. ), mar cat
Al doileaval al pandemiea avut o cr,aHt eg@®©ndthaval eat ea I
decazuride COVIB191a1000 00 popul a™™i e ~ n p einspecialthdunac al d
augusiceeace goinciscua p ar i "Hi a nlevirusutuir SARSC oV, BlibliniileaBA.4
Hi BrépreZentate cu culoarea gri in grafidid figuralO.

Al treileaval al pandemiei-ainregistrafin perioada februarimar t i e 202 3 'Hi

prin dipea XKBB*Hcuad escende XBIiBi. 1 s5 (neoficial de
XBB.1.9*. Varianta OmicrofXBB, pr obabi | aptrutt fteiaa dar mar e
descendéilei B A. 2, BJ. 1, déscendé&MaBA.2.75.. Sublinia XBB.1.5 a fost

descoperkpent ru prima datt " n octombrie 2022 ’n

suplimentart “n proteina Spike S486P.
Anteroraceastt mutaHi e (S486P) a fost rar
dincauzaf apt ul ui c tmadifichkned medles@dtri de "n acel al
inlocui fenilalaninacuproim De Hi XBB. 1.5 Hi XBB.1.9.1 au
"n proteina Spi ke, RdRp 'Hi proteaza princig
alte proteine virale care pot afecta ndo z i t at e a, replicarea,

patogenitateairusului.
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Al patruleaval al panemiei, atestain luna septembrie2028 e expl i ct prin
linii separate a virusului SARG0V-2, variantaBA.2.86cared i f er £t f i |l ogeneti c
Omi cron, acumul ©nd peste 30Spikee mut a’Hi i ami n

Las f ©r Hi t ul anul ui 2 0s2 Biredistratinuimeoueap al ¢ingilea a n u |
de ~ mb dé ERWDI1Y, cauzatde a p aaruneiHnoi sublini JN.J, d e vtudpma t Lt
dominantt | a nivel mondi al |l a sf ©r Hi t ul an
subclast a variregpmteei nBA. . 8® mbidNalHi e unict
l' inia BA.2.86, "n special O nout muta™Hi e L

mut aHi e a fost asoci at tcuoc uc aop atcriatnastne s’ i nbbi ul ni Lt

a rtspunsul ui i mu-a.de&€wnedimpacki BA. 2aBbast Lt
care are doar o LABaStinpréteimaS giulpé i mentampar a’Hi e
crescut semnificativ evitarea anticorpilor
circulatatatinr epultl©Oit ctHji "~ n al t e "Hbri

Al Ha s edl paademiea | car e a avut l oc "~ n ,peeri oa

caracterizeazt prin apa,yoib™Hian ug e bavdaamndeadmi .ell o |
domi nante. Odat t c,JUN.JaagoatinioChii teeptad de subvamadtelensaté. | o r
Cn special, KP. 2 'Hi KP.3 cu mut aHiKPB.gla 455 ¢
dob©ndit o contagiozitat e aanicorpilatranai edicdidecai n n i
KP. 3 Hi variantele anteri oar e egcualesuvaramte. e x p |
Astfel, “"n comparaH e cu JN. 1, KP. 3 'Hi KP. :
domeniul de legare a receptorului (RBD) al proteBgei k e. Acest e mut mEHi i

l a o mai bunt evadare de antigapdpi ‘Hi l a o

Liniile geneticeale virusului SARE0V-2 Gi pr eval enAnalizavigilori ant e
genetice a oferit o imagine det al iCat2tpe a ev
teritoriul Republicii Moldovain perioada 2022024 (figura 12)

Conform dat’ed oanwlb™ At ea exi stat o ,circu
cunoscutt pentru sbaekde t ad ecsgenoihidderver e ndHi aa k
in anul2021 au circulat catevaublinii ale variantei Delta (AY.122, AY.126, AY.4, AY.4.2,
AY.4.2.3,AY.43, AY.46,AY.46.6)T r e b ui e faptlc Hi tacesidublinia u mut a "Hi
criticeingenom!| or , cum ar fi D6 14 Ccare 4e4f51 2kR ,” nP 6p8rloR e
contribuie | a cacesteMarmmeea i nfec ™Hi ozit 4t ™Hii
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Figura 12 Di stri bu™i a t e mpatenieasubli SARSICoVFR2i i | or g

identificate Tn perioada 20212024

Analiza datebr d i s t e tenfparadklia liniilor genetice identificate in perioada 2021
2024a archkt atari anta Omi cCly2 a waptuswul bia SARSp
Hi a “nlocuptedami aatRaz Db h t & e ligenomieedncepdntHi e r
cu lunaiunie 2022,,ed e mo n s t r @anbrnoaspuabrliiHiia  &eAaridnteil®micr8nA . 5
caurmareanut a "Hi i | o rle ger®muhiavinusutuiinenuk2022 au dominaubliniile
BA1(22 5%) , BA. 2.9 (16%) 'Hi BaA’arhpeioadaarfildr2028 , B
Hi 2024 variantele predominante aN1#66%t XBB

32Caracteristica mol,adel aHiii la®eru™Bliisitli d ru "Hi n
SARS-CoV-2

Modi ficktrile evol uti ve -CaV-Zesungrezolatolud auri i "Wiier
di feritor fciupmurair df edelditetbas’dieit (HiHiidee Hm u alog o to ia @
DCC (deplasarea <cadrul ui de odedelr eAdaliza)g e n e
compar at i vt geaomigeaate iviusuluieSARSOV-2 a ar Lt at ct,
cazurilor, evolu™Hia virusul ui Hi mo daubi c kL r |
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medie de 72,& 21,1 pe genom(95% CI: 71, 74) de del& cu omediede 48,6+ 20,1 per
genom(95% CI: 47,50 ) ,deiridefiHcu DCC care au fost detectate foarte rar, in medie 4,5
83(95% CI: 3,9, 5H2209%% CGti1,518)pgrgeaami v 1, 7

Un numkr semni fi cat icevafodteletestat ba varianta @rititran, cuon u c |
un numkr mexd20,Us udbes t 7 4 ,u6Hi | % @le73,g@®iHo m| @9 ¥ ar i a
recombinante 99,8+ 24,2(95% Clt 61, 138), in timp ce la varianta Delta a fost inregistrat cel
ma i mi ¢ numktir4284,500bGt 42, 44 EHIluarea comparativefectuat
prin testul neparametric Kruskal Walles evidefidt difererel statistic semnificativeale
numktr ud wh s tdiet u™Hi T n dEunadi @MStaeirdselai SARSCQOV-2 -
valoarea testului fiind 24, p < 0,001

Ac eesaHiu a Hibgerah fHost n cazul del e™i il or . C
fostinregistrain genomul variantei Omicroin 50,9+ 18,6(95% C1 : 49, 52) CHi
recombinanté 44,8+22,7(95% CIl : 8, 6, 81) . Pentru compar a
au fost detectate in medie 1#£01,5(95% CI: 14, 20)ded e | Ast#l, testul neparametric
Kruskal Wallis a evideidt diferenel statistic semnificativele n u mt r uldeil e ‘tHiei C

nucleotide n f u n ¢ "Hi @MSdwdrusulia SARSGoVY-2- valoareg < 0,001.

In s e es'&ll dovedit a fspecifice numai variantei Omicron, cwaloaremedie de 4,8
+8,5(95% CI: 4,2, 5,5) inlocuiri pegenom™Hi " n v ar i ant45+8,7(9566c 0 mb i
Cl: -4,6, 14) In subliniile variantei Delta n s auratHosinregistrateAnaliza, prin aplicarea
testuluineparametric Kruskal Wallia evidefidt diferenklstatistic semnificativelen u me r ul u i
dei nser "Hiice" mu ¢ lue @ tHi @MVScérusulld $ARECDY-2 valoarea testului

fiind 24,p < 0.001

Trebuie men™H onat ¢t analiza mutealizat i | ar
dout niveluri: l a nivel nucl eoti dic 'Hi | a
simultan | a ambele niveluri, deoarece nu t
reflectkt “n modificktri alee ms acdv ean Heeir Ld e &
fitotipice. Aceste substituHi.i sunt sinonir
ni vel de aminoaci zi reflectt doar mut a™Hi i |
proteinelor virale. Astfel, analz a mut a™i i | or aminoaci di ce, C
proteinelor, a eviden™H at o tendin™Ht si mil a
Hi " n variantele recombinante.

Tn genomul variantei Omicroroate tipudie d e miu(SutestitdiH i | del e)H i Hi
nivelul aminoaczilor de asemeneau prezentat ® e n ddeafHek a eneatr ul ui
S ub s leaninodtdicecau prezentat un numbkr mai mar e d
Omi c riocelerétombinate,cu valori medide 42,1+ 20,3(95% C1 : A4rkspeciy4 ) 'Hi
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de67,8+ 27,4(95% CI: 24, 111), urmatdevarianta Deltacu o medie d82,0 + 4,2(95% CI:
31, 33) Astfel, testulneparametric Kruskal Wallis a evid#t diferengl statistic semnificative
den u mktr usluubis tdiet eifitiei n afmi m o "&i @MSdcerusulla SARSCDVY-22
- valoarea testului fiind 3, p = 0,002.

Numbtrul de ddckafdbtmai maserin variangacOmicranl2,4+ 4,9(95%
Cl: 12, 13)i 'Hin variantele recombimgei 13,8+3,0(95% CI: 9,19)i, Hio mhswur £ m.
mickt "~ n vadflli9ah1(85%0Ck 12t ). Anal i z a csdutultestullii ¢ £
neparametric Kruskal Walli® vi d en "Hi a't o di &emamibb ddéleeniidife
aminoaatlice” n f u n ¢ "Hi @VMSawrusulia SARSC0\-2avaloarea testului fiindd2,

p < 0,001.

I nser ™Hiile aminoacidice au fost detectat
valoare medie de 0,6 + 1,4 (95% Cl: 0@6, 6 7) , 'Hi “n variantele r
mediede 0,5+0,6 (95% CD, 421, 4) . Anal i za congptarriabtui’Nite id et
aminoacidice 'Hi a celorlalte caracteristic
variantele OMS ale virusului SARSoV-2 , est e ptabeld & AnexatliTestuln

neparametric Kruskal Wallis a evid#t diferenel statistic semnificativelle n u mt r ul ui
i ns aminbtadice” n f unc ™H e de var i a@oV-2 vaDaen testuluv i r U ¢
fiind 17,p < 0, 001.

Pe parcursul perioadei de studgn constathc £ v i r u €CaV-2 aSéuRBat
numer oas.eDemuttaaHdiii | e care duc l'a “nlocuire
variabiliti™ii genet i ded,e | raddreeanbieare sumtiprolelilt e d
el emente <critice al eCnéHed lew dlir @ia onerc@ama simreu -
mutaH il or este esenHialt pentru “~n'Hel eger e
prin care acestea apar

in cazulvirusului SARSCoV-2 , O mare parte din substit
transcr igpHiremtRed Rmp u | replickrii. Di agr ama
substitu’i i | oarcladenSARSEQV-Q,iuel c adrief &odwaloarea nedia aH
mut a"Hi i | or 14 proteigedenveale€n s & gur a Ndoareasntedie ar e d a
s u b st inucledtiliceih fou n ¢ "Eladge Néxarain iar infigura 14 & valoarea medie a
subst it u’Hdiceln diferiteacladeAcest lwoxplouri foartec | ar ar at(din ct
2021 @n £n 2024)n u mid eu | s u b s t atidicerHiMiInoaadlicea trescut semnificativ.

Astfel, dn datele acestor grafice seobgstvl ar ¢t s u b v aleviresului SARE O mi

CoV-2au prezentat o valoare medie .mai mar e a

58



[
80

H
=
100 —
' =
[ ]
@ . R
: i
50 ® ® L] L]
= - :
—_ | $
L ]
® ® °
.
L ]
L ]
W TP R R TR T D T g ® P -@'3’&
00@
@
Nextstrain
Figura 13.Diagramab ox pl ot a dependen Hei nundeda | ui
cladde SARS-CoV-2
Conformdatelorrezultateloy v al ori |l e medii al e mut a'Hi
nucleotidcep ©ha 1d2@2 (Hide s ub s tdicl @ ™Hiaip r @ mii ma & ¢ iv
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Figura 14. Diagrama boxplot a dependeriei numtrului de substitu’i aminoacidice de
cladele SARS-CoV-2
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Trebuie remarcaledemaipusel obiserwitgrcafaircalepe
total de substitu'HoV-2 AsHellcl midaulvi de ssbibes t ISAE
‘Haminoacdiicec r edHd @t £ cu e v o lcwa’ldiaar i VHI rau SGea med marelic | a
di ver si t aat ef ogd n e pentuetigddes viarraraeti @micron valorile medii ale
muta™ il or variind ~ n nucdebtidiceia| plestie &80 dde
aminoaatlice Val or i medi i r i abipezentad tubpihile recorabinantdli i | or
aproximativ 11Gs u b s tnucleotidéé’Hi déesSu b st i t udidei ami noaci

Analizas t at cusajutoratesului Wilcoxonad e p e michemHr ul u i de s
nucleot i di c e ‘'HeedexladéerSARSECoVeRia a r tatestan cresdut semnificativ
in timp. Compaareacladdor variantei Delta care au circulat franul 2021, cu varianta
recomba natmiclhdm?llnusa di feren’™™ at st ati,savndc de
valori p=0,469. Incazulreprezentaiitbr cladelorulterioare ale variantei Delta (21J, 21K, 21L)
saca st at at smtistcsemmgficagdn "HL r apor t ¢ u nouokdotidiced de
atatcuv ar i ant el e r ecamanba rmiatna tee a va@anei®micran(2Aa n "Hi |
22B, 22D, 22E, 23A, 23B, 23D, 24A, 24B, 24C, 24E, 24GYyaloareap in intervalul 0,000
0,009

La aplicaredesului Wilcoxonsaui dent i fi cat di feren"™e semn
statistic intre cladele circulte Tn 2024 (24A, 24B, 24C, 24E, 24@) 2 0 2 2n 2028 (22D,
22E, 22F, 23Ayeferitorl a numbtr ul d e s uavamd vialorip Ctprimse intie c | e o
0,000 MHcerms@G@7 analizt statistickt demonstre
dob©ndeasct noi.lnsdigud § Ariexa 2 et redat grafiestulm/gilcoxon
privind repartizarea pe clade a numtrul ui
SARSCoV-2.

Aplicarea testulii Wilcoxon pentru elucidareal e p e nd e n "He i numbtr ul u
aminoacidice de clatieSARSCoV-2a amakteat Hi t endi acéslorandimp. a c u m
Astfelsa constatat ct cl adel e v astalis@@ sem@ficativle | t a
maj ori tatea r e pvacaat@Ontceom(22A,1228; 222, P2& 288, 28D, 24A,
248B, 24 C, 24 E, 24G) ‘Hi ~ nd ef uvnacr’iiaen t dcd e n u mtcroi
aminoadilice, avand valorip<0 , 05. Cn c ¢ted $ @ c 2 0 "Bitistaserhnidichiy
decladded i n 2dn2@23.NHi precis, toate clade din 2024 (24A, 24B, 24C, 24E, 24G)

d i fseatisticsemnificativ de clagle 22D, 22E, 22F,23A n r aport cu numktr t
aminoacidiceavand valorialp<0,05Cor eadl imfHi r € a c u mu | anine@aeidice u b st

intimpester e p r e grafic ih fagurad2 Anexa 2.
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Di agrama di stingehomlHviresului SARESOVHE il rf unc Hi e ¢
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Figura15. Di s tnruinbbudilaui de del e "HevirusuluuSARRCDVY-i di c e
2

Pe axa X sunteprezentate clage conform nomenclaturii Nextrain, iar pe axaeste

i ndi cat numbtr ul dfguradl® | elditi e | en'dicil e afigural®)x ei d(i
descoperite “"n aceste <clade. Medi ant este

dreptunghiurilor. Mustt™i | e diagramel or bo;
reprezintt i nter v abevaldilerdatedor, &8uzdndvaldrie abgrantec e n t
Trebuie remarcafaptulc £t adiagsmmen u refl ectt " n totmlitat
genomul SARSCoV-2 in momente diferitecit endi n™Ha de modi fi car e
numbtrul ui tot al d '#di adestliad'Hini acrestiempulgue v olswe

genomul virusul ui din diferite clade a fost
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Figura16. Di s tnruinbbudilaui de del e "HievirusaulmBARS-aci di c

CoV-2
Prezimtderes faptul ct cr eHt er éaacompamrest r ul u
cladebr (211, 21J)variantei Deltac ol ect at e | a sf ©r Hi t ul anul
Omi cr on. Cn ceea ce priveHte val olavadaateime di

Omicron (21K, 21L, 22A, 22B, 22C, 22D, 22E, 22F, 23A, 23B, 23C, 23D, 23H, 24A, 24B,
24C, 24E, 24@ Hiale varianteirecombinarg, aceastes e car acteri zeazt p
stabil e. Uneori, numtrul b 21K,228| 28AHRP3Dceeace r e s C
indickt probabil o diferen™ML " ntre i zeotdreat el e
in genomul lorTrebuie remarcadi  fcakp,t uslpr e deosebire de geno
din genonii variantelorDe | t a 'Hi Oatdt'cmr ome qqiuudiolce nedeodant
genomul ui . De exempl u, “n comparaH e cu tu
zecdel e™Hl'i " n Haedeluae®#iai codageha S, iar pentr
@406 0 dupt alinierea secven'™Hel or .

De | énitdgiareacodatbnu este | a f el d enecbdantedar estet £ C
un fenomen comun pentru tulpinile mai recealie SARSCoV-2. Ac e aditfter erfi'fHL p o
cauzatt de sistemul de degradare asoci at (

silenH -ateiai ARNsS " n gazdt.
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Astfel, am a | i z a c8 ajuwotul esului Wildoxonpv al ues a di stri bu
de del e ™Hi i nn b oklad#ivieudulliieSARSCoV-2 a ar Lt aarianeit c | @
Delta, care au circulat in 2021 (21J, 21K, 21d)i f statisticsemnificatv" n ce pr i v
numtr ul de dede H e p meladd @tucran @RAC22B, 22D, 22E, 24A,
24B, 24E, 24G)p< 0,05 Repr e z e nt a restuli Wicoxarf privaint reartizarea pe
clade a numbtrul ui de del e™Hi i -QGoW-2éebbe¢i dedet -
figura 3, Anexa 2.

In urma aalizei valorilor p ale testului Wilcoxomprivindd i st ri bu™i a numktr
aminoacidice in diferite cladleSARSCoV-2 s e poat e conc laucraul@na ct
“n 2021 (210, sttbktksemndfidativ) n dicfeerpkr i ve Ht e numl
aminoacidicedecladde din 2022 (22B, 22D, 22E, 22F),avandvalepd u pr i nse “~ntr e
0,044 T ot o,dladeletcirculante Tranul2 024 ( 24 A, 248B, 2dlafistic 2 4 E,
semnificativin raport cu eest criteriude clalele dinanii2 0 2 2 'H22D,2ZE222F, 23A
23B), avand valorip<0,05.Re pr e z e nt a resuli Wdcoxarf privind. repartizarea pe
cl ade a nu mtamindacidicadiad genoohd Viresthii SARE0V-2est e redat
figura 4, Anexa 2.

Analiza e v o @i vrildului SARSCoV-2 "n func™Hi e de apari "Hi
artatat"  n majoritatea cazurilor se observt
acestora. Conforrdateloro b "Hi, n u tnemnecledtilice(figera 17)Hi ami n(figarg i di c
18)au aptrut ° nlep2F,i23Ac280n ande mediaestel multingai mare decat in
altde, ceea cpoate insemna o variabilitate mai mare a izolatelor din aceste clade. De asemenea,
saobservac t numbrul de i nser "Hstetmai'mae tnu | cpoi mpial rea "Hi

alte grupuri.

63



50

40 o

30

Insertii

20

Nextstrain

Figural7.Di st mnbomtHr ul ui de i ns e relelvirusulmi BARB-Eayt i di ¢

2
Trebuieremarcat faptut £ ns er "Hi lafeleaHd e u e tHiei | e, semsocid e ndi
CcCu secH uni de n4dHi| @atiindie |iedban tdiec earsaany adie
ct aceste inser Hii a upolimerazei dependentd de ARNI(RAR).e p |

Persistt Hi o ardjtompirtestupa,nedacictnudetHiat e,

de citire sunt art ef aleihate gbre pad feevenimentélreale, @re u n

reflectt caracterul op™Hi onal al acestor gen
Anal i za astegtaimstdimidirbu | u i de i mmgenonidlviiusului uc | e

SARSCoV-2 cu ajutorultestului Wilcoxoras e v i d eadelelicimulante Tanul2024 (24A,

24B, 24C, 2 4sttjsticedr@itativdlé dldele dinanii 2021 (21J, 21K, 21L)Hi

2022 (22A, 22B,22D,22E)n r apor t c u ,avandMalorppcD,05dRepreiemssea r "Hi i

grafict a rezultatelor testul ui Wil coxon p

nucleotidice din genomul virusului SARS0V-2 e st e p figaraeAnéxa2. £ ~ n
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Figura18. Di st r nbomtHr al ui de idicesSneladdeviruswWunSARSe a C |
CoV-2

Totodat t, i nt ergeulle Wiar eax st apiisvicd mepgar
i nser "Hi diceami hoaciHi e de c¢CGo¥2 k& felvca testus Wilcaxan S AR
privind depigmudemnmea i ches em dHn i  n aadele eircuanteimncle , a
2 0 2 4 gtatsticsamhificativin raport cu acest critere clalele dinanii 2021 (21J, 21K,
21L)'HR022 (22A, 22B, 22D, 22Egvand valorp<0,05 Re pr ezent ar ea gr af i c

testului Wilcoxon privind repartizarea pe ¢
virusului SARSCoV-2 e st e pfigarabeAnéxa2 £ ~ n
IndiceleShannoreldi ver si t £ "Hi i i #B3dederomiaiiviisului®ARS n c e

CoV-2s e ¢ v e n "Hepeezermtapefiguraeld, pe axa Xfindi ndi catt pozi "Hi a

pe YT diversitatea nucleotidelor
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Figura 19. Diversitatea nucleotidelor in genom a n a | i virasitii SARSE-CoV-2
in conformitate cu datele inregistrateg a ma | mare diversitate
regiunea codificatoare (CDS) a pamutlentideloei Sp
reprezintt hotspotur.i “n genom predispuse n
cum ar fi evadar ea i munt, amnueeotidelomwungrad niaie c u

mar e de codnes errrewgaudlief iHG £ pr ot ei ne responsabi
viral. Celecincip o z i "Hi i cugea ma marecdeversitate a nucleotidelor suakzentatén
tabelul 1.

Tabelul1l.Po zi "Hi i algwrasolun$AR®CoV-2 cu cea mai mare diversitate a
nucleotidelor

N/o Pozi |Pozi "™Hi a n Pozi "H CDS| Indicele | Variante
genom in CDS ami noad Shannon | 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, AT
S. 26529 7 3 M 0,852 |C,A G
CDSiCoding DNA Sequence (secven™Mt codantt de ADN; r e
SiSpi ke protein (glicoproteina S; proteina deisupraf
Me mbrane protein (proteina M; implicatt “n formarea

CiCitozint ( biaGuta naiznott a(tbta)ZzTH @& mat gthta)i,Adlemohat ¢hbazBA az

Profilul muta™i ilor nucleotidice (indelur
Di stribu™Hia tipurilor de mubpreféden H adastoma ob e
ingenele Spikée ORF 1 a ‘Hi(tab€WRHB.1 b
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Tabelul2.Di st r p & u "Hgiedeldrilor 'Has u b s t i ih gefiemulvirgsului

SARSCoV-2
Gent Nr. de Nr. de Nr. de Nr. total de
Substi del el i nse mut a’H
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
ORFlab 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

ORFi Open Reading Frame (cadru deschisde citiré)EEh vel ope protein (proteina
asambl ar ea ‘Hi el i bdMi Membr paetprcatelor(probaéekeha de m
in organizarea virionuluiNT Nucl eocapsi d protein (preutleivina anucHie opcaa
replicare 1'Bipi&mbaolroate) nS(glicoproteina S; medi.azt at

Genel e ORF1la ‘'Hi ORF1bn (popi eantfep@ Rzl anlit
aproximativ 2/3 din genom8ARSCoV-2,au acumul at un numkr de

S cared e Hiemeei spgrugzibknt £ | o c a Hi i ca trmarecadtiluocerdrdl e i m
“n transmiterea virusul ui THi ca Hintt prini
reprezintt un numidedmd,edéHdd &€ OnwWb ©t ivtaw Hiaib i 'Hii t a
elementele structurale interne ale virusului.d@alte genele revineun  nu mktr ma i r
mut aHd iun anumit grad de conservare “n gena
detip indel.
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Frecven™a numer i @akt sdib s 0 7 iu"HhleviluguirsAR® ieatt | |
CoV-2 sunt rdlectatein figurile 20.
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virusului SARS-CoV-2

Pe axa X este reprezentattét pozi Hha genon

Yifrecven™a substitu™H ilor/indelurilor, i nd
mutaH e | a o anumitiét pozi Hi e. Graficul sub
varfuripr oemi nente ce indickt prezen™Ma unor zone
mai frecvente sunt etichetate Hi includ mut

0 3037C>T, 10029C>T 1T mut a "Hi i situate “n prima | umtt
ORFlaav®Ond o frecvenHt>Tseenntid i oatmueilaH 8037

identificatt "~ nctkt "~ n f azelbRaftoismp uprrieiz ealte
variantele dominante | a nivel gl obal “nce
0 23403A>G, 23854C>A, 23525C>Tisubst it u’Hii | ocali zate " n
de peste 60dea par i "Hi i . Primele dout sunt mut a'™Hi
func™Hi onalvamapoteHtransl ate "n molecula d
0 28311C>Ti mut a™Hi e frecventt nonsinonimbk cu i
Transl|l area acesteia “"n nucleocapsidt este

Figura2l,ce refl ectt di st r i deutifHindelaledirusuluiSARE v e n "He
Cov-2,of ert o imagipezdédi al geneamasuompcare apar
semni ficative. Mar caj ul verde corespunde d
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fiind plasat "n dreptul pozi Hi ei genomi ce
deidaj ori tatea indelurilor au fr,apke@iHd T ad
cOteva secven'He, exi sttt pozi "Hii pfnrdeec vneunnidar
aceste pozi "Hii genomice cheie déamuHeaHil ¢ c©OEt
caracteristice variantelor virale dominante.
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1128811296 (excluder ea s ecyVen Hdecitir@dQRIFEA&TLT THi) ,cC
apare cu o frecven™Ht edepremele bDedeWtHaati (d
mutaH a amind8éc¢irdettcprdé6imvdédzul tt n exclude
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Of r e ¢ v e nalHharegistat @d asemenehe | e "Hi 12l 1e6 4211d6e3 ST ACCCCC
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anticorpi
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car e
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cu mo d i

eateistgida en™Ha neutralizbrii
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specifickt wunor variante Omicron. -géne tagett £ d

failure) Hi per mite diagnosticar ea matpdeRTPCR v ar i

Asttelzonel e esenH ale pentru func™Hi ile baz
“n timp ce domeni i ,cenxgsta@aeind Spikgprr eeszii innt & iomuarck
ma i mar e de i,mredaent.atlensperri'ti igwencte al bast
general,eeesatzet sugereazt fie o iIinstafibol it a;
i nfl uen™L mali redust asupra adaptabil ittt ™ii
indeluril or confirmkb prezen'™Ma wunor del e ™Hi i
virusulupdevenind mar ker i i mport an Hi pentru i den

Graficele de densitate a mu2@2H idelravin igr
ev ol u'Hi-GV-2 SARR Sa Gigarél®2). ani (

Densitatea variantelor genetice (anul 2021) Densitatea variantelor genetice (anul 2022)
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Figura22Densi tatea subst it u Hilvirlsolui SARS-CavRmt i di c
perioada 20212024

Véarfuriede densitate scot " n eviden™t hot spot
schi mbbtr iprecdmcoameoaéer ar ea mut a’Hi2024.Comp@dRiFcla “ n
cei |l al "Hi ani , “n 2023 se observi sugermdt i vi
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prezen™Ha unor presiuni selecticzreeodnt enkepas
responsabile pentru replicarea ARN ui vi r al THi alte procese e
virusului.

n perioada 2022024 se disting varfufid in regiuni genomice noi (10 mii pentru 2023
Hi -18.mii pentru2024) ndi c©nd o tendin™HL de schoeanbar e
ma i mare prese umeasupnygettey ¢ dst t tendi nHL r ef

virusului la imunitatelav a ¢ ¢ i1 la posibile tretamente.

Mut a "HprotdineSp'ink e sunt cel e mai i mportante d
clinicee deoar ece i nfl uen"He a witusula,i r efcit c atcriatnastnei as i \b
severitatea bolii COVIBEL9. Listac e | or mai rel evante mut a’Hi i [
cruci al " n o vapaditateaevieusullBARSCHV-2 de a infectasalnr e zi st en
la anticorpi monoclonak st e prezentatt " n tabel ul 2

33Particularitt™ |l e mutaH il or sinoni me 'l
virusului SARS-CoV-2

Mut a ™Hi i sinoni me (synonymous -synoty@mdus ons)

mutations). | dent i fi car ea "HHil ocl agseinfointiacree ad unputt ae f e C
reprezintt o dnt’anp’He | feugred aeme nmeaclatni s mel or de
patogenic al diferitor variante virale.

Mut a™i il e sinoni me ( s a unuclsotidtee qar¢lino dus da) su
schimbarea aminoacidului codificat. Acest fenomen este posdbilrmare ad egener Lr i
codul ui genetic unde un singur aminoacid pc

nu modi fickt proteina rezultat t , -uluanesager, mtamut a

transl a™HHi ei sau pot bwolegeaviralel t e efecte subtil

Mut a™i i | e n anssense/monsensees  $ta umo d i ifeicareedudla nu c |
schi mbarea aminoacidul ui codi fi c aldbiosnteema | a
unor proteine incomplete. Aceste mut a'Hi i a
proteinelor virale, puta@virdsulumpeedumtrangmsibilgatea,pr i e

patogenitatea sau capacitateaDi dér abwe'Haa amu
sinoni me 'Hi nonsi nu3ARHCOV-Deesrt eg ernekp r” enz 8gnet naot m.

In total, in setul de date au fost identificate@/@demu t a "Hi i s D8@den i mMmet aHHi
nonsinonime. Astfels e observi o prescane $alvectizehzplL

proteice VHizi bi | £ pwd,dantcegdgépomn™He semnificat
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Tabelul3.Di stri bu™i a per gent nanommealeaviisului or si n

SARSCoV-2
Gent/ Gen Mut a’Hi i Mut a™i i non
E 23 936
M 589 1892
N 111 4476
ORF10 24 40
ORF14 0 2092
ORFlab 9157 17347
ORF3a 931 821
ORF6 459 951
ORF7a 95 206
ORF7b 659 159
ORF8 24 317
ORF9Db 0 1674
S 1600 23169
Toate genele 13672 54080
ORFi Open Reading Frame (cadru deschisde citiré¢)eEfn vel ope protein (proteina
asambl ar ea Hi el i beidembhr paet pcatelor (proaéeeha HMe m

in organizarea virionului); NNucle ocapsi d protein (proteuilnavinruacll erdic appas
replicare 1'Bipi&mbaolroate) nS(glicoproteina S; mediazt at

Gena Spi ke dgemaetzafHt £ & 6169 i menordinbhirediind

cel ma i mare numkr absolut de mut a’Hi i nonsi
rol ul cruci al al proteinei Spi ke “"n |l egare
mutaH il e nonsinonime pot oferi virusul ui z
Hi evadare imunt, explicO©nd astfel evol u'H a

Gena Nresponsabilt pentru protei,paezantet "~

asemenea un numktr foart e 4Av8)rpentruddmensiuncaasdli i

i ndicOnd o adaptare cont i ndhacae avsitrtu sguel nubi .p ov

asambl area virionului, stabilitatea genomul
GenaORFlab codifict poliproteine compl exe

numktr mare de mutl%jdidt aHi©tn osnBshi énhoi nmAnceg 9(t 1 & a r

di mensi unea sa Hi i mportan™a centralt "~ n ci

pare a fi mai echil i bsuwger @redc ©tt “mu lctadinurhu tgae

aceastt regiune pot fi dbunttoar e, “n timp
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mu t

ei

Gena E codi fi cdtaro epsrent’riian t£ npiecntt r u
Hi prezintt un numktr foarte mic de m
nonsinoni me reprezintt cel ndari cargonu subtdidate n
popul a™i a viralt
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Proteinele majorei mpl i cate "~ n recunoaHterea de c¢tt
cu celulele gazdei, cum apr d2i mtriotaead wnmu IStpri ik
de muta™Hii aminoacidice recerantce cwgfereard
func™Hi onal e majore ale acestor proteine pe

Inparalelgn el e ORFla 'Hi ORF1b pr e zte oneleasddiate el e

“n | iteratura de specialitate-gaw drhad iCfeil el rail
“n gener al mai scurte 'Hi cu r,ommhaif emaéakt po’Hi
pozi H i mutaHi i cu o frecven™H mare, ceea ¢c
de evaziunea I munt sau de interac™H unea pro

Unel e dintriel ascee sa seo cnicuat zatSHe a @Hicddenisssjtiprematyri
indicand evenimente de trunchiere proteice pot altera sau abol i f

raportafin epidemiologia SARE0V-2.

Di feren™Hel e mari “"ntre gene " n ceea ce pr
ct peisajul evolutiv al virusului este put e
de gradul de expunere ab@empirlesi sitnrewdac t ummua Ik e Hii
integritt™i i complexelor proteice

Mut a Hi i seMot ATHc at e v ec.u i mpact func ™ ona
propri ettt Hi esenH ale ale virusul ui precum
respunsul | a t daraapgiiicoapi i vmormnalcd osal i . Ac e s
aleatorii ale proteinelor viralec i modi ficbr.i sel ectate 'Hi fi
avantajelor competitive majore pe care | e

“ngrijorare (VOC) Hi retpirleizza an da apleaps aarciha |
preven'™ e Hi tratament.

Cel e mai rel evante mut a’'Hi i cCu i mpact fur
analizat sunt prezentatén t a b e | u | Aneka 3 HHiiinclul,,in mare partemo di f i c Lt r

caracteristice variantelor VOC

SubstDbefldg™Hi det ectatt "~ n 711 dedinteecelevrean "He ¢
ti mpurii Hi semnifi ceateda viee mainiatHinapind pd @mien
ca urmare acr e Ht er i i transmi s i birusuluitAcéabt is u BHs t iat uit
stabilizeazt proteina Spike facilit®©nd | ega

SubstRIBLUHl ac'an imatbeoa@aapoestlt depi st abé& Hi" n
i mpact ul direct al P13L nu este pe deplin
stabili-otkiH i v ARNI sau a interac™H unil or pr

celulareEst e Htotuei cad M este mul ti func ™ eumial L,

viral CHi evaziunea rktspunsul ui i mun al gazd
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Alte modi fictri semnificative |l ocalizate
T478K, N440HKN7645 u dsettietct 'Hitde " @n &b dadle sietcwEunl
pentru proteaza SKI/S1R contribuindl a c¢cr e 'Ht er ekdl17N,n fiedEHi t652fi it cLaHi
de secvein'deat tes'tne rsegi uneaaRBfat avprzoueenei r
modi ficarea afinitt ™ i,fiddeo Imauegherddn eaiant Béta. ¢ o r |
T478K, d e p i649tedzplate d fatests i t uat £t " n regiunea RBD a
frecventt “n vari ant a,fdildééndear aldii u'nre aunr énlue b "HSN
probabil afinitatea leg r lia ireceptorul ACER sporind astfel transmisibilitateavirusului.

N440K, det ertMidhematdtecmemidldi Hi c c arpeecdbut ce@mda dSet e ¢
neutralizar ea aces,afest @mr e ZHe dotrée line flogematice. ant i co

Subs tR203K "Hi rae g i 836drea tste ¢ vne n "He ,o0 r'en eparzao.t eciun ao
semni ficativit a replilnipotzri'Hi i Vier 2106 -0 igionen0oda cs
intrinsec dezordonatt a proteinei N, Cruci e
de viaHL viral. Mut a™Hi a poate optimiza aces

P314L( det e c6B3adtet s'encytee Haphaedintre cele mai
genomul SARSCoV-2  Hi serveHte adesdacahi zmmtrtketr n f
ORFlah acmuwtsdrdHi putaea i nfluen™a rata de el onga
complexului de replicareontribuindastfella fitnessul general al virusului.

SubstG®G204R"Hi iad e n t6RSdiec astetd vVercHHe,nt "~ n copreze
contribuie |l a creHterea replicktrii virale g
Aceastt combi nmotdinaN e frowtta Hisiocimtt cu o Vi
variante.

Printre mutaH ile semnificative | ocali ze
P681H G142D S373R E484A S371FK N501Y, L452R Q493R Y144de| P681R S371L,

E484K R346K Mu P68IHI adet ebt9fsatcly epec iHii ct pentru v

faciliteazt fuziunea Vv contablind astfel la m&aandmisibilitagel e
sporitt.

G142D d e p i6ddtpmbieHl 6 mal i z at L -termmnal NI D) aélrpioteihei N
Spikeest e i mplicatiétmoni évaDndnepitmphntr ecunos
anticorpi neutral i zan Hi

S373Ri dent i 588desad¢ avidgnde i f i ct v ar,araumimgattinr O mi
anumite schi mbtri,fadlittmdf e g ama éHa o Ih adn&k€ RBDdla Ht e d
de ckLtre anticorpi

E484A intd ni t562dépmobe,contri bui e | a mediafzii ailn e a p i
recunoscuH de anticorpii genera™HH prin inf
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S371Fd e t e c49adeprobé, estemu t a "Hi e ¢ pentanariasarOmisronHC L
contribuie Ia modifickrile de conforma™H e RB

N501Y,pr e zie4b3des ecvestHe, consi deratt o mut a’Hi
Spi ke care creHte semnificativ afi niHRimtea ¢
O muctadie "n vari ant el eultedof, in Omicron A evutaun rolGa mmze

importantinr £ s p éapaddemei.

L452R, i dent2b7ffdépcobetaf osm o mut a'Hi e definitor
findasociatt cu o transmisibilitate crescutt
Q493R(216s e c v,esmilake gu Q493Ka f ost i denti ficatt ~n

modul eazt recunoaHterea de cttre anticorpi

Y144deld et e c t12btetprobereste odd e 'Hi e i mpl i catt "~ n ev
el iminarea unor epitopi recunoscu’Hi de anun

P6B1IR( i dent ilI0seavrBe)ent £ " n var i andiceol e De
cr eHt af e & dHadransntisibilit "Hi i

S371L, " nr egin®2drea t ¢ e,drvpatidida varianta Omicroijii ms | ar £ ¢
S371kcontri buie |l a modifickri structurale ale

E484K  d e p i6@dtea tste csvheen e ,muet a 'Hi e care reduce
de ctLtre aeacteiicoirmpduHi ®tdedHdv a poisRrierzfeend Hi € .n v
precum Bet,aontiibuie [&fanomeaul denmune escapearepermier e i rafHe ¢ "Hi
reduceeficacitat@ unor tratamente cu anticorpi monoclonali.

R346K p r e zie A8tdeprobe, 8 " nt ©l neHte " n speci al

asociatt cu o evaziune i munt semni fciCtatHiv td
vaccinuri.

R203M,| ocal i zat t'Hd et o toddste oc’are N4irtlan,i | estte cal R
findi mplicatt "n creHterea replicktrii virale.
Analiza muta™ il or cu impact func™i onal
“"n proteina Spike, reflect®©nd i mportan'Ha ac
Hi al respunsul ui i mun. Mu t a WRbOLVY, Lel52R,@Q498R, i z a t

E484A/ K 'Hi S371F/ L) modi fickt direct afini.i
altereazt recunoaHterea de cttr dedaimmnuneor pi

escape Unel e dintre acestea, aumfestemuotanatH i N
variantel e Al pha 'Hi Del ta tckntHii Bbwi rdd sleani o
virusuluil a ni vel gl obal . Al te substitu'Hii pr e

recunoscu’Hipast iannfteicCirepisaes pOrsd vacsicouar ede

reduc©nd eficien™a unor. terapii cu anticorp
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Mut a ™Hi i private (muta™H i speci fAcesktipdee n o mi
mut as'Hinit caracteristice numai pentru tul pini

Mol dova Hi care nu au fost s a uuaadiin cobnsidetaree x t r

faptaclesecte mut a’Hi i pot fii rezultatul unei el
studiu au fost anali zate numai acele mutarn
analizateAstfel, anal i za st at i st [iHprivateevaloaaez v r fi tlewaridtithe mu

OMS a virusului SARSCoV-2aevikn "Hi at o di f eineeocetiibt ad™Hmni pr c

avand valori p <0,05 cele maides inénite fiind interpretate

Mu t aA28048@G care presupunimlocuireaguanireiG cuadenind "~ n pozi "Hi a
a fost detectatin80 (109%) de secvenHe, excl u8WM5%ELL var.i
93%,14%), val oarea test pOO45. st ati stic fiind 7,

Mut a™Hia T22686C a f,2%, 95% Ci 2194, 16%)idcea tste c'vrne n9t
toatea p a r "Narian®rOdiicron 97 (148%, 95% CI: 12 %, 17%). Evaluarea comparativ
atestulii Chi-p L t adarbnstrd difereriklstatistic semnificativeraloarea testului fiinde8,7,
p=0.015

Mu t aAMM4YG(n=9),a t e 3$ntsubliniile variantei OmicroB (1,2 %) (95% CI: 0,37
%, 2,0 %) ‘Ho varlamst. recombinart (25,0 %) (95 % CI: 0,00 %, 67 %). Evaluarea
comparatit. efectuat prin testul Chi-p £ t & avideridt diferenel statistic semnificative
valoarea testului fiind9, p = 0,034

Mu t a "Hi aAl(Qe49C aaliattinregiunedDRFlaha f ost i denti fi ca
in varianta Omicrodi3 (1,9 %) (95% CI:0,88%, 2,9% “'Hhi s ewanaeenréelambinart
(25,0%) 95% CI:0,00%,67%9.Anal i za st ati sti ckptptrriant ag leivcie
o di f er e n "Hhvalmiletestuluiffindcap=i0,048

Mut aT#HICa n n u b6 (7,6 %) G5 % Cl: 5,7 %, 96 %),afost” nr eginst r at
subliniile variantei Omicro®5 (81 %) (95% ClI: 6,0 %, 100%) 'Hbivaridnarecombinartt
(25,0 %) (95 % CI: 0,00%, 67,0 %). Evaluarea comparatv. ¢ u  agstubi Ghirpuelta at
evidentdt diferenel statistic semnificatiyevaloarea testului fiind,0, p = 0,048.

Ceamaidesia@ ni t tepmu tV&@SEIELC | ocal i za®RFlahafostr egi u
det ein88 (382 %) (95% Cl: 35%, 42%) d e s e c presaplihe ictirina a fost
"nl ocuitt cu ci.Drepurnmate acéat mp dbeailiditiregs i9t3t4 4de x c | u s
varianea Omicron280 (412 %) (95% CI: 37 %, 45%) . An al i auajuterdltestulii st i c
Chi-p L tareadte n Oiferaril statistic semnificativeraloarea testului fiin@ 5 p €0i001

Tr ebui e raptal Hivousuh BARSCoV-2 conti nut st evolu
di verse mutaH,card natlesea piri wade f ceeakce pr o
i nfl ueeagatleed 2 Ic ac i t at eanetodalor de tratament éxistente HPrin urmare,
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"n'Hel egerea Hi Haeplbil adH e3AR¥0Y-20 ©udlinuti i @€ s en "Hi a
dezvoltareaH i per feccitirlar,/Har é anbuntt £t " Hhrea strategid.i
Anal i za sttueot musitil qhivateee v al u at e de variantalOM& ™Hi e
virusului SARSCoV-2 e st e i nabaul2dmergai.at £ " n

3.4. Dinamica evoluHi ®ARSCoV-2 Hi i mplica™i il e asupra
i munt RBD

Evol u™Hi a conRrGoV-hupoat eSARSrturba recunoaH!
i munitatea medi at t evauvaraaoltuluic ol i iathi@oatiiceino rP e n |

legarea proteinei RBD a virusului SARCDV-2 de receptorul ACEdlgazdea f ost ef ec

analiza dinamicii moleculare a vireau s @ liuie n "Hn
diferitormut a™Hi i asupr a st abhiarlinivadérédietermirc odneppl eexduel nu'H
tuturor muta™™i il or ami gaeaau fiezarel aoticogpfbstamaliz;RB D c «

arboreek filogenetical virusului SARSCoV-2.

in urma analizei arborelui filogenetat virusului SARSCoV-2, construit " n
scorul de afinitate ACE2;:3 obser vat o t acestuidantihinilececelenaie Ht e
mare numktr de mutaHii. Astfel, s8bdemdt addi iaf
cuvarfuld e cr e’ Ht er e-130demu & gigdmaizda 120

ACE2 affinity score A

B 362 0.39 2'4(
B 298 0.26 248
2.33 0.91 &
1.68 B 156 24A H:"‘l‘, &
-1.03 22 3 : .
1 | B 23l %Mg’:;./b 5~

22B

21L *-8
Omicron 20
21K
20B
Delta 21)
20A
23D w\:: i
g‘:‘(ur\.@: ®
23
22F V’f:vv
Ze ) e o0
® 5} hd
0 20 0 60 0 100 120 140
Figura 24. Arborele filogenetic al izolatelor SARSCoV-2 " n func™Hi e de sco
ACE-2
Conform graficului, se observi o craHter
Omi cron “~ n congbata @IH2EIHE ut vrad ii ML cdcestuidla de c
subliniile variantei Omi cron, ceea Cce se ex
Din cladele variantei Omi carfoddetenmmat geatmladelel e a f
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24B Hi 24C, moderat scktzut pentru cl adel e 2
23A Hi 23D.

Rezultateleo b 'Hi nat € alaAlC&EQarsde o0 caracteristi
Cn aproape toate cazurile “n care RBD se |e
careo” mbuntt £t Hes ¢ agp ¢ lega@aadd\VCd& 20 mpio.at eit £i de oot ajl

fost observataa p a r i "Hir sublidiiialé eariantéi Omicrqrcaracterizat prin numeroase

mutaH i “"n genomul stu.
Un aspect cruci al “n mGaV2 t este iiderdificarea ev
eveni mentelor de recombinare genetict, deoe

virale cu virul en Ht patHidinpobealeanvastgate asfast idemtificat | t e
ARN viral recombinantdarnuafosb bser vatt vreo modi ficare a

Hi eventual fLtrt consecinHe epidemiologice

in urma analizi scorulide evadare i munt RBD ~“fidi func
virusului SARSCoV-2saconstatab dependen™tL clart “ntre evi
no.i variante de |l a indicatle2lly22A @28, 22Q, a2Dar e
22Ei ndi cat or ul de evadare i munt adelraks @mun del

i mun pr ov o c-aschidbat semmiticatiiHn timp.sin special, indicatorul de evadare
imuntRBD a " nceput st cr ee2Fc2BA, 23B, 23Ca23D, a3k t28F, e d
23G, 23H atingandun scor de evadare imuiRBD de la 1,0 la 1,4. La variantele 23I, 24A,
24B, 24C, l|a&cdakecomid@natbs ¢HHor u l de evadar e valanunt F
inintervaul de la 1,4 la 1,96igura 25)

RED immune escaps scort

Mo 1.089 . o °
Il o218 1.307 o oo
0.436 1525

0.653 W 1743 o o o
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24E @ e
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E 230
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Figura25.Scor ul de evadare i munt RBD n f unc Hi

SARS-CoV-2
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Analizascorubide evadare i munt RBD TdnviruswWluhnSARE e de
CoV-2a arckt aatt ©Ot evitarea rtspunsul uiaACE2uU N,

coreleazt independent cu frecven™™a mut a™i il
imun a prezentat cena i mar i coefi ci en’ Hi (punctela col
25) in cladée 24A, 24B, 24C, 24E, 24G care incllidiile JN.1, JN.1.11.1, KP.2.3, KP.3,

KP.3.1.1. Acestdinii au circul at pe teritoriul Republ i

subvariantele recente al@rianteiOmi cr on au prezentat o ratt
anticorpi, “n compar a'Hi e UXRSCo&Z i antele ante
3.5. Concluzii la capitolul 3

1. Analiza flogeneti ct a i zol aG@o¥-R airculama peutsritotiubi i S
Republicii Moldova in perioada 202024 a demonstrap r e v a\arantéH&®micron
(B.1.1.529) Di n cel e analidate@80 (9278%)wa p a idtnteiOmicron,49
(6,7%)71 varianteiDe | t a ( B .pdtru(®6L6j 1. varipneilreicombinate.

2. Varianta Omicronconformanalizei bioinformatiea s e ¢ vgenontduiviusului
SARSCoV-2,a a ppeteritotiu "HE la ingeputul anului 2022nlocuind varianta Delta

3. Studierea e | a "Hineuimidriunlt rdee p er s eladn ed npsokzriithbi uwidi aC (
genetice B virusului SARSCoV-2aar tdtapari Hiha " n popul a™Hi e
mut a Hi e majo@ea v okt aitn f @kdt , pectiv,eus nou val epidemic

4. Anali za compar at i-€adv/-2 ademoastrat @enotl eul ldira SIARSU s
modi f i ctr ialka&estwianfastdeterneinatm principald e s u ihis medié 12,8i
+ 21,1 pe genom urmate dedele’Hj in medie 48,6 + 20,1 per genphiimairar deinsefiicu
DCC,” n medi e ,rdspestiyN7 +&,2 Ber gdiom.

5.Ins e ¢ v egandteideate SARS-CoV-2 0 b "Hi an fost identificate 1872demu t a "Hi i
sinonimegcarepr oveabktmbar ea ami noald8ddcu Imunbnsidbhimda f i c a
carecauzepaki Hha unui ridiodmino sit mtpe pa eummadmu pr ot

6. Depistareain s e ¢ vgenoritite ilee SARSCoV-2 analizatede mu t goiiate
caracteristicenumai pentru tulpinile circulante pe teritoriul Republicii Moldova | ust r eaz
evol u™Hi a genomul ui virusul uia leavi diewnédi ana i
s e mn i fperdrazéecenvutt a "Hi icuvploriipv0®5. e ,

7. Determinaredn e Hant i oanté eel den'dd n eldtt er ea a scor |
ACE2 |l a tulpinile cu cesteodnoavia dpodriiaea pnauctdettrt “Hi e
infectaeavirusuluodat £t cu creHterea numbtrul ui de mut

8. Rezultateleo b "Hi demanse a zlbcventc te v o & auviHisului SARSCoV-2 la
ni vel na’ H @mald e npodppaenrtiicona dcati n u t, pentuepertedHe e a a

miL s adecdntrola  r £ s p ©n d esteiimportani broniterimieagénomie. a acest u
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4. MONI TORI ZAREA GENETI CIF A-CM-RNSUL UI

APELE UZATEPRI N SECVENS|I EREA CNTREGULUI
41 Supravegher ea g<€«€aovwe2nin apeleuzate SARAI|l t ernat i
evol u'Hi
g e n 0-GoV<R In apele wzate ests o noutate p&KLR S
Hi posCoW-2ihi t £ "Hi
umant pent r aupriviredaal | z a
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contextul
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Figura26.Acoperirea
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Cn graficaeeperiteatsatte n HirgsuliiSARPCOV-Z nt r e
pentru probeluwaeddhabi ppobtdemapt de control
AxaYi ndmwmturduel ci t i ri mapate | a &arioeHi aer eo rp azzoi
corespunde cpragul de 200 de citiri. ARX ar at £ p o z i-dHungul ggreoemuwumi c L
SARSCoV-2 (pozi Hha nucleotidelor). Fiecare f a’l

Chiar dact au fost prezen'Hi f act coperireal i mi 1

insuficientt a genomaluzate waenmBbal zanbipoiobfed rer

detectarea Hi cuantificarea variantelor pri
de alinereMinimap'Hi algoritmul de dehkeylati pl exare a |
In urma analizebioinformatice aprobelorde ape uzats e cven Hi ate “~n anu

identificate 32de linii geneticein bazasistemului de clasificar®ango Lineagesutilizat la

nivel global pentrumonitorizareae v o | u "Hi e i vCdoV-21 Brintk linii le id8riifR e
putem enumer aA.l3 AZdf AZb,aBl.2.248, 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.1.145, B.11 Variantele identificatéia b u n d e n "Ha a,cuntydprezerdai@”™ n t i

figura 27
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Figura27.Abunden™a 'Hi di nami c a -Cow2 identifcpteim | i ni i
probele de apeuzatecolectateinmun.Chi Hi ntu “~ n p e rnoiembdea sept
202424
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in Figura 27 sunt reprezentatariantele identificatdd abunden™Ma @cest o
graficul respectivaxa Yrepr ezi nt £ propor Hia fiecktreb var
CovV-2din numtrul total de secyvVven Heprohervalbridelat e p
Opint | ReaxdXest e lmatmtdar e a prlomdpt.: septénbriet oatt
octombrie, nov.: noiembrieAceste luni au fost selectgientrucar e ac 'Hi a det sfeice e
p o s ifbbadad 0 n ¢ e ortridicat@divirusului Tn apeleuzate,cu valori Ct @n Ha 35 din
rezultatele investigtr tPCR.@icneasntiocra ptreonbpeo r @d it

genetice identificate in probele analizate (verdprobe de apeizate rozi pr obt uman

utilizatt castentepiegpiomit & i ki) lddev priasna dHla eHh "He io
relevae.

Analiza dinamici. “n timp a abunden’Hei [
variantelor persistente pe parcursul celigil uni c©nd concentzatealH i | e
fost crescute (B.1.177.66) a r  'Hi a celor domi nante doar

B.1.160. 32 Hi B.1.1.305). Con[il7gruneledindiniil2el or ¢
identificate (B.11)le virusului SARSCoV-2 nu mai sunt circulatela nivel global, ceea ce ar
putea sugera oaapesteibnisabem @i nt oo dIAdedgeaseenani zol a
evi dagmBicesi tatea continutr’iin sa@p wlv e g méHeil |
aprofundate denomenedrd e r eapar i Hi e a v aalevausilue3ARS apa
Cov-2din circula™Hi a globalt.

Tot aici p ut ariant viresoliHEARBCGOV-ZIN.1.1.1d et e praba L

umant de ec antfroshlungandque 20ldatut a” f ost i dentific
medi u din | uni | epoatginthdatiedreebreac i Ace s ta 'Hi apt ac e st
comunitatefie oc o n ¢ eennsuficerilip e nt r u a f i det azate acdste ~ n
obsevacbiehateins-ananumi tt mbksurt cu evol W7AL. a | in

Fiecare grafic individuatlin figura 27r epr ezi nt £t dinamica wunei
toamna anului 2024 imun.C h i 'Hi nakaX suntRotatelunile de colectar@ probelor de
ape uzaté septembri e, octombraxaYiBib umafieeentlzrrieei 2v0a2l
in probele analizate{D).Cn baza acest ei prniregelermai ajuodensetimiia f i r
genetice detectate se numitrt B. 1. Naidntab 6 ; |
B.1.177.66 predomint " n maieamid ter pulod @i é n
acested in capitala Republicii Moldovdar celelalte” nr e g ios tarbeuanzdte n "Hh ~ n a |

anumite perioade de timp.
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Ultima prolk de ape uzatedin prima runédl d e

noiembrie 2024Figura 28H irabelul 4

probt

pr eaoinmdtelr e a

secven’Hi

vari

etrleedatade R s t

ant el

Tabelul 4. F r e c vliriilor'ganetice ale virusului SARS-CoV-2 detectatein proba
S23_S23 1001

or

(

Denumirea | Lo c u | co Data Linia g Abunde
probei col ect

S23_S23 L00St a "Hi a dig 202411-22 B.1.1.45 0.394
mun.Chi Hi n

S23_S23 L00St a "Hi a dig 202411-22 B.11 0.394
mun.Chi Hi n

S23 S23 100St a "Hi a dirg 202411-22 AE.4 0.2
mun.Chi Hi n

S23 S23 1L00St a "Hi a dig 202411-22 B.1.382 0.004
mun.Chi Hi n

S23 S23 1L00St a "Hi a dig 202411-22 B.1.1.243 0.002
mun.Chi Hi n

S23_S23 L00St a "Hi a dig 202411-22 B.1.606 0.002
mun.Chi Hi n

S23_S23 100St a "Hi a dirg 202411-22 B.1.572 0.002
mun.Chi Hi n

Cn pr oba i22soiemkrié 2024 @da mai mare pondere (apro%)BAu avuo

variantele B. 11 'Hi Boutdrealkinff15q | iCroind oB.mlL pl aa t ff @

Hi
pu™Hi nAcemts@ltnivtakr i ' amtEurvapal d
yzaadidreumC ki Hi nau |

“n cel
fiind

anteriorlaet apel e

p u,Hispeciabdih vedtd Euildpeiinl ndi a

“nst

p e -ameayicah,i n e n
ma i
al e

anterioare

o0 ¢ t o mbim noiembri¢i2024 poate reflecta fie cazizolate fie un proces
endemict | aAspgactelreedesdimer atienpmait asiHa ewvn
moni t or i z t rai virusulyie SARSG0OVE2einclusiv pentru a identifica posibile
reintroducera | e unor variante care par st fi disp-

Figura28 | u s tele enai m¢ente linii genetice ale virusului SARSV-2 identificate

concordant e cel e det ect a

p e

“n apele wuzate cu

bazate uzat e
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Chisinau_statia_de_euprare

B A+ @ 1145 @ B1s72 @] B

@ B.1.1.243 - B.1.382 B.1.606 - YRRE

Figura 28. Cele mai recente linii geneticale virusului SARS-CoV-2 identificate Tn apele
uzateinc ompar aHh e cu proba umant

InstrumentulFreyjao f er £ p o slatebairlei tat "Hiu tduer or combi na’™H
“"n fiecare probt Hi abunden™a || or . Cu ajut
geneticeB.1.177.66HB.1.1.363c u 0 a b u(®7dse N'HHL rd&2§ nerntaipreba 0
(S1.S1 1001 de ape uzat eS2aSa a00laxfast detectat€ niilepgeneticea
B.1.104,B.1.431,B.6,B.6.1,B.6.3,B.6.4, B.6.5, BldB.6.8c u a b u n 0,2 piteaumd e
Hi B.1.420cau abumwosé(abdl5HBnexa 10) . Toate prob
analizate au prezentat mai multe | inii gene
de variantele circulate.

Aplicarea acestei metodte s e c @& gemOhiulei SARE0OV-2 din probele de ape

uzatear putea fi extmeagehomise pentru aplica'i.i

in contextulcrizei globaea bol i | orHir |k & s tHe a 3He e ce astetii mi c r
continut evolu™H e investigar eapermterlwrawtzartie
stnkttate publict, of erind date esen’Hi ale p
"Hintite |l a nivel comunitar.

Supravegherea genomict aagicabwen oirngter umaan |
timpuriea peri oadel or de cisracuwlaa "H e r ghene’Hesit vaa rv
ingrijorare, @&'Hi oc met odt soldetp adet e efric ed mlezc at £ n "Ha

antimicrobiene epi demi ol ogi a mol ecul art Hi evaluar
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SecvenHeanal Hz Lt egseenecomimctdomeni u de
rapidbti Histaumeatuder gammidgstuthent e a a

dezvol t

ar e

I ndi spensabil

epi demi ol ogi ce

al resur sel or

actual e

gl obal e de

Hi viitoar e.

Tabelul 5. F r e bniular geitddice ale virusului SARSCoV-2 detectate inf u n déHi e
perioadac o | e @rolkeloride apeuzate
Locul Denumirea Perioada Linie genet.
col ect probei col ec
Pr oba S24 S24 1001 | 202408-08 JN.1.1.1
S1 S1 L001 202409-04 B.1.177.66, B.1.1.363
B.1.104, B.1.431, B.6, B.6.1, B.6.3,
5252 LO01 | 20240906 | g 5 4 B 6.5, B.6.6, B.6.8, B.1.420
S3 S3 L001 202409-09 B.1.177.66
A A 1001 202409-13 A.12,B.1.1.374
S5 S5 L001 202409-15 B.6.1, B.6.3, B.6.5, B.6.6, B.1.1.243
B.1.177.66, B.6.1, B.6.3, B.6.4, B.6.5,
S6_6 L001 202409-20 B.6.6, B.1.1.243
S7_S7 1001 20240923 B.1.411,B.1.1.374, B.1.177.66, B.10
S8 B L0001 202409-27 B.11, B.1.1.363, AZ.4, AZ.5, B.1.292
SO O L001 202409-30 B.1.177.66
St a’Hi a|S10 S10 LO01 | 202410-04 B.1.177.66
epurare din | S11 S11 L001 | 202410-07 B.1.1.305, XT
mun. S12 S12 L001 | 20241011 B.1.177.66
Chi Hi n|S13 S13 L001 | 202410-14 B.1.177.25
S14 S14 L001 | 20241018 B.6.1, B.6.3, B.6.4, B.6.5, B.6.6, B.6.8
S15 S15 L001 | 202410-21 B.1.177.66, AE.4, B.1.1.243
B.1.177.66, B.1.579, B.1.1.357,
S16 S16 LO01 | 202410-25 B.1.539 B.1.1.243
S17 S17 LO01 | 202410-28 B.1.160.32
S18 S18 L0O01 | 202411-01 B.1.1.243,B.1.177.66
S19 S19 L0011 | 202411-04 B.1.1.243
S20 S20 LO0O1 | 202411-08 B.1.177.66, B.1.1.243
S21 21 L001 | 202411-15 B.1.177.66, B.1.579, B.1.289
S22 S22 L001 | 202411-18 B.1.1.243,B.1.177.66
S23 23 L001 | 202411-22 B.1.1.45,B.11, AE.4
Cn anul 2025 auprébedsapeusae(S¥Sa4)HHii aptiba deecaterdal
clinic uman(S15S20)ce aufosut i | i zate ca probe ddnumafer i
anali zei g e n o mi,deasementapasbt u nédvecnid’® um tHL aof b&"ldi onpuetr 4 r
fostma i mi c%) deceda ce complicat pr Aceaslt t

acoperire, in pofida impedimenteloma permisi dent i fi car ea

cuantificarea variantelor SARSoV-2 (figura 29)
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Probele au fost selectate pe foout eiithtuemmt r u | u ide SIARSCo\a2Zrunun
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Conform datelor dinfigura 30, in perioada iuni@ugust 2025, liniile predominantde
virusului SARSCoV-2 au fost AY.57, BA.3, BF.22, NS.3, NT.1, XFG.12, XP, XFG.5, XFG.4,

ceea ce

respect.i

este
Vv L
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me c a derstmseplOmnrd i dien fteer cdirtiduoal Ist@er r e

epidemiilor. Cel mai important, rezultatedeb "Hi innudtiec t

poate detecta genotipuriinea p Lt r ut e

popul a™Hi onal t.

88

cukates e c v ¢

fapt ul

-bé¢2 SKHiIRSal té ogenasuni

S



4. 2. Anal i za ¢ omp ainsarumentetor Far epyg raf oHi maknaHelii ¢
estimarea auSARRQVHE i " dicmont extual umteni tori z
n apeleuzatevirusul SARSCoV-2 este foarteliz o | vdateriorkdsiub ac Hi unea
a g e n’ Hi ,ncebistrémi drépt urmarec oncent r a "Hi i e VniacestIcantext, o a r t
pentru anali za 'Hiori notajpigesartasgpmoelar ds apeateeste "H
nevoie danstrumente veridicélis peci al e pentru analiza bioin
Pentru evaluap er f oerimrmasnt™™f u ment el or Fr ey j a Hi Kal
de analiz’'Hdeinterpretarea dat el or de s e c v ezatéd festrealiza& unpr ob
studiul comparatival acestoraln acest scom fost utilizat un set de date sintetice din 42 de
S e ¢ vmeetafjdamicedinapeuzatec u compozi "Hi i cun®etuldedatea de |
inclus 11 linii geneticela virusului SARSCoV-2: Alpha, Beta, Delta, Epsilon, Eta, Gamma,
l ot a, Kappa, Lambda, apflezdtaaprokimativZl@oR 761 de Eitirje c a r €
aliniate | a genocCoW2NCIdE5512tilgina Wahda#Hu-13 AR S
Compoki é&dchr ui prebenfesst eal deat icoamrcteipfuit i g@le nHi
un gradient de abunden'™™e deProbelertl1 0 @ened n Hie:
l inie dominantkt, "~ n speci al% Ehi%;ipbBel@mli21bia a b u
reprezentat perioade de tr aprabele’@R3e0 cauu |cionni Hi
amest ecur ideDdeel tAal,p hrae pHie z e nt © nidrprebpelea3d4l adifoat v ar |
dominate devariantaD e | t a | a a b u nad 36 /o Heestcdasigm perthis fedréhe

per f ocerinsteuméktlorFr eyj a 'Hia Kalaltiestho vel urile de a

0,1% p©nt | a | imwai dominante peste 90
Anal i za c¢ o mipehrinattumentea a eanonstr at corel a'Hi i

“"ntre abunden™Hel e prezise CHi cele reale,

InstrumentulFreyja ainregistratp e r f o r ma n "He u iadicelee gpatidtidR? dea0,9€9, c
explicand 97,% d i niadatelorirecalgdirao r el a "Hi a P eraegason 0,89%icuat i n ¢

o valoarep ma i mi ckt de -222,i7n6diocr@n dl Oo Ilrael a™Hi e | i ni @
Eroarea absolutt 4dice eam fcest nde admadur Ob, LG4u e
de |l a valorile reale cu mai pu'H n del%an pur

i ndicat c¢ct au aptrut camerawarirtmaszilomaltatmai AR
cal cul ate pe parcursul a 344 de compar a’'Hii
at ©t abunden™Hel e real e, c(figura3H)i cele prezise
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Statistical Metrics:

100
R? = 0.9793

Pearson r = 0.9899
Pearson p = 2.76e-292
Spearman p = 0.9528
Spearman p = 3.65e-179

Error Metrics:

MAE = 0.644%

Alpha
Beta
Delta
Epsilon
Eta
Gamma
lota
Kappa

RMSE = 3.771%
Mean Rel. Error = 38.82%

Lambda

Theta

Zeta

= = Perfect prediction

— Linear fit (slope=1.004)

80
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Sample Size: n = 344
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Abundenti estimati (%)
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Figura3lLPer f orimasitHau ment ul ui Freyja. déreblomi f i c &
prezise Hi readnd a’” my fIBARSIC@iIt2e de vari

InstrumentulFreyja pentru fiecarevant H e mut a Hi e a-CoVW-Rlatelsaul u i
ar tcttatest i mbkril e abunden™ei ,948)|DeltaiR?2@96), var i
Epsilon (R2 = ®45), Gamma (R2 =,991), lota (R2 = ®37), Zeta (R2 = G37) sunt foarte
apropiate de abund@&mrHell a™Hirae | Raet arvseo m=e0@i3eac e s
pentru Alpha, Deltar(= 0,998), Epsilonr(= 0,976), Gamma (= 0,997), lota(= 0,971), Zeta
(r=0,974) cu o valoarema i mi ct de 3, 34p=@3,64),EpsiongAH,p8h a , D
Gammap = 1,93), lotap = 3,46), Zetag= 1, 36) Hi a eviden'™i at ¢
put erRezulat]l e ob@momseér eazt painsfrumentobinFelga N nal
detectarea tulpinilode SARSCoV-2 din apek uzateH utilitatea sdn monitorizarea acestora.

Pentru a demonstra calitatea rezultatelor
apel or wuzate, a fost analizatt harta ter mi«
32), pe care casetele albeeinndilaoail ol esoa&r e

(<1 %) fa™HL de rezultatul aHt ept at .
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Figura 32 Hartat e r n{heathap)a e

A 'Ha dnatumentll Freyjaa r e

a liniilor geneticeale virusului SARSCoV-2.

Instrunentul Kallisto de asemenea d

ror i | oraindteimentula Breyja "Hi e

cea mai mare precizie n

emonstrat o perfor man Ht

subst an’™Hi al instramentulRrieygato bddtidan©R? de 0,853 explicand 85,36

dinvaridHm®@ unden™Hel or reale. Corela™i a Pear son
mi «dé 7,04 ori 10 1a213,r epr ezent ©nd " n continuare 0O T ¢
toate acestea, eroarea absolutt medie a fo:
ori mai mare decat ceaimastrumentuluiFr ey j a. Eroarea medie ptLttr

procentualefind s ub st an ™Hi al

crescutHd ndn c®onhp d rapHiud

ocazionale foarte mari aun f | semnifieiivrezultatul. Aceste rezultate au cuprins toate
cel e 420 dde ceted thp d e a jicaling genetitieale SARSCoV-2 conform

OMS (figura 33)
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Abundenti estimata (%)

Statistical Metrics:

R? = 0.8528

Pearson r = 0.9497
Pearson p = 7.04e-213
Spearman p = 0.6462
Spearman p = 5.30e-51

Error Metrics:

MAE = 4.477%
RMSE = 9.277%
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reale fiind subestimatepentru celelalte variante (Beta, Eta, lota, Kappa, Lambda, Zeta)
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(R?=10). Punctele colorate pentru fiecare vartagte n et i c Lt
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g e n e draptanghiuriie colorateimr o Hma l[Hbh ast r u de nmaares tpr e@ld@% ic "H rec
(figura 34)
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Figura 34. Hartat e r n{heatlhap)a er or i | o raindteimentuld Kallisto'Hi e

Hatat er mi c &t a e r ainsirumentuluikallist@stee d & c tHe ,eaoanie o r a t

intregi au erori sistematic&ariantaDeltain probele 281 2 e st e abaskrioceeaacet “ n
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d e mo n sderreaaz te d @5%Hidecgsiucbidiset i XMeartitant a Kappa r ¢
crescute pentru probele -22, a\and erorid e  p r sislematidgr1®d %. La fel, variantke

Al pha, Epsil on ‘'Hi oriLdaembpdrae Qeheanidpndsdnt. e & a2t 38r " n
12.

Corela™i a de rang Spear man iastrumenteldregaHi o di
Kallisto. InstrumentulFreyjaa o b "™Hi nut un |} egal cu 0, 953, |
ordontrii rangul ui clhstranentuKkallistpae notbr'idi Speetinaau tHi |
subst an’Hi @G46dmavia dnti icrersutsreunh upt £ mai mul t cu n
relative corecte a |iniilor genetice, “n s
mi c i se traduc “"n schimbbtri mar i de rang

Astfel, analiza compariat ta acesb r  dnstutnentebioinformatice a demonstrat

precizie mai marainstrumentuluFreyjapentru monitorizaremnu t a ‘#éinetie ate virusului

SARSCoV-2 identificatein apeleuzateH i pentru predice H a valuril
Datele complete referitoare | a evaluar e:
Freyja Hi Kal list o, i nclusiwv rezul tatele

deconvol u'Hi e aCoV-3 sunteedateéhli ogru r SHNEXE4H i 2,
4.3.Concluzii la capitolul 4

1. Moni tori zarea genomi coVe praninestigartla apelor wzate u s u
sa dovedit a fi o strategie eficientt per
acestuia “n cadrul unei comuni tt Hi

2. Metodel e de secven-BovVer edian vaipredseul wz atARI
bi oinformatice wutilizate (Freyja Hi Mi ni
predominante “"n perioada investigatt.

3. In anul 2024 au fost identificate 32 de linii genetice ale virusului SERS-2
corespunzttoare sistemul ui de clasificar e
monitorizarea evol u'Hi ei virusul ui, cu pr
B.1.160. 32 'Hi B.1.1.305.

4. Tn perioada iuni@ugust 2025, liniile predominante ale virusului SABSV-2 in
Republica Moldova au fost AY.57, BA.3, BF.22, NS.3, NT.1, XFG.12, XP, XFG.5,
XFG. 4, ceea ce est ©MSme rctornwc op edrainolkd a ur edsap

5.1l nstrumentul Freyja asigurt identificare

SARSCoV-2 cu cea mai apropiatt de raporturil
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DI SCUHI I

La 5 mai 20230MS a de c | apanddmieidef COWIBI19t darlaceasta nu
"nseamnt ca Vv &ubvarigniele SAREAV-2sqgareawitun pot en’Hi al
afecta s&in,tcircalt 'Hidn parioadapto st p a n Difcutateatp r ogno z L r i
mu t largkneticeale virusului SARSCoV-2 este un obstacol semnificafin supravegherea
stntt L Hl48178.ubl i ce

Astfel,int er ven i i | e doatinds & tselcanfeunegrolpemdirajore din
cauzaa p aernbildisublinii alevarianteiOmicron care” n g r e diageoatizul, tratameut
‘Hreduceficacitatea vaccinurilor

Pentrulichidarea obstacolelor in supravegiee ¢ n £ tpdblide’'in | egbtt ur &t c
SARSCoV-2 estenecea r rhonitorizareapermanet a ¢ i r aaedtueehHnvestigaea
contin a profilului genetical variantelorsale.

CarabelliH colah, pr i n i mpl ement area extinst pea epi
perioada pandemi,at idrenvipd isut”HiGalN-dSepnddfe tin timp
real[173.

Prezentuktudiul sa axat penonitorizareac i r c ul a "Hi e i-CovV-2petestariblui S,
republicipr i n secvenH efiaaal nzrae i é biglepath edndr o065
acest scop au fostolate733des e c v @ewifttilui SARSCoV-2 din probe clinice umane
'Hi 31 de s ezateleurmidanaliceiacestar geevédau foststabilitetulpinile virale
circulante pe teritoriul Republicii Moldovain perioac st u¢d mat ke glieinet i ce
mo d i fleifenctipicé e acestora.

Cel mai bine au fost studia@ r i ant el e Del t a [brffi” nOnhiecgrtotnu rH
ratdecr escut e d edemoobiditate lasodiate tcievallhile pandemprevocate de
aceste variante.

TulpinaDeltar aport att pentru prima dapé Linuegd ndi
caracteristici biologice ale virusului originap o s epatrl caracteristici majore care
di f er derpddstal nic L Lwitrtallrtc spoentrhrag 'H e ma,cecaa@ Vi r
c r esehhndicativ probabilitatea expunerii persoanelor la virus, simptome di$ti e

Aceste caracteristiciau t ccwat t ul pi na Del ta mbal tfe emids dni
protec ™ e f Numidmarende ferultaie eexpérinentale a a rctkt amhet od e |
utilizate pentru pr ee eumicreass t H(B.1.6G14%p precuore nt u l
pl asma convalescentt, anumi "Hi anti,no auw i m
f unc "H7%180a t

Conform datelor publicate deo c 0 s | D,.YajitAa'Hi ¢ o; MagdmteoOmicron a

fost i dentificatt pentru pri ma daapgeteritorith Af r
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republiciia fosta t e datinaefputul anului 2022. Omicrarar fpanditrapid la nivel mondial,
el i min©nd practic variantele ant[E6lrhar e, cu
Yamas oba DauBtabilitc dn cazul vaiantei Omicronprimeleau aptr ut
ur mtt o alnieB Ae. 1 ,r eB A .PdmahldeveBitd o 8vi nant £ llirmBAlL, vel
" n | ofoscurttihpdeBA.2. Atat BA.2, catHsuMiniile descendente i ncl usi v BA. ¢
sau diversificat rapi d, gener ©nd numer oase
prezent aproape toate variantele circulahevirusului SARSCoV-2 suntdescendentele liniei
BA.2[17§.
Rezultatelestudid u i nostr u cckonvfiirrur&aVvi2 aasphfedathi multe
modi f i ditcrei ‘Hjilesnkeo mtiHS egenereze variante n@eria de variante mutante
generate deirus in timpul pandemiehlin perioada postpanderhieui n f | dieectridalu
morbiditt. "Hpravod@nd mai multe valuri epidemiceMajoritatea mu t &ofldl vizatgera S,

ceea cea afectat semnificativ patogeneza virusului, deoarece protapiice, codificat

aceastetstgeenrkeesponsabi | £ pireciclul deureplicarel virasulyi r o c e s
in cadrul studiul ui au fost descoperite p
o mutaHie a virusul ui “n interiorul "Heroioio,

sublinii care au format n final linii recombinante.
Cercettrile |I'a nivel i nterna’™i onal au co

ae virusului SARSCoV-2 au generat variante recombinante.H¥colab. ai demonstrat t

recombinarea “ntre | inii evoludietvtermdaept ew i
SARSCoV-2  Hi are poten™i al ul de a dduocveacddba o
recombinarea joact un HL€CoN2[li9nport ant “~n evol

Conform rezultatelor prezentului studin,s e ¢ v e n "He laefosbobserlate diteritee
cl ase dpmecums t b Hi i ¢ éHliHe Hid is e n (Hc | deaminoadizzdepthsarea
cadrului de citire a geneiu t adidindonimeHs i n o n private, in nidjoritatea cazurilor,
modi f i ctr idkwrusgle dAREOodtZ2au f ost deter minmediee de
72,6+ 21,1des u b s t ir gemorhlurmatepde del# in medie 48,6- 20,l1per gedeom 'H
inseflHcu DCC care au fost detectate foarte rar, in mediec 8,3 H,irespectiy 1,7+ 2,2 per
genom Celel3672demut a "Hi i s i080onansimoeimédentificatein setul de date
inregistratee x erac i ptesi une selectivkt puternickt ca
vizibile la nivelulintrequluigenomd ar cu di feren"™He semnificat:i
Dat el e oBafidiHmn utceo | dbds o n f n An&drigneleOmi cr on , Hi D
det ect at e IirHerioada martie 20ZEbradrie 2022 in Bangladeshu b st i t u "Hi i
fost mult mainumeroasel e c ©t del e™Hi i | e Hi i nser ™Hi il e. Mc

"naltt frecven™H au fost similare (pentru C
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(de exemplu, G>T,G>A)180.Pr ef erinHel e pentru aminoac
del e ™Hi i variazt “~n di f,éarstuduki nppraoctteuil nuei a loer af«
put ea de z vnulteaHH mmo o Wehokipice 183 . |

Mut a™i i |l e vGov-2sudent iISFAIRSat e Tinprezentlstudie n "He |
aufostsimilaecu constattrile numeroasel or cercett
efectuate d@anu'H i c ol &kMustafaHi 2 OI@2024,PAguilar-Martinez’H i ciol ab
2024. Rezultateleacestor studis u g e r evawsuW SARSCoV-2 a suferit un F
genetice care au infl uen'™afl180d18148)ct apar i "Hi a

Inperioada post pande mitrald de tet maeprobelpr unhanesac + d e
pr ezen’™Ha v iCoW2saddstumplenteAtinitoda nonitorizkrii geneti@a virusului
SARSCoV-2 prin apeleuzatecolectate de |& a ™Hi a de epurare din min

Spre deosebire deesc v eile gdnamului virusului SARE0V-2 din gobele clinie,
utiizate pent r u o b "Helor ealitatise neceme paentruldezvoltarea vaccinurilor,
metodelor de tratameititde diagnostice c ven H er ea genomul ui vira
aplicarea diferitoi nstr ument e de cal cul di nf epmdée&mi ol
gama de v a rcircaldhtedle viguslm SARSCo¥-2, despreoriginea, diseminarea
‘Hvarietatea acestor genqgrfacilitandastfelp r e d i c bk epiderwica | u r i

Ol anda, Australia, Japoni a, l ndi a, It ali
fost printre primeléHi care au raportatetectare@RN-ului virusului SARSCoV-2 in apele
uzatemunicipale. Acestt descoperi ar puted | o des n f ® ¥posiilHisdqunsalespre

frecven™a i nfCeWw2Hi iplroerc ucrn HHEARS modal i t ate ef

costurilor de screeni[iB8184185&88t or i u al mul t or
Pandemia de COVIR 9 a evi den'Hi at i mportanuide epi (
pentruur mbri rea Hi “~nHel egerea bolilor i nfec Hi

universitare din Canada anganizatiau derulat cu succes diverse programe de monitorizare

a markerilor genetici ai SARSoV-2 in apeleuzate furni zond i nfor ma

i mportante pentru teslOAd87#88189g.ener al £ pentru
Procesul de s ecven-Chverdia prabelegde ape nraté realizatSrA R S

cadrul studiului a eviden™ at poten™i alul s
circul a’i ei virusul ui l a nivel I popul @Hi ovnia
urmbrirea variantelor circulante, i nclusi v

utilitatea supravegherii apelor uzate ca instrument eficient pentru detectarea timpurie a

circul a™Hi ei virale Hials bo™Hiideormrea nritesUHi iolacre .
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CONCLUZII GENERALE

1. Caracterizarea f i | o g-€av-€ tdin cRepublkca Momovh at el o

eviden'Hi at circul a™Hi a predominant t a vV

schi mbar ea ul terioart a succesivitdiE™ i,

variantelor Delta. Anaia f i | ogenetict a permis ident
dintre care 21L, 228, 22E, 23 A, 23D Hi 2
eviden™H ind | ocalizarea acestora arbori.i

locale dedisti b u"Hi e.

.Anal i za evol u™Hi ei g e-Goy-hi cae daemonstsakuio
acceleratt, caracterizatt prin acumul are
codificante ale proteinei Spike. Varianta Omicron a prezentati 1600 de

mut a ™Hi i / gaernaotm,v ccoumpapr oxi mativ 40 de mut &

confirmk capacitatea “"naltt de adaptare

.Evaluarea tipurilor de muta'™i. a eviden't
Hi i nser "Hi i, cu o frecven™Hb semni ficati
Ssubstitu™H i/ genom). Predomi nan Ha mu t a "Hi
sinon me ) indickt modifictri genetice | a ni:
func™Hi a proteinelor virale. Aceastt di st
adaptabi |l itiE™i i Hi poten™i al ul ui de evad
.Dinamica circul adv-2i peateantelroul SARSBI i

directt “ntre tranzi H a de | a predomina
apari H a valurilor epidemic cu ctegartter i

datel or genomice cu cele epidemiologice
“"n model area evol u'Hi ei epidemi ol ogice, s
genomice pentru detectarea precoce a variantelor S2RS2.

. Monitorizarea SARSLoV-2 "n apele wuzate din municip
abordare eficientt, sensi bil & CTHi precoc:
evidenH eze diversitatea variantelor cir
cor el ar e cu met ode bi oinformatice per f c
supravegherea clinickt 'Hi contribuie | a d
genomi ct.

.Rezul tatele ob™Hi nute confirmk | poteza cCe
cttre un mo d e | moder n de supr a@o¥-g,her e

fundament at pe corelarea sistematict a d
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Caracterizarea complext a dinamici. evol
a variantel or emergent e, contribuind I a

predictiv, rezilient Hi orientat spre de

RECOMANDI RI

1. Dezvoltarea Hi 1 mplementarea unui sisten
CoV-2 , bazat pe monitorizarea continut a
genomice cu cele <clinice 'Hi epidemiol og
plattome i nt er na™Hi onal e (ex. GI SAI D), “n ve
publ i ct, optimizkri.i interven'i il or ter
sistemului de sktnttate.

.Consolidarea <capacitdt™ | or naH onal e de
I mpl ementarea unei strategi. Hi a unui
i nfrastructurii, resursel or umane 'Hi C ac
dert i nt a metodel or inovative, inclusiv s
monitorizarea circula™H ei virale Hi anti
.Valorificarea rezultatelor cercetbtridi Hi
prin extinderea supravegheri. genomi ce
pentru stnkttatea publict 'Hi i ntegraktea’r
scopul dezvol tkErii unui sistem de stntt

decizii bazate pe dovezi.

99



BIBLIOGRAFIE

1. Souza F, Spilki FR, Tanuri A, Michel RP, Campos FS. Two years of SBRE2
Omicron genomic evolution in Brazil (2022024): subvariant tracking and
assessment of regional sequencing effovisuses 2025;17(1):64.Disponibil la
https://www.mdpi.com/1999915/17/1/64https://doi.org/10.3390/v17010064

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

3. Kadio KJJO, Gnimadi TAC, Guichet Et al. Assessing the lonterm persistence of
SARSCoV-2 in Guinea: insights from pespidemic sentinel syndromic surveillance
data. Front. EpidemioR025;5:1636286. doi: 10.3389/fepid.2025.1636286

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

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

6. Markov PV, Katzourakis A, Stilianakis NI. Antigenic evolution will lead to new
SARSCoV-2 variants with unpredictable severity. Nat Rev Microbiol. 2022;
20(5):251252. doi:10.1038/s4157922-00722z.

7. Flemming A. Omicron, the great escape artist. Nat Rev Immunol. Z42):75.
doi:10.1038/s4157%022-006923.

8. Planas D, Saunders N, Maes P, et al. Considerable escape of(ARSOmicron
to antibody neutralization. Nature. 2021. Disponibil la:
https://www.nature.com/articles/s415881-04389z; doi:10.1038/s4158621-
04389z

9. Cao Y, Wang J, Jian F, Xiao T, Song W, Yisimayi A, et al. Omicron escapes the
majority of existing SARSCoV-2 neutralizing antibodies. Nature. 2022;
602(7898):657V663. doi:10.1038/s4158621-043880.

10.Bushman M, Kahn R, Taylor BP, Lipsitch M, Hanage WP. Population impact of
SARSCoV-2 variants with enhanced transmissibility and/or partial immune escape.
Cell. 2021;184(26):62296242.e18. doi:10.1016/j.cell.2021.11.026

11.Chakraborty C, Chatterjee S, Bhattacharya M, Chopra H, Bhattacharya P, Islam MA,
et al. The D614G mutation helps to increase the transmissibility and reduce the
virulence of SARSCoV-2 variants through natural selection. Int J Surg. 2023;
109(2):171174. doi:10.1097/3S9.0000000000000171

12.Ramesh S, Govindarajulu M, Parise RS, Neel L, Shankar T, Patel S, et al. Emerging
SARSCoV-2 variants: a review of its mutations, its implications and vaccine efficacy.
Vaccines. 20219(10):1195. doi:10.3390/vaccines9101195

13.Mengist HM, Kombe AJK, Mekonnen D, Abebaw A, Getachew M, Jin T. Mutations
of SARSCoV-2 spike protein: implications on immune evasion and vaeaoitheced
immunity. Semin Immunol. 2021. Disponibil la:
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC8604694/
doi:10.1016/j.smim.2021.101533

14.Manirambona E. Health policy and systems research irSahlaran Africa during the
COVID-19 pandemic. Ann Public Health. 2022. doi:10.55085/aph.2022.609

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

16.Holmes EC. The emergence and evolution of SARY-2. Annu Rev Virol. 2024,
11(1):2% 42. doi:10.1146/annurevirology-093022013037
100



https://www.mdpi.com/1999-4915/17/1/64
https://covid19.who.int/
https://www.nature.com/articles/s41586-021-04389-z
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC8604694/

17.Chaudhary N, Weissman D, Whitehead KA. mRNA vaccines for infectious diseases:
principles, delivery and clinical translation. Nat Rev Drug Discov. 220(%1):817
838. d0i:10.1038/s4157%1-002835.

18.Chen Z, Azman AS, Chen X, et al. Global landscape of SEB%-2 genomic
surveillanceand data sharing. Nat Genet. 2022; 54(4)i%99. doi:10.1038/s41588
022-01033y.

19.Holmes EC. COVIDR19: lessons for zoonotic disease. Science. 2022;
375(6585):111¥1115. doi:10.1126/science.abn2222.

20.Meira DD, Zetum ASS, Casotti MC, da Silva DRC, de ArdB§, Vicente CR, et al.
Bioinformatics and molecular biology tools for diagnosis, prevention, treatment and
prognosis of COVIbR19. Heliyon. 2024; 10(14):e35746.
doi:10.1016/j.heliyon.2024.e35746

21.Colac S Burduniuc O, Apostol M, Druc A. Genetic significance and tracking of
circulating SARSCoV-2 variants in the Republic of Moldova. Rom Arch Microbiol
Immunol. 202483(3):148 154. doi:10.54044/RAMI.2024.03.02

22.Colac § Burduni uc o, Apost ol M. -19Mmim i t or
secvenH erea “ntregul ui genom ¥oV-2anal i
Cercetarea “"n biomedicint Hi stnttate:

2022. p. 164Disponibil la https://ibn.idsi.md/vizualizare _articol/206061

23.Colac S Burduniuc O, Apostol M. Wholgenome sequencing of COVAL® infection
and phylogenetic analysis of SAR®V-2 i sol at es. Rev RAtiin’l
2022;1(29):136.Disponibil la https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/168334

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

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

26.Daughton CG. Wastewater surveillance for populatiice COVID-19: the present
and future. Sci Total Environ. 2020; 736:139631.
doi:10.1016/j.scitotenv.2020.139631

27.Kitajima M, Ahmed W, Bibby K, Carducci A, Gerba CP, Hamilton KA, et al. SARS
CoV-2 in wastewater: state of the knowledge and research needs. Sci Total Environ.
2020;739:139076. doi:10.1016/j.scitotenv.2020.139076

28.Hamouda M, Mustafa F, Maraga M, Rizvi T, Hassan AA. Wastewater surveillance for
SARSCoV-2: lessons learnt from recent studies to define future applications. Sci
Total Environ. 2021759:143493doi: 10.1016/j.scitotenv.2020.143493

29.D'Aoust PM, Graber TE, Mercier E, Montpetit D, Alexandrov |, Neault N, et al.
Catching a resurgence: increase in SARS/-2 viral RNA identified in wastewater
48 h before COVIBL9 clinical tests and 96 h before hospitalizations. Sci Total
Environ. 2021770:145319doi: 10.1016/j.scitotenv.2021.145319

30.Krogsgaard LW, Benedetti G, Gudde A, Richter SR, Rasmussen LD, Midgley SE, et
al. Results from the SARGo0V-2 wastewatebased surveillance system in Denmark,
July 2021 to June 2022. Water Res. 2024252:121223.
https://doi.org/10.1016/j.watres.2024.121223

31.Yasmin S, Ansari MY. A detailed examination of coronavirus disease 2019 (GOVID
19): covering past and future perspectives. Microb Pathog. 2225;107398.
doi:10.1016/j.micpath.2025.107398

32.Helmy YA, Fawzy M, Elaswad A, Sobieh A, Kenney SP, Shehata AA. The COVID
19 pandemic:. a comprehensive review of taxonomy, genetics, epidemiology,

101


https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/206061
https://ibn.idsi.md/vizualizare_articol/168334
https://doi.org/10.1016/j.watres.2024.121223










































































































