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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei cercetate

Coronavirusul sindromului respirator acut sever 2 (SARS-CoV-2) a aparut in Wuhan,
China, in decembrie 2019 si s-a raspandit rapid la nivel global, cauzand pandemia de COVID-19
[1]. Pandemia a avut un impact semnificativ asupra sandtatii si economiei globale. Pana la data
de 11 martie 2023, pandemia a provocat peste 760,4 milioane de cazuri confirmate si 6,8
milioane de decese la nivel global [2]. Pe parcursul pandemiei, virusul SARS-CoV-2 a suferit
mutatii si au apdrut mai multe variante de Ingrijorare (VOC). Aceste variante pot avea
caracteristici diferite, cum ar fi o transmisibilitate crescutd, o virulentd mai mare sau potentiala
rezistenta la imunitatea dobandita prin infectare naturald sau prin vaccinare. Dintre variantele de
ingrijorare mentionate, primele variante Alfa (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gama (P.1) si Delta
(B.1.617.2) au fost initial identificate in diferite tari si au devenit Ingrijordtoare din cauza
caracteristicilor lor. Ulterior, a fost identificatd o noud variantd numitd Omicron (B.1.1.529,
BA.2, BA.4, BA.5). Aceasta variantd a aparut pentru prima datd in Africa de Sud si a atras
atentia comunitatii internationale din cauza numarului mare de mutatii pe care le contine [3,4].

Intelegerea evolutiei moleculare a SARS-CoV-2 si a raspunsului imun uman la infectie
este esentiala pentru dezvoltarea unor strategii eficiente de combatere a virusului si de protejare a
sanatatii publice [5,6].

Secventierea genomicd permite monitorizarea in timp real a dinamicii transmiterii virale
prin identificarea clusterelor de infectii si corelarea acestora cu datele clinice si epidemiologice
relevante [7,8]. Aceste date sunt esentiale pentru informarea in timp util a autoritatilor de
Sénatate Publicd cu privire la aparitia noilor variante de ingrijorare, permitand adoptarea unui
raspuns eficient [9].

Pe data de 7 martie 2020, in Republica Moldova, a fost Inregistrat primul caz confirmat
de infectie cu virusul SARS-CoV-2 [10,11]. Intr-o luni, numarul persoanelor infectate a crescut
la 965, cu 854 de cazuri transmise local si 111 importate [11,12]. Pana in prezent (17 iulie, 2023),
au fost confirmate 620.758 de cazuri de COVID-19 si 12.124 de decese [13].

Este tragic cd pandemia COVID-19 a provocat atat de multe pierderi de vieti omenesti in
intreaga lume, inclusiv in Republica Moldova. Dezvoltarea vaccinurilor si a medicamentelor
antivirale, precum si utilizarea anticorpilor umani neutralizanti (nAbs), toate sunt strategii
esentiale pentru combaterea virusului [14].

In martie 2021, 2000 de doze de vaccin Sinopharm au fost donate Republicii Moldova,
care au fost administrate exclusiv studentilor si profesorilor de la Universitatea de Medicina si
Farmacie Nicolae Testemitanu [15].

In timp ce campaniile de vaccinare sunt importante in prevenirea raspandirii COVID-19,
este inca nevoie de solutii terapeutice eficiente [16] pentru tratarea persoanelor care au fost deja
infectate cu virusul, in special a celor care prezintd un risc mai mare de a dezvolta o boala severa.

Rezultatele preliminare ale unor studii clinice au ardtat ca utilizarea anticorpilor
neutralizanti umani care tintesc domeniul de legare a receptorului (RBD) ACE2 al virusului
SARS-CoV-2 poate reduce severitatea bolii si poate accelera recuperarea pacientilor cu COVID-
19 [17,18]. Terapia cu plasma convalescentd s-a dovedit a fi promititoare 1n tratamentul
pacientilor cu COVID-19 in stare critica [19]. De asemenea, FDA a recomandat plasma
convalescentd cu un titru de anticorpi neutralizanti mai mare de 1:160 sa fie folositd pentru
transfuzii terapeutice [20]. Cu toate acestea, utilizarea plasmei convalescente este limitatd de
disponibilitatea donatorilor cu niveluri ridicate de anticorpi neutralizanti.
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Testele serologice care detecteaza anticorpii neutralizanti anti SARS-CoV-2 sunt
esentiale pentru monitorizarea eficacitatii vaccinurilor si pentru identificarea persoanelor care pot
fi Inca sensibile la virus. Astfel de teste pot fi, de asemenea, utilizate pentru a identifica
persoanele care ar fi putut dezvolta anticorpi neutralizanti dupa ce au fost infectate cu SARS-
CoV-2.

Testele de neutralizare sunt considerate standardul de aur [21] pentru masurarea
activitatii antivirale a anticorpilor, inclusiv a celor neutralizanti, impotriva SARS-CoV-2. Cu
toate acestea, efectuarea testelor de neutralizare cu virusul viu SARS-CoV-2 necesita utilizarea
unor instalatii de izolare de nivel 3 de biosecuritate (BSL-3) [22], care pot fi costisitoare si dificil
de accesat. In plus, manipularea virusurilor vii necesiti personal foarte bine pregitit [15] si
protocoale stricte de sigurantd pentru a preveni expunerea accidentald. Pentru a depasi aceasta
limitare, au fost dezvoltate virusuri pseudotipizate ca alternative la virusurile infectioase
[21,23,24]. Aceste virusuri permit testarea sigura si eficientd a plasmei sau a serului donatorilor
pentru a determina capacitatea lor de a inhiba infectia cu virusuri si pot fi manipulate in conditii
de siguranta in laboratoarele de nivelul 2 de biosecuritate (BSL-2), ceea ce le face mai accesibile
si mai usor de utilizat in mediul de cercetare [24,25].

Scopul acestei cercetdri a fost de a investiga evolutia moleculara a SARS-CoV-2 si de a

studia rdspunsul imun umoral al beneficiarilor vaccinului Sinopharm (BBIBP-CorV) si al
donatorilor de plasma convalescenta COVID-19 din Republica Moldova.

Obiective de cercetare:

1. Izolarea ARN-ului SARS-CoV-2 din tampoane nazofaringiene, secventierea
completa a genomului izolatelor cu incarcatura virald ridicata, identificarea
variantelor genomice si analiza filogeneticd a secventelor SARS-CoV-2.

2. Evaluarea titrurilor de neutralizare a virusului in probe de la donatorii de plasma
convalescentd COVID-19 si din serul persoanelor vaccinate.

3. Evaluarea titrului IgG anti-Spike RBD la donatorii de plasma convalescenta si in
serul persoanelor vaccinate.

4. Studierea corelatiei dintre activitatea de neutralizare si titrurile de anticorpi IgG anti-
Spike RBD in randul persoanelor convalescente si vaccinate.

Metodologia de cercetare:
Metodologia de cercetare pentru acest studiu a implicat secventierea completd a genomului
a 25 de izolate SARS-CoV-2 de la pacienti cu diferite forme clinice si din diferite regiuni
geografice ale Republicii Moldova. Izolatele au fost selectate din Biobanka laboratorului ALFA
Diagnostica pe baza unui Angajament de confidentialitate, folosind rapoarte RT PCR cu o
valoare Ct mai micd de 30. ARN-ul viral a fost izolat prin metoda RT PCR 1in laboratorul Alfa
Diagnostica. Probele cu posibile mutatii noi au fost prioritizate pentru a fi secventiate. Dupa
izolarea ARN-ului, probele au fost conservate la -80°C si trimise la Laboratorul de Virusologie
Moleculara, ICGEB, or. Trieste, Italia, unde s-a efectuat secventierea completd a genomului.
Ulterior, au fost create metadate, iar rezultatele au fost incarcate in depozitul international
GISAID. Au fost analizate mutatii ale fiecarui izolat individual si a fost efectuatd o analiza
filogenetica pentru a intelege istoria evolutiva a virusului in aceasta regiune. De asemenea, a fost
realizatd analiza filogenetica a 542 secvente genomice SARS-CoV-2 din Republica Moldova,
incarcate in repozitoriul international GISAID pana la data de 26.05.2022.
In plus fatd de secventierea genomului, a fost dezvoltat si produs un lentivirus
pseudotipizat SARS-CoV-2 si doua teste de neutralizare, unul folosind citometrie de flux si altul
folosind microscopia cu continut ridicat, pentru a investiga eficacitatea activitatii de neutralizare.

Un test ELISA RBD a fost, de asemenea, dezvoltat pentru a studia nivelul anticorpilor IgG anti-
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Spike RBD la persoanele vaccinate cu Sinopharm si la pacientii convalescenti. Plasma
convalescentd a fost prelevatd de la biobanka Centrului National de Transfuzie a Sangelui, iar
probele de ser au fost prelevate de la persoanele vaccinate. Toate probele au fost conservate la -
80°C, anonimizate si trimise la laboratorul de virusologie moleculara, ICGEB, or. Trieste, Italia,
unde fiecare proba a fost testata pentru a evalua titrul de anticorpi IgG anti-SARS-CoV-2 RBD si
titrul de anticorpi neutralizanti.

Rezultatul acestei cercetari.

Avand in vedere pandemia de COVID-19 in curs de desfasurare, problema cercetarii
acestui studiu este de cea mai mare importantd. Noutatea stiintifica a acestui proiect constd in
secventierea si analiza filogeneticd a virusului SARS-COV-2 din Republica Moldova, care poate
oferi perspective valoroase asupra evolutiei si rispandirii virusului in regiune. in plus,
dezvoltarea unui lentivirus SARS-CoV-2 pseudotipizat, doud teste de neutralizare si testul
ELISA RBD pot ajuta la studierea raspunsului imun umoral si a eficacitatii vaccinurilor
impotriva virusului SARS-CoV-2, cat si al altor virusuri emergente.

In general, aceastd cercetare poate contribui la dezvoltarea unor instrumente mai bune
pentru analiza serurilor si la 0 mai buna Intelegere a raspunsului imun la infectia cu SARS-COV-
2 si la vaccinare, care pot ajuta in cele din urma la controlul si gestionarea pandemiei de COVID-
19 precum si de a fi pregétiti sa raspundem la o eventuala pandemie viitoare.

In plus, rezultatele obtinute in urma acestui studiu pot ajuta, la identificarea potentialelor
persoane care pot necesita doze de rapel ale vaccinului sau care pot avea un raspuns imun mai
slab la virus. Acest lucru poate contribui la adaptarea strategiilor de vaccinare si la asigurarea
unei mai bune protectii impotriva COVID-19.

Studiul a fost recenzat si aprobat de Comisia de Etica a Cercetarii a Universitatii de
Stat de Medicina si Farmacie Nicolae Testemitanu (Protocolul nr. 3/24.01.22).

Cercetarea a fost realizata la Departamentul de Medicind Preventiva, Disciplina de
microbiologie si imunologie a Universitatii de Stat de Medicina si Farmacie Nicolae Testemitanu,
Chiginau, Republica Moldova; Laboratorul ALFA de Diagnostica din Republica Moldova;
Laboratorul de Virusologie Moleculara, ICGEB, Trieste, Italia.

Aprobarea rezultatelor stiintifice

Rezultatele cercetarii au fost prezentate, discutate si aprobate in cadrul mai multor foruri
stiintifice nationale si internationale: Research results have been presented, discussed and
approved at several national and international scientific forums: Workshop “Strengthening
epidemiological surveillance capacity to address COVID-19 and other epidemics”, A Republic
of Moldova-Italy cooperation, Online event, 21-23 September 2021; Ist edition of the National
Conference with International participation the One Health approach in a Changing World ,
Online, 4-5 November, 2021; Simpozionul National:"110 ani de la nasterea savantului George
Emil Palade, traditie si continuitate in cercetarea medicala romadneasca"”. Targu Mures,
Romania, 7-8 December, 2022; XV International Summer School “Biology, Biotechnology and
Biomedicine”, Odesa, Ukraine, 29 June -10 July, 2020; Noaptea Cercetdatorilor Europeni 2020.
15 November, 2020; Virus Detection and Biosecurity - A Capacity-Building Course in the
Framework of Article X of the BWC. Trieste Italy, 14-16 June, 2023; Tendinte actuale si
provocari in medicina preventiva. Chisindu, Republica Moldova, 8-9 June, 2023; Congresul
consacrat aniversarii a 75-a de la fondarea USMF ,, Nicolae Testemitanu” din Republica
Moldova, Chisindu, 21-23 Octomber, 2020; Masa rotunda organizata intre ASM si USMF.
https://usmf.md/ro/noutati/cercetatorii-usmf-nicolae-testemitanu-vin-cu-noi-date-privind-
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https://usmf.md/ro/noutati/cercetatorii-usmf-nicolae-testemitanu-vin-cu-noi-date-privind-evolutia-covid-19-tara

evolutia-covid-19-tara, Online, 04 September, 2020; Medtraining-ul organizat de ASRM
Asociatia Studentilor si Rezidentilor in Medicina din Moldova USMF'. Facebook, 26 November,
2020; Atelier de lucru: Strategii de diagnostic si prevenire a infectiei COVID-19. online. 09
February, 2021; Interviu ICGEB: https://www.youtube.com/watch?v=Ve 6DXFZ8sM;

Emisiune radio Spatiul Public 23.09.2020. ora 10.15; Emisiune radio, Radio Vocea Sperantei.
Facebook 24.11.2020, Mariana Ulinici - Covid 19 — provocarea anului 2020 - YouTube, 24
November, 2020; Dialoguri interactive intre cercetatori in cadrul evenimentului Noaptea
Cercetatorilor Europeni 2020. https://usmf.md/ro/noutati/noaptea-cercetatorilor-europeni-la-
chisinau?fbclid=IwAR20zEglZsa bqTAPInEOFyfZmh2exjixQEZSMir-juS4;j61fOxY 81vjEPA;
Noaptea Cercetatorilor Europeni 2020 (privesc.eu) minutul -5:04:50, 27 November, 2020;
Emisiunea ,, Concret” despre vaccinurile anti-COVID si maratonul vaccinarii’, TV Moldoval,
24 mai la 17:15 . 24 May, 2021; Emisiunea ,, Miezul Zilei”, TV Moldoval, 26 septembrie, 2021.
https://www.facebook.com/teleradiomoldova/videos/395699578798680, 26 September, 2021,
Emisiunea , Fii sanatos cu Maria Marian”, Jurnal TV, 22.11.21, ora 18:00
https://www.facebook.com/watch/?v=183617873984484&ref=sharing, 22 November, 2021,
Interviu Séanatate Info: Sanatate Info - Mariana Ulinici, doctorand: ..Sunt pasionatd de acest
domeniu. Lucrul cu virusurile, cu bacteriile, cu microorganismele care se analizeaza la

microscop ma face sd meditez” (sanatateinfo.md); Mesager TV Moldova 1, minutul 5:40.
https://fb.watch/aSBGXOXW 6/ https://trm.md/ro/social/noi-metode-de-diagnostic-pentru-
virusul-sars-cov-2; Emisiunea: Pro sanatate: https://youtube.com/playlist?list=PLX... Radio
Vocea Sperantei Republica Moldova | Facebook, ora 18:00, 23 June, 2022.
Publicatii la tema tezei

Au fost publicate un numar total de 15 publicatii stiintifice, printre care 4 articole
publicate in reviste de prestigiu ISI si SCOPUS, 2 articole in reviste stiintifice nationale
categoria B si 9 teze prezentate la conferinte stiintifice nationale si internationale.
Cuvinte cheie: Evolutia molecularda a SARS-CoV-2, raspuns imun, mutatii, variante, filogenie,
anticorpi neutralizanti.

CONTINUTUL TEZEI
1. INTELEGEREA BIOLOGIEI SI A STRATEGIILOR DE DIAGNOSTIC ALE

SARS-CoV-2

Capitolul analizeazi biologia virusului SARS-CoV-2 si strategiile de diagnostic asociate. in
primul rand, se discutd despre taxonomia si epidemiologia virusului SARS-CoV-2, urmata de
organizarea genomicd a acestuia. Un aspect important este analizat in detaliu, glicoproteina S
(Spike) a virusului, inclusiv structura acesteia si domeniul de legare la receptor. De asemenea, se
mentioneaza varianta D614G si varianta Omicron a virusului.

In continuare, se examineaza raspunsul imun umoral in infectia cu SARS-CoV-2. Se prezinta
strategiile utilizate pentru diagnosticul infectiei cu SARS-CoV-2, cu accent pe rolul si
provocdrile testelor serologice. Un aspect important al strategiilor de diagnostic este detectarea
anticorpilor neutralizanti. Aceste teste permit evaluarea capacitatii anticorpilor de a neutraliza
virusul, fiind utilizate pentru evaluarea eficacititii vaccinurilor sau a terapiei cu plasma
convalescentd. Se evidentiazd importanta si problemele nerezolvate ce tin de testarea in lupta
impotriva COVID-19.


https://usmf.md/ro/noutati/cercetatorii-usmf-nicolae-testemitanu-vin-cu-noi-date-privind-evolutia-covid-19-tara
https://www.facebook.com/ASRM.USMF.MD/?__cft__%5B0%5D=AZXl1quutEcLTlbst3wJ3YDflF5P3Ft6Y2D56-w0kvXTVREhUi3X4Yr-_S47dmuF9vPw4k_8Xja9TK3S0Bh5rrvV4qqHoBy_6O0zA3OKtIU26Ysyl38KdNcs_mJdo2XCsmxfBPtsgNpSz6z39klbuRezB3g60VE9O8rP1B_a1KAdfg&__tn__=-UC%2CP-y-R
https://www.facebook.com/ASRM.USMF.MD/photos/a.10151556966385303/10157431657865303/
https://www.youtube.com/watch?v=Ve_6DXFZ8sM
https://www.facebook.com/rvsmoldova/videos/708648556738566
https://www.youtube.com/watch?v=O-Lpy9JnWkw
https://usmf.md/ro/noutati/noaptea-cercetatorilor-europeni-la-chisinau?fbclid=IwAR2OzEgIZsa_bqTAPlnEOFyfZmh2exjixQEZSMir-juS4j6ifOxY81vjEPA
https://usmf.md/ro/noutati/noaptea-cercetatorilor-europeni-la-chisinau?fbclid=IwAR2OzEgIZsa_bqTAPlnEOFyfZmh2exjixQEZSMir-juS4j6ifOxY81vjEPA
https://www.privesc.eu/arhiva/92858/Noaptea-Cercetatorilor-Europeni-2020?fbclid=IwAR1yaX5F9sfQz5J02w9Sr7AW3rDF7f7sL4As4iH1hqb7bGWPAfl0pWK9OpA
https://www.facebook.com/tvmoldova1/?__cft__%5b0%5d=AZWRdhEwRgEGaYvXybfcjBamMTLSBASTxWyM1kkQKKN0yiEh_EJGOok0Pw1dvdpyW9m89qkA_T6ejQuW5ohpNJUdzaJ8bUBjuVovx3P51ePvDR7BBktk6Ms2T9hhZhcUeTo9c6DU5fIRyBKaexXKmSvfMYJBQ6NS40ZDKHZozUomNg&__tn__=kC-R
file:///C:/Users/ulini/Google%20Drive/COVID%20Doctorat/ICGEB%20COVID/Proiect%20Doctoral/TEZA/Documete%20sustinere/Dosar%20Material%20Primar_Ulinici/6.%20lista%20publicatii/24%20mai%20la%2017:15
https://www.facebook.com/tvmoldova1/?__cft__%5b0%5d=AZWRdhEwRgEGaYvXybfcjBamMTLSBASTxWyM1kkQKKN0yiEh_EJGOok0Pw1dvdpyW9m89qkA_T6ejQuW5ohpNJUdzaJ8bUBjuVovx3P51ePvDR7BBktk6Ms2T9hhZhcUeTo9c6DU5fIRyBKaexXKmSvfMYJBQ6NS40ZDKHZozUomNg&__tn__=kC-R
https://www.facebook.com/teleradiomoldova/videos/395699578798680
https://www.facebook.com/watch/?v=183617873984484&ref=sharing
http://www.sanatateinfo.md/News/Item/10934?fbclid=IwAR2GI6JGjCipGeYzKrfHWzTNEx8gm1JUigAPxqx1cjFt_aZTB8y9jHBqy64;%20Interviu%20USMF:%20https://usmf.md/ro/noutati/mariana-ulinici-tot-ce-realizez-este-pentru-aduce-un-aport-dezvoltarea-stiintei-din?fbclid=IwAR0qQxupojj3jr9sPKpu8cdSMBx_xEsFB14F7_iyiGW5xBF3eC8Lfhbov4s
http://www.sanatateinfo.md/News/Item/10934?fbclid=IwAR2GI6JGjCipGeYzKrfHWzTNEx8gm1JUigAPxqx1cjFt_aZTB8y9jHBqy64;%20Interviu%20USMF:%20https://usmf.md/ro/noutati/mariana-ulinici-tot-ce-realizez-este-pentru-aduce-un-aport-dezvoltarea-stiintei-din?fbclid=IwAR0qQxupojj3jr9sPKpu8cdSMBx_xEsFB14F7_iyiGW5xBF3eC8Lfhbov4s
http://www.sanatateinfo.md/News/Item/10934?fbclid=IwAR2GI6JGjCipGeYzKrfHWzTNEx8gm1JUigAPxqx1cjFt_aZTB8y9jHBqy64;%20Interviu%20USMF:%20https://usmf.md/ro/noutati/mariana-ulinici-tot-ce-realizez-este-pentru-aduce-un-aport-dezvoltarea-stiintei-din?fbclid=IwAR0qQxupojj3jr9sPKpu8cdSMBx_xEsFB14F7_iyiGW5xBF3eC8Lfhbov4s
https://fb.watch/aSBGXOXW_6/
https://trm.md/ro/social/noi-metode-de-diagnostic-pentru-virusul-sars-cov-2
https://trm.md/ro/social/noi-metode-de-diagnostic-pentru-virusul-sars-cov-2
https://youtube.com/playlist?list=PLX&fbclid=IwAR113fjksMj_IDVEDCHlB96rPAhTyuKiwdRrqrrCw-C-6cwa90xf3EwUnE4
https://www.facebook.com/rvsmoldova
https://www.facebook.com/rvsmoldova

2. MATERIALE SI METODE

Au fost utilizate urmatoarele probe biologice: 96 plasme de la Donatori Negativi
prelevate inainte de anuntarea pandemiei COVID-19 1in Republica Moldova; Plasma
Convalescenta colectata de la pacienti cu rezultat negativ pentru COVID-19 intr-un test PCR si
care se afla la 14 zile dupa recuperarea clinicd (n=100); Ser de la persoane vaccinate cu
Sinopharm care se afla la 14 zile dupa a doua doza de vaccin anti COVID-19 (n=100) si 25
probe de ARN SARS-CoV-2 pentru secventiere colectate in Republica Moldova intre iunie 2020
si septembrie 2021.

Pentru a obtine secventele genomului, s-au realizat mai multe etape. Extractia acidului
nucleic a fost efectuata utilizdnd un kit manual de extractie ADN/ARN (Vector-Best). Illumina
MiSeq a fost utilizat pentru secventiere, conform protocolului standard pentru citiri paired-end
de 150 de baze. Controlul calitatii datelor brute a fost realizat utilizind software-ul FastQC.
Pentru eliminarea adaptatorilor si taierea citirilor, s-a utilizat instrumentul de taiere Primerclip si
secventele de adaptori pentru panourile Swift Biosciences Accel-Amplicon. Asamblarea
genomului a fost realizata utilizand ghidurile dedicate de analiza a datelor Swift dockerizate.

Analiza filogenetica a fost realizata utilizand platforma Nextstrain. S-a utilizat o strategie
de sub-sampling la nivelul Moldovei in setul de date Nextregions/Europe. Istoria evolutionara a
fost dedusa folosind metoda Maximum Likelihood si modelul General Time Reversible. S-au
analizat 542 de secvente de nucleotide si s-au inclus 3309 pozitii in setul de date final. Arborele
filogenetic a fost construit cu ajutorul software-ului MEGAT7 si a fost editat utilizand FigTree.

Pentru studiul raspunsului imun umoral, au fost utilizate culturi celulare (HEK293T, care
exprima antigenul T SV40) si pseudovirusul SARS-CoV-2. De asemenea, au fost folosite linii
celulare Huh7 si HEK293 exprimand receptorul ACE2, care au fost obtinute prin transductia
unui lentivector care exprimd ACE2 uman. Nivelul de expresie al ACE2 pe linia celulara
HEK293-ACE2 a fost verificat prin citometrie de flux.

Pentru prepararea pseudovirusului SARS-CoV-2, s-a utilizat un sistem lentivector de
generatia a doua care exprimd proteina verde fluorescentd (GFP). Celulele HEK-293T au fost
transfectate cu trei plasmide. Am folosit plasmida de transfer lentiviral p/VTHM, care codifica
pentru gena reporter (eGFP), plasmida de ambalare HIV psPAX2 (care codifica pentru gag-pol)
si o plasmida care transportd codificarea secventei pentru structura glicoproteinei Spike,
pcDNA3-SARS-CoV-2-Spike D614GA19. E. coli DH50 a fost utilizata pentru propagarea
plasmidelor.

Am efectuat experimente de titrare pentru a asigura acuratetea transductiei SARS-CoV-2
a lentivirusului. Lentivirusul VSV a fost folosit ca martor pozitiv, deoarece poate infecta atat
liniile celulare HEK 293-ACE2, cat si HEK 293, in timp ce lentivirusul SARS-CoV-2 poate
infecta numai HEK 293 care exprima receptorul ACE2 pe membrana [15].

Pentru evaluarea neutralizarii pseudovirusului SARS-CoV-2, au fost dezvoltate doua
metode: una bazatd pe citometrie de flux (FC) si alta bazatd pe microscopie de screening cu
continut ridicat (HCI). Pentru metoda FC, celulele HEK293-ACE2 au fost infectate cu
pseudovirusul si incubate timp de 72 de ore. Apoi, celulele au fost recoltate si analizate prin
citometrie de flux pentru a calcula procentul de reducere a infectiei si titrul de neutralizare.
Pentru metoda HCI, celulele Huh7-hACE2 au fost infectate cu pseudovirus si, dupa 48 de ore,
celulele au fost fixate si au fost obtinute imagini digitale pentru a determina procentul de
transductie si neutralizare.



De asemenea, a fost dezvoltat un test ELISA folosind RBD Spike SARS-CoV-2 pentru a
detecta anticorpii specifici.

Analiza statisticd a fost realizata utilizand software-ul R si s-au evaluat corelatiile si
diferentele intre titrurile obtinute prin diferite metode si intre grupurile de participanti.

3. VARIANTE GENOMICE SI ANALIZA FILOGENETICA A SECVENTELOR
SARS-COV-2 DIN REPUBLICA MOLDOVA

Pentru a ne face o idee generala despre variantele SARS-CoV-2 care au circulat 1n
Republica Moldova in perioada martie 2020 — mai 2022, am studiat relatiile filogenetice dintre
cazurile virale din Republica Moldova si principalele linii SARS-CoV-2 din Europa.

Pentru aceasta am efectuat analiza filogenetica folosind platforma bioinformatica
Nextstrain, prin care au fost identificate 5 clustere si anume 19A, 20A, 20B, 201/501Y.V1 si 21D
din martie 2020 pana in septembrie 2021. Figura 1 prezintd relatia geneticd dintre secventele
complete ale genomului SARS-CoV-2 din Moldova in contextul setului de date
Nextregions/Europe. A fost elaboratd o strategie de sub-esantionare la nivel de Republica
Moldova, utilizdnd tulpina de referintd hCoV-19/Wuhan/WHO01/2019 (numarul de aderare
GISAID EPI_ISL 402125) ca radacina initiala [11].
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Figura 1. Evolutia genomica a SARS-CoV-2 in Republica Moldova [11]

Apoi am decis sd concentram analiza filogeneticd pe studiul regiunii genomice
corespunzatoare genei proteinei spike, dat fiind faptul ca aceastd proteind este una dintre
principalele determinante antigenice a acestui virus. In acest context, initial au fost descarcate
mai mult de 2.900.000 de genomuri complete ale virusului SARS-CoV-2 din baza de date
GISAID, filtrate dupa locatia geografica europeand. Folosind scripturi proprii, au fost eliminate
toate genomurile care contineau nucleotide nedefinite (NNN). Deoarece setul de date era inca
mare, s-a efectuat o selectie aleatorie pentru a reduce numadrul de secvente fard a pierde
variabilitatea populatiei. Setul de date final contine un total de 542 secvente nucleotidice din mai
multe tari europene. Din aceste 505 secvente, 25 corespund probelor analizate 1n acest studiu.

Principalele linii SARS-CoV-2 sunt evidentiate in arborele filogenetic (figura 2). Dupa
cum se poate observa in figura, tulpinile din Republica Moldova (colorate in rosu) se grupeaza in
principal cu tulpini din linia Alfa, denotand o relatie genetica stransa intre aceste secvente. Cu
toate acestea, filogenia aratd, de asemenea, relatii genetice oarecum stranse intre variantele
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circulante din Republica Moldova si secventele din liniile Eta, Lambda si Delta. Pe de alta parte,
nu s-a observat nicio relatie filogenetica intre tulpinile din Republica Moldova si Omicron pana
la data de 26.05.2022.

Aceasta denotd marea diversitate a variantelor virale care au circulat in Moldova. Acest
rezultat a fost asteptat, deoarece evenimentele pandemice de acest stil se caracterizeaza printr-o
evolutie rapida in care sunt generate multe variante virale.

Figura 2. Analiza arborelui filogenetic cu probabilitate maxima a genei Spike a SARS-
CoV2 care circula in Moldova in timpul pandemiei de COVID19 (martie 2020-mai 2022).

Privind in directia opusd acelor de ceasornic, Delta este evidentiatd in verde, Epsilon (gri),
Lambda (magenta), Eta (galben), Alfa (albastru-cer), Beta (roz), Gamma (portocaliu) si Omicron
(liliac). Ramurile arborelui care corespund secventelor din diferite tari europene sunt colorate in
negru. Secventele circulante din Republica Moldova sunt evidentiate cu rosu.

4. CARACTERIZAREA RASPUNSULUI IMUN UMORAL AL PERSOANELOR
VACCINATE CU SINOPHARM (BBIBP-CORYV) SI CONVALESCENTILOR
COVID-19 DIN REPUBLICA MOLDOVA
4.1. Generarea lentivirusului pseudotipat SARS-CoV-2
Am produs un lentivirus SARS-CoV-2 care poarta mutatia D614G, insotit de stergerea
(A19) a ultimilor 19 aminoacizi din domeniul C-terminal, corespunzator motivului de retentie
ER.
4.2. Titrarea lentivirusului SARS-CoV-2
Dupa 72 de ore de la transductie a fost evaluata calitatea virusului produs. Raporturile de
infectare au fost calculate prin observarea prezentei proteinei GFP 1n celulele infectate. Procentul
celulelor infectate (GFP) a fost utilizat pentru a estima cantitatea virusului produs, in timp ce
valorile care prezentau cea mai buna liniaritate pe parcursul curbei de dilutie cu factorul 2 au fost
alese pentru a calcula titrul (tabelul 1). Lentivirusul VSV a fost utilizat ca si control pozitiv al
transductiei, deoarece poate infecta atit HEK 293-ACE2 si HEK 293. In schimb, lentivirusul
SARS-CoV-2 poate infecta doar HEK 293 deoarece acesta exprima receptorul ACE2 pe
membrana.
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Pe baza acestei analize, preparatul de lentivirus SARS-CoV-2 a avut un titru de

aproximativ 3x10° TU/ml, masurat in cinci experimente independente.

Tabelul 1. Eficienta transductiei si titrul preparatelor lentivirale la diferite volume

Volumul virusului % de transductie | Volumul virusului | % de transductie
200 pL 54% 200 pL 52,46%

100 pLL 32% 100 uL 63,93%

50 pLL 16% 50 uL 55,1%

25 uL 13,5% 25 uL 35,11%

12.5 uL 12% 12.5 pLL 30,2%

6 uL 10% 6 nL 18,35%

3uL 9% 3uL 11,58%

NT 0,2% NT 0,5%

Titrul: 3 x 10° TU/ml Titrul: 6,69 x 10° TU/ml

4.3. Nivelul anticorpilor neutralizanti anti SARS-CoV-2 dupai infectia naturala sau in urma
vaccinarii

Urmatorul nostru obiectiv a fost sd examindm capacitatea anticorpilor produsi fie de
vaccinul Sinopharm, fie de infectia naturald, de a neutraliza virusul. Pentru a atinge acest
obiectiv, am dezvoltat doua teste separate care utilizeaza lentivirusuri pseudotipate SARS-CoV-2.
Unul dintre aceste teste a implicat utilizarea HCI, in timp ce celalalt - FC.

Prin utilizarea ambelor metode, a fost posibil sa se clasifice toate esantioanele examinate in
trei grupuri distincte: ser slab neutralizant, ser cu neutralizare moderatd si ser puternic
neutralizant. Testele de neutralizare au aratat cd doar 20% din probele testate au neutralizat
eficient pseudovirusul SARS-CoV-2 la titruri de peste 1:250. Pentru 50% din seruri, raspunsul a
fost slab sau absent.

Tablul 2. Compararea titrurilor cantitative de anticorpi intre grupurile si subgrupurile
studiate utilizind mediana si intervalul intre metode[15]

Titru la Titru la
Titru Titru la Titru la vaccininati o
. .. . . vaccinatl
general | convalescenti | vaccinati (+infectie oy
’ ’ A (naiv)
anterioara)
ELISA IgG RBD; | 1678 (1- 1239 (1- 1742 (152- | 1936 (524- 1731 (152-
mediana (interval) 13565) 13565) 7184) 6978) 7184)
FC; mediana | 35,8 (1- 27,6 (1- 40.1 (1-
(interval) 2182) 1819) 2182) 43,9 (1-896) | 39,6 (1-2182)
HCI; mediana | 41,3 (1- 24,6 (1- 60.9 (1-
(interval) 11051) 11051) 10451y | 67(1-3940) 1 57(1-10451)

Analiza regresiei neliniare a fost utilizatd pentru a determina titrurile de neutralizare la

jumadtate maxima (NTso). Atunci am comparat titrurile de anticorpi neutralizanti determinate
prin cele doud metode utilizate (tabelul 2), FC a aratat o medie a titrului de anticorpi de 27,6
(95% CI: 13,6 - 31,8) (intervalul: 1-1819) la pacientii convalescenti, in timp ce HCI a aratat un
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titru median de 24,6 (95% CI: 11,4 - 29,4) (intervalul: 1-11051). Titrul convalescent mediu a
fost de 357 (95% CI: 0 - 623) atunci cand a fost testat prin HCI si 123 (95% CI: 61,5 - 175)
atunci cand a fost determinat prin FC. Acest lucru indica faptul ca ambele metode sunt
comparabile in ceea ce priveste detectarea anticorpilor neutralizanti la persoanele convalescente
sau vaccinate.

NTso s-au dovedit a fi 40,1 (95% CI: 27,8 - 47,4) cu valori de interval de la 1 la 2182
pentru persoanele vaccinate folosind metoda FC. In mod similar, pentru grupul de metode HCI,
studiul a constatat cd NTso a fost 60,9 (95% CI: 40,2 - 78,6) si valoarea intervalului de la 1 la
10451 (intervalul: 1-10451) (tabelul 2). Acest lucru, indica faptul ca imagistica cu continut
ridicat poate fi mai putin sensibilda decat citometria fluxului in detectarea anticorpilor
neutralizanti la persoanele vaccinate.

In general, aceste rezultate sugereaza ci atat pacientii convalescenti, cit si persoanele
vaccinate pot avea un raspuns imun umoral suboptimal fatd de SARS-CoV-2. Acest lucru poate
avea implicatii asupra durabilitdtii protectiei impotriva virusului SARS-CoV-2 si asupra nevoii
potentiale de vaccinare de rapel.
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Figura 3. Titrurile de anticorpi neutralizanti in cohorta vaccinata cu Sinopharm si
convalescentii COVID-19, masurati prin (a) HCI si (b) FC [15]

Figura 3 prezinta titrurile de anticorpi neutralizanti in cohorta vaccinatd cu Sinopharm si
pacientii recuperati de COVID-19, masurate prin HCI si FC. Linia neagrd indica titrurile
mediane. Parcela scatter afiseaza rezultatele obtinute prin ambele metode. Pentru claritate
vizuala, cele 25 de valori extreme nu sunt afisate in parceld, ci au fost incluse in calcule. Serurile

de la donatori sanatosi au fost testate la o singura dilutie de 1:12.5 si toate au aratat un NTso <
0,94.

4.4. Compararea nivelurilor de anticorpi IgG specifici SARS-CoV-2 RBD la persoanele
vaccinate si la pacientii convalescenti testate prin ELISA

Testul ELISA a fost efectuat pentru a masura nivelul anticorpilor IgG anti-Spike RBD la
persoanele vaccinate si la pacientii convalescenti. Nivelul OD threshold pentru calcularea
titrurilor de anticorpi a fost de 0,0819, iar titrurile IgG au fost definite ca fiind reciproce ultimei
dilutii la care OD450 a fost peste cut-off.

Rezultatele au ardtat ca ambele grupuri au avut o activitate serologica puternica si specifica
fatd de RBD 1n comparatie cu controalele sandtoase (figura 4). Persoanele vaccinate au avut
niveluri semnificativ mai mari de anticorpi anti-RBD IgG 1n comparatie cu pacientii
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convalescenti, cu titre mediane de 1742 fata de 1239 (tabelul 2). Aceste constatdri sunt in
concordantd cu studiile anterioare care au raportat titre de anticorpi mai mari la persoanele
vaccinate Tn comparatie cu cele care s-au vindecat de COVID-19 [15].
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Figua 4. Compararea nivelurilor de anticorpi IgG anti-SARS-CoV-2 RBD la persoanele
vaccinate cu Sinopharm, COVID-19 convalescente si seronegative

Titrul global (masurat in 200 de probe) a avut un titru mediu de 2322 (CI: 1991-2653) si un
titru median de 1678 (CI: 1598-1863). Acesta a prezentat o deviatie standard mai mare (2342) si
0o gama interquartila mai largd (2151) in comparatie cu titrurile convalescente si vaccinate.
Intervalul de valori observate pentru titrul global a fost de la 1 la 13565.

In grupul convalescent (masurat in 100 de probe), titrul mediu a fost 2519 (CI: 1906-3069),
iar titrul median a fost 1239 (CI: 745-1486). A avut cea mai mare deviatie standard (2959) si

IQR (2521), cu un interval de valori de la 1 la 13565.
Pentru grupul vaccinat (masurat in 100 de probe), titrul mediu a fost 2126 (CI: 1830-2409),

iar titrul median a fost 1742 (CI: 1565-1882). A avut cea mai mica deviatie standard (1481) si

IQR (1930), cu un interval de valori de la 152 la 7184.

In plus, anticorpii IgG specifici SARS-CoV-2 RBD au fost prezenti in serurile tuturor
subiectilor vaccinati, in timp ce un individ convalescent (60CP) avea valori de titru nedetectabile.
Acest individ pare a fi un non-raspuns sanatos care nu a produs anticorpi dupa ce s-a vindecat de

COVID-19 [15].

4.5. Corelatia dintre nivelul anticorpilor neutralizanti si IgG anti-RBD SARS-CoV-2

RBD al virusului SARS-CoV-2 este o componentd criticd in declansarea productiei de
anticorpi neutralizanti care pot ajuta la protejarea Impotriva virusului. De asemenea, RBD are un
impact semnificativ asupra activarii radspunsurilor imune ale celulelor T, subliniind in continuare
importanta sa Tn apararea organismului impotriva COVID-19 [27].

Rezultatele analizei de corelatie dintre anticorpii neutralizanti obtinuti prin testul FC sau
HCI si anticorpii IgG anti-RBD SARS-CoV-2 masurati prin ELISA sunt prezentate in tabelul 3.
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Tabelul 3. Corelatia dintre anticorpii specifici SARS-CoV-2 si titrurile de neutralizare
folosind diferite metode

Grup metoda_1 metoda 2 Coeficientul de corelatie p_val
(spearman)
Tofi participantii ELISA RBD FC 0,64 <0.001
Convalescenta ELISA RBD FC 0,68 <0.001
Vaccinat ELISA RBD FC 0,58 <0.001
Toti participantii HCI ELISA RBD 0,52 <0.001
Convalescenta HCI ELISA RBD 0,45 <0.001
Vaccinat HCI ELISA RBD 0,53 <0.001
Toti participantii FC HCI 0,55 <0.001
Convalescenta FC HCI 0,51 <0.001
Vaccinat FC HCI 0,58 <0.001

S-a constatat o corelatie pozitivi moderatd pana la puternica intre anticorpii [gG SARS-
CoV-2 neutralizanti si anti-RBD, cu coeficienti de corelatie variind de la 0,45 la 0,68 si valori p
mai mici de 0,001 pentru toate comparatiile. Acest lucru sugereaza ca nivelurile mai ridicate de
anticorpi IgG anti-RBD SARS-CoV-2 sunt asociate cu un raspuns mai puternic de neutralizare a
virusului.

log(10) Flow Cytometry (FC) Titre

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 25 3.0 35 4.0
log(10) ELISA RBD Titre
Immunization ¢ Convalescent ¢ Vaccinated
Figura 5. Compararea titrurilor ELISA RBD si FC transformate in log10 [15]
Mai exact, coeficientii de corelatie dintre testele ELISA RBD si FC au fost de 0,64 pentru
toti participantii, asa cum se aratd in figura 5, in timp ce intre testele ELISA RBD si HCI,

coeficientii de corelatie au fost cei mai mici (p=0,52) pentru toti participantii, rezultatele fiind
prezentate 1n figura 6.
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Figura 6. Corelatia dintre titrurile ELISA RBD si FC transformate log10, la

convalescenti si persoanele vaccinate[15]

In plus, atunci cand am comparat coeficientii de corelatie dintre testele din grupurile
convalescente si cele vaccinate separat, am observat rezultate similare, sugerand ca corelatia nu a
fost influentatd de tipul de rdspuns imun (de exemplu, infectia naturald vs. vaccinare).
Coeficientii de corelatie dintre testele ELISA RBD si FC au fost de 0,68 pentru pacientii
convalescenti si 0,58 pentru persoanele vaccinate (figura 6).

e

log(1g) High Content Imaging (HCI) Titre

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25 30 35 4.0
log(10) ELISA RBD Titre

Immunization ¢ Convalescent = Vaccinated
Figura 7. Corelatia dintre anticorpii IgG anti-RBD si titrurile de neutralizare HCI in

serurile umane[15]

Coeficientul de corelatie dintre anticorpii neutralizanti detectati de HCI si titrurile
anticorpilor anti-SARS-CoV-2 Spike RBD determinati prin testul ELISA a fost usor mai mare la
persoanele vaccinate (p=0,53) decat la pacientii convalescenti (p=0,45). A fost constatatd o
diferenta semnificativa din punct de vedere statistic intre grupuri numai in testul HCI (p < 0,001),
titrul median al persoanelor vaccinate fiind semnificativ mai mare decat cel al pacientilor
convalescenti.
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In cele din urma, coeficientul de corelatie dintre testele FC si HCI au fost de 0,55 pentru
toti participantii, 0,51 pentru pacientii convalescenti si 0,58 pentru persoanele vaccinate.

Convalescent Vaccinated

log(1o) High Content Imaging (HCI) Titre
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log(10) ELISA RBD Titre

Figura 8. Anticorpii IgG anti-RBD din serurile umane si corelatia acestuia cu NTso
determinati de HCI

Figura 8 ilustreaza corelatia dintre IgG anti-RBD si nivelurile de anticorpi neutralizanti la
subiectii convalescenti si vaccinati. Graficul include diferite puncte de culoare care indica
participantii convalescenti (rosu) si vaccinati (albastru). Linia neagra reprezintd cea mai buna
estimare a relatiei dintre aceste doud variabile, in timp ce banda gri reprezinta intervalul de valori
in care relatia autentica se va Incadra probabil. Faptul ca existd o linie de regresie liniara cea mai
potrivitd, cu un interval de Incredere corespunzator, sugereaza o corelatie intre nivelurile de IgG
anti-RBD si anticorpii neutralizanti la acesti indivizi.

Interesant este ca am observat cd au existat unele probe cu anticorpi neutralizanti
nedetectabili care incd mai aveau anticorpi de legare, ceea ce indica faptul cd o mare parte din
anticorpi nu neutralizeaza virusul. Cu toate acestea, cu cat titrul de legare este mai mare, cu atat
este mai probabil ca neutralizarea sa fie detectatd, sugerand cad legarea si neutralizarea se
coreleaza intr-o anumitd masurd. Constatarile noastre sugereaza cd masurarea neutralizdrii si a
anticorpilor legati este importanta pentru evaluarea cuprinzatoare a raspunsului imun umoral la
SARS-CoV-2.

Persoanele care au trecut prin boala COVID-19 si au fost vaccinati cu Sinopharm, au
prezentat niveluri mai ridicate de anticorpi in comparatie cu cei care au avut doar una sau alta.
Diferenta a fost semnificativd din punct de vedere statistic numai in titrurile HCI dintre
persoanele convalescente si cele vaccinate (p<0,05). Interesant este cad nu a existat nicio
semnificatie statisticd dintre cei care s-au recuperat dupa boald si cei care au primit vaccinul, dar
nu au contractat niciodatd virusul SARS-CoV-2. In plus, persoanele convalescente si cele care au
fost expuse anterior la virus si vaccinate au avut niveluri de anticorpi semnificativ mai ridicate in
comparatie cu cei care au primit doar vaccinul (p < 0,001).
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Figura 9. Corelatia titrurilor de anticorpi neutralizanti in grupuri convalescente si
vaccinate, determinata de FC si HCI

Figura 10 ofera o comparatie detaliatd a nivelurilor de anticorpi intre aceste subgrupuri
diferite de participanti si prezinta distributia titrurilor de anticorpi pentru fiecare grupa.
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Figura 10. Relatia dintre anticorpii indusi de expunerea la SARS-CoV-2 si de vaccinul
Sinopharm

Studiul nostru ofera informatii importante despre corelatia dintre anticorpii neutralizanti si
IgG anti-RBD SARS-CoV-2. Aceste constatdri au implicatii importante pentru dezvoltarea unor
tratamente si vaccinuri eficiente impotriva COVID-19, deoarece sugereaza cd un raspuns imun
umoral puternic, inclusiv anticorpii neutralizanti si de legare, ar putea fi necesar pentru protectia
impotriva virusului. Cu toate acestea, sunt necesare cercetdri suplimentare pentru a clarifica
natura exactd a relatiei dintre anticorpii de legare si neutralizanti, pentru a confirma aceasta
relatie, pentru a evalua imunitatea protectoare pe termen lung conferitd de acesti anticorpi si
pentru a determina cele mai eficiente metode de masurare a raspunsului imun umoral la SARS-
CoV-2.
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CONCLUZII

1. SARS-CoV-2 trece printr-o evolutie moleculara continud, dupd cum reiese din prezenta
mai multor substitutii de aminoacizi in proteinele virale in probele analizate din Republica
Moldova.  Unele dintre aceste mutatii sunt frecvente si pot avea implicatii asupra
transmisibilitatii, virulentei si evadarii imune a virusului, cum ar fi mutatii Spike D614G, N
G204R, N R203K, L452R si P681H.

2. Monitorizarea continud a evolutiei moleculare a SARS-CoV-2 este necesard pentru a
identifica mutatii emergente si impactul potential al acestora asupra eficacitatii vaccinurilor si
tratamentelor.

3. Lentivirusul pseudotipat SARS-CoV-2 a fost produs cu succes folosind sistemul HIV-LV
de generatia a 2-a, si ar putea fi utilizat pentru a identifica anticorpii ce pot detecta proteina spike
in forma sa naturala.

4. Testele de neutralizare au aratat cd doar 20% din probe au neutralizat eficient
pseudovirusul SARS-CoV-2 la titruri de peste 1:250, ceea ce indicd faptul cd o parte
semnificativa a persoanelor convalescente si vaccinate poate nu au dezvoltat un raspuns imun
umoral puternic la virus.

5. Vaccinul Sinopharm impotriva COVID-19 induce un raspuns imun robust si specific la
persoanele vaccinate, dupd cum reiese din nivelurile ridicate de anticorpi IgG anti-RBD detectati
in probele de ser.

6. Raspunsul imun umoral indus de vaccinul Sinopharm este mai puternic decat raspunsul
observat la persoanele care s-au vindecat de COVID-19, dupa cum indica nivelurile mai ridicate
de anticorpi IgG anti-RBD detectati la persoanele vaccinate 1n comparatie cu pacientii
convalescenti.

7. Existd o corelatie pozitivdi moderatd intre nivelurile anticorpilor IgG anti-RBD SARS-
CoV-2 si raspunsul neutralizant al virusului. Acest lucru sugereaza ca nivelurile mai ridicate de
anticorpi IgG anti-RBD SARS-CoV-2 sunt asociate cu un raspuns mai puternic de neutralizare al
virusului.

8. Studiul a demonstrat importanta dezvoltarii instrumentelor de diagnosticare si a efectuarii
de studii privind raspunsul imunitar umoral pentru a lupta Impotriva transmiterii SARS-CoV-2 si
pentru a atenua in mod eficient impactul acestuia asupra sanatatii publice. Acest lucru este
deosebit de important pentru Republica Moldova, deoarece astfel de eforturi pot oferi informatii
nepretuite despre epidemiologia moleculard a virusului si pot contribui la lupta globala impotriva
pandemiei.

RECOMANDARI

1. Este esential sa se consolideze si sd se imbunatiteasca eficacitatea sistemelor de
supraveghere pentru a monitoriza evolutia moleculara a SARS-CoV-2. Ar trebui sd se efectueze
o monitorizare periodicd pentru a urmari prevalenta mutatiilor, in special a celor care au
implicatii asupra transmisibilitatii, virulentei si scaparii imunitare.

2. Cercetarea stiintifica ar trebui sd continue pentru a dezvolta instrumente de diagnostic
care sd poatd masura cu precizie raspunsul imun umoral la SARS-CoV-2. Prin masurarea
anticorpilor neutralizanti si a anticorpilor de legare, se poate realiza o evaluare completa a
raspunsului imunitar. Acest lucru va oferi informatii valoroase privind eficacitatea vaccinurilor,
va identifica persoanele cu raspunsuri imune slabe si va contribui la dezvoltarea de terapii
specifice.
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3. Avand 1n vedere impactul global al pandemiei, colaborarea regionald si internationala
si schimbul de date si rezultate stiintifice sunt esentiale. Republica Moldova ar trebui sa participe
in mod activ la initiativele globale de combatere a transmiterii SARS-CoV-2. Impartisirea
cunostintelor obtinute in urma studiilor efectuate in tara poate contribui la lupta globala
impotriva pandemiei si poate ajuta la dezvoltarea unor strategii eficiente de izolare si tratament.

4. Se recomandd implementarea protocoalelor si a instrumentelor dezvoltate in cadrul
acestui proiect de cercetare in cadrul curriculum-ului didactic si practic al Departamentului de
microbiologie si imunologie. Acest lucru le va oferi studentilor experientd practica si expunere la
metodologii de cercetare de ultimd ora, pregatindu-i pentru viitoarele activitati stiintifice si
echipandu-i cu cunostinte si abilitati pentru a fi pregatiti si a raspunde la o potentiald pandemie
viitoare.
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