Nr. 27617/17.12.2021

Situatie justificativa proiect din Fondul pentru Situatii Speciale
pentru sustinerea activititilor de monitorizare §i testare a variantelor
virusului SARS-CoV-2 pe teritoriul Romdaniei

in cadrul Universititii ,,Stefan cel Mare” din Suceava

Denumire proiect

Sustinerea activitifilor de monitorizare si testare a variantelor virusului SARS-CoV-2 pe
teritoriul Romdniei

Numar de inregistrare Ministerul Educatiei: 101-GP-10.03.2021 si 26513-12.03.2021

Suma aprobati:

226.200 lei conform adresei Ministerului Educatiet nr. 101/GP/26513/22.04.2021,
inregistratd la Universitatea Stefan cel Mare din Suceava (USV) cu nr. 8973/27.04.2021 de
aprobare a utilizarii Fondului de situatii speciale (FSS) pentru sustinerea activittilor de

monitorizare i testare a variantelor virusului SARS-CoV-2 pe teritoriul Roméniei

Necesitatea si scopul proiectului

Finantarea a rdaspuns unei situafii speciale generatd de aparifia si raspandirea unor noi
variante ale virusului SARS-CoV-2 pe teritoriul Romdniei, cu potential infectios si
severitate a manifestarilor crescute, fiind necesar un aport de finantare pentru derularea de
studii avansate pentru secventierea genomului SARS-CoV-2 si identificarii noilor variante
ale virusului raspandite pe teritortul Romaniei. Aceastd situatie speciald s-a Incadrat in
Ordinul Ministerului Educatiei nr. 3322/2021, articolul 2, alin. (3), litera (g), dupd cum
urmeazd: asigurarea in timpul exercifiului financiar a Sinan{arii aceia_r cheltuieli cu

caracter neprevazul si de urgentd, care nu au fost cuprinse in bugetul inifial,



Activititi derulate in cadrul proiectului

Toate activitdtile previizute pentru 2021 au fost desfdgurate conform planului de realizare.
Proiectul si-a propus si a realizat monitorizarea si testarea unei serii de probe virale SARS-CoV-
2, provenite de la pacienti de pe teritoriul Romaniei, intr-o serie de etape, de la conditionarea si
pregitirea probelor, screening-ul unor tulpini cu potential epidemiologic crescut, pana la
secvenfierea propriu-zisd si analiza bioinformaticd. Reamintim cd Universitatea ,,$tefan cel
Mare” din Suceava a fost una din primele institutii care a realizat secventierea genomului
virusului SARS-CoV-2 in Romadnia in anul 2020 (si singura universitate) si printre primele care a
identificat tulpina de interes VOC B.1.1.7, originard din UK, pe teritoriul Romaniei. In noul
context, activitafile au constat, conform planului, atat in desfagurarea procedurilor obisnuite de
lucru cat si in actiuni suplimentare precum asigurarea unui grad ridicat de sigurantd a
personalului si a spatiilor utilizate, instruirea personalului propriu §i al colaboratorilor, asigurarea
unei capacitdfii suplimentare pentru stocarea datelor rezultate in urma unui volum crescut de
probe si analize de laborator si asigurarea unei capacitdfi suplimentare pentru procesarea $i
interpretarea datelor complexe obtinute in urma proceselor de secventiere genomica.

Prezentim, in continuare, sinteza principalelor activiti{i desfdsurate, a rezultatelor
obtinute §i a cheltuielilor efectuate in scopul atingerii obiectivului proiectului:

e S-g achizitionat gi s-a efectuat transportul probelor selectate de la parteneri din judetele
Timigoara si Cluj, in conditii de temperaturd scizute, la -80°, probe care s-au addugat
celor selectate din cadrul judetului Suceava, incercand astfel si asigurdm o monitorizare a
situatiei in diverse regiuni ale térii, regiuni care nu dispuneau de centre pentru efectuarea
secventierii virusului. in acest sens, s-a asigurat transportul cu mijloace auto dotate cu
unititi de congelare, pe gheatd carbonicd, a unui numir de 80 de probe, realizindu-se,
totodati, si evitarea contaminérii lor. La acestea s-au addugat 70 de probe selectate din
cadrul Spitalului Judetean Suceava, conducand la 150 de probe de virus SARS-CoV-2
selectate §i transportate la Laboratorul de Metagenomica §i Biologie Moleculard al USV,
Dupa transportul la sediul beneficiarului, probele au fost alicotate si procesate, in vederea
stabilirii cantitatii de ARN confinutd, pentru a determina parametrii necesari urméatoarelor
activitati de biologie moleculard. Pentru aceasta, au fost achizitionate §i s-au utilizat
pipete dedicate doar acestui scop, pentru a reduce posbilitatea contamindrii, tuburi de
polipropilena sterile si varfuri de pipetd de unica folosintd. De asemenea, personalul a

fost echipat corespunzitor, pentru a evita infectarea acestuia sau contaminarea probelor.



In urma acestei ctapa s-a realizat o baza de date electronicd pentru 150 de probe si, pe
baza identificarii cantitatii de ARN continutd si a altor criterii de calitate, au fost selectate
100 de probe pentru analiza prin tehnica Real time PCR.

S-au achizitionat reactivi specifici si s-a realizat analiza prin tehnica Real time PCR a
unui numdr de 100 de probe in vederea identificirii rapide a probelor cu potential ridicat
de noi variante de ingijorare la nivel national si curopean. Aceasta a permis, cu kituri
(reactivi) specifice, depistarea tulpinilor cu anumite mutatii intr-un interval de
aproximativ 3 ore, comparativ cu intervalul de 2 saptiméni necesar unui proces complet
de secventiere, oferind insd informafii doar despre regiuni restranse din genomul viral.
Pentru aceasta activitate, probele selectate au fost procesate, respectand protocoalele
indicate de producator. S-au analizat un numér de 100 de probe, folosind kit-ul EliGene
Delta RT, care depisteaza mutatiile L452R si P681R, specifice variantei Delta a SARS-
CoV-2. Rezultatele obfinute au indicat apartenenta a 79 din cele 100 de probe la varianta
Delta, cu valori ale Ct — cycle threshold, intre 14 si 37 (Figurile 1 si 2). Valorile au fost

tabulate si s-a constituit o bazi de date electronici cu probele analizate si datele asociate.

Amphlification Plot

Figura 1. Curbele de amplificare RT-PCR pentru mutatia L452R
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Figura, 2. Curbele de amplificare RT-PCR pentru mutatia P681R

e S-au achizitionat kituri specifice si s-a realizat caracterizarea genetica completd a 60 de
probe, utilizatindu-se o tehnicd de secventiere de ultima generatie (NGS - Next-
Generation Sequencing), pe platforma lon Torrent. Aceasta permite obtinerea informatiei
complete a genomului virusului SARS-CoV-2, putindu-se astfel depista diferenicle fata
de tulpina originala a virusului si incadrarea fiecérei probe intr-o anumitd varianta viral,
conform nomenclaturii internationale. Pentru caracterizarea genetica completd a probelor
de SARS-CoV-2, s-a efectuat cuantificarea titrului viral al probelor, revers-transcriptia,
pregatirea libririilor, purificarea §i secventierea propriu-zisd (platforma lon Torrent),
folosind kit-urile recomandate de producitorul echipamentelor de secventiere si
achizitionate in cadrul acestui proiect, conform planului de realizare. Dintre probele
secventiate, 89% au apartinut variantei Delta a Sars-CoV-2, iar restul unor variante mai
vechi, din ramurile 20B si 20C.

e Avand in vedere faptul ca echipamente laboratorului au rulat un numér semnificativ de
probe pe parcursul ultimilor 2 ani, s-au achizifionat, conform planului, servicii de
calibrare a echipamentelor specifice, pentru o functionare optimd a acestora si pentru

mentinerea nivelului ridicat de calitate a rezultatelor ob{inute.
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Avand 1n vedere volumul mare de date rezultate in urma proceselor de secventiere
genomicd, s-a achifionat, conform planului, o capacitate suplimentard pentru stocarea
datelor rezultate. De asemenea, avand in vedere capacitatea mare de calcul necesarad
procesdrii rapide si interpretarii datelor complexe obtinute in urma proceselor de
secventiere genomicd, s-a achizitionat, conform planului, tehnicd de calcul pentru
procesarea bioinfomaticd a datelor. S-au realizat analize bioinformatice asupra secventelor
Sars-CoV-2 si s-a completat baza de date realizata cu ocazia colectdrii primare a probelor.
In urma analizei, s-a demonstrat apartenenta probelor secventiate la variantele 20B, 20C si
Delta si s-a generat un arbore filogenetic, contextual, incluzand secvente genomice de la
nivel global (Figura 3). Prin analiza de tip Blast s-a determinat zona geografica posibila de

origine a probelor secventiate.

Figura 3. Analiza filogeneticd a probelor de Sars-CoV-2 secventiate, in context global

De asemenea, pentru a dezvolta competentele resursei umane intr-un domeniu aflat in
continua evolufie (secventirea genomicd si bioinformatica) si pe o tematicad noud omenirii
(virusul SARS-CoV-2), s-au achizitionat si efectuat instruiri ale personalului propriu de
citre reprezentanti ai furnizorilor de echipamente de secventiere (instruire organzatd de
compania Antisel) ai altor universitati din stridindtate (workshop organizat de Universitatea
din Edinburgh). De asemenca, s-au achizifionat calculatoare In vederea instruirii

personalului pentru analiza datelor si bioinformaticd. La aceste activitati, personalul



laboratorului a fost instruit in tehnologiile noi de secventiere, inclusiv pentru SARS-CoV-

2, s-a optimizat fluxul de lucru, s-au actualizat resursele electronice ale sistemului si s-a

beneficiat de consultan{ in obfinerea datelor de secventiere si analiza lor bionformatica. La

randul nostru, am impartasit din experienta §i expertiza acumulatd, un expert al USV

deplasindu-se la UMF Timisoara pentru efectuarca unei sesiune de instruire pentru

realizarca secventieilor genomului virusului SARS-CoV-2 folosind tehnologiile NGS.

In concluzie, pentru realizarea activititilor prezentate au fost achizitionate, conform planului,

consumabile i servicii specifice secventierii necesare pentru

procesarea,

transportul,

manipularea probelor, instruirea in tehnici avansate de biclogic moleculari si metagenomica a

resursei umane, procesarea bioinformatici a datelor metagenomice.

Raportul de executie bugetari

teritoriul Roméniei

Titlul proiectului: Activititi de monitorizare si testare a variantelor virusului SARS-CoV-2 pe

Coordonator proiect: Mihai DIMIAN

Sumad proiect solicitata

246,200

Suméd proiect aprobata

226,200

Disponibil

0.00

Titpul cheltuielii

Suma (Lei)

Cheltuieli instruire tehnici avansate de biologie moleculard si metagenomicii-
Deplasare Andrei Lobiuc - instruire

2,141.58

Achizitie tehnica de calcul 10 buciti *2490 lei/buc
Furnizor SOLUTION PLUS SRL
Factura nr 18244/27.10.2021

24,969.89

Suplimentare capacitate de stocare si procesare bioinformatica a dateltor
metagenomice

Furnizor SOLUTION PLUS SRL

Factura nr 18244/27.10.2021

3,067.96

Cheltuieli instruire tehnici avansate de biologie moleculard si metagenomicd
Andrei Lobiuc -

FurnizorUNIVERSITY OF EDINBURG -

Invoice S0175437/12.11.2021

914.93

Suplimentare capacitate de stocare si procesare bioinformatica a datelor
metagenomice

Furnizor SOLUTION PLUS SRL

Factura nr 18402/23.11.2021

4,025.96

Cheltuieli consumabile necesare activititii de secventiere
Furnizor ANTISEL SRL
Factura 23474/08.12.2021

83.736.43




Pipete i accesorii pentru manipulare probe si reactivi
Furnizor ANTISEL SRL 12,642.56
Factura23475/08.12.2021

Cheltuieli consumabile necesare activitatii de secventierea
Bile magnetice pentru purificare acizi nucleici, suporturi materiale biologice- 31.546.90
Furnizor VALDO SRL B
Factura IS VAD 233/06.12.2021

Cheltuieli consumabile procesare aditionald probe si calibrare echipamente,
Furnizor ANTISEL SRL 14.660.80
Factura 23486/09.12.2021

Cheltuieli instruire tehnici avansate de biologie moleculara si metagenomica -
Furnizor AGRESIONE GROUP 4.00
Factura 3314344/16.07.2021

Cheltuieli consumabile necesare activitatii de secventiere- Eligene COVIDI9
Delta RT KIT 100 reactii

Furnizor BIO YZME,

Factura 2318/06.12.2021

2,499.00

Cheltuieli consumabile procesare aditionala probe si calibrare echipamente
Oligo card,

Fumnizor DEXTER SRL, 1280520
Factura 17628/10.12.2021

Cheltuieli consumabile necesare activitatii de secventiere
Furnizor Interlab Austria 887.80
Factura INT 1318/10.12.2021

Cheltuieli transport probe testare in conditii de biosiguranta si la temperatura
sciizutd Cheltuieli transport probe testare in conditii de biosigurantd i la
temperaturd sciizutd Transport gheata carbonica 2,975.00
Furnizor VLASTON IMPEX SRL
Factura F083/21.09.2021

Cheltuieli transport probe testare in conditii de biosigurantd si la temperatura
scazuta- Transport gheata carbonica 3.332.00
Furnizor VLASTON IMPEX SRL S
Factura 91/09.12.2021

Cheltuieli consumabile necesare activitatii de secventiere
Furnizor ANTISEL SRL
Factura 23549/14.12.2021 25,544.54

Cheltuieli instruire tehnici avansate de biologie moleculard si metagenomica
tehnica de calcul

Furnizor SOLUTION PLUS SRL

Factura SOL 17824/28.07.2021 12,001.15

. 226,200.00

TOTAL CHELTUIELI EFECTUATE

Coordonator proiect FSS, .. Rector,
Prof.univ.dr. Mihai DIMIAN P{gf._fjjﬁiu.i,df.ﬁf rﬁk Valentin POPA

—




