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Introducere 

Descifrarea mecanismelor patologice care stau la baza infecției cu SARS-CoV-2 (COVID-19) este o 

prioritară pentru practica clinică și sănătatea publică. Formele severe de COVID-19 sunt asociate cu un 

răspuns imun exacerbat care poate declanșa insuficiență sistemică de organ [1]. O manifestare clinică 

gravă a COVID-19 este pneumonia și progresia către sindromul de detresă respiratorie acută (ARDS), 

aceasta intalnindu-se în special la pacienții vârstnici, imunocompromiși [2]. 

SARS-Cov-2 provoacă în principal infecție pulmonară prin legarea de receptorii ACE2 ai celulelor 

epiteliale alveolare. Interesant, ARN-ul SARS-CoV-2 a fost găsit în fecalele pacienților infectați, 

sugerând o legătură subtilă între plămân și intestine [3]. S-a raportat că microbiota are un impact asupra 

sănătății pulmonare prin comunicarea bidirecțională dintre microbiota intestinală și plămâni, denumită 

adesea „axa intestin-plămân” [4]. Într-adevăr, mai multe studii au raportat o interacțiune între SARS-

Cov2 și microbiota intestinală [5, 6]. Modificări ale semnăturilor microbiomului intestinal sunt raportate 

pentru pacienții cu COVID-19, în special la pacienții tratați cu antibiotice în timpul spitalizării [6, 7]. 

Chiar și în infecțiile ușoare, simptomele gastrointestinale sunt frecvent raportate la pacientii COVID-

19 . Numeroase studii au raportat ca pacienții cu COVID-19 prezintă modificari ale microbiotei 

intestinale în timpul  spitalizării [8-10], iar  aceste modificari de microbiota persistă la pacienții cu 

complicații pe termen lung de la COVID-19 [11, 12]. 



Diversitatea microbiotei intestinale și prezența microorganismelor pot avea un rol important în 

determinarea cursului COVID-19. Pacienții vârstnici, imunocompromiși, precum și pacienții cu alte 

comorbidități, cum ar fi tulburările cardiovasculare și diabetul de tip 2 (DZ2), sunt mai puțin eficienți 

în combaterea infecției cu SARS-CoV-2 [13, 14].  

Scopul acestui proiect este de a investiga modificările microbiomului declanșate de COVID-19 într-o 

cohortă de pacienti cu DZII în comparație cu martorii sănătoși in vederea design-ului unui panel de 

markeri de microbiom și profil inflamator pentru prognosticul și tratamentul personalizat al pacienților 

diabetici post COVID-19 (Figura 1). Noutatea abordării constă in dezvoltarea unui instrument inovator 

de prognostic clinic care ar putea fi utilizat pentru alte boli inflamatorii sau alte infecții virale. 

 

Figura 1 . Scopul proiectului 

Etapa 1 de implementare a proiectului 

În cadrul celei de a doua etape de implementare a proiectului (August -Decembrie 2022) s-au realizat 

urmatoarele activitati: Analiza microbiotei bazată pe secvențiere de ultima generatie pentru stabilirea 

profilurilor specifice la pacienții diabetici post COVID-19, Evaluarea profilului inflamator la pacienții 

diabetici după COVID-19, Investigarea inter-relatiei microbiom-inflamatie, Corelarea microbiotei 

intestinale și  respiratorii cu modificarile statutului inflamator pentru a propune un panel pentru predicția 

severității COVID-19 la pacienții diabetici  

Participanții incluși  in studiu analizați a fost reprezentați de grupul de pacienți diabetici (n=15), 

recrutați la Institutul Național de Diabet, Nutriție si Boli Metabolice "N.C. Paulescu" și respectiv grupul 

control de indivizi sănătoși (n=15). Pentru toți participanții la studiu s-a obținut consimțământul 

informat, formular aprobat de comisia de etică a Institutului de Cercetări al Universității din București 

(CEC/ 57/06.09.2021). Diagnosticul SARS-CoV-2 a fost realizat prin Real Time PCR pe baza kitului 

Genesig® COVID-19 2G (PRIMER DESIGN, UK). Extracția ADN-ului din probe de scaun (200 mg 

probă) s-a realizat pe baza kitului QiaAmp Mini Stool Kit (Qiagen) conform instrucțiunilor 

producătorului  



Analiza microbiotei la pacienții diabetici după COVID-19 a fost realizat folosind secventiere de ultima 

generatie (Next Generation Sequencing). Pașii de lucru sunt prezentați în Figura nr 2. Secvențele ARNr 

16S au fost amplificate din ADN-ul extras de la pacienti (probe de scaun) folosind perechi de primeri 

care sunt specifice pentru regiunea hipervariabilă V3- V4 a genei ARNr 16S. Produsele PCR derivate 

din amplificarea regiunilor hipervariabile ale genei ARNr 16S specifice au fost purificate prin separare 

electroforetică urmată de de purificare cu bile magnetice (AmPure XP BeckmanCoulter). Secvențierea 

bibliotecilor de ampliconi a fost efectuată pe un cip 318 utilizând sistemul Ion Torrent PGM și  kitul 

Ion Sequencing 400 urmând instrucțiunile producătorului. Analiza secventelor obtinute a fost realizată 

prin intermediul software-ului Ion Reporter. Datele de secvențiere obținute au fost procesate folosind 

pipeline-ul Quantitative Insights Into Microbial Ecology (QIIME) și pentru a calcula măsurile de 

diversitate, unitățile taxonomice operaționale 16S rRNA au fost definite la ≥97% omologie de secvență.  

 

Figura 2. Pași de lucru- Obiectiv 1 -Analiza microbiomului post-SARS-CoV-2 

Rezultate obținute 

În această primă etapă a proiectului AOȘR Teams am analizat un număr de 30 de pacienți post 

infecție acută SARS-CoV-2- dintre care 15 au fost indivizi diabetici (cod T2D-diabet zaharat 

tip 2) și 15 indivizi au fost voluntary sănătoși (cod Control). Analiza Real Time PCR a arătat 

că nivelul de ARN viral (gena ORF1ab a virusului SARS-CoV-2) a fost similar între cele două 

grupuri experimentale (Figura 3a). Chiar dacă nu au fost găsite diferențe semnificative în cazul 

nivelurilor de proteină C reactivă (Figura 3b), pacienții diabetic au prezentat niveluri crescute 

ale citokinei proinflamatorii IL-8 (Figura 3c). În ceea ce privește nivelurile IL-1β, pacienții cu 

DZII au avut tendința de a arăta niveluri mai mari, dar acestea nu au fost semnificative statistic 

(Figura 3d). Mai mult, expresia genei pro-inflamatorii IL-17 a fost semnificativ mai mare 

pentru grupul T2D (Figura 3e). În continuare, cuantificarea nivelurilor de oxid nitric nu a 

evidențiat diferențe semnificative statistic între cele două grupuri testate (Figura 3f). 



 

Figura 3. Markeri inflamatori în T2D după infecția cu SARS-CoV-2. a. Nivelurile de ARN SARS-CoV-2 la 

martorii sănătoși și la pacienții cu T2D - determinate folosind RT PCR; b. Cuantificarea proteinei C reactive în 

probe de ser de la martori sănătoși si diabetici infectați cu SARS-CoV-2; c. Cuantificarea IL-8 în probe de ser de 

la martori sănătoși si pacienți cu DZII infectați cu SARS-CoV-2 ; d. IL-1β în probe de ser de la martori sănătoși 

si diabetici infectați cu SARS-CoV-2; e. Expresia IL-17 în probe de la martori sănătoși infectați cu SARS-CoV-2 

și pacienți cu T2D; f. Cuantificarea NOS în probe de ser de la martori sănătoși si diabetic infectați cu SARS-CoV-

2; 

Analiza microbiomului intestinal pentru cei 30 de subiecți a arătat faptul că infecția SARS-CoV-2 

modifică semnificativ α diversitatea microbiomului (Figura 4 a) indiferent de prezența diabetului 

zaharat de tip 2. Indexul Shannon ce cuantifică abundența și tipul de microorganisme la nivel individual 

a fost diminuat în urma infecției SARS-CoV-2 atât în cazul indivizilor diabetici cât și în cazul celor fără 

comorbidități. Analiza comparativă a indicilor Shannon a demonstrat cea mai redusă diversitate a 

microbiomului pentru indivizii diabetici, post COVID-19. Cuantificarea butiratului, un de acid gras cu 

lanț scurt important în reglarea homeostaziei intestinale, a arătat că pacienții diabetici  aveau nivele 

scauzte de butirat chair inainte de infectia SARS-CoV-2, aceste nivle fiind scazute sim ai mult ca urmare 

a infecției cu SARS-CoV-2. De asemenea, nivelurile de butirat au fost modificate semnificativ de 

infecția cu SARS-CoV-2 si în grupul de control sănătos (Figura 4b). 



 

Figura 4. Modificari de microbiota si stress oxidativ in urma infectiei SARS-coV-2. a- diversitate microbiome 

(indice Shannnon), b. nivele de butirat re si post COVId; c- Detectie peroxid de hidrogen din PBMC  uri izoalte 

de la pacienti diabetic si indivizi control; d. Expresia nADPH oxidazelor NOX1, NOX2, NOX4- detectie prin 

Real Time PCR (Sonde Taqman). 

 

Celulele mononucleare din sângele periferic uman (PBMC) izolate de la martorii sănătoși infectați și 

de la pacienții cu DZII au produs niveluri mai mari de peroxid de hidrogen, așa cum reiese din 

rezultatele testului Amplex Red (Figura 4c). Producția crescută de specii reactive de oxigen a fost 

corelată cu o expresie semnificativ mai mare a NADPH oxidazelor producătoare de ROS Nox1, Nox2 

și Nox 4 în cazul pacienților diabetici infectați cu SARS-CoV-2 (Figura 4d). 

În urma analizei comparative a microbiomului asociat diabetului zaharat de tip 2 post infecție acută 

SARS-CoV-2 cu microbiomul indivizilor sănătoși post-infecție acută SARS-CoV-2 am identificat 

familia Enterobacteriaceae ca și populație microbiană semnificativ diferită între cele două grupuri 

experimentale. Familia Enterobacteriaceae cuprinde microorganiseme facultativ anaerobe și este 

frecvent asociată cu afecțiuni precum colita ulcerativă, boala Crohn și cancerul colorectal , fiind 

considerată marker al disbiozei intestinale (Figuta 5a). Familia Sutterelaceae a fost de asemene 

aidentificata a fi predominanta in microbiomul diabeticilor infectati iar nivelel acesteiea au fost crescute 

o data cu infectia SARS-CoV-2 (Figura 5b). 



În cazul indivizilor sănătoși din punct de vedere clinic, SARS-CoV-2 a dus la unele modificări de 

microbiome caracterizate de scăderea abundenței de microorganisme benefice precum 

Faecalibacterium prausnitzii (Figura 5c). In cazul altor tipuri de microorganism (de ex. Bacteroides), 

nu au fost identificate modficari in urma infectiei cu SARS-CoV-2 (Figura 5d). 

 

Figura 5. Disbioza intestinală post- infecție acută SARS-CoV-2 la indivizii diabetici. Abundența microbiana 

exprimata ca număr de read-uri secvențiere raportat la numărul total de read-uri per probă;  

Studiile de specialitate relevă faptul că abundența ridicată de Enterobacteriaceae este deseori 

asociată cu modificarea micobiomului intestinal. Astfel, mediul intestinal pro-inflamator 

asociat abundentei crescute de Enterobacteriaceae poate favoriza expansiunea fungilor 

intestinali. Pentru a testa această ipoteză, am analizat abundența relativă a Candida spp. și 

Aspergillus spp. în cazul indivizilor diabetici și al invizilor control post COVID-19. Într-

adevăr, indivizii cu diabet zaharat de tip 2 prezintă la nivel intestinal nivele semnificativ 

crescute de specii de Aspergillus, Penicillium, Debaryomyces și Candida (Figura 6) comparativ 

cu indivizii control, fără comorbidități. 



 

Figura 6. Modificările de micobiom induse de SARS-CoV-2 , detective prin RT-PCR 

De asemnea, am corelat principalii taxoni identificați cu parametrii clinici ai pacientului, inclusiv 

încărcaturavirală, stresul oxidative (ROS, NOS), exprimarea NADPH oxidazei, IL-8, IL-1β, IL-17, 

proteina C reactivă și butirat. Corelatiile Spearman au evidențiat asociatii semnificative între încărcătura 

virală și Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae, Rickenellaceae (****p<0,0001), Porphyromonadaceae 

(****p<0,0001), Parasutterella (****p<0,0001) și Alistipes. Au fost identificate corelații negative între 

nivelurile de ARN viral și microbiom pentru Ruminococcaceae (****p<0,0001), 

Faecalibacterium(****p<0,0001), Lachnospiraceae (****p<0,0001), Bifidobacteriaceae și 

Eubacteriaceae (** **p<0,0001).Nivelurile de specii reactive de oxygen (ROS) au fost corelate pozitiv 

cu Enterobacteriaceae (**p=0,0019) , Bacteroidaceae (***p=0,0001) și Faecalibacterium 

(**p=0,0017). Nivelurile de IL-8 au fost asociate pozitiv cu Enterobacteriaceae (*p=0,0331), Sutterella 

(*p=0,0289), Bacteroidaceae (***p=0,0002), Clostridiaceae (**p=0,0019) și Parasutterela 

(**p=0,0024). ). 

IL-1β a fost corelată negativ cu Lachnospiraceae (****p<0,0001). În schimb, familiile 

Enterobacteriaceae (**p=0,0022), și Sutterelaceae (*p=0,0476) au fost asociate pozitiv cu IL-1β. 

Expresia IL-17 a fost corelată pozitiv cu Sutterellaceae (**p=0,0007), Alistipes (***p=0,0002) și 

Enterobacteriaceae (****p=<0,0001). Expresia NADPH oxidazelor Nox2 a fost corelată pozitiv cu 

Enterobacteriaceae (**** p<0,0001), Rickenellaceae (***p=0,0002) și Sutterella (** p=0,0037). 

Expresia Nox1 a fost corelată pozitiv cu Enterobacteriaceae și negativ cu Lachnospiraceae și 

Faecalibacterium. Expresia Nox4 a fost asociată pozitiv cu Bacteroidaceae și asociată negativ cu 



Lachnospiraceae. Am identificat corelații pozitive între proteina C reactivă și mai mulți membri ai 

microbiotei, inclusiv Enterobacteriaceae, Alistipes, Sutterella și Bacteroidaceae. Nu am găsit corelații 

semnificative statistic între nivelurile NOS și principaleli membri ai microbiotei (Figura 7). 

 

Figura 7. Corelatii Spearman microbiota- parametri clinici la pacienti diabetic si indivizi sanatosi, post infectie 

acuta SARS-CoV-2 

Concluzii 

Proiectul AOSR Teams ne-a oferit oportunitatea de a analiza secventiere d eultima generatie 

modificarile de microbiota induse de infectia SARs-CoV-2 la indivizi diabetici in comparatie cu 

indivizii sanatosi. Am identificat microorganisme precum Enterobacteriaceae, Sutterelaceae si F. 

prausnitzii ca fiind afectate de infectia SARS-CoV-2. Am realizat corelatii statistice intre patternurile 

de microbiota idenficate si parametrii clinici ai pacientilor. Rezultatele obtinute au fost trimise catre 

publicare in revista Biomedicines, factor d eimpact 4,75 pe data de 3.12.2022. 
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