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Introducere 

Proiectul propus are ca scop investigarea modificărilor microbiomului induse de infecția cu 

SARS-CoV-2 la pacienții cu diabet de tip 2 (DZ2), în comparație cu un grup martor sănătos. 

Obiectivul principal este dezvoltarea unui panel de markeri de microbiom și de profil 

inflamator care să poată fi utilizate pentru prognosticul și tratamentul personalizat al pacienților 

diabetici după infecția cu COVID-19. 

Infecția cu SARS-CoV-2 poate afecta diferite organe și sisteme din corp, iar formele severe de 

COVID-19 sunt asociate cu un răspuns imun exacerbat care poate duce la insuficiență sistemică 

de organ (Fung, 2021). Pneumonia și sindromul de detresă respiratorie acută (ARDS) sunt 

manifestări clinice grave ale COVID-19 și apar mai frecvent la pacienții vârstnici și 

imunocompromiși (Wang, 2020; Zhang, 2022; Zhou, 2021). 

Este interesant de menționat că SARS-CoV-2 poate fi detectat și în probele de scaun ale 

pacienților infectați, sugerând o posibilă legătură între plămâni și intestin. Acest lucru se 

datorează faptului că virusul utilizează receptorii ACE2 prezenți pe celulele epiteliale alveolare 

pentru a infecta plămânii. Studii anterioare au evidențiat existența unei comunicări 

bidirecționale între microbiota intestinală și plămâni, numită "axa intestin-plămân" (Wu, 2020; 

Dumas , 2018). Astfel, microbiota intestinală poate avea un impact semnificativ asupra 

sănătății pulmonare. 

În cazul COVID-19, s-au observat modificări ale semnăturilor microbiomului intestinal la 

pacienții infectați, în special la cei care au primit tratament cu antibiotice pe parcursul 

spitalizării (Lau, 2022; Zuo, 2020, Gu, 2020). Simptomele gastrointestinale sunt, de asemenea, 

frecvent raportate la pacienții cu COVID-19. Diversitatea microbiotei intestinale și prezența 

anumitor microorganisme pot juca un rol important în evoluția bolii. 

Pacienții cu diabet de tip 2 și alte comorbidități, cum ar fi tulburările cardiovasculare, prezintă 

un risc mai mare în combaterea infecției cu SARS-CoV-2. Astfel, este important să înțelegem 

cum infecția afectează microbiomul acestor pacienți și să identificăm markeri de prognostic și 

tratament personalizat. 

Prin intermediul acestui proiect, s-a investigat microbiomul pacienților cu diabet de tip 2 

afectați de COVID-19 în comparație cu un grup martor sănătos. S-au căutta modificări în 

diversitatea microbiotei intestinale și markeri specifici ai microbiomului și inflamației asociate. 



Aceste informații pot fi utilizate pentru dezvoltarea unui instrument inovator de prognostic 

clinic, care poate fi util și în alte boli inflamatorii sau infecții virale. 

Rezultate 

Studiul a inclus un grup de pacienți diabetici (n=15) recrutați la Institutul Național de Diabet, 

Nutriție și Boli Metabolice "N.C. Paulescu", precum și un grup de control format din indivizi 

sănătoși (n=15). Toți participanții au oferit consimțământul informat în conformitate cu 

formularul aprobat de Comisia de Etică a Institutului de Cercetări al Universității din București. 

Diagnosticul infecției cu SARS-CoV-2 a fost realizat utilizând Real Time PCR cu ajutorul 

kitului Genesig® COVID-19 2G (PRIMER DESIGN, UK). 

Pentru analiza microbiomului orofringian , ADN-ul a fost extras din probele de la pacienti 

utilizând kitul DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen)  conform instrucțiunilor producătorului. 

Secvențele ARNr 16S au fost amplificate din ADN-ul extras din probele de la pacienti folosind 

perechi de primeri specifici pentru regiunea hipervariabilă V3-V4 a genei ARNr 16S. Aceasta 

amplificare a permis obținerea unei zone specifice a genei care este utilizată pentru 

identificarea bacteriilor și pentru analiza diversității microbiotei. Produsele PCR obținute prin 

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

electroforetică și apoi prin purificare cu bile magnetice (AmPure XP Beckman Coulter). 

Bibliotecile de ampliconi obținute au fost secvențiate pe un cip 316 folosind sistemul Ion 

Torrent PGM și kitul Ion Sequencing 400, urmând instrucțiunile producătorului. Această 

tehnologie de secvențiere permite obținerea secvențelor de ADN corespunzătoare diverselor 

organisme microbiene prezente în probele de secretii orofaringien. Datele de secvențiere 

obținute au fost procesate utilizând pipeline-ul Quantitative Insights Into Microbial Ecology 

(QIIME). Acest pipeline este utilizat pentru analiza datelor de secvențiere de microbiom și 

permite determinarea compoziției și diversității microbiotei. Pentru a calcula măsurile de 

diversitate, unitățile taxonomice operaționale (OTU) ale genei 16S ARNr au fost definite la o 

omologie de secvență de cel puțin 97%. Aceasta înseamnă că secvențele similare la nivel de 

97% au fost grupate împreună pentru a forma aceste unități. În final, analiza secvențelor 

obținute a fost realizată utilizând software-ul Ion Reporter, iar rezultatele au fost interpretate 

pentru a înțelege modificările microbiotei la pacienții diabetici după infecția cu SARS-CoV-2. 



 

 Figura 1.Microbiomul respirator post SARS-CoV-2  – individ fara DZ2  

Analiza microbiomului respirator la indivizii control post SARS-CoV-2 este dominata de 

specii precum Neisseria, Pasteurellaceae, Veillonaceae si Clostridiaceae (Figura 1). 

In cazul indivizilor diabetici,  ca urmare a infectiei cu SARS-CoV-2 , se observa o disbioza  

caracterizata de nivele foarte ridicate de Streptococacceae (Figura 2).  

 

Figura 2. Microbiomul respirator post SARS-CoV-2  – pacient DZ2  

Daca in cazul microbiotei intestinale s-au observat nivele ridicate de Enterobacteriaceae in 

cazul indivizilor diabetic, acest lucru nu a fost valabil si in cazul probelor de la nivelul 

orofaringian. In cazul acestora, microbiota a fost caracterizata de niveke scazute de 

Enterobacteriaceae (Figura 3). 
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Figura 3. Nivele relative de Enterobacteriaceae- probe de la nivelul tractului respirator 

 

S-a obervat insa ca indivizii diabetici prezinta nivele semnificativ crescute de Streptococcaceae 

(Figura 4). Aceste rezultate sunt in acord cu datele din literatura care au raportat co-infectii cu 

Streptococcus pneumoniae in cazul pacientilor COVID-19 (Vazquez, 2021). In ceea c epriveste 

alti membri ai microbiomului respirator (ex. Porphyromonas spp.) nu s-au inregistrat differente 

semnificative intre cele 2 loturi de subiecti  analizati (Figura 5) 
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Figura 4. Nivele relative de Streptococcaceae- probe de la nivelul tractului respirator 



Porphyromonas spp.
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Figura 5. Nivele relative de Porphyromonas- probe de la nivelul tractului respirator 

 

Analiza micobiomului respirator a evidentiat nivele ridicate de Aspergillus in probele 

recoltate dela invivizi diabetici post-SARS-CoV-2 (Figura 6). Astfel, micobiota este 

modificata si la nivel intestinal precum si nivel respirator in urma infectiei cu SARS-CoV-2.  
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 Figura 6. Nivele relative de Aspergillus- probe de la nivelul tractului respirator 

Am corelat principalii taxoni identificați în intestine si la nivle respirator cu parametrii clinici 

ai pacientului, cum ar fi încărcătura virală, stresul oxidativ (ROS, NOS), exprimarea NADPH 

oxidazei, IL-8, IL-1β, IL-17, proteina C reactiva. 



 

Figura 7. Corelatii microbiom-parametri clinici , post SARS-CoV-2 

Încărcătura virală a fost asociată pozitiv cu anumite familii bacteriene precum 

Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae, Rickenellaceae, Porphyromonadaceae și specii 

bacteriene precum Parasutterella și Alistipes. În schimb, nivelurile de ARN viral au fost 

corelate negativ cu Ruminococcaceae, Faecalibacterium, Lachnospiraceae, Bifidobacteriaceae 

și Eubacteriaceae. Aceste constatări sugerează o asociere între compoziția microbiotei și 

nivelurile de infecție virală. Stresul oxidativ, exprimat prin nivelurile de specii reactive de 

oxigen (ROS), a prezentat corelații pozitive cu anumite familii bacteriene, inclusiv 

Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae și Faecalibacterium. Aceste corelații sugerează o legătură 

între producția de ROS și compoziția microbiotei respiratorii. De asemenea, s-au observat 

corelații între nivelurile de citokine inflamatorii, cum ar fi IL-8 și IL-1β, și anumite familii 

bacteriene. De exemplu, nivelurile crescute de IL-8 au fost asociate pozitiv cu 

Enterobacteriaceae, Sutterella, Bacteroidaceae și Clostridiaceae. În schimb, nivelurile crescute 

de IL-1β au prezentat o corelație negativă cu Lachnospiraceae. Expresia genelor implicate în 

producția de NADPH oxidaze (Nox) a fost corelată pozitiv cu anumite familii bacteriene 

precum Enterobacteriaceae, Rickenellaceae și Sutterella. Aceasta sugerează o posibilă 

interacțiune între microbiota  și producția de ROS prin intermediul enzimelor NADPH oxidaze. 

Proteina C reactivă, un marker inflamator, a prezentat corelații pozitive cu membri ai 



microbiotei precum Enterobacteriaceae, Alistipes, Sutterella și Bacteroidaceae. Nu s-au găsit 

corelații semnificative statistic între nivelurile de specii reactive de azot (NOS) și principalele 

membri ai microbiotei. Aceste rezultate sugerează că există o asociere complexă între 

microbiota intestinala, microbiota respiratorie și parametrii clinici, cum ar fi încărcătura virală, 

stresul oxidativ, inflamația și expresia genelor implicate în răspunsul imun.  

Nivelele crescute de Streptococcaceae la nivelul microbioitei tractului respirator au fost 

corelate pozitiv cu incarcatura virala si proteina C reactiva. Restul taxonilor identificati in 

probele de la nivelul tractului respirator superior nu au fost corelati statistic cu parametrii clinici 

ai pacientilor. 

Concluzii 

Rezultatele obținute în cadrul acestui proiect contribuie la o mai bună înțelegere a interacțiunii 

dintre microbiomul intestinal, sistemul imunitar și infecția cu SARS-CoV-2 la pacienții cu 

diabet de tip 2. De asemenea, aceste rezultate pot ajuta la dezvoltarea unor strategii de tratament 

personalizat și intervenții terapeutice specifice, adaptate nevoilor individuale ale pacienților cu 

diabet de tip 2 afectați de COVID-19. 
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