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B INTRODUCERE I

Avand in vedere contextul pandemic din anii precedenti si lupta continua a autéritatilorde

la nivel global cu noul coronavirus, incercand prin metode stiintifice deslusirea interactiunii acestui
virus cu corpul uman, este de maxima importanta cercetarea tuturor modificarilor pe care acest
virus reuseste sa le produca la nivel tisular.

Printr-o analizd detaliata a modificarilor macroscopice obtinute in urma autopsiilor, a
modificarilor microscopice ale tesuturilor prelevate, precum si a interactiunilor imunologice
evidentiate prin tehnici imunohistochimice, lucrarea de fata este o piesd de puzzle in lumea
stiintifica, contribuind la intelegerea vidului creat de acestd pandemie ce a surprins intreaga
omenire. Amprenta microscopica a unui microorganism, precum si modalitatea de interactiune cu
fiecare celula gazda, pot dezvalui toate armele pe care acesta le detine si de care se poate folosi Tn
crearea unor daune ireversibile la nivel tisular. De asemenea, cunoasterea cu exactitate a unui
microorganism poate dezvalui pana si armele ascunse prin care reuseste sa activeze mecanismele
de evaziune imunologica, putand astfel sd comparam acest virus un ,,asasin din umbrd.” Toate
aceste ,,arme” ale virusului pot fi dezvaluite prin analize de noud generatie (imunohistochimie si
analize moleculare).

Chiar daca pandemia a ajuns la final, virusul inca este activ in populatia generald si, cu
toate ca agresivitatea lui fatd de gazda umana este mult diminuata in prezent, in multe cazuri
conduce la deces, in special in cazul persoanelor cu comorbiditati. Odata cu trecerea anilor, s-a
nascut si conceptul de ,,long-COVID” ce se caracterizeaza prin persistenta unor simptomatologii
la unii pacienti infectati In trecut cu virusul SARS-CoV-2. Avand in vedere ca infectarea cu virusul
sus-mentionat a avut si incd are un impact la nivelul populatiei, ne dorim sa identificam
modificarile pe care acest agent patogen le produce la nivel celular, in incercarea de a raspunde la

nevoile lumii medicale de a gasi noi arme in lupta cu virusul SARS-CoV-2.



BN STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERI | n——m

1. NOTIUNI FUNDAMENTALE DE VIRUSOLOGIE

1.1.  SCURT ISTORIC AL VIRUSOLOGIEI MODERNE

Teoria microbiana a avut bazele conceptuale inca din secolul al XIX-lea, sub cercetarile
anatomistului Jacob Henle, care a descris pentru prima data etiologia unor boli ca fiind cauzate de
microorganisme prea mici pentru a putea fi observate la microscopul optic. [1] Cu toate acestea, a
fost nevoie de cercetdrile lui Louis Pasteur si Robert Koch, de la sfarsitul aniilor 1800, pentru ca
teoria microbiana sa fie general acceptata. Pasteur a facut mari progrese prin analiza fermentatiei
datorate diferitelor microorganisme, iar Robert Koch, tatal mediilor de cultura solide, a fost primul
care a descris agentul etiologic al antraxului, respectiv, al tuberculozei si care a compus un postulat
ce reprezinta fundatia microbiologiei moderne Tn care Stipuleaza ca: a) microorgansimul trebuie sa
fie observat constant in leziune; b) trebuie sa fie izolat in culturd purd; c) inocularea
microorganismului intr-o noud gazda trebuie sa declanseze boala; d) microorgansimul trebuie sa
fie izolat din nou de la nivelul ultimei gazde. De altfel, descoperirea anumitor boli ce prezentau
dovezi clare cu privire la etiologia infectioasa, dar care dardmau aceasta structurd de rezistenta a
teoriei microbiene descrise de Koch, a condus la evidentierea unui microorganism nou, de multe
ori mult mai primejdios. [1]

Dimitri Iwanowsky a reusit sa descopere, prin studierea bolii mozaicismului frunzelor de
tabac, ca afectiunea era cauzata de un agent patogen care reusea sa treaca prin sistemul de filtrare
de portelan (filtrul Chamberlain) si nu se supunea legilor postulatului lui Koch, iar, prin repetarea
experimentului de catre Martinus Beijerinck, acesta din urma a fost convins cé are de-a face cu un

agent patogen diferit fata de bacterie, definindu-1 contagium vivium fluidum.[3]



1.2.  BIOMASA VIRALA: DE LA GENOMUL VIRAL ANTIC, LA VIRUSURI

SIMBIOTICE SI VIRUSURI PATOGENE

Notiunea de virus provine din cuvantul latin ,,virus” care inseamna ,,otrava” si reprezinta
o nanoparticula sau, mai bine zis, o structura moleculara compusa, incapabild sd se reproduca,
necesitand sa invadeze, sa paraziteze si sa preia controlul subunitatilor unei celule vii pentru a se
multiplica. Biomasa virald este alcatuitd din numeroase populatii virale, majoritatea fiind
inofensive pentru organismele vii, trdind intr-o simbioza cu celula gazda. Desi dacd putine la
numar, unele Vvirusuri sunt patogene, producand un spectru patologic ce se intinde de la infectii
usoare, chiar asimptomatice, pana la infectii agresive, invalidante si chiar mortale. Pe langa
virusurile active atat patogene cat si cele aflate in simbioza cu celula gazda, s-au descoperit si
virusuri dormande sau chiar ramasitele genomice ale unor virusuri antice ce s-au integrat in

genomul gazda cu mult timp nainte. [4]

1.3.  STRUCTURA MORFOLOGICA VIRALA

Particulele virale pot fi definite ca fiind transportori de material genetic viral, o masinarie
biologica ce poate sa patrundad in celula gazda, sa-i preia parte din functie, sd se reproduca, sa
evadeze din celula infectata si sa supravietuiasca extracelular pana la urmatoarea ,,invazie”, cand
ciclul viral se reia [1].

Structural, o particula virala este formata din materialul genetic viral aflat sub forma de
ADN sau ARN in reprezentari variabile, inconjurat aproape intodeauna de subunitati proteice care
sunt lanturi proteice pliate ce formeaza unitati structurale asimetrice din care rezulta capsida sau
nucleocapsida virala. Unele virusuri prezinta o carcasa externa lipidicd numita anvelopa virala de
care sunt legati receptori de suprafatd cu rol major in mecanismele de adeziune si penetrare in
celula gazda. Cand vorbim de nucleocapsida facem referire la virusurile anvelopate in care capsida
are rol subunitar, invelind materialul genetic fara contact direct cu mediul extraviral. Particulele
virale sunt intodeauna metastabile, aflate sub forma stabila in afara celulei gazda, dar care trebuie

sa treaca Intr-o forma instabila la poarta de intrare celulara pentru a fi dezasamblata [5].
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Figura 1. Exemplu de structura morfologica virala. [2]

Fiecare molecula de acid nucleic poate fi monocatenara sau dublu catenara. Pe baza acestui
principiu un virus poate fi de tip ADN continadnd material genetic fie monocatenar (ssDNA), fie
dublu catenar (dsDNA) sau poate fi de tip ARN monocatenar (sSRNA) sau dublucatenar (dASRNA)
[4]. Clasificarea Baltimore subgrupeaza virusurile pe baza materialului genetic in sapte clase si
anume: dsDNA (ADN dublu catenar), ssSDNA (ADN monocatenar), dSRNA (ARN dublu catenar),
ss(-)RNA (ARN monocatenar in sens negativ, ss(+)RNA (ARN monocatenar in sens pozitiv,
sSRNA cu ADN intermediar atasat si dsSDNA cu ARN intermediar atasat, asa numitul ,,gapped
DNA”. [6]

Capsida este constituitd din mai multe copii ale aceleiasi proteine, formand un complex
menit sd protejeze materialul genetic viral atat de factorii de mediu externi cat si de sistemul
imunitar al celulei gazda. Aceasta structura proteica este codata de o singura secventa relativ scurta
din genomul viral, dar care poate incapsula un numar mare de acizi nucleici. De altfel, acest lucru
este benefic pentru micororganism deoarece elibereazd virusul de sarcina de a coda o proteina cu
structurda moleculard mare, dar genereazd dificultatea de asamblare a multiplelor subunitati
proteice [7].

Anvelopa virala nu are o prezenta constanta la toate tipurile virale; aceasta este 0o membrana
externd, o capsuld, menitd sa protejeze continutul genetic viral si nucleocapsida (fie helicoidala,
fie icosaedricd) si este formata dintr-un dublu strat lipidic ce deriva din celula gazda. Genomul
viral este incapabil sd codeze informatia necesard dezvoltarii aparatului de sintetizare lipidica asa

ca virionul nou format de catre celula gazdd infectata isi Insuseste fie parte din membrana



citoplasmatica, membrana nucleara, a aparatului Golgi sau a reticulului endoplasmatic pentru a
forma anvelopa virala.

Pentru ca un virus sa fie activ este necesar ca acesta sd prezinte, pe suprafata sa,
glicoproteine de adeziune, fuziune si penetrare celulari. In unele cazuri, un singur tip de
glicoproteind poate prezenta toate cele trei functii combinate, cum este hemaglutinina (HA)
virusului gripal. Alte functii ale glicoproteinelor sunt de distructie a receptorilor celulari dupa
adeziune sau de mediere a evaziunii imune. [13]

Pe langa structurile principale enumerate mai sus, o particuld virala poate sd mai contina si
alte proteine cum ar fi enzime: polimeraza, integraza, proteaze, topoizomeraze sau chiar si

componente celulare ca ARN de transfer (tRNA), lipide sau histone.

2. RASPUNSUL IMUN AL GAZDEI iN IN FECTIILE VIRALE

2.1. BARIERELE CHIMICE SI ANATOMICE

Epiteliul pseudostratificat al mucoasei bronhiilor nu este expus doar la agenti
microbiologici patogeni, ci si la particule toxice prezente in aerul inspirat. Din acest considerent,
pe langa celulele columnare, epiteliul mai contine si celule caliciforme care, impreuna cu epiteliul
glandular din submucoasa, secretd mucus, un fluid ce contine mucine formatoare de gel, dar si
molecule antimicrobiene, anteproteaze, antioxidanti, formand o adevarata bariera chimica. Prin
prezenta mucinelor oligomerice MUCSAC st MUCS5B, agentii patogeni si particulele strdine sunt
captate si inactivate, apoi eliminate prin intermediul aparatului ciliar. [16] La nivel alveolar, tapetul
peretelui intern este format din doua clase celulare: celule alveolare de tip I (ATI) si celule
alveolare de tip II (ATII); primele castiga detasat ca si raspandire, iar celulele alveolare de tip Il
(ATII), desi regasite in numar redus, au rol major in defensiva locald antimicrobiand. Pe langa
faptul ca secreta surfactant, necesar inflatiei alveolare, acestea au rol in regenerarea tisulara, in
echilibrul fluidelor, precum si in transoprtul trans-epitelial de ioni. [17]

La nivel intestinal, mucoasa este tapetatd de un epiteliu cilindric simplu format din mai
multe subtipuri celulare, printre care celule M, celule caliciforme, celule Paneth, celule
enterocromafine si celule columnare. Acest epiteliu preia functia de bariera fizica ce separa mediul
extern intraluminal de peretele intestinal, dar de multe ori se dovedeste ca aceasta bariera este

ineficienta. Pentru cresterea nivelului de protectie si la acest nivel, ca si in cazul epiteliului bronsic,
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existd o secretiec de mucus constituit din numeroase molecule bioactive, mucine, glicoproteine,
peptide antimicrobiene si imunoglobuline A. Datorita populdrii tractului digestiv cu numeroase
bacterii comensale ce traiesc in simbioza cu organsimul gazda, aceasta bariera fizico-chimica
capatd un statut special. Este necesara o interactiune constanta si o colaborare stransa intre flora
bacteriana saprofita, celulele epiteliului intestinal si celulele imune locale in vederea mentinerii

homeostaziei.

2.2. IMUNITATEA INTRINSECA

Primele structuri evoluate in cadrul acestui tip de imunitate se afld sub coordonarea
interferentei ARN-mediata (RNAI) si a secventelor CRISPR (Grupari Palindromice Interspatiale
Scurte Regulate). ARN-ul de interferenta (RNAi) este mecanismul predominant de defensiva
antivirald in plante si nevertebrate, dar acesta se poate observa si in cazul vertebratelor. Infectiile
cu virusuri ARN produc, la nivel celular, fragmente lungi de ARN dublu-catenar (dsSRNA) care
este diferit din punct de vedere structural de ARN-ul celulei gazda, acesta fiind monocatenar, scurt.

Interferonii sunt o alta clasa de proteine cu rol in imunitatea intrinseca, in sensul in care
sunt puntea de legatura dintre imunitatea celulara autonoma si imunitatea Innascuta. Acestia fac
parte din categoria citokinelor si sunt produsi de celulele expuse la agentul patogen, iar
caracteristica lor principald poate fi definitd ca a unui sistem de alarma biochimica. Exista trei
familii distincte de interferoni: tipul | format din INF-a (interferon alfa) si INF-B (interferon beta),
tipul II reprezentat de un singur membru si anume INF-y (interferon gamma), iar tipul 11 format
din INF-A (interferon lambda) 1, 2, 3 si 4. [21]

Autofagia, un alt element cheie din cadrul imunitatii intrinseci reprezinta un mecanism de
sechestrare si degradare lizozomala a unor structuri citoplasmatice ce includ organite deteriorate
sau microorganisme invadatoare. Autofagia se initiaza cu sechestrarea unei portiuni din citoplasma
ce contine organite sau agenti patogeni, intr-o vezicula cu dubld membrana, numita autofagozom.
Ulterior, autofagozomul fuzioneaza cu lizozomii, formandu-se autolizozomul, secundar continutul
acestuia fiind degradat. [23] Mecanismul care sta la baza autofagiei este reprezentat de proteinele
legate de autofagie (atg-proteins). Proteinele-atg vizeaza toate stadiile de patrundere, incluzand
endozomul, de evaziune a virusurilor Tn citosol sau replicare Tn cadrul citosolului. [24]

Apoptoza sau moartea celulard programata are un rol vital in lupta impotriva agentilor

patogeni virali si se afld la granita dintre imunitatea intrinseca si cea adaptativa, sub stricta
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coordonare atat a mecanismelor interne celulare, cét si a celulelor sistemului imunitar. Acestea
fiind spuse, rezulta ca apoptoza este declansata prin doua cai majore: 0 cale intrinseca (coordonata
de maginaria genetica intracelulard) si o cale extrinseca (coordonata de catre sistemul imunitar),

rolul central in ambele cai fiind reprezentat de caspazele apoptotice. [25]

2.3. IMUNITATEA INNASCUTA

Formarea complexului antigen-receptor conduce la eliberarea de citokine, in special
interferoni, de la nivelul celulei surprinse de agentul patogen viral. Pentru a avea acest rezultat,
complexul antigen-receptor activeaza anumite cai de semnalizare biochimicd menite sa conduca
la descarcari masive de molecule cu rol de ,,alarma” imunologica. Dupa recunoasterea pattern-
urilor moleculare asociate patogenilor (PAMPS) domeniul citoplasmatic TIR (receptori
intercelulari Toll - Interleukina 1) recruteaza adaptori de semnalizare MyD88 (raspuns primar al
diferentierii mieloide 88), TIRAP (proteina adaptoare ce contine domeniul TIR), TRAM (molecula
asociata receptorilor Toll) sau TRIF (domeniul TIR ce contine adaptorul inductiei de interferon-
B), apoi sunt recrutate si activate diverse kinaze de tipul IRAK1, IRAK2, IRAK4 (kinaze asociate
receptorului interleukinei 1), TBK1 (kinaza de legare TANK), IKK1 (kinaza inhibitoare kappaB)
sau ubiquitin-ligaze, cum ar fi TRAF6 (receptorul factorului de necroza tumorala asociat factorului
6) sau pellinol, necesare pentru transcriptia genelor INF. [29,30]

Celulele dendritice fac parte din celulele sistemului imunitar innascut, dar ele sunt si veriga
principala dintre imunitatea inndscuta si cea adaptativd. Aceste celule au o structurd morfologica
formatd din numeroase prelungiri citoplasmatice ce le ofera aspectul dendritelor celulelor
neuronale, de unde le si vine denumirea. Se gasesc in interstitiul fiecdrui organ in afara de creier,
dar si in sange, limfonoduli, insa principala lor localizare este la nivelul mucoaselor, in imediata
apropiere a epiteliilor. De aici celulele dendritice 1si pot trimite prelungirile prin spatiul intercelular
al celulelor epiteliale pana la nivelul lumenului unde, prin intermediul numerosilor receptori de
suprafatd, scaneaza zona pentru a detecta antigeni non-self. In momentul in care un anigen se leaga
de un receptor de pe suprafata celulelor dendritice, acesta se activeaza si traverseaza tesutul pana
la nivelul vaselor limfatice, prin care migreaza pana la primul ganglion limfatic, in aria limfocitelor
T pe care le activeaza folosind antigenul recoltat anterior. [5]

Celulele NK (natural killer) sunt limfocitele efectorii ale imunitatii innascute, celulele

santinela gasindu-se atat in tesuturile limfoide, cat si in cele nonlimfoide, iar scopul lor principal

7



este sa distruga celula infectatd viral sau celula aflatd intr-o anumitd suferintd. Mecanismele
reglatorii ale celulelor NK au ca fundatie doua tipuri de receptori: receptori activatori si receptori
inhibitori. Receptorii activatori detecteaza prezenta liganzilor pe suprafata celulelor aflate n
suferintd cum sunt liganzii indusi de stres recunoscuti de catre NKG2D (natural killer groups 2D),
liganzi ai receptorului Toll-like sau liganzi infectiosi non-self. Celule NK exprima totodata o
afinitate scdzuta pentru Fc (fragmentul cristalizabil) al receptorului CD16 (cluster de diferentiere
16) permitandu-le detectia celulelor tintd acoperite de anticorpi si distrugerea lor prin citotoxicitate
celulara dependenta de anticorpi (ADCC). Dupa cum le defineste si denumirea, celulele NK sunt
create pentru a distruge, iar sistemul lor de franare este dependent de receptorii inhibitori, printre
care observam KIRs (receptori imunoglobulin-like ai celulelor killer) sau CD94-NKG2A
heterodimeri. Capacitatea acestor receptori este de a detecta molecule MHC clasa | (complex
major de histocompatibilitate clasa I) care sunt constant exprimate in celulele sinitoase. In cazul
unei infectii virale, virusul inhiba productia MHC clasa I, iar celula NK nu mai poate fi oprita din
a o distruge. Cu toate acestea, exista virusuri care produc MHC clasd I ca mecanism de evaziune
Tmpotriva celulelor NK. [33]

Sistemul complement este format dintr-un grup heterogen de proteine ce fac parte din
sistemul imunitar innascut si care functioneaza ca un sistem de supraveghere imunologica, cu
raspuns rapid In cazul unei infectii. Calea de activare clasica este declansatd de anumite izotipuri
ale anticorpilor de tipul IgM sau IgG legati de antigen. Calea de activare prin lectina este generata
de PRR (receptori de recunoastere a pattern-urilor), iar calea alternativa este activata de catre
hidroliza spontand a C3. Indiferent de calea de activare, efectele principale sunt: declansarea sau
sustinerea inflamatiei, opsonizarea si liza directa celulard prin formarea complexului de atac al
membranei.[34]

Neutrofilele sunt celule mici din réndul granulocitelor polimorfonulceare (cele mai
numeroase dintre acestea) incadrate n acest fel datoritda morfologiei nucleare bi sau trilobata si a
numeroaselor granule enzimatice intracitoplasmatice. Migrarea lor pe campul de lupta se face
indirect prin intermediul celulelor endoteliale, prin citokine cum sunt TNF (factorul de necroza
tumorald) sau IL-1p (interleukina 1 beta) care stimuleazd celulele endoteliale sa activeze
moleculele de adeziune de care aderd neutrofilul, iar prin diapedeza acestea traverseaza bariera
peretelui vascular si ajung la nivelul tesutului lezat. Un rol indirect al neutrofilului in infectiile

virale il reprezinta secretia de citokine si chemokine care au rol major in activarea altor celule
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imunologice si in sustinerea inflamatiei. Un avantaj important al neutrofilelor pe campul de lupta
il reprezintd formareca NETSs (capcane extracelulare ale neutrofilelor) care, conform ultimelor
studii, pot capta inclusiv particule virale sau in orice caz incetinesc mobilizarea acestora. [35]

Combustibilii principali care antreneazd imunitatea inndscutd sunt citokinele care se
elibereaza in cantitati mari in zonele lezate si care declanseaza cele cinci semne celsiene: rubor,
tumor, calor, dolor, functio lesa, dar care pot difuza in intreg organsimul, producand simptome
generale de tipul: febra, frison, astenie, artralgii, mialgii. Aceste citokine se impart in trei categorii:
cele proinflamatorii de tipul IL-1, TNF, IL-6, IL-12, cele antiinflamatorii de tipul IL-4, IL-10,
TGF-p (transforming growth factor) sau chemokine de tipul I1L-8. [5]

2.4, IMUNITATEA DOBANDITA

Jucatorul cheie al imunitatii mediate celular este limfocitul T, iar procesul sau de formare
incepe la nivelul maduvei osoase dupa care migreaza la nivelul timusului pentru a trece prin
numeroase procese de maturare, diferentiere si selectie. Productia limfocitelor T la nivelul
timusului incepe 1n fazele tarzii ale dezvoltarii embrionare si continud pana la pubertate. Genele
care codifica lanturile de receptori ale celulelor T (TCR) sunt formate in timocitele imature prin
rearanjari constante si variabile ale segmentelor genice. Majoritatea limfocitelor T de la acest nivel
vor exprima receptori aff TCR, iar specificitatea clonelor limfocitelor T este de a recunoaste MHC
(complex major de histocompatibilitate) clasa | sau clasa Il. De-a lungul timpului, numeroase
studii au identificat mai multe tipuri de limfocite T helper CD4* cum ar fi: T-helper 1 (Th1), T-
helper 2 (Th2), T-helper 17 (Th17), T-helper foliculare (Tth), T-reglatorii de tip 1 (Tr1), celule T-
helper reglatorii induse (iTreg) sau celule T-helper 9 (Th9). Diferentierea lor este datorata unei
retele complexe de semnale citokinice si factori de transcriptie specifice fiecarui tip, urmata de
modificari epigenetice. [37]

Imunitatea umorald are un rol important atat in combaterea infectiei virale acute, cat si in
protectia organismului gazda impotriva reinfectiei cu acelasi agent patogen, iar coordonatorul
principal al acestui tip de imunitate este limfocitul B, coordonare mediata prin productia unor
proteine speciale numite anticorpi. Limfocitul B este produs la nivelul maduvei hematogene iar,
dupa maturare, se gaseste in stare inactiva in aria foliculara a ganglionului limfatic. Activarea lui
se face prin legarea unui antigen specific de receptorul celulei B (BCR). Este important de

mentionat faptul ca limfocitul B poate recunoaste nu numai antigenul prezentat de catre o celula
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prezentatoare de antigen, dar si antigenul solubil, iar intdlnirea intre antigen si receptor se poate
face atat in limfonodul cat si in splind. Dupa activare, limfocitul B va procesa antigenul iar, la
final, il poate prezenta pe suprafata membranara via MHC clasa II, exemplificand faptul ca si
celula B poate recruta limfocite T helper CD4" in lupta impotriva agentului patogen. [40]
Anticorpii, acea arma secreta a imunitatii mediate de limfocitul B, sunt molecule de natura
proteica, cunoscuti si cu denumirea de imunoglobuline. Structura clasica a acestor molecule este
compusa din doua lanturi proteice usoare si doua lanturi proteice grele, legate intre ele prin punti
disulfidice. Fiecare lant contine regiuni constante (Cn Sau CL), nemodificabile si regiuni variabile,
cu capacitate de modificare in timp (V1 sau VL), ambele prezente la nivelul structurii Fab (antigen
binding domain), iar la nivelul Fc (fragmentului cristalizabil) sunt prezente doar regiuni constante.
Functia Fab este de atasare efectiva a antigenului, iar Fc reprezinta regiunea de atasare pe receptorii
membranari ai celulelor gazda, cum ar fi macrofagele, dar si regiuneca de legare a

complementului.[5]

3. VIRUSUL SARS-CoV-2: ASPECTE VIRUSOLOGICE

3.1. CONSIDERENTE GENERALE

Doua caracteristici importante au fost descoperite in urma cercetarilor structurale. Virusul
SARS-CoV-2 aparent este optimizat pentru a se lega de receptorii ACE2 (Angiotensin Conversion
Enzime 2), iar proteina Spike, folosita ca o cheie pentru a patrunde in celula gazda, are un sit de
clivaj functional polibazic la nivel S1-S2 prin insertia a 12 nucleotide. Domeniul de legare de
receptor (RBD) de la nivelul proteinei Spike reprezinta cea mai variabild structurd a genomului
coronavirusului. Sase aminoacizi RBD au fost descoperiti ca avand un rol critic In atasarea de
receptorii ACE2, iar cinci dintre acestia difera in totalitate fatd de virusul precedent SARS-CoV.
Cu toate ca proteina Spike adera cu afinitate Tnalta de receptorii ACE2, analiza moleculara releva
faptul ca aceastd interactiune nu este optima, deci aceste modificari sunt, cel mai probabil,
rezultatul selectiei naturale, permitand, Tn timp, crearea altor solutii optime de atasare. [47]
Tranzitia virionului de la animal la om a avut ca stalp de rezistentd mutatia rapidd a acestor sase
aminoacizi de la nivelul RBD. Coronavirusul RaTG13 al liliacului potcoava are o structura

similara la nivel de nucleotide cu virusul SARS-CoV-2 intr-o proportie de 96%, dar nu prezinta
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niciuna din mutatiile celor sase aminoacizi, in schimb ele sunt identificate in probele obtinute de

la pangolin. Cu toate acestea, nu exista elemente care sa indice o recombinare genomica recenta.

[48]

3.2. STRUCTURA VIRIONULUI

Din punct de vedere structural, virusul SARS-CoV-2 are un diametru de circa 65-125 nm,
incapsulat la exterior de o anvelopa pe suprafata céreia se observa numeroase glicoproteine numite
proteine spike ce ofera aspectul virionului de coroana solara, iar genomul viral este format dintr-o
singura catena de ARN in sens pozitiv. Existd patru componente structurale principale care
formeaza particula virald: glicoproteina spike (S) pe care am amintit-0 mai sus, glicoproteina
membranara (M), glicoproteina anvelopei (E) si nucleocapsida (N), iar pe langa acestea, mai sunt
prezente si cateva proteine accesorii. [50]

Proteina S (spike) joacd un rol important in procesul de invazie celulard, fiind folosita
efectiv in atagsarea virionului de receptorii membranei celulare, in cazul virusului SARS-CoV-2
vorbind de receptorii ACE2 (receptorii enzimei de conversie a angiotensinei 2). Proteina spike este
o glicoproteind membranard de tip I ce formeaza un trimer ancorat de anvelopa virala. Dupa
atasarea de receptorii ACE2 de pe celula gazda, proteina suferd numeroase rearanjamente
structurale pentru a permite fuziunea particulei virale si este puternic glicozilata, cu fiecare
promotor continand 22 de situri de glicozilare N-inlantuite.

Proteina anvelopei (E) reprezinta o structura de o importanta considerabila si un component
cheie in faza de asamblare, evadare si virulenta din ciclul reproductiv al virusului SARS-CoV-2.
Este compusd din 75 de aminoacizi, deci este o proteind relativ mica, si contine doud domenii
distincte: un domeniu N-terminal transmembranar (TM) urmat de un domeniu C-terminal. Pe langa
rolul structural si de asamblare a virionului In coordonare cu proteina M, proteina E mediaza si
raspunsul imun al gazdei. [52] Fiind o proteind hidrofoba, aceasta oligomerizeaza in membrana
celulei gazda, formand pori hidrofili care precipita remodelarea membranara si asamblarea virala.
Coronavirusurile recombinate care se lipsesc de proteina E prezinta titruri scazute si sunt
incompetente din punct de vedere al propagarii, demonstrand rolul crucial pe care il detine aceasta
proteina structurala in procesul de replicare virala. [53]

Proteina M membranara reprezinta cea mai raspandita proteind de pe suprafata particulei

virale, iar scopul ei principal este de a determina forma anvelopei virale. Totodata, aceasta proteina
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se poate atasa de celelalte proteine structurale, ca de exemplu de proteina N, ceea ce duce la
stabilizarea nucelocapsidei si a complexului ARN - proteind N in interiorul virionului. [50]
Structural, proteina M este constituita dintr-un domeniu N-terminal amino, un domeniu
transmembranar (TMD) si un domeniu C-terminal carboxil. Domeniul N contine 10 aminoacizi,
urmand o regiune extinsa hidrofoba formata din aproximativ 90 de aminoacizi la nivel TMD si
finalizandu-se cu un terminal hidrofil carboxil format din 100 de aminoacizi. [54]

Proteina N este formata din 419 aminoacizi si se organizeaza modular, divizata in regiuni
intrinseci dezordonate (IDRs) si regiuni structural conservate. Regiunile IDRs includ trei module:
un brat - N, o regiune linker flexibila centrala Ser/Arg (serind/arginind) bogatd (LKR) si o coada -
C, in timp ce regiunea conservata este compusa din dintr-un domeniu N - terminal (NTD) si un
domeniu C - terminal (CTD). [55]

Pe langa aceste patru proteine structurale, genomul viral codifica si o serie de proteine non-
structurale (nsp), observate si la alte coronavirusuri, majoritatea avand rol enzimatic, cum ar fi
corectarea genomului viral, stimularea activitifii unor exoni, adeziune proteicd, inhibarea
semnalizarii prin interferon, blocarea translatiei ARN-ului gazda, replicare prin ARN - polimeraza

ARN dependentd, promovarea expresiei citokinice si clivajul poliproteinelor virale. [50]

3.3. ORGANIZAREA SI STRUCTURA GENOMULUI VIRAL

Dupa descoperirea primelor cazuri de pneumonie atipica, la sfarsitul anului 2019 in
Wuhan, China, analiza secventiald a specimenelor recoltate din tractul respirator inferior a
evidentiat prezenta unui coronavirus nemaiintalnit pana in acel moment, cu o secventa identica in
proportie de 75% cu virusul SARS-CoV, iar pana in ianuarie 2020 intreaga secventd genomica a
noului virus a fost complet deslusita. La fel ca alte Coronaviridae, virusul SARS-CoV-2 este
construit pe baza unui ARN monocatenar in sens pozitiv (+ssRNA) format din aproximativ 29 kb
(kilobaze), mai exact putin peste 29800 nucleotide. Materialul genetic este ambalat de catre
proteina N intr-un complex ribonucleoproteic extins si incapsulat mai departe intr-o anvelopa
virala lipidica. [56] Genomul este compus din doua cadre deschise de citire (ORF) pentru formarea
proteinelor non-structurale (Nsp) si noua cadre deschise de citire mai mici care codeaza proteinele
structurale, dar si gene accesorii. Intreaga regiune ORF este flancati de citre regiuni netranslatate
5’ s1 3’ce contin structuri ARN conservate cu rol functional important in ciclul de replicare virala.
[57]
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3.4. CICLUL DE REPLICARE VIRALA

Tn procesul de aderare la membrana celulara, virusul SARS-CoV-2 foloseste proteina spike
de la nivelul anvelopei virale, structura ei fiind formata dintr-un trimer cu trei capete de legare la
receptor S1, asezate pe un peduncul trimeric de fuziune membranara S2. Capetele S1 contin
domeniul de legare la receptor (RBD), care recunoaste specific receptorii ACE2 (enzimei de
conversie a angiotensinei 2) de pe suprafata celulei gazdi. In mod constant, RBD se comut intre
o pozitie de ridicare necesara legarii la receptor si o pozitie culcata, de coborare, pentru evaziunea
imunologica. Dupa legarea efectiva de receptor, proteina spike sufera modificari conformationale
mediate prin proteaze de suprafatd celulara, cum este TMPRSS2 si proteaze lizozomale ca si
catepsinele, modificari necesare procesului de fuziune. Tot acest proces este mediat de
preactivarea furinei, o enzima proteolitica capabila sa creasca afinitatea si, secundar, procesul de
invazie Tn anumite celule prezentatoare de receptori ACE2. [63]

Eliberarea genomului viral in citoplasma declanseazd un program complex si bine
organizat de expresie genica. Primul proces constituie translatia secventelor ARN pentru productia
proteinelor non-structurale si, la fel cum am mentionat in subcapitolul anterior, aceste secvente
sunt incluse 1n cadrele deschise de citire (ORF1a si ORF1b). Proteina pplab se produce ca urmare
a unei schimbari de cadru ribozomal dintre ORF1la si ORF1b, specifica virusului SARS-CoV-2.
Prin mecansime co-translationale si post-translationale si, cu ajutorul proteazelor nsp3 si nsp5, 16
proteine non-structurale sunt eliberate din ppla si pplab scindate, dintre care 15 formeaza
complexul de replicare si transcriptie (RTC) nesesar etapei urmatoare. Replicarea genomica este
initiata de transcriptia unui intreg ARN, dar de sens negativ, cu rol de matrice in productia de ARN
in sens pozitiv. Acest nou ARN intermediar de sens negativ genereaza si el mai multe nsp si RTC.
Secventele TRS-L (secventa regulatorie transcriptionala functionald) constituie un semnal pentru
transcriptia ARN-ului mesager subgenomic, in timp ce fiecare unitate transcriptionald a ARN-ului
genomic este precedatd de TRS-B. Odata ce particulele de mARN subgenomic sunt produse,
nspl6, in stricta coordonare cu nsp10, metileaza capatul 5’ al mMARN-urilor virale pentru a crea un
capat 5° - metil. Aceste molecule de ARN subgenomic sunt translatate mai departe pentru a forma
proteine structurale, dar si cateva proteine nestructurale, iar intregul ARN intermediar de sens
negativ este din nou transcris, de data aceasta in totalitate, intr-un ARN de sens pozitiv care va sta

la baza genomului virionului nou format. [61]

13



B CERCETARE PERSONALA IS

1. INTRODUCERE

Din momentul declararii pandemici COVID-19 péana in prezent, cercetatorii au incercat sa
desluseasca toate mecanismele patogenice ce stau la baza acestei noi infectii virale ce a avut un
impact marcant la nivel global. Desi in prezent numarul cazurilor de infectari nou inregistrate scade
constant, inceputul a fost devastator, raportandu-se numeroase cazuri pe pacienti ce au ramas cu
sechele post infectie cu virusul SARS-CoV-2 si chiar decese. De asemenea, asa cum s-a intamplat
cu virusul SARS-CoV original sau virusul MERS-CoV, SARS-CoV-2 a trecut de la animale la
oameni, Tntr-un mod foarte agresiv si repetat, raimanand o probabilitate constantda pentru un salt
repetat catre o altd specie de coronavirus. Mai mult, in timp ce morfologia virald, patogeneza si
alterarile clinice si patologice din faza acutd sunt cunoscute intr-un procent relativ Tnalt, acelasi
lucru nu se poate spune despre cazurile fulminante cu o ratd mare de deces sau despre faza subacuta
sau ,,cronicd", denumitd ,,COVID prelungit" de cétre clinicieni, in care pacientii sufera de daune
ireversibile ale organelor si o serie de simptome nespecifice, de tip cronic. Nu in ultimul rand, este
esential ca cercetdtorii, patologii si lucratorii din domeniul medical sa dispund de mai multe
modele patologice ale bolii, in functie de fiecare caz individual. Studiul nostru se bazeaza pe 56
de autopsii efectuate la pacienti care au decedat in cadrul Spitalul Clinic Judetean de Urgenta Sibiu,
ca rezultat direct sau indirect al COVID-19, iar scopul nostru a fost de a creiona un pattern
morfopatologic al infectiei cu SARS-CoV-2 la nivel sistemic, prin evaluarea fiecarui organ major
din corp, utilizdnd tehnici de histopatologie, imunohistochimie si analizd molecularad. De
asemenea, rezultatele obtinute initial vor fi comparate intre ele si corelate cu varsta si genul
pacientilor, comorbiditatile, intervalul de timp intre debutul simptomelor si deces, precum si
numarul de zile de spitalizare, stabilind astfel modelele histopatologice ale infectiei cu SARS-
CoV-2. Tn acest fel putem construi criteriile histopatologice necesare pentru diagnosticul
histopatologic al bolii COVID-19.
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2. SCOPUL SI OBIECTIVELE CERCETARII

Scopul acestui studiu este de a determina principalele mecanisme patogenetice prin care

virusul SARS-CoV-2 interactioneaza cu gazda umana, prin depistarea modificarilor microscopice

tisulare si celulare survenite in urma infectiei, dar si prin determinarea formelor evolutive
morfopatologice, prin studiul leziunilor in dinamica.

Principalele obiective ale studiului sunt reprezentate de:

e Evidentierea leziunilor microscopice survenite la pacientii care au decedat ca urmare a infectiei
cu Virusul SARS-CoV-2.

o Examinarea histopatologicd, utilizdnd coloratia hematoxilind-eozina, a specimenelor
recoltate de la nivel pulmonar, cardiac, renal, hepatic, splenic si intestinal.

e Stabilirea gradului de detectie a genomului viral la nivelul principalelor organe si sisteme
studiate.

o Analiza moleculard, folosind reactia de polimerizare in lant cu detectie in timp real si
transcriptie inversa (rt-PCR), pe specimenele recoltate de la nivel pulmonar, cardiac,
renal, hepatic, splenic si intestinal, in vederea detectie genelor N, S si ORFlab ale
virusului SARS-CoV-2.

e Stabilirea gradului de invazie virald la nivelul diferitelor tesuturi si organe, dar si tipurile
celulare, pentru care virusul SARS-CoV-2 are cea mai mare afinitate.

o Analiza imunohistochimica pe specimenele recolatate de la nivel pulmonar, cardiac,
renal, hepatic, splenic si intestinal, folosind anticorpul monoclonal anti-nucleocapsida
SARS-CoV-2, in vederea detectiei nucleocapsidei virale la nivel celular.

o Analiza imunohistochimica, folosind anticorpi anti CK5/6, CK7, TTF1, CD68, CK
AE1/AE3, CK MNF 116, CD3, CDS5, CD20, pentru evidentierea tipului celular la care
s-a observat prezenta nucleocapsidei virale sau care are un rol major in mecanismul
patogenic al infectiei virale.

e Tendinta modificarii pattern-ului histopatologic in dinamica si a gradului de detectie a
nucleocapsidei virale, respectiv a genomului viral, in functie de intervalul de timp ce a trecut
de la debutul bolii si pana la deces.

o Clasificarea leziunilor microscopice detectate prin examinarea histopatologica clasica,
a rezultatelor rt-PCR si a celor de imunohistochimie, in functie de intervalul de timp
dintre debutul bolii si deces.
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3. MATERIAL SI METODA

3.1.  SELECTIA CAZURILOR

Actuala cercetare doctorala realizeaza un studiu prospectiv, inceput in urma cu aproximativ
4 ani, la inceputul pandemiei SARS-CoV-2, respectiv din anul 2020, iar toate cazurile incluse in
aceasta teza provin din cazuistica Laboratorului Clinic de Anatomie Patologica al Spitalului Clinic
Judetean de Urgenta Sibiu, precum si din cea a Serviciului Judetean de Medicina Legala Sibiu. Au
fost selectionati pacienti ce au fost internati in cadrul Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Sibiu,
confirmati cu infectie cu virusul SARS-CoV-2 si care ulterior au decedat. Numarul autopsiilor la
aceasta categorie de pacienti a fost drastic limitat intrucat, la acel moment, reglementarea
legislativa prevedea evitarea autopsierii cadavrelor SARS-CoV-2 pozitive, in vederea minimizarii
expunerii la agentul infectios. Cu toate acestea, s-a reusit formarea unui lot de 56 de cazuri de
autopsii ale cadavrelor pacientilor cu infectice SARS-CoV-2, infectie confirmata Tntr-un interval de

timp cuprins intre o zi si 68 de zile.

3.2. AUTOPSIA

Toate autopsiile din lotul de studiu au fost efectuate Tn cadrul Laboratorului Clinic de
Anatomie Patologica al Spitalului Clinic Judetean de Urgenta Sibiu, In zona rosie a -
Compartimentul Prosectura, urmand cu strictete prevederile legale din acea perioada si utilizand
echipamentul de protectie adecvat. S-a efectuat un numar de 56 de autopsii pentru lotul de studiu,
din care 39 au fost toraco-abdomino-pelvine, 15 au cuprins si cavitatea craniand, iar 2 cazuri au
fost minim-invazive, doar cu scopul de a preleva material tisular in vederea examinarii
complementare. Analiza descriptiva in timp real a examinarilor externe si interne a fost elaborata
cu ajutorul unui reportofon, iar fotografiile din timpul autopsiei au fost efectuate cu ajutorul unei
camere foto Sony alfa a6000. Principalele modificari au fost fotografiate si descrise in detaliu in

cadrul protocolului de necropsie

3.3. PRELEVAREA MATERIALULUI TISULAR
In cursul fiecarei autopsii, s-a prelevat material tisular in vederea examinarilor de laborator
din fiecare organ in parte, primul fiind preparat de volum mai mare (aproximativ 2,5/2,5/2 cm)
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pentru includere in blocuri de parafind in vederea examindrii histopatologice si
imunohistochimice, probe care au fost scufundate in formaldehidd de concentratie 10%. Pentru
examindrile moleculare, materialul tisular prelevat a fost de volum redus (aproximativ 2 mm
diametru). Acesta din urma a fost prelevat imediat dupa deschiderea cavitatilor, in situ, folosind
ustensile sterile pentru fiecare organ pentru a evita contaminarea cu ARN viral de la un organ la
celalalt. Imediat dupa prelevare, preparatul tisular a fost scufundat in reactiv de captare ARN
(RNA-lock Reagent) pentru conservarea si stabilizarea ARN-ului viral iar, ulterior, materialele

tisulare au fost depozitate la -30 de grade pana cand au fost evaluate molecular.

3.4. PREGATIREA LAMELOR HISTOPATOLOGICE

In vederea realizarii lamelor histopatologice, materialul tisular prelevat de la fiecare
autopsie a fost supus unor procese chimice de fixare, deshidratare si procesare, procese mecanice
de includere si sectionare micrometrica si, respectiv, procese de colorare. Tnainte de procesarea
propriu-zisa, dupa fixarea initiala a materialului tisular in formaldehida de concentratiec 10% pe o
durata de cel putin 48 de ore, tesuturile colectate au fost sectionate la o grosime de circa 2-3 mm,
fasonate si orientate macroscopic, apoi incluse in casete histologice clasice cu capac. Dupa ce
materialele tisulare au fost procesate, a urmat includerea acestora in blocuri de parafind pentru a
putea fi ulterior sectionate la microtom. Sectiunile au fost realizate cu ajutorul unui microtom
manual apoi Tntinse cu ajutorul unei bai cu apa calda si etalate pe lame incarcate cu sarcind pozitiva.
Toate lamele histopatologice din studiul actual au fost colorate doar cu colorantul standard

Hematoxilina-Eozina, cu ajutorul unui colorator histologic automat. [79]

3.5. PREGATIREA LAMELOR DE IMUNOHISTOCHIMIE

Analiza imunohistochimica de baza folosita in toate cazurile autopsiate, pe material tisular
prelevat de la nivel cerebral, pulmonar, cardiac, renal, hepatic, splenic si intestinal, a fost pentru
detectia nucleocapsidei virale a virusului Sars-CoV-2, folosind un anticorp monoclonal de soarece,
izotip 1gG2b. Pentru controlul pozitiv, au fost achizitionate cinci tesuturi pulmonare infectate in-
vitro cu virusul SARS-CoV-2 BSB-3701-CS SARS-CoV-2, sectionate si montate pe lame
Hydrophilic Plus. S-au obtinut doua controale negative pentru fiecare organ in parte si pentru

fiecare caz in parte, unul folosind tesut de la aceiasi pacienti, dar fard incubarea primara a

17



anticorpilor, iar celalalt folosind specimene recuperate de la un alt pacient, confirmat negativ prin

tehnici moleculare.[79]

3.6. EXAMINAREA RT-PCR (REVERSE TRANSCRIPTION POLYMERASE CHAIN
REACTION)

ARN-ul a fost extras din specimenele aflate in reactiv de captare ARN la -20°C folosind
kitul de extractie a ARN-ului viral QlAamp (Qiagen, Hilden, Germania), urmand recomandarile
producatorului, iar ARN-ul a fost eluat intr-un volum final de 60 puL folosind solutie tampon de
elutie. ARN-ul bacteriofagului MS2 (Emesvirus zinderi) creat in vitro a fost introdus in solutia
tampon de liza a specimenului si a servit drept control pentru etapa de extractie a ARN-ului, cat si
pentru control Tn lipsa inhibitorilor in reactiile RT-qPCR. Prezenta si cantitatea genelor virale N
(nucleocapsid), S (spike) si Orflab (Open Reading Frame 1ab) SARS-CoV-2 si controlul MS2 au
fost determinate prin reactia de polimerizare in lant cantitativa cu transcriptie inversa folosind kitul
TagPath COVID-19 CE-1VD RT-PCR ( Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA, SUA), urmand
recomandarile producatorului privind sistemul QuantStudio 5 Real-Time PCR (Applied
Biosystems, Waltham, MA, SUA).

3.7. DIGITALIZAREA LAMELOR MICROSCOPICE

Fiecare preparat microscopic a fost evaluat utilizand un microscop clasic, dupa care, lamele
ce au prezentat cele mai evidente si specifice modificdri, au fost recatalogate si digitalizate in
format 4K pentru o analiza histopatologicd mai aprofundata. Digitalizarea preparatelor

microscopice s-a efectuat cu ajutorul unui scanner digital Pannoramic Desk 11 DW (3dHistech).

3.8. DIAGNOTICUL HISTOPATOLOGIC SI IMUNOHISTOCHIMIC

Fiecare preparat histopatologic a fost evaluat cu ajutorul unui microscop clasic, iar
preparatele ce au prezentat modificarile cele mai specifice si evidente au fost analizate si digital.
Dupad aceste evaludri amanuntite, s-a redactat descrierea microscopica a fiecarei lame

histopatologice si imunohistochimice, precum si diagnosticul histopatologic si imunohistochimic.
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3.9. ANALIZA REZULTATELOR

Fiecare caz din lotul de studiu a fost inclus intr-o baza de date ce a cuprins, Tn primul rand,
structura lotului impartita pe gen si grupe de varsta, dar si date clinice si patologice cum ar fi
perioada de internare (zile), intervalul de timp dintre aparitia simptomatologiei si deces (zile),
comorbiditati, diagnostic de deces si diagnostice asociate. O alta colaterald a bazei de date a fost
reprezentata de principalele modificari histopatologice evidentiate pe preparatele colorate cu
Hematoxilina-Eozina, modificari impartite pe fiecare organ in parte si, respectiv, pe fiecare caz
din lotul de studiu. Urmatoarele structuri din baza de date au fost reprezentate de profilurile
imunohistochimice sau, mai bine zis, prezenta sau absenta nucleocapsidei virale la nivelul
specimenelor prelevate, impartite pe fiecare organ 1n parte, pe fiecare tip de celuld ce a prezentat
pozitivitate si, bineinteles, pe fiecare caz din lotul de studiu. Ultima parte a bazei de date a cuprins
analizele moleculare prin rt-PCR, unde rezultatele au fost impartite in functie de rezultatul pozitiv
sau negativ pe fiecare dintre cele trei gene studiate, pe fiecare organ n parte, cuprinzand fiecare
caz din lotul de studiu. Dupa finalizarea bazei de date s-a trecut la realizarea analizei descriptive a
fiecarei modificari microscopice. Rezultatele analizelor moleculare si imunohistochimice au fost
descrise n detaliu. Totodata, corelatia rezultatelor histopatologice cu durata spitalizarii si
intervalul de timp dintre debutul bolii si deces, a structurat informatii valoroase cu privire la
alterarile microscopice in dinamica. Analiza statistica a datelor s-a realizat prin intermediul

calculului chi-patrat (X?) si a coeficientului phi (®

4. REZULTATE
41. DATE DE ORDIN GENERAL AL LOTULUI DE STUDIU

In lotul de studiu s-a evidentiat un numdr total de 40 de pacienti de gen masculin, respectiv
16 pacienti de gen feminin. Din totalul cazurilor, 5 pacienti au avut varsta cuprinsd intre 21 si 40
de ani, 7 pacienti au avut varsta cuprinsa intre 41 si 60 de ani, iar 7 pacienti au avut varsta peste
81 de ani. Cele mai numeroase cazuri au fost evidentiate la categoria 61-80 de ani, adica un numar
de 33 de pacienti.

Cei mai multi pacienti au avut o perioada de internare cuprinsd intre 1 si 3 zile. Urmatoarea
categorie ca frecventa a fost reprezentata de pacientii spitalizati peste 21 de zile. Un numar de 10

cazuri au avut o perioada de spitalizare cuprinsa intre 15 si 21 de zile, 4 cazuri o perioada de 4-7
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zile, iar 3 cazuri o perioada de 8-14 zile. Concluzionand, durata medie de spitalizare a fost de 12.3
zile.

In cazul intervalului de timp dintre debutul bolii si deces, rezultatele par mai echilibrate
spre deosebire de precedenta clasificare, cu un numar de 11 cazuri de deces la categoria 1-3 zile,
8 cazuri de deces la categoria 4-7 zile, 5 cazuri de deces la categoria 8-14 zile, din nou 11 cazuri
de deces, de data aceasta la categoria 15-21 de zile iar, cei mai numerosi, cei cu peste 21 de zile
de la data aparitiei primelor simptome, insumand un numar de 21 de cazuri. La final, intervalul
mediu dintre debutul infectiei si deces a fost de 21.4 zile pe lotul de studiu actual.

In ceea ce priveste comorbidititile, cei mai numerosi pacienti au prezentat boli
cardiovasculare, cum ar fi boala aterosclerotica coronariana sau sistemica, hipertensiune arteriala
sau insuficienta cardiaca cronica, Tnsumand un numar total de 26 de cazuri.

Cauza principald a decesului In urma efectudrii autopsiei si a analizelor histopatologice
s-a stabilit a fi pneumonia virald in cazul a 34 de pacienti din lotul de studiu. Tn cazul a doar 8
pacienti S-a stabilit ca mecanismul tanatogenerator a fost declansat de o suprainfectie bacteriana.
5 pacienti au suferit un trombembolism pulmonar masiv care a declansat decesul. La un numar de
4 cazuri, cauza principald de deces a fost stabilita ca fiind perforatie sau necroze la nivelul tubului

digestiv.

4.2.  EXAMINAREA HISTOPATOLOGICA PULMONARA

Modificarile acute s-au subimpartit mai departe in leziuni inflamatorii celulare (prezenta
infiltratului inflamator), leziuni alveolare, modificari sau leziuni vasculare si, respectiv, modificari
hemodinamice. Tn cazul infiltratului inflamator, ponderea cea mai mare de cazuri a fost
determinata de prezenta infiltratului inflamator limfo-monocitar, observat intr-un numar de 44 de
cazuri. Forma difuza sau focala a fost reprezentata in mod egal in lotul de studiu si anume 22 de
cazuri pentru fiecare categorie. Dintre acestea, Intr-un numar de 15 cazuri s-a putut observa un
bogat infiltrat inflamator limfomonocitar cu dispozitie focala, iar intr-un numar de 12 cazuri s-a
constatat un bogat infiltrat inflamator cu dispozitie difuza. Intr-o pondere mult mai mici au fost
cazurile ce au prezentat un infiltrat inflamator limfo-monocitoar doar usor augmentat, acestea fiind
in numar de 10 in ceea ce priveste dispozitia difuza si doar in numar de 7 in ceea ce priveste
dispozitia focal. (Figura 10) Tn lotul de studiu s-a observat si un numar de 35 de cazuri in care, la

examinarea microscopica pulmonara, s-a constatat prezenta unui infiltrat inflamator
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polimorfonuclear predominant neutrofilic. Dintre acestea, un numar de 19 specimene au avut o
distributie difuza a infiltratului, iar un numar de 16 specimene au prezentat o distributie focala a
infiltratului. 10 cazuri au prezentat un bogat infiltrat inflamator polimorfonuclear cu dispozitie
focald, 9 cazuri au prezentat un redus infiltrat inflamator polimorfonuclear cu dispozitie focala si
cate 8 cazuri au prezentat un infiltrat inflamator polimorfonuclear cu dispozitie difuza, atat bogat

cat si usor augmentat. (Figura 10)

Repartitia cazurilor in functie de prezenta si tipul infiltratului inflamator pulmonar
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Infiltrat inflamator Infiltrat inflamator Infiltrat inflamator Infiltrat inflamator
limfo-monocitar focal limfo-monocitar difuz polimorfonuclear focal polimorfonuclear difuz

Figura 10: Repartitia cazurilor in functie de infiltratul inflamator pulmonar

Laun numar de 52 de pacienti, specimenele examinate histopatologic au prezentat cel putin
o modificare survenitd secundar leziunilor alveolare, cea mai frecventa fiind reprezentata de
hiperplazia pneumocitelor de tip II. Tn 51 de cazuri din lotul de studiu s-a observat o crestere
marcatd a numarului de pneumocite de tip II, multe dintre ele fiind detasate de membrana bazala
si observate la nivelul spatiilor alveolare. (Figura 11).

Dintre pacientii care au prezentat la analiza histopatologicd modificari sugestive de
hiperplazie de pneumocite de tip Il, intr-un numar de 38 s-a observat ca, intr-o proportie variabila,
penumocitele hiperplaziate prezentau efecte citopatice(Imaginea 1).

Intr-un numar de 31 de specimene recoltate care au prezentat hiperplazie pneumocitara cu
efecte citopatice virale, s-a observat ca, pe alocuri, aceste celule alterate au fuzionat si au format

asa numitele sincitii, pe care le-am denumit ca fiind agregate pneumocitare cu formare de celule
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gigant-like sau agregate sincitiale giant cell-like si care se pot confunda usor cu celulele gigante

multinulceate de origine histiocitara (Imaginea 2)

O alta modificare histopatologica importanta, care face parte tot din spectrul leziunilor

alveolare difuze, este formarea membranelor hialine si a fost observata in 34 de cazuri. (Figura
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11). Avand in vedere caracterul lor difuz de formare si structura acestora, membranele hialine fac
parte integrata din leziunile alveolare difuze.

O ultima modificare histopatologica a fost inclusa in acest spectru al leziunilor alveolare si
anume hiperplazia megacariocitara. In lotul de studiu personal au fost identificati 5 pacienti care

prezentau aceasta leziune (Figura 11)

Repartitia cazurilor in functie de tipul de leziune alveolara
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Figura 11: Repartitia cazurilor in functie de tipul de leziune alveolara
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Figura 12: Prevalenta leziunilor microscopice pulmonare in lotul de studiu
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Urmatoarele modificari de natura acuta abordate, observate in cazuistica actuala, au fost
reprezentate de leziunile vasculare, aici facand parte microtrombozele si reactia vasculitica.

Prezenta trombilor vasculari, fie de calibru mic, fie de calibru mai mare, a fost observata ntr-un

numdr de 20 de cazuri, dintre care 5 pacienti au suferit un trombembolism pulmonar masiv.
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Imaginea 5 - Coloratie HE 12.3X (Plaman): Pneumonie in faza de organizare

Imaginea 6 - Coloratie HE 5.7X (Plamdn): Fibroza interstitiala cu arii extinse de
metaplazie scuamoasa

Leziunile regenerative aberante succed leziunile acute din faza exsudativa si anume
membranele hialine, hiperplazia pneumocitelor de tip II, hemoragia alveolard, infiltratul inflamator
si intra in spectrul fazei proliferative de organizare din cadrul leziunilor alveolare acute. [91]
Astfel, in lotul de studiu s-a evidentiat un numar de 30 de cazuri care au prezentat cel putin o forma

de modificare regenerativa aberanta. (Figura 12) Dintre acestea, 10 cazuri au prezentat pneumonie
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organizatd, 25 de cazuri au prezentat fibroza interstitiald si 17 cazuri au prezentat metaplazie
scuamoasd. (Figura 15) Pneumonia organizata s-a observat intr-un numar de 6 cazuri la pacienti
cu debut de infectie cu peste 21 de zile inaintea decesului si la 3 cazuri cu debut intre 15 si 21 de
zile inaintea decesului. In 16 din 25 de cazuri cu fibrozi interstitiala, debutul a fost cu peste 21 de
zile Tnaintea decesului, iar in 5 cazuri debutul a fost intre 15 si 21 de zile inainte de deces. in2
cazuri, leziunea a fost observata la un pacient cu debut simptomatologic cuprins intre 4 si 7 zile
inainte de deces. Metaplazia scuamoasa a fost observata in 11 cazuri la pacientii cu debut infectios
de peste 21 de zile si in 4 cazuri cu debut in intervalul 15 - 21 de zile. (Figura 16)

Prevalenta leziunilor regenerative aberante in functie de intervalul debut-deces (zile)
80 76.19

. /
yd

60 / 52.38
50 45 45
i N4

28.57
0 o5 27L27 .
13 18 /'\ /
20

o e N Y /
L= N

1-3zile 4 -7 zile 8 - 14 zile 15 - 21 zile >21 zile

—e—Pneumonie organizatdi =~ —#—TFibroza interstitiala Metaplazie scuamoasa

Figura 16: Prevalenta leziunilor regenerative aberante in functie de intervalul de zile dintre

debutul infectiei si deces

4.3. EXAMINAREA HISTOPATOLOGICA CARDIACA

Tn urma examinirii microscopice a specimenelor recolatate de la nivelul cordului de la
pacientii autopsiati, decedati in urma infectiei cu virusul SARS-CoV-2, s-au descris mai multe
leziuni, fiecare fiind clasificata in functie de tipul de tesut afectat. Astfel, primele leziuni au cuprins
tesutul miocardic, mai exact miocitele, si au fost catalogate ca fiind leziuni acute miocitare,
observate la un numar de 37 de pacienti (Figura 18), fiind reprezentate de modificari

microstructurale miocitare, necroza miocitara sau suferintd miocitara (efecte citopatice miocitare).
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Latoate cele 37 de cazuri s-a identificat cel putin o forma de modificare microstructurald miocitara,
transpusd prin fibre miocardice ondulate si/sau fragmentate, balonizari sau vacuolizdri ale
miocitelor, hipereozinofilie citoplasmatica sau picnoza nucleara. (Imaginea 7) Aceste modificari
microstrucurale sunt nespecifice si se observa in multe cazuri de deces cu perioada lunga de agonie,

generand multiple microischemii cardiace 1n teritorii nespecifice. (Figura 19)
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Imaginea 7 - Coloratie HE 3.6X (Cord): Fragmentari ale fibrelor miocardice

Necroza miocardica propriu-zisa a fost observata doar in cazul a 7 pacienti, 6 dintre ei fiind
de gen masculin, iar unul de gen feminin, cu varste cuprinse intre 36 si 85 de ani. (Figura 19)
Perioada de internare pentru acesti pacienti a fost una scurta, 4 cazuri avand o perioada de internare
cuprinsa intre 1 si 3 zile, un caz cu perioada de internare de 5 zile, iar doi pacienti au fost internati
6 zile, respectiv 15 zile. Referitor la numarul de zile dintre debutul infectiei si deces, nu se observa
o corelatie relevantd, pacientii la care s-a observat necroza miocardica avand un interval debut-

deces cuprins intre 1 zi si 28 de zile.
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Imaginea 8 - Coloratie HE 41.4X (Cord): Prezenta benzilor de contractie

Suferinta miocitelor transpusa prin intumescenta celulard, cu prezenta de nuclei mari,
patrulateri, angulati, neregulati, cromatind neomogena si nucleol central a fost prezenta in 11
cazuri. Leziuni corespunzatoare unei miocardite au fost observate in cazul a doar 4 pacienti, trei
dintre ei prezentand miocite aflate in suferinta, cu intumescenta celulara, cu prezenta de nuclei
mari, patrulateri, angulati, neregulati, cromatind neomogena si nucleol central. Reactia
inflamatorie limfocitara a spatiului subepicardic a fost observata in cazul a 15 pacienti si a Cuprins
atat modificari minime reprezentate de un infiltrat inflamator usor augmentat cu dispozitie focala,
cat si leziuni mai evidente de inflamatie, cu prezenta unei reactii limfocitare abundente, cu
dispozitie difuza. Inflamatia vasculard sau prezenta conglomeratelor neutrofilice in lumenul
vascular a fost observati in 8 cazuri. In toate aceste 8 cazuri s-a observat in acelasi timp si prezenta
infiltratului inflamator neutrofilic la nivel pulmonar. Prezenta neutrofilelor in lumenul vaselor
sanguine s-a asociat cu diagnosticul de bronhopneumonie bacterianad suprapusa in 3 cazuri si cu
trombembolism pulmonar intr-un caz, restul de patru cazuri asociindu-se cu diagnosticul de
pneumonie virald. Ca si leziuni vasculare, in lotul de studiu, pe specimenele cardiace recoltate, s-
au evidentiat doud modificari importante: o reactie vasculiticd usoara, mediatd prin limfocite si
microtromboze vasculare miocardice. 6 pacienti au prezentat microtrombi in lumenul arterelor
mici si la toate aceste cazuri S-a observat si prezenta microtrombilor la nivelul ramurilor vasculare
pulmonare, iar la 3 dintre acestia, in urma autopsiei, s-a stabilit diagnosticul de trombembolism

pulmonar, restul avand diagnosticul de pneumonie virala.
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4.4. EXAMINAREA HISTOPATOLOGICA RENALA

In cazul unui numir de 13 pacienti s-au putut evidentia leziuni ale nefronilor de tipul
necrozei tubulare acute. (Figura 20) Nu s-a observat o asociere relevanta intre prezenta necrozei
tubulare acute si varsta sau genul pacientilor. Totodata, perioada de internare a variat de la o zi
pana la 39 de zile, iar intervalul de timp de la debutul simptomatologiei infectioase si pana la deces
avariat de la o zi la 68 de zile.

Modificarile vasculare de la nivel renal au fost reprezentative pentru un numar de 20 de
pacienti (Figura 21) si au fost subimpartite in trei forme principale: reactie vasculitica,
microtromboze si congestie vasculard marcatd. Cea din urma a fost cea mai frecventa,
observandu-se la un numar de 16 pacienti. Microtrombozele vaselor mici renale au fost observate
doar la 4 pacienti, iar reactia vasculiticd a peretilor vasculari mediata prin limfocite, doar la 3
pacienti. (Figura 20) Dintre acestia, 2 pacienti au prezentat atat microtrombi la nivelul arborelui
vascular renal, cat si pulmonar, fard insa sa se fi putut depista acesti microtrombi si la nivelul
vaselor intramiocardice. Leziunile inflamatorii au constat in prezenta limfocitelor sau a
polimorfonuclearelor la nivel interstitial, in jurul glomerulilor sau a tubilor renali. Astfel, 21 de
pacienti au prezentat leziuni inflamatorii reprezentate doar de infiltrarea interstitiului renal
predominant cu limfocite si doar in cazul a 2 pacienti s-a putut decela un infiltrat inflamator

compus doar din polimorfonucleare preodminant neutrofile. (Figura 20)
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Figura 20: Prevalenta leziunilor histopatologice renale in lotul de studiu
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45. EXAMINAREA HISTOPATOLOGICA HEPATICA

In cele mai multe cazuri, alterarile microscopice au fost nespecifice, ponderea cea mai mare
fiind reprezentatd de prezenta infiltratului inflamator limfo-monocitar la nivelul spatiului port sau
la nivel subcapsular, intr-un numar total de 23 de pacienti. (Figura 23) Modificari hepatocitare mai
specifice observate 1n lotul de studiu si care pot demonstra reactia parenchimului hepatic la invazia
virionilor, au fost reprezentate de efectele citopatice hepatocitare (Imaginea 10). Astfel, in lotul de
studiu s-a observat prezenta distrofiei granulo-vacuolare hepatocitare intr-un numar de 11
specimene recoltate, numarul fiind acelasi si pentru modificérile citopatice hepatocitare. Dintre
acestea, doar pe 3 specimene s-au putut decela ambele forme de leziuni hepatocitare. Efectul
citopatic hepatocitar s-a asociat in 7 din 11 cazuri cu efectele citopatice de la nivelul pneumocitelor

si in 6 cazuri cu prezenta celulelor sincitiale multinucleate pneumocitare, adica in peste 50% din

cazuri.

Imaginea 10 - Coloratie HE 48.4X (Ficat): Efecte citopatice hepatocitare

A altd forma de leziune microscopica decelatd la examinarea histopatologica hepatica a
fost prezenta neutrofilelor in lumenul vaselor hepatice, fie vena centrolobulard, capilare sinusoide
sau vene si artere de la nivelul spatiului port, observata in 6 cazuri. (Figura 23) Prezenta
neutrofilelor Tn lumenul vaselor hepatice s-a asociat in 50% din cazuri cu prezenta neutrofilelor de
la nivelul vaselor miocardice si intr-o proportie de 100% cu prezenta infiltratului inflamator

neutrofilic cu dispozitie difuza la nivel pulmonar. Leziunile vasculare, la fel ca si in cazul celorlalte
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organe, au fost impartite in reactii vasculitice sau microtromboze. (Imaginea 11) Cele dintéi nu au
fost observate pe niciun specimen recoltat de la nivelul tesutului hepatic. Prezenta trombilor in

vasele hepatice, Tn principal vene centrolobulare sau vase sanguine de la nivelul spatiului port, s-
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Imaginea 11 - Coloratie HE 8.2X (Ficat): Trombozad venoasa hepatica
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Figura 23: Prevalenta leziunilor histopatologice hepatice in lotul de studiu
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4.6. EXAMINAREA HISTOPATOLOGICA SPLENICA

Modificarile de la nivelul parenchimului splenic au cuprins, Tn cea mai mare parte,
dezorganizare la nivelul pulpei albe, respectiv, cea rosii. Hipoplazia usoara a pulpei albe a fost
observata in 13 cazuri, iar atrofia intr-un numar de 31 de cazuri. Hiperplazia tesutului limfoid de
la nivel splenic s-a observat numai Tn 8 cazuri. (Figura 24) Dezorganizarea de la nivelul pulpei
rosii a cuprins doar congestia marcatd, reprezentatd de cresterea sechestrarii de eritrocite Tntr-un
volum mai mare. Aceasta modificare a fost decelata la un numar de 43 de pacienti. (Figura 24)
Atrofia pulpei albe a avut un raport direct proportional cu evolutia lentd nefavorabila a infectiei
virale, fiind prezenta la un procent putin peste 50% din totalul cazurilor cu debut infectios de peste
21 de zile inaintea decesului si doar la 7 din 19 pacienti cu evolutie rapida, fulminanta, cu debut
infectios cuprins intre 1 si 7 zile inainte de deces. In schimb, hipoplazia redusi a pulpei albe a fost
corelata cu o evolutie infectioasa pe termen mediu. Nu s-a putut demonstra o asociere intre
hiperplazia pulpei albe si intervalul de timp dintre debutul infectios si deces, acesta fiind cuprins

la cei 6 pacienti intr-un interval de 2 zile, respectiv 36 de zile. (Figura 25)
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Figura 24: Prevalenta leziunilor histopatologice splenice in lotul de studiu
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Prevalenta modificarilor de la nivelul pulpei albe splenice in functie de intervalul
debut-deces (zile)
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Figura 25: Prevalenta modificarilor de la nivelul pulpei albe splenice in functie de intervalul de

zile dintre debutul infectiei si deces

4.7.  EXAMINAREA HISTOPATOLOGICA INTESTINALA

Dupa ce toate specimenele recoltate au fost analizate din punct de vedere histopatologic,
pe coloratia uzuala hematoxilina-eozina, a rezultat faptul ca un numar de 2 pacienti au prezentat,
la nivelul intestinului subtire, leziuni inflamatorii de tipul infiltratului inflamator neutrofilic, unul
avand o dispozitie difuza a infiltratului, iar celalalt avand o dispozitie focala, parcelara. La nivelul
colonului, acelasi tip de leziune s-a observat intr-o proportie mai mare, adica intr-un numar de 6
specimene. Mai multe cazuri au prezentat leziuni inflamatorii mediate de un infiltrat inflamator
limfo-monocitar, adica un total de 21 de cazuri la nivelul intestinului subtire si, respectiv, un total
de 24 de cazuri la nivelul colonului. Dintre acestea, 6 cazuri au fost reprezentate de un infiltrat
inflamator limfo-monocitar cu dispozitie focald/parcelara la nivelul intestinului subtire si,
respectiv, 7 cazuri la nivelul colonului. Dispozitia difuza a limfocitelor a fost evidentiata in 15
cazuri la nivelul intestinului subtire si, respectiv, 17 cazuri la nivelul colonului. (Figura 27) Dintre
toti acesti pacienti, 18 au prezentat leziuni inflamatorii limfo-monocitare atét la nivel colonic, cat
si la nivelul intestinului subtire. Eroziunile mucoasei au fost observate in cazul a 16 pacienti la
nivelul intestinului subtire si in cazul a 17 pacienti la nivel colonic, asocierea dintre eroziunile

intesinale si colonice fiind observata doar la 10 pacienti.
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Prevalenta leziunilor histopatologice intestinale n lotul de studiu
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Figura 28: Prevalenta leziunilor histopatologice intestinale in lotul de studiu

48. EXAMINARI MOLECULARE iN VEDEREA DETECTIEI GENOMULUI VIRAL
Examinarile moleculare de tipul reactiei de polimerizare in lant cu transcriptie inversa (rt-

PCR) au fost efectuate pe un numar de 35 de pacienti din lotul de studiu, pe material tisular prelevat
de la nivelul ambilor plaméani, dar si de la nivel miocardic, renal, hepatic, splenic si intestinal.
Analiza moleculard a inclus detectia a trei gene virale, respectiv genele S, N si ORF1ab. Pentru ca
un specimen sa fie pozitiv, a fost nevoie de prezenta a toate cele trei gene virale in materialul
tisular examinat. La nivel pulmonar, detectia celor trei gene virale a fost determinata in cazul a 33
de pacienti din 35, un singur pacient a prezentat pozitivitate doar pentru doua din trei gene virale,
iar un pacient a fost complet negativ, detectia unei singure gene virale neputand fi stabilita. (Figura
29) Un aspect important este faptul ¢ prezenta celor trei gene virale la nivelul materialului tisular
prelevat de la nivel pulmonar a fost observata si in cazul pacientilor cu evolutie lentd nefavorabila

si au fost detectate inclusiv la un pacient cu debut infectios cu 68 de zile anterior decesului.
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Detectia genelor N, S si ORF1ab la nivelul specimenelor recoltate folosind rt-PCR
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Figura 29: Detectia genelor N, S si ORF lab la nivelul specimenelor recoltate folosind rt-PCR

Examinarea rt-PCR de la nivel cardiac pentru cei 35 de pacienti din lotul de studiu, a
evidentiat o pozitivitate pentru toate cele trei gene virale in cazul a 17 pacienti, 4 pacienti au
prezentat pozitivitate pentru doud din cele 3 gene virale studiate, iar 5 pacienti au prezentat
pozitivitate doar pentru una dintre ele. (Figura 29) Pentru restul pacientilor, 9 pacienti, nu s-a putut
detecta nici macar prezenta unei singure gene Virale dintre cele 3 studiate pe materialele tisulare
prelevate de la nivel cardiac.

Suferinta miocitara a fost observata la 8 pacienti din cei 35 testati inclusiv molecular, iar 6
dintre ei au prezentat pozitivitate pentru toate cele 3 gene virale, unul fiind pozitiv pentru 2 din 3
gene virale, iar unul fiind pozitiv doar pentru o singura gena virala. (Figura 31) Genomul viral a
putut fi detectat si in 3 din 4 specimene tisulare care au prezentat leziuni ce corespund unei
miocardite. Tn cazul a 8 din 12 specimene din lotul de studiu testat prin tehnici moleculare, a existat
o asociere intre prezenta fenomenelor inflamatorii pericardice si detectia genelor S, N si ORF1ab.
Tn 5 din 7 cazuri s-a observat o asociere intre prezenta neutrofilelor in lumenul vaselor miocardice
si detectia celor trei gene virale. Leziunile vasculare de tipul microtrombozelor sau de tipul reactiei
vasculitice s-au asociat intr-o proportie mare cu pozitivitatea tesutului miocardic la examinarea

PCR, respectiv 3 din 4 cazuri. (Figura 31)
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Prevalenta leziunilor histopatologice cardiace la pacientii la care s-au detectat genele
N, S si ORF1ab la nivel cardiac
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Figura 31: Prevalenta leziunilor histopatologice cardiace la pacientii la care s-au detectat
genele N, S si ORFlab la nivel cardiac
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In urma examinarii prin tehnica rt-PCR a materialelor tisulare prelevate de la nivel renal
s-a stabilit ca 16 din 35 de cazuri au fost pozitive pentru genele S, N si ORF1ab, 7 cazuri au fost
pozitive doar pentru doua dintre acestea, iar 5 cazuri au fost pozitive doar pentru o singura gena.
(Figura 29) Tn 7 cazuri nu s-a putut detecta nicio gena virala pe materialele tisulare examinate. Pe
acest lot de 35 de pacienti testati molecular, 9 pacienti au avut descrise leziuni de necroza tubulara
acuta la nivel renal, din care 6 au prezentat pozitivitate pentru toate cele 3 gene virale studiate.
Reactia vasculitica de la nivelul peretilor vasculari renali si microtrombozele din patul vascular
renal s-au asociat intr-o proportie de 100% cu detectia genomului viral la PCR pe tesutul renal.
(Figura 34) La fel ca si in cazul tesutului cardiac, detectia genelor N, S si ORF1ab a fost observata
la pacientii cu infectie SARS-CoV-2 forma severd, cu evolutie fulminanta, dintre cele 16 cazuri
pozitive, un numar de 6 cazuri au avut un interval debut infectios-deces scurt, de 1 - 3 zile, 2 cazuri
au avut un interval debut-deces de 4-7 zile, 2 cazuri cu debut intre 8 si 14 zile inaintea decesului,
4 cazuri intre 15 si 21 de zile, iar doar 2 cazuri cu debut cu peste 21 de zile Tnaintea decesului, cea
mai lungd perioadi fiind de 68 de zile. (Figura 32) Tn urma analizei statistice s-a observat o
corelatie inversd, negativa, intre detectia celor trei gene virale si intervalul debut-deces lung, de

peste 21 de zile. (Figura 35)
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Figura 34: Prevalenta leziunilor histopatologice renale la pacientii la care s-au detectat genel
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In cazul tesutului hepatic prelevat, detectia celor trei gene virale a putut fi evidentiata in
cazul a 18 pacienti din 35. Doua gene virale au fost detectate la 6 pacienti, iar o singurd gena virala
a fost evidentiatd la un numar de doar 3 pacienti. (Figura 29) O asociere putin peste 50% s-a
observat in cazul detectiei genomului viral la nivel hepatic si leziunile necroinflamatorii de tipul
distrofiei granular-vacuolare (4 din 7 cazuri), suferintei hepatocitare (5 din 9 cazuri) si prezenta
infiltratului inflamator limfocitar la nivelul spatiului port (9 din 17 cazuri). Luand in considerare
intervalul de zile dintre debutul simptomatologiei infectioase si decesul, asemenea celorlalte
hepatic la examinarea rt-PCR la pacientii cu interval debut deces scurt, 7 cazuri cu interval cuprins
intre 1 si 3 zile si doar doua cazuri cu interval debut-deces de peste 21 de zile, cel mai lung interval
fiind de 52 de zile. (Figura 32)

Prevalenta leziunilor histopatologice hepatice la pacientii la care s-a detectat prezenta
celor 3 gene virale la nivel hepatic
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Figura 36: Prevalenta leziunilor histopatologice hepatice la pacientii la care s-au detectat

genele N, S si ORF1ab la nivel hepatic

Examinarea tesutului splenic prin tehnici moleculare de detectie a genomului viral a
evidentiat o proportie destul de mare de pacienti din lotul de studiu testat care a prezentat
pozitivitate pentru toate cele 3 gene studiate, si anume un numar de 19 cazuri din 35. Doua din

cele trei gene virale au fost detectate la un numar de 8 pacienti, iar doar 4 cazuri au prezentat
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pozitivitate pentru una din genele N, S sau ORF1ab. (Figura 29). Un procent putin peste 50% din
cazurile ce au prezentat atrofie marcata a pulpei albe, adicd un numar total de 12 cazuri din 23 au
prezentat pozitivitate la testarea rt-PCR a materialului tisular splenic pentru toate cele 3 gene
virale. La fel, leziunile de tipul hipoplaziei pulpei albe, reprezentata de foliculi limfoizi detectati
ntr-un numar mai scazut, de volum mai mic, fara prezenta centrilor germinativi, s-au asociat intr-
un numar total de 6 din 9 cazuri cu detectia celor trei gene virale la examinarea moleculara.(Figura
39) Pacientii cu evolutie infectioasa rapida, fulminanta, au prezentat pozitivitate pentru genele N,
S si ORF1ab intr-o proportiec mult mai crescuta fata de cei cu evolutie lenta, nefavorabila. La fel
ca si in cazul celorlalte organe studiate, analiza statisticd a evidentiat o corelatie negativa stransa
intre prezenta genomului viral la nivel splenic si intervalul lung de timp scurs de la debutul infectiei
si pana la deces, corelatiec demonstrata printr-un coeficient phi ®= -0.425 si relevanta sustinuta

printr-un chi-patrat de X2 (1, 35) = 6.311 (p = 0.012). (Figura 40)

Prevalenta leziunilor histopatologice splenice la pacientii la care s-a detectat prezenta
celor 3 gene virale la nivel splenic
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Figura 39: Prevalenta leziunilor histopatologice splenice la pacientii la care s-au detectat
genele N, S si ORFlab
Examinarea, prin reactia de polimerizare in lant a fragmentelor de intestin subtire prelevate
post-mortem, a relevat faptul ca dupa tesutul pulmonar, intestinul subtire are cea mai mare
proportie de pozitivitate pentru cele 3 gene ale virusului SARS-CoV-2 studiate, adicd un numar de
20 de cazuri dintr-un total de 35 examinate. Doua din trei gene virale au fost detectate doar la 3

pacienti, iar o singurd gena virald a fost prezenta la doar 4 pacienti. (Figura 29)
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Prevalenta leziunilor histopatologice intestinale la pacientii la care s-a detectat
prezenta celor 3 gene virale la nivel intestinal
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Figura 41: Prevalenta leziunilor histopatologice intestinale la pacientii la care s-au detectat

genele N, S si ORFlab la nivel intestinal

49. EXAMINAREA IMUNOHISTOCHIMICA iIN VEDEREA DETECTIEI
NUCLEOCAPSIDEI VIRALE
Pozitivitatea cea mai intensa la anticorpul anti-nucleocapsida SARS-CoV-2 a fost, cum era
de asteptat, la nivel pulmonar. La un numar de 48 din 56 de cazuri s-a putut detecta prezenta

nucleocapsidei virale la nivel celular. (Figura 45) Cea mai intensa pozitivitate a fost observata la

nivelul pneumocitelor, la un numar de 48 de cazuri. (Imaginea 13)

ot BERTG DI
Imaginea 13 - IHC SARS-CoV-2 11X (Plaman): Pozitivitate intensd, extinsd, pneumocitard
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Detectia nucleocapsidei cu ajutorul analizei imunohistochimice pe fiecare fiecare organ
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Figura 45: Detectia nucleocapsidei virale prin IHC pe fiecare organ recoltat
membranelor hialine, la pacientii care au prezentat aceste modificari histopatologice, unde un
numar de 29 de cazuri au fost pozitive, dintre care 21 au prezentat pozitivitate intensa, iar 8 au
prezentat pozitivitate slaba. (Figura 47). 22 de cazuri din lotul de studiu au prezentat pozitivitate
la anticorpul anti-nucleocapsida la nivelul macrofagelor alveolare. (Figura 48) Un alt tip celular
de la nivel pulmonar care a prezentat afinitate pentru virusul SARS-CoV-2 a fost reprezentat de
fibroblaste, detectia nucleocapsidei realizandu-se intr-un numar de 19 cazuri, dintre care 12 au
prezentat o pozitivitate slaba si doar 7 au prezentat o pozitivitate intensa.

Microtrombii vasculari au fost observati la un numar de 20 de pacienti, dintre care, in cazul
a 14 pacienti, la examinarea imunohistochimica s-au decelat numeroase pneumocite intens
pozitive (>lceluld/camp microscopic 400x). Relatia strinsd dintre detectia extinsa a
nucleocapsidei la nivelul pneumocitelor si formarea de microtrombi vasculari a fost demonstrata
si prin analiza statistici ce a decelat chi-pitrat de X2 (1, 56) = 8.095, p = 0.004 si un coeficient phi
®= 0.380. In acelasi timp, masuritorile statistice au evaluat relatia dintre detectia extinsi a
nucleocapsidei la nivel pulmonar si detectia pneumocitelor cu efecte citopatice virale, respectiv

formarea de celule gigante sincitiale pneumocitare.
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Detectia nucleocapsidei virale la nivelul pneumocitelor in functie de tipurile de leziuni
histopatologice de la nivel pulmonar
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Figura 50: Detectia nucleocapsidei virale la nivelul pneumocitelor in functie de tipurile de

leziuni histopatologice decelate la nivel pulmonar

Tn urma studierii cazurilor in cazul cdrora s-a putut demonstra detectia nucleocapsidei
virale la nivelul pneumocitelor in functie de intervalul de zile dintre debutul bolii infectioase si
deces, s-a observat un pattern imunohistochimic de dinamica ce consta in faptul ca intensitatea si
extensia pneumocitelor pozitive in specimenele recoltate depind Tn cea mai mare parte de numarul
de zile care a trecut de la debutul infectiei. Astfel, s-a observat cd intensitatea si extensia
pneumocitelor pozitive pentru virusul SARS-CoV-2 este mai mare la pacientii din lotul de studiu
cu debut infectios cu 1 - 3 zile Tnaintea decesului. Intensitatea si gradul de afectare pneumocitara
ating un platou la pacientii cu debut infectios cuprins intre 4 si 21 de zile, cu mici fluctuatii, ca mai
apoi sd scada brusc in intensitate si in extensie dupa 21 de zile, unde se observa doar 3 cazuri din

21 cu pneumocite intens pozitive si extindere peste o celuld pe camp (Figura 53)
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Detectia nucleocapsidei virale la nivelul pneumocitelor in functie de intervalul debut-deces
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Figura 53: Gradul de detectie a nucleocapsidei virale la nivelul pneumocitelor in functie de

intervalul de zile dintre debutul bolii si deces

Tn urma analizei imunhistochimice folosind anticorpul antinucleocapsida pe specimenele
recoltate de la nivelul cordului, pozitivitatea a fost detectata doar in cazul a 7 pacienti. (Figura 45)
Nucleocapsida a fost detectatd la o intensitate crescuta la nivelul fibroblastelor interstitiale in toate
cele 7 cazuri, iar la nivelul macrofagelor interstitiale, Tn 6 din 7 cazuri. (Figura 48, Figura 49)

Daca raportam aceste rezultate la rezultatul analizei moleculare, din lotul de studiu testat
PCR, doar la 5 pacienti s-a putut demonstra prezenta nucleocapsidei la nivel celular. Dintre acestia,

la 4 cazuri s-au detectat toate cele trei gene virale studiate (N, S si ORF1ab). (Figura 56)
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Procentul de detectie a nucleocapsidei virale prin tehnici imunohistochimice la pacientii la
care s-au detectat genele N, S si ORF1lab la testarile moleculare
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Figura 56: Procentul de detectie a nucleocapsidei virale prin IHC la pacientii la care s-au
detectat genele N, S si ORF1ab

In ceea ce priveste coroborarea rezultatelor imunhistochimice cu cele histopatologice, s-a
observat cd acestea din urma nu au fost declansate de prezenta virusului la nivel miocardic, in afara
de leziunile de miocarditd, dar a existat o corelatie intre prezenta nucleocapsidei virale si leziunile

microstructurale miocitare si efectele citopatice miocitare. (Figura 57, Figura 58)

Procentul de detectie a nucleocapsidei virale la nivel cardiac in functie de principalele
leziuni histopatologice cardiace
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Figura 57: Procentul de detectie a nucleocapsidei virale la nivel cardiac in functie de

principalele leziuni histopatologice cardiace
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Principalalele leziuni microscopice cardiace decelate la pacientii la care s-a detectat
nucleocapsida virala la nivel cardiac
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Figura 58: Principalalele leziuni microscopice cardiace decelate la pacientii la care s-a detectat

nucleocapsida virala la nivel cardiac

In urma analizei imunohistochimice pe tesutul renal prelevat post-necroptic, s-a observat o
pozitivitate limitata, de intensitate slaba, doar la nivelul epiteliului tubular (Imaginea 14) in cazul
a 7 din 56 de pacienti. (Figura 45) Comparand rezultatele imunohistochimice cu cele ale analizei
moleculare, s-a observat acelasi pattern ca si in cazul cordului. 5 pacienti din lotul testat molecular
au prezentat pozitivitate la nivelul celulelor tubulare pentru nucleocapsida virala, iar la 4 dintre
acesti s-au putut detecta genele N, S si ORFlab, cu ajutorul rt-PCR. (Figura 56) Coroborand
rezultatele imunohistochimice cu analiza histopatologica, s-a observat cd doar in cazul
microtrombozelor a existat intr-adevar o asociere, unde 4 din 4 cazuri la care s-a observat prezenta
microtrombilor vasculari au prezentat si nucleocapsida virala la nivelul epiteliului tubular. Necroza
tubulara acutd a fost prezentd la 5 din 7 pacienti (Figura 60) la care s-a putut observa prezenta

nucleocapsidei in parenchimul renal.
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Imaginea 14 - IHC SARS-CoV-2 21.7X (Rinichi): Pozitivitate la nivelul celulelor tubulare
detasate i la nivelul cilindrilor hialini

Principalalele leziuni microscopice renale decelate la pacientii la care s-a detectat
nucleocapsida virala la nivel renal

Necrozi tubulard ~ Reactie vasculitica Microtromboze Congestie vasculard  Reactie inflamatorie  Reactie inflamatorie
acuta medulard limfocitara PMN

==@==Pacienti la care s-a confirmat prezenta nucleocapsidei virale N=7

Figura 60: Principalalele leziuni microscopice renale decelate la pacientii la care s-a detectat

nucleocapsida virala la nivel renal
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Procentul de detectie a nucleocapsidei virale la nivel renal in functie de principalele leziuni
histopatologice renale

Reactie inflamatorie PN I

Reactie inflamatorie limfocitara
Congestie vasculara medulara
Microtromboze

Reactie vasculitica

Necroza tubulara acuta

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90%  100%

B Pozitiv pentru nucleocapsida B Negativ pentru nucleocapsida

Figura 61: Procentul de detectie a nucleocapsidei virale la nivel renal in functie de principalele
leziuni histopatologice renale

Nucleocapsida virusului SARS-CoV-2 a putut fi detectata la nivel hepatic prin tehnici de
imunohistochimie in trei tipuri celulare distincte cum ar fi hepatocitele, celulele Kuppfer si
fibroblastele interstitiale. (Imaginea 15) Dintre acestea, cele mai numeroase celule pozitive au fost
hepatocitele, intr-un numar de 16 cazuri, dintre care 12 cazuri au prezentat pozitivitate intensa la
acest nivel, iar 4 cazuri, o pozitivitate slaba. (Figura 55) Celulele Kuppfer au urmat hepatocitele
toate avand o pozitivitate intensa la acest nivel. (Figura 48) Detectia nucleocapsidei la nivelul
fibroblastelor a fost observata in 9 cazuri, din care 5 au fost intens pozitive, iar 4 slab pozitive la
acest nivel. (Figura 49) Dintre cele 17 cazuri din lotul de studiu testat molecular care au prezentat
pozitivitate pentru nucleocapsida virala in cel putin un tip celular mentionat anterior, la 13 dintre
acestea s-a putut realiza detectia genelor N, S si ORF1ab la nivelul specimenelor hepatice recoltate,
la 3 cazuri s-a observat prezenta a doua din trei gene virale, iar la un singur caz rezultatul a fost

unul negativ pentru toate cele 3 gene virale. (Figura 56)
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Imaginea 15 - IHC SARS-CoV-2 48.4X (Ficat): Pozitivitate la nivel hepatocitar.

Procentul de detectie a nucleocapsidei virale la nivel hepatic in functie de principalele
leziuni histopatologice hepatice

Microtromboze

Reactie inflamatorie limfocitara portala

Efecte citopatice

Distrofie granulo-vacuolara

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

B Pozitiv pentru nucleocapsida m Negativ pentru nucleocapsida

Figura 63: Procentul de detectie a nucleocapsidei virale la nivel hepatic in functie de

principalele leziuni histopatologice hepatice

La nivelul specimenelor recoltate de la nivel splenic, detectia nucleocapsidei prin tehnici

de imunohistochimie a fost evidentiatd la un numar de 32 de cazuri din lotul de studiu (Figura 45)
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si la un numar de 20 de cazuri din lotul testat prin tehnici moleculare. Dintre acesti 20 de pacienti,
la un numar de 12 s-a putut detecta si prezenta genelor N, S si ORF1ab la nivel splenic, la 5 dintre
acestia s-au detectat doar doua din cele trei gene studiate iar la restul de 3 s-a detectat doar una din
cele 3 gene ale virusului SARS-CoV-2. Din cele 19 cazuri pozitive pentru toate cele 3 gene virale
la testarea rt-PCR, in doar 7 cazuri nu s-a evidentiat nucleocapsida la nivelul celulelor splenice.
(Figura 56) Avand in vedere intervalul dintre debutul infectiei virale si deces, ponderea cea mai
mare este reprezentatd de categoria cuprinsa intre 4 si 7 zile, cu 7 din 8 cazuri la care s-a putut
determina prezenta nucleocapsidei la nivelul tesutului splenic, urmata de categoria cuprinsa intre
15 si 21 de zile, cu 7 din 11 cazuri pozitive la nucleocapsida si de categoria cu debut de peste 21
de zile, reprezentate de 11 din 21 de cazuri pozitive la nucleocapsida virala.

Tn urma analizei imunohistochimice la nivel intestinal, 42 de pacienti au prezentat
pozitivitate pentru anticorpul anti-nucleocapsidda SARS-CoV-2 la nivelul intestinului subtire, iar
41 de pacienti, la nivelul colonului. (Figura 45) Detectia nucleocapsidei s-a stabilit ca fiind Tn
celulele stromale de la nivelul laminei propria, in principal la nivelul macrofagelor. (Imaginea 16)
Dintre cei 20 de pacienti la care s-a putut realiza detectia celor trei gene la nivelul intestinului
subtire, 17 au fost pozitivi si pentru nucleocapsida virald in urma analizei imunohistochimice.
(Figura 56) Discrepanta este observata totusi la totalul de pacienti pozitivi la nucleocapsida din

lotul testat molecular, unde din 28 de pacienti, doar 17 au prezentat cele 3 gene virale. (Figura 65)

L

Imaginea - IHC SARS-CoV-2 32.7X (Intestin): Pozitivitate la nivelul macrofagelor din lamina
propria
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4.10. ANALIZA HISTOPATOLOGICA, IMUNOHISTOCHIMICA SI MOLECULARA
LA FETII MORTI ANTE-PARTUM PROVENITI DE LA MAME CU INFECTIE
COVID-19
Lotul de studiu actual a cuprins si doi fetusi decedati antepartum, proveniti de la mame

diagnosticate cu infectie cu virusul SARS-CoV-2. In urma examenului extern si intern al

cadavrelor, nu au fost constatate anomalii specifice. Examenul histopatologic al placentei din cel
de-al doilea caz, a evidentiat zone lezionale difuze la nivelul vililor, cu necroza trofoblastica,
intervilozita cronicd, depunere de fibrind periviloasa si infiltrat inflamator perivilos difuz, format
din limfocite si citeva neutrofile. Am identificat, de asemenea, o zond extinsd de hemoragie
placentara in apropierea placii bazale. Toate aceste anomalii microscopice corespund cu
diagnosticul de placentita acuta. Tn urma analizei prin RT-PCR 1n timp real, placenta, cordonul
ombilical, creierul, plamanii si ficatul au fost toate pozitive pentru genele N, S si ORFlab ale
virusului SARS-CoV-2. Intestinul gros a fost pozitiv exclusiv pentru gena N, Tn timp ce in rinichi

a fost prezenta doar gena S. Dupad analiza imunohistochimica folosind anticorpul anti

nucleocapsida SARS-CoV-2, placenta a prezentat 0 pozitivitate focald intensa a

sincitiotrofoblastului. In ceea ce priveste cordonul ombilical, prezenta nucleocapsidei a fost

detectatd exclusiv la nivelul peretilor vaselor de sange, mai exact in citoplasma celulelor
endoteliale. Plamanii au aratat, de asemenea, o pozitivitate intensa la nivelul pneumocitelor de
tipul 1. Primul caz prezentat a avut modificari nespecifice la analiza histopatologica, iar detectia

genomului viral si a nucleocapsidei virale nu a putut fi demonstrata.

5. DISCUTII

In urma analizei histopatologice, imunohistochimice si moleculare a lotului de studiu
actual, s-a reusit trasarea unui model patogenic, fizio- si morfopatologic, coroborat si cu
rezultatele altor studii de actualitate. Astfel, dupa finalizarea studiului, intelegerea mecansimelor
prin care virusul SARS-CoV-2 actioneaza in gazda umana au fost partial deslusite, lasand loc,
bineinteles, ca alte studii, pe aceeasi tema, sa imbunatateasca si sa dezvolte cunostintele privind
noua infectie virala ce a reusit sa opreasca societatea in loc pentru o perioada de timp.

Genul masculin cu vérsta cuprinsa intre 60 si 80 de ani domina lotul de studiu actual. Un
studiu epidemiologic publicat in 2021 oferd informatii utile cu privire la epidemiologia infectiei
cu virusul SARS-CoV-2 Tn mai multe state ale lumii. Acest studiu face referire la numarul de
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cazuri detectate pozitiv si nu la numarul de cazuri diagnosticate cu pneumonie severa sau numarul
de cazuri de deces. Astfel, ponderea cea mai mare de cazuri pozitive a fost observata la grupa de
varsta 50-59 de ani, in China si Germania, la grupa de varsta de 20-29 de ani in Coreea si la cei
peste 80 de ani, in Italia. [105] Tn cazul deceselor, studiile din literatura de specialitate, pe
esantioane mari de pacienti din Germania, Belgia, Elvetia, Norvegia, Spania, Italia, Franta sau
Romaénia, au coroborat teoria ca pacientii de gen masculin, cu varste peste 60 de ani, au cel mai
mare risc de deces secundar infectiei cu virusul SARS-CoV-2.[106,107,108,109]

Tn cazul analizei statistice cu privire la perioada de internare la acesti pacienti, majoritatea,
adica un numar de 26 de cazuri, a avut o perioada de internare scurta cuprinsa intre o zi sau cateva
ore si 3 zile. Aceleasi rezultate au fost exprimate si de un studiu din Belgia care a concluzionat ca
media de spitalizare la persoanele decedate in urma infectiei cu virusul SARS-CoV-2 a fost de
5.7 zile, demonstrand astfel faptul ca formele de pneumonie SARS-CoV-2 cu evolutie fulminanta
au un risc tnalt de deces. [111]

Cu privire la intervalul de zile dintre debutul bolii, respectiv confirmarea bolii infectioase,
la pacientii care nu au putut relata cu exactitate data aparitiei primelor simptome si deces,
ponderea a fost una variabild, fiecare interval debut-deces avand aproximativ acelasi numar de
cazuri, cei mai multi fiind inclusi totusi in intervalul debut-deces peste 21 de zile. Rezultate
similare au fost observate si in literatura de specialitate, cu un interval mai scazut fata de cel
observat in studiul actual si anume: Verity R. et al. stabilesc o medie intre debutul
simptomatologic si deces de 17.8 zile [112]; Baud D. et al. elaboreaza un interval cuprins intre 2
si 8 sdptdmani ca avand incidenta cea mai mare de deces la pacientii confirmati cu infectie SARS-
CoV-2 [113]; Madabhavi 1. et al. studiaza decesele cu interval debut infectios - deces cuprinse
intre 6 si 41 de zile, cu 0 medie de 14 zile [114], iar Qiurong R. et al observa doua varfuri de
incidenta in cazul deceselor, unul la 14 zile, iar celalalt la 22 de zile de la debutul infectiei. [115]

Principalele comorbiditati decelate in lotul de studiu actual au fost reprezentate, in cel mai
mare procentaj, de bolile cardiovasculare, urmate de cele metabolice, apoi de cele pulmonare.
Aceste rezultate au fost sustinute si de alte studii din literatura de specialitate, unde majoritatea
autorilor au Tncoronat bolile cardiovasculare ca fiind cele mai frecvente la pacientii decedati in
urma infectiei cu virusul SARS-CoV-2, urmate de diabetul zaharat si obezitatea.
[116,117,118,119,120,121,122,123]
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In cadrul plamanului, intreg pachetul de leziuni depistate la examinarea microscopica a
fost impartit in trei mari categorii: leziuni acute (cele mai numeroase), modificari regenerative
aberante si leziuni cronice asociate. In cadrul leziunilor acute s-au observat mai multe tipuri de
modificari microscopice cuprinse fie in spectrul leziunilor inflamatorii sau alveolare, fie a
leziunilor vasculare sau leziunilor hemodinamice. Incidenta cea mai mare in lotul de studiu actual
a fost reprezentata de infiltratul inflamator limfo-monocitar, prezent in 78.57% din cazuri, urmat
de cel polimorfonuclear, prezent in 62.5% din cazuri, si, nu in ultimul rand, de cel macrofagic, cu
un procent de 50%. Tn cadrul leziunilor alveolare, in 91.07% din totalul de cazuri s-a observat un
grad de hiperplazie de pneumocite de tip Il. Efectele citopatice pneumocitare au avut o pondere
de 67.87% din totalul de cazuri, urmate de prezenta membranelor hialine, cu un procent de 60.71%
din cazuri. Celulele gigante multinucleate au fost observate in 55.36% din cazuri. Efectele
citopatice virale ale pneumocitelor, observate intr-un numar reprezentativ de cazuri, cat si
prezenta sincitiilor pneumocitare, sugereaza infectia directa a acestor celule de catre agentul
patogen si a fost confirmata prin detectia nucleocapsidei virale, prin tehnici de imunohistochimie,
la nivelul acestor celule, intr-un numar de 48 de cazuri.

Leziunile vasculare au facut parte din spectrul histopatologic al infectiei cu virusul SARS-
CoV-2 de la nivel pulmonar impreuna cu leziunile alveolare descrise anterior. Acestea au fost
reprezentate de prezenta microtrombilor in lumenul vaselor mici sau medii Intr-o proportie de
35.71% din cazuri si de o reactie inflamatorie limfocitara la nivelul peretilor vaselor mici
intrapulmonare ntr-o proportie de 17.86% din cazuri. Exista mai multe studii in literatura de
specialitate ce confirma prezenta acestor leziuni, printre care Satturwar S. et al. ce descriu
microtromboze in 59% din cazurile studiate si leziuni vasculare de tipul endotelitei limfocitare
sau capilaritei, la fel mediate de limfocite si fara prezenta necrozei fibrinoide, in 21% din cazuri.
[151]

Tn lotul de studiu actual, leziunile regenerative aberante din cadrul leziunilor alveolare
difuze au fost observate constant si au fost subimpartite in stadiile incipiente, In pneumonie n
forma organizata, iar cele tardive, in fibroza interstitiala extinsd si metaplazie scuamoasa a
epiteliului alveolar. Cele mai frecvente leziuni din aceasta categorie au fost reprezentate de fibroza
interstitiald extinsa, cu un procent de 44.64% din cazuri, urmate de metaplazia scuamoasa, CU un
procent de 30.36% din cazuri si, nu Tn ultimul rdnd, de pneumonia in forma organizata, cu un

procent de 17.86% din cazuri. Raportat la intervalul dintre debutul bolii infectioase si deces, s-a
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observat ca aceste leziuni au o crestere semnificativa la 15 zile de la debut si ating un varf la
pacientii decedati dupa 21 de zile de la debut. Aceleasi rezultate au fost evidentiate si in alte studii
din literatura de specialitate. [134,137,151]

Analiza moleculara pentru detectia celor trei gene virale N, S si ORFl1ab folosind rt-PCR
din specimenele recoltate de la nivel pulmonar in cazul a 35 de pacienti din lotul de studiu, a
evidentiat o detectie marcat crescuta la acest nivel. Astfel, in 33 de cazuri din 35 s-au evidentiat
toate cele trei gene virale studiate la nivelul parenchimului pulmonar.

Tn cazul analizei imunohistochimice folosind anticorpul anti-nucleocapsida SARS-CoV-2
s-a observat o detectie in 48 din 56 de cazuri. Cea mai intensd pozitivitate a fost observata la
nivelul pneumocitelor, astfel detectia putandu-se realiza la nivelul pneumocitelor de tip II,
majoritatea prezentand efecte citopatice virale sau formand celule gigante sincitiale, la un numar
de 48 de cazuri. Detectia intensa si difuza a nucleocapsidei la nivel pneumocitar s-a asociat intr-
o proportie extrem de mare cu leziunile alveolare difuze din faza exudativa, ca mai apoi
intensitatea si extensia detectiei la nivelul acestor celule sa scada brusc in faza fibroticd a
leziunilor alveolare difuze.

Analiza histopatologica de la nivel cardiac a evidentiat o serie de leziuni care au fost
categorizate ca fiind leziuni ale miocitelor in cazul a 37 de pacienti, leziuni de natura inflamatorie
in cazul a 22 de pacienti, leziuni vasculare in cazul a doar 7 pacienti si, nu Tn ultimul rand, leziuni
cronice asociate, evidentiate la un numir total de 42 de pacienti. In cadrul leziunilor acute
miocitare, de natura inflamatorie sau vasculara, incidenta cea mai mare 0 constituie modificarile
microstructurale miocitare de natura ischemica, cu un procent de 66.07% din cazuri, urmate de
prezenta unui infiltrat inflamator limfo-monocitar la nivel subepicardic, cu un procent de 26.79%,
apoi de modificarile de citopatie miocitara, sau asa numita suferinta a miocitelor, intr-o proportie
de 19.05% din cazuri. Necroza miocardica propriu-zisa a fost observata doar in 12.05% din cazuri,
iar microtrombozele doar in 10.71% din cazuri. Prezenta neutrofilelor in lumenul vascular care
releva un status hiperinflamator a fost reprezentati de un procent de 14.29% din cazuri. Tn cazul
cordului, detectia genelor N, S si ORF1ab au fost reprezentate doar de 17 cazuri din 35 studiate,
cu 4 cazuri la care s-au detectat doar 2 din 3 gene virale, iar 5 cazuri la care s-a putut demonstra
prezenta unei singure gene virale. Analiza imunohistochimica a relevat faptul ca doar la 7 din 56

de pacienti s-a putut detecta nucleocapsida la nivel tisular cardiac din care, in toate cele 7 cazuri,
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detectia s-a realizat la nivelul fibroblastelor interstitiale, in 6 din 7 cazuri si la nivelul macrofagelor
tisulare si doar intr-un singur caz s-a observat o reactie slab pozitiva la nivelul miocitelor.

Principalele modificari histopatologice de la nivel renal au fost cele de natura cronica,
reprezentative pentru un numar de 30 de cazuri, urmate de modificari de natura vasculara acuta
prezente la un numar de 23 de cazuri. Infiltratele inflamatorii au fost prezente la un numar de 20
de pacienti din lotul de studiu, iar leziunile tubulare acute doar la 13 pacienti. Ponderea cea mai
mare a leziunilor acute a fost reprezentata de infiltratul inflamator limfomonocitar interstitial, cu
o incidenta de 37.5% din cazuri, urmata de congestia vasculara de la nivelul medularei renale, cu
un procent de 28.57% si de leziunile tubulare acute, cu un procent de 23.21%. Dupa studierea
amanuntitd a literaturii de specialitate, se observa acelasi pattern histologic descris si in studiul
nostru, doar cd, anumiti autori au demonstrat o incidenta mai mare a leziunilor acute, in principal
cele ale tubilor renali. [175]

Pentru o mai buna imagine a mecanismelor care stau la baza leziunilor renale, s-au elaborat
analize moleculare si teste imunohistochimice. In urma examinarii prin tehnica rt-PCR a
materialelor tisulare prelevate de la nivel renal s-a stabilit ca un numar de 16 din 35 de cazuri au
fost pozitive pentru genele S, N si ORFlab, 7 cazuri au fost pozitive doar pentru doua dintre
acestea, iar 5 cazuri au fost pozitive doar pentru o singurd geni virali. In urma analizei
imunohistochimice pe tesutul renal prelevat post-necroptic, s-a observat o pozitivitate limitata, de
intensitate slaba, doar la nivelul epiteliului tubular in cazul a 7 din 56 de pacienti. Un numar total
de 5 pacienti din lotul de 35 testat molecular au prezentat pozitivitate la nivelul celulelor tubulare
pentru nucleocapsida virala, iar la 4 dintre acestia s-au putut detecta toate cele 3 gene virale.

Tn urma examinirii histopatologice hepatice s-a observat ci ponderea cea mai mare de
leziuni microscopice au fost reprezentate de cele cronice asociate, urmate de leziunile
necroinflamatorii hepatocitare si, intr-un numar foarte limitat, de leziunile vasculare. Prezenta
infiltratului inflamator limfo-monocitar la nivelul spatiului port a avut incidenta cea mai mare
dintre leziunile acute, cu 41%, urmate de distrofii granulo-vacuolare si efecte citopatice
hepatocitare, fiecare cu o incidenta de 20%. Prezenta neutrofilelor in lumenul vascular a fost
observata la un procent de 11% din cazuri, iar microtrombii vasculari la un procent de 9% din
cazuri. Peste 50% din cazuri au avut ca modificari cronice asociate steatoza hepatica, urmata de
fibroza portald cu 40% incidenta. Acelasi pattern lezional hepatocitar a fost descris si de alti autori

n literatura de specialitate. [177,181]
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Detectia celor trei gene virale prin rt-PCR a putut fi evidentiata in cazul a 18 pacienti din
35. O asociere putin peste 50% s-a observat n cazul detectiei genomului viral la nivel hepatic si
leziunile necroinflamatorii de tipul distrofiei granulor-vacuolare (4 din 7 cazuri), suferintei
hepatocitare (5 din 9 cazuri) si prezenta infiltratului inflamator limfocitar la nivelul spatiului port
(9 din 17 cazuri). Nucleocapsida virusului SARS-CoV-2 a putut fi detectata la nivel hepatic prin
tehnici de imunohistochimie n trei tipuri celulare distincte, cum ar fi hepatocitele, celulele
Kuppfer si fibroblastele interstitiale. Dintre acestea, cele mai numeroase celule pozitive au fost
hepatocitele, intr-un numar de 16 cazuri.

Modificarile histopatologice de la nivelul parenchimului splenic au cuprins in cea mai mare
parte dezorganizare la nivelul pulpei albe. Atrofia pulpei albe a avut un raport direct proportional
cu evolutia lenta nefavorabila a infectiei virale, fiind prezenta la un procent putin peste 50% din
totalul cazurilor cu debut infectios de peste 21 de zile inaintea decesului si doar la 7 din 19 pacienti
cu evolutie rapida, fulminanta.

Examinarea tesutului splenic prin tehnici moleculare de detectie a genomului viral a
evidentiat o proportie destul de mare de pacienti din lotul de studiu testat care au prezentat
pozitivitate pentru toate cele 3 gene studiate, respectiv un numar de 19 cazuri din 35. Doua din
cele trei gene virale au fost detectate la un numar de 8 pacienti, doar 4 cazuri prezentand
pozitivitate pentru una din genele N, S sau ORFlab. Detectia nucleocapsidei prin tehnici de
imunohistochimie a fost evidentiata la un numar de 32 de cazuri din lotul de studiu total de 56 de
de pacienti si la un numar de 20 de cazuri din lotul testat prin tehnici moleculare (N=35) si a fost
observata la nivelul macrofagelor, confirmate prin pozitivitate la CD68. Aproape 60% dintre
pacientii la care s-a demonstrat prezenta genomului viral au prezentat si nucleocapsida la nivel
splenic. Atat detectia nucleocapsideli, cat si detectia celor trei gene virale studiate, au fost evidente
in primele 21 de zile de la debutul infectiei, ca mai apoi detectia sa scada brusc la pacientii cu
debut peste 21 de zile Tnaintea decesului.

In cadrul examinarii intestinului subtire si colonului s-au observat numeroase modificari,
majoritatea nespecifice. Un numadr de 2 cazuri au prezentat, la nivelul intestinului subtire, leziuni
inflamatorii de tipul infiltratului inflamator neutrofilic, iar la nivelul colonului, acelasi tip de
leziune s-a observat ntr-o proportie mai mare, adica intr-un numar de 6 specimene. O pondere
mai ridicata de cazuri a prezentat leziuni inflamatorii mediate de un infiltrat inflamator limfo-

monocitar, adicd un total de 21 de cazuri la nivelul intestinului subtire si, respectiv, un total de 24
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de cazuri la nivelul colonului, fiind si cea mai frecventa leziune observatd. Eroziunile epiteliale
au fost observate intr-o proportie de 29%, respectiv 30% la nivel intestinal. Necroza mucoasei
intestinale a fost observatd mai frecvent la nivelul colonului, cu o incidentd de 12.5%, fata de
7.14% in cazul intestinului subtire. In schimb, hemoragia de la nivelul mucoasei a avut o incidenta
mai crescuta la nivelul intestinului subtire fata de colon (7.14% fatd de 3.57%).

Detectia celor trei gene virale studiate a fost evidentd pentru un numar de 20 de cazuri
dintr-un total de 35 examinate la nivelul intestinului subtire. Doud din trei gene virale au fost
detectate doar la 3 pacienti, iar o singura gena virala a fost prezenta la doar 4 pacienti. Examinarea
PCR pe materialul tisular prelevat de la nivel colonic a relevat faptul ca in cazul a 19 pacienti
s-au putut detecta toate cele trei gene virale studiate. Un numar total de 42 de pacienti au prezentat
pozitivitate la nivelul intestinului subtire si un numar total de 41 de pacienti la nivelul colonului
pentru anticorpul anti-nucleocapsida SARS-CoV-2 in urma analizei imunohistochimice.

Analiza RT-PCR a relevat prezenta genelor N, S si Orflab in placentd si cordonul
ombilical, precum si in unele organe fetale precum creierul, plamanii si ficatul. O analiza
retrospectivd RT-PCR a dezvaluit, de asemenea, patru cazuri in care tesutul placentar era pozitiv
pentru genele virale. [183]. Dupa analiza moleculara, am dorit sa confirmam rezultatele noastre
folosind tehnici imunohistochimice pentru detectarea nucleocapsidei virale. Tn acest fel, am putut
confirma cu certitudine nu numai prezenta genelor virale in placentd si organele fetale, dar si
existenta de virioni complet asamblati, argumentand in favoarea infectiei active si replicarii
SARS-CoV-2 la nivel fetal. Tn ceea ce priveste placenta, am detectat prezenta nucleocapsidei
virale in sincitiotrofoblast, asemandtor cu cateva studii publicate in literatura. [185,186].
Pozitivitatea pentru nucleocapsida SARS-CoV-2 a fost detectata si in pneumocitele de tip II ale
tesutului pulmonar fetal, confirmand nu numai transmiterea verticala, ci si procesul activ de
replicare si afinitatea crescuta a virusului pentru aceastd clasa de celule. Rezultate similare au fost
obtinute si de catre alti cercetatori. [187,188] Creierul, cordul, ficatul, rinichii si intestinele au fost
toate negative pentru nucleocpasida virusului SARS-CoV-2, chiar dacad creierul, plamanii si
ficatul au prezentat pozitivitate pentru cele trei gene virale in urma examinarii prin RT-PCR,
sugerand cd virusul a intrat in sistemul circulator al fatului, dar nu s-a replicat si nu a invadat

celulele din aceste organe.
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CONCLUZII

Principala grupa de varsta cu risc crescut de deces este cea cuprinsa intre 61 si 80 de ani,
urmata de cea cu varste cuprinse intre 41 si 60 de ani si de cea cu varsta peste 80 de ani.
Riscul cel mai scazut este reprezentat de cei din grupa de varsta sub 20 de ani.

Genul masculin prezinta un risc mai crescut de deces in urma infectiei cu virusul SARS-
CoV-2 faté de cel feminin.

Perioada medie de internare a fost de 12 zile, iar perioada medie de timp dintre debutul
bolii infectioase sau a confirmarii infectiei virale si deces a fost de 21 de zile.
Comorbiditatiile cardio-vasculare precum hipertensiunea arteriald, ateroscleroza si
insuficienta cardiaca cronica s-au asociat cu cel mai mare risc de deces, urmate de cele
metabolice, reprezentate in principal de obezitate si diabet zaharat si, mai apoi, de cele
respiratorii cronice, cum e astmul bronsic sau BPOC-ul.

Mecanismul tanatogenerator este declansat, de cele mai multe ori, de pneumonia virala
severd, urmatd, la mare distantd, de bronhopneumonia bacteriand asociatd sau starea
septicd, precum si de tromembolismul pulmonar.

Pacientii cu infectie SARS-CoV-2 cu forma severd pot suferi necroze sau perforatii
spontane la nivelul tubului digestiv, cel mai probabil, declansate de leziunile peretelui
vascular, de hipoxia sistemica, de microtrombozele sistemice sau de raspunsul inflamator
exagerat.

Din punct de vedere histopatologic, cel mai afectat organ in infectia virala este plamanul,
dar leziuni microscopice, direct sau indirect mediate de infectia virala, se observa si la nivel
cardiac, renal, hepatic, splenic sau intestinal.

Pattern-ul histopatologic in infectia cu virusul SARS-CoV-2 la nivel pulmonar este cel al
leziunilor alveolare difuze in faza exudativa, regenerativa sau fibrotica.

Cele mai frecvente modificari microscopice decelate in cadrul leziunilor alveolare difuze
au fost: hiperplazia pneumocitelor de tip Il, multe dintre acestea prezentand efecte
citopatice virale, distructia epiteliului alveolar, cu formare de membrane hialine si formarea
celulelor gigante multinucleate sincitiale pneumocitare.

Reactia imunologica de la nivel pulmonar este mediata, de cele mai multe ori, de sistemul

limfo-monocitar si macrofagic, dar, in cazurile cu evolutie rapida, fulminanta, cu status
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inflamator exagerat sau in cazurile cu evolutie lentd nefavorabila, cu complicatii septice,
reactia imunologica poate fi mediata si prin prezenta polimorfonuclearelor neutrofile.
Infiltratul inflamator limfocitar este compus in cea mai mare parte de limfocite T CD3 +.
Reactia vasculiticd limfocitara pulmonard si microtrombozele sunt declansate de
macrofagele derivate din monocite infectate cu virusul SARS-CoV-2 sau de sindromul de
raspuns inflamator sistemic.
Microtrombozele localizate sunt asociate, cel mai frecvent, cu prezenta virusului SARS-
CoV-2 la acest nivel, iar microtrombozele observate Th mai mult de un organ se asociaza
cu un sindrom de raspuns inflamator sistemic de intensitate crescuta.
Hemoragia alveolard difuzd sau edemul pulmonar masiv pot precede decesul si apar
secundar leziunilor peretelui vascular sau epiteliului alveolar de suprafata.
Riscul de hemoragie alveolara este cel mai mare la pacientii cu debut infectios cuprins intre
15 s1 21 de zile.
Leziunile alveolare difuze de natura fibrotica apar, cel mai constant, dupa 21 de zile de la
debutului infectiei, dar, in cazuri limitate, se pot observa si in prima saptamana de infectie
si sunt reprezentate, cel mai frecvent, de fibroza interstitiala, urmata de metaplazia
scuamoasa si, nu in ultimul rand, de pneumonia in forma organizata.

Cele mai frecvente leziuni microscopice acute de la nivelul testului cardiac au fost
modificarile microstructurale ale fibrelor miocardice, urmate de inflamatia limfo-
monocitard de la nivelul pericardului si a spatiului subepicardic, precum si de modificarile
citopatice ale miocitelor.

Miocardita limfocitara borderline, microtrombozele si infiltratul inflamator de la nivelul
peretilor vasculari s-au observat la un numar limitat de pacienti si s-au asociat cu prezenta
virusului la nivel miocardic.

Prezenta neutrofilelor la nivelul lumenului vascular miocardic nu s-a asociat cu detectia
virusului la acest nivel, in schimb a fost observata la pacientii cu pneumonie virala forma
severd, fulminanta, cu deces rapid sau la pacientii cu evolutie lenta, nefavorabild, cu
complicatii septice.

Miocardofibroza a fost leziunea cronica asociata cel mai frecvent, observata la nivelul

tesutului cardiac.
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Necroza tubulara acuta este leziunea cea mai specifica de la nivelul parenchimului renal la
pacientii cu infectie cu virusul SARS-CoV-2 si poate fi secundard infectiei directe a
virusului la acest nivel sau poate fi consecinta hipoxiei sistemice, a leziunilor vasculare si
a microtrombozelor, respectiv a raspunsului inflamator sistemic.

Reactia inflamatorie de la nivelul parenchimului renal este mediata de prezenta infiltratului
inflamator limfo-monocitar interstitial si se poate asocia cu prezenta virusului la nivelul
parenchimului renal.

Cea mai frecventa modificare histopatolgica hepatica la pacientii cu infectie Covid-19 este
prezenta infiltratului inflamator limfo-monocitar la nivelul spatiului port, urmatd de
distrofii granulo-vacuolare hepatocitare si de efecte citopatice ale hepatocitelor.

Leziunile cronice asociate de la nivel hepatic sunt reprezentate, ih cea mai mare parte, de
steatoza hepatica, urmata de fibroza periportala.

Leziunile splenice sunt consecinta dezorganizarii pulpei rosii traduse prin congestie
marcatd la acest nivel, urmatd de dezorganizari ale pulpei albe, cel mai frecvent secundare
atrofiei foliculare care are un raport direct proportional cu evolutia de lunga durata a
infectiei si care este, cel mai probabil, consecinta limfopeniei sistemice observate la acesti
pacienti.

Modificarile histopatologice de la nivel intestinal au fost nespecifice si au fost reprezentate,
in cea mai mare parte, de prezenta infiltratului inflamator limfo-monocitar la nivelul
mucoasei, urmata de eroziunile epiteliale si de fibroza mucoasei.

Genele N, S si ORF1lab au fost cel mai frecvent detectate prin rt-PCR la nivel pulmonar,
apoi la nivel intestinal, splenic, hepatic, cardiac si renal, respectand aceasta ordine.
Detectia nucleocapsidei virusului SARS-CoV-2 a fost cel mai frecvent realizata prin
analiza imunohistochimica la nivel pulmonar, apoi la nivel intestinal, splenic, hepatic,
cardiac si renal, Tn ordinea mentionata.

In urma corelatiei dintre rezultatele rt-PCR si imunohistochimie s-a concluzionat ci virusul
SARS-CoV-2 este prezent si replicativ cel mai frecvent la nivel pulmonar, apoi la nivel
intestinal, hepatic si splenic.

Discordanta cea mai mare intre detectia genomului viral si a nucleocapsidei virale a fost

observata la nivel cardiac si renal, unde s-a concluzionat ca afinitatea virusului pentru
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aceste doud organe este scazutd, iar majoritatea pacientilor la care s-a detectat genomul
viral la acest nivel a fost in faza de viremie.

e Celulele care sunt direct tintite de virusul SARS-CoV-2 sunt pneumaocitele, hepatocitele,
celulele tubulare renale, macrofagele si fibroblastele pulmonare, macrofagele si
fibroblastele interstitiale de la nivelul miocardului, fibroblastele si celulele Kupffer
hepatice, precum si macrofagele de la nivel splenic si intestinal.

e Se confirma transmiterea verticala prin detectarea genelor S, N si ORFlab in placenta,
cordon ombilical, creier, plamani si ficat, precum si identificarea nucleocapsidei virale in
placenta, cordonul ombilical si plamanii fetali.

e Celulele vizate de virusul SARS-CoV-2 la nivel fetal au fost sincitiotrofoblastele, celulele

endoteliale ale cordonului ombilical si pneumocitele de tip I1.

7. ELEMENTE DE ORIGINALITATE

Chiar daca de la debutul pandemiei si pand in prezent au existat nenumarate lucrari
stiintifice publicate in literatura de specialitate cu privire la modificarile microscopice ale infectiei
cu virusul SARS-CoV-2, din cunostintele noastre, pana in momentul de fatd nu s-a elaborat un
singur studiu care sd cuprindd descrieri microscopice extinse, pe o paleta tisulara atat de larga, si
la care sd se asocieze atat analize moleculare, prin intermediul rt-PCR, Tn vederea detectiei genelor
N, S si ORF1lab, cét si analize imunohistochimice, in vederea detectiei nucleocapsidei virale. De
asemenea, s-a stabilit daca leziunile descrise sunt consecinta directa a invaziei virale la nivelul
acelui tesut sau sunt secundare rdspunsului inflamator sistemic sau sunt consecinta unor
complicatii precoce generate de procesul infectios viral. Un alt element de originalitate a fost si
elaborarea unui pattern histopatologic generat de infectia cu virusul SARS-CoV-2, construit in
dinamica, in functie de perioada de debut a infectiei, pattern histopatologic ce poate constitui o
baza in stabilirea unor criterii de diagnostic microscopic de certitudine in infectia Covid-19. De
asemenea, am reusit sa utilizdm elemente de patologie digitala, prin digitalizarea lamelor

histopatologice si analiza acestora, folosind module de cuantificare.
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8. LIMITE ALE CERCETARII

Avand in vedere prevederile legale din perioada pandemica, respectiv limitarea efectudrii
autopsiei in cazul pacientilor decedati ce au fost in prealabil testati pozitiv pentru virusul SARS-
CoV-2, lotul de studiu a fost intr-un numar redus.

De asemenea, o alta limitare, ce a decurs tot din numarul scazut de autopsii ce au putut fi
efectuate, a fost cea a numarului mic de autopsii complet efectuate, care sa cuprinda si cavitatea
craniana in vederea prelevarii de tesut cerebral. Data fiind aceasta situatie, nu s-a putut evalua, din
punct de vedere histopatologic, imunohistochimic si molecular, substanta cerebrald in cazul
pacientilor infectati cu virusul SARS-CoV-2.

De altfel, o alta limitare a acestui studiu a fost generata de lipsa unei finantari sustenabile
care s permita o analiza moleculara si imunohistochimicd mai complexa. Din aceste considerente,
analizele moleculare pentru detectia genelor N, S si ORFlab au putut fi elaborate doar pe un

esantion de 35 de pacienti din 56.

9. DIRECTI VIITOARE DE CERCETARE

Studiul actual, prin complexitatea lui, vine ca un pilon de sustinere pentru studii de
specialitate viitoare menite sa raspunda si la Intrebarile la care inca nu s-au gasit raspunsuri dupa
finalizarea acestei cercetari. Astfel, s-ar putea elabora un studiu imunohistochimic, fie pe lotul
actual, fie pe un lot nou de cazuri, cu privire la ce molecule inflamatorii exista in tesuturile afectate
de noul coronavirus. Se poate elabora un studiu cu privire la prezenta receptorilor de suprafata cu
rol major in mecanismele de fuziune si invazie celulara, cum ar fi receptorii ACE2 sau proteinele
TMPRSS2. In acelasi timp, detectia virala poate fi depistati si prin tehnici de hibridizare in-situ
menite s detecteze ARN-ul viral direct in celulele infectate, rezultate care se pot adauga si la
rezultatele studiului actual de detectie virald folosind imunohistochimia si reactia de polimerizare
in lant. Nu in ultimul rand, este necesara elaborarea unor studii de lunga durata privind pacientii
care au suferit cel putin o infectie generatd de virusul SARS-CoV-2 si care au ramas cu o
simptomatologie cronica nespecifica, in prezent fiind in discutie fenomenul de long-Covid. Aceste
studii trebuie obligatoriu sd cuprinda si analize histopatologice pentru a evidentia anumite focare
lezionale cronice Tn anumite tesuturi si organe, dar si studii imunohistochimice sau moleculare
pentru a confirma sau infirma prezenta de lunga durata a ARN-ului viral sau a anumitor particule

din genomul viral, respectiv a proteinelor virale.
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