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Introduction

Depuis le mois de Décembre 2019, le monde a été témoin de I'émergence de la plus
grande pandémie de ce 21°™ siécle, causée par un coronavirus nommé Severe
Acute Respiratory Syndrome — Coronavirus 2 (SARS-CoV-2). En octobre 2021, cette
pandémie, qui est encore en cours, a causé 237 millions d’infections pour un total de
4.8 millions de morts dans le monde (1). La dissémination rapide et brutale de ce
virus a provoqué une crise sanitaire sans précédent, mais a eu également des
conséguences majeures sur le plan politique, économique et sociétal. Le contrble de
cette dissémination a en effet nécessité la mise en place d’'une part d’habitudes
nouvelles comme le port du masque, le respect des gestes barriéres, ainsi que des
mesures restrictives d’'urgence, marquées par des épisodes de confinement et de

couvre-feu...

La mobilisation politique, médicale et scientifique a permis de rechercher des
solutions en temps réel. Une meilleure compréhension de la physiopathologie de la
maladie a permis d’améliorer la prise en charge thérapeutique. Mais au-dela de tout,
c’est la mise a disposition rapide de vaccins qui aura sans aucun doute constitué la
lueur d’espoir qui permet d’envisager la sortie de cette pandémie. La vaccination
permet de mimer partiellement la réponse du systéme immunitaire et permettre la

protection d’une future infection grave et mortelle.

Les modalités de la réponse du systéme immunitaire au cours de l'infection naturelle
déterminent en effet pour une grande part l'issue de la maladie. La réponse vis-a-vis
du SARS-CoV-2 est complexe et fait intervenir de nombreux mécanismes, de
nombreuses cellules et de nombreux médiateurs solubles depuis la réponse innée,
non spécifique, jusqu’a la réponse adaptative, plus orientée contre le SARS-CoV-2.
Si le but initial de cette réponse est de lutter contre linfection, elle peut parfois

dériver vers des mécanismes immunopathologiques, préjudiciables a I'héte.

Il est proposé dans ce travail, une revue actualisée des connaissances accumulées
dans la littérature sur la réponse immunitaire vis-a-vis du SARS-CoV-2, en montrant
les liens avec la maladie. De méme, nous décrirons les méthodes d’évaluation de
cette réponse immunitaire qui permettent de disposer parfois de marqueurs

diagnostiques et pronostiques.
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Geéenéralités sur le SARS-CoV-2

Historique

Les coronavirus sont des agents pathogenes pouvant provoquer des infections aussi
bien chez 'homme que chez d’autres espéces animales. Les premiers virus
découverts dans cette famille sont d’ailleurs des virus animaux : le virus de la
bronchite infectieuse du poulet (avian coronavirus) en 1931 ; le virus de la gastro-
entérite aigué du porc (Transmissible gastroenteritis virus ou alphacoronavirus 1) en
1937 et le virus d’hépatite de la souris (murine hepatitis virus ou murine coronavirus)
en 1949 (2).

Des cultures cellulaires de sécrétions respiratoires ont permis d’identifier les
premiers coronavirus humains a partir des années 60, avec notamment la
caractérisation de deux espéces qui sont actuellement nommées : Human
coronavirus 229E et Human coronavirus OC43 (3,4). Pendant prés de 40 ans, les
coronavirus ont suscité peu d’intérét dans le domaine médical, car ils étaient
considérés a l'origine comme des infections bénignes du tractus respiratoire

supérieur.

En novembre 2002, dans la province du Guangdong en Chine, des cas de
pneumonie atypique émergent. Ces tableaux cliniques se propagent initialement
dans quatre territoires : Hong Kong, Canada, Toronto, Singapour et le Vietnam.
Puis, au fil des semaines, 25 pays du monde seront touchés (5). En mars 2003,
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) nomme cette maladie « syndrome
respiratoire aigu sévere » (SRAS) avec comme agent pathogéne, un nouveau
coronavirus nommé SARS-CoV (6). Ce virus a pour caractéristique un tropisme pour
les voies respiratoires basses. Ce tropisme, contrairement aux coronavirus connus
jusqu’alors, provoquait entre autres un tableau clinique d’insuffisance respiratoire
sévere, necessitant une prise en charge dans les services de soins intensifs. Cette

pandémie a affecté environ 8000 malades dont 774 déces (5,6).

L’émergence du SARS-CoV, la sévérité de la maladie ainsi que sa dissémination
dans le monde ont permis un regain d’intérét de la part des chercheurs et des
pouvoirs publics pour I'étude des coronavirus. En 2004-2005, deux coronavirus,

NL63 et HKU1 sont découverts. NL63 a été isolé chez une patiente de 7 mois
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souffrant d’'une bronchiolite (7). HKU1, quant a lui, est isolé d’'un patient de 71 ans

atteint de pneumonie et revenant d’'un voyage en Chine (8).

En avril 2012, un patient de 60 ans originaire de Jeddah, en Arabie Saoudite, est
décédé dans un contexte de détresse respiratoire aigué et de syndrome de
défaillance multiviscérale (9). Des cas similaires se développent dans des pays du
Moyen Orient, tels que I'Arabie Saoudite, la Jordanie, le Qatar, Oman, le Koweit et
les Emirats Arabes Unis. La localisation géographigue a conduit a donner a ce virus
le nom de MERS-CoV pour Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus. Ce virus
a une transmission interhumaine faible, mais se distingue par sa forte mortalité, avec
1219 cas dont 449 morts depuis 2012 (10). Seulement deux cas ont été identifiés en
France, a Lille, dont un cas importé et un cas nosocomial (11).

Le 31 décembre 2019, un cluster de patients avec une pneumonie de cause
inconnue a été rapporté. Ces patients ont fréquenté d’'un marché de fruits de mer, a
Wuhan, en Chine. Le 9 janvier 2020, La Chine annonce l'identification d’'un nouveau
coronavirus comme agent étiologique de ces pneumonies (12). Le 30 janvier, TOMS
déclare cette épidémie comme une urgence de santé publiqgue de portée
internationale. Cette maladie a ét¢ nommée Coronavirus Disease 2019 (COVID-19)
et l'agent étiologique SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus-2) (13). La chronologie de la découverte des coronavirus est illustrée

sur la figure 1.

1965 2002 SARS- 2005 2019
HCoV-229E CoV HCoV-HKU1 SARS-CoV 2
1967 2004 HCoV- 2013
Virus HCoV- NL63 MERS-CoV

0c43

Figure 1 : Frise chronologique de la découverte des coronavirus humains

Taxonomie et classification

La taxonomie et la classification des virus sont proposées par Le Comité
international de taxonomie des virus (ICTV). Selon I'lCTV, les coronavirus humains
font partie de la famille des Coronaviridae et de la sous-famille des

Orthocoronavirinae.
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Cette sous-famille est organisée en quatre genres distincts : Alphacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus et Deltacoronavirus. Les Alphacoronavirus
comportent des coronavirus bénins touchant 'homme tels que les HCoV-229E,
HCoV-NL63, mais aussi des virus animaux comme le coronavirus du chien, du chat,
du porc et de nombreux virus provenant de la chauve-souris. Les genres
Gammacoronavirus et Deltacoronavirus comportent uniqguement des virus animaux.
Les virus du genre Betacoronavirus infectent aussi bien les animaux que ’homme.
Des coronavirus de cheval, de bovin, de porc, de souris ou de rat sont par exemple
inclus dans ce genre. Parmi les virus humains appartenant au genre Betacoronavirus
on retrouve des virus classiques comme HCoV-HKU1 et HCoV-OC43, ainsi que les
coronavirus « épidémique » : SARS-CoV, MERS-CoV, SARS-CoV-2 (14).

Dans le genre Betacoronavirus, On distingue plusieurs sous-genres avec par
exemple le Sarbecovirus comportant le SARS-CoV et le SARS-CoV-2. Le MERS-
CoV quant a lui est classé dans le sous genre Merbecovirus.

La figure 2 présente les genres et les principaux virus de la sous-famille des

orthocoronavirinae.

Deltacoronovirus Gammacoronovirus
Night heron CoV HKU19 Avian CoV

Wigeon CoV HKU20 \ BWCoV SW1

Alphacoronovirus Betacoronovirus

HCoV-NL83 y SARS-CoV.2
HCoV-229E / MER
PEDV : SARS

EIPV ‘ HCoV-OC43
\ HCoV-HKU1
ﬁ RaTG13

Figure 2 : Organisation en genres de la sous-famille des Orthocoronavirinae
(15)
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Origine zoonotique du SARS-CoV-2

L’'origine du SARS-CoV-2 n’a pas été totalement élucidée a ce jour. L’hypothése
d’'une origine zoonotique du virus repose d’une part sur I'analogie avec le SARS-CoV
et le MERS-CoV, et d’autre part sur des comparaisons génomiques avec des

coronavirus isolés chez les animaux.

Ainsi, en prenant en compte la totalité du génome, le SARS-CoV-2 se rapproche le
plus du coronavirus isolé chez la chauve-souris Rhinolophus affinis (RaTG13), avec
une homologie de séquence d’environ 96%. Le coronavirus isolé chez le pangolin
présente quant a lui la plus forte homologie de séquence au niveau du site de liaison
au récepteur de la protéine spike (receptor binding domain ou RBD), qui permet la
liaison du virus au récepteur ACE2. Deux hypothéses sont évoquées pour
'acquisition de la séquence spécifique du domaine RBD de la protéine S par le
SARS-CoV-2 : soit une recombinaison de séquence entre le coronavirus du RaTG13
et le coronavirus du pangolin, permettant d’augmenter son infectivité, soit par le biais
d’'une recombinaison entre I'ancétre commun du coronavirus du RaTG13, du SARS-
CoV-2, et le coronavirus du pangolin. Des mutations a postériori du coronavirus du
RATG13 pourraient alors expliquer les différences avec le SARS-CoV-2. A travers
ces hypotheses, le pangolin est proposé comme héte intermédiaire bien que cette

recombinaison soit possible dans un autre hote intermédiaire (15).

Par ailleurs, la séquence du site de clivage polybasique n’a pas été retrouvée chez
les animaux. Son apparition proviendrait d’'une accumulation de mutations, insertions
et délétions favorisées par la sélection naturelle en cas de circulation intense du virus
dans une population. Cette hypothése est donc compatible avec une sélection
naturelle survenue chez [I'animal (chauve-souris, pangolin ou autre hote
intermédiaire), avant la transmission de I'animal a 'homme qui se serait produite sur

un marché de fruits de mer de Wuhan (16).

Une deuxieme hypotheése de l'origine du virus serait que l'ancétre commun du
SARS-CoV-2 et du coronavirus du RATG13 ait été directement transmis de I'animal
a 'homme sans étre détecté. L’adaptation a 'homme aurait été suivie d’'une
transmission interhumaine, a l'origine de la pandémie. Selon cette hypothese, cet
ancétre commun présenterait déja les mutations du domaine RBD, mais le site de
clivage polybasique serait apparu entre le premier cas de transmission zoonotique

estimé en fin novembre 2019 et le premier cluster le 31 décembre 2019 (16).
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Epidémiologie

Du début de la pandémie jusqu’en octobre 2021, environ 237 millions de cas positifs
au COVID-19 ont été recensés, dont 4.8 millions de déces. Ce qui constitue un taux

de mortalité toutes populations confondues a 2.1% (1).

Malgré la diffusion massive et mondiale de l'infection, la répartition des cas rapportés
n‘est pas homogéne dans le temps sur I'ensemble des territoires du globe, des
régions étant plus sévérement touchées que d’autres (Voir annexe 1). Ainsi le
nombre de cas était majoritaire en Ameérique, en Europe et dans le Sud-Est
asiatique. En Europe, 37 millions de personnes ont été infectées au 15 septembre

2021, avec un nombre de déces s’élevant a 759 072 (17).

Néanmoins, dans les autres régions moins développées, le nombre de cas est
potentiellement sous-estimé a cause de l'accés difficile aux tests de biologie

moléculaire notamment au début de la pandémie.

En France, au 15 septembre 2021, environ 7 millions de patients ont été infectés par
le virus, avec approximativement 116 000 déces, ce qui indique un taux de mortalité
a 1.7% (17). Une des problématiques majeures de cette pandémie a été la saturation
des services de réanimation par les cas graves de COVID-19. La figure a 'annexe 3

présente les admissions en soins critiques entre Mars 2020 et Septembre 2021 (18).

L’étude des facteurs de risque est importante pour classifier les personnes dites « a
risque de complications ». C’est un argument supplémentaire dans la mise en ceuvre

des mesures préventives et dans la prise en charge des patients.

L’age avancé est le facteur de risque le plus associé aux formes graves de COVID-
19 et aux décés. En prenant en compte la tranche d’age 18-49 ans comme
référentiel, le risque de décés est respectivement multiplié par trois, sept, dix et seize
fois plus chez les 50-64 ans, 65-74 ans, 75-80 ans et les plus de 80 ans. Les risques
de formes graves sont également majorés, chez les 85-89 ans présentant 5 fois plus

de risque que les 40-44 ans (19).

En plus de I'age, plusieurs comorbidités listées dans le tableau 1 ont été associées a
un risque élevé d’hospitalisation ou de décés. Les profils polypathologiques sont a
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haut risque de décées. Ces derniers sont autant a risque que la tranche d’age
supérieure sans pathologies (19).
Tableau 1 : Facteurs de risques identifiés comme a risque d’hospitalisation

et/ou de décés au cours de la COVID-19 (19)

e Co-morbidités non décrites
Co-morbidités décrites

dans la littérature mais Autres pathologies

dans la littérature

identifié par les spécialistes

- Trisomie 21 chez - Diabéte de type 1 et 2 - Maladies
des patients de - Obésité avec IMC > 30 hépatiques
plus de 40 ans kg/m2, avec une chroniques

- Transplantation augmentation du risque (cirrhose)
d’organe solide ou a IMC > 40 kg/m2 - Troubles
cellule souche - Cancer récent et/ou en psychiatriques
hématopoiétique progression et/ou sous - Démence

- Insuffisance rénale chimiothérapie. Les - Accident
chronique cancers hématologiques vasculaire
terminale ont un risque majore. cérébrale

-  BPCO, insuffisance
respiratoire

- Insuffisance cardiaque

- Hypertension artérielle

compliquée.

Transmission

Mode de transmission
Le mode de transmission majoritaire est la voie respiratoire, par des gouttelettes et

des aérosols projetés par le nez et la bouche. Cette transmission peut étre a
distance dans un milieu non ventilé et clos, via la persistance d’'une stase des
aérosols dans lair. La proximité entre deux sujets majore le risque d’infection. Les
gouttelettes respiratoires semblent étre plus infectantes que les aérosols, et
I'infection survient par exemple lors de la parole, le chant, le cri ou I'éternuement.
Les gouttelettes contaminées peuvent persister sur les surfaces et les objets selon la
nature, la température, '’humidité et la luminosité. Ainsi, une mauvaise hygiene des
mains et des surfaces est a risque accru d’infection. Néanmoins dans ces conditions,

la transmission par aérosol dans des espaces clos n’a pu étre écartée (20,21).
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D’autres modes de transmission ont été suspectés mais n’ont pas été clairement
prouves. La présence d’ARN viral dans le liquide séminal, le liquide vaginal, le sang
et le lait maternel ont ouvert I'hypothése d’une transmission sexuelle, sanguine et
meére-enfant. Néanmoins, le virus n’a jusqu’alors été isolé dans aucune de ces
matrices, et aucune documentation d’une transmission n’a été rapportée. Toutefois,
chez les nouveau-nés, la présence d’IgM et une RT-PCR positive dans les premiers
jours de vie laissent suspecter une infection in utero, via une transmission

transplacentaire. Ces cas restent néanmoins trés rares (20).

Période de transmission
La transmission du virus peut aussi bien survenir chez les patients symptomatiques

gu’asymptomatiques. Selon les études, la durée moyenne d’incubation du virus a été
initialement fixée autour de 5,2 jours, mais les données ultérieures ont montré qu’elle
peut étre différente en fonction du variant circulant. Celle-ci est estimée entre 2 et 14
jours. La contagiosité commence entre 2 et 3 jours avant I'apparition des signes
cliniques, avec un pic a J-1. Elle diminue ensuite jusqu’a atteindre son minimum a

J7. La charge virale quant a elle ne suit pas la méme cinétique (20).

Parmi les patients immunocompétents, 'ARN viral est détectable pendant une
médiane de 20 jours aprés les symptémes, pour un maximum a J-37 pour les
patients survivants. Néanmoins, dans cette population, le virus n’est cultivable et

donc infectant que durant les 8 premiers jours (22).

Néanmoins, les patients immunodéprimés auront une cinétique différente.
L’excrétion virale a été mis en évidence en RT-PCR jusqu’a J-65. Plus intéressant
encore, le virus a pu étre cultivé a J-59. Le clinicien doit prendre en compte cet
allongement d’excrétion virale chez les patients immunodéprimés, car ils demeurent

potentiellement infectants a M2 (23).
Structure et génome du SARS-CoV-2

Les virus de la famille des coronaviridae sont des particules pléiomorphiques,
grossiérement sphériques, enveloppés, d’une taille de 125 nm de diameétre environ.
L’enveloppe porte a sa surface de hautes projections formées de la protéine de
surface S (spike) et disposées en couronne, d’ou le préfixe « corona ». La protéine S
comporte deux sous-unités : la sous-unité S1 dans laquelle est situé le domaine de
liaison au récepteur (RBD) et la sous-unité S2 qui comporte le peptide de fusion.
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Deux autres protéines sont enchassées dans l'enveloppe du SARS-CoV-2: la
protéine de membrane (M) et la protéine d’enveloppe (E). La capside, de symétrie

hélicoidale, est constituée de la protéine N qui entoure le génome viral. (2,24)

Figure 3 : Structure du syndrome respiratoire aigu sévere — Coronavirus 2
(SARS-CoV-2) (25)

Le génome du SARS-CoV-2 est constitué d’'une molécule d’ARN simple brin de
polarité positive. Avec une longueur d’environ 30 000 nucléotides, c’est le génome
avec la plus grande taille en pathologie humaine. Il comporte plusieurs cadres
ouverts de lecture et code environ 30 protéines. Le génome posséde une extrémité

5- coiffée et une queue polyadénylée (polyA) en 3’. Dans le sens 5’-3’, on distingue :

- Alextrémité 5, une séquence leader et une séquence non codante.

- Une séquence codante ORFlab (deux cadres de lecture ORFla et ORF1b),
recouvrant approximativement 2/3 du génome viral et codant une polyprotéine
non-structurale scindée en 16 protéines non structurales essentielles au cycle
viral dont ’ARN polymérase ARN dépendante (RdRp).

- Quatre genes codants pour des protéines de structure : génes S, E, M, N
consécutivement (24).

- Six genes codant des protéines accessoires qui sont présents entre les genes
des protéines de structure

La figure 4 présente I'organisation du génome du SARS-CoV-2 ainsi que les ARN

subgénomiques synthétises.
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Figure 4 : Représentation compléte du génome du SARS-CoV-2 ainsi que les
ARN subgénomiques synthétisés (25)

Le génome viral du SARS-CoV-2 code pour 4 protéines de structure : une protéine
de surface (protéine Spike ou S), une protéine de membrane (M), une protéine

d’enveloppe (E) et une protéine de nucléocapside (N).

Protéine de surface (protéine S) : Cette glycoprotéine est d’'un poids moléculaire

d’environ 142000 kDa pour 1273 AA. La protéine S est une protéine de fusion de
type | organisée en triméres. La partie globulaire, ou sous-unité S1, permet la liaison
du virus a son récepteur cellulaire. Elle comporte un domaine de liaison au récepteur
(RBD) reconnaissant le récepteur a I'enzyme de conversion de l'angiotensine 2
(ACE2) (26). La sous-unité S2 est composée d’'un peptide de fusion, d'un site
protéolytique avec un peptide de fusion inclus dans ce site ainsi que des motifs de
répétitions HR1/HR2 (27).

Protéine de membrane (protéine M) : La protéine M est plus abondante. Elle contient

un court ectodomaine N-terminal, trois domaines transmembranaires connectés a un
endodomaine C-terminal intracellulaire. Il peut étre retrouvé sous forme longue ou
compact. La protéine M du SARS-CoV 2 est N-glycosylée (26). Elle permet
'assemblage du virus ainsi que la capture des différentes protéines de structures
essentielles a la formation du nouveau virion. Des liaisons de protéines M tapissent
le versant intracellulaire de la membrane plasmique responsable de la rigidité

membranaire.

Protéine d’enveloppe (protéine E) : Protéine courte, transmembranaire composee de

76 a 109 acides aminés pour un poids de 8.4 a 12 kDa. Sa structure contient une
courte extrémité extracellulaire hydrophile, un large domaine transmembranaire
hydrophobe ainsi qu’un domaine intracellulaire carboxylé hydrophile. Les fonctions

de cette protéine ne sont pas totalement élucidées. Elle aurait un rble dans
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'assemblage et la libération du virion. La protéine E, en interaction avec la protéine
M, aurait un réle dans la courbure de la membrane donnant cet aspect sphérique
(26,28).

Protéine de la nucléocapside (protéine N) : Elle a un réle dans le cycle viral et dans

la réponse cellulaire. Elle s’associe avec le génome viral afin pour former la
nucléocapside. Cela permet la protection, la réplication du génome ainsi que la
transmission du génome viral. L’interaction entre la protéine M, 'ARN et la protéine N
est indispensable a 'assemblage du virion. La protéine N aurait un réle dans la
transcription et la traduction du génome. Elle participe comme toutes les protéines de

structure a I'assemblage du virion (29).

Variabilité génétique

Les Coronavirus présentent une grande diversité génétique qui est liée a la plasticité
de leur génome. Cette diversité est liee a plusieurs facteurs: les mutations
ponctuelles, les «indels» (insertions et délétions) et les événements de

recombinaison (30).

Les coronavirus possedent un long génome a ARN de polarité positive. Le taux de
mutation du virus est significativement plus élevé que les virus a ADN. Ce taux est
estimé entre 8x10“ et 1.79x10% Néanmoins, il est considéré comme plus faible par
rapport a d’autres virus a ARN. Ceci s’explique par la présence d’'une relecture via
une exonucléase, permettant de diminuer le taux d’erreur et le nombre de mutations
(24,31).

L’évolution génétique suite a des mutations dans le génome viral reste donc toutefois
un phénomeéne attendu pour le SARS-CoV-2, et a été rapidement confirmée par

I'’émergence de nombreux variants.

Le premier variant décrit par rapport au virus initial isolé a Wuhan est un variant
présentant une mutation A > G en position 23 403, avec comme conséquence la
substitution d’'un acide aspartique par une glycine en position 614 (mutation D614G)
sur la protéine S. Ce variant apparue en Mars 2020 a été démontré comme
possédant une infectivité accrue, permettant sa diffusion dans le monde entier. La

guasi-totalité des souches circulant aprés Mars 2020 portent cette mutation.

Une surveillance renforcée des variations génétiques du SARS-CoV-2 au niveau

by

mondial a été rapidement possible grace a une augmentation des capacités de
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surveillance génomique (séquencage du virus). Les séquences produites dans
chaque pays sont partagées dans des bases de données internationales, notamment

la base de données GISAID (Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data)

Plusieurs outils sont utilisés en pratique pour la nomenclature de ces variants comme

par exemple la classification Nexclade (https://clades.nexstrain.org/) qui propose une

classification en clade ou la nomenclature PANGO, plus dynamique, qui réalise une
assignation de lignage, permettant un meilleur suivi de I'évolution des variants (32—
35).

Au-dela de la nomenclature, la classification des variants est réalisée en catégories
selon une analyse du risque associé aux caractéristiques du virus (augmentation de
la transmissibilité, de la gravité de I'infection ou encore I'échappement immunitaire).

Ces catégories sont proposées par 'OMS et les instances nationales.

Nous présenterons ici la classification de Santé Publique France dont I'analyse de

risque a conduit au classement des variants évalués en trois catégories :

e Variant préoccupant ou variant of concern (VOC) : variant pour lequel il a été

démontré en comparant avec un ou plusieurs virus de référence et :

o Une augmentation de la transmissibilité ou un impact défavorable sur
I'épidémiologie du COVID-19

o Une augmentation de la gravité ou un changement de la présentation
clinique

o Une diminution de l'efficacité des mesures de contréle mises en place
(mesures de prévention, tests diagnostiques, vaccins, molécules
thérapeutiques)

o Ou classement en VOC par lTOMS

e Variant a suivre ou variant of interest (VOI) :

o Variant caractérisé par un changement phénotypique par rapport a un
virus de référence ou des mutations qui conduisent a des changements
en acides aminés associés a des implications phénotypiques
confirmées ou suspectées :

» Et responsable d’'une transmission communautaire (multiples
cas confirmés ou clusters), ou a été détecté dans de multiples
pays.

* Qu classement en VOI par TOMS
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e Variant en cours d’évaluation :

o Absence déléments virologiques, épidémiologiques ou cliniques
probants en faveur d’'un impact en santé publique en France, malgreé la
présence de mutations retrouvées chez un ou plusieurs variants
d’intérét/a suivre (36).

Tableau 2 : Classement des variants du SARS-CoV-2 en fonction des critéres
établis par Santé Publique France (36)

Classement des variants du SARS-CoV-2 en France, 22/09/2021

Variants préoccupants (VOC) Variants a suivre (VOI) Variants en cours d'évaluation (VUM)
201 (V1,B.1.1.7 +/- E484K/Q, Q.%, Alpha) 216 (C.37, Lambda) 20A (B.1.620)
0,1% des séquences (Flash#22) Non détecté depuis Flash#16 Non détecté lors de Flash#22
20H (V2, B.1.351/ B.1.351.%, Beta) 21H (B.1.621/B.1.621.1, Mu) 20B (B.1.1.318)
Non détecté depuis Flash#19 0,1% des séquences (Flash#22) <0,1% des séquences (Flash#22)
20J (V3, P.A/P1.* Gamma) 20D (C.36.3)
<0,1% des séquences (Flash#22) Non détecté depuis Flash#19
21A (B.1.617.2/AY.%, Delta) 20D (€.1.2)
99,6% des séquences (Flash#22) Jamais détecté lors d'enquétes Flash

Tableau 3 : Détection, mutations et caractéristiques des VOC (37-39)

VOC Alpha Beta Gamma Delta
Septembre Septembre Décembre Décembre
Détection 2020 2020 2020 2020
Angleterre Afrique du Sud Brésil Inde
Mutations K417N E484K = K417T E484K

N501Y D614G L452R T478K

d’intéréts de la N501Y D614G  N501Y D614G
protéine Spike P681H ATO1V H655Y Do E S
Risque majoré d’hospitalisation et Infecte un
d’admission en soins intensif pour les moins  9roupe plus
de 60 ans jeune de patient
(10-50 ans)
Mortalité plus élevé par 2 fois plus

rapporta B.1.1.7 contagieuse par

rapport aux
variants
précédents.

Caractéristiques

2 fois plus de
risques
d’hospitalisation
comparativement
au variant Alpha.



Cycle viral

Le cycle viral du SARS-CoV-2 peut étre subdivisé en trois grandes étapes : (i)
'entrée du virus dans la cellule héte, (ii) la réplication du génome et (iii) la formation

et la libération de nouvelles particules virales.

La protéine S est responsable de la reconnaissance du récepteur cellulaire du
SARS-CoV-2 qui est I'enzyme de conversion de l'angiotensine 2 (ACE2). Plus
précisément, c’est le RBD contenu dans le domaine S1 de la protéine qui porte
I'activité de liaison au récepteur. Le domaine S2 permet la fusion des membranes
virales/cellules cibles lorsque S1 est arrimé (27). La fusion est initiée a la suite
d’importants réarrangements conformationnels de la protéine S qui résultent de son
clivage protéolytique par des protéases cellulaires. Deux voies d’entrées s’offrent au
virus selon la protéase utilisée : (i) la voie directe majoritaire qui fait suite au clivage
protéolytique par la TMPRSS2 (transmembrane protease serine subfamily member
2). Cette protéase est localisée sur la membrane cellulaire, et la fusion sera réalisée
directement a la surface de la cellule; (i) la voie endosomale avec une
internalisation dans le cytoplasme via un endosome clathrine dépendante ou

indépendante, et I'intervention de protéases endosomales (40).

La fusion s’accompagne de la libération du génome viral dans le cytoplasme. L’ARN
viral positif sert de matrice a la synthese des deux polyprotéines ppla et pplab (a
partir des cadres de lecture ORFla et ORF1b) qui formeront le complexe replicase-
transcriptase (RTC) aprés leur maturation. Les polyprotéines ppla et pplab
fourniront respectivement 11 et 16 protéines non structurales (nsp) dont les
protéases de type papaine PLpro (nsp3) et Mpro (nsp5) (25,27,41). La PLpro permet
le clivage des sous-unités précédant le nsp4, le Mpro a partir de nsp5. Elles
permettront la génération de protéines non structurales a partir des polyprotéines

ppla et pplab par clivage protéolytique (41,42).

Le RTC localisé au niveau de la membrane du réticulum endoplasmique se compose
de nsp 2 a 16. Les protéines nsp 2 a 11 modulent I'évasion immunitaire et les
protéines nsp 12 a 16 ont une activité enzymatique. La protéine nspl2 ou RdRp
(RNA dependent RNA polymerase) qui est une ARN polymérase avec une activité
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exonucléase assurant une meilleure fidélité via une relecture de 'ARN synthétisé
(42).

Le RTC initie ensuite les étapes de réplication successives de 'ARN génomique. Les
réplicons ainsi constitués seront encapsulés dans les futurs virions. Le complexe
réalisera également la transcription de I'ensemble des ORF codant les protéines
structurales et accessoires, sous la forme d’'un ARN messagers (ARNmM) dits « sous-

génomiques ».

La réplication de 'ARN génomique repose sur la synthése initiale d’un intermédiaire
ARN négatif qui sert ensuite de matrice pour la synthese des ARN génomiques de
pleine longueur. La réplication de 'ARN génomique est un processus de synthese
continue. Le mécanisme de transcription quant a lui est discontinu avec la synthése
d’ARN sous-génomiques (de différentes longueurs, selon la région transcrite) qui

vont coder pour des protéines accessoires et structurales (25,42).

La traduction des protéines de structure s’initie dans le réticulum endoplasmique
rugueux de la cellule. La protéine N entoure 'ARN. La protéine M permettra
'assemblage des protéines de structure de la nucléocapside, de I'enveloppe et de la
protéine spike. Ce virion assemblé se transmet a la membrane cellulaire via un
transport vésiculaire. Cette vésicule fusionnera avec la membrane plasmique
permettant la libération par exocytose des nouvelles particules virales formées dans

I'espace extracellulaire (27).
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Figure 5 : Cycle cellulaire des coronavirus humains (40)

Manifestations cliniques

Le SARS-CoV 2 fait partie des coronavirus hautement pathogénes. Contrairement
aux coronavirus bénins infectant 'lhomme, le spectre clinique du SARS-CoV-2 est
large, s’étendant des formes asymptomatiques ou paucisymptomatiques jusqu’aux
formes graves, imposant une prise en charge en service de réanimation, et pouvant
se compliquer d’atteintes systémiques et multiorganiques, de choc septique et de

défaillances multiviscérales.

Infections asymptomatiques
Si les infections asymptomatiques sont une réalité dans la COVID-19, la proportion

exacte de personnes infectées par le SARS-CoV-2 et demeurant asymptomatiques
est encore mal définie. Plusieurs méta-analyses ont retrouvé des proportions assez
variables dans la population dépistée. Globalement, la prévalence de ces infections

asymptomatiques pourrait se situer entre 20 et 50% (43).

A titre d’illustration, une étude menée dans un établissement d’hébergement pour
personnes agées dépendantes (EHPAD) a montré que 54% (42-65%) des résidents

étaient asymptomatiques au moment du test et que 28% (13-50%) d’entre eux
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demeuraient asymptomatiques pendant toute la période de suivi (44). De méme, les
tests réalisés a la suite de cas sur le bateau de croisiére Diamond Princess, ont mis

en évidence que 17,9% des sujets infectés étaient asymptomatiques (45).

Selon le CDC les symptdmes peuvent apparaitre entre 2 et 14 jours aprés
I'exposition au virus. Les patients symptomatiques peuvent développer une forme
bénigne (40%) ou modérée (40%) de la maladie. Celle-ci s’aggrave chez environ
15% des patients, avec un besoin d’apport en oxygéne, et 5% des patients

présentent un état critique nécessitant une prise en charge en réanimation.

Infection symptomatique légere a modérée
Il s’agit d’'une infection virale des voies aériennes supérieures. Les symptémes les

plus courants sont la fievre, la toux et une asthénie. Les autres symptémes, moins
courants, sont une perte d’odorat (anosmie), du gout (agueusie), des maux de gorge,
une congestion nasale, des céphalées, des arthralgies et myalgies, une conjonctivite,
des signes digestifs a type de diarrhées, nausées et vomissements, ou encore une
éruption cutanée. Dans ces formes, les symptémes respiratoires tels que la toux et la
sensation d'un souffle court ne sont pas accompagnés de signes d’atteinte

pulmonaire séveére (46).

Infection sévere
Les formes séveres de COVID-19 se présentent sous forme de pneumonie avec une

toux, une dyspnée et des infiltrats a la tomodensitométrie thoracique. Le syndrome
de détresse respiratoire aigué (SDRA) avec une tachypnée (fréquence respiratoire >
30 cpm) et une hypoxémie (SpO2 < 90% en air ambiant), est une complication
majeure de la pneumonie a COVID-19 chez les patients atteints de forme grave.
Dans ces formes, un apport en oxygene par voie nasale est nécessaire chez environ
50% des patients hospitalisés. Une ventilation mécanique non invasive est
indispensable pour environ 30% des patients et moins de 3% nécessitent une
ventilation mécanique invasive, avec ou sans oxygénation par membrane
extracorporelle (ECMO) (47).

L’OMS a défini trois niveaux de sévérité de la COVID-19 :

- Une forme non sévere, définie comme l'absence de tout signe de forme
sévere ou critique de la COVID-19.
- Une forme sévere, avec la présence de I'un des éléments suivants : saturation

en oxygene <90% en air ambiant, fréequence respiratoire > 30 respirations par
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minutes, signes de détresse respiratoire sévere (utilisation des muscles

accessoires, incapacité a former une phrase compléte...).

- Une forme COVID-19 avec un état critique : définie par les criteres du
syndrome de détresse respiratoire aigué, un état septique, un choc septique
ou d’autres problémes nécessitant normalement des soins vitaux, comme la
mise sous ventilation mécanique (invasive ou non invasive) ou I'administration

de vasopresseurs (43).

Diagnostic biologique du SARS-CoV-2

Dans ce chapitre, nous parlerons essentiellement du diagnostic direct. Les tests
sérologiques utilisés pour le diagnostic indirect seront détaillés dans le chapitre

« évaluation de la réponse immunitaire ».

La stratégie de diagnostic direct de 'infection par le SARS-CoV-2 est essentiellement
basée sur la technologie d’amplification des acides nucléiques. La PCR en temps
réel apres transcription inverse (RT-PCR) est le gold standard pour le diagnostic
précoce. La RT-PCR présente de bonnes performances (sensibilité >95% et
spécificité proche de 100% au cours de la période d’excrétion virale), et permet

d’avoir un débit suffisant pour un dépistage a grande échelle de la population (48).

Modalités de prélevement
Il est recommandé de réaliser un préléevement nasopharyngé pour la détection du

SARS-CoV-2 par RT-PCR. Un écouvillon est introduit dans la cavité nasale
perpendiculairement au plancher buccal afin de venir prélever les cellules du
nasopharynx. La sensibilité de ce type de prélevement est supérieure aux
prélévements oro-pharyngés et a la salive. Ces derniers peuvent étre utilisés lors de
dépistages massifs ou en cas de contre-indications au prélévement nasopharyngeé
(comme par exemple la petite enfance ou une anomalie anatomique ORL). Les
prélevements respiratoires profonds (prélévements trachéaux, liquide broncho-
alvéolaire...) sont les prélevements les plus sensibles et doivent é&tre
systématiquement réalisés en cas d’atteintes respiratoires basses. Le virus peut étre
détecté dans d’autres prélevements comme les selles mais ce prélevement ne doit

pas étre utilisé isolément pour le diagnostic (49,50).
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Le préléevement doit étre réalisé lorsque I'excrétion virale est a son maximum afin
d’augmenter la sensibilit¢ du test. Dans le prélevement nasopharyngé chez
'immunocompétent avec une infection non compliquée, le pic d’excrétion virale se
situe habituellement entre J-1 et J3 (par rapport a I'apparition des symptdmes). Elle
diminue de maniere significative a J+7 (48). Au-dela de la premiére semaine, on peut
observer une meilleure détection dans les prélevements profonds en cas d’atteinte

pulmonaire et dans les selles.

’ Détection - ' : o b
[ bl PCR fréquemment pasitive PCR fréguemment négative J

Sars-CoV-2

Semaine -2 | Semaine-1 Semaine 1 Semaine 2 Semaine 3 Semaine 4 Semaine 5 Semaine &

Apparition des symptémes PCR sur prélbvement naso-phanmngé

Figure 6 : Détection de I’ARN du SARS-CoV-2 dans le prélevement
nasopharyngé (48)

Cibles amplifiées et méthodes
Les régions habituellement amplifiées en RT-PCR ciblent les protéines E, N, S et la
RdRp. Les premiers travaux avaient montré que RdRp donnait la meilleure
sensibilité, et que la région S permettait d’améliorer la spécificite. L'OMS a
recommandé l'utilisation des génes RdRp, E, N et S dans différentes combinaisons
(48). Les premieres techniques sont des techniques « maison » inspirées de celle
décrite par Corman et al (51). Ainsi, en France, le CNR des virus respiratoires a trés
rapidement fourni aux laboratoires de diagnostic un protocole ciblant deux régions
différentes du gene RdRp. Mais tres rapidement, de nombreuses trousses
commerciales ont été mises sur le marché, avec le plus souvent des performances
similaires (48). La figure 7 présente les étapes en pratique du diagnostic de la
COVID-19 par RT-PCR.
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Figure 7 . Etape du diagnostic du SARS-CoV-2 par technique de RT-PCR (52)

A c6té des méthodes classiques permettant de réaliser le plus souvent des séries,
des techniques rapides permettant I'obtention d’un résultat en moins d’une heure, ont
été mises en place en RT-PCR simple comme par exemple sur la plate-forme
GenXpert (Cepheid®) ou en RT-PCR multiplex comme par exemple la plate-forme
Filmarray (Biomerieux®).

Le tableau 4 présente quelques exemples de méthodes utilisées en routine dans les

laboratoires de diagnostic.
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Tableau 4 : Méthodes de RT-PCR utilisées en routine pour le diagnostic du
SARS-CoV-2 (52)

Développeur Extraction Amplification Cycleur
MGI Nucleic QuantStudio
TagPath COVID- Acid Extraction Real-Time

Thermofisher

Scientific 19 CE-IVD RT- Kit on the MGl ORFlab, S, N PCR System
PCR Kit SP-960 (Applied
instrument Biosystems)
CFX96
AltoStar Touch Deep
Purification Kit Weel Real-
Altona RealStar SARS- 1.5 extraction Time PCR
Diaanostics CoV-2 RT-PCR Kit on Altostar E, S Detection
9 Kit 1.0 Automation System
System AM16 (BioRad
Laboratories)
Real-Time MGI Nucleic QuantStudio
Beijing Fluorescent RT-  Acid Extraction 5 Real-Time
Genomics PCR Kit for Kit on the MGl ORF1 PCR System
Institute Detecting SARS- SP-960 (Applied
CoV-2 instrument Biosystems)
Diasorin Simplexa COVID- LIAISON
Molecular 19 direct Aucun S, ORFlab MDX
BD SARS-CoV-2
BD reagents for BD oD MAXExK N1, N2 BDMAX
TNA-3
MAX system
CFX96
StarMag 96 T.ﬁl:ﬁg PR ggl-
AllPlex 2019 n- Extraction Kit .
Seegene . E, N, RdRp Detection
CoV assay on Microlab ,
. System (Bio-
Nimbus
Rad
Laboratories)
Included
Qiagen QIASEEPX automated E, ORF1b QlAstat
respiratory panel RNA extraction
Included
Cepheid éﬁethSXgés/SZ automated N2, E G?Rﬁz(ifert
RNA extraction y
Institut QlAamp Viral RdRp (2 Dl Rzl
. . L Time PCR
Pasteur Développement RNA Mini Kit regions Svstem
Paris en laboratoire (Qiagen, cibles, (Ay lied
France) IP2/IP4) bp

Biosystems)
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Test RT-LAMP
Le test RT-LAMP est une méthode d’amplification isothermique sans extraction des

acides nucléiques, qui a I'avantage d'une relative rapidité, permettant de disposer
d'un résultat en 40 minutes. Les performances de cette approche sont
habituellement en dessous de celles de la RT-PCR qui reste le gold standard.
Néanmoins, des tests RT-LAMP intégrés sur salive ont été développés et selon les
données colligées par la HAS, les performances diagnostiques du test RT-LAMP
intégré étaient satisfaisantes pour les patients symptomatiques (une sensibilité
clinique de 84%, une spécificité clinique de 99%) avec un mode de prélevement plus
acceptable que le préléevement nasopharyngé (53). Toutefois I'avis favorable rendu
par la HAS en novembre 2020, a été récemment suspendu en raison de données
nouvelles de performance, et de l'existence d’alternatives fiables présentant les

mémes niveaux d’acceptabilité ou de rapidité (54).

Test TMA
Le test TMA (Transcription Mediated Amplification) a été également utilisé pour la

détection du SARS-CoV-2. C’est le cas du test Aptima (Hologic ®). Les
performances de cette approche sont proches de celle de la RT-PCR (55).

Les tests antigéniques sont essentiellement basés sur une technique
d’immunochromatographie a lecture manuelle ou automatisée. Malgré une plus faible
performance comparativement aux techniques de RT-PCR, notamment en terme de
sensibilité (de 68% a 90% selon la HAS), leur rapidité de rendu de résultat (10 a 15
minutes) permet d’étudier un grand nombre de patients et peut étre utile chez des

patients symptomatiques (48,56).

Ces tests détectent des antigenes du SARS-CoV-2 (majoritairement de
nucléocapside) a partir d’'un prélevement nasal ou nasopharyngé. lls sont utilisables
lors des 7 premiers jours post-symptéme, avec une recommandation proposée lors
des 4 premiers jours chez les patients symptomatiques, lorsque la charge virale est
importante. La facilité de réalisation et d’interprétation de ces tests facilitent 'accés
au diagnostic précoce de I'infection et peut contribuer a limiter les contaminations. lls
ont été parfois utilisés dans le cadre d’'un dépistage organisé en population ciblée
(56).
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Réponse du systeme immunitaire
contre le SARS-CoV-2

Immunité innée

Le scénario généra
L’immunité innée est la réponse initiale du systéme de défense face a un pathogéne.

Sa mise en place est rapide, non spécifique et nécessaire pour la réponse adaptative
ultérieure. Sa mise en ceuvre est un facteur pronostique de la maladie. Ainsi, une
mise en place tardive de celle-ci, notamment chez les patients immunodéprimés,

majore le risque d’infection sévere (57).

L’entrée du virus dans les cellules cibles et sa réplication entrainent la libération de
motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMPS), qui sont reconnus par les
récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (PRR) des cellules voisines
(épithéliales, macrophages alvéolaires). Cette reconnaissance s’accompagne d’une
production d’interférons, de cytokines pro-inflammatoires et de chémokines qui
permettent le recrutement de différentes cellules (monocytes, macrophages, cellules
NK, cellules dendritiques, lymphocytes T) pour amplifier la réponse innée et pour

contribuer a l'initiation de la réponse adaptative ultérieure (58,59).

En dehors des acteurs cellulaires des cytokines/chémokines, le systeme du
complément est également impliqué dans la réponse innée au SARS-CoV-2 a
travers l'activation des voies classiques, alterne du complément ainsi que la voie des

lectines.

Mécanismes de la reconnaissance par les senseurs de I'immunité
innée

Le SARS-CoV-2 peut étre détectée par plusieurs senseurs de l'immunité innée
(PRR) : les TLR (Toll-like receptor) notamment 3, 7 et 8 situés dans le compartiment
endosomal/lysosomal et les RLR (retinoic acid-inductible gene-I-like receptor) situés
au niveau du cytosol notamment le RIG-I (retinoic acid-inductible gene-I) et le MDA5
(melanoma differentiation-associated protein 5).

La détection de I'ARN viral par les TLR permet le recrutement de protéines
adaptatrices contenant le domaine TIR (Toll-interleukin receptor) comme la protéine
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MyD88 (myeloid differentiation factor 88), conduisant a l'activation des facteurs
transcriptionnels IRF3 et IRF7 nécessaires a l'induction des interférons a activité
antivirale, et du facteur transcriptionnel NF-kB permettant I'induction de cytokines
pro-inflammatoires et de chimiokines. La signalisation MDA5 quant a elle induit une
réponse antivirale via l'activation de la protéine MVAS (mitochondrial antiviral
signaling protein). La figure 8 présente la reconnaissance du SARS-CoV-2 par les

senseurs de I'immunité innée (60).
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Figure 8 : Reconnaissance et cascade d’activation lors de la reconnaissance
du SARS-CoV-2 (60)

Conséquences de la réponse de I'immunité innée
Deux modalités peuvent étre observées pour cette réponse :

- Une réponse immunitaire saine avec un controle de la réplication virale qui se
traduit par I'obtention de la clairance virale des cellules infectées et un tableau
clinique non sévere.

- Une réponse immunitaire dysfonctionnelle avec une infiltration excessive des
monocytes/macrophages et des lymphocytes T, pouvant conduire a un orage

cytokinique et a des lésions tissulaires graves (58).
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Les médiateurs solubles et cellulaires contribuent a ces deux résultats opposeés, bien
que les mécanismes qui font pencher la balance d’'un c6té ou d’un autre ne soient

pas encore entierement élucidés.

Production et activité
Les interférons sont répartis en trois groupes principaux : les IFN de type |

(principalement IFN-a/B), de type Il (IFN-y) et de type Il (IFN-A). Les IFN de type | et
[l ont une activité antivirale et sont produits par les cellules nucléées aprés une
infection virale, en plus des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) spécialisées
dans la production d'IFN qui peuvent également détecter la présence de virus en
l'absence de réplication virale productive. L'IFN de type Il ou [IIFN-y est
principalement produit par les cellules NK et les cellules T helper 1 (Thl) et joue un
réle central dans la régulation de l'immunité innée et adaptative contre plusieurs

pathogénes (61).

Les IFN de type | produits par les cellules infectées se lient au récepteur IFN
(IFNAR) composé des sous-unités IFNAR1 et IFNAR2 et, par l'activation de la
tyrosine kinase 2 et de la Janus kinase 1, permettent la phosphorylation des
transducteurs de signaux et des activateurs de la transcription (STAT1 et STAT2).
Les STAT phosphorylées forment avec I''RF-9 un complexe qui, aprés translocation
nucléaire, initie la transcription des génes stimulés par I''FN (ISG ou interferon-
stimulated genes). La signalisation de I''FN de type Il se fait via un récepteur de
surface différent qui s'exprime principalement sur les cellules épithéliales, mais
partage avec I'lFN de type | la méme cascade intracellulaire. En conclusion, les IFN
de type | et lll protegent les cellules hétes en induisant I'expression d’une pléthore
d’ISG codant pour des protéines interférant avec la réplication virale et, ainsi, limitent

a la fois la propagation virale et la charge virale (60).

Données sur les interférons de type | chez les sujets infectés par le

SARS-CoV-2
Plusieurs données démontrent I'importance de la réponse anticorps dans le contréle

de linfection par le SARS-CoV-2. Ainsi, la présence d'anticorps neutralisants ciblant
des sous-types d'IFN de type | chez environ 10 % des patients séveres peut
contribuer a une altération de I'expression de cette réponse (62). De méme une

absence de détection d’IFN-B et des taux faibles d'IFN-a ont été associés a une
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charge virale sanguine élevée et observés chez les patients COVID-19 graves, en

comparaison aux formes non graves (63).

Une expression é€levée des ISG dans les cellules mononucléées du sang
périphérique (PBMC) a été observée chez les patients COVID-19 légers ou
asymptomatiques par rapport aux patients COVID-19 graves. Cette expression est
probablement liée a une production précoce et importante d'IFN dans les poumons
avec une diffusion ensuite dans la circulation sanguine ou des taux plasmatiques

élevés d'IFN-a sont retrouvés (62,64).

L’expression réduite d'IFN de type | dans le sérum de patients COVID-19 séveéres est

habituellement associée a des niveaux €levés de cytokines pro-inflammatoires.

Le pouvoir pathogene du SARS-CoV-2 repose principalement sur la capacité du
virus a entraver la voie IFN et, a stimuler en paralléle une production élevée de
chimiokines et de cytokines pro-inflammatoires, en particulier l'interleukine (IL)-6,
suggérant ainsi que le SARS-CoV-2 a développé de multiples mécanismes efficaces
pour faire pencher la balance en faveur d'un statut pro-inflammatoire interférant avec
la production d'IFN (60).

La gravité de l'infection a SARS-CoV-2 est liée a la latence d’apparition et au taux
sérique des IFN de type |. La proposition d’un traitement par interféron de type | a été
mise en place. La figure 9 montre qu’une injection précoce d’interféron permettrait un
controle de la voie inflammatoire par la diminution de cytokines inflammatoires et

d’interférons. De méme, les symptémes cliniques sont de plus faible intensité.

Cette injection d’interféron doit néanmoins avoir lieu a la phase précoce de la
maladie, afin de contrer le mécanisme d’évasion immunitaire. Une administration

tardive d'IFN n’a pas d’impact significatif (65).
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Figure 9 : Impact de la réponse interféron ou du traitement interféron au cours

de la COVID-19 (65)

L’abondance du virus dans les alvéoles pulmonaires ainsi que linfiltration des

cellules de I'immunité innée (cellules dendritiques plasmacytoides majoritairement)

occasionne de maniére tardive une importante concentration d’IFN-I, qui n’est plus

inhibée par les mécanismes d’échappement viral. Cette concentration génére un

recrutement et 'accumulation de monocytes/macrophages, de cellules dendritiques,

engendrant une boucle d’amplification de la synthése d’interféron. Ce mécanisme

immunopathologique explique la gravité chez les patients immunodéprimés, comme

le présente la figure 10 (57,61).
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Figure 10 : Mécanisme immunopathologique d’une réponse tardive et
importante de synthése d’interféron concernant les malades graves atteints de

COVID-19 (61)
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Des taux sériques plus élevés d’IFN-A ont été observés chez les patients COVID-19
non graves. Par ailleurs, il a été trouvé que I'lFN-A était induit de maniére robuste et
précoce comme les IFN de type |, et indépendamment de la gravité de la COVID-19,
en comparaison a des patients avec une grippe non grave. Notamment, des
concentrations plus élevées d'IFN-A chez les patients atteints de COVID-19 étaient
corrélées a une charge virale plus faible dans les aspirations bronchiques et a une
clairance virale plus rapide et un ratio IFN-AIFN de type | plus élevé était corrélé a

une meilleure évolution clinique pour les patients gravement malades (66).

Il a été également rapporté une détection de I''FN-A dans les voies respiratoires
inférieures des patients COVID-19, alors qu’il est absent dans les voies respiratoires
supérieures. De plus, dans un modele Murin, il a été démontré que I'IFN-A produit par
les cellules dendritiques pulmonaires pouvait induire une altération de la barriere
épithéliale pulmonaire, provoquant une susceptibilité aux surinfections bactériennes
mortelles. Toutefois I'administration précoce d'IFN-A dans un modéle Murin de
COVID-19 pourrait conférer une protection, contrairement a une exposition chronique
(67).

Un essai de phase 2 randomisé contre placebo a évalué I'utilisation du peginterféron
lambda pour le traitement des patients ambulatoires atteints de COVID-19, et a
montré une accélération de la clairance virale a J7, en patrticulier chez les patients
dont la charge virale initiale était élevée. Une administration précoce de
peginterféron lambda pourrait donc prévenir la détérioration clinique et raccourcir la

durée de I'excrétion virale (68).

Production et activité
Les méme PRR impliqués dans la production des interférons, et notamment les TLR

peuvent également engager des voies de signalisation aboutissant a la production de
cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. Contrairement a la voie de synthese
d’interférons, cette signalisation entraine 'activation du facteur transcriptionnel NFkB
qui apres migration vers le noyau de la cellule, va induire la synthése des cytokines

et chimiokines pro-inflammatoires (69).

Par ailleurs, des récepteurs de la famille des NLR (NOD-like receptors) peuvent

entrainer l'activation de linflammasome NLRP3. Le NLRP3, par le biais de la
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protéase caspase 1, clive la pro-IL-1B et la pro-IL-18. Il permet la sécrétion d'IL-1p3 et

IL-18, cytokines pro-inflammatoires (70).

Données sur les cytokines chez les patients COVID-19
L’infection a SARS-CoV-2 peut entrainer une surexcitation du systeme immunitaire

avec une libération massive de cytokines pro-inflammatoires. Ce phénomene, connu
sous le nom d’orage cytokinique, commence par une réponse inflammatoire localisée
avec ensuite une propagation systémique, et une amplification du recrutement de
cellules immunitaires dans les tissus infectés. Plusieurs cellules du systeme
immunitaire, a savoir les cellules B, les cellules T, les cellules NK, les macrophages,
les DC, les neutrophiles, les monocytes, ainsi que cellules épithéliales et

endothéliales, contribuent a I'orage cytokinique au cours de COVID-19.

Les patients infectés par le SRAS-CoV-2, en comparaison aux contrbles sains,
présentent des taux plasmatiques élevés de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires (telles que I'lL-1, I'antagoniste du récepteur de I'lL-1, IL-2, IL-6, IL-7,
IL-10, le TNF-a, 'lFN-y, le GM-CSF, le G-CSF, le PDGF...), ainsi que de plusieurs
chimiokines (comme le CCL2, CCL3, CCL4, CXCL10, CCL8, CXCL2, CXCLS,
CXCL9, CXCL16...).

La figure 11 présente un panorama des cytokines et chimiokines produites au cours
de l'infection par le SARS-CoV-2.

Par ailleurs, une corrélation avec la gravité de I'infection et la concentration sérique a
été rapportée pour plusieurs cytokines et chimiokines (IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-10,
TNF-a, G-CSF, CCL2, CCL3, CXCL8 et CXCL10).

En dehors de la gravité de la maladie, la persistance de taux plasmatiques élevés
d'IL-6, IL-10 et TNF-a a été associée a une moins bonne récupération de la COVID-

19, et une altération de la réponse cellulaire T.

Chez les patients COVID-19 séveres, le taux plasmatique d’'IL-6 est particulierement
corrélé a la charge virale et aux altérations pulmonaires (71). Son élévation est
considérée comme le marqueur pronostique le plus robuste de mortalité
indépendamment des comorbidités. Une autoamplification peut résulter de la voie de
TH17. IL6 active cette voie et lors de sa surexpression, elle délivrera de I'lL6 a son
tour. L’'IL1B et le TNFa augmentent la concentration de I'lL6 (72).

Le profil cytokinique dans le LBA, et les données issues des biopsies confirment

eégalement cette notion d’orage cytokinique.
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Figure 11 : Cytokines et chimiokines produites au cours de I'infection par le
SARS-CoV-2 (60)

Le systeme complément

SARS-CoV-2 et cascade du complément

Le systéme complément fait partie d’'une des nombreuses défenses de I'immunité
innée. Il existe 3 voies principales pour l'activation du complément qui sont
indépendantes, mais qui se chevauchent : les voies classiques et alternes et la voie

des lectines (Figure 12). Ces 3 voies clivent des zymogénes en cascade par le biais

52



d’'une C3 convertase et une C5 convertase, avec pour finalité la formation du
complexe d’attaque membranaire (CAM) et la libération des anaphylatoxines. Le
virus peut activer le complément par I'interaction entre la protéine de nucléocapside
N et MASP2. Cette liaison active majoritairement la voie des lectines. La voie alterne

sera préférentiellement stimulée par la protéine spike du SARS-CoV-2 (73,74).

Le systéme du complément se situe a l'interface entre I'immunité innée et adaptative.

Il permet d’éliminer efficacement les virus via plusieurs mécanismes :

- L’opsonisation des virus et des cellules infectées (y compris en les lysant)
- L’induction d’un état immuno-inflammatoire antiviral, en stimulant les réponses
immunitaires spécifiques au virus

- La neutralisation directe des virus
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Figure 12 : Voies d’activations du systéme complément (75)
Données sur le complément chez les patients COVID-19

Plusieurs données clinico-biologiques sont en faveur d’'une hyperactivation du

complément chez les patients COVID-19.

Chez le patient gravissime, une suractivation des voies du complément a été mise en

évidence. L’élévation des facteurs B, C3a, C5a et des facteurs composant le CAM
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(C5b-9) sont corrélés a la gravité clinique et apparaissent a un stade tardif de la
maladie. Le taux important de C3a, se traduit par une consommation de C3 et la
chute de sa concentration dans le sang périphérique. Chaque diminution de 1 g/L
augmente de 7 fois plus le risque de déces. Son augmentation, quant a elle, diminue
le risque de mortalité. Le facteur C4 diminue également, montrant I'activation des
voies classiques et des lectines dans les cas de COVID-19 grave. Un autre
marqueur utilisé correspond a I'élévation des niveaux de C4d et de sC5b-9, qui sont
associés au développement d’une insuffisance respiratoire. La variation de ces
marqueurs parait indépendante des différentes comorbidités et des complications
retrouvées dans la COVID-19 (76,77).

Par ailleurs, en dehors des marqueurs solubles, des dépbdts de fragments de
complément ont été observés dans plusieurs organes chez des patients atteints de
COVID-19, comme par exemple dans des lésions pulmonaires ou cutanées. De
méme, des anomalies endothéliales observées dans de nombreux organes,
notamment les reins, les poumons, le cceur, lintestin gréle et le foie, ont été

également associées a 'activation du complément.

L’état d'hypercoagulabilité observée dans les infections sévéres par le SRAS-CoV-2
contribue probablement a la lésion endothéliale et a Il'activation du complément.
Cette hypercoagulabilité est différente de la CIVD. Les caractéristiques de cet état
incluent: un TP normal mais un TCA et un taux de fibrinogene élevés, une
numeération plaquettaire normale ou augmentée, un taux d'antithrombine proche de la

normale et une augmentation de la protéine C et du facteur VIII.

Plusieurs mécanismes peuvent expliquer les lIésions médiées par le complément au
cours de la COVID-19: l'activation des neutrophiles et linduction de NETSs,
I'hnypercoagulabilité et 'hyperinflammation (orage cytokinique). lls sont résumés sur

la figure 13.
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Figure 13 : Boucle d’inflammation médiée par I'activation exacerbée du
complément par le SARS-CoV-2 (75)

Acteurs cellulaires
Plusieurs types cellulaires sont impliqués dans la réponse innée vis-a-vis du SARS-

CoV-2. Le systéme immunitaire inné est activé par les cellules résidentes dans les
tissus infectés comme par exemple les cellules épithéliales, les cellules et les
macrophages alvéolaires. La premiére réaction de I'organisme est de lutter contre la
propagation du virus. La libération de cytokines, chimiokines permet le recrutement
de neutrophiles, monocytes, macrophages, cellules dendritiques et des lymphocytes
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NK issus de la circulation sanguine. Cette réaction cellulaire a pour objectif

I'élimination du virus avant sa propagation (60).

Monocytes/Macrophages
Les monocytes et macrophages sont des acteurs majeurs du systeme immunitaire

inné notamment grace a la reconnaissance du virus via leurs récepteurs ACE2, ou la
synthése de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. Lors du SDRA, un
syndrome d’activation des macrophages est retrouvé de maniére systématique.
Dans la circulation, cette activation est marquée par un phénotype majoritaire double
positif CD14+/CD16+. Ce phénotype est un profil dit inflammatoire des
monocytes/macrophages, et augmente en proportion en fonction de la gravité de la
maladie. lls permettent la synthése d’IL6, de TNF-a et d’IL10. D’autres marqueurs,
comme par exemple la diminution d’expression d’HLA-DR, ainsi que 'augmentation
du marqueur PD1, attestent une altération de la présentation de I'antigéne et d’un
dysfonctionnement de la réponse immune. Dans le LBA, la concentration en
macrophages est augmentée chez les patients graves. Le profil d’expression
génétique est en faveur d’'un phénotype M1, comportant un réle inflammatoire
puissant par la production exacerbée de cytokines/chimiokines. Au contraire, chez
les patients modérés, une augmentation du phénotype M2 est mise en évidence,
marquée par une action réparatrice (60).

Cellules dendritiques
Les cellules dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigénes (CPA)

professionnelles, capables d’avoir une activité sur le versant inné et adaptatif du
systéme immunitaire. Elles sont attirées lors de la présence du virus, et permettent la
synthese d’'IFN de type | et lll. Dans les poumons, divers sous-types de cellules
dendritiques sont présents. Parmi ceux-ci, les cellules dendritiques plasmacytoides
(pDC) subissent le plus de modifications lors d’une infection grave a COVID-19.
Dans le LBA et le sang, le taux de pDC diminue, réduisant la synthése d’interféron
de type 1, notamment I'lFN-a. Le phénotype correspondant aux pDC synthétisant les
IFN de type 1 est représenté par les marqueurs PDL1+ et CD80-, et est augmenté
chez les patients asymptomatiques. Au contraire, chez les patients séveres, ce
phénotype diminue au profit d’'un phénotype PDL1+ CD80+. Ces variations justifient

le déficit de synthése d’IFN en cas de symptomatologie grave (60).

Lymphocytes Natural Killer (LNK)
Les LNK comportent un réle de reconnaissance et de destruction des cellules

infectées par le virus, par le biais de perforines/granzymes ou par cytotoxicité a
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meédiation cellulaire dépendante des anticorps. Ills ont également un role
d’immunomodulation de l'inflammation et ce réle est provoqué par un virus, limitant
les dommages causés par celui-ci. Parmi les sous-types de LNK, le phénotype
CD56dim CD16+ présente une activité cytolytique puissante ainsi qu'une expression
majorée des récepteurs de type KIR. Chez les patients graves, il est observé une
diminution du taux de LNK CD56dim CD16+ KIR+. Ce déficit altere la réponse
cytotoxique des LNK. En plus du défaut quantitatif de LNK, il existe également une
altération fonctionnelle, représentée par l'augmentation du récepteur inhibiteur
principal des LNK : NKG2A. De plus, les marqueurs d’activation (CD107a, INFy, IL2
et TNFa) sont diminués. L’altération fonctionnelle et quantitative des LNK est

inversement corrélée a la concentration d’IL6 (60).

Polynucléaires neutrophiles (PNN)
Les PNN sont recrutés sur le site d’infection lors de la réponse innée, par libération

de chimiokines par les cellules résidentes du systéme immunitaire. La migration ainsi
que l'infiltration des PNN engendre une réponse inflammatoire locale forte et une
apparition de lésions tissulaires irréversibles. Les PNN sont présents en grande
guantité dans le LBA contrairement aux lymphocytes. Le ratio PNN/lymphocytes
permet d’avoir un marqueur d’inflammation. L’inflammation provoquée par les PNN
est due a divers phénoménes : la formation de dérivés réactifs de l'oxygene, la
dégranulation des PNN et enfin le phénomene de NETose. Ce dernier est constitué
de fibres d’ADN extracellulaire, d’histones, de protéines microbicides et de
protéases. Il permet de détruire, dans un environnement physiologique, les bactéries
mais aussi les virus. Malheureusement, en cas de SARS-CoV-2, cette exacerbation
de NETose induit une inflammation majorée dans le LBA ainsi que des phénomenes

de thromboses décrites préecédemment (60).

La figure 14 présente les acteurs cellulaires, le recrutement de cellules de 'immunité
inné ainsi que les mécanismes inflammatoires présents dans l'alvéole pulmonaire

lors d’une réaction exacerbée au SARS-CoV-2.
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Figure 14 : Représentation de la réponse immunitaire innée dans une alvéole
pulmonaire (60)

Echappement du systéme immunitaire par le SARS-CoV-2.
Le processus d’évasion du systéme immunitaire par le SARS-CoV-2 permet la

réplication précoce et rapide du virus, ainsi que l'induction d’'une inflammation qui

participe a la gravité clinique.

La premiere étape d’échappement consiste en la non-reconnaissance par les PRR.
Différents mécanismes sont mis en place : la réplication du virus dans une double
membrane, ou la synthése d’'une coiffe sur 'ARN par le nsp14 afin d’échapper a
I'identification par les RLRs. Nsp16 utilise le méme mécanisme que nsp14, vis-a-vis
du récepteur MDA5. Ces mécanismes sont retrouvés dans le SARS-CoV et le
MERS-CoV. La proximité génétique de nspl6 entre le SARS-CoV et le SARS-CoV-2

fait émettre I'hypothése d’'une réaction semblable (78).

Le SARS-CoV-2 entrave également la voie de signalisation et de production des
interférons. Les protéines non structurales ainsi que les ORF du virus permettent

d’initier cette évasion. Elle s’accomplit a différents niveaux :
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- Les nsp6 et nspl3 empéchent la phosphorylation, respectivement, de TBK1 et
IRF3. ORF9b, nspl3, nspl et la protéine M ciblent quant a eux les récepteurs
RIG-1 et MDA-5 (60).

- La protéine ORFG6 limite la signalisation et la production d’interférons. La
queue protéigue d’ORF6 interagissant avec des constituants de pores
nucléaires est décrite comme le mécanisme d’inhibition. Ce lien empécherait
la translocation nucléaire d'IRF3 et STAT1. Ce blocage peut-étre établi par
ORF3b ou la dégradation de TBK1 par la protéine M (60,79).

- Nspl, nsp6, nspl3, ORF3a, ORF7b et la protéine M bloquent la
phosphorylation de STAT1, Nsp6, nspl3, ORF7a et ORF7b Ia
phosphorylation de STAT2 (80).

- Enfin plus tardivement dans la voie de signalisation, ORF6/ORF8 et nspl
entravent la transcription d’'ISRE des ISG. La protéase papaine quant a elle

inhibe la phosphorylation d’IRF3 et par clivage de I'lSG (60).

En résumé, les différents mécanismes d’échappement du systéme immunitaire
freinent la synthése d’interférons permettant d’obtenir une réplication précoce et
importante du virus. Plus tardivement, la charge virale importante induit une réaction

inflammatoire disproportionnée.
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Tableau 5 : Mécanismes d’évasion immunitaire utilisée par le SARS-CoV-2. Les
textes indiqués en gras sont les mécanismes d’actions qui n’ont pas encore
été prouve sur le SARS-CoV-2 (65)

Protéines Mécanismes d’évasions
Nspl Inhibition de la production d’INF3
NSp3 Inhibition de la signalisation IRF3 et NFk par la protéase papain-
like
NSp6 Antagonisme de TBKL1 : inhibition de la phosphorylation de IRF3 et
STATL.
Nspl2 Inhibition de la production d’INF3
NSp13 Inhibition de la production d’INF@ par inhibition de la phosphorylation
de STAT1 et STAT2
Nsp14 Activité de la N-méthyltransferase impliquée dans le coiffage de
I’ARN pour échapper aux PRR
NSp15 Dégradation par une endonucléase de I’ARN viral pour échapper
ala détection des PRR
NSp16 Activité de la 2°0O-méthyltransferase impliqué dans le coiffage de
I’ARN pour échapper aux PRR
S Inhibition de la production d’INF3
Y Inhibition de la signalisation des PRR, de I'activation des promoteurs
de 'INFB, du NFkp et de la phosphorylation STAT1
N Inhibition de la production d’'ISG
ORF3a Inhibition de la production d’INF@ par inhibition de la phosphorylation
de STAT1
ORF3b Inhibition de la production d’INFf
ORES Inhibition de la translocation nucléaire de STAT1 et IRF3 par inhibition
du complexe NUP98/RAE1
ORF7a Inhibition de la phosphorylation de STAT2
ORF7b Inhibition de la phosphorylation de STAT1 et STAT2
S Inhibition de la translocation nucléaire de IRF3 et de la production
d’ISG
ORF9b Perturbation de la voie de signalisation MAVS
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Réponse immunitaire adaptative vis-a-vis du SARS-CoV-
2

La réponse immunitaire adaptative ou spécifique vis-a-vis du virus complete la
réponse innée avec pour but le contrdle de l'infection virale. Cette immunité se
décline classiquement en deux grandes voies : 'immunité a médiation cellulaire
impliqguant comme principaux effecteurs les lymphocytes T et permettant d’éliminer
les cellules infectées, et 'immunité a médiation humorale dont la finalité est la

production d’anticorps spécifiques

Apres avoir décrit les acteurs et les mécanismes de cette réponse, nous
présenterons les données de la littérature chez les patients infectés par le SARS-
CoV-2.

Mécanismes de I'immunité a médiation cellulaire
Les lymphocytes T sont considérés comme des acteurs majeurs de la réponse

antivirale, du fait de leur capacité a éliminer les cellules infectées. Un rble
prépondérant est notamment attribué aux lymphocytes T CD8+ a action cytotoxique
(CTL). Ces CTL sont capables de tuer les cellules infectées par un contact étroit
avec celles-ci. Mais plusieurs autres acteurs cellulaires sont importants dans cette
réponse, notamment les lymphocytes T CD4+, et les cellules présentatrices
d’antigéne (CPA).

- Les CPA sont constituées de cellules dendritiques et de macrophages résidents.
Aprés internalisation du virus via le récepteur ACE2, les CPA digérent le virion sous
forme d’antigéne et débutent leur migration vers les ganglions lymphatiques pour la
présentation du peptide antigénique. Les peptides viraux associés aux molécules du
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) sont présentés au TCR (T-cell receptor)
de lymphocytes T. Contrairement aux autres coronavirus hautement pathogénes, les
protéines du spicule (S), de la nucléocapside (N) et de la membrane (M) sont
présentées selon une méme fréquence aux lymphocytes T, associés au CMH-I et au
CMH-I1 (81).

Ainsi, d’'une part, les antigénes S, N ou M du SARS-CoV-2 peuvent étre associés
aux molécules du CMH-I, afin de stimuler la prolifération et l'activation des
lymphocytes T CD8 cytotoxiques. D’autre part, les antigénes associés aux molécules

du CMH-II vont stimuler des lymphocytes T naifs ou ThO, et cette présentation
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antigénique permet la polarisation des lymphocytes T CD4 helper vers la voie Thl
principalement dans le cas du SARS-CoV-2. Cette activation et cette difféerenciation
des lymphocytes T sont médiées par la présentation de I'antigéne, mais aussi grace
a des facteurs de costimulation associés (82). En complément de cette polarisation
de la réponse immunitaire, la présentation d’antigéne permet une prolifération
importante lymphocytaire ainsi que la migration vers le site d’infection (83). Une fois
arrives sur leurs sites d’actions, les lymphocytes T auront différentes fonctions

antivirales.

- Les lymphocytes T CD4 (LTCD4) avec une polarisation Thl, ont des propriétés
effectrices antivirales via la sécrétion d'INFy, de TNFa et d’IL2. lls seraient
également capables d’activer la réponse des CTL. Leur action antivirale peut étre
réalisée d’'une fagon directe via des LTCD4 cytotoxiques. Ce sont des lymphocytes
capables de sécréter des perforines et granzymes afin de détruire les cellules
infectées par le virus. Néanmoins, ils semblent peu actifs comme le montre la mise
en évidence d’un faible taux du marqueur CD107a. Enfin, les LTCD4 cytotoxiques

ont une fonction de réparation du tissu pulmonaire par la sécrétion d’IL-22 (84).

- Les lymphocytes TCD8 cytotoxiques (CTL) sont activés selon deux voies : par
présentation d’antigéne via les CPA et linteraction CMH-I/Ag/TCR, ou directement
par les cellules épithéliales infectées par le virus. Cette interaction permet la
libération de protéines perforines et granzymes B. Ces protéines ont une action
lytique contre les cellules infectées par le virus. Tout comme les LT CD4, les CTL

subissent majoritairement 'apoptose, ou se différencieront en LT CD8 mémoire.

Données d’'immunité cellulaire chez les patients infectés par le SARS-

CoV-2
Plusieurs données en lien avec 'immunité cellulaire ont été décrites chez les patients

COVID-19.

Lymphocytes T
Les lymphocytes T CD4 et CD8 sont des acteurs clés de I'immunité cellulaire.

L’étude de leur nombre, de leur cinétique, et de leur phénotype a fait 'objet de

nombreuses publications.

Une lymphopénie des deux lignées est habituellement retrouvée chez les patients
COVID-19. Cette lymphopénie est plus importante chez les patients avec des formes
séveres. Les raisons de cette cytopénie ne sont pas totalement élucidées a ce jour.
Néanmoins, des hypothéses ont été proposées. Ainsi, la présence du récepteur
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ACE2 sur les lymphocytes T pourrait permettre I'entrée du virus dans la cellule, avec
'induction d’un dysfonctionnement des LT, aboutissant a leur apoptose. De plus, le
taux de LT est inversement proportionnel a la quantité de cytokines pro-
inflammatoires présentes dans le milieu. Enfin, la destruction d’organes lymphoides
secondaires (rate, ganglions lymphatiques) et le taux élevé d’acide lactique

pourraient entraver la production de lymphocytes T majorant la cytopénie (85).

Une présence importante de LT CD4 et CD8 au site d’infection a été corrélée a une

maladie moins grave, contrairement aux anticorps neutralisants (84).

La cinétique des LT au cours de la COVID-19 montre une réponse faible et retardée

au cours des formes graves (voir Figure 15) (84).

A Perfect example generic infection B Average SARS2 infection C Severe SARS2 infection

Severe disease

Magnitude —s—
‘\
~

Figure 15 : Cinétique de la charge virale, des réponses immunitaires innées et
adaptatives dans le cadre d’une infection normale (A), modérée (B) et sévére
(C) a SARS-CoV-2 (84)

Les LT CD8 sont davantage touchés comparativement aux LT CD4. La diminution
plus marquée des CD8 est appréciée par le calcul du ratio CD4/CD8, augmenté chez

les patients graves (86).

Les marqueurs membranaires mis en évidence par cytométrie de flux indiquent une
suractivation de ces lymphocytes et/ou des marqueurs d’épuisement. Une
augmentation des LTCD4 et LTCD8 exprimant les marqueurs d’activation CD38+
HLA-DR+, a été détectée chez les patients convalescents aprés une maladie grave
(86,87).

Le profil phénotypique des lymphocytes circulants au cours de la COVID-19, ainsi
que I'état d’activation et d’épuisement des différents types de cellules sont résumés

dans le tableau 6 :
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Tableau 6 : Résumé des caractéristiqgues phénotypiques, variations et
commentaires des lymphocytes circulants dosés dans le COVID-19 sévere

(85,88)

Cellules Phénotypes Variations Commentaire(s)

Ki67, CD38, Diminution du taux Lymphopénie périphérique avec

HLA-DR CD44, de LTCD4 en suractivation des lymphocytes
CD69, OX40 périphérie, présents dans la circulation
Lymphocytes i
augmentation de
TCD4 Augmentation d’expression des

I'expression des
marqueurs d’épuisements

PD1+,
marqueurs
TIM-3+ . cellulaires en réponse a l'infection
membranaires
virale.
Ki67, CD38, o L
Diminution du taux Lymphopénie périphérique avec
HLA-DR CD44, o
de LTCD8 en suractivation des lymphocytes
CD69, CD28 i , _
périphérie, présents dans la circulation.
NKG2A

augmentation de : .
Augmentation d’expression des

I'expression des

PD1+, marqueurs d’épuisements

TIM-3+

marqueurs . ] o .
cellulaires en réponse a I'infection

membranaires )
virale
Diminution des cellules TCD8 non
€puisé, en accord avec

Lymphocytes PD1- CTLA-4-
'augmentation des LTCD8 PD1+

TCDS8 TIGIT-
TIM3+
CD107a, INFy et le Granzyme B
Diminution du taux = sont des marqueurs d’activités des
CD107a + périphérique LTCDS8, abaissé dans un stade
INFy + précoce de la maladie. C’est un

marqueur d’épuisement des
LTCD8 en complément de la

ou Granzyme B

+
diminution du taux d'INFy chez les
LTCDA.
Diminution dans la )
) ) Altération de la réponse
Lymphocytes T CD3, CD4, circulation _ o ; o
o o immunitaire par défaut d’activation
auxiliaires naif CD45R0O générale dans les
de LT naif

cas séveres

Cytokines
Plusieurs études ont évalué les cytokines liées a 'immunité cellulaire au cours de

I'infection par le SARS-CoV-2



De nombreuses cytokines ont été détectées dans le sang périphérique des patients,
avec une majorité synthétisée par la voie Th1 (INFy, TNF-a, IL-2), mais aussi des
cytokines effectrices (IL5, IL9, IL10, IL13, IL17 et IL22). Malgré cette sécrétion, les
LT CD4 multifonctionnels sécrétant au moins deux des cytokines INFy, TNF-q, IL-2

étaient diminués dans les cas graves (87,88).

Les cellules T interviennent dans la clairance virale, mais elles peuvent étre a
'origine d’une immunopathologie en potentialisant I'effet inflammatoire. Divers
mécanismes ont été mis en évidence, avec 'augmentation de T CD4 polyclonales
GM-CSF+. Le GM-CSF entraine une inflammation pulmonaire induite par les cellules
T ainsi qu’'une auto-amplification de la réponse cytokinique. Cette induction
inflammatoire intra-alvéolaire permet le recrutement de monocytes/macrophages,
majorant encore [I'hyperinflammation induite par les cytokines. Le taux de
lymphocytes GM-CSF + est quantitativement proportionnel a la gravité de la maladie.
Cette molécule est un lien entre l'induction d’inflammation par les LTCD4 par

sécrétion d’INFy et la libération d’'IL6 par les macrophages (83).

Bien que la réponse Thl soit majoritaire, des cytokines provenant de Th1l7 ont été
retrouvées. Cette lignée synthétise de I'lL17, recrutant des monocyte/macrophage, et
PNN provenant de la circulation. Ce recrutement induit la libération d’IL13 et d’'IL6
responsables de I'emballement de la réaction inflammatoire (89). Comme dans
immunité innée, ces cytokines ont de larges propriétés inflammatoires et participent
a l'orage cytokinique. Enfin, les lymphocytes Treg et des LT yd sont diminuées chez
les patients gravement malades. Ces deux sous-types de populations lymphocytaires
permettent respectivement de résoudre l'inflammation et d’avoir des propriétés
antivirales. Leur diminution pourrait entretenir I'inflammation déja intense de I'orage

cytokinique (90).

Le second versant de I'immunité adaptative est le versant humoral, médié par les
lymphocytes B. Au contraire de I'action de clairance virale intracellulaire des LT, les

LB sécrétent des anticorps capables de neutraliser le virus en extracellulaire.

Initiation de la réponse immunitaire humorale
La réponse est initiée au niveau des muqueuses aériennes par une interaction entre

les lymphocytes B naifs et I'antigéne viral. Cette interaction permet I'activation des
lymphocytes B. Ces lymphocytes vont ensuite étre engagés dans deux voies
distinctes (91) :
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- Une voie extrafolliculaire comportant une reconnaissance directe par les LB
via le BCR sans intervention des lymphocytes T. Cette voie est rapide, avec
une action locale. Deux types de cellules sont générés : les LB mémoire et les
plasmablastes ou plasmocytes extrafolliculaire. Cette voie comporte un faible
taux d’hypermutation somatique, limitant la diversité génétique des anticorps
produits par le lymphocyte, avec dans un premier temps, la synthese des IgM
qui est favorisée. A la fin de la voie extrafolliculaire, les plasmablastes a
courte durée de vie sont remplacés par des centres germinaux folliculaires

excrétant majoritairement des anticorps de type IgG et IgA (92).

- Une voie folliculaire avec des LB, qui une fois activées, migrent vers les
centres germinatifs ou organes lymphoides secondaires. Deux types de
cellules sont également générés : LB mémoire circulants et plasmocytes
folliculaires a longue durée de vie. Cette voie comporte une présentation de
I'antigéne par les lymphocytes T CD4, permettant une boucle d’hypermutation
somatique. Ce phénoméne permet d’augmenter la spécificité et I'affinité des
anticorps produits par le LB. Plus linfection progresse, plus les LB seront
affins par rapport a I'antigéne. Grace a la commutation de classe, des IgG et

IgA sont produites en majorité (92,93).

Ces différentes voies permettent d’expliquer I'apparition dans certain cas d’lgG et
d’IgA en méme temps que les IgM, via les plasmablastes de la voie extra folliculaire.
Malgré la lymphopénie, notamment la diminution de lymphocytes B au début de la
maladie, une fréquence élevée de plasmablastes est retrouvée. La régression

survient apres 3 a 6 mois de convalescence (91).

Cinétique et caractéristiques des anticorps
De nombreuses études ont étudié la cinétique des anticorps au cours de linfection

par le SARS-CoV-2. Dans I'étude d’Yver and al, 'apparition des IgG a été observée
chez 92% des patients durant les 14 premiers jours post infection. Le temps médian
de séroconversion est estimé entre 10 et 12 jours, et est comparable pour tous les
isotypes. Le pic des IgM/IgA apparues simultanément, précede d’une semaine le pic
des IgG. La concentration des différents isotypes diminue aprés le pic avec un délai
médian de séroréversion de 48.9 jours et 70.5 jours pour, respectivement, les IgM et
IgA (94). L’étude de cinétique de Rodltgen et al a montré une négativation des IgA et
IgM a 12 semaines post-symptdmes. La décroissance des IgG est plus lente et

progressive.
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Les taux d’anticorps anti-RBD sont corrélés a la gravité de la clinique. Les patients
de réanimation présentent une réaction significativement plus robuste et constante
comparativement aux patients « modérés » qui présentent des titres faibles
d’anticorps et avec un déclin plus rapide (95). Cette corrélation est confirmée dans
I'étude de Bo Hansen et al, qui a montré un maintien de taux importants d’anticorps a
11 semaines post-infection chez les patients graves. Les concentrations des trois
isotypes d’anticorps sont restées stables durant cette période. Il a été également
retrouvé une corrélation positive entre les taux d’anticorps et 'dge qui s’explique par

la gravité exacerbée de la pathologie chez les personnes agées (96).

L’efficacité des anticorps sur la prévention de l'infection est liée a leur pouvoir
neutralisant. Les anticorps neutralisants (AN) se lient au virion pour empécher la
liaison ou fusion du virus avec la cellule cible entrainant sa neutralisation (97). La
glycoprotéine spike du SARS-CoV-2 est la cible des anticorps neutralisants dont plus
de 90% ciblent le domaine RBD et le domaine NTD. Cela empéche la liaison
RBD/ACE2. La similitude de séquence des protéines S entre le SARS-CoV et le
SARS-CoV-2 laisse présager une protection croisée avec les anticorps présentant
'activité neutralisante la plus importante (84). Les AN permettent également
'opsonisation des virus libres ainsi que des cellules infectées par le virus. Ceci
permettra la phagocytose via les macrophages. Par ailleurs, les AN favorisent la
liaison du fragment Fc a Clq, activant la voie classique du complément. Ce
phénomene induit la synthese de C3, C3a et de Cb5a dont les rbéles ont été décrits
précédemment (98). Enfin, les anticorps peuvent recruter des cellules effectrices
permettant d’'induire I'apoptose de la cellule infectée : c’est la cytotoxicité dépendante
des anticorps, avec la reconnaissance du complexe IgG/protéines virales par les

cellules NK.

Une activité neutralisante assez variable a été observée sur une cohorte de 963
patients, dont 94,4% avaient présenté une séroconversion anti-N et/ou anti-S. Les
non-répondeurs étaient principalement des patients asymptomatiques. L’activité
neutralisante est également assez variable sur les différents variants du SARS-CoV-
2 (99). L'apparition des AN est plus tardive chez les patients graves
comparativement aux patients légers. Le délai d’apparition se situe entre 6 a 15 jours
apres les symptomes et les AN persisteraient avec une demi-vie d’environ 3.6 mois.
Un délai de 14 jours est proposé pour classer les patients graves/non graves (100).
Cette perte précoce de l'activité neutralisante serait due a la perte des IgM et IgA,

impliquées avec les IgG dans la neutralisation du virus. Les AN sont détectées chez
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40 a 70% des personnes infectées, dont 15% n’atteignant pas de titres de
neutralisation élevé in vitro. Les corrélats de protection ne sont pas actuellement

clairement connus (99,101).

Le pouvoir neutralisant des anticorps produits au cours de l'infection par le SARS-
CoV-2 a été étudié dans diverses indications chez ’'homme : prophylaxie, traitement
précoce ou tardif. L'administration de sérum de convalescents a ainsi permis

d’atténuer la réplication, de limiter les formes graves et la transmissibilité du virus.

L’efficacité clinique était corrélée au taux d’AN contenu dans le sérum. La gravité
clinique, 'dge avanceé et le sexe masculin sont les facteurs les plus prédictifs de taux
élevés d’AN dans le sérum. En ce qui concerne la symptomatologie, la fiévre,
'agueusie et l'anosmie sont les symptdbmes les plus associés a une activité

neutralisante élevée du sérum (100,102).

L’hypothése de I'existence d’anticorps facilitants (AF) au cours de la COVID-19 a été
évoquée, notamment a cause des taux élevés d’anticorps observés chez les
malades séverement atteints. A l'inverse des AN, la présence d’AF potentialise
I'infection. Ce phénomeéne connu sous la terminologie de facilitation de I'infection par
les anticorps (antibody dependent enhancement ou ADE) est basé sur divers
mécanismes, et a été décrit pour plusieurs virus dont le plus connu est le virus de la
dengue. Les conséquences d’'un tel phénomene pourraient étre la gravité de
I'infection au cours de la réinfection, ou au cours de l'utilisation thérapeutique des
sérums de patients convalescents. A ce jour, il n’existe pas de données démontrant
I'existence de 'ADE au cours de la COVID-19 (103).
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Figure 16 : Cinétique de la réponse immunitaire cellulaire et humorale contre le
COVID-19 (104)
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Mémoire immunitaire
La voie folliculaire permet d'induire une mémoire immunitaire durable des

lymphocytes B et la synthése d’anticorps affins et spécifigues. Les centres
germinaux synthétisent des plasmocytes a longue durée de vie ainsi que des cellules
B mémoires permettant une protection immunitaire sur plusieurs années. Au cours
de linfection par le SARS-CoV-2 et les coronavirus en général, 'immunité semble
étre limitée dans le temps. Une des hypothéses de cette mémoire immunitaire
limitée serait une perte de lymphocytes T folliculaires BCL-6+ dans les organes
lymphoides secondaires. Cette perte empéche linteraction des lymphocytes T avec
les lymphocytes B pour la commutation de classe. Il en résulte une réponse
immunitaire non durable, avec une régression quantitative des anticorps IgA, IgM et
IgG a long terme. Cela inhibe de ce fait la formation de centres germinatifs. Ces
résultats ont un impact concret dans le schéma vaccinal, ou la question de rappel

annuel doit étre posée (105,106).

Néanmoins, I'étude de cohortes a mis en évidence des cellules B mémoire anti-S
jusqu’a 6 a 8 mois aprés l'infection, montrant ainsi une persistance de la réaction
immunitaire. Les cellules B mémoire anti-M sont majoritaires au cours du premier

mois, mais régressent au profit de cellules B mémoires anti-S, RBD ou anti-N (91).

Methodes d’évaluation
de la réponse antivirale

Recherche d’anticorps anti-SARS-CoV-2

Les tests sérologiques sont des tests permettant la recherche d’anticorps dirigés
contre le SARS-CoV-2. lIs peuvent permettre d’'identifier une infection d’apparition
récente ou ancienne, et de mettre en évidence une immunité post-vaccinale. Ces
tests étudient donc le versant adaptatif humoral de la réponse immunitaire en
détectant les anticorps anti-SARS-CoV-2 (anticorps totaux ou isotypes IgA, IgM, IgG)
(107).
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Etant donné la cinétique des anticorps dans I'utilisation des tests sérologiques pour
le diagnostic, la sensibilité est limitée au stade précoce, lorsque I'héte n’a pas encore

développé d’anticorps spécifiques.

Les indications diagnostiques des tests sérologiques selon la HAS sont les

suivantes (108) :

e Enquétes séro-épidémiologiques dans le cadre de la surveillance
épidémiologique ;

e Diagnostic initial de patients symptomatiques graves hospitalisés, si tableau
clinique ou scanographique évocateur et RT-PCR négative ;

e Diagnostic de rattrapage de patients symptomatiques graves hospitalisés
mais n’ayant pas été en mesure de réaliser un test RT-PCR avant sept jours ;

e Diagnostic initial de patients symptomatiques sans signes de gravité suivis en
ville si tableau clinique évocateur et test RT-PCR négatif ;

e Diagnostic de rattrapage chez des patients symptomatiques avec suspicion
clinique sans signes de gravité mais n’ayant pas été en mesure de réaliser un
test RT-PCR avant sept jours ;

e Diagnostic étiologique a distance chez des patients symptomatiques sans
signes de gravité diagnostiqués cliniquement mais n’ayant pas fait I'objet
d'une RT-PCR;

e Détection d’anticorps chez les professionnels soignants non symptomatiques
lors de dépistage et détection de personne-contact par RT-PCR selon
recommandations en vigueur apres une RT-PCR négative, uniguement a titre
individuel sur prescription médicale ;

e Détection d’anticorps chez les personnels d’hébergement collectif non
symptomatiques lors de dépistage et détection de personne-contact par RT-
PCR selon les recommandations en vigueur apres une RT-PCR négative,

uniquement a titre individuel sur prescription médicale.

Avec la mise sur le marché des vaccins, les tests sérologiques ont vu s’élargir leurs
indications, avec notamment des méthodes quantitatives pour évaluer I'immunité
post-vaccination. La corrélation de ces méthodes avec le pouvoir neutralisant est

néanmoins importante pour prédire la protection.

Les tests sérologiques utilisés en routine ciblent différentes structures du SARS-

CoV-2. Les cibles antigéniques sont le plus souvent situées au niveau de la protéine
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S et parfois spécifiquement au niveau du domaine RBD, et au niveau de la protéine
N (109). Avec 'avénement des vaccins qui induisent essentiellement des anticorps
anti-S, la positivité des tests anti-N présente I'avantage d’affirmer I'antériorité d’une
infection naturelle. Des tests sérologiques futurs ambitionnent de détecter des
anticorps dirigés contre des protéines non structurelles, comme par exemple ORF8
ou ORF3b. Ceci permet d’augmenter la spécificité, et par I'association avec des

protéines structurelles, la sensibilité des tests (109).

Malgré le risque évoqué de potentielles réactions croisées entre le Sars-CoV-2,
notamment pour les tests sérologiques anti-S, la spécificité de ces tests est tres
bonne en pratique. La trés bonne spécificité de la protéine S a été corroborée par
une étude sur les épitopes de la protéine S du SARS-CoV-2 qui a montré que, méme
en considérant les homologies avec le SARS-CoV-1, le SARS-CoV-2 présente de

nouveaux épitopes d’anticorps

Les tests ELISA et CLIA
La technique ELISA ou méthode immunoenzymatique permet de détecter et/ou de

quantifier les anticorps anti-SARS-CoV-2 présents dans le sang. La
chimiluminescence (CLIA) repose sur le méme principe que 'ELISA, en dehors de la
méthode de révélation. Les méthodes ELISA et CLIA sont souvent préférables dans
une stratégie de diagnostic a large échelle, permettant des séries plus importantes
en moins de temps. La technique par chimiluminescence a pour principaux
avantages une excellente sensibilité et un rapport signal/bruit treés élevé. Elle détecte
de faibles niveaux d’anticorps. Cette technique est entiérement automatisable pour
des séries importantes et permet aussi le plus souvent, une utilisation « au coup par
coup ». Plusieurs trousses commerciales sont disponibles sur le marché. Les
performances dépendent en général de la cible antigénique utilisée, et de l'isotype
détecté. Parmi les tests ciblant la protéine S, ceux détectant des anticorps dirigés
contre le domaine RBD sont les plus sensibles (109). La protéine N semble étre plus
sensible que la protéine S, grace a son abondance dans le virus. Néanmoins, la
cinétique des anticorps anti-N montre une cinétique courte (110). Les tests détectant
les anticorps totaux sont essentiellement les tests les plus sensibles et spécifiques
(110). La détection d’IgG et dIgM comporte des performances similaires,
contrairement aux tests IgA pour lesquels il subsiste une perte de spécificité due a

une réaction croisée.
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Les caractéristiques et les performances des quelques trousses commerciales de

détection qualitative sont résumeées dans le tableau 7.

En dehors des tests qualitatifs, plusieurs fournisseurs ont développé des tests
quantitatifs anti-S qui peuvent permettre d’évaluer en titres la réponse anticorps post-
infection mais surtout post-vaccinale. C’est le cas par exemple du test Anti-SARS-
CoV-2 QuantiVac ELISA (IgG), dont le fabriguant annonce une sensibilité et une
spécificité a respectivement 90.3% et 99.8%. Un coefficient de corrélation a 0,99 a
été retrouvé entre cette trousse et une technique de séroneutralisation (111). C’est
également le cas du test Liaison SARS-CoV-2 TrimericS IgG assay avec une
corrélation de 100% ainsi qu’une sensibilité et une spécificité de respectivement
98.7% et 99.5% a J15 post-exposition.

Tableau 7 : Parametres et performances des principaux tests sérologiques
qgualitatifs utilisés dans le cadre de I'infection a SARS-CoV-2

- e Sensibilité Délai post- Spécificité R
) PCR )

100 > J11 (113)
08 > J26 (114)
95-97,6 J16/20 - > J20 (112)
WANTAI  Actotaux  RBD 81.6 > J10 100 (112) (115)
97,8 > J14 (116)

97.6 > J21 T
94 > J10 (118)
80 - 90 J11/30 - > J31 (113)
95.2-956  J16/20 - > J20 (112)
ABBOTT 19G N 95.6 > J14 99.6 (112) (116)
93.5 > J21 (117)
84.5 > J10 (118)
60 - 100 J11/30 - > J31 (113)
92.98 > J26 (114)
EURO 70.2 > J10 (115)
IMMUN 96 ° 95.6 > J14 99.3(115) (116)
82.9 > J21 (117)
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60 - 90 J11/30 - > J31 (113)

84 > J26 (114)
71.4-77.8 | J16/20 - > J20 (112)
DIASORIN 19G S1/S2 98.5(112) ———————

68,4 > J10 (115)

87 2 89.4 > J21 (117)

77.4 > J10 (118)

100 - 95 J11/30 - > J31 (113)
BIORAD  Ac totaux N 99.6%
(112)

90.5-86.7  J16/20 - > J20 (112)

Les tests sérologiques rapides
De nombreux fabricants ont hativement développé des tests rapides basés sur un

principe immunochromatographique (tests a flux latéral ou LFA). Ces tests
permettent, par une goutte de sérum, plasma ou sang total, la recherche d’anticorps
anti-SARS-CoV-2 (119). Ces tests présentent souvent une sensibilité plus faible que
les méthodes ELISA ou CLIA mais certains démontrent néanmoins une sensibilité
proche de 90%. A titre d’exemple de performance, I'évaluation d’'un test rapide
détectant des IgG et IgM a dans une étude contenant 525 patients, montré une
sensibilité et une spécificité de respectivement 89 et 91%. Des études ont montré
que la sensibilité des tests LFA peut étre liée au profil des patients infectés
(supérieure chez les patients symptomatiques hospitalisés par rapport aux patients
asymptomatiques). Ces tests présentent également 'avantage de la simplicité et
d’'un résultat rapide (en 15 min). Les limites de cette technique sont une sensibilité
limitée durant la phase aigie de la maladie (commun a tous les tests sérologiques du

marché) ainsi que des résultats uniguement qualitatifs (109).

La figure 17 compare les tests rapides aux tests ELISA et CLIA.
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Figure 17 : Schéma des techniques ELISA et TDR dans le cadre d’infection a
SARS-CoV-2 (120)

Recherche des anticorps neutralisants

La finalité d’'une réponse anticorps est la capacité a neutraliser le virus cible pour
assurer la protection. Au-dela donc de la détection d’anticorps, la recherche et la
quantification d’anticorps neutralisants permettent de prédire la protection. Plusieurs
méthodes sont utilisées pour rechercher les anticorps neutralisants dans le cas du
SARS-CoV-2.

La méthode de référence de la recherche d’anticorps neutralisants est le test de
séroneutralisation vis-a-vis d’'un isolat de SARS-CoV-2 en culture cellulaire. Des
dilutions successives du sérum a tester sont incubées avec une quantité connue de
SARS-CoV-2 et les mélanges sont ensuite inoculés aux cellules. Le titre d’anticorps
neutralisants correspond a l'inverse de la plus grande dilution permettant d’obtenir
une protection de 50% des cellules et est habituellement exprimé en NT50
(Neutralizing titer 50). Plusieurs méthodes de lecture sont utilisées pour la
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détermination du titre d’anticorps : comme la lecture directe de I”"effet cytopathique
(ECP) ou l'utilisation d’'une coloration d'immunocytochimie (121). Malheureusement,
cette technique est complexe, chronophage (2 a 4 jours), et nécessite un technicien
expérimenté. De plus, en ce qui concerne le SARS-CoV-2, cette technique nécessite
sur le plan réglementaire d’étre réalisée dans un laboratoire P3, car impliquant de la
culture de SARS-CoV-2.

Les contraintes techniques imposées par le test de neutralisation sur un isolat de
SARS-CoV-2 ont amené a la mise en place d'une technique alternative, moins
exigeante. Les pseudovirus sont des particules contenant un « noyau » viral entouré
d’'une membrane comportant des glycoprotéines de surface du virus a étudier. Ce
pseudovirus ne comporte pas le matériel génétique indispensable a la synthése de
protéines virales empéchant donc sa réplication. Dans le cadre du SARS-CoV-2, le
pseudovirus est souvent basé sur le virus de la stomatite vésiculeuse (VSV) ou sur
un rétrovirus comme le virus de la leucémie murine, ou les lentivirus. La construction
génétique comporte habituellement un gene rapporteur comme la luciférase. Ce
dernier permet aprés lI'entrée du virus, la synthése de protéines fluorescentes,
révélant la présence ou non du pseudovirus dans la cellule. Les étapes de cette
technique sont illustrées sur la figure 18. L’avantage principal de cette technique est
sa sécurité de par la manipulation de virus non infectieux. Elle est réalisable dans les
laboratoires de type P2 (122).
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Figure 18 : Schéma explicatif de la réalisation du test de neutralisation par
utilisation de pseudovirus

Test de neutralisation par technique ELISA
Le test de neutralisation par pseudovirus est une excellente alternative a la méthode

de référence. Néanmoins, cette technique nécessite toujours d’utiliser des virus en

culture cellulaire. Des tests dits « de neutralisation en ELISA » permettront d’éviter

cette contrainte, et d’obtenir une utilisation plus massive des tests de neutralisation

en routine. Un exemple de ce type de test a été développé par GenScript, une

entreprise de biotechnologie (107). L'utilisation a la fois de récepteurs ACE2 purifiés,

et d’antigene RBD dans cette approche ELISA permet de mettre en évidence le

pouvoir neutralisant des anticorps comme le montre la figure 19 (123).
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standard (a gauche) et par technique ELISA (a droite) (123)
On considéere la présence d’anticorps neutralisants lorsque le taux d’inhibition est
supérieur a 30%. Une concordance a é€té retrouvée avec les tests de

séroneutralisation en culture cellulaire (107,123,124).

ELISPOT

Le test ELISPOT est une méthode diagnostique quantitative, sensible, simple et
rapide d’évaluation de la réponse immunitaire cellulaire médiée par les lymphocytes
T. Ce test constitue un bon complément a I'évaluation du versant humoral, et aussi
une méthode alternative a la sérologie pour les sujets atteints de déficit primaire en
ce qui concerne la production d’anticorps ou ceux recevant une thérapie pouvant

interférer avec les résultats sérologiques (125).

L’objectif est de dénombrer la quantité de lymphocytes T produisant de I'INF-y en
présence d’'un antigene. Ainsi les cellules mononucléées du sang périphérique
(PBMCs) sont incubées avec différents antigenes du SARS-CoV-2 en présence de
phytohémagglutinine (126). La procédure dont les différentes étapes sont
représentées sur la figure 20, conduit a une évaluation de la production d’INF-y.
Dans une étude récente, la sensibilité et la spécificité de cette technique ont été
estimées a respectivement 96.7% et 90.3% (125).
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Figure 20 : Etape de réalisation du test T-SPOT COVID

Etude de I'activation des LT en cytométrie de flux

Aprés I'ELISPOT, la cytométrie en flux est une deuxieme approche d’étude du
versant cellulaire de la réponse immunitaire adaptative au cours de l'infection par le
SARS-CoV-2. Elle permet I'étude des marqueurs membranaires et intracellulaires

des LT en présence d’un ou de plusieurs antigénes du SARS-CoV-2.

Une description exhaustive de la méthode et des marqueurs est présentée dans
I'étude de Demaret et al (127).

La finalité est de conclure a l'activation ou non des lymphocytes sur la base d’un
panel de marqueurs. Brievement, un signal des marqueurs au moins deux fois
supérieur au signal de I'échantillon témoin (sans stimulation antigénique) permet de

conclure a des lymphocytes activés. Les principaux marqueurs recherchés sont :

- Lymphocytes T CD4 : recherche des marqueurs CD154 et le CD69. Le CD69
est un marqueur d’activation précoce des lymphocytes T, tandis que le CD154 est
d’apparition plus tardive.

- Lymphocytes T CD8 : recherche du marqueur CD107a, spécifique de la

dégranulation des LTCD8 et NK apres activation ainsi que le CD69.

En plus des marqueurs membranaires, I'étude de cytokines produites (TNFa, I'lL2 et

I'IFNy) est également possible en cytométrie en flux.
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QOuverture vers la recherche clinico-
biologique

A coté de cette revue de littérature sur la réponse antivirale vis-a-vis du SARS-CoV-

2, il est envisagé également deux travaux de recherche clinico-biologique.
1) Interféron alpha et anticorps neutralisants chez les patients COVID-19

Les données présentées dans cette revue montrent bien l'importance de ces deux
marqueurs au cours de l'infection par le SARS-CoV-2. Nous avons évalué ces deux
marqueurs chez des patients COVID-19 admis en réanimation et recherché des
caractéristiques démographiques, cliniques et pronostiques associées. Nous avons
observé principalement que les taux faibles d’IFNa étaient significativement associés
a un age plus élevé chez les patients. Pour confirmer cette donnée, nous avons
quantifié ce marqueur sur une cohorte significative de patients non hospitalisés de

moins de 60 ans.

2) Comparaison de tests ELISA détectant des anticorps anti-SARS-CoV-2 a

la séroneutralisation virale

Le pouvoir neutralisant du sérum vis-a-vis du SARS-CoV-2 est un des éléments
majeurs pour la prédiction de la protection aussi bien apres une infection naturelle,
gu’'aprés une immunisation post-vaccinale. Les tests ELISA quantitatifs utilisés
actuellement en routine fournissent des titres qui sont parfois difficiles a utiliser pour
prédire la protection. Nous envisageons donc la comparaison de ces tests a la

méthode de neutralisation virale utilisant plusieurs variants.
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CONCLUSION

La pandémie de la COVID-19 restera sans aucun doute un des principaux
événements qui auront marqué notre ére. Comme on I'entend fréequemment au cours
des échanges populaires : «il y aura un avant et un aprés COVID-19 ». L'impact
socioéconomique est certes colossal, mais la COVID-19, c’est avant tout des
malades, des services de réanimation bondés, du personnel soignant surmené et

beaucoup de déces.

L’'un des éléments majeurs qui déterminent l'issue de cette infection virale est
certainement linteraction entre le SARS-CoV-2 et le systétme immunitaire. Des
recherches scientifiques presque en temps réel, mais se basant parfois aussi sur un
précédent connu (le SARS-CoV) ont permis d’améliorer la compréhension de la
physiopathologie de la maladie et notamment les modalités de la réponse du

systéme immunitaire.

Dans ce travalil, l'infection par le SARS-CoV-2 et son pathogéne ont été brievement
décrits, en faisant le choix d’omettre les aspects thérapeutiques et vaccinaux. La
réponse du systeme immunitaire a été ensuite développée en y décrivant les
acteurs, les composantes, les mécanismes et les conséquences chez I'héte. Enfin

les méthodes d’évaluation de la réponse immunitaire ont été présentées.

L'immunité innée puis 'immunité adaptative ont pour but initial I'élimination du virus.
Néanmoins, la réponse immunitaire peut étre inappropriée chez certains sujets, qui
vont développer une maladie grave. Ainsi, des désordres qualitatifs et quantitatifs
des différents acteurs peuvent entrainer une hyperinflammation (orage cytokinique)
chronique et une hypercoagulabilité, a I'origine de lésions graves. La compréhension
des modalités de réponse du systéeme immunitaire a permis d’adapter les solutions
thérapeutiques, et de comprendre la réponse induite par la vaccination qui reste a ce
jour le meilleur espoir de sortie de la pandémie. Les outils d’évaluation permettant de
disposer de marqueurs diagnostiques, pronostiques et de prédiction de

'immunisation.

Toutefois, tous les mécanismes de la réponse immunitaire au cours de I'infection par
le SARS-CoV-2 ne sont pas entierement élucidés, et la recherche continue pour
mieux comprendre la réponse au cours de linfection naturelle, ou suite a une

vaccination.
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Annexes

Annexe 1: Répartition du nombre de cas COVID-19 positif par semaine du
01/01/2020 au 15/09/2021 (128).
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Répartition du taux de déces par semaine du 01/01/2020 au 15/09/2021 (128).
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Annexe 2 : Graphique du nombre de nouvelles personnes hospitalisés (1) et du taux
d’admission en soins critiques (2) entre Mars 2020 et Septembre 2021 (18).

Nombre hebdomadaire de patients COVID-19 nouvellement hospitalisés (1) et de nouvelles admissions en
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