Université de Lille Faculté de Pharmacie de Lille
Année Universitaire 2021/2022

MEMOIRE
POUR LE DIPLOME D'ETUDES SPECIALISEES
DE BIOLOGIE MEDICALE

Soutenu publiqguement le 11 Avril 2022
Par Mme Daniela LUPAU épouse CODREAN

Conformément aux dispositions réglementaires en vigueur tient lieu de

THESE EN VUE DU DIPLOME D’ETAT DE DOCTEUR EN PHARMACIE

Mise en place de la technique ELISpot anti-SARS-CoV-2 et suivi de
I’limmunité T spécifique des patients infectés du CHU de Lille

Membres du jury :

Président : Madame le Professeur DUPONT Annabelle, PU-PH, CHU Lille
Directeur de these : Madame le Docteur DEMARET Julie, MCU-PH, CHU Lille

Assesseurs : Monsieur le Docteur LEFEVRE Guillaume, MCU-PH, CHU Lille
Monsieur le Docteur MICHEL Moise, PHC, CHU Nimes



Y LISTE GEREE

LG/FAC/001

-/ | Université
ufr3s . | L gathe
FACULTE DE PHARMACIE Version 2.0
Enseignants et Enseignants-chercheurs Applicable au
2021-2022 02/01/2022
Document transversal
REDACTION VERIFICATION APPROBATION
Audrey Hennebelle Cyrille Porta Delphine Allorge

Assistante de direction Responsable des Services

Doyen

Université de Lille

Président

Premier Vice-président

Vice-présidente Formation

Vice-président Recherche

Vice-présidente Réseaux internationaux et européens
Vice-président Ressources humaines

Directrice Générale des Services

UFR3S

Doyen

Premier Vice-Doyen

Vice-Doyen Recherche

Vice-Doyen Finances et Patrimoine
Vice-Doyen Coordination pluriprofessionnelle et Formations sanitaires
Vice-Doyen RH, Sl et Qualité

Vice-Doyenne Formation tout au long de la vie
Vice-Doyen Territoires-Partenariats
Vice-Doyenne Vie de Campus

Vice-Doyen International et Communication
Vice-Doyen étudiant

Faculté de Pharmacie

Doyen

Premier Assesseur et Assesseur en charge des études
Assesseur aux Ressources et Personnels

Assesseur a la Santé et a ’Accompagnement
Assesseur a la Vie de la Faculté

Responsable des Services

Représentant étudiant

Régis BORDET

Etienne PEYRAT

Christel BEAUCOURT
Olivier COLOT

Kathleen O'CONNOR
Jérobme FONCEL
Marie-Dominique SAVINA

Dominique LACROIX
Guillaume PENEL

Eric BOULANGER
Damien CUNY
Sébastien D’HARANCY
Hervé HUBERT
Caroline LANIER
Thomas MORGENROTH
Claire PINCON

Vincent SOBANSKI
Dorian QUINZAIN

Delphine ALLORGE
Benjamin BERTIN
Stéphanie DELBAERE
Anne GARAT
Emmanuelle LIPKA
Cyrille PORTA
Honoré GUISE




@ . » LISTE GEREE LG/FAC/001
- . ‘ Lu_ Université
ufrds .. de Lille
FACULTE DE PHARMACIE Version 2.0
Enseignants et Enseignants-chercheurs Applicable au
2021-2022 02/01/2022
Document transversal

Professeurs des Universités - Praticiens Hospitaliers (PU-PH)

Section

Prénom CNU

Service d’enseignement

Mme | ALLORGE Delphine Toxicologie et Santé publique 81

M. BROUSSEAU Thierry Biochimie 82

M. DECAUDIN Bertrand Biopharmacie, Pharmacie galénique et 81
hospitaliere

M. DINE Thierry Pharmacologie, Pharmacocinétique et 81
Pharmacie clinique

Mme DUPONT-PRADO Annabelle Hématologie 82

Mme | GOFFARD Anne Bactériologie - Virologie 82

M. GRESSIER Bernard Pharmacologie, Pharmacocinétique et 81
Pharmacie clinique

M. OoDOU Pascal Biopharmacie, Pharmacie galénique et 30
hospitaliere

Mme | POULAIN Stéphanie Hématologie 82

M. SIMON Nicolas Pharmacologie, Pharmacocinétique et 81
Pharmacie clinique

M. STAELS Bart Biologie cellulaire 82

Professeurs des Universités (PU)

Prénom

Service d’enseignement

Section

CNU

M. ALIOUAT El Moukhtar Parasitologie - Biologie animale 87

Mme | AZAROUAL Nathalie Biophysique - RMN 85

M. BLANCHEMAIN Nicolas Pharmacotechnie industrielle 85

M. CARNOY Christophe Immunologie 87

M. CAZIN Jean-Louis Pharmacologie, Pharmacocinétique et 36
Pharmacie clinique

M. CHAVATTE Philippe Institut de Chimie Pharmaceutique 86
Albert Lespagnol




M. COURTECUISSE Régis Sciences végétales et fongiques 87
M. CUNY Damien Sciences végétales et fongiques 87
Mme | DELBAERE Stéphanie Biophysique - RMN 85
Mme | DEPREZ Rebecca Chimie thérapeutique 86
M. DEPREZ Benoit Chimie bioinorganique 85
M. DUPONT Frédéric Sciences végétales et fongiques 87
M. DURIEZ Patrick Physiologie 86
M. ELATI Mohamed Biomathématiques 27
M. FOLIGNE Benoit Bactériologie - Virologie 87
Mme | FOULON Catherine Chimie analytique 85
M. GARCON Guillaume Toxicologie et Santé publique 86
M. GOOSSENS Jean-Francois Chimie analytique 85
M. HENNEBELLE Thierry Pharmacognosie 86
M. LEBEGUE Nicolas Chimie thérapeutique 86
M. LEMDANI Mohamed Biomathématiques 26
Mme | LESTAVEL Sophie Biologie cellulaire 87
Mme | LESTRELIN Réjane Biologie cellulaire 87
Mme | MELNYK Patricia Chimie physique 85
M. MILLET Régis Institut de Chimie Pharmaceutique 86
Albert Lespagnol
Mme | MUHR-TAILLEUX Anne Biochimie 87
Mme | PERROY Anne-Catherine Droit et Economie pharmaceutique 86
Mme | ROMOND Marie-Bénédicte Bactériologie - Virologie 87
Mme | SAHPAZ Sevser Pharmacognosie 86
M. SERGHERAERT Eric Droit et Economie pharmaceutique 86
M. SIEPMANN Juergen Pharmacotechnie industrielle 85
Mme | SIEPMANN Florence Pharmacotechnie industrielle 85
M. WILLAND Nicolas Chimie organique 86




G . . LISTE GEREE LG/FAC/001
- ‘ Lu_ Université
ufFrds ... de Lille

FACULTE DE PHARMACIE Version 2.0
Enseignants et Enseignants-chercheurs Applicable au
2021-2022 02/01/2022

Document transversal

Maitres de Conférences - Praticiens Hospitaliers (MCU-PH)

Section
Prénom Service d’enseignement
CNU

M. BLONDIAUX Nicolas Bactériologie - Virologie 82
Mme | DEMARET Julie Immunologie 82
Mme | GARAT Anne Toxicologie et Santé publique 81
Mme | GENAY Stéphanie Biopharmacie, Pharmacie galénique et 81

hospitaliere
M. LANNOY Damien Biopharmacie, Pharmacie galénique et 80

hospitaliere
Mme | ODOU Marie-Francoise Bactériologie - Virologie 82

Maitres de Conférences des Universités (MCU)

Prénom Service d’enseignement Section CNU

M. AGOURIDAS Laurence Chimie thérapeutique 85
Mme ALIOUAT Cécile-Marie Parasitologie - Biologie animale 87
M. ANTHERIEU Sébastien Toxicologie et Santé publique 86
Mme AUMERCIER Pierrette Biochimie 87
M. BANTUBUNGI-BLUM Kadiombo Biologie cellulaire 87
Mme BARTHELEMY Christine Biopharmacie, Pharmacie galénique et 85

hospitaliere
Mme BEHRA Josette Bactériologie - Virologie 87
M. BELARBI Karim-Ali Pharmacologie, Pharmacocinétique et 86

Pharmacie clinique
M. BERTHET Jérome Biophysique - RMN 85
M. BERTIN Benjamin Immunologie 87
M. BOCHU Christophe Biophysique - RMN 85
M. BORDAGE Simon Pharmacognosie 86




M. BOSC Damien Chimie thérapeutique 86
M. BRIAND Olivier Biochimie 87
Mme CARON-HOUDE Sandrine Biologie cellulaire 87
Mme CARRIE Héléne Pharmacologie, Pharmacocinétique et 86
Pharmacie clinique
Mme CHABE Magali Parasitologie - Biologie animale 87
Mme CHARTON Julie Chimie organique 86
M. CHEVALIER Dany Toxicologie et Santé publique 86
Mme DANEL Cécile Chimie analytique 85
Mme DEMANCHE Christine Parasitologie - Biologie animale 87
Mme DEMARQUILLY Catherine Biomathématiques 85
M. DHIFLI Wajdi Biomathématiques 27
Mme DUMONT Julie Biologie cellulaire 87
M. EL BAKALI Jamal Chimie thérapeutique 86
M. EARCE Amaury Institut de Chimie Pharmaceutique 86
Albert Lespagnol
M. FLIPO Marion Chimie organique 86
M. EURMAN Christophe Institut de Chimie Pharmaceutique 86
Albert Lespagnol
M. GERVOIS Philippe Biochimie 87
Mme GOOSSENS Laurence Institut de Chimie Pharmaceutique 86
Albert Lespagnol
Mme GRAVE Béatrice Toxicologie et Santé publique 86
Mme GROSS Barbara Biochimie 87
M. HAMONIER Julien Biomathématiques 26
Mme | HAMOUDI-BEN Chérifa-Mounira Pharmacotechnie industrielle 85
YELLES
Mme HANNOTHIAUX Marie-Héléne Toxicologie et Santé publique 86
Mme HELLEBOID Audrey Physiologie 86
M. HERMANN Emmanuel Immunologie 87
M. KAMBIA KPAKPAGA Nicolas Pharmacologie, Pharmacocinétique et 86
Pharmacie clinique
M. KARROUT Younes Pharmacotechnie industrielle 85
Mme LALLOYER Fanny Biochimie 87




Mme LECOEUR Marie Chimie analytique 85
Mme LEHMANN Hélene Droit et Economie pharmaceutique 86
Mme LELEU Natascha Institut de Chimie Pharmaceutique 86
Albert Lespagnol
Mme LIPKA Emmanuelle Chimie analytique 85
Mme LOINGEVILLE Florence Biomathématiques 26
Mme MARTIN Francoise Physiologie 86
M. MOREAU Pierre-Arthur Sciences végétales et fongiques 87
M. MORGENROTH Thomas Droit et Economie pharmaceutique 86
Mme MUSCHERT Susanne Pharmacotechnie industrielle 85
Mme NIKASINOVIC Lydia Toxicologie et Santé publique 86
Mme PINCON Claire Biomathématiques 85
M. PIVA Frank Biochimie 85
Mme PLATEL Anne Toxicologie et Santé publique 86
M. POURCET Benoit Biochimie 87
M. RAVAUX Pierre Biomathématiques / Innovations 85
pédagogiques
Mme RAVEZ Séverine Chimie thérapeutique 86
Mme RIVIERE Céline Pharmacognosie 86
M. ROUMY Vincent Pharmacognosie 86
Mme SEBTI Yasmine Biochimie 87
Mme SINGER Elisabeth Bactériologie - Virologie 87
Mme STANDAERT Annie Parasitologie - Biologie animale 87
M. TAGZIRT Madjid Hématologie 87
M. VILLEMAGNE Baptiste Chimie organique 86
M. WELTI Stéphane Sciences végétales et fongiques 87
M. YOUS Said Chimie thérapeutique 86
M. ZITOUNI Djamel Biomathématiques 85




Professeurs certifiés

Prénom Service d’enseignement
Mme FAUQUANT Soline Anglais
M. HUGES Dominique Anglais
M. OSTYN Gaél Anglais

Professeurs Associés

Prénom

Service d’enseighement

Section CNU

DAO PHAN

Hai Pascal

Chimie thérapeutique

86

DHANANI

Alban

Droit et Economie pharmaceutique

86

Maitres de Conférences Associés

Prénom

Service d’enseignement

Section

CNU

Mme CUCCHI Malgorzata Biomathématiques 85

M. DUFOSSEZ Francois Biomathématiques 85

M. FRIMAT Bruno Pharmacologie, Pharmacocinétique et 85
Pharmacie clinique

M. GILLOT Francois Droit et Economie pharmaceutique 86

M. MASCAUT Daniel Pharmacologie, Pharmacocinétique et 86
Pharmacie clinique

M. MITOUMBA Fabrice Biopharmacie, Pharmacie galénique et 86
hospitaliere

M. PELLETIER Franck Droit et Economie pharmaceutique 86

M. ZANETTI Sébastien Biomathématiques 85

Assistants Hospitalo-Universitaire (AHU)

Prénom

Service d’enseignement

Section

Pharmacologie, Pharmacocinétique et

Mme CUVELIER Elodie 81
Pharmacie clinique

M. GRZYCH Guillaume Biochimie 82

Mme LENSKI Marie Toxicologie et Santé publique 81

Mme HENRY Héloise Biopharmacie, Pharmacie galénique et 30
hospitaliére

Mme MASSE Morgane Biopharmacie, Pharmacie galénique et 81
hospitaliere

8




Attachés Temporaires d’Enseignement et de Recherche (ATER)

Prénom Service d’enseignement section CNU
Mme GEORGE Fanny Bactériologie - Virologie / Immunologie 87
Mme N'GUESSAN Cécilia Parasitologie - Biologie animale 87
M. RUEZ Richard Hématologie 87
M. SAIED Tarak Biophysique - RMN 85
M. SIEROCKI Pierre Chimie bioinorganique 85

Enseignant contractuel

Prénom Service d’enseignement
M. MARTIN MENA Anthony Biopharmacie, Pharmacie galénique et
hospitaliere

CYCLE DE VIE DU DOCUMENT

Version Modifié par Date Principales modifications
1.0 20/02/2020 Création
2.0 02/01/2022 Mise a jour




Université
de Lille

Faculté de Pharmacie de Lille

3, rue du Professeur Laguesse - B.P. 83 - 59006 LILLE CEDEX
Tel. : 03.20.96.40.40 - Télécopie : 03.20.96.43.64
http://pharmacie.univ-lille2.fr

L’Université n’entend donner aucune approbation aux opinions
émises dans les theses ; celles-ci sont propres a leurs auteurs.

10



Liste des Figures

Figure 1 : Place du SARS-CoV-2 dans la classification taxonomique des coronavirus
responsables d’infections humaines, SEION I'ICTV. .. ensensneresessessess e essesessssssssssessesssssssses 19
Figure 2 : Représentation schématique de trois coronavirus humains (SARS-CoV-1, SARS-
CoV-2 et MERS-CoV) et la transmission a ’Homme a partir de la chauve-souris, via des hotes

L QY =T g =T = 11 TP 21
Figure 3 : Représentation schématique de la structure du SARS-COV-2 ......omenennesresssssssnenns 22
Figure 4 : Organisation du génome du SARS-CoV-2, issue du site Viral Zone de I'Institut Suisse
de BioiNfOrmMatiQUE (SIB) .rneesressssssssessessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesssssssasssnes 23
Figure 5 : Schéma simplifié représentatif de la structure de la protéine Spike et sa liaison au

récepteur ACE2 via le dOmaing RBD ......uinisesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssans 24

Figure 6 : Structure du domaine de liaison RBD (ruban bleu) et du motif de liaison RBM
(ruban vert) de la protéine Spike du SARS-CoV-2 au récepteur ACE2 de la cellule héte (ruban

rouge). Site actif du récepteur ACE2 (en jaune) permettant I'interaction RBD-ACE2................ 25
Figure 7 : Schéma représentant les différentes protéines structurales du SARS-CoV-2 et leurs
LY =T = [t [0 3PP 26
Figure 8: Schéma répertoriant les mutations les plus fréquentes (en rouge) dans la protéine S
du SARS-CoV2 déterminées par des méthodes de regroupement et d'alignement.................. 28
Figure 9: Représentation schématique du cycle de réplication du SARS-CoV-2 .......cvvevrvervennes 34
Figure 10: Incidence des infections COVID-19 en France (haut). Nombre de déceés liés aux
infections COVID-19 en France (bas) entre le 29 février 2020 et le 7 février 2022......ccouvvurvennee 36
Figure 11 : Schéma représentatif de la période d’incubation du SARS-CoV-2 et |'apparition
S SYMPLOIMES ureureercterresresesse s st s ss s E AR AR bR E bR e R b e 38
Figure 12 : Représentation schématique des mécanismes de la réponse du systeme
immunitaire suite a une exposition aU SARS-COV-2 .....cnnrmnsnssssesssssssssssssssssssses 41
Figure 13 : Représentation schématique de la mise en place de I'immunité innée suite a une

L g Z=Tora o T o IR T | L= PP 43
Figure 14: Schéma représentant la cascade de signalisation des interférons dans l'infection
PAF 1€ SARS-COV -2 .ueeeeretrsesessesresssssesse e ssssssessessssssssse s ssssssssessssssssessessssssassssesesssssssanessssssssssssessessssensaneans 45
Figure 15: Distribution des cellules immunitaires et expression des cytokines et chimiokines
Chez €S PAtiENTS COVID-19.. s ssss s ss st s e st sss s s ssesssssssssssssssessesssssseees 48
Figure 16: Voies d’activation du systeme du complément........ecrensenenscnesssseesseessssssssenns 53
Figure 17: Boucle d’inflammation médiée par I’activation exacerbée du complément par le
SARS-COV-2 eerrrercsssrsssesessssssesess s ssssessssssssssesssssssseseassssss sessss s sesessssssssesssssnssesesssnsnssesssssnsseseassnssssenssnsnssensanans 55
Figure 18: Fonctions des lymphocytes T CD4+ dans le COVID-19....nennereessereesesressssssssnenns 57
Figure 19: Réponse immunitaire aberrante et inefficace chez les patients atteints d’une
INFECtioN SEVEIre aU COVID-19 .. erececsreersessesessesssssssssessessssssssssssesssssssssssessssssssssssessessssssssssssessssssaneanes 59
Figure 20: Analyse d'homologie de séquence du domaine RBD de la protéine Spike du SARS-
CoV-2 par rapport aux autre coronavirus NUMAINS ..o ssessessessssssssssessessesssssseees 61
Figure 21: Cinétique de la réponse immunitaire adaptative lors d’une infection a SARS-CoV-2
...................................................................................................................................................................................... 62
Figure 22 : Schéma représentatif de I'action des anticorps neutralisants.......cccovreerevrerreneenennes 63
Figure 23 : Schéma représentant la place actuelle des tests diagnostiques biologiques de
I'INFECLION QU SARS-COV-2 ..ceereeseeseresretssssessessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssessssasesssssssssassssssssssssssessessssessaneans 65

11


file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929158
file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929158
file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929158

Figure 24 : Schéma résumé de la technique de RT-PCR a partir d'un échantillon naso ou

OFOPRNANYNEE .ot 66
Figure 25: Schéma de la réalisation du test de détection rapide d’antigenes du SARS-CoV-2,
adapté de DiagnOStiCS ROCNE....eiee s ssssssansanes 68
Figure 26: Schéma représentant le principe des tests sérologiques les plus utilisés pour la
détection des anticorps spécifiques du SRAS-COV-2 ... mnssssssssssssssssssssssssssses 70
Figure 27: Schéma représentant le principe des tests sérologiques de détection rapide a flux
latéral (LFIA) des anticorps spécifiques du SARS-COV-2.....isssssssssssssssssans 72
Figure 28: Affiche des consignes des gestes barriéres du ministére des Solidarités et de la
SANLE PUDIIGUE BN FIANCE et ssssssssses s ssssss s ssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssanssnes 80
Figure 29: Principe des vaccins basés sur I'ARNm de la protéine Spike porté par des
MICrOPArtiCUIES lIPIAIQUES .. sssssssss s ssssssss st ssssss s s s s sssssssasssnesns 81
Figure 30: Principe des vaccins basés sur I'ADN de la protéine Spike porté par les adénovirus
...................................................................................................................................................................................... 82

Figure 31 : Schéma représentant le contenu d’un puit lors de la technique ELISpot COVID..85
Figure 32 : Schéma de plaque de microtitration 96 puits utilisé pour le test ELISpot COVID

0 1= 1Yo o PPV 88
Figure 33: Photographie du lecteur CTL Reader série 6 (ImmunoSpot®) du laboratoire ......... 89
Figure 34: Exemple de lecture d’un puits par le lecteur CTL Reader série 6 (ImmunoSpot®) 89
Figure 35: Algorithme d’interprétation du test ELISpot COVID MaiSON .....ccceeeereeerrerresressessssessenes 91
Figure 36 : Détection automatisée des spots IFNY dans les puits aprés 16 a 20h de
stimulation. Illustration de trois schémas représentatifs de réponse.........nenennenesnssnnennes 95
Figure 37 : Comparaison du nombre de spots IFNY-SFCs (Spot Forming Cells) détectés selon
I'antigene (pools de peptide M, N, S 0U MiX MNS) tESTE.......covmveverrerermenmeresne s sssessssssssessens 96
Figure 38 : Nombre de spots détectés par le test ELISpot COVID maison en réponse au mix
MNS, chez les patients SARS-CoV-2 confirmés et les controles (témoins négatifs)......covurnennee 97
Figure 39 : Courbe ROC du test ELISpot COVID maison utilisant le mix MNS ......cevevrernenernenns 97
Figure 40: Algorithme d'interprétation du test ELISpot COVID MaiSoN. ....eeeeernernesnenesssssseesens 98
Figure 41: Organigramme de l'inclusion des patients dans I’étude IMMUNOCOV........cccceurvenees 99
Figure 42: Répartition des patients SEION 1€ SEXE...neineee s sssssssesssssssseaes 100
Figure 43: Répartition des patients selon la forme clinique (légére, modérée ou sévere)...101
Figure 44: Répartition des hommes et des femmes dans chaque groupe clinique .......uu..... 101
Figure 45: Distribution graphique du nombre de spots avec I’Ag M, I'Ag S et le mix MNS selon
[€5 VISITES (V0, V1, V2) o ssessss s ssssssssss s sssssssssssessssssssssssssssesssssssssssssesssssssssssssssessssssssssssseses 104
Figure 46: Distribution du nombre de spots en réponse a I'Ag M selon la forme clinique par
LY PP 106
Figure 47: Distribution du nombre de spots en réponse a I’Ag S selon la forme clinique par
VISTEE coutrureuresess et sresess s ase s e e ne s e e E e £ e e £ AR AR A R E e A E R nen 107
Figure 48: Distribution du nombre de spots en réponse au mix MNS selon la forme clinique

QT [ Y <P 108

12


file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929203
file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929203
file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929203
file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929204
file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929204
file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929204
file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929205
file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929205
file:///C:/Users/Geony/Desktop/LUPAU_Daniela_THESE%20Définitive%20du%20Lundi%20à%20imprimer.docx%23_Toc99929205

Liste des Tableaux

Tableau 1 : Variants préoccupants du SARS-CoV-2 répertoriés par ’'OMS au 15/03/2002..... 30
Tableau 2: Recommandations d'utilisation des anticorps monoclonaux disponibles en France

a la date du 11 janvier 2022 (mise a jour du DGS-Urgent du 4 janvier 2022) .....cemeenmennenes 78
Tableau 3: Principales caractéristiques des patients inclus lors de |a réalisation du test
ELISPOL COVID ittt st st s st s s st s s s e b A s 94

Tableau 4: Principales caractéristiques cliniques des patients inclus dans IMMUNOCOV....103
Tableau 5: Distribution des délais de préléevements des patients IMMUNQOCOV en fonction

OES VISITES cuvuetetreuresers et sseses e ee e s e s ne s s s e e se s e e e E e Aene et e s e n e 103
Tableau 6: Caractéristiques de la distribution du nombre de spots selon I’Ag utilisé pour la
stimulation et les visites, et selon la forme cliniqUE. ... 105

13



Liste des abréviations

AA : acide aminé

AAP : Autorisation d’acces précoce

Ac : Anticorps

ACE2 : Enzyme de conversion de
I’angiotensine 2

ADE : Antibody-dependant enhancement
ADN : Acide désoxyribonucléique

ADNCc : ADN complémentaire

Ag : Antigéne

AMM : Autorisation de mise sur le marché
ARN : Acide ribonucléique

ARNm : ARN messager

AuNP : Nanoparticules d’or colloidal

AVC : Accident vasculaire cérébral

BCR : B-cell receptor

CAM : Complexe d’attaque membranaire
CD : Cluster de différenciation

cDC : Cellule dendritique conventionnelle
CHU : Centre Hospitalier Universitaire
CIVD : Coagulation intravasculaire disséminée
CCL : Chemokines ligand

CLIA : Chemiluminescent immunoassay
CLR : C-like receptor

CMH : Complexe majeur d’histocompatibilité
COVID-19 : Coronavirus Disease 2019

CPA : Cellule présentatrice d'antigéne

CRF : Case Report Form

CTL : Lymphocytes T cytotoxiques

CXCL : Chemokines ligand

DCs : Dendritic cells (cellules dendritiques)
DO : Densité Optique

ECMO : Extracorporeal membrane
oxygenation

ELISA : Enzyme-linked immunosorbent assay

14

ELISpot : Enzyme-linked immunospot

EMA : European Medicines Agency

Fc : Fraction cristallisable

G-CSF : Granulocyte colony stimulating factor
GISAID : Global Initiative on Sharing Avian
Influenza Data

GM-CSF : Granulocyte macrophage colony
stimulating factor

HAS : Haute Autorité de Santé

HCoV : Human Coronavirus

HLA-DR : Human Leukocyte Antigen — DR
isotype

ICTV : International Committee on Taxonomy
of Viruses

IFN : Interféron

IFNAR : Interferon o/8 receptor

IFNa : Interféron alpha

IFNB : Interferon béta

IFNy : Interferon gamma

IgA : Immunoglobuline A

IgG : Immunoglobuline G

IgM : Immunoglobuline M

IGRAs : Interferon gamma release assays

IL: Interleukine

IMC : Indice de Masse Corporelle

IQR : Intervalle interquartile

IRF : Interferon regulatory factor

ISG : IFN-stimulated genes

KIR : Killer-cell immunoglobuline-like receptor
LB : Lymphocyte B

LBA : Liquide broncho-alvéolaire

LFIA : Lateral Flow Immunochromatographic
Assay

LICORNE : Lille CORonavirus NEtwork



LT : Lymphocyte T

MDADS: Melanoma differentiation-associated 5
MERS-CoV : Middle East Respiratory
Syndrome-related Coronavirus

MVAS : Mitochondrial antiviral signaling
protein

MyD88 : Myeloid differentiation 88

NABM : Nomenclature des actes de biologie
médicale

NETs : Neutrophil extracellular traps
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Introduction

Depuis Décembre 2019, le monde a été témoin de I'’émergence de la plus grande pandémie
de ce 21°™¢ siécle, causée par un coronavirus appelé SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory
Syndrome-related Coronavirus 2). Cette nouvelle menace infectieuse détectée pour la
premiére fois en Chine, a Wuhan chez des patients présentant des pneumopathies
inexpliquées, a rapidement entrainé une pandémie a I'échelle planétaire, entrainant la mort
de millions de personnes dans le monde. La dissémination brutale et rapide de ce coronavirus
a provoqué une crise sanitaire, qui perdure encore aujourd’hui, avec des conséquences socio-
économiques importantes. La mobilisation rapide des personnels soignants pour endiguer la
pandémie et prendre en charge les patients, ainsi que de la communauté scientifique et des
autorités sanitaires et gouvernementales, a permis de rechercher des solutions en temps réel
dans la gestion de la crise sanitaire et le contrble de la dissémination virale, telles que des
mesures restrictives d’urgence marquées par des confinements multiples de la population,
I'instauration de couvre-feux, la mise en place de gestes barriéres modifiant nos habitudes
comme le port du masque. Cependant, une compréhension de la physiopathologie du SARS-
CoV-2, ainsi que des modalités de réponse du systéme immunitaire dans la lutte anti-
infectieuse est déterminant pour l'issue de la maladie. Le SARS-CoV-2 infecte principalement
le systéme respiratoire, provoquant un large panel de présentations cliniques, allant de
I'infection asymptomatique aux formes graves avec un syndrome de détresse respiratoire
aiglie (SDRA) nécessitant une prise en charge en réanimation et pouvant entrainer une issue
fatale des patients infectés. Il semble donc important d’étudier et évaluer la réponse

immunitaire afin d’envisager la sortie de cette pandémie.

La réponse immunitaire anti-infectieuse fait intervenir de nombreux acteurs de I'immunité
innée et de I'immunité adaptative (cellulaire et humorale). En paralléle de la recherche
moléculaire et sérologique, la mémoire immunitaire spécifique T a pu montrer son intérét lors
de I'épidémie de SARS-CoV-1. Ainsi, dans ce travail, il est proposé de mettre en place un nouvel
outil permettant d’évaluer la réponse immunitaire adaptative, et plus précisément la réponse
des lymphocytes T anti-SARS-CoV-2. Nous décrirons ainsi la mise en place de la technique
ELISpot anti-SARS-CoV-2 au sein de I'Institut d’immunologie du CHU de Lille, et I'utilisation de

cet outil pour le suivi de I'immunité T spécifique des patients infectés du CHU de Lille.
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. Généralités sur le SARS-CoV-2

A. Historique et origine du virus

a. Taxonomie et phylogénie

Selon le Comité International de taxonomie virale (ICTV), le SARS-CoV-2 est un virus
appartenant a I'ordre des Nidovirales, plus particulierement a la famille des Coronaviridae.
Cette famille se décompose en deux sous-familles : Letovirinae et Orthocoronavirinae, elle-
méme composée de quatre genres : les Alpha-, Beta-, Gamma- et Delta-coronavirus (1). Ces
coronavirus sont majoritairement retrouvés chez les oiseaux et les mammiferes ou ils sont
responsables d’infections respiratoires et digestives. Jusqu’en 2019, six coronavirus étaient
connus comme responsables d’infections humaines : deux Alphacoronavirus, les Human
coronavirus (HCoV)-NL63 et HCoV-229E, ainsi que quatre Betacoronavirus (Betacoronavirus 1,
HCoV-HKU1, SARS-CoV et MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome-related Coronavirus)
(2,3). En 2019, est apparu un nouveau Betacoronavirus, du sous-genre Sarbecovirus, le SARS-
CoV-2 (4). Par la suite, le SARS-CoV a été dénommé SARS-CoV-1 suite a I'apparition du SARS-
CoV-2 (Figure 1).

— Duvinacovirus | HCoV-229E
Alpha
| cor onavirus Setracovirus | HCoV-NL63 |

/

- N e Letovirinae 'm‘ Betacoronavirus 1 ‘
J HCoV-HKU1
Nidovirales Coronaviridae B
eta
: ( 1 SARS-CoV-1
coronavirus ;
_ Sarbecovirus SARS-CoV-2
Orthocoronavirinae
Gamma ) )
coronavirus Merbecovirus MERS-CoV
Delta
coronavirus
ORDRE FAMILLE SOUS FAMILLE GENRE SOUS GENRE ESPECE

Figure 1 : Place du SARS-CoV-2 dans la classification taxonomique des coronavirus responsables d’infections humaines,
selon I'ICTV.
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b. Découverte du SARS-CoV-2

Le SARS-CoV-2 a été découvert pour la premiére fois en décembre 2019, dans la ville de
Wuhan, province de Hubei en Chine, chez des patients présentant des pneumopathies séveres
inexpliquées (2). Ce virus, initialement appelé nCoV-2019 (5), puis SARS-CoV-2 par le comité
international de taxonomie des virus (6), s’est rapidement répandu dans le monde entier au
cours des premiers mois de I’'année 2020. Aprés le SARS-CoV-1 en 2002 en Chine, puis le MERS-
CoV en 2012 dans la péninsule arabique, responsables de syndrome de détresse respiratoire
souvent mortels, il s’agit de la troisieme menace sanitaire mondiale liée a un coronavirus en
moins de vingt ans (7). Le 11 février 2020, I’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) attribua
le nom de COVID-19 (COronaVirus Disease 2019) (8) pour désigner la maladie causée par le
SARS-CoV-2. Un mois plus tard, le 11 mars 2020, la propagation et la sévérité du virus au

niveau international, ont conduit 'OMS a déclarer le COVID-19 comme pandémie.

c. Origines de I’apparition du SARS-CoV-2

La question de I'origine du SARS-CoV-2 n’a a ce jour pas été totalement élucidée. Plusieurs
hypotheses ont été envisagées. L'une des hypotheses serait une origine zoonotique, d’une
part via I'analogie du SARS-CoV-2 avec le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV, et d’autre part a partir
de comparaisons génomiques avec des coronavirus isolés chez les animaux. Il est admis que
le SARS-CoV-2 appartient aux coronavirus dont le réservoir est la chauve-souris. Son génome
présente 79% d’homologie avec le SARS-CoV-1 et 52% d’homologie avec le MERS-CoV (9,10).
Le coronavirus dont il est le plus proche phylogénétiquement (96% d’homologie) est RaTG13-
CoV (Rhinolophus affinis), un coronavirus isolé chez les chauves-souris (5). Pourtant, les lieux
de vie des chauve-souris sont éloignés des communautés humaines, ce qui suggere que le
passage inter-espéces a probablement nécessité un hote intermédiaire (comme l'ont été
respectivement, la civette palmée et le dromadaire, pour le SARS-CoV-1 et MERS-CoV (11,12)).
Dans le cas du SARS-CoV-2, le pangolin, mammiféere sauvage consommé notamment en Chine
et dont la niche écologique recouvre celle des chauves-souris, pourrait avoir joué ce role
(Figure 2). En effet, il a été isolé une souche de coronavirus chez le pangolin trés proche

phylogénétiquement (92 % d’homologie) (12,13).
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Figure 2 : Représentation schématique de trois coronavirus humains (SARS-CoV-1, SARS-CoV-2 et
MERS-CoV) et la transmission a ’Homme a partir de la chauve-souris, via des hotes intermédiaires
(14).

Le SARS-CoV-2, comme le SARS-CoV-1, utilise I'’enzyme de conversion de |'angiotensine 2
(ACE2 ou Angiotensin-converting enzyme 2) comme récepteur cellulaire principal afin de
pénétrer dans la cellule hote (5). Cependant, par rapport au SARS-CoV-1 et aux coronavirus
de la chauve-souris, le SARS-CoV-2 présente une modification importante du domaine liant le
récepteur ACE2. Ce domaine RBD (receptor binding domain) est situé sur la protéine S, au
niveau de sa sous-unité S1 et est responsable d’un gain d’affinité pour son récepteur ACE2
(5,15,16). Ce domaine de liaison est retrouvé quasiment a I'identique (a un acide-aminé pres)
chez un coronavirus du pangolin (13,17). Ceci conforte I'idée que I’évolution du virus au
contact du pangolin pourrait avoir favorisé le passage a I’"homme, possiblement via la
translocation du domaine de liaison (18). Cette anthropozoonose se serait produit en Chine,
probablement au marché de Huanan, dans la mesure ou la majorité des premiers cas de
COVID-19y ont été exposés fin 2019 (19). Néanmoins, I'analyse phylogénétique de virus isolés
en Chine révele qu’au moins deux souches différentes de SARS-CoV-2 étaient apparues

plusieurs mois avant les premiers cas de COVID-19 décrits (20).

21



B. Structure du virus

a. Morphologie du virus

Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé formant une particule sphérique de diametre 100-160
nm, composé d’une nucléocapside hélicoidale, formée de la protéine de nucléocapside (N)
complexée a I’ARN viral. Elle est protégée par une enveloppe bicouche phospholipidique dans
laguelle sont ancrées plusieurs glycoprotéines de surface : la protéine Spike (S), la protéine de
membrane (M) et |la protéine d’enveloppe (E). De hautes projections formées de protéines de
surface S associées en trimére, forment une large couronne a la surface du virus en lui donnant
un aspect en forme de couronne en microscopie électronique, d’'ol sa dénomination

«coronavirus » (Figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique de la structure du SARS-CoV-2 (14).

b. Organisation du génome

Le génome du SARS-CoV-2 est de grande taille, d’environ 29,9 kilobases, composé d’une
molécule d’ARN monocaténaire, linéaire, non segmentée, de polarité positive (10). Il
comprend deux régions non codantes aux extrémités 5’ (une coiffe) et 3’ (une queue poly-
adénylée). La partie codante est divisée en plusieurs sections (Figure 4) :

Les deux premiers tiers du génome sont composés de deux grands cadres de lecture ouverts

ORF1la et ORF1b (open reading frame), qui sont de grandes régions chevauchantes codant
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pour un vaste gene réplicase qui sera traduit en deux polyprotéines (ppla et pplab). Ces deux
polyprotéines seront par la suite auto-clivées en seize protéines non structurales appelées nsp
(non-structural proteins). Ppla code les protéines nspl a nspl1, et pplab, les protéines nspl
a nspl6. Le clivage est réalisé grace aux activités protéasiques de type papaine de deux
protéines différentes, nsp3 et nsp5. Nsp3 clive les jonctions entre les nsp 1 a 4, tandis que
nsp5 clive les jonctions entre les nsp 5 a 16 (14,21). Les protéines nsp produites s’assemblent
ensuite entre elles pour former le complexe réplicase-transcriptase (RTC) indispensable a la
réplication et a la transcription de I’ARN génomique viral lors de I'infection. Chacune des
protéines nsp posséde une activité précise, par exemple la protéine nspl12 (RdRp, RNA
dependent RNA polymerase) est responsable de I'activité polymérase dépendante de I’ARN,
alors que la protéine nsp14 est responsable de I'activité de relecture, permettant de corriger

de potentielles erreurs insérées lors de la synthése d’un nouveau brin d’ARN viral (22).

SARS-CoV-2
5" | ORF1a | 5 N nanARARRY 3
| ORF1b | Genomic RMA
' I (MmRMNAT)
pPpla |nsl| ns2 ns4 [3CL| nsé ?SH’I ns11 WO T
pp1ab nsl| ns2 ns4 |3CL| nsé ?SH’# RdRp I Hel |ns14{ns15[rﬁ15|
4 Ribosomal ,ﬁ
" frameshift c _ - nsannhhiihg MRNAZ
238 essAAAAMANAZ
* PL proteinase 7 3CL protease . E pansy, MANAL
:'_.—WM mRNAS
8 aanAA MRNAS
Subgenomic RNAs el |72 wads MRNAT
Leaky scanning?-- - b

e | SnnnshRARARE MANAS

I different from SARS 2003 o INT] s mRNAG
Leaky scanning? - ---| | ol

& WiralZone 2020

SIB Swiss Institute of Bioinformatics 14 mRNAY

| ORF107?

Figure 4 : Organisation du génome du SARS-CoV-2, issue du site Viral Zone de I'Institut Suisse de
Bioinformatique (SIB) (23).

Le tiers restant du génome code essentiellement pour les protéines de structure du virus dont
quatre glycoprotéines membranaires : la protéine de surface Spike (S) et les protéines de
membrane (M) et d’enveloppe (E), ainsi que la protéine de nucléocapside (N). Six génes codant
des protéines accessoires, sont également insérés entre les genes codant les protéines
structurales. La majorité des fonctions de ces protéines accessoires sont encore mal
comprises, mais elles semblent jouer un réle tres important dans la pathogénicité des

coronavirus. En effet, une étude réalisée sur des virus mutants, n’exprimant qu’une partie de
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ces protéines, révelent leur implication dans I'atténuation de la réponse immunitaire innée de
I’hote, en inhibant la synthése des interférons de type B (24), essentiels dans la lutte contre

une infection virale.

c. Protéines structurales

La protéine de surface S

La premiére protéine structurale codée par le génome du SARS-CoV-2 est la protéine Spike (S)

également appelée protéine de spicule (25). C'est une protéine fortement glycosylée de 180-

200 kDa, qui s’assemble sous forme de triméres. Elle est ancrée a la surface de I'enveloppe

virale par une partie transmembranaire et posséde deux sous-unités S1 et S2 (Figure 5) :

- La sous-unité S1 interagit directement avec le récepteur ACE2 exprimé a la surface des
cellules hotes, via le domaine de liaison au récepteur (RBD) qui contient le motif de liaison
au récepteur (RBM, receptor-binding motif) permettant la reconnaissance et la fixation au
récepteur ACE2 (Figure 6). La sous-unité S1 contient aussi un domaine N-terminal (NTD, N-
terminal domain).

- Le sous-unité S2 est constituée d’un peptide de fusion. Elle est activée par la liaison entre
S1 et le récepteur ACE2 et contient les éléments nécessaires a la fusion de I'enveloppe
virale avec la membrane de la cellule héte.

De par sa localisation a la surface du virus, la protéine S est la principale cible des anticorps

(Ac) neutralisants qu’une personne va développer a la suite d’une infection par le SARS-CoV-

2. Ainsi, la protéine S joue un réle important dans I'infection par le SARS-CoV-2 ainsi que dans

I'induction des réponses des Ac neutralisants et des cellules T dans I'immunité protectrice.

ACE2

52 RBD

S1

HaYalalalale alalaa
. \ (] ]
LA LI L L L S A L L

—_—~  SARS-CoV-2

Figure 5 : Schéma simplifié représentatif de la structure de la protéine Spike et saliaison au récepteur
ACE2 via le domaine RBD (26).
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RBD Spike Protein
Covid-19

Figure 6 : (a) Structure du domaine de liaison RBD (ruban bleu) et du motif de liaison RBM (ruban
vert) de la protéine Spike du SARS-CoV-2 au récepteur ACE2 de la cellule h6te (ruban rouge).
(b) Site actif du récepteur ACE2 (en jaune) permettant I'interaction RBD-ACE2. L’interaction est
stabilisée par une liaison hydrogéne (lignes vertes) entre I’Arg 439 du SARS-CoV-2 et la Glu 329 de
I’ACE2 (27).

La protéine d’enveloppe E

La seconde protéine structurale codée par le génome du SARS-CoV-2, est la protéine
d’enveloppe E, petite protéine de 8 a 12 kDa. Elle se compose en N-terminal d’un court
ectodomaine hydrophile, d’'un long et unique domaine transmembranaire hydrophobe qui
s’oligomérise formant un pore dans la membrane, et d’'un segment hydrophile en C-terminal,
formant I’endodomaine. La protéine E est la moins abondante des protéines de I'enveloppe
virale, mais n’est pas la moins importante. En effet, la découverte d’une activité de canal
ionique suggere que cette protéine interviendrait dans la libération des nouveaux virions et
semble également indispensable a I'assemblage de I’enveloppe virale. Plusieurs études ont
montré que la protéine E, ainsi que la protéine M, étaient nécessaires pour produire des
particules sub-virales (particules dépourvues de génome, mais qui ont les mémes tailles et

forment qu’une particule virale complete) (28).
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La protéine de membrane M

La protéine membranaire M est la troisieme protéine structurale codée par le génome du
SARS-CoV-2 et la plus abondante des protéines constituant I'enveloppe virale. C’'est une
protéine de 25 a 35 kDa qui posséde au moins un site de glycosylation (N-glycosylation)
localisé au niveau d’un trés court ectodomaine N-terminal (29). Ce domaine est suivi de trois
domaines transmembranaires, puis d’une longue séquence C-terminale intracellulaire qui
représente plus de la moitié de la protéine. La protéine M est considérée comme le moteur
de Il'assemblage des particules virales. En effet, elle établit diverses interactions
intermoléculaires avec les autres protéines de structure (M-S, M-E, M-N, M-M), essentielles a
la formation de nouveaux virions ; les interactions M-M et M-E étant les plus importantes pour

I’assemblage (Figure 7).

La protéine de nucléocapside N

La quatrieme et derniére protéine structurale codée par le génome du SARS-CoV-2 est la
protéine de nucléocapside. C'est une phosphoprotéine de 43-50 kDa qui est associée a I’ARN
génomique pour former la nucléocapside hélicoidale (30). La protéine N est multifonctionnelle
(31) et joue un role dans la protection, la réplication du génome et la transmission du génome
viral, ainsi que dans I'assemblage du virion via des interactions avec la protéine M et I’ARN

viral. Elle aurait également un réle dans la transcription et la traduction du génome.

SARS-CoV-2

Membrane
protein

Envelope
protein
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Nucleocapsid

Figure 7: Schéma représentant les différentes protéines structurales du SARS-CoV-2 et leurs
interactions (32).
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C. Variabilités génétiques

Le SARS-CoV-2 posseéde une diversité génétique qui est la conséquence de plusieurs

mécanismes (33) :

- des mutations ponctuelles (substitutions, délétions ou insertions) dues aux erreurs de
réplication de la polymérase virale. Comme pour tous les virus a ARN, la réplication du
SARS-CoV-2 n'est pas tres fidele et de nombreuses mutations apparaissent rapidement
avec le temps. Cependant le taux de mutation est néanmoins inférieur a celui observé pour
d’autres virus a ARN (virus de la grippe, virus de I’hépatite C par exemple), grace a la
relecture par I’exoribonucléase virale (nsp14) qui permet de corriger partiellement les
erreurs introduites par la polymérase virale et diminuer le nombre de mutations (33,34).

- des recombinaisons entre deux lignées virales co-infectant le méme hoéte pouvant faire
émerger des virus « mosaiques» (par exemple recombinant entre variants),

- des systemes d’édition génomique de I'h6te par des adénosines-désaminases cellulaires,
qui font partie de I'immunité naturelle de I'h6te et pourrait également contribuer a la

variabilité génétique virale.

Seules les mutations ponctuelles les plus pertinentes, ayant entrainé |'apparition des variants

seront abordées dans cette partie.

a. Nomenclature

Mutations

Une mutation est la substitution d'une base de I'ARN par une autre (dans le cas des virus a
ARN), au cours d'une erreur de réplication, aboutissant a la modification de I'acide aminé (AA)
correspondant sur la protéine codée par le gene muté. Cette mutation peut aboutir a
une substitution (remplacement d’'un AA par un autre), une délétion (disparition d’'un AA),
une insertion (introduction d’un nouvel AA dans la protéine) ou une duplication (répétition
anormale d’un AA). Dans le cas des variants du SARS-CoV-2, ces mutations sont
essentiellement des substitutions. Par exemple, la mutation N501Y signifie qu’en position du
501¢AA de la protéine S, une tyrosine (Y) a remplacé une asparagine (N). En suivant le devenir

de ces mutations dans le temps (leur transmission, I'ajout de nouvelles mutations, etc.), on
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obtient des « lignées » de virus. Sur ces lignées, un groupe de virus partageant un méme
ensemble de mutations estappelé «variant». Lorsque suffisamment de mutations
s'accumulent chezun variant au point que celui-ci commence a secomporter de

maniére particuliére, on parle de « souche ».

La plupart des mutations qui apparaissent spontanément sur I'ensemble du génome du SARS-
CoV-2 n‘ont que peu ou pas d’incidence sur les propriétés du virus avec moins d'impact sur la
progression et le controle de la pandémie. Cependant, certaines mutations peuvent affecter
les propriétés du virus et influencer la facilité de propagation, la gravité de la maladie qu’il
entraine ou l'efficacité des vaccins, des traitements et des techniques diagnostiques. Ces
mutations concernent principalement la protéine S, piece centrale de la capacité du virus a
infecter une cellule et, par son exposition a |I'extérieur de I'enveloppe virale, elle est la cible
de la réaction immunitaire, naturelle ou vaccinale. Les mutations les plus fréquentes de la

protéine S sont répertoriées sur la Figure 8.
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Figure 8: Schéma répertoriant les mutations les plus fréquentes (en rouge) dans la protéine S du
SARS-CoV2 déterminées par des méthodes de regroupement et d'alignement. Les deux sous-unités
de la protéine S sont S1, qui contient le RBD (magenta) et le domaine N-terminal (jaune), et S2 (bleu
marine). Le site de liaison ACE2 sur le RBD est représenté en vert (RBM) et le peptide de fusion en
orange. La plupart des mutations a haute fréquence ont été détectées dans le RBD et le NTD (35) .
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Variants

L’OMS suit et évalue I'évolution du SARS-CoV-2 depuis janvier 2020. L’apparition, fin 2020, de
variants qui présentaient un risque accru pour la santé publique mondiale a conduit a
caractériser des variants a suivre (Variant of interest, VOI) et des variants préoccupants
(Variant of concern, VOC), afin de hiérarchiser les activités de surveillance et de recherche au

niveau mondial contre la pandémie de COVID-19 (36).

D’aprés 'OMS, un VOI est un « variant qui présente des modifications génétiques dont on sait
gu’elles affectent ou dont on prévoit qu’elles affecteront les caractéristiques du virus telles
qgue la transmissibilité, la gravité de la maladie, I’échappement immunitaire, la capacité
d’échapper au diagnostic ou au traitement et qui cause une transmission communautaire
importante ou plusieurs foyers de COVID-19, dans plusieurs pays, entrainant une prévalence
relative croissante et une augmentation du nombre de cas dans le temps, ou d’autres
conséquences épidémiologiques observables qui font craindre un risque émergent pour la

santé publique mondiale ».

De méme, un VOC est un « variant qui répond a la définition du VOI et dont on a montré, qu'’il

est associé a un ou plusieurs des changements suivants :

- Une augmentation de la transmissibilité ou évolution préjudiciable de I'épidémiologie de
COVID-19; ou

- Une augmentation de la virulence ou modification du tableau clinique ; ou

- Une diminution de I'efficacité des mesures de santé publique et sociale ou des outils de

diagnostic, des vaccins et des traitements disponibles ».

Les VOC actuellement répertoriés par I’'OMS figurent dans le Tableau 1, dont le dernier en

date du 26 novembre 2021 est le variant Omicron.

D’autres outils sont également utilisés pour la nomenclature de ces variants comme la
classification Nexclade ou GISAID (Global Initiative on Sharing Avian Influenza Data) qui
propose une classification en clade (37) ou la nomenclature PANGO (Phylogenetic Assignment
of Named Global Outbreak), plus dynamique, qui réalise une assignation de lignage

permettant un meilleur suivi de I’évolution des variants (38).
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Dénomination Lieu Date de Mutations d’intérét de

de 'OMS d’apparition désignation la protéine S (39)
Alpha B.1.1.7 Royaume-Uni 18 décembre 2020 D614G, N501Y,
P681H/R
Béta B.1.351 Afrique du Sud 18 décembre 2020 D614G, N501Y, K417N,
E484K, A701V
Gamma P.1 Brésil 11 janvier 2021 D614G, N501Y, K417N,
E484K, H655Y
Delta B.1.617.2 Inde VOI : 4 avril 2021 D614G, L452R, T478K,
VOC: 11 mai 2021 E484Q, P681R
Omicron B.1.1.529 Plusieurs pays  VOC : 26 novembre
2021

Tableau 1 : Variants préoccupants du SARS-CoV-2 répertoriés par ’OMS au 15/03/2002 (36).

b. Les principaux variants du SARS-CoV-2

Premier variant

Le premier variant décrit par rapport au virus d’origine isolé a Wuhan, a présenté la mutation
D614G (substitution de I’acide aspartique par une glycine en position 614). Cette mutation au
sein du RDB de la protéine S a été détectée en Europe dés Février 2020, lui conférant une
transmissibilité accrue par rapport a la souche d’origine. En effet, les variants porteurs de la
mutation D614G sont rapidement devenus les souches virales dominantes dans le monde
entier (40). Des études ont montré que la mutation D614G est associée a des charges virales
plus élevées, améliorant la liaison de la protéine S virale au récepteur ACE2 et augmentant
I'infectivité (40,41). La quasi-totalité des souches en circulation aprés février 2020 portent

cette mutation.

Variant Alpha (B.1.1.7)

En décembre 2020, le Royaume-Uni a signalé un VOC du SARS-CoV-2, lignée B.1.1.7, qui est
dénommé par I’OMS sous le nom de variant « alpha ». Ce variant probablement apparu en
septembre 2020, est rapidement devenu le variant dominant en circulation au Royaume-Uni
en quelques mois, puis a été exporté dans le monde entier (42). Il comprend 17 mutations
dans le génome viral, dont huit dans la protéine S (43). Parmi ces mutations, N501Y dans le
RBD améliore I'affinité de liaison du virus au récepteur ACE2 des cellules hotes (43,44) et la

transmissibilité du virus, et P681H est adjacent au site de clivage de la furine dans la protéine
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S, qui est un déterminant clé de la transmission, permettant d’améliorer le potentiel fusogene

de la protéine S et facilitant la diffusion tissulaire (45).

Variant Béta (B.1.351)

Pendant la méme période, en Afrique du Sud a été identifiée la lignée B.1.351, étiquetée
variant « béta » par I'OMS (46). Ce variant a ensuite été détecté dans d'autres pays,
probablement en lien avec des voyageurs en provenance d'Afrique du Sud (47). Le variant béta
comprend neuf mutations dans la protéine S, dont trois sont situées dans le RBD (K417N,
E484K et N501Y). Tout comme la mutation N501Y identifiée dans le variant alpha, les
mutations E484K et K417N augmentent |'affinité de liaison a I'ACE2 humain, et la combinaison

de ces trois mutations I'améliore d’avantage, induisant une infectiosité plus élevée (48,49).

Variant Gamma (P.1)

La lignée P.1, qui est le variant « gamma » selon I'OMS, a été détecté pour la premiere fois
chez des voyageurs revenant au Japon depuis I'Etat d'Amazonas au Brésil en janvier 2021 (50).
Ce variant abrite 10 mutations de la protéine S (51), et trois de ces mutations sont situées
dans le RBD, similaire au variant béta (L18F, K417N et E484K). Les mutations N501Y, K417N et
E484K, qui se trouvent également dans les variants alpha et béta, ont été associés a une

affinité de liaison accrue a I'ACE2 humain ainsi qu'a une transmissibilité élevée (43,44,52).

Variant Delta (B.1.617.2)

En mars 2021, le ministere indien de la Santé a signalé pour la premiere fois un variant du
SARS-CoV-2 avec des mutations importantes E484Q et L452R dans le RBD de la protéine S (53).
En quelques mois, le variant a été détecté dans d'autres pays et a été nommé lignée B.1.617.2,
et sous le nom de variant « delta» par I'OMS. Il a été désigné comme VOC, car sa
transmissibilité a été évaluée comme étant au moins équivalente a celle du variant alpha (54).
En peu de temps, le variant delta s'est rapidement propagé, et est devenu la souche la plus
dominante dans le monde (55). Les mutations principales au sein de la protéine S incluent
L4A52R, P681R et D614G. De plus, certaines séquences du variant delta peuvent avoir la
mutation G142D. La mutation L452R peut stabiliser l'interaction entre la protéine S et le
récepteur ACE2 de la cellule hote, et ainsi augmenter l'infectivité (56,57). Bien que le résidu
L452 n'entre pas directement en contact avec le récepteur ACE2, contrairement au résidu

N501, L452 est positionné dans une poche hydrophobe du RBD de la protéine S, et la mutation
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L452R peut provoquer des changements conformationnels qui favorisent l'interaction entre
la protéine S et le récepteur ACE2. De plus, la mutation P681R, qui se trouve également dans
le variant alpha, est située prés du site de clivage de la furine et s'est avérée optimiser le

clivage de la protéine S par la furine avec une transmissibilité potentiellement améliorée (54).

Variant Omicron (B.1.1.529)

Omicron a été découvert en Afrique du Sud début novembre 2021. || a été désigné comme
VOC le 26 novembre 2021 par 'OMS. Omicron contient un grand nombre de mutations
précédemment documentées dans d'autres VOC, dont au moins 32 mutations dans la seule
protéine S, par rapport aux 16 mutations dans la version delta déja hautement infectieuse,
ainsi que d'autres protéines nécessaires a la réplication virale telles que nsp12 et nsp14 (58).
Ce taux de mutation dépasse les autres variants d'environ 5 a 11 fois dans le RBD de la protéine
S. Ainsi, ce variant pourrait avoir une transmissibilité et une évasion immunitaire
améliorées. Omicron peut réinfecter des individus précédemment infectés par d'autres

variants du SARS-CoV-2 (59).

D. Cycle viral

Le cycle du virus dans la cellule se décompose en trois grandes étapes (Figure 9) : I'entrée du
virus dans la cellule hoéte, la réplication de son génome et la formation et la sécrétion de

nouveaux virions.

a. Entrée du virus dans la cellule-hote

L’attachement du virus

L’entrée du virus regroupe toutes les étapes allant de son contact avec la cellule hote jusqu’a
la libération de son génome a l'intérieur de la cellule. Afin de pénétrer dans la cellule, le SARS-
CoV-2 utilise la protéine S pour reconnaitre un récepteur cellulaire a la surface de la cellule, le
récepteur ACE2. Comme expliqué précédemment, c’est le RBD contenu dans la sous-unité S1
de la protéine S qui porte I'activité de liaison au récepteur ACE2. Il est exprimé entre autres, a
la surface des cellules pulmonaires, des pneumocytes de type Il et des macrophages

alvéolaires, ainsi que par les cellules endothéliales vasculaires du cceur. Il intervient dans la
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régulation de la pression sanguine, ce qui pourrait expliquer le plus haut risque des personnes
souffrant de maladies cardio-vasculaires, comme |’hypertension, en cas de COVID-19 (60). En
effet, 'ACE2 régule négativement le systéme rénine-angiotensine-aldostérone et agit comme
une protéine de clairance de l'angiotensine Il, qui a des effets vasoconstricteurs, pro-

fibrosants, et pro-inflammatoires.

La fusion des membranes

Afin de délivrer son génome, le SARS-CoV-2 doit fusionner son enveloppe virale avec la
membrane de la cellule cible. La fusion est initiée par la délivrance d’un signal d’activation, a
la suite d’'importants réarrangements conformationnels de la protéine S qui résultent de son
clivage protéolytique par des protéases de la cellule cible. En effet, la liaison entre la sous-
unité S1 et le récepteur ACE2 induit une modification conformationnelle de la protéine S
permettant a la sous-unité S2 de s’insérer dans la membrane de la cellule cible. Ces
modifications de la protéine S sont essentielles pour exposer le peptide de fusion et permettre

deux voies d’entrée du virus, selon la protéase cellulaire utilisée :

- Une voie majoritaire et directe, qui impliqgue la protéase membranaire TMPRSS2
(transmembrane protease serine subfamily member 2) qui va cliver la protéine S au niveau
de la jonction S1/S2 et sur un autre site de S2, entrainant une fusion directement a la
surface de la cellule (61).

- Une voie minoritaire, en absence de protéase TMPRSS2, permettant I'internalisation du
virus dans le cytoplasme par endocytose. L’activation de la fusion entre le virus et
I’endosome (la vésicule d’endocytose) qui le contient fera intervenir les protéases
endosomales telles que les cathepsines ou la furine. Il a été montré que le SARS-CoV-2
posséde un site de clivage furine (non présent chez les autres bétacoronavirus) (62) qui
permet un clivage des sous-unités S1/S2 des la biosynthése virale (63) et pourrait majorer

le potentiel infectant du virus (64).

Le rapprochement et la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane de la vésicule

d’endocytose provoque la formation d’un pore par lequel la nucléocapside qui contient le

génome viral, est injectée dans le cytoplasme de la cellule.
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Figure 9: Représentation schématique du cycle de réplication du SARS-CoV-2 (65).

b. Réplication du génome

A la suite de la fusion qui aboutit au relargage de la nucléocapside dans le cytoplasme de la
cellule infectée, I’ARN viral est libéré par décapsidation et va recruter les ribosomes de la
cellule hote afin d’utiliser la machinerie cellulaire pour se répliquer. L’ARN viral positif va servir
de matrice pour synthétiser les deux polyprotéines ppla et pplab qui formeront le complexe

réplicase-transcriptase (RTC, replication/transcription complex) apres leur maturation.

Le complexe réplicase-transcriptase (RTC)

Le RTC initie les étapes de réplication successives de I’ARN génomique. Il permet d’une part
de reproduire I’ARN viral positif. La réplication de I’ARN génomique repose sur la synthése
initiale d’un ARN intermédiaire de réplication, de polarité négative, qui sert ensuite de matrice
pour la synthése des ARN génomiques positifs de pleine longueur. Cette synthese

intermédiaire est réalisée par la nsp12 ou RdRp (RNA dependent RNA polymerase) qui est une
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ARN polymérase ARN dépendante avec une activité exonucléase, assurant une meilleure
fidélité avec une relecture de I’ARN synthétisé (66). Les réplicons ainsi constitués seront
encapsulés dans les futurs virions. D’autre part, le RTC réalise la transcription de I’ensemble
des ORF codant les protéines structurales et accessoires des nouveaux virions, sous la forme
de petits brins d’ARN anti-sens appelés ARN messagers (ARNm) « sous-génomiques ». Ces
ARNmM sous-génomiques seront ensuite traduits par la machinerie ribosomale de la cellule
héte en protéines structurales et accessoires. Contrairement a la réplication de I’ARN
génomique qui est un processus de synthése continue, le mécanisme de transcription
aboutissant a la synthése d’ARN sous-génomiques de différentes longueurs selon la région

transcrite, est discontinu et caractéristique des Coronaviridae (21,66).

c. Assemblage et formation de virions

Les brins d’ARN synthétisés sont combinés avec la protéine structurale N pour former la
nucléocapside. Les protéines S, M et E sont traduites simultanément et adressées au réticulum
endoplasmique (RE) de la cellule ou des groupements glycosides sont ajoutés aux protéines
natives S et M, qui seront ensuite transportées par voie vésiculaire, vers le compartiment
intermédiaire entre le RE et I'appareil de Golgi (ERGIC), site d’assemblage des coronavirus.
C'est le lieu de multiples interactions protéiques et du bourgeonnement des nouvelles
particules virales. Cette étape dans I'ERGIC est cruciale pour le bon assemblage des virions.
Les particules virales néoformées fusionneront avec la membrane plasmique et seront
libérées par exocytose dans I'espace extracellulaire afin d’infecter les cellules environnantes

voire un nouvel hote via les gouttelettes oropharyngées (14).

Infection par le SARS-CoV-2

A. Epidémiologie

a. Au niveau mondial

La pandémie de SARS-CoV-2 qui a débuté en Chine fin 2019, s’est rapidement propagée au

niveau mondial avec plus de 85 000 cas rapportés en Février 2020. Depuis Février 2020, le

35



Centre de Sciences et Ingénierie des Systémes de I’Université Johns Hopkins (Center for
Systems Science and Engineering, JHU CSSE) des Etats-Unis a développé une plateforme
interactive en ligne, recensant les cas signalés de COVID-19 en temps réel, ainsi que le nombre
de décés. Du début de la pandémie jusqu’en février 2022, plus de 382 millions de cas positifs

au COVID-19 ont été recensés.

b. En France

En pres de 2 ans, I'incidence des infections COVID-19 a été multipliée par 10 000, avec plus de

43 500 nouveaux cas/jour en France au 7 février 2022 (Figure 10).

400000 29 févr. 2020 7 févr. 2022

Nouveaux cas: 43 Nouveaux cas: 43 531

Moy. 7 jours: 43 Moy. 7 jours: 227 225
300000
200000
100000
0 ._.----n’F

5 juin 15 sept. 26 déc. 7 avr. 18 juil. 28 oct. 7 févr
Nouveaux cas = Moyenne sur 7 jours
7 févr. 2022

29 févr. 2020
1500 Décés: 415

Déces: 0 )
Moy. 7 jours: 0 Moy. 7 jours: 274

1000
500
0
5 juin 15 sept. 26 dec. T avr. 18 juil. 28 oct. T fevr.
Décés = Moyenne sur 7 jours

Figure 10: Incidence des infections COVID-19 en France (haut). Nombre de déceés liés aux infections
COVID-19 en France (bas) entre le 29 février 2020 et le 7 février 2022. Source : JHU CSSE COVID-19

Data
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B. Transmission virale

a. Modes de transmission

Le SARS-CoV-2 se transmet depuis une personne infectée vers une personne non infectée
essentiellement par voie aérienne, via I’émission de gouttelettes respiratoires. Ces
gouttelettes chargées de particules virales pourraient infecter un sujet susceptible, soit par
contact direct avec une muqueuse (transmission directe) soit par contact avec une surface
infectée par les muqueuses nasales, buccales ou oculaires (67). Elles peuvent étre projetées a
plusieurs metres de distance mais ne persistent pas dans I’air. Bien que le virus puisse survivre
au moins trois heures aprés aérosolisation expérimentale (68), il n’existe a ce jour aucune
donnée montrant la transmission par aérosols du SARS-CoV-2. En revanche, le virus peut

survivre plusieurs jours sur des surfaces inertes (68).

Outre les prélévements respiratoires, I’ARN viral a également été détecté dans les selles (64)
et le sang (64,69-71) des patients infectés, faisant évoquer les possibilités d’'une
contamination sanguine ou oro-fécale, mais qui n‘ont pas été démontrées a ce jour.
L'isolement de I’ARN viral dans les urines reste a ce jour tres peu décrit (69). Concernant
I’existence possible d’une virémie, quelques cas suspects de transmission intra-utérine du

virus ont été rapportés (72,73).

b. Période de transmission

Il se déroule en moyenne 5 a 8 jours entre l'infection par le virus et la possibilité de le
transmettre a un tiers, que I'on soit symptomatique ou non. Le risque de transmission est
maximal a I'apparition des symptomes, mais il débute en moyenne 2 a 3 jours avant. Ce risque
diminue ensuite progressivement a partir du 7e jour suivant I"apparition des symptomes. I
devient limité au-dela de 10 jours et exceptionnel aprés 14 jours. Ces durées ne sont toutefois
gue des moyennes et peuvent varier selon la lignée du virus considéré : globalement, plus les
symptomes sont séveres et persistent, plus la possibilité de transmettre le virus se prolonge

(Figure 11).
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Figure 11: Schéma représentatif de la période d’incubation du SARS-CoV-2 et I'apparition des
symptomes (74).

C. Manifestations cliniques

La symptomatologie clinique du COVID-19 est hétérogéne, allant des formes
asymptomatiques ou paucisymptomatiques, aux formes graves avec une détresse respiratoire
pouvant se compliquer d’atteintes systémiques et multi-organiques, de défaillance

multiviscérale et de choc septique, pouvant entrainer la mort.

a. Les infections asymptomatiques

Une part non négligeable des personnes infectées par le SARS-CoV-2 ne développent pas de
symptomes. Il est difficile d’évaluer exactement cette proportion, dans la mesure ou aucun
signe clinique ne permet de les identifier. Néanmoins, dans la littérature internationale,
plusieurs méta-analyses suggérent des proportions variables de patients infectés
asymptomatiques. A titre d’exemple, une méta-analyse a fait état d’une estimation globale de
31 % de personnes asymptomatiques sur la base de sept études, portant sur des populations
dépistées pour le SARS-CoV-2 (75). De méme, une analyse de 79 études a montré qu’entre 17
et 25% des sujets infectés par le SARS-CoV-2 n’ont présenté aucun symptdme et sont restés
asymptomatiques pendant toute la durée de I'infection (75). Une autre méta-analyse portant
sur 28 études a révélé une variation importante de la proportion de personnes infectées
asymptomatiques en population générale, au moment du test, estimée entre 20 et 75 % (76).
De plus, au sein des cas contacts, la proportion de personnes asymptomatiques était comprise

entre 8,2 % et 50 % (76).
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b. Les infections symptomatiques légéres a modérées

Chez les patients qui deviennent symptomatiques, la nature et la sévérité des symptomes est
variable. La plupart ne présentent qu’'une forme bénigne (40%) ou modérée (40%) de la
maladie, qui peut s’aggraver chez environ 15% des patients, nécessitant un apport en oxygéne,
alors que 5% présentent un état critique associé a des complications respiratoires, septiques,

thrombotiques et a des défaillances d’organes (77).

Dans la forme symptomatique légere, les patients présentent les symptomes d’une infection
virale des voies aériennes supérieures, dont les plus fréquents en début de maladie sont la
fievre, la toux, la fatigue (asthénie). Des symptomes non spécifiques ont également été
décrits, notamment maux de gorge, congestion nasale, céphalées, diarrhées, nausées et
vomissements, arthralgies, myalgies, anorexie, éruption cutanée (19). Certains signes comme
la perte de I'odorat (anosmie) ou du golt (agueusie) ont été décrits comme précédant
I'apparition des symptomes respiratoires (78—80) et sont des symptémes d’appel du COVID-
19.

Dans les formes modérées de COVID-19, les symptoémes respiratoires tels que la toux et la
sensation d’un souffle court sont retrouvés (81). Certains patients ayant présenté initialement
des manifestations cliniques légéres, peuvent voir apparailtre une aggravation de leurs

symptomes durant la premiére semaine d’évolution de la maladie.

c. Les infections symptomatiques séveres

La forme la plus sévére de COVID-19 est une pneumonie, caractérisée par une toux, une
dyspnée et des infiltrats a la tomodensitométrie thoracique. Les patients présentent une
dyspnée sévere, des signes de détresse respiratoire, une tachypnée (fréquence respiratoire >
30 cpm) et une hypoxémie (SpO2 < 90 % en air ambiant), associés ou non a une fievre, qui
peut étre modérée, voire absente. La complication majeure de la pneumonie a COVID-19, chez
les patients atteints de forme sévere, est le SDRA, qui apparait chez 20 % de ces patients apres
une médiane de 8 jours (82) et induit la mise en place d’une ventilation mécanique. Chez les
patients hospitalisés pour des formes séveres de COVID-19, la moitié d’entre eux requiére une

supplémentation en oxygene par voie nasale, 30% nécessitent une ventilation mécanique non
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invasive et moins de 3 % une ventilation mécanique invasive, que ce soit avec ou sans

oxygénation par membrane extracorporelle (ECMO) (83).

L’OMS définit plusieurs niveaux de sévérité de I'infection a COVID-19 ainsi que des facteurs de

risque de maladie sévere (19,84) :

- un age supérieur a 60 ans (facteur de risque principal qui augmente proportionnellement
avec I'age)

- les maladies chroniques sous-jacentes : diabéte, hypertension artérielle, cardiopathie,
maladie pulmonaire chronique, maladies vasculaires cérébrales, démence, troubles
mentaux, maladie rénale chronique (notamment le patient dialysé),
I'immunosuppression, I'obésité et le cancer. Ces maladies ont été associées a une hausse
de la mortalité.

- chez la femme enceinte : grossesse tardive, IMC (Index de Masse Corporelle) élevé,
appartenance a une population non blanche, affections chroniques et affections
spécifiques a la grossesse (diabete gestationnel, toxémie gravidique) (85)

- le tabagisme (86,87).

Une récente étude a montré que la sédentarité est associée avec un risque plus élevé de
développer une infection COVID-19 sévere (88). Les patients inactifs contractant le COVID-19
auraient statistiquement plus de risque d’étre hospitalisés et de décéder que les patients qui

pratiquent réguliéerement une activité physique.

d. Les symptomes prolongés a une infection COVID-19 ou COVID-long

Les symptémes prolongés du COVID-19 different des complications post hospitalisation. Ils
sont définis par la persistance/résurgence des symptomes initiaux plus de 4 semaines apres
un épisode COVID confirmé par RT-PCR ou probable, et sans autre explication. Cela touche
plus particulierement les femmes, d’age moyen estimé a 45 ans, ayant eu une forme modérée
d’infection. On estime que plus de 10-20% des patients gardent des symptémes a 3 mois
(89,90). En revanche, plus de 70% des COVID sévéres gardent des symptomes a 3 mois post-
hospitalisation (91), notamment au niveau pulmonaire (inflammation, fibrose, réduction
capacité respiratoire), cardiaque (insuffisance, infarctus du myocarde), déconditionnement

physique, neurologique. Il s’agit en majorité d’hommes agés en moyennes de 61 ans.
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Les symptomes prolongés sont multi systémiques et invalidants, évoluant de facon fluctuante
sur plusieurs mois. Parmi les plus fréquents, sont reportés des troubles neurologiques
(cognitifs, sensoriels, troubles du sommeil, irritabilité, céphalées), une asthénie, des troubles
cardiothoraciques  (dyspnée, tachycardie, douleurs thoraciques, toux), une
anosmie/dysgueusie, des myalgies/arthralgies, des troubles digestifs (douleurs, gastralgies,
gastroparésie, diarrhée ainsi que des troubles cutanéo-muqueux et vasculaires (92). Des
facteurs de risque de survenue des symptémes prolongés a la suite d’une infection COVID-19

ont été identifiés, dont I’hospitalisation et le nombre élevé de symptoémes au cours de

I’épisode initial.

lll. Immunité antivirale

Différents acteurs de I'immunité interviennent dans la lutte contre les infections virales. La

Figure 12 résume schématiquement les principaux mécanismes de la réponse immunitaire

suite a une exposition au SARS-CoV-2.
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Figure 12 : Représentation schématique des mécanismes de la réponse du systeme immunitaire
suite a une exposition au SARS-CoV-2 (93).



A. Immunité innée

L'immunité innée est la réponse immédiate du systéme immunitaire face a un agent
pathogene. Elle est tres rapide, non spécifique et indispensable pour mettre en place la
réponse immunitaire adaptative (cellulaire et humorale). Sa mise en ceuvre est un facteur
pronostique de la maladie. En effet, une mise en place tardive majore le risque d’infection

sévere, en particulier chez les patients immunodéprimés (94).

Da fagon générale, I'immunité innée repose sur la reconnaissance de signaux moléculaires
portés par le virus. Ces signaux moléculaires percus par des récepteurs présents sur les cellules
immunitaires déclenchent des voies de signalisation qui entrainent la production de cytokines
pro-inflammatoires, d’interférons (IFN) et de chimiokines (cellules dendritiques, macrophages
alvéolaires). Ces molécules vont remplir diverses fonctions dans la réponse antivirale :
I'induction d’un état antiviral, le renforcement des propriétés des barriéres épithéliales,
I'induction de la mort par apoptose des cellules infectées et le recrutement d’autres cellules
immunitaires (cellules dendritiques, macrophages, monocytes, lymphocytes T, lymphocytes
NK) pour amplifier la réponse innée et contribuer a l'initiation de la réponse adaptative
ultérieure (95,96). D’autre part, le systeme du complément est également impliqué dans la
réponse immunitaire innée via I’activation de ses différentes voies (voies classique, alterne et

des lectines).

a. Initiation de I'immunité innée par les mécanismes de reconnaissance

Les cellules immunitaires innées expriment des récepteurs de reconnaissance des agents
pathogénes appelés PRR (Pattern Recognition Receptors) qui reconnaissent des motifs
moléculaires associés aux pathogenes (PAMPs, Pathogene-associated molecular patterns).

Ces PRR comprennent (97) :

Les récepteurs de lectine de type C (CLR, C-like receptors),

- Les récepteurs de type NOD (NLR, NOD-like receptors),

- Les TLR (Toll-like receptors),

- Les RLR (RIG-I like receptor) dont les récepteurs de type RIG-I (Retinoic-acid inducible gene-

I) et MDAS (Melanoma differentiation-associated 5).
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Comme pour les virus a ARN, I’ARN du SARS-CoV-2 est reconnu par les PRR cytosoliques (RIG-
I) et endosomaux (TLR 3, 7 et 8) (98). Cette reconnaissance induit le recrutement de protéines
adaptatrices MyD88 (Myeloid differentiation 88) qui entrainent |’activation et la translocation
des facteurs de transcription NF-kB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells), AP-1 (Activator protein 1) et IRF3 et IRF7 (Interferon Regulatory Factor) dans le noyau,
pour aboutir a la transcription de genes codant pour les cytokines pro-inflammatoires,
chimiokines et interférons de type | et lll (99). De plus, le TLR3 peut étre activé par I'ARN
double brin, produit lors de la réplication virale, contribuant ainsi via la voie TRIF (T/IR-domain-
containing adapter-inducing interferon-8) a une réponse protectrice dans l'infection par le
SARS-CoV-2. La détection du virus en cours de réplication se produit également par RIG-| et
MDAS qui a son tour recrute la protéine MVAS (Mitochondrial antiviral signaling protein)
conduisant a la phosphorylation IRF-3 et IRF-7 nécessaire a I'expression des IFN (100). De
méme, les protéines de surface du SARS-CoV-2 notamment la protéine S est reconnue par les
TLR 2 et 4 qui sont localisés a la surface des cellules hétes. Ceci conduit in fine, via la portion
intracellulaire de I"ACE2 a l'activation de la TNFa-converting enzyme (TACE), qui est
responsable d’une sécrétion de TNFa. La reconnaissance de la protéine S par les TLR des

monocytes entraine également I'expression de NF-kB via MyD88 (Figure 13).
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Figure 13 : Représentation schématique de la mise en place de 'immunité innée suite a une infection
virale (101).
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b. Les interférons

Il existe trois groupes d’interférons : les IFN de type | (principalement IFNa/INFB), de type Il
(IFNy) et de type Il (IFNA).

Les interférons de type | et 11l

Les IFN de type | et lll ont une activité antivirale et sont produits par les cellules nucléées apres
une infection virale, ainsi que par les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), qui sont
spécialisées dans la production d’'IFN et qui peuvent aussi détecter la présence de virus en
I’absence de réplication virale productive. Les IFN de type | et Il produits par les cellules
infectées se lient a leur récepteur hétérodimérique de surface respectif : IFNAR composé des
sous-unités IFNAR1 et IFNAR2 pour I'IFN de type |, et IFNLR1/IL-10RB pour I'IFN de type IlI
(récepteur exprimé principalement sur les cellules endothéliales). La cascade intracellulaire
est ensuite commune. La liaison des IFN activent les kinases Tyrosine Kinase 2 (TK2) et Janus
Kinase 1 (JAK1) associées aux récepteurs, qui permettent la phosphorylation des
transducteurs de signaux et des activateurs de la transcription (STAT1 et STAT2). Les STAT
phosphorylés forment avec I'IRF9 un complexe trimérique (ISGF3, IFN-stimulated gene factor
3), qui aprés translocation nucléaire, se lie aux éléments de réponse stimulés par I'lFN (ISRE,
IFN-stimulated response elements) et initie la transcription de centaines de génes stimulés par
I'IFN (ISG, IFN-stimulated genes) (Figure 14). Ainsi les IFN de type | et Ill protegent les cellules
hétes eninduisant I’expression de multitudes d’ISG codant pour des protéines interférant avec
la réplication virale et réprimant directement la réplication virale via divers mécanismes, y
compris l'inhibition de la transcription/traduction virale et la dégradation des acides
nucléiques viraux, limitant a la fois la propagation du virus et la charge virale (100).
Contrairement aux IFN de type Ill, les IFN de type | peuvent également signaler via des

homodimeéres STAT1 et favoriser |'expression des génes pro-inflammatoires.

L’interféron de type Il (IFNy)

L’'IFN de type Il ou IFNY est principalement produit par les cellules NK et les cellules T helper 1
(Th1) et joue un réle central dans la régulation de I'immunité innée et adaptative contre
plusieurs pathogenes (102). L'IFN de type |l se lie au récepteur composé d'IFNGR1 et d'IFNGR2
et favorise la phosphorylation de STAT1 via JAK1 et JAK2. STAT1 phosphorylé forme des

homodiméres, qui se lient aux séquences activées par les rayons gamma (GAS, gamma-
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activated sequences) dans le noyau et induisent |'expression de génes pro-inflammatoires

(Figure 14) (102).
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Figure 14: Schéma représentant la cascade de signalisation des interférons dans l'infection par le
SARS-CoV-2 (102).

Données sur les interférons chez les sujets infectés par le SARS-CoV-2

La production d’IFN de type | semble insuffisante chez certains patients pour controler
I'infection, favorisant ainsi la réplication virale. En effet, différentes équipes ont récemment
montré que les formes séveres sont associées a un déficit de production d’IFN par I’organisme.
Chez d’autres patients, en revanche, la sécrétion d’IFN-I semble trop importante, entrainant
une hypersécrétion cytokinique et une augmentation de I'expression d’ACE2 sur les cellules
épithéliales. Ces différences dans la réponse IFN a I'infection pourraient s’expliquer par des
susceptibilités génétiques. Le traitement par l'interféron montre aussi des effets bénéfiques
chez certains patients. L'interféron est une substance a activité antivirale, qui va stimuler les
défenses naturelles de chaque cellule, en induisant la synthese de protéines qui vont les
protéger de I'infection. Une expression élevée 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 séveres. Cette expression est probablement liée a une production
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précoce et importante d’IFN dans les poumons avec une diffusion ensuite dans la circulation
sanguine ou des taux plasmatiques élevés d’IFNa sont retrouvés (103). L’expression diminuée
d’IFN de type | dans le sérum de patients COVID-19 séveres est généralement associée a des
niveaux élevés de cytokines pro-inflammatoires. Le pouvoir pathogéne du SARS-CoV-2 repose
principalement sur la capacité du virus a entraver la voie INF et a stimuler en paralléle la
production élevée de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires, telles que I'IL6. Ceci
suggere 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 (100).

c. Inflammation et cytokines pro-inflammatoires

A la suite de I'infection par le SARS-CoV-2, il peut se produire deux types de réponse (95) :

- Une réponse immunitaire saine et adaptée avec un controle de la réplication virale, se
traduisant par la clairance virale des cellules infectées et un tableau clinique non sévere.

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

cytokinique et des lésions tissulaires graves.

Inflammation

Les mémes PRR engagés dans la production des IFN, dont les TLR peuvent également engager
des voies de signalisation aboutissant a la production de cytokines et chimiokines pro-
inflammatoires. A l'inverse de la voie de synthese des IFN, cette signalisation entraine
I"activation du facteur transcriptionnel NF-kB, qui aprés migration dans le noyau de la cellule,
va entrainer la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires responsables d’une inflammation
locale. Trois des cytokines pro-inflammatoires les plus importantes de la réponse immunitaire
innée sont I'lL-1, le TNF-a et I'IL-6. Les macrophages tissulaires, les mastocytes, les cellules
endothéliales et épithéliales sont la principale source de ces cytokines au cours de la réponse

immunitaire innée.
Des récepteurs de la famille des NLR peuvent entrainer I'activation de I'inflammasome NLRP3.

Cet inflammasome, par le biais de la protéase caspase 1, clive la pro-IL-1B et |la pro-IL18 et

permet la sécrétion d’IL-1B et IL-18 (104).

46



L’orage cytokinique

L'infection a SARS-CoV-2 peut entrainer une suractivation du systéme immunitaire en
induisant une libération massive de cytokines pro-inflammatoires. Ce phénomeéne, connu sous
le nom d’orage cytokinique, commence par une augmentation soudaine et aigué des taux
circulants de différentes cytokines pro-inflammatoires, notamment I'IL-6, I'IL-1, le TNF-a et
par une faible production d’IFN de type I. Cela induit une réponse inflammatoire localisée mais
qui se propage ensuite de maniére systémique, contribuant au recrutement de cellules
immunitaires (macrophages, neutrophiles, lymphocytes T) dans les tissus infectés avec des
effets destructeurs au niveau local, résultant de la déstabilisation des interactions entre les
cellules endothéliales, des dommages de la barriere vasculaire et des Iésions des capillaires
alvéolaires. Plusieurs cellules immunitaires activées, dont les lymphocytes T et B, les cellules
NK, les macrophages, les cellules dendritiques, les neutrophiles, les monocytes et les cellules
tissulaires résidentes (cellules épithéliales et endothéliales), contribuent a I’orage cytokinique
au cours de I'infection COVID-19. Cet orage est souvent associé a un sepsis viral, un SDRA, une
insuffisance respiratoire, un choc, une défaillance d’organes et finalement la mort (105). En
effet, une libération controlée de cytokines joue un réle clé dans la résolution de l'infection,
mais des niveaux déséquilibrés de médiateurs pro-inflammatoires et antiviraux restent la

principale cause de SDRA et de défaillance multiviscérale (95,106).

Plusieurs études ont montré que par rapport aux témoins sains, les patients infectés par le
SARS-CoV-2 présentent des taux plasmatiques accrus de cytokines pro-inflammatoires, telles
que I'lL-1B, I'antagoniste des récepteurs de I'lL-1 (IL1RA), I'IL-2, I'IL-6, I'IL-7, IL-10, TNF-a, IFN-
Y, GM-CSF, G-CSF, le PDGF ainsi que plusieurs chimiokines (CCL2, CCL3, CCL4, CXCL10, CCLS,
CXCL2, CXCL8, CXCL9 et CXCL16) (Figure 15). Une corrélation significative entre la gravité
clinique de I'infection COVID-19 et les concentrations sériques d'IL-1, IL-2, IL-6, IL-7, IL-10, TNF-
a, G-CSF, CCL2, CCL3, CXCL8 et CXCL10 a été rapportée (19,107—109). De plus, une autre étude
complémentaire a non seulement confirmé que les patients atteints de COVID-19 sévére
présentent des taux plasmatiques d'IL-6, d'IL-10 et de TNF-a significativement plus élevés que
les cas bénins, mais également, que ces taux sont associés a une moins bonne récupération

du COVID-19 et a une réduction et un épuisement fonctionnel des cellules T (110).

Parmi les cytokines et chimiokines surexprimées chez les patients COVID-19, I'lL-6 représente

un biomarqueur précieux. En effet, les taux plasmatiques d’IL-6 chez les patients COVID-19
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séveres sont corrélés a la charge virale et aux lésions pulmonaires, et son élévation est
considérée comme le marqueur pronostique le plus robuste de mortalité, indépendamment
des comorbidités (111). Une auto-amplification peut résulter de la voie de Th17. IL-6 active
cette voie et lors de sa surexpression, elle délivrera de I'lL-6 a son tour. L'IL-1B et le TNFa

augmentent la concentration de I'lL-6 (112).
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Figure 15: Distribution des cellules immunitaires et expression des cytokines et chimiokines chez les
patients COVID-19 (100). BALF : Liquide de lavage broncho-alvéolaire. BLOOD : Sang.
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d. Les principales cellules immunitaires innées dans la maladie COVID-19

Plusieurs médiateurs cellulaires sont impliqués dans la réponse innée vis-a-vis du SARS-CoV-
2, dont I'objectif final est I’élimination du virus avant sa propagation. Parmi ces acteurs
cellulaires figurent notamment les monocytes, les macrophages, les polynucléaires
neutrophiles (PNN), les cellules dendritiques (DCs) et les cellules NK. Nous passerons en revue
ces divers médiateurs cellulaires participant aux réponses immunitaires innées ainsi que leur

réle dans la maladie médiée par le SARS-CoV-2.

Monocytes/macrophages

Les monocytes et macrophages sont des acteurs majeurs du systéme immunitaire inné, et
sontimpliqués dans la physiopathologie de I'infection virale, soit directement en tant que cible
virale par la reconnaissance du virus via leurs récepteurs ACE2, ou en tant que cellules
productrices de cytokines et chimiokines pro-inflammatoires. Lors du SDRA, un syndrome
d’activation des macrophages, caractérisé par des macrophages hyperactivés par le SARS-
CoV-2, est retrouvé de maniere systématique (113). Cette preuve est en lien avec la
découverte que le SARS-CoV-2 active les macrophages alvéolaires, spléniques et rénaux via
I'ACE2 et améliore la sécrétion d'IL-6, de TNF-a et d'IL-10 (114), méme en |'absence d'une

réplication virale productive et de la génération de virions (115).

La présence de monocytes et macrophages présentant un phénotype pro-inflammatoire a été
observée dans différentes localisations au cours du COVID-19 (116,117). La proportion de
monocytes présentant ce phénotype majoritairement double positif CD14+/CD16+ augmente
en fonction de la gravité de la maladie. Ce sous-type de cellules permet la synthese d’IL6,
TNFa, et d’IL10 a des niveaux importants (117). D’autres marqueurs comme la diminution
d’expression du HLA-DR, ainsi que l'augmentation du marqueur PD-L1, attestent d’une
altération de la présentation de I’antigene et d’un dysfonctionnement de la réponse immune
(118). 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, ayant un réle
inflammatoire puissant par la production exacerbée de cytokines/chimiokines chez les
patients COVID-19 séveres. Al'inverse, chez les patients modérés ou légers, une augmentation

du phénotype M2 est mise en évidence, marquée par une action réparatrice (119).
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Cellules dendritiques (DCs)

Les cellules dendritiques (DCs, Dentritic cells) sont des cellules présentatrices d’antigene (CPA)

professionnelles. Elles jouent un réle clé dans I'activation des réponses immunitaires innées

et adaptatives. Les DCs sont attirées lors de la présence du virus et permettent la synthése

d’IFN de type | et lll. Dans les poumons, trois sous-types de DCs sont présents (120):

- Les cellules dendritiques conventionnelles de type 1 (cDC1) qui activent principalement
une réponse Th1,

- Les cellules dendritiques conventionnelles de type 2 (cDC2) responsables de la régulation
et de la production des chimiokines pro-inflammatoires,

- Les cellules dendritiques plasmacytoides (pDC) qui sont le principal producteur de I'IFN de

type | lors d’une infection virale (121).

Ces pDC subissent le plus de modifications lors d’une infection grave au SARS-CoV-2. Dans le
LBA et le sang des patients COVID-19, le taux de pDC diminue ainsi que la fonctionnalité des
pDC en termes de production d’IFN de type |, notamment I'IFNa (122). Il a été montré qu’en
réponse a une infection virale, les pDC subissent une diversification phénotypique (123). Le
phénotype correspondant aux pDC synthétisant les IFN de type | est représenté par les
marqueurs PDL1+ et CD80-. Ce phénotype est augmenté chez les patients asymptomatiques,
indiguant que les pDC sont fortement activés pour produire de I'IFN de type | lors d'une
infection asymptomatique. A l'inverse, 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 sévére (124).

Polynucléaire 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 et l'infiltration
des PNN engendre une forte réponse inflammatoire locale et une apparition de lésions
tissulaires irréversibles. L'inflammation provoquée par les PNN est due a divers phénomeénes :
la formation d’espéces réactives de I'oxygéne (ROS, reactive oxygen species), la dégranulation
des PNN et le phénoméne de nétose, qui correspond a un mécanisme de mort via la formation
de NETs (Neutrophil extracellular traps). Ces NETs sont des pieges extracellulaires en forme de
toile, constitués de fibres d’ADN extracellulaire, d’histones, de protéines microbicides et de

protéases. Le processus de nétose permet de détruire dans un environnement physiologique,
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les bactéries et les virus. Cependant, en cas de SARS-CoV-2, cette exacerbation de nétose
induit une inflammation majorée dans le LBA (lavage broncho-alvéolaire) et des phénoménes

de thromboses (100).

Les PNN sont présents en grande quantité dans le LBA contrairement aux lymphocytes,
notamment chez les patients COVID-19 séveres. En effet, par rapport aux personnes
légerement symptomatiques, les patients COVID-19 séveres sont caractérisées par un ratio
PNN/lymphocytes élevé, qui est un marqueur d’inflammation et d’infection (107,125). De
plus, les PNN des patients COVID-19 semblent posséder une capacité de présentation réduite
de I'Ag, en raison de I'altération du HLA-DR et de I'augmentation de I'expression de surface de
PD-L1 (126) et agissent comme un moteur d'hyper-inflammation via la production accrue de
cytokines et d'une dégranulation cellulaire (126). Par conséquence, la forte réponse
inflammatoire locale conduisant a une Iésion tissulaire, est dépendante du recrutement des
PNN, qui est médié par certaines chimiokines surexprimées a la fois dans le LBA et le sang,
dont CXCL1, CXCL2, CXCL8, CXCL10, CCL2 et CCL7 (127-129). Il a été montré qu'une sous-
population de PNN exprimant une signature I1SG était fortement représentée chez les patients
atteints de COVID-19 léger/modéré mais pas chez les patients atteints de COVID-19 sévére
(130).

Cellules NK (Natural Killer)

Les lymphocytes NK ont un réle de reconnaissance et de destruction des cellules infectées par

le virus, par le biais de perforines/granzymes ou par cytotoxicité a médiation cellulaire

dépendante des Ac. Les cellules NK humaines sont divisées en deux sous-types cellulaires

(131):

- Les cellules CD56°1&"t'CD169™ faiblement cytolytiques, prédominantes dans les tissus et
spécialisées dans la production de cytokines.

- Les cellules CD569™CD16 8" qui lors de I'activation, présentent une puissante activité
cytolytique et une expression majorée de récepteurs KIR (killer-cell immunoglobulin-like

receptors) qui, avec le CD16, sont cruciaux pour les fonctions cytotoxiques des NK.
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En plus de l'activité cytolytique, les cellules NK possédent également des fonctions
immunomodulatrices, capables de supprimer le processus inflammatoire déclenché par
I'infection virale afin de limiter les dommages a I'h6te et la progression de la maladie (131).

Chez les patients présentant un COVID grave, il a été observé une diminution du taux de
lymphocytes NK CD569™ CD16 Pright KIR* au niveau périphérique, suggérant soit une altération
de la maturation des cellules NK, soit une augmentation du recrutement des cellules NK
circulantes dans les tissus infectés (132). Ce déficit quantitatif altére la réponse cytotoxique
des cellules NK. En effet, il a été montré que I'infection par le SARS-CoV-2 induit une altération
fonctionnelle des cellules NK et influence leur activité cytotoxique en stimulant I’expression
de leur principal récepteur inhibiteur : le récepteur NKG2A (133). Cette expression majorée
de NKG2A est observée parallelement a la diminution des marqueurs d’activation CD107a,
INFy, IL2 et TNFa dans le sang des patients infectés par le SARS-CoV-2. L'altération quantitative
et fonctionnelle des lymphocytes NK est inversement corrélée a la concentration d’IL-6, ce qui
conduit a une activation accrue des cellules immunitaires innées avec une production massive
de cytokines pro-inflammatoires (134). Ainsi, le phénotype acquis par les cellules NK au stade
précoce de linfection, délimite I’épuisement fonctionnel de ['activité cytotoxique et

immunomodulatrice des NK et est corrélée a la progression de la maladie.

e. Le complément

Le systéeme du complément fait partie des défenses de I'immunité innée. Il existe trois voies
d’activation du complément (Figure 16): la voie classique, la voie alterne et la voie des
lectines. Ces voies clivent des zymogénes en cascade par le biais d’'une C3 convertase et d’'une
C5 convertase avec pour finalité la formation d’'un complexe d’attaque membranaire (CAM)
et la libération d’anaphylatoxines (C3a et C5a). Le SARS-CoV-2 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 S du SARS-CoV-2 (135,136).
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Figure 16: Voies d’activation du systeme du complément (135).

Le systeme du complément se place 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 leur lyse)

- LlUinduction d’un état immuno-inflammatoire antiviral, en stimulant les réponses
immunitaires spécifiques au virus

- La neutralisation directe des virus.

Plusieurs données clinico-biologiques sont en faveur d’une hyperactivation du complément
chez les patients COVID-19. Chez les patients séveres, une suractivation des voies du
complément a été mise en évidence, avec une élévation des facteurs B, C3a, C5a et des
facteurs composant le CAM (C5b-9), corrélée a la gravité clinique. Ces facteurs 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. En effet chaque diminution de
1g/L augmente le risque de déces de plus de 7 fois, et 'augmentation de C3 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 C5b-9 soluble, qui est associée au développement d’une
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insuffisance respiratoire. La variation de ces marqueurs semble indépendante des différentes

comorbidités et des complications retrouvées dans le COVID-19 (137,138).

En dehors des marqueurs solubles, des dépo6ts de fragments de complément ont été observés
dans plusieurs organes chez des patients atteints du COVID-19, notamment dans des lésions
pulmonaires ou cutanées. De plus, des anomalies endothéliales observées dans de nombreux
organes dont les reins, les poumons, le coeur, I'intestin gréle et le foie, ont été associées a
I'activation du complément. L’état d’hypercoagulabilité observé dans les infections séveres
par le SARS-CoV-2 contribue probablement a la lésion endothéliale et a I'activation du
complément. Cette hypercoagulabilité est différente de la CIVD (coagulation intravasculaire
disséminée). Les caractéristiques de cet état sont un TP normal, un TCA et un taux de
fibrinogéne élevés, une numération plaquettaire normale ou augmentée, un taux

d’antithrombine proche de la normale et une augmentation de la protéine C et du facteur VIII.

Il existe plusieurs mécanismes pouvant expliquer les lésions médiées par le complément
pendant I'infection COVID-19 (Figure 17) :
- L’activation des PNN et I'induction de NETs

- L’hypercoagulabilité et I'hyper-inflammation (orage cytokinique)

L'activation du complément génere les anaphylatoxines C3a et C5a, et recrute des
neutrophiles et des monocytes. Les PNN activés génerent des NETs dans un processus connu
sous le nom de nétose, qui contiennent des composants tels que C3, la properdine (P) et le
facteur B (B) qui activent la voie alterne du complément et engagent une boucle de rétroaction
inflammatoire. Bien que les NETs aident a la défense de I'hGte contre les agents pathogénes,
une réponse soutenue, comme celle observée dans le COVID-19, peut provoquer une
inflammation continue et un état d'hypercoagulabilité. De plus, le CAM induit également une
inflammation endothéliale et des Iésions tissulaires, conduisant a la génération d'IL-6 et d'IL-

1B, qui continuent a propager la nétose.

De telles interactions entre les Iésions endothéliales, I'hypercoagulabilité et I'activation du
complément provoquent des lésions tissulaires graves, telles que le SDRA, des lésions rénales
aigués (insuffisances rénales aigues) et des accidents vasculaires cérébraux, et sont souvent

associées a une microangiopathie thrombotique.
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Figure 17: Boucle d’inflammation médiée par I'activation exacerbée du complément par le SARS-
CoV-2 (139).
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B. Immunité adaptative

La réponse immunitaire adaptative vis-a-vis du SARS-CoV-2 interagit avec la réponse innée
afin de controler 'infection virale. Cette immunité est composée d’une part de I'immunité a
médiation cellulaire impliquant principalement les lymphocytes T (CD4 et CD8) dont le but est
d’éliminer les cellules infectées, et d’autre part, I'immunité a médiation humorale qui
implique les lymphocytes B (LB) pour permettre la production d’anticorps spécifiques dirigés
contre le SARS-CoV-2. Cette réponse immunitaire adaptative participe ala guérison des

patients infectés.

a. Réponse cellulaire a I'infection par le SARS-CoV-2

Les LT sont les acteurs majeurs de la réponse antivirale de par leur capacité a éliminer les
cellules infectées. Ce role est attribué aux LT CD8+ a action cytotoxique (CTL). Ces CTL sont
capables de tuer les cellules infectées par un contact étroit avec elles. Les acteurs cellulaires
importants dans cette réponse sont les LT CD4+, les LT CD8+ et les cellules présentatrices

d’antigene (CPA).

Les cellules présentatrices d’antigéne (CPA)

Les CPA sont composées des cellules dendritiques et des macrophages résidents. Suite a
I'internalisation du SARS-CoV-2 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 de CMH (complexe majeur
d’histocompatibilité) de classe | et Il sont présentés au TCR (T-cell receptor) des LT.
Contrairement aux autres coronavirus hautement pathogenes, les protéines de spicule (S), de
la nucléocapside (N) et de la membrane (M) sont présentées selon une méme fréquence aux
LT (140). D’une part, les antigénes S, N et M du SARS-CoV-2 peuvent étre associés aux
molécules de CMH de classe | afin de stimuler la prolifération et I'activation des LT CD8+
cytotoxiques. D’autre part, les antigénes associés aux molécules de CMH de classe Il vont
stimuler des LT naifs ou ThO. Cette présentation antigénique permet l'activation et la
polarisation des LT CD4+ helper vers la voie Thl principalement. L’activation et la
différenciation des LT sont médiées par la présentation de I’antigéne et grace a des facteurs

de costimulation associés (141). En complément de la polarisation de la réponse immunitaire,
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la présentation antigénique permet une prolifération lymphocytaire importante ainsi que la
migration vers le site d’infection (142). Une fois arrivés sur leurs sites d’action, les LT auront

différentes fonctions antivirales.

Les lymphocytes T
Les LT CD4+ spécifiques au virus peuvent se différencier en plusieurs types de cellules
distinctes en réponse a l'infection a SARS-CoV-2 et présenter une gamme de fonctions

auxiliaires et effectrices. Celles-ci incluent (Figure 18) :

les cellules Tfh (T follicular helper), qui aident les cellules B pour la maturation d’affinité et

la production d'anticorps.

- les LT CD4+ avec une polarisation Th1, qui ont des fonctions effectrices antivirales directes
via la sécrétion de cytokines (IFN-y, TNF-a et IL-2) et le recrutement de cellules de
I'immunité innée. llIs sont capables d’activer la réponse des LT CD4+ cytotoxiques.

- les LT CD4+ qui aident les LT CD8+ a proliférer et a se différencier.

- les T CD4+ cytotoxiques (CD4-CTL) sont des lymphocytes capables de sécréter des
perforines et granzymes, ayant une activité cytotoxique directe contre les cellules
infectées par le virus d'une maniére restreinte a la présentation de I'antigene de classe Il.
Néanmoins, ils semblent peu actifs, comme le montre le faible taux du marqueur de
dégranulation CD107a.

- les cellules T CD4+ qui produisent I'lL-22, ayant une fonction de cicatrisation des plaies et

de réparation du tissu pulmonaire (94).

Tth Thi Helping CD8* T cells CD4-CTL

Figure 18: Fonctions des lymphocytes T CD4+ dans le COVID-19 (94).

Les LT CD8+ cytotoxiques (CTL) sont essentiels a I'élimination de nombreuses infections
virales, en raison de leur capacité a tuer les cellules infectées. lIs sont activés selon deux voies :
par la présentation antigénique via les CPA et l'interaction CMH de classe | et TCR, ou
directement par les cellules épithéliales infectées par le virus. Cette interaction permet la

libération de protéines perforines et granzymes B qui ont une action lytique contre les cellules
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infectées par le virus. Tout comme les LT CD4+, les CTL subissent majoritairement I'apoptose

ou se différencieront en LT CD8+ mémoires.

Lymphopénie et épuisement lymphocytaire
Une lymphopénie T CD4+ et T CD8+ est retrouvée chez les patients COVID-19 (82). Elle est plus
importante chez les patients avec des formes séveres de la maladie et est associée a la
survenue du déceés (84). Cette lymphopénie s’étend sur les populations CD4+ (naive, mémoire,
régulatrice), CD8+ et NK, sans déséquilibre du ratio CD4/CDS8, et s’associe a I’expression de
genes pro-apoptotiques (103,107). Plusieurs hypothéses ont été proposées pour élucider les
causes de cette lymphopénie :

- La présence du récepteur ACE2 sur les LT pourrait permettre I'’entrée du virus dans la
cellule avec I'induction d’un dysfonctionnement des LT, aboutissant a leur apoptose (143).
De plus le taux de LT est inversement proportionnel a la quantité de cytokines pro-
inflammatoires présentes dans le milieu.

- La destruction des organes lymphoides secondaires (rate, ganglions lymphatiques) et le
taux élevé d’acide lactique pourraient entraver la production de LT majorant la cytopénie
(144).

- Le recrutement et la séquestration de lymphocytes activés dans les poumons (119),
I'induction de la mort cellulaire ou la dérégulation immunitaire (141,143), qui se manifeste
soit par une immunosuppression, soit par une activation immunitaire excessive et un
syndrome de relargage cytokinique caractérisé par une production accrue d'lL-6 qui a été

corrélé a une gravité et une mortalité accrues dans le COVID-19 (143,145,146).

Les LT CD4+, CD8+ et les cellules NK présentent des marqueurs d’activation (HLA-DR, CD45R0O
et CD38) et des marqueurs d’exhaustion ou épuisement (PD-1, TIM-3, NKG2A) qui peuvent
indiquer une hyperactivation/un état d’épuisement/un état non fonctionnel de ces cellules,
avec une perte de leur multifonctionnalité, notamment en termes de cytotoxicité. Ils sont
d’autant plus présents chez les patients séveres, pouvant entretenir I'infection (103,133)
(Figure 19). En effet, une augmentation du niveau d’expression du récepteur NKG2A, connu
pour étre a I'origine de I’épuisement des cellules NK et T CD8+, est observée chez les patients
présentant des formes séveres. La lymphopénie observée est toutefois réversible. Lors de la
réponse cellulaire, les LT CD4+ atteignent leur pic environ une semaine apres les premiers

symptomes de l'infection et les LT CD8+ sont plus nombreux entre la premiére et la deuxiéme
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semaine des symptémes, mais la réponse T CD8+ est plus modérée que la réponse T CD4+, a
la fois localement et en périphérie. Cette réponse cellulaire dirigée contre les protéines
structurelles du virus, joue un réle dans la protection a long terme contre I'infection par le

SARS-CoV-2 (147).
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Figure 19: Réponse immunitaire aberrante et inefficace chez les patients atteints d’une infection
sévere au COVID-19 (148).

Chez les patients atteints de COVID-19 sévére, une augmentation du nombre de PNN et du
rapport PNN sur lymphocytes sont observés. De plus, des concentrations importantes de
cytokines ont été détectées dans le sang périphérique des patients sévéres, avec une majorité
synthétisée par la voie Thl (IFN-y, TNF-a, IL-2) et des cytokines effectrices (IL-5, IL-9, IL-10, IL-
13, IL-17 et IL-22). Malgré cette sécrétion, les LT CD4+ multifonctionnelles sécrétant au moins

deux des cytokines IFN-y, TNF-a, IL-2 sont diminués dans les cas graves (149).

Les cellules T ont un r6le dans la clairance virale, mais elles peuvent étre a I'origine d’une
immunopathologie en potentialisant I’effet inflammatoire. Divers mécanismes ont été mis en
évidence, avec I'augmentation de T CD4+ polyclonales GM-CSF+. Le GM-CSF entraine une
inflammation pulmonaire induite par les cellules T et une auto-amplification de la réponse
cytokinique. Cette induction majore davantage I’hyper-inflammation induite par les cytokines.

Le taux de lymphocytes GM-CSF+ est quantitativement proportionnel a la gravité de la
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maladie. Cette molécule est un lien entre I'induction d’inflammation par les LT CD4+ par

sécrétion d’INF-y et la libération d’IL-6 par les macrophages (142).

Bien que la réponse Thl soit majoritaire, des cytokines provenant de la voie Th17 sont
retrouvées. Cette lignée synthétise de I'lL-17, recrutant des monocytes/macrophages et des
neutrophiles provenant de la circulation. Ce recrutement induit la libération d’IL-1B et IL-6
responsables de I'emballement de la réaction inflammatoire (150). Comme dans lI'immunité
innée, ces cytokines possedent de larges propriétés inflammatoires et participent a I'orage

cytokinique.

Enfin, le nombre de LT régulateurs CD4+ CD25+ et les LT y6 sont significativement diminués
chez les patients séveres. Ces deux types de sous-populations lymphocytaires permettent
respectivement de réguler l'inflammation et d’avoir des propriétés antivirales. Leur

diminution pourrait entretenir I'inflammation déja intense de |'orage cytokinique (145).

b. Réponse humorale a l'infection par le SARS-CoV-2

Mise en place de la réponse humorale
La réponse humorale est initiée au niveau des muqueuses respiratoires par une interaction
entre les LB naifs et I'antigéne (Ag) viral. Cette interaction va permettre I'activation et

I’engagement des LB dans deux voies différentes (151) :

- Une voie folliculaire avec des LB activés qui vont migrer vers les centres germinatifs ou
organes lymphoides secondaires avec une génération de deux types cellulaires : les LB
mémoires circulants et les plasmocytes folliculaires a longue durée de vie. Cette voie
comporte une présentation de I'Ag par les LT CD4, permettant une boucle
d’hypermutation somatique, ce qui permet d’augmenter la spécificité et I'affinité des Ac
produits par le LB. Plus l'infection progresse, plus les LB seront affins par rapport a I'Ag.

Grace a la commutation de classe, des IgG et IgA sont produites en majorité (152,153).

- Une voie extrafolliculaire, plus rapide, permettant une reconnaissance directe par les LB
via le BCR (B cell Receptor) sans intervention des LT. Cette voie induit une action locale

avec génération de LB mémoires et de plasmablastes (plasmocytes extrafolliculaires).
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Cette voie comporte un faible taux d’hypermutation somatique, limitant la diversité
génétique des Ac produits par le LB, avec en premier lieu une synthése d’IgM. A la fin de
cette voie, les plasmablastes a courte durée de vie sont remplacés par des centre

germinaux folliculaires excrétant majoritairement des Ac de type IgG et IgA (152).

Ces deux voies permettent d’expliquer I’apparition dans certains cas d’lgG et IgA en méme
temps que les IgM issus des plasmablastes de la voie extrafolliculaire. Malgré la lymphopénie,
dont la diminution des LB au début de la maladie, une fréquence élevée de plasmablastes est

retrouvée permettant la génération rapide d’Ac. La régression survient aprés 3 a 6 mois de

convalescence (151).

Cinétique des anticorps

Plusieurs protéines virales du SARS-CoV-2 peuvent induire une réponse humorale. Parmi les
antigenes d’intérét du SARS-CoV-2, le domaine de liaison RBD de la protéine S ainsi que la
protéine de nucléocapside (N) ont été étudiés. De nombreuses équipes ont étudié la cinétique
de ces Ac au cours de I'infection par le SARS-CoV-2. Dans I'étude de Wolfel menée sur neuf
patients infectés, la séroconversion anti-S survenait en médiane a 7 jours, atteignant 100 % a
14 jours. Ces anticorps présentaient une réactivité croisée avec les autres coronavirus
humains, notamment le SARS-CoV-1, de par I'"homologie de séquence de la protéine S du
SARS-CoV-2 (Figure 20) (64). De plus, une étude plus large rapportait I'apparition d’IgM et
d’lgG anti-S aux 11e et 12e jours, respectivement (154).
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Figure 20: Analyse d'homologie de séquence du domaine RBD de la protéine Spike du SARS-CoV-2
par rapport aux autre coronavirus humains (155).
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La séroconversion anti-N semble plus tardive (156). En effet, dans I’étude de Guo, 78 % des
patients développaient des anticorps anti-N aprés 14 jours de suivi (157). Ces résultats
semblent cohérents avec ceux retrouvés dans une large étude francaise menée par Grzelak
(158). Le pic des IgM et IgA, apparues simultanément, précéderait d’'une semaine le pic des
IgG (159). La production des IgG peut étre concomitante a celle des IgM ou survenir quelques
jours aprés, cependant tous les anticorps anti SARS-CoV-2 (IgM, IgA et IgG) sont détectables
chez les patients a partir de la deuxiéme semaine suivant I'apparition des symptémes (Figure
21). Concernant la durée des Ac, une étude de cinétique a montré une négativation des IgA et
IgM a 12 semaines post-symptdmes. La décroissance des IgG semble plus lente et progressive

jusqu’a plusieurs mois post-symptémes (160).
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Figure 21: Cinétique de la réponse immunitaire adaptative lors d’une infection a SARS-CoV-2 (161).

Caractéristiques des anticorps neutralisants

L’efficacité des Ac sur la prévention de I'infection est liée a leur pouvoir de neutralisation. Les
Ac neutralisants sont ceux qui se lient au virion pour empécher la liaison ou fusion du virus
avec la cellules cible, entrainant ainsi sa neutralisation (162). La protéine S du SARS-CoV-2 est
la cible des Ac neutralisants dont 90% ciblent le domaine RBD et le domaine NTD. lls semblent
modifier la protéine S, empéchant ainsi I'interaction entre le RBD et I’ACE2 (163) (Figure 22).
La similitude des séquences des protéines S entre le SARS-CoV-1 et SARS-CoV-2 permet
d’envisager une protection croisée avec les Ac présentant I'activité neutralisante la plus
importante (164). Dans I'étude de Wolfel, tous les patients développaient des anticorps

neutralisants a 14 jours du début de l'infection (64). Dans |'étude de Grzelak, I'activité
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neutralisante des anticorps atteignait 80-100 % entre 14 et 21 jours aprés les premiers

symptOomes, et s’associait a la positivité des anticorps anti-S et anti-N (158).

Les Ac neutralisants permettent I'opsonisation des cellules infectées par le SARS-CoV-2 ainsi
gue des virus libres, aboutissant a la phagocytose par les macrophages. Ces Ac favorisent la
liaison de leur fragment Fc (Fraction cristallisable) au Clqg, activant la voie classique du
complément et I'induction de la synthése des protéines C3, C3a et C5a du complément (165).
Les Ac peuvent également recruter des cellules effectrices afin d’induire I'apoptose de la
cellule infectée via la cytotoxicité dépendante des Ac, par le biais de la reconnaissance du

complexe "Ac — protéines virales" par les cellules NK.
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Figure 22 : Schéma représentatif de I’action des anticorps neutralisants (166).

Une activité neutralisante variable a été montrée sur une cohorte de 963 patients, avec
différents degrés de neutralisation. Les non-répondeurs étaient principalement des patients
asymptomatiques. De méme, cette activité neutralisante varie selon les différents variants du
SARS-CoV-2 (167). Les anticorps neutralisants sont positivement corrélés avec I'age, le sexe
masculin et la sévérité de la maladie. Ce sont des facteurs prédictifs de taux élevés d’Ac

neutralisants (168).

Lien entre la réponse humorale et la symptomatologie clinique
Les taux des Ac anti-RBD sont corrélés a la gravité clinique. Les taux d’anticorps sont plus

élevés pour les formes séveres que pour les formes bénignes, sans toutefois pouvoir
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empécher l'infection en cas de réponse immune inadaptée. En effet les patients de
réanimation présentent significativement une réaction plus robuste et constante par rapport
aux patients avec une symptomatologie modérée qui présentent des titres d’Ac plus faibles et
déclinant plus rapidement (160). Cette corrélation est confirmée dans |’étude de Hansen qui
a montré un maintien des taux importants d’Ac a 11 semaines post-infection chez les patients
de forme sévére (169). De plus, I'apparition des Ac neutralisants semble plus tardive chez les
patients séveres comparé aux patients légers. Par ailleurs, il a été montré que I'administration
de sérum de patients guéris de 'infection au SARS-CoV-2 a été associée a une amélioration
clinique chez cing patients ayant une forme sévere avec un SDRA, suggérant le potentiel de
neutralisation des Ac induits (170). Lefficacité clinique étant corrélée au taux d’Ac

neutralisants présents dans le sérum.

Cependant, le développement d’anticorps spécifiques appelés « facilitants » pourrait étre un
facteur aggravant de l'infection : dans I’étude de Zhao (154), des taux élevés d’Ac anti-S
étaient associés a la mortalité, faisant craindre I’existence d’une aggravation de l'infection
anticorps-dépendante (antibody dependent enhancement, ADE), par facilitation de I’entrée du
virus dans les cellules et renforcement de la réponse inflammatoire (171). Ces Ac facilitants
potentialiserait I'infection, a I'inverse des Ac neutralisants. Ce phénomene, basé sur différents
mécanismes, a déja été décrit pour d’autres especes virales, notamment la dengue ou le virus

Zika et constaté sur un modele simien pour le SARS-CoV-1 (154,172).

IV. Diagnostic biologique

Dans le cadre de la pandémie a COVID-19, le diagnostic biologique est un élément trés
important afin de prendre en charge les patients infectieux mais aussi de limiter la propagation
de la maladie. Dans cette partie, j'exposerai les principaux tests de diagnostic direct et indirect

disponibles et utilisés par les laboratoires (Figure 23), mais davantage de techniques existent.
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Figure 23 : Schéma représentant la place actuelle des tests diagnostiques biologiques de I'infection
au SARS-CoV-2 (173).

A. Diagnostic biologique direct

Les tests de diagnostic biologique direct permettent la détection directe du virus du SARS-
CoV-2 a partir de prélévements naso- ou oropharyngés principalement, mais aussi salivaires,
et plus rarement a partir de selles, préléevements trachéaux ou liquide broncho-alvéolaire

(LBA).

a. Les tests moléculaires

La RT-PCR

La RT-PCR (retro transcription-polymerase chain reaction) est la technique de référence (gold
standard) recommandée par I'OMS pour la détection directe du SARS-CoV-2, permettant un
diagnostic précoce de la maladie (174). Cette technique repose sur la technologie
d’amplification des acides nucléiques de I’ARN viral. En effet, elle permet de faire une PCR
(réaction en chaine par polymérase) a partir d'un échantillon d'ARN. La premiére étape est
une rétro-transcription (ou transcription inverse) de I’ARN viral en ADN par le biais d’une

transcriptase inverse qui utilise la matrice d'ARN viral pour produire un brin d’ADN simple brin
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complémentaire (ADNc). Ensuite, une ADN polymérase est utilisée pour convertir I'"ADNc
simple brin en ADN double brin. Ces molécules d'ADN peuvent étre utilisées comme matrices
pour une réaction PCR afin d'amplifier un fragment d'ADN et détecter indirectement I'ARN

présent dans |'échantillon (Figure 24).

(i) Nasopharyngeal or/and oropharyngeal (ii) Sample storage at 2-8°C for (iii) RNA extraction and
(throat) swab <10-15 min up to 3 days and RNA extraction purification process ~45 min
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Figure 24 : Schéma résumé de la technique de RT-PCR a partir d’un échantillon naso ou oropharyngé
(175).

Les avantages de la RT-PCR sont une grande sensibilité, estimée a 95 % et une spécificité tres
élevée de 99,9 % (176). La technique est automatisable, permettant la réalisation de séries
importantes et un diagnostic a large échelle de la population. En revanche, les résultats de la
RT-PCR en temps réel utilisant des amorces ciblant différentes parties du génome viral
peuvent étre affectés par la variation de la séquence de I'ARN viral, notamment en cas de
nouveaux variants (changement de séquence des régions dans lesquelles les amorces
s’hybrident). De plus, des résultats faussement négatifs peuvent survenir en raison de
I'évolution virale (177) ou en raison du moment du prélévement (trop tot ou trop tard dans
I’évolution de I'infection, y compris la limite de détection due aux infections tardives avec des
manifestations atypiques ou des patients ayant éliminé le virus). Les autres limites de la RT-
PCR sont la qualité du préléevement (matériel insuffisant), le transport et le stockage de
I’échantillon (récipient inapproprié, exposition a des températures), la purification des acides

nucléiques de mauvaise qualité ou la présence d’inhibiteurs de PCR, le colt et le temps
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d'attente du résultat qui peut varier de 1 a 2 jours (178) selon les techniques. Pour pallier aux
urgences diagnostiques, des techniques rapides permettant I'obtention d’un résultat en
moins d’une heure ont été développées en RT-PCR simple (plate-forme GenXpert de

Ceipheid®) ou PCR-multiplex (plate-forme Filmarray de Biomerieux®).

Le test RT-LAMP

Le test RT-LAMP est une méthode d’amplification isothermique médiée par boucle de
transcription inverse (Loop-mediated isothermal amplification). Cest une méthode
d’amplification visuelle rapide, sensible et efficace des acides nucléiques mais sans extraction
des acides nucléiques. Les avantages de cette technique permettent un rendu de résultat plus
rapide que la RT-PCR classique (en 40 minutes). Les performances de cette technique sont
plus faibles que celles de la RT-PCR qui reste le gold standard, cependant cette méthode a été
largement utilisée pour l'isolement d’autres coronavirus comme le MERS-CoV (179) et
d’autres especes virales (grippe, Zika, Ebola...). Des tests RT-LAMP intégrés sur salive ont été
développés et avaient obtenus une bonne spécificité avec des résultats de 97 a 99%,
cependant en termes de sensibilité, ces tests présentaient des résultats trés hétérogeénes
variant de 30% a 90%, sans véritable explication. Cette hétérogénéité était observée en
population globale (chez les personnes symptomatiques ou non) et entre préléevements pour
un méme test, entre divers études ou au sein d’'une méme étude, et dans des lieux de
prélevement différents (180). Ces nouvelles données ont conduit la HAS a suspendre sa
recommandation de prise en charge des tests RT-LAMP intégrés sur préléevement salivaire.
Depuis novembre 2020, d’autres techniques de détection du génome du SARS-CoV-2 ont été
validées sur matrice salivaire comme la RT-PCR et le test TMA (Transcription Mediated
Amplification) qui est une autre technique de détection du génome viral lorsque le

prélevement nasopharyngé est difficile voire impossible.

b. Tests antigéniques

Les tests antigéniques permettent la détection directe des protéines spécifiques du SARS-CoV-
2  (majoritairement la  protéine de nucléocapside) par une technique
d’'immunochromatographie avec une lecture manuelle ou automatisée. Leur principal
avantage est le délai rapide de rendu de résultat variant entre 15-30 minutes, bien inférieur a

la plus rapide des techniques de RT-PCR. En comparaison a la RT-PCR, les tests antigéniques
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présentent des performances plus faibles, avec une sensibilité de moins de 70 % (181).
Néanmoins, de par leur simplicité d’utilisation et leur rapidité de rendu de résultat, ces tests
sont envisagés dans une stratégie de dépistage des individus contagieux (avec une excrétion
virale importante) et pour diagnostiquer au plus tot les clusters. En effet, afin de parvenir a
une couverture de dépistage élevée, I'OMS recommande I'utilisation de tests de diagnostic
rapide de détection des antigenes. Dans l'idéal, toutes les personnes symptomatiques qui
répondent aux criteres d’infection au COVID-19 doivent étre testées le plus tot possible (dans
la premiere semaine) apres |'apparition de la maladie (174). Ce type de test est largement
utilisé en clinique et en ville par divers praticiens, selon une stratégie de dépistage de premiére

ligne.

Comme les tests de RT-PCR, ils assurent le diagnostic précoce de la maladie dés la phase aigué.
Plusieurs solutions de tests rapides permettant la détection d’antigénes sont apparues sur le

marché (Figure 25).
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Figure 25: Schéma de la réalisation du test de détection rapide d’antigénes du SARS-CoV-2, adapté
de Diagnostics Roche (182). Un test est considéré positif s’il y a présence a la fois de la ligne de controle
ainsi que de la ligne de test du patient. Un test est négatif s’il n’y a que la ligne de contréle mais que la
ligne de test n’apparait pas. Un test est ininterprétable en absence de ligne de controle visible, et ce
méme s’il y a une ligne de test.
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De nos jours, des auto-tests fonctionnant sur le méme principe que les tests antigéniques,
sont commercialisés a destination de la population générale. Ces auto-tests rapides de
dépistage s’effectuent par I'individu lui-méme (du prélevement a la lecture et I'interprétation

des résultats), dans un environnement domestique.

B. Diagnostic biologique indirect

Les tests de diagnostic indirect permettent le diagnostic d’'une infection a SARS-CoV-2 en

explorant I'immunité adaptative humorale et cellulaire induite a la suite de I'infection.

a. Tests sérologiques

Les tests sérologiques permettent de détecter la présence d’anticorps dirigés contre le SARS-
CoV-2 (Ac totaux ou isotypes IgA, IgM, 1gG) et d’étudier le versant humoral de la réponse
immunitaire adaptative. lls peuvent permettre de faire la distinction entre une infection

récente ou ancienne au COVID-19 et de mettre en évidence une immunité post-vaccinale.

Les tests sérologiques utilisés en routine ciblent différentes structures du SARS-CoV-2. Les
cibles antigéniques sont le plus souvent la protéine S, notamment son domaine RBD, ainsi que
la protéine N (183). Avec I’arrivée des vaccins qui induisent principalement des Ac anti-S, la
positivité des tests sérologiques anti-N possede |’avantage d’affirmer I'antériorité d’une

infection naturelle.

Tests sérologiques par méthode ELISA et CLIA

La technique la plus utilisée est 'ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay). C’'est une
méthode immuno-enzymatique qui permet une mesure qualitative et semi-quantitative
(titration) des anticorps produits dans le sang contre le SARS-CoV-2. Il existe plusieurs types
de méthodes ELISA : dans la méthode ELISA indirecte, un support solide (microplaque a 96
puits) est recouvert d'antigénes recombinants du SARS-CoV-2. Le sérum ou le plasma du
patient est ajouté et, s'ils sont présents, les Ac spécifiques du SARS-CoV-2 se lieront aux
antigenes immobilisés. Apres les étapes de lavage, un Ac secondaire spécifique de l'isotype
ciblé (IgM, IgA, 1gG anti-humaine) est ensuite ajouté. Cet Ac secondaire (ou conjugué) est lié a

un fluorophore pouvant générer de la fluorescence ou conjugué a une enzyme qui généere un
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signal colorimétrique ou chimiluminescent suite a I'ajout d'un substrat. Le substrat ajouté
réagira avec le conjugué, entrainant un changement de couleur. Cette couleur possede une
absorbance ou densité optique (DO) qui est mesurée a l'aide d'un spectrophotometre. La
guantité de changement de couleur est directement corrélée avec la concentration des Ac
cibles, ce qui permet une mesure quantitative du nombre d'Ac présents dans I'échantillon
(Figure 26). D'autres permutations d'ELISA sont également possibles (indirect modifié ou
sandwich a double antigene), mais bien que ces techniques partagent toutes des similitudes
en termes de mécanismes de génération de signal, chacune peut varier en termes de
performances. En régle générale, le temps de rendu d’un résultat pour les tests sérologiques
par méthode ELISA varie entre 1 a 5 h (184).
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Figure 26: Schéma représentant le principe des tests sérologiques les plus utilisés pour la détection
des anticorps spécifiques du SRAS-CoV-2 (185). (A) Modéles communs de méthodes ELISA, y compris
les tests indirects, indirects modifiés et sandwich a double antigéne. (B) Méthode CLIA a base de
billes magnétiques.

Une autre technique trés utilisée en sérologie est la chimiluminescence (CLIA,
Chemiluminescence immunoassay), qui repose sur le méme principe que I’ELISA mais avec un
mode de révélation différent. En effet, la CLIA utilise la chimiluminescence pour quantifier le
niveau d'anticorps présents dans un échantillon sanguin (186). Des antigenes du SARS-CoV-2

sont conjugués a de l'isothiocyanate de fluorescéine et liés a des particules magnétiques. Si
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des Ac anti SARS-CoV-2 sont présents dans |'échantillon, ils se lient aux antigenes et sont
ensuite visualisés par chimiluminescence a l'aide d'un Ac de détection. La chimiluminescence
est une réaction chimique qui émet de I'énergie sous forme de lumiere. Pour produire de la
lumiere, le conjugué utilise une réaction enzyme-substrat. Cette lumiere est détectée par un
luminomeétre en unités lumineuses relatives (RLU) et traduit la quantité d’Ac présente dans
I'échantillon (Figure 26). Les avantages de la technique CLIA sont une excellente sensibilité
permettant de détecter de faibles niveaux d’Ac (186), une intensité élevée du signal, I'absence
d'émissions interférentes (un rapport signal/bruit trés élevé) et une grande stabilité des

réactifs.

Ces tests sérologiques sont automatisables et sont de ce fait, préférables dans une stratégie
diagnostique a large échelle, car ils permettent des séries plus importantes en moins de
temps. |l existe plusieurs trousses commerciales disponibles sur le marché. Leurs
performances sont variables et sont fonction de la cible antigénique utilisée ainsi que de
I'isotype détecté (IgA, 1gM, 1gG). Parmi les tests ciblant la protéine S, ceux qui détectent les Ac
dirigés contre le domaine RBD sont les plus sensibles (183). Malgré le risque évoqué de
potentielles réactions croisées entre le SARS-CoV-2 et d’autres coronavirus, la spécificité de
ces tests sérologiques anti-S est trés bonne en pratique. La protéine N semble étre plus
sensible que la protéine S, de par son abondance dans le virus, cependant, la cinétique des Ac
anti-N est courte (187). Les tests permettant la détection des Ac totaux sont généralement les
plus sensibles et spécifiques (187). La détection d’lgG et d’IgM comporte des performances
similaires, contrairement aux IgA pour lesquels il subsiste une perte de spécificité due a une

réaction croisée.

Test sérologiques rapides par LFIA

Il existe des tests sérologiques rapides basés sur le principe d'immunochromatographie, qui
utilise des antigenes SARS-CoV-2 recombinants conjugués a des nanoparticules d'or colloidal
(188). Ce sont des tests a flux latéral (Lateral Flow Immunochromatographic Assay, LFIA) qui
ne nécessitent qu’une goutte de sang total, sérum ou plasma. Lorsque I’échantillon est placé
sur la bandelette réactive, il migre par capillarité vers les antigenes SARS-CoV-2 conjugués a
des nanoparticules d’or colloidal ou AuNP, déja pré-immobilisés et réagit avec eux. Si des Ac
IgM/1gG sont présents dans I'échantillon, ils se lient aux AuNP et forment un complexe Ag —

Ac qui est ensuite capturé dans I'une des lignes de test par des Ac anti-lgM/IgG humaines. Ceci
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entraine une coloration rose due a l'accumulation des AuNP et |'apparition d’une bande.
Ensuite, un conjugué AuNP-IgG de lapin sera capturé par des Ac anti-IgG de lapin dans la ligne
de contréle, indiquant la bonne réalisation du test (185) (Figure 27). Les résultats sont visibles
en 15 minutes. Les avantages de ce test sont leur facilité d'utilisation ainsi que leur rapidité.
En revanche, a l'inverse des tests par ELISA ou CLIA, ce type de test ne permet de rendre qu’un
résultat qualitatif (absence ou présence d’Ac). De plus, la sensibilité est plus faible que les

méthodes ELISA ou CLIA, et est limitée durant |la phase aiguie de la maladie (183).
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Figure 27: Schéma représentant le principe des tests sérologiques de détection rapide a flux latéral
(LFIA) des anticorps spécifiques du SARS-CoV-2 (185). (A) Schéma d'un dispositif d'immunodosage a
flux latéral pour la détection simultanée d'anticorps IgM et IgG. (B) Différents profils de résultats du
test LFIA.

De facon générale, quelle que soit la méthode sérologique utilisée (ELISA, CLIA ou LFIA), les
résultats faussement positifs dus a une réactivité croisée sont rares, avec une spécificité
rapportée allant de 96 % a 100 % (189). Dans une méta-analyse, la sensibilité groupée du LFIA
était de 78% avec un intervalle de confiance a 95 % (IC95) entre 71-83 %, celle de I'ELISA de
86% (1C95 : 82-89 %) et celle du CLIA a 92 % (IC95 : 86 —95%) (189). Bien que la plupart des

tests sérologiques actuellement disponibles évaluent les Ac dirigés contre les protéines S et
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N, d'autres épitopes antigéniques pourraient également induire de fortes réponses
immunitaires. Parmi les différents antigénes du SARS-CoV-2, la nucléocapside ainsi que les
protéines non structurelles ORF8 et ORF3b induisent les réponses Ac spécifiques les plus fortes
(190). Les ORF combinés avaient une spécificité de 99,5 %, ce qui suggere que les tests
diagnostiques de deuxiéme génération utilisant de nouvelles cibles, comme les protéines non

structurelles, pourraient améliorer les performances des tests sérologiques a I'avenir.

b. ELISpot COVID

Le test ELISpot COVID est destiné a la détection d’une réponse immunitaire a médiation
cellulaire au SARS-CoV-2 dans le sang total. Il s’agit d’une méthode diagnostique quantitative
et sensible, basée sur une technique immuno-enzymatique I'ELISpot (Enzyme Linked
ImmunoSpot), ayant le méme principe que I'ELISA. En effet, la réponse immunitaire adaptative
a l'infection par le SARS-CoV-2 est déclenchée par I'activation des lymphocytes B et T. Ce test
fonctionnel permet de mesurer la proportion de lymphocytes T spécifiques sécréteurs d’IFNy
apres avoir été sensibilisés aux antigenes du SARS-CoV-2, en capturant I'IFNy a proximité de
ces cellules (191). Une réponse des cellules T au SARS-CoV-2 est généralement détectable
dans le sang plusieurs jours aprés l'infection initiale. La durée de la réponse détectable apres
I'infection n’est pas encore bien déterminée et fait I'objet de mes travaux (voir partie

Objectifs).

Les tests ELISpot sont exceptionnellement sensibles car la cytokine cible (ici I'lFNy) est
capturée directement autour de la cellule sécrétrice, avant d’étre diluée dans le surnageant,
liée par les récepteurs des cellules adjacentes ou encore dégradée. De ce fait, les tests ELISpot
sont beaucoup plus sensibles que les tests ELISA classiques (192—195). En effet, une bonne
sensibilité est importante pour détecter la réponse cellulaire T spécifique au SARS-CoV-2 car
la fréquence des lymphocytes T peut étre plus faible que pour d’autres virus (196). De plus,
certains facteurs comme I’age (197), la gravité de la maladie (198) et I'immunosuppression
(199) ont été associés a une variabilité de I'ampleur de la réponse T spécifique du SARS-CoV-
2. Néanmoins, cette technique trés sensible, reste chronophage et colteuse. En effet, il faut
compter 2 jours pour I'analyse et le rendu des résultats, et n’étant pas une technique de
routine et non inscrite a la nomenclature des actes de biologie médicale (NABM), son co(t

varie entre 150 et 200€ selon les laboratoires qui le proposent. Ce test est destiné a identifier
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les personnes présentant une réponse immunitaire adaptative au SARS-CoV-2, et pourrait étre
utilisé parallelement ou en complément des tests sérologiques pour compléter I’évaluation
clinique des patients, qui présentent une suspicion de COVID-19, mais sont négatifs a la RT-
PCR COVID, et constitue une alternative a I’évaluation du versant humoral notamment chez
les patients atteints de déficit primaire en production d’Ac ou ceux recevant une thérapie

pouvant interférer avec les résultats sérologiques.

V. Prise en charge thérapeutique

La prise en charge thérapeutique des patients atteints de COVID-19 a été source de débat
parmi la communauté médicale. Différentes études ont été menées dans les Centres
Hospitaliers (CH) et Universitaires (CHU) de France et des consensus commencent a émerger.
Nous exposerons brievement les thérapies utilisées au CHU de Lille. Toutefois, la pandémie
n’étant pas encore terminée, la recherche de traitements efficaces dans la lutte contre le
COVID-19 est en cours et des innovations thérapeutiques sont a venir dans les mois et/ou les

années a venir.

A. Prise en charge médicamenteuse

Plusieurs molécules ont été proposées pour la prise en charge médicamenteuse des patients
infectés par le SARS-CoV-2 tout au long de la pandémie. A I'heure actuelle, deux ans apres le
début de la pandémie, certains traitements ne sont plus retenus, parmi lesquels : divers
antibiotiques, I'hydroxychloroquine, l'ivermectine, le nitazoxanide, la chlorpromazine, le
sérum anti-SARS-CoV-2 d'origine équine, la colchicine, la ciclosporine, divers antiviraux
(lopinavir, la ribavirine, favipiravir, oseltamivir, sofosbuvir), la plupart des cytokines et
inhibiteurs ayant fait |'objet d'essais cliniques (l'interféron, I'imatinib, le baricitinib, le
tofacitinib, le clofoctol) et la fluvoxamine. Les traitements symptomatiques comme
I’oxygénothérapie ou les anticoagulants ainsi que le plasma de patients convalescents ne
seront pas décrits. Seuls les traitements récemment autorisés par les autorités sanitaires dans

la prise en charge thérapeutique des patients infectés, sont détaillés dans cette partie.
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a. Les antiviraux

VEKLURY® (Remdesivir (GS-5734))

Veklury® est un médicament antiviral produit par le laboratoire Gilead qui a été le premier a
obtenir le 3 juillet 2020 une autorisation de mise sur le marché (AMM) conditionnelle, pour le
traitement des patients ayant une pneumonie associée au COVID-19 et recevant une
oxygénothérapie. Il a obtenu une extension d’indication le 20 décembre 2021 pour les patients
non oxygénorequérants présentant un risque accru de développer une forme sévere de
COVID-19. Le remdesivir est une prodrogue analogue nucléotidique de I'adénosine qui est
métabolisée dans des cellules hotes pour former le métabolite nucléoside triphosphate
pharmacologiquement actif qui agit comme un analogue de I’ATP en inhibant de maniere
compétitive I’ARN polymérase ARN-dépendante du SARS-CoV-2 et la synthése de I’ARN viral
(200-202).

PAXLOVID® (Nirmatrelvir/Ritonavir)

A I’heure actuelle, un seul médicament a obtenu une AMM le 28 janvier 2022 dans I'indication
de « traitement de la maladie COVID-19 chez les patients adultes qui ne nécessitent pas de
supplémentation en oxygene et qui présentent un risque accru d’évolution vers une forme
sévere ». Il s’agit d’'un médicament antiviral, développé par Pfizer, appelé Paxlovid® qui
prévient la réplication virale. C'est une association entre le nirmatrelvir, une antiprotéase
inhibitrice de la protéase 3C-like des coronavirus qui induit le blocage de la réplication du
SARS-CoV-2, et du ritonavir, autre antiprotéase utilisée comme puissant inhibiteur
enzymatique du cytochrome P450 pour augmenter les concentrations plasmatiques du
nirmatrelvir et booster sa biodisponibilité. Il doit étre administré par voie orale, dés que
possible apres le diagnostic de COVID-19 et dans les 5 jours suivant 'apparition des
symptomes a posologie de 2 comprimés de nirmatrelvir (soit 300mg) et 1 comprimé de
ritonavir (100mg) pris ensemble, deux fois par jour, pendant 5 jours. Il peut étre utilisé y

compris sur le variant Omicron.

b. Les anticorps monoclonaux

Les Ac monoclonaux suivants ont obtenu une autorisation d’acces précoce (AAP), qui est une

procédure permettant I'utilisation, a titre exceptionnel, d'un médicament dans une indication
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précise soit avant la délivrance d'une AMM, soit dans I'attente de sa prise en charge par

I'Assurance maladie au titre de son AMM, dés lors que toutes les conditions suivantes sont

remplies :

- La maladie est grave, rare ou invalidante ;

- Il n'existe pas de traitement approprié ;

- L'efficacité et la sécurité de ce médicament, pour l'indication considérée, sont fortement
présumées au vu des résultats des essais thérapeutiques ;

- Le médicament est présumé innovant ;

- La mise en ceuvre du traitement ne peut étre différée.

EVUSHELD® (Tixagévimab/Cilgavimab)

Le tixagévimab et cilgavimab sont deux Ac monoclonaux recombinants humains IgG1k, isolés

a partir des cellules de patients convalescents, spécifiquement dirigés contre deux épitopes

distincts et situés sur des régions non chevauchantes du domaine de liaison au récepteur

(RBD) de la protéine S du SARS-CoV-2. Ces Ac préviennent la fixation et I’entrée du virus dans

les cellules humaines en bloquant I'interaction avec le récepteur cellulaire ACE2 humain,

entrainant ainsi une neutralisation du virus SARS-CoV-2. Des modifications des fragments Fc

des deux Ac monoclonaux ont été effectuées par I'intermédiaire de substitutions d’acides

aminés permettant ainsi :

- Un allongement de la durée de demi-vie des Ac, passant de 20 jours en moyenne a une
durée comprise entre 70 et 100 jours,

- Une abrogation de la fonction effectrice, grace a une réduction de la liaison au récepteur
Fcy induisant une diminution du risque théorique potentiel d’exacerbation de la maladie

par les Ac (risque ADE, Antibody-Dependent Enhancement).

Ce médicament, développé par AstraZeneca a recu une AAP le 9 décembre 2021, dans
I'indication de « prophylaxie pré-exposition du COVID-19 chez les patients dgés de 12 ans et
plus ayant un déficit de I'immunité lié a une pathologie ou a des traitements et faiblement ou
non répondeurs a la vaccination aprés un schéma vaccinal complet, ou non éligibles a la
vaccination et qui sont a haut risque de forme sévére de COVID-19 ». Actif sur le variant Delta,
c’est le seul a étre utilisé en prophylaxie pré-exposition, en raison de la présence désormais
majoritaire du variant Omicron dans la population. Le traitement doit étre administré et

supervisé par un professionnel de santé qualifié et dans des conditions permettant de prendre
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en charge une réaction allergique. En effet, les patients doivent étre surveillés cliniqguement
pendant I'administration et observés pendant au moins trente minutes apres I'administration

(203-205).

RONAPREVE?® (Casirivimab/Imdevimab)

Le casirivimab (lgG1k) et lI'imdevimab (IgG1A) sont deux Ac monoclonaux humains
recombinants non modifiés au niveau des régions Fc, qui se lient a des épitopes non
chevauchants du domaine de fixation au récepteur (RBD) de la protéine S du SARS-CoV-2.
Cette liaison empéche la fixation du RBD au récepteur de I’ACE2 humain, empéchant ainsi le

virus de pénétrer dans les cellules.

Ce médicament développé par Roche, a recu une AAP par la HAS, le 17 février 2022 dans

I'indication de :

-« Traitement du COVID-19 confirmé par un test virologique de détection du SARS-CoV-2
positif, chez les patients dgés de 12 ans et plus, ne nécessitant pas d’oxygénothérapie, ou
hospitalisés et séronégatifs (IgG anti-S) nécessitant une oxygénothérapie non invasive et
étant a risque élevé d'évolution vers une forme grave de la maladie ». Le traitement doit
étre instauré des que possible apres I'obtention du test RT-PCR positif et dans un délai
maximum de 5 jours aprés le début des symptomes.

-« Prophylaxie post-exposition de l'infection a SARS-CoV-2 chez les patients Ggés de 12 ans
et plus, n‘ayant pas développé du fait de leur immunodépression une réponse vaccinale

satisfaisante aprés un schéma vaccinal complet »

Dans tous les cas (préventif post-exposition ou curatif), il est utilisé uniquement chez les
patients infectés par le variant Delta, ce qui nécessite au préalable la réalisation d’un criblage

(206,207).

XEVUDY?® (Sotrovimab)

La HAS a accordé une AAP le 6 janvier 2022 a I’Ac monoclonal Xevudy® (sotrovimab) développé
par GSK dans le traitement curatif du COVID-19, y compris les formes associées au variant
Omicron du SARS-CoV-2. Le sotrovimab est un Ac monoclonal humain de type IgG1 qui se lie
a un épitope hautement conservé du domaine de liaison au récepteur (RBD) de la protéine S

du SARS-CoV-2. Par rapport aux autres Ac monoclonaux dirigés contre le SARS-CoV-2, le
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sotrovimab est le seul Ac monoclonal utilisable en curatif contre le variant Omicron, et se
distingue par sa double capacité d'action :
- une action neutralisante en empéchant le virus d’infecter de nouvelles cellules

- une action effectrice puissante en éliminant les cellules déja infectées.

A ce jour, Xevudy® est une solution pour perfusion intraveineuse et doit étre administré dans
un établissement de santé dans lequel les patients peuvent étre surveillés durant
I’administration et pendant au moins 1 heure apres I'administration. Il est recommandé de

I’administrer dans les 5 jours suivant |'apparition des symptomes.

Les recommandations d’utilisation de ces Ac monoclonaux sont présentées dans le Tableau 2.

Nom (DCI) Préventif Préventif Curatif Curatif
Laboratoire pré-exposition post-exposition a domicile hospitalier
EVUSHELD®

(tixagévimab/cilgavimab) Oui Non Non Non
AstraZeneca
RONAPREVE® Non Oui Oui Oui
(casirivimab/imdevimab)  (passage vers (uniquement si (uniquement si (uniquement si
Roche EVUSHELD®) variant Delta) variant Delta) variant Delta)

XEVUDY® Non Non Non Oui

(sotrovimab)
GSK

Tableau 2: Recommandations d'utilisation des anticorps monoclonaux disponibles en France a la
date du 11 janvier 2022 (mise a jour du DGS-Urgent du 4 janvier 2022)(208).

c. Les alternatives thérapeutiques

ROACTEMRAZ® (Tocilizumab)

Antagoniste du récepteur de 'interleukine 6, le tocilizumab se lie de maniére spécifique aux
récepteurs solubles et membranaires de I'lL6 et inhibe la transmission du signal médié par les
récepteurs. Il a obtenu une AMM européenne le 6 décembre 2021 dans l'indication de
traitement du COVID-19 chez les adultes recevant une corticothérapie systémique et

nécessitant une supplémentation en oxygéne ou une ventilation mécanique.
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KINERET® (Anakinra)

Anti-inflammatoire, antagoniste du récepteur de l'interleukine-1 humaine. Il a obtenu une
AMM européenne le 17 décembre 2021 dans l'indication de traitement du COVID-19 chez les
adultes atteints de pneumonie nécessitant une supplémentation en oxygéne et a risque de

progression vers une insuffisance respiratoire.

Dexaméthasone

Ce corticoide a obtenu deés la fin de I'année 2020, une indication inscrite dans le résumé des
caractéristiques du produit (RCP) : « Infection a coronavirus SARS-CoV-2 (COVID-19) chez les
adultes et les adolescents qui nécessite une oxygénothérapie », ala posologie de 6 mg/j a dose
fixe, pour une durée de 10 jours au maximum, pour des patients hospitalisés présentant des

symptomes évoluant depuis une semaine.

B. Prévention

a. Mesures sanitaires

Plusieurs mesures sanitaires appelées « gestes barriéres » ont rapidement été mises en place

par I’Etat suite a 'augmentation exponentielle des cas d’infection COVID-19 en France. Ces

recommandations ont largement été diffusées a la population (Figure 28). Ces mesures
comprennent :

- Le maintien d’une distance de sécurité : distanciation physique d’au moins 2 metres avec
tout le monde, y compris les personnes qui ne semblent pas malades.

- Des mesures d’hygiéne : désinfection des mains par un lavage fréquent des mains, avec
du savon et de l'eau ou avec une solution ou gel hydroalcoolique. L'utilisation de
mouchoirs jetables a usage unique et en cas de toux ou d'éternuement, se couvrir le nez
et la bouche avec le pli du coude ou un mouchoir. La désinfection des surfaces en contact
avec les mains (poignées de porte...).

- Le port d’'un masque chirurgical (ou FFP2 de préférence) dans les espaces publics,
notamment en intérieur ou lorsque la distanciation physique n'est pas possible,
permettant de limiter les échanges de particules virales présentes dans les gouttelettes.

- L'aération réguliére des piéces en intérieur en ouvrant les fenétres le plus souvent possible

et préférer les zones ouvertes et bien ventilées aux espaces fermés.
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- Lavaccination COVID-19 recommandée selon les divers schémas vaccinaux spécifiques.

- Lisolement chez soi en cas de symptomes.

- Privilégier le télétravail au maximum dans la mesure du possible afin de limiter les contacts
sociaux.

- Saluer sans serrer les mains et éviter les embrassades (bises et contacts rapprochés).

- Utiliser les outils numériques dont |'application TousAntiCovid développée par le

Gouvernement.
EX > :
REPUBLIQUE ‘e ® Santé
FRANGAISE 89 publique
%’1’, e @ France
INFORMATION CORONAVIRUS COVID-19

PROTEGEONS-NOUS
LES UNS LES AUTRES

@\
© |

Aérer les piéces Respecter une distance Porter un masque chirurgical
le plus souvent possible d’au moins deux métres ou en tissu de catégorie 1 quand
avec les autres la distance de deux métres

ne peut pas étre respectée

s

&

Limiter au maximum Tousser ou éternuer Se moucher
ses contacts sociaux dans son coude dans un mouchoir
ou dans un mouchoir a usage unique

&
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Se laver régulierement Saluer sans serrer la main Eviter de se toucher le visage
les mains ou utiliser et arréter les embrassades
une solution hydro-alcoolique

@
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Figure 28: Affiche des consignes des gestes barrieres du ministere des Solidarités et de la Santé
publique en France (209).



b. Vaccination COVID-19

Suite a I'impact de la pandémie et la nécessité de I'endiguer et de protéger la population, de
nombreux vaccins ont été développés et ont commencé a étre administrés a la population,
selon des schémas vaccinaux spécifiques. Les principaux vaccins disponibles en France et
validés par I’'OMS, sont chronologiquement (210) :

- Le vaccin Pfizer/BioNTech Comirnaty®, le 31 décembre 2020.

- Les vaccins SII/COVISHIELD et AstraZeneca/AZD1222, le 16 février 2021.

- Levaccin Janssen/Ad26.COV 2.S développé par Johnson & Johnson, le 12 mars 2021.

- Levaccin Moderna COVID-19 (ARNm 1273), le 30 avril 2021.

Les vaccins de Pfizer-BioNTech et Moderna sont des vaccins a ARN messager (ARNm), dont Ia
technologie utilisée consiste a injecter dans |’'organisme non pas le virus mais des molécules
d’ARNm fabriquées au laboratoire. Cet ARN, encapsulé dans des particules de lipides, sans
adjuvant chimique, ordonne aux cellules au niveau du site d’injection (principalement les
cellules musculaires et les cellules du systéme immunitaire) de fabriquer une protéine
spécifique du virus responsable du COVID-19, ce qui activera une réponse immunitaire. Il est
ensuite rapidement éliminé. L'ARNm ne péneétre pas dans le noyau de la cellule et n’a aucune

action sur le génome, autrement dit, il ne modifie pas I’ADN (Figure 29).

Virus SARS-CoV-2

e
: ‘\\315“*70;; . * The mRNA coding the
‘§ S = RNA | A\® @ full-length Spike protein
A % = ly™ S ACES <, ® is encapsulated in

. g L., - !
Spike protein , vﬁ“\:\" & (& micro liposomes

RNA sequence coding
for the Spike protein

Figure 29: Principe des vaccins basés sur I'ARNm de la protéine Spike porté par des microparticules
lipidiques (211).

Les vaccins d’AstraZeneca et Janssen (Johnson & Johnson) ont développé des vaccins a vecteur
viral (adénovirus). Ces vaccins reproduisent sur un virus inoffensif certains éléments de
I’enveloppe du SARS-CoV-2. Une fois injectés, ils préparent le systeme immunitaire a se

défendre contre le SARS-CoV-2 (Figure 30).
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Virus SARS-CoV-2
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Figure 30: Principe des vaccins basés sur I'ADN de la protéine Spike porté par les adénovirus (211).

Ces vaccins ont obtenu une AMM conditionnelle dans le cadre de l'urgence sanitaire. Cette
liste n'est pas exhaustive et d’autres vaccins ont été développés au niveau mondial,
notamment les vaccins chinois Sinopharm (le 7 mai 2021) et Sinovac-CoronaVac (le ler juin

2021), et le vaccin indien COVAXIN (BBV152) de Bharat Biotech (le 3 novembre 2021).

Récemment, le 20 décembre 2021, I'Agence européenne du médicament (EMA, European
Medicines Agency) s'est prononcée favorablement pour une AMM conditionnelle du vaccin
francais NUVAXOVID (Novavax) dans I'Union européenne. Ce vaccin contient des protéines S
recombinantes associées a un adjuvant (Matrix-M). Son équivalent indien est le vaccin

Covovax (NVX-CoV2373) (le 17 décembre 2021).

82



Objectifs de I’étude

En parallele de la recherche moléculaire et sérologique, la mémoire immunitaire spécifique T

a pu montrer son intérét lors de I'épidémie SARS-CoV-1 (85). Une réponse plus importante a

d’ailleurs été corrélée avec la sévérité clinique, ainsi qu’avec les tests sérologiques (86). Ainsi

les objectifs de mes travaux sont :

- D’une part, étudier et proposer un nouvel outil diagnostique original et complémentaire
(ELISpot COVID) permettant le suivi immunologique des patients COVID-19 suite a une

infection naturelle, notamment en cas de sérologie indétectable et RT-PCR négative.

- D’autre part, utiliser cet outil afin de suivre le devenir de I'immunité adaptative T
spécifique des patients atteints de COVID-19 du CHU de Lille lors de I’'année 2020 et 2021,
selon la symptomatologie clinique des patients (symptomatique léger, modéré, sévere) et

la corrélation avec la sérologie, pendant 6 mois post-infection.

Les objectifs poursuivis nous permettront de répondre aux problématiques suivantes :

Y a-t-il un maintien de I'immunité cellulaire T a distance de l'infection (moyen et long terme) ?
Existe-t-il un lien entre 'immunité T spécifique et la sévérité de I'infection initiale au SARS-
CoV-2 ? Les comorbidités ou facteurs de risque des patients influencent-ils les parameétres de

I'immunité cellulaire ?
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Matériel et méthodes

I. Mise au point de la technique ELISpot anti-SARS-CoV-2

A. Mise au point de la cohorte initiale

Afin de mettre au point la cohorte pour tester et étudier la technique ELISpot COVID maison,
une étude prospective a été réalisée au CHU de Lille, entre le 21 Avril et le 20 Mai 2020. Les
patients ayant un diagnostic récent d’infection COVID-19, confirmée par une RT-PCR réalisée
a partir d’un prélevement respiratoire nasopharyngé, ont été inclus dans I’étude et classifiés
selon leurs symptomes cliniques en 3 catégories :
- Léger (patients asymptomatiques ou symptomatiques sans gravité clinique, ne
nécessitant pas d’hospitalisation)
- Modéré (patients symptomatiques requérant une hospitalisation > 24h et une
oxygénothérapie < 3 L/min)
- Sévere (patients hospitalisés en soins intensifs et/ou réanimation et/ou requérant une

oxygénothérapie > 3 L/min)

Pour I’obtention de témoins négatifs, utilisés comme contréles, des cellules mononucléées du
sang périphérique (PBMC) cryoconservées a partir d’échantillons de sang hépariné provenant
de sujets non infectieux immunocompétents ont été recueillies avant la pandémie de COVID-
19 (en 2018-2019 lors d’une étude POMI-AF NCT03376165, qui incluait des patients
programmés pour une chirurgie cardiaque). Tous les échantillons de sérum provenant de ces
sujets controles, étaient négatifs pour les anticorps anti-N, anti-S1 et anti-RBD du SARS-CoV-

2.

B. Mise en place de la technique ELISpot COVID maison

Fort de son expérience dans les tests ELISpot grace a la mise en place d’une plateforme
automatisée pour les tests IGRAs (Interferon Gamma Release Assays) dans le cadre du

dépistage de la tuberculose latente, I'Institut d’immunologie du CHU de Lille a mis au point un
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test ELISpot spécifique anti-SARS-CoV-2 « maison» afin de quantifier la réponse

lymphocytaire T spécifique.

Ce test consiste a stimuler les PBMC isolées a partir d’échantillons de sang total des patients
SARS-CoV-2 positifs, les laver, les compter puis ajouter une quantité standardisée de cellules
a des pools de peptides chevauchants spécifiques de I'ensemble des séquences des protéines
N, M et S du SARS-CoV-2. Les PBMC incubées avec ces antigénes vont permettre la stimulation
des cellules T sensibilisées présentes. La réponse des cellules T a chaque protéine est mesurée
simultanément dans des puits individuels. La cytokine IFNy sécrétée par les cellules T
spécifiques est capturée par des anticorps spécifiques (Ac de capture), présents a la surface
de la membrane a la base du puits (Figure 31). Un deuxiéme anticorps (Ac de révélation),
conjugué a la phosphatase alcaline et dirigé vers un épitope différent sur la molécule d’IFNy,
est ajouté et se lie a I'IFNy capturé sur la surface de la membrane. Tout conjugué non lié est
éliminé par lavage. Un substrat soluble est ajouté dans chaque puits ; il est clivé par I'enzyme
L’évaluation du nombre de taches obtenues fournit une mesure de I'abondance des cellules T

effectrices anti-SARS-CoV-2 dans le sang périphérique.

i Cells
Stimuli
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1 Detection Antibody
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Figure 31 : Schéma représentant le contenu d’un puit lors de la technique ELISpot COVID (212).

C. Protocole expérimental

Le test ELISpot COVID est réalisé a partir d’échantillons de sang total prélevés dans des tubes
d’héparine de lithium sans gel séparateur, avec un volume minimal requis de 5 mL. Les tubes
de sang total héparinés doivent parvenir a température ambiante en technique au maximum
32 heures apres le prélevement. Les tubes ayant un volume de sang total insuffisant ou

parvenus au laboratoire au-dela du délai analytique requis, ont été refusés.
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a. Préparation cellulaire

Apres homogénéisation par retournement, les tubes de sang total provenant des patients sont
transférés dans des tubes Falcon identifiés au nom de chaque patient et le volume de sang
total est relevé. 25uL de réactif T-Cell Xtend® (Oxford Immunotec) est rajouté par mL de sang.
Les tubes Falcon sont ensuite homogénéisés par retournement, puis laissés incuber a
température ambiante pendant 15 a 20 min. Apres incubation, du milieu RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) 1640 (Gibco™) est ensuite ajouté a chaque tube Falcon pour compléter a

8 mL. Les tubes sont a nouveau homogénéisés par retournement.

b. Isolement des PBMC

L'isolement des PBMC a été réalisé par centrifugation en gradient de densité Ficoll a I'aide des
tubes Leucosep™ Greiner Bio-One. Ces tubes stériles de 12 mL contiennent une barriére
poreuse qui permet de verser I’échantillon de sang sur le milieu de séparation par gradient de
densité. 5 mL de milieu de séparation des lymphocytes Pancoll Humain (PAN-Biotech), ont été
ajoutés dans les tubes Leucosep™ jusque sous la barriére poreuse. Les tubes Falcon
précédemment dilués sont ensuite versés délicatement sur la paroi des tubes, puis ces
derniers sont centrifugés 1000 g, 10 min, température ambiante, sans frein. Apres
centrifugation, la couche de PBMC est récupérée dans un autre tube Falcon, identifié au nom
de chaque patient. Du milieu RPMI est ensuite ajouté a chaque tube Falcon pour compléter a
15 mL et remettre en suspension les cellules. Aprés homogénéisation par retournement, une
nouvelle centrifugation a 600 g, 7 min est réalisée. Apres la 2¢ centrifugation, le surnageant
est éliminé et le culot cellulaire est resuspendu avec 10 mL de milieu RPMI 1640 (Roswell Park
Memorial Institute, Gibco™). Une 3¢ centrifugation a 350 g, 7 min est réalisée. Le surnageant
est éliminé et le culot cellulaire est récupéré dans 900 pL de milieu sans sérum AIM-V™

(Gibco™).

c. Numération de la préparation cellulaire

Un tube a cytométrie est préparé avec 1,5 uL de CD45-Kro (Beckman-Coulter) et 50 uL de la
suspension de PBMC précédemment obtenue. Aprés une incubation de 7 min a I'abri de la

lumiere, 200 uL de tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) de Dulbecco (Eurobio Scientific)
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puis 50 pL de billes Flow-Count™ sont successivement rajoutés dans le tube. Aprés vortex, la
numération des PBMC est analysée sur le cytométre Navios® (Beckman-Coulter). Afin
d’obtenir une concentration de 2500 cellules/uL, une dilution avec du milieu AIM-V™ est
nécessaire pour tous les tubes dont la concentration est supérieure a 2500 cellules/pL afin
d’ajuster la concentration et préparer un volume de 1 mL. Toute concentration inférieure a
2000 cellules/uL est insuffisante pour réaliser le test et entraine I'arrét du test. Pour une
concentration comprise entre 2000 et 2500 cellules/uL, aucune dilution n’est nécessaire. La

suspension est préte a I'emploi.

d. Préparation des antigénes

Les pools de peptides chevauchants spécifiques recouvrant I'ensemble des séquences des
protéines N, M et S du virus, ainsi qu’un mélange de ces peptides (appelé « mix MNS ») ont
été utilisés comme antigénes a une concentration de 0,5 pg/mL (PepTivator® SARS-CoV-2
Prot_M [ref 130-126-703], PepTivator® SARS-CoV-2 Prot_N [ref 130-126-699], PepTivator®
SARS-CoV-2 Prot_S [ref 130-126-701], Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Allemagne). Les

peptides de 15 acides aminés se chevauchent sur 11 acides aminés.

e. Dépot dans la plaque

Les PBMCisolées sont placées dans des puits de microtitration ol elles sont mises en présence
d’un témoin de phytohémagglutinine (PHA) (un stimulateur mitogéne indiquant Ia
fonctionnalité des cellules), d’un témoin nul (tampon AIM-V™) ou de quatre groupes distincts
d’antigénes du SARS-CoV-2 dérivés respectivement de la protéine Spike (S), protéine de
membrane (M), protéine de nucléocapside (N) et un mix de ces trois protéines S, M et N. Le
mix MNS a été déposé en duplicat. Les différents antigénes sont distribués pour un volume de
50 pl/puits dans leurs puits respectifs, dans une plaque de microtitration 96 puits, se
présentant sous forme de 12 bandes de 8 puits dans un cadre, recouverts d’un anticorps
monoclonal murin anti-cytokine IFNy (T-SPOT.TB, Oxford Immunotec) (Figure 32). Enfin, la
suspension finale (diluée ou pure) est distribuée dans chaque puits correspondant au patient.
La plaque est ensuite incubée dans un incubateur humidifié a 37°C, avec 5% de CO2, pendant

19 a 20h.
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Figure 32 : Schéma de plaque de microtitration 96 puits utilisé pour le test ELISpot COVID maison.
Les colonnes 1 a 12 sont respectivement utilisées pour 12 patients (1 colonne/patient). Les lignes A a
H contiennent respectivement le contréle négatif, les antigenes M, N et S, le mix MNS en duplicat, le
controle positif et le contréle négatif. Le contrble négatif est déposé en duplicat (lignes A et H), ne
comportant que la suspension finale de PBMC du patient (100 pL), diluée dans I’AIM-VTM (50 pL). Le
contréle positif (ligne G) comprend la PHA, un stimulateur mitogéne utilisé comme controle de la
fonctionnalité des cellules. Les antigenes M, N et S sont déposés respectivement dans les lignes B, C et
D (50 pL). Le mix MNS est déposé en duplicat dans les lignes E et F (50 pL). La suspension finale de
PBMC de chaque patient est rajoutée dans les puits de sa colonne respective.

f. Révélation

La plaque est retirée de I'incubateur et trois lavages successifs avec du PBS sont réalisés. 50
uL de solution de réactif conjugué (Oxford Immunotec®) est ajouté dans chaque puits. Aprés
incubation de la plaque entre 2 et 8°C pendant une heure, quatre lavages successifs au PBS
sont réalisés et 50 pL de solution de substrat chromogéne est ajouté dans chaque puits. Apres
incubation de la plaque a température ambiante pendant 7 min, un lavage de la plaque a I'’eau
déionisée ou distillée est effectué pour arréter la réaction de détection. La plaque est ensuite
incubée pendant 4h dans une étuve a 37°C pour séchage. Des taches deviennent visibles au
fur et a mesure que la plaque séche. Apres séchage, la lecture de la plaque est réalisée par un
systeme automatisé Lecteur CTL Reader série 6 (ImmunoSpot®) (Figure 33). Une image

numérique est capturée. Les taches produites a la suite de la stimulation de I'antigene
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apparaissent comme des taches larges, rondes et sombres appelées spots. Il est souvent

observé un effet de gradient avec un centre plus sombre et une périphérie plus diffuse. Les

artefacts non spécifiques qui peuvent se produire sont plus petits, moins intenses et de forme

irréguliere (Figure 34). Chaque spot représentant quantitativement un lymphocyte T réactif

spécifique de I’Ag mis dans le puits, est automatiquement compté par le lecteur CTL Reader

série 6 (ImmunoSpot®). Les spots douteux sont retirés du décompte par I'automate mais

peuvent également étre retirés manuellement.

Analyseur

Trappe d’acces
motorisée pour la
plaque

Ordinateur
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Figure 33: Photographie du lecteur CTL Reader série 6 (ImmunoSpot®) du laboratoire.
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Figure 34: Exemple de lecture d’un puits par le lecteur CTL Reader série 6 (ImmunoSpot®).
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II. Etude de suivi de la réponse immunitaire

A. Inclusion des patients

L’étude de suivi prospective appelée IMMUNOCOQV a été réalisée au CHU de Lille, entre le 26
février 2020 et le 17 décembre 2020. Les critéres d’inclusion sont les mémes que ceux utilisés
pour la mise en place du test ELISPOT maison, a savoir les cas confirmés de COVID-19 par RT-
PCR. De la méme maniéere que précédemment, une classification clinique selon la sévérité des
symptomes a été réalisée selon les mémes critéres : symptomatologie |égére, modérée ou
sévere. Les patients ont été inclus dans le protocole clinico-biologique LICORNE (Lllle
CORonavirus Network) et ont donné leur consentement pour le recueil et I'utilisation de leurs
données clinico-biologiques. L'étude IMMUNOCOV comporte les patients inclus dans le
protocole LICORNE. Les patients ont été inclus a I'admission (J1) et une visite de suivi a été
réalisée a J3, J7, 19, J14, J30, 3 mois et 6 mois du début des symptdmes ou aprés sortie
d’hospitalisation. A I'ladmission ainsi qu’a chaque point de visite, les test ELISpot COVID et la
sérologie COVID ont été réalisées, afin de suivre la cinétique de ces patients. Pour une
homogénéité des données, les visites de suivi ont été regroupées en trois périodes :
- VO: Visite a 1 mois apres le début des symptomes (30 Jours), comprenant les tests réalisés
entre 30 +/- 15 Jours, soit un intervalle allant de 15 a 45 Jours.
- V1:Visite a 3 mois apres le début des symptdmes (90 Jours), comprenant les tests réalisés
entre 90 +/- 30 Jours, soit un intervalle allant de 60 a 120 Jours.
- V2: Visite a 6 mois aprés le début des symptomes (180 Jours), comprenant les tests

réalisés entre 180 +/- 30 Jours, soit un intervalle allant de 150 a 210 Jours.

B. Criteres d’exclusion des patients

Les critéres d’exclusion retenus dans cette étude étaient :

- Les patients n’ayant pas signé le consentement, soit par impossibilité médicale ou refus
de donner leur accord pour |"utilisation des données.

- Les patients dont la RT-PCR est négative, malgré une symptomatologie SARS-CoV-2 like

(cas non confirmés).
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- Les patients avec une RT-PCR positive, mais dont le volume du prélévement sanguin ou les
PBMC recueillies est insuffisant pour la réalisation du test ELISpot COVID.
- Les patients n’ayant pas de point de suivi et ne permettant pas de réaliser une cinétique

des spots.

C. Critéres d’interprétation des résultats d’ELISpot COVID

L'interprétation des résultats d’ELISpot se fait selon I’algorithme de la Figure 35. En premier
lieu, il est indispensable de vérifier les contrbles négatifs et positifs déposés pour chaque
patient. Un contréle négatif est valide s’il y a un nombre de spots inférieur a 10 dans le puits.
Dans le protocole expérimental, un duplicat du controle négatif est déposé. Ainsi, la moyenne
obtenue avec les duplicats est prise en compte et doit étre <10 spots pour valider le test. Dans
le cas contraire, le bruit de fond est considéré comme trop important et le résultat est jugé
indéterminé. Les causes peuvent étre dues par exemple, a une contamination d’un puits a
I'autre lors de la manipulation. Dans ce cas, le test peut étre renouvelé. Si le contréle négatif
est toujours indéterminé, la cause peut étre intrinséque au patient, qui réagit en absence de
toute stimulation. De la méme maniére, pour le controle positif, un nombre minimum de 20
spots est fixé pour considérer le test valide. Dans le cas contraire, une erreur de manipulation
peut étre suspectée, comme |I'absence de dép6t du mitogeéne PHA dans le puits. En cas de
doute sur le dépot de la PHA, le test peut étre renouvelé. Une fois les contrbles négatifs et

positifs valides, le test peut étre interprété.

Controle négatif

/\

<10 spots > 10 spots

Contréle positif

T~ |

Résultat indéterminé
> <2 > .
S20spot 0 spots =>» Répéter le test

Interprétationdu
test

Figure 35: Algorithme d’interprétation du test ELISpot COVID maison.
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IV.

Recueil d’informations cliniques

Les critéres épidémiologiques (sexe, age) ainsi que les caractéristiques cliniques (symptomes
et évolution clinique) ont été recueillis a partir des dossiers médicaux informatisés (Sillage®)
et des systemes informatiques du laboratoire (Molis®).

Les informations cliniques recueillies comme les comorbidités pouvant correspondre a des

facteurs de risque tels que ci-dessous ont été extraits a partir du Case Report Form (CRF) :

- Les pathologies chroniques : les maladies cardio-vasculaires (I’hypertension artérielle, le
diabéte, I'insuffisance cardiaque, les antécédents d’accident vasculaire cérébral (AVC)), les
maladies pulmonaires, rénales, la cirrhose, le cancer

- Le statut d'immunodépression (patient greffé, patient avec une hémopathie, infection au
VIH, prise de traitement immunosuppresseur)

- Le statut tabagique

- L'obésité (via I'lMC)

- Lagrossesse

Analyse statistique

Les analyses statistiques ont été réalisées par |’équipe de Biostatisticiens du CHU de Lille (M.

Julien Labreuche, Pr. Alain Duhamel, Mme Valérie Deken).

Concernant la mise en place du test ELISpot COVID, les variables continues sont exprimées
sous forme de médiane (intervalle interquartile IQR ou intervalle) et les variables catégorielles
sous forme de nombres (pourcentage). Les comparaisons selon la gravité des patients atteints
du SARS-CoV-2 ont été effectuées a l'aide du test de Kruskal-Wallis pour les variables
continues (suivi des tests de Dunn post hoc) et du test du chi carré pour les variables
catégorielles. La valeur seuil optimale pour le nombre de spots en réponse au mix MNS pour
différencier les témoins sains des patients atteints du SARS-CoV-2 a été déterminée a l'aide
de la courbe ROC en maximisant l'indice de Youden ; les valeurs de sensibilité et de spécificité
de la valeur seuil optimale ont été calculées avec leurs intervalles de confiance a 95 % (IC a
95 %) (estimés a l'aide de la méthode exacte de Clopper-Pearson). Les tests statistiques ont

été effectués au niveau a bilatéral de 0,05.
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Concernant I’étude de suivi de I'immunité (IMMUNOCOQV), les variables qualitatives ont été
décrites en termes de fréquences et de pourcentages. Les variables quantitatives ont été
décrites par la moyenne et I’écart type ou par la médiane et l'intervalle interquartile en cas de
distribution non Gaussienne. La normalité des distributions a été vérifiée graphiquement et a

I"aide du test de Shapiro-Wilk.

Dans un premier temps, le nombre de spots en réponse aux Ag M, Ag S et mis MNS ont été
comparés entre les trois visites (VO, V1 et V2) par un modele linéaire mixte incluant le temps
(visite) comme une variable catégorielle a 3 modalités, avec une matrice de covariance non
structurée pour tenir compte de la corrélation entre les mesures répétées ; ce modeéle permet
également de prendre en compte les données manquantes sous |’hypothése de données
manquantes aléatoires. Les comparaisons deux a deux par rapport la premiére visite ont été
réalisées a I'aide de contrastes linéaires. Pour satisfaire la normalité des résidus des modeles

linéaires mixtes, une transformation logarithmique du nombre de spots a été utilisée.

Dans un second temps, les nombres de spots (Ag M, Ag S, mix MNS) ont été comparés entre
les trois visites en tenant compte de la sévérité de la maladie en incluant dans le modele
linéaire mixe, le temps, la sévérité et l'interaction entre le temps et la sévérité ; les
comparaisons post-hoc entre les visites selon chaque grade de sévérité, et les comparaisons
post-hoc entre les grades de sévérité selon chaque visite ont été réalisées a I'aide de
contrastes linéaires. Le niveau de significativité a été fixé a 5%. Les analyses statistiques ont
été effectuées a I'aide du logiciel SAS (SAS Institute version 9.4). Les figures présentées dans

ce mémoire ont été réalisées a I'aide du logiciel GraphPad Prism 9.2.
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Résultats

La premiére partie des résultats explique la mise au point du test ELISpot COVID maison au
sein de I'Institut d'immunologie. La deuxiéme partie des résultats correspond a I'utilisation de

ce test dans le cadre du suivi de I'immunité T.

I. Mise au point du test ELISpot COVID maison

A. Faisabilité du test

a. Caractéristiques de la population testée

Afin de montrer la faisabilité du test ELISpot COVID maison, nous avons d’abord étudié une
cohorte de 60 patients confirmés positifs au COVID-19 par RT-PCR et 31 témoins négatifs,
prélevés avant la crise sanitaire du COVID-19. En suivant le protocole expérimental du test
ELISpot COVID précédemment décrit, utilisant les pools de peptides M, N, S et le mix MNS,
nous obtenons une quantification des lymphocytes T spécifiques réactifs aux peptides
antigéniques du SARS-CoV-2, par I'apparition de spots d’IFNy chez les 60 patients atteints du
SARS-CoV-2. Les principales caractéristiques des patients figurent dans le Tableau 3. Le délai
médian (intervalle) entre le début des symptomes et le prélevement était de 36 (IQR,
intervalle interquartile, 10 — 70) jours (Tableau 3) et seuls 5 patients ont été prélevés avant
J21. Les patients ont été classés selon leur forme clinique : Iégére (n=26), modérée (n=10) ou
sévére (n=24). Les patients séveres étaient plus agés, plus susceptibles d'étre des hommes et

ont été prélevés plus tard que les patients légers et modérés.

Tous patients Forme clinique Forme clinique Forme clinique p-value
inclus (n=60) légere (n=26) modérée (n=10) sévere (n=24)
Age (ans) 49 (20;92) 35(29;47) 53 (37;64) 63 (51;72) <0,0001
Sexe (masculin) 29 (48,3) 5(19,2) 3(30) 21 (87,5) <0,0001
Délai aprées le début des symptomes
Médiane (IQR) 36 (28;53) 32 (25;37) 34 (28;57) 52 (36;56) 0,001
Intervalle 10-70 10-59 15-70 13-64

Tableau 3: Principales caractéristiques des patients inclus lors de la réalisation du test ELISpot COVID
Les données sont présentées sous forme de valeurs médianes (IQR, intervalle interquartile) en jours
ou de valeurs n(%). Les p-values ont été calculées a I'aide du test de Kruskal-Wallis ou du test Chi-deux.
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b. Résultats du test ELISpot COVID maison

Les résultats du test ELISpot COVID maison sont mesurés de facon automatisée avec la
présence de spots (taches violettes) pour chacun des puits contenant les pools de peptides et
le mix MNS, ainsi que dans les puits contenant les contrdles positif et négatif. Il est observé
une hétérogénéité de réponse avec des variations du nombre de spots d’un pool de peptides
a un autre chez un patient donné, ainsi que selon les patients. La Figure 36 permet de visualiser

cette hétérogénéité de réponse avec I’exemple des résultats ELISpot COVID de trois patients.

Patient 1 Patient 2 Patient 3

1

Negative
control

MNS

Positive
control

Legend  Number of spots
automatically detected

Figure 36 : Détection automatisée des spots IFNy dans les puits aprés 16 a 20h de stimulation.
lllustration de trois schémas représentatifs de réponse. Negative control : Témoin négatif (puits sans
antigéne/mitogene). Positive control : Témoin positif (puits avec PHA). M : Antigéne issu de la protéine
M. N : Antigeéne issu de la protéine N. S : Antigene issu de la protéine S. MNS : Mélange des 3 protéines
M, N et S. Les trois patients testés présentent une réponse adaptative au SARS-CoV-2.
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Parmi les différents pools de peptides testés, il a été détecté un nombre de spots
significativement plus important pour l'antigéne M (p=0.0008) comparativement aux
antigenes N et S. Ainsi il est observé une amplitude de réponse plus élevée avec le pool de
peptides M (Figure 37). De méme, il y a un nombre de spots significativement plus important
pour le mix MNS (p<0.001 pour toutes les comparaisons), comparativement a chacun des
pools de peptides seuls (Ag M, Ag N, Ag S), ce qui semble montrer que le mix MNS a induit
la réponse de lymphocytes T in vitro la plus élevée par rapport a chacun des pools de peptides

pris séparément.
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Figure 37 : Comparaison du nombre de spots IFNY-SFCs (Spot Forming Cells) détectés selon I’antigéne
(pools de peptide M, N, S ou mix IMNS) testé.

Les données sont présentées sous forme de valeurs médianes (+IQR) et de P-values comparant les
antigénes testés a partir des tests de Dunn (post hoc pour le test de Kruskal-Wallis). P significatif si
p<0.05).

B. Evaluation de la sensibilité et spécificité du test ELISpot COVID

a. Détermination de la sensibilité, spécificité et du seuil de positivité

La sensibilité et la spécificité sont des propriétés permettant de déterminer la capacité d’un
test a catégoriser les patients. La sensibilité est déterminée sur la population de patients dont
le statut « malade » est confirmé par la RT-PCR COVID, soit sur 60 patients. Il s’agit de la
probabilité d’avoir un test ELISpot positif chez ces patients (vrais positifs), porteurs d’une
infection a SARS-CoV-2. La spécificité est déterminée sur la population de patients dont le
statut « non malade » est connu, soit sur 31 témoins négatifs (contrdles). Il s’agit de la
probabilité d’avoir un test ELISpot négatif chez ces témoins (vrais négatifs), non porteurs d’une

infection a SARS-CoV-2.

96



Parmi les 60 patients « malades », des spots représentant les lymphocytes T réactifs contre
les Ag M, N, S et le mix MNS ont été détectés chez n =60 (100%), n =56 (93,3%), n =55 (91,7%)
et n=58(96,7 %), respectivement. Nous avons testé 31 prélévements de PBMC cryoconservés
et collectés avant la pandémie de COVID-19 (échantillons témoins) en utilisant le mix MNS

(Figure 38). Trois des échantillons de PBMC (9,7 %) ont été testés positifs pour les lymphocytes

T réactifs contre le mix MNS.
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Figure 38 : Nombre de spots détectés par le test ELISpot COVID maison en réponse au mix MNS,
chez les patients SARS-CoV-2 confirmés et les contrdles (témoins négatifs). IFNy SFCs: Interferon y
Spot Forming Cells

A partir de la courbe ROC, représentée dans la Figure 39, nous avons estimé qu'un nombre de
spots (IFNy-SFCs) > 4 était une valeur de seuil optimale, nous permettant de fixer les valeurs
de sensibilité et spécificité. Parmi les 60 patients confirmés positifs, 58 avaient un nombre de
spots supérieur ou égal a la valeur seuil fixée (seuil a 4 spots), soit une sensibilité a 96,7% avec
un intervalle de confiance a 95% (1C95%) entre 88,5 —99,6%. Sur 31 controles, 28 ont obtenu

un nombre de spots inférieur a 4, soit une spécificité a 90,3% avec un IC95% entre 75,2 —

98,0%.
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Figure 39 : Courbe ROC du test ELISpot COVID maison utilisant le mix MINS. La courbe ROC permet de
fixer un seuil optimal a 4 SFCs.

97



Ces résultats de sensibilité et spécificité ont été confirmés par la suite dans une cohorte
additionnelle de 112 patients confirmés SARS-CoV-2 positifs, en utilisant le mix MNS. La
courbe ROC appliquée a cette cohorte de confirmation a donné une sensibilité similaire de

95,5 % (IC a 95 %, 89,9-98,5 %) pour un seuil > 4 spots.

b. Interprétation biologique des résultats d’ELISpot COVID

L'interprétation biologique des résultats d’ELISpot COVID se fait selon I'algorithme de la Figure
40. Aprés la vérification des contrbles négatif et positif selon la procédure détaillée
précédemment, le test peut étre interprété avec le nombre de spots du mix MNS. De la méme
maniére que pour le contréle négatif, un duplicat du mix MNS étant déposé, c’est la moyenne
du nombre de spots dans les deux duplicats qui est prise en compte pour 'interprétation. Le
seuil de 4 spots précédemment fixé par la courbe ROC est pris en compte. Si la moyenne des
puits contenant le mix MNS est supérieure ou égale a 4 spots, le test ELISpot est considéré
positif ; négatif dans le cas contraire. Une réponse positive a I'ELISpot signifie que le patient
présente une réponse T anti SARS-CoV-2. Inversement, en cas de réponse négative, il est
considéré une absence de réponse T anti SARS-CoV-2 chez le patient. L'utilisation de cet
algorithme d’interprétation nous permet d’étudier et suivre quantitativement la cinétique des

spots et la réponse T anti SARS-CoV-2 au cours du temps.

Controle négatif

/\

<10 spots > 10 spots

k.

Contrble positif

T~ |

et it
Mix MNS
/\
2 4 spots < 4 spots
Présence d’une réponse T Absence d’u;1e réponse T
anti SARS-CoV-2 anti SARS-CoV-2

Figure 40: Algorithme d'interprétation du test ELISpot COVID maison.
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Il. Suivi de I'immunité cellulaire avec le test ELISpot COVID

A. Population d’étude

Afin de suivre I'immunité cellulaire avec le test ELISpot COVID mis en place par le laboratoire,
une cohorte de patients issue du protocole LICORNE a été étudiée. Au total, 159 patients ont
été inclus dans I'étude de suivi de I'immunité cellulaire appelée IMMUNOCOQOV. Tous les
patients ne rentrant pas dans les critéres d’inclusion ont été écartés de I’étude IMMUNOCOQV,

selon I'organigramme ci-dessous (Figure 41).

Patients inclus dans le protocole
LICORNE
N =757

Cas COVID non confirmés

v N=138

Cas COVID confirmés
N=619

Patients non consentants
il N=16

Patients ayant signé le consentement
génétique Bio Banking
N =603

Patients sans test ELISpot COVID
réalisé ou sans cinétique
N =444

A 4

Patients ayant eu un test ELISpot
COVID avec une cinétique
N= 159

Figure 41: Organigramme de l'inclusion des patients dans I'étude IMMUNOCOV.

Les patients ont été inclus de maniére prospective, depuis le 26 février 2020 correspondant a
la premiére vague épidémique de COVID-19, jusqu’au 17 décembre 2020. Durant cette
période, 757 patients ont été inclus dans le protocole LICORNE, dont 619 (82%) ont eu un
diagnostic clinique de COVID-19 confirmé par une RT-PCR COVID-19 positive. Sur les 619 cas
COVID confirmés, 603 (97%) ont signé le consentement génétique Bio Banking nous
permettant le recueil et |'utilisation des données clinico-biologiques. Sur les 603 patients
consentants, seuls 159 (26%) ont eu un test ELISpot COVID avec une cinétique, permettant le

suivi de 'immunité cellulaire jusqu’a 6 mois post-infection.
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Les 444 patients (74%) non inclus dans la population d’étude ont été écartés soit par :

- Absence de prélevement pour un test ELISpot COVID pendant toute la durée d’inclusion

- Réalisation d’un seul test ELISpot COVID ne permettant pas d’étude cinétique pour
diverses raisons (décés du patient dans le mois suivant I'infection, prélevement avec une

guantité de PBMC insuffisante pour la réalisation du test, pas de cinétique a long terme).

B. Caractéristiques des patients

Sur les 159 patients de la cohorte, 96 sont de sexe masculin, et 63 de sexe féminin,
représentant respectivement, 60,4% et 39,6% de la population d’étude (Figure 42). Le sex ratio

Hommes/Femmes est 1,52.

Femmes
39,6%

Hommes
60,4%

Figure 42: Répartition des patients selon le sexe.

Les 159 patients ont ensuite été répartis en trois catégories selon leur forme clinique a
I’admission : Iégére, modérée ou sévere (Figure 43). Sur les 159 patients inclus, 51 avaient une
forme clinique légére, 23 avaient une forme modérée et 85 une forme sévere, représentant
32%, 14,5% et 53,5% respectivement. Ainsi plus de la moitié des patients inclus présentaient
a I'admission une infection COVID-19 sévere, et un tiers des patients avaient une infection

COVID-19 légere.

100



sévere

53,5%

modérée
14,5%

Figure 43: Répartition des patients selon la forme clinique (légéere, modérée ou sévére).

La répartition des hommes et des femmes selon la forme clinique est représentée dans la

Figure 44 ci-dessous :

60%
50%
40%
30% 42,8%
9,4%
20%
10,7%
6,3%
0%
léger modéré sévere

Femmes ™ Hommes

Figure 44: Répartition des hommes et des femmes dans chaque groupe clinique.

Les hommes semblent étre plus atteints par une forme sévere de COVID-19 que les femmes,

alors que les femmes semblent plut6t avoir une forme légere de la maladie.

Les caractéristiques cliniques d’intérét des patients IMMUNOCOQV sont présentées dans le

Tableau 4.
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Variables

Classification forme clinique

Tous patients inclus Légere Modérée Sévere
Caractéristique Unité Modalités N=159 N=51 N=23 N=85
Sexe N(%) Homme 96/159 (60.4) 15/51 (29.4) 13/23 (56.5) 68/85 (80.0)
Femme 63/159 (39.6) 36/51 (70.6) 10/23 (43.5) 17/85 (20.0)
Age N 159 51 23 85
Moyenne * Ecart-type 52.4+17.0 34.6+10.4 58.7+14.1 61.3+12.0
Médiane (IQR) 54.0(37.0;66.0) 30.0(27.0;44.0) 60.0(48.0;71.0) 63.0(53.0;71.0)
Minimum | Maximum 21.0|82.0 22.0]60.0 28.0 | 80.0 21.0|82.0
IMC N(%) IMC < 25kg/m? 17/138 (12.3) 1/34 (2.9) 8/21 (38.1) 8/83 (9.6)
25>=IMC<30 kg/m?2 60/138 (43.5) 30/34 (88.2) 4/21 (19.0) 26/83 (31.3)
30>=IMC<35 kg/m?2 38/138 (27.5) 3/34 (8.8) 6/21 (28.6) 29/83 (34.9)
35>=IMC<40 kg/m?2 14/138 (10.1) 0/34 (0.0) 1/21 (4.8) 13/83 (15.7)
IMC>=40 kg/m? 9/138 (6.5) 0/34 (0.0) 2/21 (9.5) 7/83 (8.4)
Données manquantes 21 17 2 2
Hypertension artérielle traitée N(%) Non 102/159 (64.2) 49/51 (96.1) 10/23 (43.5) 43/85 (50.6)
Oui 57/159 (35.8) 2/51 (3.9) 13/23 (56.5) 42/85 (49.4)
Antécédents d’AVC N(%) Non 156/159 (98.1) 51/51 (100.0) 22/23 (95.7) 83/85 (97.6)
Oui 3/159 (1.9) 0/51 (0.0) 1/23 (4.3) 2/85 (2.4)
Insuffisance_cardiaq ue N(%) Non 154/155 (99.4) 51/51 (100.0) 23/23 (100.0) 80/81 (98.8)
chronique oui 1/155 (0.6) 0/51 (0.0) 0/23 (0.0) 1/81 (1.2)
Données manquantes 4 0 0 4
Diabete N(%) Non 127/158 (80.4) 50/51 (98.0) 16/23 (69.6) 61/84 (72.6)
Oui 31/158 (19.6) 1/51 (2.0) 7/23 (30.4) 23/84 (27.4)
Données manquantes 1 0 0 1
Néoplasie maligne active N(%) Non 158/159 (99.4) 51/51 (100.0) 23/23 (100.0) 84/85 (98.8)
Oui 1/159 (0.6) 0/51 (0.0) 0/23 (0.0) 1/85 (1.2)
Maladie pu‘Imonaire N(%) Non 136/158 (86.1) 46/51 (90.2) 23/23 (100.0) 67/84 (79.8)
chronique oui 22/158 (13.9) 5/51 (9.8) 0/23 (0.0) 17/84 (20.2)
Données manquantes 1 0 0 1
Maladie rénale chronique N(%) Non 151/157 (96.2) 50/51 (98.0) 20/22 (90.9) 81/84 (96.4)
Oui 6/157 (3.8) 1/51 (2.0) 2/22 (9.1) 3/84 (3.6)
Données manquantes 2 0 1 1
Cirrhose N(%) Non 159/159 (100.0) 51/51 (100.0) 23/23 (100.0) 85/85 (100.0)
Immunodépression N(%) Non 154/158 (97.5) 49/51 (96.1) 22/23 (95.7) 83/84 (98.8)
médicamenteuse
oui 4/158 (2.5) 2/51 (3.9) 1/23 (4.3) 1/84 (1.2)
Données manquantes 1 0 0 1
Immunodépression liée aune N(%) Non 158/158 (100.0) 51/51 (100.0) 23/23 (100.0) 84/84 (100.0)
infection VIH
Données manquantes 1 0 0 1
Immunodépression N(%) Non 154/158 (97.5) 51/51 (100.0) 20/23 (87.0) 83/84 (98.8)
consécutive a une greffe oui 4/158 (2.5) 0/51 (0.0) 3/23 (13.0) 1/84 (1.2)
Données manquantes 1 0 0 1
Immunodépression liée a N(%) Non 157/158 (99.4) 51/51 (100.0) 23/23 (100.0) 83/84 (98.8)
hémopathie maligne oui 1/158 (0.6) 0/51 (0.0) 0/23 (0.0) 1/84 (1.2)
Données manquantes 1 0 0 1
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Variables Classification forme clinique
Tous patients inclus Légére Modérée Sévere
Caractéristique Unité Modalités N=159 N=51 N=23 N=85
Tabagisme N(%) Non-fumeur 67/116 (57.8) 23/31 (74.2) 15/20 (75.0) 29/65 (44.6)
Actif 10/116 (8.6) 6/31 (19.4) 1/20 (5.0) 3/65 (4.6)
Sevré 39/116 (33.6) 2/31 (6.5) 4/20 (20.0) 33/65 (50.8)
Données manquantes 43 20 3 20
Grossesse N(%) Non 63/63 (100.0) 36/36 (100.0) 10/10 (100.0) 17/17 (100.0)

Tableau 4: Principales caractéristiques cliniques d’intérét des patients inclus dans IMMUNOCOV.
Les données sont présentées sous forme de valeurs N (%). IQR : intervalle interquartile (25° percentile ;
75¢ percentile).

C. Résultats de suivi du nombre de spots selon le temps et la forme

clinique

Dans cette partie, seuls les résultats du suivi du nombre de spots avec I'Ag M, I’Ag S et le mix
MNS sont présentés. Le suivi du nombre de spots avec I’Ag N n’a pas été réalisé sur toute la
durée de I’étude, entrainant un nombre important de données manquantes ne permettant

pas I'analyse statistique.

a. Suivi du nombre de spots en fonction du temps

Les visites de suivi des patients ont été regroupées en VO, V1 et V2 comme décrit
précédemment. A la visite VO, 124 patients sur 159 (78%) étaient présents, contre 131 (82,4%)
aV1et91(57,2%) a la derniere visite V2. La distribution des délais de prélévements depuis le

début des symptomes est présentée dans le Tableau 5.

VO Vi V2
(n=124) (n=131) (n=91)
Délai apres le début des symptdmes (jours)
Médiane (IQR) 37 (33;39) 98 (94;101) 186 (181;208)
Intervalle 15-45 63 —113 181-208

Tableau 5: Distribution des délais de prélevements des patients IMMUNOCOV en fonction des
visites. Les données sont présentées sous forme de valeurs n.IQR: intervalle interquartile (25¢
percentile ; 75¢ percentile). L'intervalle comprend la valeur minimale et maximale du nombre de jours.
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Comme montré sur la Figure 45, le nombre de spots avec I’Ag M diminue au cours du temps
(p<0.0001), avec un nombre plus faible (test post-hoc, p<0.0001) a V1 (médiane=39 ; IQR, 20
a 82) eta V2 (médiane=23;IQR, 11 a 59) comparativement a VO (médiane=74 ; IQR, 35 a 134).

Ag M Ag S
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Figure 45: Distribution graphique du nombre de spots avec ’'Ag M, I’Ag S et le mix MNS selon les
visites (VO, V1, V2). La significativité des tests post-hoc est représentée comme ns : non significatif et
P significatif si * p< 0,05, ** p< 0,01, ***p < 0,001 ou **** p< 0,0001.
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Concernant I’Ag S, le nombre de spots diminue a V1 (médiane=16 ; IQR : 8 a 28) (p<0.0001),
mais reste stable a V2 (médiane=16 ; IQR, 7 a 36) comparativement a VO (médiane=23 ; IQR,

12 a 47) (test post-hoc, p<0.0001 pour V1 et p=0.0596 pour V2).

Concernant le mix MNS, le nombre de spots diminue au cours du temps (p<0.001), avec un
nombre plus faible (test post-hoc, p<0.001) a V1 (médiane=39; IQR, 20 a 82) et a V2
(médiane=23; IQR, 11 a 59) comparativement a VO (médiane=74 ; IQR, 35 a 134) (Tableau 6).

VO V1 V2
(n=124) (n=131) (n=91)

Ag M

Médiane (IQR) 74 (35;134) 39 (20;82) 23 (11;59)

Intervalle 0-503 4-333 0-616
AgS

Médiane (IQR) 23 (12;47) 16 (8;28) 16 (7;36)

Intervalle 0-327 0-267 0-515
Mix MNS

Médiane (IQR) 112 (55;222) 70 (38;118) 55 (27;119)

Intervalle 1-571 6 — 355 0-795

Tableau 6: Caractéristiques de la distribution du nombre de spots selon I’Ag utilisé pour la
stimulation et les visites, et selon la forme clinique.

Les données sont présentées sous forme de valeurs médianes (IQR, intervalle interquartile).
L'intervalle comprend la valeur minimale et maximale du nombre de spots.

b. Suivi du nombre de spots selon la forme clinique

En stratifiant I'analyse selon la forme clinique de la maladie (légére, modérée ou séveére),
I’évolution du nombre de spots avec I’Ag M n’est pas différente selon la forme clinique (p
d’interaction=0.93), avec une différence significative entre les trois visites, quel que soit la
forme clinique (p<0.001 pour les formes légeres et séveres, et p=0.018 pour les formes

modérées).

Comme montré sur la Figure 46, le nombre de spots avec I’Ag M differe significativement selon
la forme clinique de la maladie (p<0.001) quel que soit le temps de suivi, avec un nombre plus
important pour les formes sévéres. Les tests post-hoc deux a deux mettent en évidence une
différence significative entre les formes séveres et légeres quel que soit le temps (p<0.001
pour toute les comparaisons), entre les formes séveres et modérés aux deux premieres visites

V0 et V1 (p<0.05), et entre les formes modérées et |égéres a la visite V2 (p=0.039).
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De méme, en comparant le nombre de spots avec I’Ag M aux cours des différentes visites (VO,
V1 et V2) dans une méme forme clinique, les tests post-hoc deux a deux mettent en évidence
une différence significative du nombre de spots entre la premiére visite VO et la derniére visite
V2 quel que soit le groupe clinique (p<0.001 pour les formes légeres et séveres, p=0.006 pour
les formes modérées) ainsi qu’entre la premiére visite VO et la deuxiéme V1, pour les formes

légeres (p=0.012) et sévéres (p<0.001), mais pas pour les formes modérées.

Ag M V0 Ag M V1 Ag M V2
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légére modérée sévere

Forme clinique

Figure 46: Distribution du nombre de spots en réponse a I'Ag M selon la forme clinique par visite.
V0, V1 et V2 correspondent aux temps de visite. La boite a moustache représente le quartile 1, la médiane
et le quartile 3. Les moustaches représentent les 10° et 90° percentiles.

Concernant I’Ag S, I’évolution du nombre de spots n’est pas différente selon la forme clinique
(p d’interaction=0.64), avec une différence significative entre les trois visites pour les formes
légéres et séveres (p<0.001 pour les formes légéres et p=0.031 pour les formes séveres), mais

sans différence significative entre les trois visites pour les formes modérées (p=0.135).

Comme montré sur la Figure 47, le nombre de spots avec |’Ag S différe significativement selon
la forme clinique de la maladie (p<0.001) quel que soit le temps de suivi. Les tests post-hoc
deux a deux mettait en évidence une différence significative entre les formes sévéres et
légéres quel que soit le temps de visite (p<0.005 pour VO, p<0.001 pour V1, p=0.016 pour V2),

et entre les formes légeres et modérées a la visite V2 (p=0.003), mais pas de différence
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significative entre les formes modérées et sévéres quel que soit le temps de visite (p>0.05

pour toutes les comparaisons).

De méme, en comparant le nombre de spots en réponse a I’Ag S aux cours des différentes
visites (VO, V1 et V2) dans une méme forme clinique, les tests post-hoc deux a deux mettent
en évidence une différence significative du nombre de spots entre la premiére visite VO et la
deuxieme V1, pour les formes légéres (p<0.001) et séveres (p=0.009), mais pas pour les formes
modérées. Il n’est pas mis en évidence de différence significative entre la premiére visite VO

et la derniére V2 pour aucun des groupes cliniques (léger, modéré, sévere).

Ag S V0 Ag S V1

Nombre de spots

= N w B

[=] o o o

o o o o
| | I |

il

légére modérée sévere légére modérée sévere

Forme clinique
Figure 47: Distribution du nombre de spots en réponse a I’Ag S selon la forme clinique par visite.

VO, V1 et V2 correspondent aux temps de visite. La boite a moustache représente le quartile 1, la
médiane et le quartile 3. Les moustaches représentent les 10° et 90° percentiles.

Concernant le mix MNS, I’évolution du nombre de spots n’est pas différente selon la forme
clinique (p d’interaction=0.66), avec une différence significative entre les trois visites pour les
formes légeres et séveres (p=0.003 pour les formes légéres, p<0.001 pour les formes séveéres),

mais sans différence significative pour les formes modérées (p=0.454).

Comme montré sur Figure 48, le nombre de spots avec le mix MNS differe significativement
selon la forme clinique de la maladie (p<0.001) quel que soit le temps de suivi. Les tests post-
hoc deux a deux mettent en évidence une différence significative entre les formes séveres et

légéres quel que soit le temps (p<0.001 pour toute les comparaisons) et entre les formes
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modérées et légéres aux deux derniéres visites V1 et V2 (p=0.01 pour V1, p=0.041 pour V2),
mais pas de différence significative entre les formes modérées et sévéres, quel que soit le

temps (p>0.05 pour toutes les comparaisons).

De méme, en comparant le nombre de spots en réponse au mix MNS au cours des différentes
visites (VO, V1 et V2) dans une méme forme clinique, les tests post-hoc deux a deux mettent
en évidence une différence significative du nombre de spots entre la premiére visite VO et la
derniere visite V2, ainsi qu’entre la premiere visite VO et la deuxiéme V1, pour les formes
légeres (p=0.006 pour V1 et V2, p=0.001 pour V1 et V2) et séveres (p<0.001 pour toutes les

comparaisons), mais pas pour les formes modérées.
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Figure 48: Distribution du nombre de spots en réponse au mix MNS selon la forme clinique par
visite. VO, V1 et V2 correspondent aux temps de visite. La boite a moustache représente le quartile
1, la médiane et le quartile 3. Les moustaches représentent les 10°¢ et 90° percentiles.
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Discussion

Le SARS-CoV-2 est le virus a I'origine de la pandémie mondiale qui nous a tous bouleversés,
depuis son apparition a Wuhan en décembre 2020. Aujourd’hui, deux ans apres, cette menace
n’est pas encore écartée et de nombreuses questions restent en suspens. Devant I'urgence
diagnostique et thérapeutique, tous les professionnels de santé ont activement contribué a
lutter contre cette pandémie, par le développement des tests diagnostiques (moléculaires,
antigéniques, sérologiques), la réorganisation des services hospitaliers avec la mise en place
de plan blanc et la priorisation des patients COVID-19, la prise en charge thérapeutique des
patients hospitalisés (notamment en réanimation) avec la création de protocoles clinico-
biologiques et thérapeutiques... De nombreuses équipes ont développé des projets de
recherche fondamentale, clinique et translationnelle, visant a comprendre la
physiopathologie du SARS-CoV-2, pour in fine permettre la production de vaccins et de

médicaments adaptés a la maladie.

A. Réponse immunitaire suite a I'infection par le SARS-CoV-2

Pour améliorer la compréhension de la physiopathologie du SARS-CoV-2, il est important
d’étudier les réponses immunitaires induites a la suite de cette infection virale et quelle est la
protection que ces réponses immunitaires peuvent apporter a long terme. La protection a long
terme contre les agents infectieux, tels que le virus SARS-CoV-2, est médiée par les
lymphocytes T et par les anticorps du systeme immunitaire adaptatif (164). Il a été montré
gu’une réponse immunitaire adaptative est généralement induite dans les deux semaines
suivant 'infection par le SARS-CoV-2, mais un certain nombre d’études ont montré qu’une
réponse humorale (production d’anticorps) n’est pas toujours présente ou peut étre retardée
(213,214). Selon les publications actuelles, certaines personnes dont le test de dépistage du
SARS-CoV-2 par RT-PCR s’est révélé positif pourraient ne pas présenter d’anticorps
détectables (213). Notamment, de faibles niveaux d’anticorps spécifiques du SARS-CoV-2 ont
été fréguemment observés chez des personnes qui souffraient d’'une maladie COVID-19 légere
ou asymptomatique (215,216). Certaines données suggerent également que chez certains
individus, les anticorps diminuent de maniére significative apres l'infection et a un rythme

encore plus rapide que celui observé pour les infections a MERS-CoV et SARS-CoV-1 (217,218).
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En revanche, plusieurs publications ont montré que les réponses des cellules T aux coronavirus
humains, y compris le SARS-CoV-1 et le SARS-CoV-2, peuvent étre fortes et durables (219),
certaines personnes qui ont été infectées par le SARS-CoV-1 il y a 17 ans présentent encore
aujourd’hui une réponses lymphocytaire T (220). Ces résultats, ainsi que les études qui ont
démontré le role essentiel des cellules T dans la clairance virale et la récupération apres une
infection par le SARS-CoV-2 (221), suggérent que I'immunité a médiation cellulaire pourrait

constituer un aspect important de la réponse immunitaire a I'infection par le SARS-CoV-2 (94).

Tan et al. ont analysé la cinétique de la réponse des lymphocytes T spécifiques du SARS-CoV-
2 pendant la phase aigué de I'infection par RT-PCR positive, et ont constaté que les cellules T
spécifiques étaient d’abord détectées vers les jours 5-7 apres I'apparition des symptomes,
avec des fréquences augmentant progressivement jusqu’aux alentours du jour 15 (221). lIs
ont également observé une corrélation positive entre la détection précoce des lymphocytes T
spécifiqgues du SARS-CoV-2 et le contrdle précoce de I'infection, ce qui entraine une évolution
moins grave de la maladie et une clairance virale rapide. De méme, Weiskopf et al. ont
démontré que la réponse T CD4 et CD8 spécifique du SARS-CoV-2 peut étre détectée dans le
sang des patients atteints de COVID-19 sévéere dans les deux premieres semaines suivant
I'apparition des symptomes (222). Cela indique que, bien qu’il ait été signalé que le SARS-CoV-
2 sévere entraine une lymphopénie (223), des lymphocytes T spécifiques du SARS-CoV-2 sont
néanmoins générés au cours de la réponse précoce a l'infection. En outre, une étude récente
de Rydyznski Moderbacher et al. a montré que les cellules T CD4 spécifiques du SARS-CoV-2
pouvaient étre détectées dés le quatriéme jour suivant I'apparition des symptomes (197). A
I'instar de Tan et al., cette étude a également montré que I’émergence précoce de
lymphocytes T CD4 et CD8 spécifiques du SARS-CoV-2 était associée a une meilleure évolution
de lamaladie. Ensemble, ces résultats ne se limitent pas a souligner I'importance de la réponse
T dans la mise en place de la réponse immunitaire contre le SARS-CoV-2 dans la phase aigué
de I'infection, ils suggerent également que la détection des lymphocytes T pendant I'infection
aigué par le SARS-CoV-2 pourrait fournir des informations plus détaillées sur la réponse

immunitaire d’un individu.
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B. Le test ELISpot COVID

Le premier objectif de ces travaux de thése a été d’étudier et proposer un nouvel outil
diagnostique et complémentaire pour le suivi immunologique des patients COVID-19,
notamment dans le cadre du suivi de la réponse cellulaire T spécifique anti-SARS-CoV-2. Parmi
les méthodes disponibles pour quantifier cette réponse T, figure I'ELISpot. Cette technique est
tres sensible pour détecter les lymphocytes T spécifiques d’un antigéne, méme présentes en
faible proportion dans le sang périphérique, et qui sécretent des molécules effectrices telles
gue I'lFNy, en réponse a une stimulation antigénique (224). Les données disponibles dans la
littérature suggérent que la majorité des personnes infectées par le SARS-CoV-2 produisent
des cellules T spécifiques du SARS-CoV-2, fonctionnelles, produisant de I'IFNy, qui peuvent
étre détectées dans le sang périphérique dés 2 a 4 jours aprés I'apparition des symptémes
(94). Par conséquent, I'ELISpot COVID est un outil important pour évaluer a la fois les réponses
T CD4+ et T CD8+ chez les patients infectés par le SARS-CoV-2. Il s’appuie sur la plateforme T-
SPOT (Oxford Immunotec®) utilisée dans le monde entier pour les tests de réponse cellulaire
a la tuberculose et au cytomégalovirus, ainsi que développé en paralléle par la société pour le
SARS-CoV-2 (T-SPOT Discovery SARS-CoV-2) (225,226). Fort de son expérience dans les tests
ELISpot grace a la mise en place d’une plateforme automatisée pour les tests IGRAs dans le
cadre du dépistage de la tuberculose latente (227), I'Institut d'immunologie du CHU de Lille a
été parmi les premiers a mettre en place spécifiguement une technique ELISpot « maison »

adaptée au virus SARS-CoV-2, au début de I'année 2021 dés la premiere vague de COVID-19.

Concernant la mise en place de la technique et la cohorte initiale

Nous avons d'abord mis en place la technique en utilisant les principaux antigénes du SARS-
CoV-2 (Ag M, N et S) sous forme de pools de peptides chevauchants ainsi qu’'un mélange des
trois (mix MNS), afin de tester la faisabilité du test sur une premiéere cohorte de 60 patients
COVID-19 positifs confirmés par RT-PCR, en comparaison a 31 témoins négatifs, prélevés avant
le début de la pandémie de COVID-19. Sur les 60 patients testés, tous (100%) présentaient des
spots en réponse a au moins un des antigenes testés. Parmi ces 60 patients, nous avons
identifié des variations dans I'amplitude de réponse contre les pools de peptides M, N et S
avec respectivement 100%, 93,3% et 91,7% de réponse. Cette différence pourrait
principalement s'expliquer par la nature différente des antigénes sélectionnés : nous avons

utilisé la séquence compléte de la protéine pour les pools de peptides chevauchants M et N,
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mais des domaines sélectionnés pour le pool de peptides S. De plus, ces variations pourraient
également s’expliquer par des différences in vivo, au niveau de la capture de I'antigene et de
la présentation antigénique par les cellules dendritiques, compte tenu de la nature des
modifications post-traductionnelles, notamment la phosphorylation (protéine N) ou la
glycosylation (protéines M et S). Par conséquent, nous avons fait le choix d’utiliser un mélange
des trois antigénes viraux (mix MNS) pour évaluer la présence de LT réactifs anti-SARS-CoV-2
dans les échantillons témoins. Tous ces sujets témoins étaient séronégatifs pour les anticorps
anti-S1, anti-N et anti-RBD du SARS-CoV-2. Avec cette approche, nous avons détecté des LT
réactifs au mix MNS dans seulement trois des 31 échantillons témoins (9,7%) et une seconde
analyse (données non présentées) a montré que les LT étaient réactifs vis-a-vis des Ag M et S
chez les 3 témoins positifs, et a I’Ag N chez un seul témoin, avec un faible nombre de spots
dans chaque cas. Ces résultats positifs au test ELISpot COVID peuvent étre dus a une réactivité
croisée avec d’autres coronavirus (228). Contrairement a ce qui est observé pour les anticorps,
il est retrouvé une réactivité croisée notable de la réponse spécifique T CD4+ anti-SARS-CoV-
2, et de maniere moins importante T CD8+, a I’égard d’autres coronavirus (HCoV-OC43 et
NL63). Cette réactivité croisée a été observée par d’autres auteurs, notamment Le Bert et al.
gui montrent que le type de protéine contre lequel est dirigée la réponse T est différent chez
les patients ayant présenté une infection a SARS-CoV-2 comparativement a ceux qui n’ont pas
été infectés (220). Cette réactivité croisée pourrait avoir des propriétés protectrices
potentielles contre I'infection par le SARS-CoV-2, mais cela reste a démontrer. La présence de
lymphocytes T a réaction croisée préexistants chez les patients atteints du SARS-CoV-2 a
également été mise en évidence dans plusieurs études (140,220,229,230). Braun et al. ont
rapporté la détection de T CD4+ spécifiques chez 23 des 68 donneurs sains (35%) et
principalement contre les épitopes C-terminaux du SARS-CoV-2 (230). Cependant, le seuil de
détection d’une réponse lymphocytaire T, n'était pas mentionné. A I'inverse de notre étude,
ces sujets témoins ont été prélevés pendant la pandémie et ont été définis comme des sujets
asymptomatiques séronégatifs (I'infection par le SARS-CoV-2 avait été exclue par RT-PCR chez
10 donneurs sains et par des tests sérologiques répétés au moins 28 jours apres le premier
prélevement, ce qui est non négligeable compte tenu de la faible sensibilité de la RT-PCR et
de la détection tardive des anticorps chez les patients asymptomatiques (231,232). Grifoni et
al. ont également détecté des lymphocytes T réactifs aux protéines S, M et aux ORF jusqu'a
chez 60 % des donneurs sains (140). Les PBMC cryoconservés collectés avant la pandémie ont

été choisis comme témoins, comme dans nos travaux et dans d'autres (229), considérant qu'ils
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peuvent étre plus pertinents et représentatifs que les sujets asymptomatiques séronégatifs

collectés pendant la pandémie.

Concernant les résultats du test ELISpot obtenus dans la cohorte initiale

Malgré la disparité en termes de fréquences de LT réactifs en réponse aux pools de peptides
du SARS-CoV-2 utilisés, il a été observé par la suite une forte corrélation entre les trois pools
de peptides (données non présentées). Des résultats similaires ont été publiés dans un
rapport préliminaire sur 57 échantillons prélevés chez 28 patients dans les 21 jours suivant le
diagnostic de SARS-CoV-2 (233). En association a nos données, ces résultats suggerent qu'un
patient peut acquérir et maintenir in vivo, une réponse cellulaire similaire contre les trois
protéines, au moins pendant les premiéres semaines suivant |'infection (le délai médian entre
le début des symptomes et le prélévement étant a 36 jours dans notre étude). De plus, nos
résultats soulignent que méme si la protéine S peut étre une cible majeure pour les stratégies
vaccinales, les protéines M et N présentent également un intérét dans le suivi de I'immunité
anti-SARS-CoV-2. En effet, les LT réactifs aux pools de peptides M et N ont été détectés chez
100% et 93,3% des patients respectivement, contre 91,7 % pour le pool de peptides S et 96,7%
pour le mix MNS. De plus, nos résultats ont montré une amplitude de réponse
significativement plus élevée avec le pool de peptides M, comparé aux autres pools, ainsi
gu’une amplitude de réponse significativement plus élevée pour le mix MNS par rapport aux
pools de peptides pris séparément. Ainsi, compte tenu de ces résultats et de la forte
corrélation entre les trois pools de peptides et le mix (données non montrées) et l'intérét
pratique d'utiliser un seul puits antigénique (plutot que trois), I'évaluation de la sensibilité et
de la spécificité a été réalisée avec le mix MNS pour le suivi de la réponse cellulaire des

patients SARS-CoV-2 dans la future pratique de routine.

Concernant la détermination du seuil et des parametres de sensibilité et spécificité

L'interprétation d'un résultat positif ou négatif qui permet de définir les parametres de

sensibilité et spécificité, doit étre discutée dans la mesure ou il n’existe pas de critéres

consensuels définis pour déterminer qu’une réponse est positive pour un test ELISpot COVID.

En ce sens, nous avons envisagé diverses méthodes pour déterminer un seuil :

- Nous avons d'abord considéré qu'un résultat était « positif » lorsque le nombre de spots
dans le puits stimulé était au moins le double du nombre de spots observé dans le puits

négatif (cellules non stimulées) (220,234).
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- Nous avons également considéré un résultat comme « positif » lorsque le nombre de spots
dans le puits stimulé était supérieur a la moyenne de tous les controles négatifs + trois
écarts-types (données non présentées).

- Enfin, nous avons utilisé une courbe ROC pour définir le seuil optimal de sensibilité et de
spécificité.

Sur la base de ces trois méthodes, la spécificité était comparable et seuls trois échantillons

témoins (9,7%) ont été considérés comme positifs. Comme expliqué précédemment, compte

tenu de ces résultats et de I'absence d'anticorps anti-N, anti-S1 et anti-RBD chez les sujets
témoins, nos données peuvent suggérer une réactivité croisée avec d'autres coronavirus
humains. La spécificité du test ELISpot COVID dépend essentiellement de I'antigene utilisé
pour la stimulation. Ainsi, compte tenu des résultats précédemment discutés, nous avons fait
le choix d’utiliser le mix MNS pour la stimulation, nous permettant d’obtenir des parametres
de sensibilité et spécificité performants (96,7% et 90,3% respectivement), confirmés dans une
cohorte additionnelle de 112 patients. Par conséquent, notre test ELISpot COVID maison

semble étre un outil fiable pour évaluer la réponse cellulaire T dans des cohortes plus larges.

C. Le suivi de 'immunité cellulaire T

Le deuxiéme objectif des travaux de thése a été d’ utiliser cet outil mis en place (ELISpot COVID
maison) afin de suivre le devenir de I'immunité adaptative T spécifique des patients atteints
de COVID-19 du CHU de Lille lors de I'année 2020 et 2021, dans le temps et selon la forme
clinique des patients (légére, modérée, sévere) et la corrélation avec la sérologie, a 3 mois et
6 mois apres le début des symptémes. Notre but était d’évaluer le maintien de la réponse
cellulaire T a distance de I'infection et faire le lien avec la sévérité clinique de I'infection. De
ce fait, afin de répondre a ces problématiques, nous avons étudié une nouvelle cohorte

(IMMUNOCOV), qui regroupe des patients faisant partie du protocole LICORNE.

Concernant le maintien de la réponse cellulaire T dans le temps

Dans la cohorte IMMUNOCOV, les patients ont été suivis depuis I'inclusion jusqu’a 6 mois
apres le début des symptdomes. Ces patients étaient majoritairement des hommes (60,4%
versus 39,6%) avec un sex ratio estimé a 1,52. L’analyse de la réponse immunitaire des
patients a été suivie pendant 3 périodes principales VO, V1 et V2, avec respectivement 124

patients (78%), 131 (82,4%) et 91 (57,2%). Ces travaux montrent une persistance de
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I'immunité cellulaire T chez tous les patients inclus, a la derniére visite V2, avec des spots
détectés peu importe la stimulation antigénique initiale (Ag M, Ag S ou mix MNS). Ces résultats
corroborent ceux obtenus par d’autres équipes qui ont montré que I'immunité des cellules T
spécifiques du SARS-CoV-2 se maintient 6 a 9 mois apreés la primo-infection, indiquant que les
réponses cellulaires T peuvent survivre aux réponses anticorps transitoires a I'infection par le
SARS-CoV-2 (219,235). Cependant malgré une persistance de cette immunité cellulaire T, elle
semble significativement diminuer entre la premiére visite VO (a 1 mois) et la derniere V2 (a 6
mois) avec des spots médians allant respectivement de 74 a 23 pour I’Ag M et de 74 a 39 pour
le mix MNS. Cette diminution n’est pas significativement observée avec I’Ag S, avec des spots

médians identiques entre V1 et V2.

Concernant le lien entre l'infection clinique et 'immunité cellulaire T

Il est important de comprendre comment la réponse des lymphocytes T se développe, suite a
une infection par le SARS-CoV-2 en fonction de la gravité de la maladie. A cette fin, nous avons
suivi de maniere prospective la cohorte de patients IMMUNQOCOV. Les 159 patients ont été
classifiés selon la sévérité clinique de I'infection COVID-19 avec 51 (32%) patients avec une
forme légere, 23 (14,5%) avec une forme modérée et 85 (53,5%) avec une forme sévere. Les
patients les plus graves semblent étre plutot des hommes, avec une prédominance masculine
(80% de patients de sexe masculin) dans le groupe sévere, cependant une analyse statistique
permettrait de le confirmer. Cette tendance a également été retrouvée dans la cohorte initiale
lors de la mise en place du test ELISpot COVID maison dans laquelle les patients les plus
séveres étaient plutot des hommes agés (236). L'age médian dans chaque groupe /éger,
modéré et sévere était respectivement de 30, 60 et 63 ans dans I’'étude IMMUNOCOV. Bien
gue des analyses statistiques soient nécessaires pour le confirmer, ces résultats vont dans le
méme sens que d’autres études qui rapportent que I’dge est un facteur de risque important
de sévérité de la maladie, notamment |’étude de cohorte nationale menée par le GIS Epiphare
(CNAM/ANSM) portant sur 66 millions de personnes. L'étude confirmait que les hommes
étaient plus a risque d’hospitalisation et de décés que les femmes, avec un risque multiplié
respectivement par 1,4 et 2,1 (237) et que les risques d"hospitalisation ou de décés des suites
du COVID-19 augmentaient de fagcon exponentielle avec I’age avec un risque doublé pour les
60-64 ans, par rapport aux 40-44 ans, triplé chez les 70-74 ans, et multiplié par 6 et par 12,

respectivement chez les 80-84 ans chez les 90 ans et plus (237).
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Nous avons souhaité comparer la réponse cellulaire T en fonction de la forme clinique des
patients et des visites. Cette étude a montré une différence significative du nombre de spots
détectés selon la forme clinique, et ce quel que soit le temps de suivi, et pour chacun des
antigénes utilisés (Ag M, Ag S et mix MNS). Il est observé une réponse T plus forte pour les
formes sévéres en réponse a I’Ag M mais pas en réponse au mix MNS ni a I’Ag S. Ainsi, le
groupe de patients sévéres développe une réponse T vis-a-vis de I’Ag M, significativement plus
importante a chaque visite par rapport aux groupes léger et modéré, malgré une diminution
de cette réponse au cours des visites. En comparant selon la forme clinique, ces résultats ont
montré une différence significative entre la réponse T détectée chez les formes séveres et les
formes légéres, et ce quel que soit le temps de suivi et I'antigene utilisé, suggérant que les
patients infectés par une forme légére développent une réponse cellulaire T moins intense
gue les patients sévéres a chaque visite. Cette différence significative s’observe également
entre les formes séveres et modérées uniguement aux deux premiéres visites VO et V1 avec
I’Ag M et le mix MNS (mais pas avec I’Ag S), mais plus au-dela de 6 mois post-symptémes
(visite V2) suggérant que malgré une forte réponse T en début d’infection chez les patients
séveres, cette réponse T diminue au-dela de 6 mois pour étre a un état comparable a la
réponse observée chez les patients de forme clinigue modérée. La comparaison au sein d’un
méme groupe de forme clinique a montré une différence significative de la réponse T dans le
temps, avec une diminution de cette réponse T dans tous les groupes cliniques. Ainsi, quelle
gue soit l'infection clinique de départ (Iégere, modérée ou sévere), la réponse cellulaire T se
maintient mais diminue significativement entre le premier mois et le sixieme mois apres le

début des symptomes.

Entre les deux premiéres visites, nos travaux ont mis en évidence une différence significative
entre les formes légeres et séveres avec chacun des antigenes utilisés (M, S et mix MNS), mais
pas pour les formes modérées. Dans les formes modérées, il n’a pas été retrouvé de différence
significative avec les formes séveéres, et ce quel que soit le temps de visite (avec I’Ag S) et ni
au cours du temps. De plus avec I’Ag S, aucune différence significative n’a été mise en évidence
entre la premiére et la derniére visite pour tous les groupes. Les résultats observés dépendent
de la stimulation antigénique utilisée, et comme décrit précédemment, la nature des pools de

peptides utilisés pourrait expliquer la différence de réponse observée entre les Ag M et S.
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Concernant le suivi de 'immunité cellulaire et la protection conférée

Une étude de cohorte prospective réalisée par Public Health England au début de la pandémie
de COVID-19 a confirmé I'importance de suivre les cellules T dans I'infection par le SARS-CoV-
2. Dans cette étude, 2826 personnes identifiées comme des travailleurs essentiels ont été
testées lors de l'inscription pour détecter les IgG anti-S (Eurolmmun AG) et les cellules T
réactives au SARS-CoV-2 au moyen du test T-SPOT.COVID (Oxford Immunotec) exclusivement
destiné a la recherche (226). Parmi cette cohorte, 154 ont été recrutés sur la base d’un test
RT-PCR antérieur positif confirmant I'infection par le SARS-CoV-2. 5,8 % de cette population
précédemment positive par RT-PCR étaient séronégatifs, mais 88,9 % de ces sujets ont
présenté des réponses fortes des cellules T qui ont été détectées avec le test T-SPOT.COVID.
Ce résultat indique que certaines personnes infectées peuvent générer des réponses
immunitaires a médiation cellulaire (cellules T) en I'absence d’une réponse humorale
(anticorps). Cela correspond aux études réalisées chez les contacts familiaux de personnes
infectées par le SARS-CoV-2, qui ont montré que les contacts étaient environ 50 % plus
susceptibles de développer des cellules T spécifiques du SARS-CoV-2 que des anticorps apres
I’exposition (198,238). Associés ensemble, ces résultats suggerent que les cellules T peuvent
étre un indicateur plus sensible de I'exposition passée au SARS-CoV-2 que les réponses
anticorps. Dans le cadre de la méme étude de Public Health England, les 2672 autres
participants a I’étude ont fait I'objet d’un suivi pour vérifier I'apparition ultérieure d’une
infection au SARS-CoV-2 confirmée par RT-PCR (226). Ce suivi a fourni la premiére indication
que les cellules T spécifiques du SARS-CoV-2 peuvent étre associées a une protection contre
la réinfection, car les personnes présentant un nombre élevé de cellules T réactives détectées
par le test T-SPOT.COVID étaient nettement moins susceptibles de développer une infection
par le SARS-CoV-2 confirmée par RT-PCR pendant la période de suivi. Ces résultats
préliminaires corroborent les études sur les primates qui ont démontré que la déplétion des
cellules T chez les singes qui s’étaient rétablis du SARS-CoV-2 entrafnait une réinfection lors
d’une nouvelle exposition au virus, méme si les réponses anticorps spécifiques du SARS-CoV-
2 restaient intactes. En revanche, les singes qui avaient conservé des cellules T spécifiques du
SARS-CoV-2 ont réussi a éviter la réinfection (239). A I'instar des études précédentes, cette
étude animale a également observé un déclin des réponses en anticorps apres l'infection, ce
guiaamené les auteurs a conclure que les cellules T pourraient étre nécessaires a la protection

a long terme contre le virus.
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Ces résultats indiquent que les cellules T jouent un réle essentiel dans les réponses
immunitaires contre I'infection naturelle par le SARS-CoV-2, et il est donc important que des
réponses fortes des cellules T soient induites en réponse aux vaccins contre le SARS-CoV-2
(240). Des cellules T spécifiques du SARS-CoV-2 ont été détectées en réponse a de nombreux
vaccins actuellement envisagés (241-243) et il est de plus en plus important de détecter et de

surveiller ces réponses (240).

D. Limites de I’étude

Notre étude comporte certaines limites. En effet, le test ELISpot COVID maison ne nous a pas
permis de faire la distinction entre les réponses spécifiques des lymphocytes T CD4+ et T
CD8+. Nous n’avons aucune information concernant le type exact de cellules T productrices
d’IFNy, suite a la stimulation antigénique. De plus, avec ce test nous n'avons pas été en mesure
d'évaluer I'état d'activation in vivo des cellules immunitaires. Cependant, notre priorité était
d’une part, de mettre en place un outil permettant d'étudier et de suivre la réponse cellulaire
dans une large cohorte de patients atteints du SARS-CoV-2 avec une méthode standardisée,
en utilisant un seuil fiable de résultats positifs ; puis dans un deuxieéme temps, d’utiliser cet
outil pour suivre le devenir de I'immunité cellulaire des patients plusieurs mois aprés une
infection naturelle au SARS-CoV-2. Le test ELISpot COVID a ainsi permis d’accroitre la
compréhension scientifique de I'immunité, mais les implications pour I'interprétation aprés
vaccination et la corrélation avec I'immunité protectrice restent a déterminer. Par manque de
temps, nous n’avons pas pu faire de corrélation avec la sérologie et analyser en parallele le
maintien de I'immunité humorale, ni faire de corrélation statistique avec les comorbidités

associées des patients inclus dans I'étude.

E. Perspectives

Les perspectives de ces travaux en thése sont nombreuses, dans la mesure ou la menace d’une
recrudescence des cas d’infection au SARS-CoV-2 n’est pas écartée et que beaucoup de
guestions restent en suspens et en attente de réponses. Beaucoup de projets de recherche

sont en cours pour apporter davantage d’informations dans la compréhension de Ia
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physiopathologie de la maladie et des réponses immunitaires associées. La littérature

scientifique ne cesse d’étre fournie en publications scientifiques a ce sujet.

Je ne citerai que quelques perspectives, dont la premiére serait une comparaison entre les
données de I'immunité cellulaire et humorale. En effet, il aurait été intéressant de suivre de
la méme maniére que décrit dans cette étude IMMUNOCOV, et en parallele de I'immunité
cellulaire par I'ELISpot COVID, la persistance des anticorps spécifiques des patients infectés
par le SARS-CoV-2 par la sérologie, dans les 6 mois post-infection. Cela a été fait dans d’autres
études, avec un suivi de I'immunité cellulaire T par ELISpot COVID et de la sérologie jusqu’a 36
semaines du diagnostic de COVID-19 (244). Cela nous aurait éventuellement permis
d’apporter une information supplémentaire et de conforter certaines études qui montrent
que la réponse lymphocytaire T, appréciée par I'ELISpot COVID, semble plus importante et se
maintenir plus longtemps que la réponse humorale. En effet, dans I'étude de Kruse et al,, il a
été montré que huit semaines aprées le diagnostic de COVID-19, des lymphocytes T ont été
détectés par ELISpot COVID chez 56 patients sur 67 (83,6%) surpassant la sérologie (52,2%) et
une réponse cellulaire T continuait a étre détectée chez environ trois quarts des patients
infectés, dans la période allant de 20 a 36 semaines apreés le diagnostic de COVID-19, tandis
gue des réponses humorales avec des IgG anti-N n'ont été observées chez aucun patient de

I’étude a cette méme période (244).

L’étude IMMUNOCOQV a permis de suivre des patients infectés par le SARS-CoV-2 inclus dans
le protocole LICORNE jusqu’a 6 mois apreés leurs symptémes, cependant une étude a plus long
terme, allant notamment jusqu’a 9 mois (36 semaines) comme |'ont fait certaines équipes
(244), voire a plus long terme (12 mois) aurait également été intéressante a mener. Cela
impliquerait un suivi plus strict des patients avec le moins de perdus de vue possible, afin de
garantir une cohorte (avec un nombre de patients suffisant) représentative de la population.
De plus, face a I'’émergence de variants du SARS-CoV-2, la durabilité de la réponse T va
également dépendre des mutations du virus. Nous ne savons pas comment évolue cette
réponse T et si elle sera durable en fonction des variants du virus, et il serait intéressant de

I'explorer.

En décembre 2020, juste aprés la fin d’inclusion des patients dans le protocole LICORNE, le

premier vaccin anti SARS-CoV-2 est arrivé sur le marché en France (le vaccin Pfizer/BioNTech
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Comirnaty®). Dans la continuité de mes travaux de thése et de I'étude IMMUNOCOV, des
travaux du laboratoire ont permis de démontrer 'intérét du test ELISpot COVID également
dans le cadre du statut vaccinal, dont I’objectif était d’évaluer la réponse cellulaire T spécifique
et humorale de la mémoire, induite aprés vaccination anti-SARS-CoV-2 (vaccin a ARNm
BNT162b de Pfizer/BioNTech) chez le sujet agé. Cette étude appelée MONITOCOV-Aging
(NCT04760704) a été réalisée sur une cohorte de patients agés hospitalisés en établissements
de soins de longue durée qui ont été vaccinés selon le schéma vaccinal recommandé au
moment de I'étude, soit 2 doses a 3 semaines d’intervalle (245). Les résultats de cette étude
ont rapporté que les personnes agées naives au COVID-19 avaient un faible taux de T CD4+ et
T CD8+ spécifiques en plus d'une réponse anticorps altérée, mais que malgré les altérations
physiologiques de I'immunité, la vaccination est tres efficace pour stimuler la réponse
mémoire naturelle antérieure chez les personnes agées guéries du COVID-19. A I'arrivée de la
3e dose, ces travaux ont continué avec pour but le suivi des réponses humorale et cellulaire
T, suite a la 3e injection 9 mois plus tard, permettant d’étudier la durabilité de la réponse
cellulaire T vaccinale, ainsi que la réponse post-boost (a 1 mois et 3 mois post 3e dose) selon
le variant Delta ou Omicron, qui étaient les variants majoritaires au moment de I'étude. Les

résultats ont été récemment décrits dans un article accepté et publié prochainement.

Ainsi, fort de cette expérience, une autre perspective intéressante serait de comparer les
résultats de I'immunité naturelle anti-SARS-CoV-2 (travaux réalisés dans cette thése), aux
résultats de I'immunité induite par la vaccination anti-SARS-CoV-2 (travaux de |"étude

MONITOCOV-Aging).
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Conclusion

La pandémie de COVID-19 restera un des événements importants qui aura marqué notre éere,
avec une crise sanitaire mondiale et un impact socio-économique importants (confinements
de la population, personnels soignants ultra sollicités, services de réanimations surchargés,
millions de déces...). Le virus SARS-CoV-2 a l'origine de cette pandémie a subi de multiples
mutations entrainant I'apparition de variants et rendant d’autant plus difficile la gestion de Ia
crise sanitaire. L'un des éléments majeurs déterminant I'issue de cette infection virale est sans
nul doute l'interaction entre le SARS-CoV-2 et le systéeme immunitaire. Les travaux de
recherche menés sur ce virus ainsi que sur les coronavirus antérieurs, notamment le SARS-
CoV-1 ont permis d’améliorer la compréhension de la physiopathologie de cette infection et

les modalités de réponse du systéeme immunitaire.

Nous avons souhaité évaluer la réponse immunitaire adaptative des patients infectés par le
SARS-CoV-2 au CHU de Lille, et proposer un nouvel outil diagnostic permettant le suivi
immunologique des patients COVID-19 a long terme. Le test ELISpot COVID est une méthode
fiable pour explorer de grandes cohortes de patients, avec une sensibilité et spécificité
excellentes, de 96,7% et 90,3% respectivement. Cette technique est maintenant utilisée pour
I’évaluation de I'immunité naturelle et vaccinale dans plusieurs études. Cet outil nous a permis
de suivre la réponse cellulaire T des patients dans le temps jusqu’a 6 mois apres le début des
symptomes, et d’évaluer la corrélation avec la forme clinique (légere, modérée ou sévere) des
patients inclus. Nous avons mis en évidence que les patients séveres développaient une
réponse spécifique des lymphocytes T plus élevée contre |'infection par le SARS-CoV-2. Cette
réponse immunitaire perdure dans le temps, au moins jusqu’a 6 mois aprées le début des
symptomes, mais diminue significativement avec le temps, quelle que soit la forme clinique
initiale. Dans notre étude, il a été montré qu’il existe une corrélation entre la sévérité clinique
et la réponse immunitaire adaptative. Ainsi notre étude apporte de nouvelles informations
sur le devenir de la réponse adaptative chez les patients COVID-19 apres une infection
naturelle, et d'autres études sont nécessaires pour aller plus loin dans la compréhension des
réponses immunitaires, notamment en lien avec la réponse humorale, ainsi que pour évaluer

si une immunité cellulaire plus élevée pourrait étre protectrice contre les nouvelles infections.
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Contexte : Depuis son apparition en décembre 2019, le SARS-CoV-2 a été responsable
d’'une pandémie mondiale avec des conséquences socio-économiques importantes. La
physiopathologie variable allant d’infections asymptomatiques a une sévérité clinique
entrainant le déces de millions de personnes est importante a comprendre, en lien avec
le réle de la réponse immunitaire face a ce virus. Nous avons souhaité évaluer la réponse
immunitaire adaptative des patients infectés par le SARS-CoV-2 au CHU de Lille, et
proposer un nouvel outil diagnostic permettant le suivi immunologique des patients
COVID-19 a long terme.

Matériel et méthodes : Nous avons mis en place la technique immuno-enzymatique
ELISpot COVID permettant de quantifier les lymphocytes T (LT) sécréteurs d'IFNy
spécifiques des principaux antigénes viraux du SARS-CoV-2. Des pools de peptides
construits a partir des séquences de protéines virales M, N et S et d'un mélange (mix
MNS) ont été utilisés comme antigénes. A l'aide de ce test, nous avons évalué les
réponses des LT chez les patients atteints d’infection a SARS-CoV-2 |égere, modérée et
sévere et dans des échantillons de contrdle prélevés avant la pandémie. Le suivi de la
cinétique des réponses T d’'une cohorte de patients selon la méme classification clinique
(légere, modérée, sévére) a été évaluée jusqu’a 6 mois post-infection.

Résultats : En utilisant le mix MNS, le test ELISpot COVID a montré une spécificité de
96,7 % (IC a 95 %, 88,5-99,6 %) et une spécificité de 90,3 % (75,2-98,0 %). Sur les 159
patients évalués pour le suivi de 'immunité, nous avons mis en évidence que les patients
séveres développaient une réponse spécifique des lymphocytes T plus élevée contre
l'infection par le SARS-CoV-2. Cette réponse immunitaire perdure dans le temps, au
moins jusqu’a 6 mois apres le début des symptédmes, mais diminue significativement dans
le temps, quelle que soit la forme clinique initiale. De plus, il a été montré qu’il existe une
corrélation entre la sévérité clinique et la réponse immunitaire adaptative.

Conclusion : Le test ELISpot COVID est une méthode fiable pour explorer des LT
spécifiques. Ce test peut devenir un outil utile pour évaluer la réponse des LT mémoires
de longue durée aprés une infection naturelle ou aprés vaccination.
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