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1. Introduction

Le XXléme siecle a été marqué par plusieurs épisodes de pandémies virales d’origine zoonotiques.
Le SARS-CoV-1 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus) en 2002, le virus de la grippe HIN1
en 2009 et, depuis 2019, le SARS-CoV-2 sont des virus respiratoires qui ont émergé a partir d’un
réservoir animal et qui ont franchi la barriere d’espece pour infecter ’'Homme. Chez 'Homme, les
premiers coronavirus ont été isolés en culture dans les années 1960 (1,2), et depuis la pandémie de
SARS-CoV-1, ils sont considérés comme des virus a fort potentiel d’émergence. Les hypothéses
expliqguant I'émergence de ces virus sont multiples, parmi elles le postulat d’une cohabitation
humaine de plus en plus proche des habitats naturels d’espéces sauvages impliquant des contacts

inter-especes rapprochés.

La maladie a coronavirus 2019 ou COVID-19 est une infection zoonotique virale aigué causée par le
SARS-CoV-2. Il s’agit d’'une pandémie dont le foyer initial a été mis en évidence a Wuhan dans la
province de Hubei en Chine en décembre 2019 (3). Le 31 décembre 2019, les premiers cas d’une
« pneumonie d’étiologie non identifiée » ont été notifiés a I'office chinois de I'organisation mondiale
de la santé (OMS). Le 7 janvier 2020, I'agent pathogéne causal est isolé et identifié a partir
d'échantillons provenant de patients présentant une pneumonie sévere a I'hopital de Wuhan. Le 11
janvier, I’'OMS recoit I'information que I'épidémie en cours serait en relation avec un marché de

poissons et fruits de mer a Wuhan (4).

Le 12 janvier les autorités chinoises partagent la séquence génétique du pathogene : il s'agit d'un
nouveau béta-coronavirus encore jamais mis en évidence en pathologie humaine (5). Le 13 janvier
2020, la Thailande, le Japon et la Corée du Sud déclarent les premiers cas sur leur territoire. Dés lors
le nombre de cas détectés en Chine ne cesse de grimper avec 258 cas dans la province de Hubei le
20 janvier, et une dissémination du virus aux autres continents : des cas sont déclarés en France, au
Népal, en Malaisie puis fin janvier en Espagne, aux Etats-Unis, et au Canada. Le 30 janvier la Chine
signale 7 711 cas et 170 déces, et le 2 février le premier déces hors de Chine est déclaré aux
Philippines. Pour faire face a la diffusion du virus, de nombreux pays utilisent alors progressivement
un panel de mesures sanitaires : fermeture des frontieres, mise en place de gestes barrieres (avec
notamment lavage régulier des mains, désinfection des surfaces, port du masque chirurgical ou
FFP2) et confinement de la population. Malgré ces mesures, la diffusion du virus est rapidement

incontrolable. Le 11 mars, I'OMS déclare que ce coronavirus est responsable d’'une pandémie.
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2. Généralités sur le SARS-CoV-2

2.1. Levirus

2.1.1.  Lafamille des Coronaviridae (taxonomie)

Les coronavirus sont des virus responsables d’infections respiratoires et de gastro-entérites chez les
mammiféres et les oiseaux (6). La famille des Coronaviridae (ordre des Nidovirales) regroupe 4
genres de coronavirus classésen fonction de leur génome les Alphacoronavirus, les
Betacoronavirus, les Gammacoronavirus et les Deltacoronavirus. Les Alphacoronavirus et les
Betacoronavirus sont notamment responsables d’infections chez les mammiféres (7). Jusqu’en 2019,
les coronavirus identifiés comme capables de passer la barriere d’espece et d’infecter I’'Homme
(human coronaviruses ou HCoV) étaient au nombre de six : le HCoV-NL63, le HCoV-229E, le HCoV-
0OC43 et le HCoV-HKU1 qui sont responsables dans la plupart des cas d’infections respiratoires

mineures, le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV (Middle East Respiratory Syndrome Coronavirus),

responsables d’infections respiratoires séveres (7) (Tableau 1).

Tableau 1 : Emergence des coronavirus humains

(Adapté du traité de virologie médicale, 2éme édition)

ronavir rigin D
Coro av.l us 0 |g'| € Hoéte intermédiaire Ve ate Circulation humaine
humain possible d’émergence
HCoV-229E . Camelidae, Début XIXe L .
. Chauve-souris N Ubiquitaire, saisonner
Alphacoronavirus Alpaca sp. siecle
HCoV-NL63 . .y L .
° . Chauve-souris Inconnu Xllle siécle Ubiquitaire, saisonner
Alphacoronavirus
HCoV-0C43 . Fin du XIXe L .
. Rongeurs ? Bovidae I '\u Ubiquitaire, saisonner
Betacoronavirus siecle
HCoV-HKU1 C .
© . Rongeurs ? Rongeurs ? Inconnue Ubiquitaire, saisonner
Betacoronavirus
Pandémie décembre
SARS-CoV-1 . Paguma larvata L
) Chauve-souris glma ‘arv 2002 2002 — juillet 2003
Betacoronavirus (civette) R . .
Arrét de la circulation
MERS-CoY Chauve-souris Camelus', 2012 Clrculatlon' péninsule
Betacoronavirus dromedarius arabique
SARS-CoV-2 Chauve- 5 2019 Pandémie débutée en
Betacoronavirus souris ? ' décembre 2019
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Le SARS-CoV-1, identifié pour la premiére fois dans le sud de la Chine entre 2002 et 2003, est I'agent
responsable de la premiére pandémie infectieuse du XXléme siecle. Ce virus est responsable d’un
tableau clinigue pulmonaire (pneumopathies séveres). Il a été détecté dans 30 pays, avec 8 098 cas
probables et 774 déces (8). Sa circulation a pu étre interrompue grace a des mesures de santé
publique prises au niveau international. Le MERS-CoV quant a lui a été responsable d’une épidémie
dans la péninsule arabique entre avril 2012 et ao(t 2018, et a été détecté dans 27 pays(9). En date
du 30 octobre 2018, 2 266 cas d’infections avaient été recensés dont 804 ont conduit a un déces(9).
Ces deux virus ont comme origine commune les chiropteres, et c’est par I'intermédiaire d’un hote
mammifére : la civette ou Paguma larvata pour le SARS-CoV-1 (10) et le dromadaire ou Camelus

dromedarius pour le MERS-CoV (11) gu’ils ont pu passer la barriére d’espéce et infecter ’'THomme.

En 2019 un septiéme coronavirus pouvant infecter 'Homme est identifié dans la région de Wuhan
(Chine) : le SARS-CoV-2, un Betacoronavirus lui aussi responsable d’infections respiratoires séveres.
Son génome présente environ 79% d'homologie avec celui du SARS-CoV-1 et environ 50% avec celui
du MERS-CoV (12). Son origine est pour le moment indéterminée. Au niveau phylogénétique, son
génome est étroitement lié a celui de deux coronavirus animaux (figure 1) : le bat-SL-CoVZC45 et le
bat-SL-CoVZXC21 (88% d’identité). Ceci suggére que les chauves-souris seraient I’hote d’origine
et/ou le réservoir de ce virus (12). Cependant les données suggeérent qu’un autre réservoir animal
serait en jeu comme pour le SARS-CoV-1 et le MERS-CoV I’héte d’origine est la chauve-souris mais

la contamination de I'Homme se fait par contact avec un héte intermédiaire.
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Figure 1 : Arbre phylogénétique représentant le genre Betacoronavirus (12)

2.1.2.  Structure du virus et génome

Le terme coronavirus vient de l’'aspect en couronne des virions lorsqu'ils sont observés en
microscopie électronique (figure 2). Cet aspect est d( a la présence de la protéine nommée Spike

au niveau de I'enveloppe virale (1).

Figure 2 : Aspect du SARS-CoV-2 en microscopie électronique
(National Institute of Allergy and Infectious Diseases) (13)
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Les virions de coronavirus mesurent entre 100 et 160 nm de diameétre (4) et possedent le plus grand
génome au sein des virus a ARN. Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé a capside hélicoidale et

possede un génome a ARN monocaténaire non segmenté de polarité positive de 29.9kB (3).

Le génome est organisé sur le modele représenté sur la figure 3 (14) : il inclut du c6té 5’ et du coté
3’ des régions non transcrites (UTR) de 265 et 358 nucléotides, respectivement, et code pour six
open reading frame (ORF) qui donneront deux réplicases (ORF1a/ORF1b, en jaune), une protéine
Spike (S, en bleu), une protéine d’enveloppe (E, en orange), une protéine de membrane (M, en

rouge) et une protéine de la nucléocapside (N, en bleu).

[3[E| __J6[7a] [ob]

J b
| 1ab ) JL s | [M] ?le\ﬂw

Figure 3 : Organisation du génome du SARS-CoV-2 (Chan 2020)

Les réplicases codent pour une polyprotéine pplab quiva étre clivée pour donner 16 protéines non
structurales (en violet) dont les fonctions sont listées dans le tableau 2. La protéine
transmembranaire Spike comprend 1 273 acides aminés et est composée de deux sous-unités : S1
comprenant un peptide de signal, un domaine N-terminal et un domaine de liaison au récepteur
(RBD), et S2 comprenant un peptide de fusion, un domaine « heptad repeat » (motif structural
constitué d’une répétition de 7 acides aminés) , un domaine transmembranaire et un domaine
cytoplasmique (15). Cette protéine est organisée sous forme de trimére a la surface de la particule

virale. Elle est primordiale pour les premieres étapes du cycle viral.

Tableau 2 : Fonction des protéines non structurales du SARS-CoV-2 (15)
PL-pro : papaine like protease, DMV : double membrane vesicles,, 3CL-pro : endopeptidase

Nspl Suppression de la réponse antivirale de I’h6te
Nsp2 Inconnue

Nsp3 Domaine PL-pro

Nsp4 Complexe avec nsp3 et 6 : formation du DMV
Nsp5 Domaine 3CL-pro

Nsp6 Complexe avec nsp3 et 4 : formation du DMV
Nsp7 Primase

Nsp8 Primase

Nsp9 Liaison de I’ADN et de I’ARN

Nspl0 Complexe avec nspl4

Nspll Peptide court a la fin de ORFla

Nspl12 ARN polymérase ARN dépendante
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Nsp13 Hélicase

Nspl4 Exonucléase
Nspl15 Endoribonucléase
Nspl6 Méthyltransférase

2.1.3. Interaction virus-cellule et réplication virale

Le virus pénétre I'organisme par les voies aériennes supérieures. Il a été établi que, de méme que
pour le SARS-CoV-1, le récepteur d’entrée au niveau cellulaire du SARS-CoV-2 est 'Enzyme de
Conversion de I'Angiotensine 2 (ACE2) (16,17). Cette enzyme fait partie du systeme rénine-
angiotensine-aldostérone (SRAA). Le SRAA présente deux composantes: (a) la voie activatrice
permettant la production angiotensine Il qui est vasoconstrictrice, pro-fibrosante et pro-
inflammatoire, et (b) la voie inhibitrice permettant la formation d'angiotensine [1-7] (AT[1-7]), aux
propriétés inverses a celles de I'AT2. L'ACE2 fait partie de la voie inhibitrice induisant donc une

vasodilatation et une diminution de l'inflammation ainsi que de la fibrose.

L'ACE2 existe sous deux formes : la forme transmembranaire qui est notamment localisée au niveau
des cellules de la sphére ORL et du tractus respiratoire, mais aussi au niveau de |'intestin, du colon,

du rein et du cceur, et la forme soluble circulante dans le sang (18).

L'entrée du virus dans la cellule nécessite une interaction spécifique entre la sous-unité S1 de la
protéine Spike de I'enveloppe virale et son récepteur ainsi qu’avec les chaines d’héparane sulfate a
la surface cellulaire ce qui va initier I'internalisation (19). Apres la liaison au récepteur par le domaine
RBD, la fusion de I’enveloppe virale et de la membrane cellulaire permet de libérer le génome viral
associé a la nucléocapside dans la cellule cible. Cette fusion peut s’opérer grace a un changement
de conformation de la protéine Spike réalisé a I'aide de la protéase transmembranaire a sérine 2
(TMPRSS2) : la sous unité S1 de la protéine Spike est alors clivée pour révéler la sous unité S2 qui va
permettre la fusion des membranes. Apres décapsidation, le génome viral est libéré dans le
cytoplasme de la cellule infectée. S’en suit la traduction précoce des cadres de lecture ORFla et
ORF1b en deux polyprotéines ppla et pplab qui vont maturer et étre clivées en protéines non
structurales, parmi lesquelles on retrouve notamment la réplicase RpRd qui est nécessaire a la

réplication du génome et la production des protéines non structurales.

De facon concomitante, des organelles de réplication virale ou DMV vont se former a partir de la

membrane du réticulum endoplasmique pour créer un environnement protecteur pour la
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réplication. Les autres ORFs peuvent alors étre transcrits en ARNm qui seront traduits en protéines
structurales. Les protéines structurales vont transloquer du réticulum endoplasmique a un
compartiment intermédiaire nommé ER-to-Golgi (ERGIC) ou elles vont pouvoir étre assemblées avec
le génome viral produit. Les virions assemblés pourront ensuite étre excrétés hors de la cellule par

exocytose (figure 4) (20).

Figure 4 : Cycle de réplication du SARS-CoV-2 (20)
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2.1.4. Mode de transmission

Le SARS-CoV-2 est un virus a transmission principalement respiratoire. La contamination peut se
faire de facon directe par I'intermédiaire de sécrétions respiratoires et gouttelettes émises par les
sujets infectés et par les aérosols en suspension dans I'air, ou indirecte par le contact avec des

surfaces contaminées.

Concernant les gouttelettes respiratoires, elles peuvent étre produites lors d’'une quinte de toux,
d’un éternuement ou méme d’une conversation. Une fois émises, les gouttelettes peuvent
rencontrer les muqueuses respiratoires des sujets en contact étroit avec la personne infectée ou
rester en suspension et créer un aérosol infectieux pouvant perdurer jusqu’a 9 minutes apreés

émission dans une piece non ventilée (21).

Le virus peut donc se transmettre entre individus et former une situation de cas groupés ou cluster
(22) (terme défini par la survenue d’au moins 3 cas confirmés ou probables sur une période de 7

jours au sein du méme groupe d’individus).

Les gouttelettes excrétées par les sujets infectés peuvent se déposer sur les objets et surfaces
alentours. En fonction du type de matériel contaminé et des conditions ambiantes, le virus peut
survivre de quelques heures a quelques jours : en effet I’ARN viral est détectable jusqu’a 4 heures
apres contamination sur du cuivre, 24 heures sur du carton et 72 heures sur du plastique (23). On
suppose donc que des personnes saines peuvent se contaminer via des surfaces infectées, mais le

risque reste difficilement évaluable.

D’autres modes de contamination sont supposés sans étre avérés, notamment la transmission
fécale du virus ainsi que la transmission par voie sanguine. Le SARS-CoV-2 a pu étre détecté dans ce

types d’échantillons mais les contaminations engendrées n’ont pas pu étre objectivées.

2.1.5. Epidémiologie

Depuis le 31 décembre 2019, plus de 207 millions de cas ont été recensés dans le monde avec 4,3
millions de déces dont 748 358 en Europe, 610 000 aux Etats-Unis, 547 000 au Brésil, et 418 000 en
Inde (données Santé Publique France). En France actuellement environ 6,6 millions de cas ont été

confirmés depuis janvier 2020, avec 113 000 déces au 24 ao(t 2021.
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La figure 5 montre le nombre de cas confirmés de COVID-19 en France depuis le début de la
pandémie, on peut voir nettement les 3 vagues épidémiques qui ont touché le pays (mars a mai

2020, ao(t a décembre 2020 et février a avril 2021).

Le nombre de reproduction de base ou RO d'une infection peut étre considéré comme le nombre
moyen attendu de cas directement générés par un cas dans une population ou tous les individus
sont sensibles a l'infection. Le RO du SARS-CoV-2 a été estimé lors des premiers mois de la pandémie

entre 2.24 (95%Cl: 1.96-2.55) to 3.58 (95%Cl: 2.89-4.39)(24).

Depuis I'estimation du RO a évolué en fonction de I'apparition de différents variants du virus. La
deuxiéme vague a été marquée par I'apparition du variant alpha (ou lignée B.1.1.7) dont le nombre
de reproduction est 43 a 90% plus élevé que les autres souches qui circulaient a cette période-la
(25). En France, le variant principalement retrouvé actuellement est le variant delta. Ce variant delta

(ou lignée B.1.617.2) est apparu en Inde en octobre 2020 et présente un RO a 5.08 (26).

Figure 5 : Nombre de cas confirmés en France depuis le début de la pandémie (Source : John
Hopkins University CSSE COVID-19 data)
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2.2. Pouvoir pathogene

2.2.1.  Réponse immunitaire et physiopathologie

Le SARS-CoV-2 va en premier lieu se répliquer dans les cellules épithéliales du nasopharynx puis va
se propager jusqu’au tractus respiratoire profond. Il va pouvoir alors infecter les pneumocytes de
type | et de type Il ainsi que les macrophages alvéolaires (27), ce qui va initier une forte réponse

immunitaire innée.

La reconnaissance du virus par le systeme immunitaire inné se fait par I'intermédiaire des pattern
recognition receptors (PRRs) comme les toll-like receptors (TLRs), exprimés par les cellules
épithéliales ainsi que par les cellules impliquées dans la réponse immunitaire innée (notamment les
macrophages intra-alvéolaires), qui vont reconnaitre des pathogen associated molecular patterns
(PAMPS). L’activation de facteurs de transcription tels que le NF-kB et I’AP-1 induite par la fixation
des PPR a leur ligand permet une production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-1B, TNF) et
d’interféron qui vont permettre d’augmenter localement I'inflammation et recruter d’autres cellules
de l'immunité innée (polynucléaires neutrophiles, monocytes, lymphocytes NK, cellules

dendritiques) (28)(29).

La présentation du virus aux lymphocytes T par les cellules présentatrices d’antigene induit une
activation, une différenciation des cellules T et une production de cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, IL-21,
TNF, IFN) permettant le recrutement d’autres lymphocytes (29). Puis, d’une part la coopération des
cellules TCD4+ et des lymphocytes B permet leur différenciation en plasmocytes et une production
d’anticorps dirigés contre le virus, et d’autre part les cellules cytotoxiques TCD8+ permettent une

clairance des cellules infectées (28).

La létalité liée a la COVID-19 serait expliquée entre autre par un orage cytokinique qui apparait au
cours de l'infection. Cet orage cytokinique est semblable a celui retrouvé dans la lymphohistiocytose
hémophagocytaire secondaire (sHLH) ou syndrome d’activation macrophagique (SAM): il s’agit d’un
syndrome hyperinflammatoire caractérisé par une hypercytokinémie fulminante provoquant une
défaillance multi-viscérale et entrainant le décés du sujet. Les taux sanguins de parametres
biologiques inflammatoires tels que d’IL-6, d’IL-1B, IL-2, d’IL-7 et de TNF-a mesurés au cours des
infections séveres a SARS-CoV-2 sont similaires a ceux retrouvés au cours de la sHLH (30). En
parallele, dans les prélevements respiratoires des patients sévéres, des taux de macrophages

exprimant les CCL2, CCL3, CCL20, CXCL1, CXCL3, CXCL10, IL8, IL1B et TNF sont plus élevés que chez
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les patients présentant une forme modérée (31). La figure 6 représente les différentes formes

cliniques (A) en fonction de I’état inflammatoire du patient (B).

Figure 6 : Spectre clinique et immunologique de la COVID-19 (28)

En paralléle un lien entre un déficit en IFN et une forme sévere de la maladie a été mis en évidence.
Zhang et al. ont séquencé le génome de patients ayant fait toutes formes de la maladie
(asymptomatique, non-sévere, sévere ou critique). lls ont mis en évidence que parmi les patients
présentant une forme sévere ou critique de la COVID-19, 3.7% présentaient une mutation dans un
des génes appartenant aux voies de signalisation TLR3 et IFN-I, rendant ces sujets incapables de
produire de I'IFN (32). Bastard et al. ont eux mis en évidence la présence d’auto-anticorps dirigés
contre les IFN de type | chez 10% des patients présentant une forme sévére de la maladie (33). Ces
deux types d’anomalies influencent donc la balance en faveur du virus, ce qui implique que les IFN

ont un role crucial dans la réponse immunitaire anti SARS-CoV-2.

Lors d’autopsies de patients décédés suites a une forme sévere de la COVID-19, les études
histologiques réalisées ont montré différentes atteintes en relation avec I’hyperinflammation. Sur
des coupes histologiques de poumons d’un patient ayant présenté une forme sévere on retrouve

une desquamation des pneumocytes, la présence d’cedémes et un infiltrat lymphocytaire qui sont
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des signes d’un syndrome de détresse respiratoire aigu (SDRA) et d’une atteinte cytopathologique

virale (34).

Comme énoncé précédemment, le récepteur d’entrée du SARS-CoV-2 dans les cellules est I’ACE2.

Cette enzyme est présente en grande quantité dans le rein.

Le développement d’une insuffisance rénale est un événement commun lors de I'infection par les
coronavirus responsables de syndromes respiratoires séveres. Lors de l'infection a SARS-CoV-1,
I’atteinte rénale semble due a la défaillance multi-viscérale plutot qu’a une atteinte rénale directe
due au virus (35). En opposition, lors de I'épidémie de MERS-CoV, I'étude de la fonction rénale et
des parametres virologiques des patients infectés avait mis en évidence une détection du virus dans

les urines, suggérant une atteinte directe des cellules rénales par le virus (36).

Le taux de patients présentant une insuffisance rénale aigué au cours de I'infection a SARS-CoV-2
varie entre 0,5 et 56,9% selon les études (37). |l apparait que les patients dgés ou présentant des
comorbidités (diabéte de type 2 ou hypertension) sont plus a méme d’étre atteints d’une
insuffisance rénale aigué lors de leur infection. L’atteinte rénale peut étre due a une association de
facteurs: I'hypoxie entrainée par [Iatteinte pulmonaire, |'orage cytokinique, [Iinstabilité
hémodynamique associée au sepsis, I'état pro-thrombotique et I'atteinte directe du virus sur le rein
sont des facteurs pouvant mener a une insuffisance rénale aigué (37). L'étude histologique de reins
de patients décédés de la COVID-19 a permis d’observer une atteinte tubulaire sévere a modérée
associée a une accumulation d’ARN viral dans les tubules rénaux ainsi qu’une forte concentration
de protéines de la nucléocapside ainsi que de la protéine Spike dans les zones riches en ACE2 (38).
Des atteintes glomérulaires de type podocytopathies ou glomérulopathies membranaires ont

également pu étre mises en évidence (39).

La protéine ACE2 est également exprimée dans les cellules glandulaires de I'épithélium gastrique,
duodénal et rectal (40), de méme que la protéase TMPRSS2 (41) nécessaire a la fusion. L'ACE2 y
joue un réle dans la régulation des transporteurs d'ions qui maintiennent la sécrétion/I'absorption
a travers |'épithélium intestinal. L’expression de ces protéines dans les cellules du systéme gastro-
intestinal indique qu’il s’agit d’un site possible d’infection cellulaire. Lin et al. ont en effet mis en
évidence la présence d’ARN du SARS-CoV-2 sur des biopsies des différents segments du systeme
gastro-intestinal (cesophage, estomac, duodénum et rectum)(42). Ces données pourraient expliquer

I'atteinte digestive possible au cours de I'infection.
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2.2.2.  Clinique et biologie

La période d’incubation de la COVID-19 (période entre |'exposition au virus et apparition des

symptdémes) est en moyenne 5 jours, et peut aller jusqu’a 24 jours dans certains cas (43).

La part des infections asymptomatiques est encore difficilement estimable. Au début de la pandémie
une méta-analyse basée sur sept études incluant des populations prédéfinies a mis en évidence que
dans 31% des cas le sujet restera asymptomatique au cours de l'infection, mais cette valeur est
amenée a varier selon les études et populations (44). Depuis Sah et al. ont confirmé ces données en
regroupant 350 études et estimant ce pourcentage a 35.1% avec un lien significatif avec I'dge : le
pourcentage des cas asymptomatiques observé est de 46.7% chez les sujets entre 0 et 18 ans, de
32,1% chez pour ceux entre 19 et 59 ans et 19,7% chez les patients agés de plus de 60 ans (p<0,01)
(45).

Chez les patients symptomatiques, les premiers signes cliniqgues observés sont par ordre de
fréquence : la fievre, la toux seche, la fatigue, une dyspnée et des troubles digestifs (diarrhées,
nausées, anorexie, vomissements) (43,46). En paralléle, I'agueusie et I'anosmie sont des signes trés
caractéristiques de la COVID-19 pouvant apparaitre dans 64% des cas (47). D’autres symptomes
moins fréquents peuvent également apparaitre: myalgie, arthralgies, atteinte cardiaque
(thrombose, myocardite, embolie pulmonaire), atteinte cutanée (vascularite), atteinte neurologique

(méningite, encéphalite, syndrome de Guillain-Barré) (48).

Dans certains cas la pathologie respiratoire devient sévere et peut mener a une insuffisance
respiratoire majeure impliquant des soins intensifs ou une réanimation. L'OMS a défini les niveaux

de sévérité de la COVID-19 en fonction de I’état clinique du patient (49) :

— COVID-19 avec état critique : définie par les criteres du SDRA, un état septique, un choc
septique ou d’autres problémes nécessitant normalement des soins vitaux, comme la mise

sous ventilation mécanique (invasive ou non invasive) ou I’'administration de vasopresseurs.
— Forme sévere de la COVID-19 : définie par n’importe laquelle des catégories suivantes :

— Saturation en oxygéne <90 % en air ambiant.

— Fréquence respiratoire >30 respirations/min pour les adultes et les enfants >5 ans ;
>60 respirations/min pour les enfants <2 mois ; 250 pour les enfants de 2 a 11 mois;
et 240 pour les enfants de 1 a 5 ans.

— Signes de détresse respiratoire sévere (utilisation des muscles accessoires, incapacité
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a former une phrase compléete et, s’agissant des enfants, tirage costal important,
geignement expiratoire, cyanose centrale ou tout autre signe général inquiétant).
— Forme non sévere de la COVID-19 : définie comme |’absence de tout signe de forme sévere

ou critique de la COVID-19.

Les populations les plus a risques de développer une forme grave de la COVID-19 ont rapidement
été identifiées. Les facteurs de risques énoncés par la haute autorité de santé (HAS) sont les

suivants (50):

— Comorbidités préalablement identifiées comme a risque avéré et important

d’hospitalisations ou de déces :

— L’age : si I’age médian des patients infectés est de 50 ans, les patients de plus de 60
ans sont eux plus a risque d’une forme respiratoire sévere voire de déces que les

sujets plus jeunes (51).

— L'obésité: les patients ayant un indice de masse corporelle (IMC) > 30 kg/m?

présentent un surrisque d’hospitalisation (OR = 2,36) et de mortalité (OR = 1,49) (52)

— Le diabete : les patients atteints de diabétes présentent un surrisque de forme grave

ou de déces (RR = 2.96) (53)
— Les sujets transplantés d’organe,
— Linsuffisance rénale chronique,

— La trisomie 21 : les sujets atteints de cette pathologie ont quatre fois plus de risque

d’étre hospitalisés au cours de I'infection et dix fois plus de risque de décés (54)

— La grossesse expose a un risque supérieur d’issues graves de la COVID-19 par rapport

aux femmes non enceinte (55)

— Autres comorbidités préalablement identifiés comme facteur de risque faible ou modéré

d’hospitalisations ou de déces :
— Les cancers oncologiques et hématologiques,
— L’hypertension artérielle (HTA),

— Linsuffisance cardiaque,
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— La bronchopneumopathie chronique obstructive et de I'insuffisance respiratoire

Pour ce qui est des parameétres biologiques, des le début de la pandémie la tendance a
I’hyperinflammation au cours de l'infection était évidente. En effet, les patients présentant des
formes séveres de I'infection (nécessitant des soins intensifs) ont présentaient certains des criteres
biologiques suivants : une leucopénie avec notamment une lymphopénie (56), une thrombopénie
(57), une élévation des D-Dimeres (56), une hypoalbuminémie, une hyperferritinémie, une

augmentation de la CRP et de I'lL-6 (57).

2.2.3. Etat des lieux sur les traitements

L'infection a SARS-CoV-2 peut donc étre scindée en deux phases distinctes : la premiére avec une
réplication virale massive et un effet cytopathogene du virus pendant laquelle I'utilisation de
thérapies antivirales peut étre entreprise, et la seconde caractérisée par une inflammation majeure
induisant un SDRA puis une possible défaillance multi-viscérale, au cours de laquelle des

thérapeutiques immunomodulatrices peuvent étre utilisées (58).

Concernant les thérapies antivirales utilisées au cours de la premiere phase de l'infection, aucun
effet bénéfique n’a été mis en évidence chez les patients hospitalisés inclus dans |’étude Discovery
dirigée par 'OMS. Cette étude a inclus 11 330 patients hospitalisés atteints de la COVID-19 et a
comparé la létalité de I'infection chez des patients recevant un des quatre traitements suivants :
I’hydroxychloroquine, le remdesivir, le lopinavir et I'lFN-béta-1a (59). L'OMS a donc décidé de ne pas

recommander I'utilisation de ces traitements dans la prise en charge des infections a SARS-CoV-2.

Les thérapies immunosuppressives ont, elles, fait preuve de leur efficacité dans la phase
hyperinflammatoire de I'infection. Les molécules dont I'utilisation est recommandée dans les formes

séveéres et critiques de la COVID-19 sont les suivantes :

- Les inhibiteurs de I'lL-6 (tocilizumab)

- Les corticostéroides : l'utilisation des corticoides a forte dose par voie systémique est
recommandée depuis septembre 2020 par ’'OMS a la dose de 6mg/jour de déxamethasone
ou 50mg/j d’hydrocortisone (60). En effet leur utilisation permet de diminuer le risque de
mortalité a 28 jours chez les patients sévéres (RR 0.80, 95% ClI 0.70-0.92) et critiques (RR
0.80, 95% ClI 0.70-0.91), ainsi que de diminuer leurs besoins en terme de ventilation

mécanique invasive (RR 0.74, 95% Cl 0.59-0.93).
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Concernant les anticorps monoclonaux dirigés contre le SARS-CoV-2, des février 2021, le
bamlanivimab a été utilisé dans le traitement des formes modérées de I'infection chez les patients
fragiles. Le 15 mars 2021, ’ANSM a permis I'accés a deux bithérapies (casirivimab/imdevimab et
bamlanivimab/étésévimab) dans le cadre d’autorisations temporaires d’utilisation de cohorte

(ATUc).

Le bamlanivimab (LY-CoV555) et I'étésévimab (LY3832479 ou LY-CoV016) sont des anticorps
monoclonaux neutralisants de type IgG1 dirigés contre la protéine virale spike du Sars-CoV-2 et
concu pour bloquer l'ancrage du virus et son entrée dans les cellules humaines. En préclinique, il a
été montré que I'étésévimab se lie a un épitope différent de celui du bamlanivimab et neutralise les
mutants résistants au bamlanivimab, ce qui justifie I'intérét de I’association de ces deux anticorps
chez les patients atteints de COVID-19. L’essai clinique BLAZE-1 a permis de mettre en évidence un
lien entre l'utilisation de I"association bamlanivimab/étésévimab et une diminution de la charge
virale au cours de I’hospitalisation ainsi qu’un risque de décés plus faible chez des patients

ambulatoires (61).

Le casirivimab (REGN10933) et I’ imdevimab (REGN10987) sont des anticorps monoclonaux
spécifiquement dirigés contre la protéine S du SARS-CoV-2, concus pour bloquer la fixation et I’

entrée du virus dans les cellules humaines. L’association de ces deux anticorps monoclonaux a elle
aussi démontré une efficacité en terme de diminution de la charge virale chez des patients

ambulatoires (62).

Cependant, les données récentes en relation avec la circulation majoritaire du variant delta ont mis
en évidence une inefficacité du bamlanivimab vis-a-vis de ce variant (63). Ceci a incité les autorités
de santé a recommander 'utilisation de I'association casirivimab/imdevimab afin d’éviter un défaut

d’efficacité du traitement et une sélection de variant.

Ces anticorps monoclonaux doivent étre prioritairement utilisés chez les patients ambulatoires a
risque élevé d’évolution vers les formes séveres, en initiant le traitement le plus rapidement possible
apres le début des symptomes (soit dans les 5 jours). Ceci implique leur utilisation chez les patients

présentant des facteurs de risque cités précédemment.

En ao(t 2021 leur indication a été étendue au traitement préexposition a la COVID-19 des patients
fragiles, n’ayant pas développé du fait de leur immunodépression une réponse vaccinale

satisfaisante malgré un schéma complet de vaccination conformément aux recommandations en
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vigueur (patients non-répondeurs ou faiblement répondeurs) et appartenant a I'un des sous-

groupes a haut risque de forme sévere de COVID-19.

2.2.4. Vaccination

Devant I'urgence sanitaire mondiale, il a été nécessaire de trouver des moyens de prévention contre

cette infection.

A la date du 24 aolt 2021, 296 vaccins dirigés contre le SARS-CoV-2 étaient en cours
développement dont 184 en phase d’essai préclinique et 112 en phase d’essai clinique.

Différentes technologies ont été utilisées pour développer des plateformes vaccinales : I'utilisation
de virus entier (vaccins vivants atténues et vaccins inactivés), des vaccins protéiques et des vaccins

utilisant du matériel génétique viral (vaccins a ADN, vaccins a ARN).

Il a été mis en évidence que la réponse immunitaire humorale neutralisante est particulierement
dirigée contre les protéines de I'enveloppe virale (protéine Spike)(29). La plupart des vaccins
développés contre le SARS-CoV-2 contiennent donc au moins une partie de la protéine S (domaine
S1 ou RBD) afin de générer une réponse immunitaire protectrice et neutralisante. Actuellement, en

France, 4 vaccins ont obtenu une autorisation de mise sur le marché (AMM) (Tableau 3).

Tableau 3 : Liste des vaccins dirigés contre le SARS-CoV-2 ayant une AMM en France

[\
) c')mb.re Indication Technologie
d’injections
. Vaccin a ARN messager.
Comirnaty .. A s . . .
. . Individus agés Comprend les instructions pour produire la
(Pfizer & 2 (21 jours L .

. . de 12 ans et protéine Spike du SARS-CoV-2.
BioNTech) diintervalle) lus Nucléoside modifié encapsulé dans des
BNT162b2 P e encaps

nanoparticules lipidiques.

COVI.D-19 . Individus agés Vaccin a ARN messager. Comprend les
Vaccine 2 (28 jours . . . . .

. de 18 ans et instructions pour produire la protéine Spike du
(Moderna) d’intervalle) lus SARS-CoV-2
MRNA-1273 P
Vaxzevria o Individus agés Vecteur viral non réplicatif. Adénovirus de

2 (28 a 84 jours . . L .

(Astrazeneca) dintervalle) de 55 ans et chimpanzé codant la glycoprotéine Spike du
AZD1222 plus SARS-CoV-2 (ChAdOx1-S)
COVID-19 Individus agés Vecteur viral vivant non réplicatif. Adénovirus
Vaccine (Janssen) 1 de 18 ans et humain recombinant de type 26 exprimant la
Ad26 plus protéine Spike du SARS-CoV-2 (Ad26.COV2-S)
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2.3. Méthodes de diagnostic

Figure 7 : Variation au cours du temps des différents tests diagnostic de I'infection a SARS-CoV-2 (64)

2.3.1.  Diagnostic direct

La mise en évidence de la présence d’ARN viral dans les échantillons biologiques peut étre réalisée
par des tests de biologie moléculaire. Le virus peut étre isolé a partir d’échantillons respiratoires tels
gue I’écouvillon nasopharyngé, la salive, le liquide broncho-alvéolaire (LBA) (64), plus rarement dans

les selles (65), les urines (66) et le sang (66).

La détection de I’ARN dans les prélevements respiratoires est la technique la plus précoce et peut
rester positive jusqu’a plusieurs semaines apres l'infection (figure 7). Le prélevement de choix pour
le diagnostic de I'infection a SARS-CoV-2 est I’écouvillonnage nasopharyngé. En effet il contient une
charge virale plus élevée comparé aux prélevements salivaires (67). L’écouvillon doit étre inséré dans
la cavité nasale jusqu’a la partie postérieure du nasopharynx afin de recueillir des cellules infectées

(68).

Il est également possible de rechercher des antigénes viraux sur des prélevements nasopharyngés.

Il s’agit dans de tests détectant les antigénes de la nucléocapside ou la protéine Spike. Ces tests
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permettent d’obtenir un résultat en 15 a 30 minutes, ce qui représente un certain avantage par
rapport aux tests de biologie moléculaire qui peuvent nécessiter jusqu’a plusieurs heures. Selon
I'OMS, les tests antigéniques ne doivent étre utilisés que si leur sensibilité est supérieure ou égale a
80% et leur spécificité supérieure ou égale a 97% par rapport a un test RT-PCR, lorsque les tests RT-

PCR ne sont pas disponibles ou que la situation clinique nécessite un résultat rapide (69).

2.3.2.  Diagnostic indirect

Les anticorps dirigés contre le SARS-CoV-2 apparaissent en général pendant la deuxieme semaine
aprés le début des symptdmes : entre le 8™¢ et le 14°™¢ jour (figure 7), les anticorps totaux sont
détectables chez 90 a 98% des patients (70,71). Les tests détectant les anticorps totaux montrent
une plus grande sensibilité et précocité de détection que les tests détectant indépendamment les
IgM et les IgG. Différents types de trousses ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) existent
actuellement : celles détectant les anticorps totaux anti-N (retrouvés en situation post infectieuse)

et celles détectant les anticorps anti-S (post vaccinaux et post infectieux).

La détection des anticorps neutralisants (ou détection qualitative) est réalisée par test de
séroneutralisation. Le sérum a tester est mis en contact avec une suspension contenant une quantité
donnée de particules virales. Aprés incubation, une culture cellulaire est ensemencée avec cette
solution. La quantité de virus infectant les cellules est évaluée par I’estimation des unités formant
plages ou UFP (nombre de régions de cellules infectées). On peut alors calculer la concentration de
sérum nécessaire pour diminuer de 50% le nombre d’UFP par rapport a un témoin (virus seul
ensemencé sur les cellules). Il n’existe actuellement pas de seuil déterminant pour considérer le

sujet comme protégé contre I'infection a SARS-CoV-2.
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2.4. Cas de l'infection par le SARS-CoV-2 chez les patients

transplantés d’organe

2.4.1. Immunosuppression et transplantation

L'immunosuppression est un enjeu majeur en transplantation. Elle se base en premier lieu sur un
traitement dit d’induction qui va permettre de prévenir le rejet aigu, suivi d’'un traitement

d’entretien, permettant de contenir la composante immunologique au long cours (figure 8).

Le traitement d’induction est utilisé dans le cas d’un risque immunologique fort. Il existe différents

types de traitement d’induction :

— Sérum anti-lymphocytaire (SAL) ou immunoglobulines anti-lymphocytaires : ils sont produits
par immunisation d’animaux contre des antigénes lymphocytaires humains. L’utilisation
d’un traitement court par SAL peut induire une lymphopénie jusqu’a un an aprés
I'introduction (72).

— Anticorps anti-IL2 ou CD25 : le basiliximab ou daclizumab

Le traitement d’entretien est lui composé d’une association de différentes classes de molécules

(figure 8) :

— Les corticoides : lls entrainent aprés fixation a leur récepteur intracytoplasmique une
inhibition des facteurs de transcriptions nucléaires comme NF-kB et AP-1 et inhibent ainsila
sécrétion des cytokines. lls induisent également une déplétion et |'apoptose des
lymphocytes T, bloquent leur différenciation Thl et altérent les fonctions des macrophages.

— Les agents antiprolifératifs comprenant :

— Les inhibiteurs des bases puriques: L'acide mycophénolique ou mycophénolate
mofétil (MMF) et I'azathioprine. La synthese des bases puriques est une étape
nécessaire a la prolifération cellulaire et notamment lymphocytaire.

— Les inhibiteurs de mTOR (mammalian target of rapamycin): Le sirolimus et
I’everolimus. L'inhibition de la mTOR entraine le blocage de plusieurs voies
spécifiques de transduction des signaux, empéchant le passage de la phase GO a G1
du cycle cellulaire induisant donc une inhibition de la prolifération lymphocytaire.

— Les inhibiteurs de la calcineurine : le tacrolimus et la ciclosporine. lls se fixent sur leur

récepteur intracytoplasmique et inhibent l'action de la calcineurine, indispensable a la
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translocation nucléaire du facteur NFAT (Nuclear Factor of activated T cells). Ce mécanisme
inhibe I'expression des différents génes de sécrétion de cytokines notamment I'lL-2.

— Le Belatacept qui est d’une protéine de fusion (CTLA-4 Ig) évitant I'interaction entre le CD80
et le CD86 présents sur les CPA avec le CD28 des lymphocytes T et 'activation de ces

derniers.

Parmi les autres molécules nommées sur la figure 8, les anticorps anti-CD3 ont été utilisés en
transplantation comme traitement d’induction, puis abandonnés en raison de leurs effets
secondaires liés en partie a leur origine animale. Les anti-CD40 sont des molécules évoquées dans
le traitement des transplantés d’organe (73). Le toficitinib est utilisé pour le traitement de maladies
auto-immunes et I'alemtuzumab est un anticorps monoclonal utilisé pour traiter les leucémies

lymphoides chroniques.

Figure 8 : Schéma des interactions entre les CPA et les lymphocytes T avec les différents modes
d’action des thérapies immunosuppressives (74)

2.4.2. Infection a SARS-CoV-2 chez les patients transplantés d’organe

Les patients transplantés d’organe solide sont particulierement vulnérables face aux infections,

incluant les pathologies virales respiratoires au cours desquelles ils peuvent présenter des formes
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plus séveres que la population générale (75). Les coronavirus humains font partie des virus
responsables d’infections respiratoires basses chez les patients transplantés (76). Concernant les
coronavirus humains responsables de pathologies respiratoires séveres, le nombre de cas rapportés

chez les patients transplantés a ce jour reste faible (tableau 4).

Tableau 4 : Listes des cas de patients transplantés infectés a SARS-CoV-1 et MERS-CoV

Virus Nombre de cas Sexe Organe greffé Décés Année Référence
SARS-CoV 1 Canada M Foie Oui 2003 (77)
MERS-CoV 1 Arabie Saoudite M Rein Oui 2015 (78)
MERS-CoV 1 Arabie Saoudite M Rein Non 2015 (78)
MERS-CoV 1 France M Rein Oui 2013 (79)

Au vu des résultats de ces rapports, il est rationnel de s’interroger sur I'impact de la pandémie de
SARS-CoV-2 sur les patients transplantés d’organe solide. Du fait de I'immunodépression chronique
a laquelle ils sont soumis, ils sont théoriquement plus a risque de développer des formes sévéres de

la COVID-19.

Depuis décembre 2019, de nombreuses équipes ont rapporté les données relatives aux patients
transplantés d’organe solide infectés par le SARS-CoV-2 dans le monde. L’infection a SARS-CoV-2
chez ces patients semble étre plus sévere que dans la population générale. Les symptémes
retrouvés fréquemment sont la fievre, la toux, la dyspnée ainsi que la diarrhée (80). L’apparition

d’une insuffisance rénale aigué est rapportée chez 45 a 74% des patients (81,82).

Concernant I’évolution de ces patients greffés infectés, entre 30 et 50% des patients présentent une
forme respiratoire sévere nécessitant des soins intensifs ou une réanimation (81,83). La létalité varie

de 18 a 32%, représentant parfois plus de 50% des formes sévéres (81,82).

Sur le plan biologique, les patients transplantés infectés a SARS-CoV-2 ont tendance a présenter une
leucopénie avec une profonde lymphopénie, avec que des taux de lymphocytes CD3+ et CD4+ plus
faible (83) et une diminution progressive du taux de lymphocytes NK au cours de I'infection dans les
cas de formes sévéres (84) ; ainsi qu’une augmentation des parametres inflammatoires : CRP, IL-6,
ferritine (83,85) avec des valeurs plus extrémes chez les patients non-survivants (82). Cravedi et al
ont mis en évidence qu’un débit de filtration glomérulaire (DFG) diminué et un taux d’IL-6 élevé

pourraient étre des facteurs prédictifs de mortalité chez cette population de patients (82).
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Les études de I'excrétion virale dans les différents compartiments biologiques chez les patients

transplantés d’organe sont encore peu nombreuses. Christensen et al ont mesuré une virémie

positive chez quatre patients transplantés sur cing au cours de leur étude. Parmi ces quatre patients

deux sont décédés a la suite de I'infection (85).

La Société Francaise de Transplantation a émis les recommandations suivantes concernant la

modification des thérapies immunosuppressives chez les patients transplantés d’organes atteints

de la COVID-19 (86) :

— COVID-19 symptomatique ambulatoire :

Diminution de 50% de I'acide mycophénolique et reprise dés guérison a la dose
habituelle

Diminution de 50% de |’azathioprine

Arrét de l'inhibiteur de mTOR (everolimus ou sirolimus) et reprise dés guérison a la
dose habituelle

Maintien des corticoides a la dose habituelle (de 5 a 10 mg/jour d’équivalent
prednisone)

Maintien du tacrolimus en ciblant des concentrations sanguines résiduelles entre 4
et 7 ng/mL

Maintien de la ciclosporine en ciblant concentrations sanguines résiduelles entre 50
et 125 ng/mL

Ne pas faire 'injection de bélatacept en phase aigué de la maladie et discuter sa

reprise sous contréle de I'équipe de transplantation.

— Infection COVID-19 symptomatique hospitalisée en service de médecine sans signe de

gravité :

Arrét de I'acide mycophénolique et reprise dés guérison a la dose habituelle

Arrét de I'azathioprine et reprise dés guérison a la dose habituelle

Arrét de l'inhibiteur de mTOR et reprise dés guérison a la dose habituelle

Maintien du corticoide a la dose habituelle (de 5 a 10 mg/jour d’équivalent
prednisone)

Maintien du tacrolimus en ciblant des concentrations sanguines résiduelles entre 4
et 6 ng/mL

Maintien de la ciclosporine en ciblant concentrations sanguines résiduelles entre 50

et 75 ng/mL
33



— Ne pas faire l'injection de bélatacept en phase aigué de la maladie et discuter sa
reprise sous contrdle de I'équipe de transplantation

— COVID-19 grave avec détresse respiratoire :

Arrét de I'acide mycophénolique et reprise dés guérison a la dose habituelle

Arrét de I'inhibiteur de mTOR et reprise dés guérison a la dose habituelle

Arrét temporaire de l'inhibiteur de la calcineurine (tacrolimus ou ciclosporine) et

reprise des guérison a la dose habituelle

Ne pas faire l'injection de bélatacept en phase aigué de la maladie et discuter sa

reprise ultérieure sous contréle de I'équipe de transplantation

Maintien (ou introduction si le patient était sous bithérapie sans stéroide) du

corticoide a 10 mg/jour d’équivalent prednisone

3. Objectifs

La pandémie actuelle de COVID-19 et son impact sur les populations fragiles comme les patients
transplantés d’organe méritent une attention toute particuliere afin de mieux comprendre le
processus infectieux dans cette population et d’améliorer la prise en charge de ces patients.
L'objectif de ce travail a été d’étudier les différents marqueurs virologiques et biologiques de la
COVID-19 chez les patients transplantés d’organe, notamment I'excrétion du virus dans les
différents compartiments (nasopharyngé, sang, urines, selles) et de mettre en lien ces paramétres

avec la sévérité de la maladie.

4. Matériel et méthodes

4.1. Patients et échantillons

Il s’agit d’une étude rétrospective monocentrique menée au CHU de Toulouse. Nous avons collecté
les données et échantillons des patients transplantés d’organe hospitalisés dans les différents
services du CHU lors des 3 vagues épidémiques de COVID-19 (de mars 2020 a mai 2021), soit 103
patients au total. Nous avons considéré la date de la premiére RT-PCR positive au niveau
nasopharyngée comme date de diagnostic pour tous les patients. Nous avons rassemblé les données

démographiques de chaque patient (age, sexe, type de greffe, temps entre la greffe et I'infection,
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comorbidités associées). Nous avons également recueilli les paramétres biologiques relatifs a
I'immunité (lymphocytes CD3, CD4, CD19, NK, IL6), a I'inflammation (CRP, ferritine), a la fonction
rénale (urée, créatinine, DFG), a la fonction hépatique (TGO, TGP), a la fonction cardiaque
(troponine) et a I’lhémostase (D-Dimeres). Nous avons enfin collecté les données concernant les
traitements immunosuppresseurs de ces patients (traitement d’induction et traitement
d’entretien), ainsi que la notion de traitement par anticorps-monoclonaux dirigés contre le SARS-
CoV-2, la vaccination et le cas échéant le décés des patients. Ces paramétres ont été mis en relation
avec |'excrétion du virus dans les différents compartiments ainsi qu’avec la sévérité de I'infection.
Nous avons exclu de cette étude les patients ayant présenté une infection sans hospitalisation
nécessaire ainsi que les patients hospitalisés pour lesquels nous n’avons pas pu recueillir les

données biologiques et virologiques excepté une PCR nasopharyngée.

4.2. Etude statistique

L'ensemble des analyses statistiques ont été réalisées a |'aide du logiciel STATA® version 14.0

(StataCorp, Texas, USA).

Nous avons réalisé une analyse univariée, les données des patients ont été analysées a I'aide d’un
test du Chi-2 ou du test exact de Fisher (si I'effectif théorique était inférieur a 5) pour toutes les

variables discretes. Les variables continues ont été analysées a I'aide du test de Mann-Whitney.

4.3. Détection de I’ARN viral

Entre février et septembre 2020, pour la détection génomique, deux techniques ont été utilisées :

— Une partie des échantillons a suivi le circuit suivant : une premiére étape d’extraction a été
réalisée a I'aide du kit MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume (Roche) a partir de
200uL d’échantillon puis I'amplification est réalisée sur le Light-Cycler 480 (LC480) (Roche

Diagnostics) utilisant la polymérase AccuStart™ Tag DNA Polymerase (Quantabio).

— Certains échantillons sont passés sur le PANTHER Fusion® (Hologic) en Open Access
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Ces deux techniques ont utilisé les méme amorces, sondes (IP-2 et IP-4) et programme que décrit

par I'Institut Pasteur(87,88). Le gene ciblé est la RdRp.

A partir de septembre 2020, les échantillons respiratoires, de selles et d’urines ont été testés sur le
systéeme PANTHER Fusion® (Hologic) a I’aide du kit Aptima™ SARS-CoV-2 Assay. |l s’agit d’un test de
biologie moléculaire basé sur le principe de TMA (transcription mediated amplification). La

détection de I’ARN est qualitative.

Un volume de 500uL de I’échantillon est transféré dans les tubes Specimen Lysis Tube Panther
Fusion® (Hologic) contenant 710 uL de tampon de lyse, permettant de lyser les cellules et de libérer
les acides nucléiques. L'instrument préléve ensuite 360 pL auxquels sont ajoutés un contréle interne
permettant de vérifier qu’il y a eu amplification génomique, des oligonucléotides de capture
permettant de séparer acides nucléiques de I'échantillon et des microparticules magnétiques venant
se fixer sur les nucléotides de capture. L'application d'un champ magnétique va attirer les complexes
micropaticules-oligonucéotides de capture-acides nucléiques contre la paroi du tube. Les acides
nucléiques hybridés vont étre lavés a plusieurs reprise puis élués pour étre amplifiés. Une
transcriptase inverse va synthétiser un brin d'ADN a partir de I'ARN viral qui va étre amplifié apres
fixation spécifique des amorces et sondes. Les cibles d'amplification sont deux séquences dans le
géne ORFlab qui se sont avérées trés conservées dans le temps. Les signaux d'amplification des
deux séquences sont détectés par un canal du PANTHER tandis que celui du contréle interne est

détecté par un autre canal. La sensibilité de ce test, définie par la limite de détection, est évaluée

par le fournisseur a 1 x 10-2 TCID50/mL (median tissue culture infectious dose). La spécificité a été
évaluée par le fournisseur en testant 26 pathogénes respiratoires avec le kit, et aucune interférence

n'a été démontrée.

4.4. Dosages des immunoglobulines totales (Kit Wantai)

Les sérologies ont été réalisées en ELISA a I'aide du kit Wantai SARS-CoV-2 Ab, une technique

gualitative permettant de mettre en évidence les anticorps totaux dirigés contre le SARS-CoV-2.

Il s’agit d’'une méthode ELISA « sandwich » : le sérum du patient est mis en contact avec une plaque
recouverte d’antigénes recombinants (domaine RBD de la protéine Spike) du SARS-CoV-2. Les
anticorps spécifiques dirigés contre le virus contenu dans le sérum vont donc se fixer sur la plaque.

Apres incubation et lavage, un deuxieme antigene recombinant du SARS-CoV-2 couplé a une
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peroxydase est ajouté et la plaque va étre incubée une deuxieéme fois. La plaque est de nouveau
lavée, puis deux substrats chromogénes sont ajoutés. Une derniéere incubation a I’abri de la lumiére
est nécessaire pour que la réaction enzymatique entre les substrats chromogenes et la peroxydase
se fasse. La réaction est ensuite arrétée et I'absorbance est ensuite mesurée a 450 nm sur I'automate

EVOLIS (Bio-Rad).

Cette technique ne permet pas de mettre en évidence le taux d’anticorps neutralisants, mais les
données du laboratoire permettent de parler d’une corrélation entre le taux d’anticorps totaux et le

taux d’anticorps neutralisants.

5. Résultats

Les données de la population concernant les différents parameétres relevés dans cette étude sont
répertoriées dans le tableau 5. Les données ont été collectées pour 103 patients transplantés
d’organe solide (rein, foie, coeur) infectés par le SARS-CoV-2 hospitalisés au CHU de Toulouse. Au
sein de ce groupe comprenant 75 hommes et 28 femme, la médiane d’age était de 58,3 ans. Au total
30% des patients (soit 32/103) ont présenté une forme sévere ou critique de la maladie parmi
lesquels 10 sont décédés. L’ARN viral était détectable dans 16,5% des échantillons sanguins (13/79),
73,7% des échantillons de selles (42/57) et 11% des échantillons d’urines (8/70). Au sein du groupe

nous avons retrouvé 15% de patients séronégatifs apres I'infection

Tableau 5 : Données générales de la population

Population N =103 [min ; max]

Age (années) 58.3[23.6;86.9]
Sexe (H/F) 75/28
Type de greffe Rein 79 (77%)
Foie 12 (11.7%)
Coeur 9 (8.7%)
Rein et foie 3 (2.9%)
Délai greffe-infection (semaines) 123.8 [-2.8 ; 823.8]
Derniere PCR nasopharyngée positive (jours) 16 [0 ; 60]
Premiére PCR nasopharyngée négative (jours) 27 [1; 180]
Détection anticorps totaux 64/75 (85.3%)
Délai d’apparition des anticorps par rapport au diagnostic (jours) 8 [0; 380]
Délai d’apparition des anticorps par rapport au début des 12 [1; 381]
symptomes (jours)
Virémie 13/79 (16.5%)
Détection d’ARN dans les selles 42/57 (73.7%)
Détection d’ARN dans les urines 8/70 (11.4%)
Forme sévére 32/103 (31.1%)
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Comorbidités

Cardiopathie
Maladie respiratoire

47/94 (50%)
21/95 (22.1%)

Diabete 40/96 (41.7%)

Cancer 12/94 (12.8%)

Hypertension artérielle 67/96 (69.8%)

Obésité 24/92 (26.1%)
Traitement inducteur

Anti-CD25 49 (47.6%)

SAL 23 (22.3%)

SAL + Rituximab
Pas d’induction

2 (1.9%)
29 (28.1%)

Traitement immunosuppresseur
d’entretien

Tacrolimus
Posologie du Tacrolimus
Dosage sanguin Tacrolimus
Ciclosporine
MMF
Posologie MMF
Inhibiteur de m-Tor
Belatacept
Azathioprine
Corticoides

86 (83.5%)
4[1.5; 16]
6.9 [1.3; 35]
5 (4.8%)

69 (67%)
720 [360 ; 2000]
18 (17.5%)

3 (2.9%)
1(0.97%)

87 (84.5%)

Traitement par anticorps
monoclonaux

Monothérapie Bamlanivimab
Bamlanivimab/Etesivimab
Carsivimab/Imdevimab

19/103 (17.5%)
5/19 (26.3%)
12/19 (63.2%)
2/19 (10.5%)

Taux de lymphocytes (ly/mm3) Totaux 784.5 [53 ; 3003]
CD3 584 [0 ; 2464]
CD4 307.5[0; 1670]
CD19 47 [0 ; 497]
NK 102.5 [0;990]
IL6 (pg/mL) VN : <5 mg/L 16.4[1.2 ; 678]
D-Diméres (ug/L) VN : < 500 pg/L 1585 [530; 4000]
Urée (mmol/L) VN : 2 -7 mmol/L 11.2[3.4;39.9]
Créatinine (umol/L) VN : 59 — 104 pumol/L 150 [35 ; 1456]
DFG (mL/min/1.73m?) VN : >90 mL/min/1.73m? 43 [3;113]
TGO (UI/L) VN :0-50 UI/L 27 [12;210]
TGP (UI/L) VN :0-40 Ul/L 258 ; 183]
Troponine (ng/L) VN: <14 ng/L 26.1[7;302]
CRP (mg/L) VN : <5 mg/L 36 [0.6 ; 331]
Ferritine (pg/L) VN : 30 — 400 pg/L 616.4 [23.8 ; 5857]

Vaccination au diagnostic

9/103 (8.7%)

Déces

10/103 (9.7%)

VN :valeurs normales utilisées au laboratoire du CHU de Toulouse
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5.1. Etude des différents parametres en fonction de la sévérité

Sur la période de mars 2020 a juin 2021, 103 patients greffés d’organes ont été diagnostiqués par
RT-PCR sur écouvillonnage nasopharyngé puis hospitalisés au CHU de Toulouse. Parmi ces patients,
31% (32/103) ont présenté une forme dite « séveére » ou « critique » de la COVID-19 (classification
OMS). Sur la figure 9, les trois vagues épidémiques entre mars 2020 et juin 2021 apparaissent
distinctement. La deuxiéme vague (ao(t a décembre 2020) concentre 51,5% (53/103) des cas de
COVID-19 chez les patients transplantés, 65,6% (21/32) des cas séveres et 70% (7/10) des déces. La
période d’utilisation thérapeutique des anticorps monoclonaux dirigés contre le SARS-CoV-2 est

signifiée par I'alinéa bleu.
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Figure 9 : Nombre de cas de SARS-CoV-2 chez les patients greffés d’organes diagnostiqués au

CHU de Toulouse par RT-PCR sur écouvillonnage nasopharyngé
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Le taux de formes séveres recensées lors de chaque vague épidémique est: 70% (7/10) pour la
premiére vague, 39% (21/54) pour la deuxieme vague et 12% (4/33) pour la troisieme vague. La

différence entre les trois vagues concernant le nombre de forme séveres est significative (p<0.001).

Les parameétres démographiques, thérapeutiques et biologiques des patients ayant présenté une
forme non sévére (n=71) ont été comparés a ceux des patients présentant une forme sévere (n=32).

Les données collectées sont rapportées dans le tableau 6.

L’analyse des données démographiques (sexe, I’age ou le type de greffe) n’a pas mis en évidence de
différence significative entre les deux groupes de patients. La mortalité chez les patients séveres
était de 32% alors qu’elle est de 0% chez les patients non sévére (p<0,001). A propos des
comorbidités, seule la présence d’une maladie respiratoire associée a la transplantation induit un
risque plus élevé de forme sévere (35.4% contre 15.6% chez les patients non séveres) (p=0,036). Les
patients présentant une hypertension artérielle ont eu tendance a faire des formes séveres (83,4%

contre 63,1%) sans que lien ne soit significatif (p=0,056).

Concernant les paramétres virologiques, les patients sévéres ont excrété le virus au niveau
nasopharyngé une semaine de plus que les patients non séveres (p=0,037). Aucune différence
significative n’a été mise en évidence entre le groupe des patients séveres et celui des patients non
séveres concernant I’excrétion du virus dans le sang, les selles ou les urines. A noter qu’aucun patient

sévere n’a présenté de virurie.

Aucune association entre les traitements immunosuppresseurs d’induction et la forme sévere de la
maladie n’a été retrouvée. Concernant les traitements immunosuppresseurs au long cours, la prise

d’acide mycophénolique était en lien avec une forme sévére de la maladie (p=0,039).

A propos des parametres biologiques, le taux de lymphocytes CD3+ et CD4+ est significativement

plus bas chez les patients séveres (p=0,003 et p=0,014).

Les parameétres biologiques significativement plus élevés chez les patients séveres sont : les D-
Dimeres (médiane a 3090 pg/L chez les patients séveres contre 1240 chez les non sévéres, p=0,034),
et la CRP (médianes respectivement a 69,4 et 25,9 mg/L, p=0,002). De plus les patients sévéres ont
eu tendance a avoir une fonction rénale plus altérée par rapport aux patients non séveres,

notamment avec une urée plus élevée (médiane respectivement a 14,2 et 3,9 mmol/L p=0,020).

L'utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre le SARS-CoV-2 est protecteur vis-a-vis des

formes séveres : en effet parmi les 19 patients ayant eu accés a ce traitement, aucun n’a développé
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une forme séveére (p=0,02). Au sein du groupe 5 patients ont recu une monothérapie de

bamlanivimab, 12 une bithérapie de bamlanivimab/étésivimab et 2 une bithérapie de

carisivimab/imdesimab.

Tableau 6 : Données en fonction de la forme de la maladie (non sévére ou sévére)

Forme sévere (N = 103) Non (n=71) Oui (n=32)
Sexe (H/F) 49/22 26/6 0.196
Age (années) 57.3[23.6; 86.9] 58.5[25.7 ; 82.3] 0.187
Type de greffe 0.523
Rein 52 27
Foie 9 3
Ceoeur 8 1
Rein et foie 2 1
Comorbidités
Cardiopathie 30/63 (47.6%) 17/31 (54.8%) 0.661
Maladie respiratoire 10/64 (15.6%) 11/31 (35.4%) 0.036
Diabéte 24/64 (37.5%) 16/32 (50%) 0.277
Cancer 6/64 (9.4%) 6/30 (20%) 0.188
HTA 41/65 (63.1%) 26/31 (83.4%) 0.056
Obésité 14/63 (22.2%) 10/29 (34.5%) 0.306
Délai greffe-infection (semaines) 129.6 [0 ; 823.8] 103.5[-2.8; 0.290
594.3]
Derniére PCR nasopharyngée positive (jours) 15 [0; 60] 21[0; 50] 0.037
Premiére PCR nasopharyngée négative (jours) 27 [1;180] 30[1; 68] 0.345
Détection anticorps totaux 39/49 (79.5%) 25/26 (96.5%) 0.084
D.elal d a.ppz_:lrltlon des anticorps par rapport au 6 [0 ; 380] 8[0; 120] 0.156
diagnostic (jours)
Délai d’apparition des anticorps par rapport au
) A ° 12 [1; 381] 14 [1; 132] 0.961
début des symptomes (jours)
Virémie positive 6/53 (11.3%) 7/26 (26.9%) 0.079
Détection d’ARN dans les selles 33/46 (71.7%) 9/11 (81.8%) 0.495
Détection d’ARN dans les urines 8/50 (16%) 0/20 (0%) 0.057
Traitement inducteur
Anti-CD25 36/71 (50.7%) 13/32 (40.6%) 0.343
SAL 17/71 (23.9%) 6/32 (18.8%) 0.558
SAL + Rituximab 1/71 (1.4%) 1/31(3.2%) 0.559
Pas d’induction 17/71 (23.9%) 12/32 (37.5%) 0.157
Traitement immunosuppresseur d’entretien
Tacrolimus 61/71 (85.9%) 25/32 (78.1%) 0.324
Posologie du Tacrolimus 5[1.5; 16] 41[2;12.5]
Dosage sanguin Tacrolimus 6.7 [1.3; 29.6] 7.1[2;35]
Ciclosporine 5/71 (7%) 0/32 (0%) 0.124
MMF 43/71 (60.6%) 26/32 (81.3%) 0.039
Posologie MMF 720 [360 ; 2000] 720 [360 ; 2000]
Inhibiteur de m-Tor 12/71 (16.9%) 6/32 (18.8%) 0.511
Belatacept 2/71(2.8%) 1/32 (3.1%) 0.931
Azathioprine 1/71 (1.4%) 0/32 (0%) 0.500
Corticoides 58/71 (81.7%) 29/32 (90.6%) 0.176

Posologie corticoides

5([5; 80]

5(5;10]
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Taux de lymphocytes Totaux 809 [57 ; 3003] 464 [53 ; 1402] 0.009
(ly/mm3) CD3 634 [33; 2464] 308 [43; 1141] 0.003
CD4 340 [23; 1670] 189 [32; 891] 0.014
CD19 48 [5; 497] 50 [5; 300] 0.985
NK 109 [10; 553] 71 [4;990] 0.963
IL6 (pg/mL) VN : <5 mg/L 12.9[1.8 ; 149] 26.7[1.2;678] | 0.057
D-Dimeéres (ug/L) VN : <500 pg/L 1240 [530 ; 2060] 3090 [1090 ; 0.034
4000]
Urée (mmol/L) VN : 2 -7 mmol/L 9.3[3.4;39.9] 14.2 [3.5;30.9] 0.020
Créatinine (umol/L) VN : 59 — 104 umol/L 144 [64 ; 1456] 167.5 [35; 378] 0.087
DFG (mL/min/1.73m?) VN :>90 i _
mL/min/1.73m? 15 [3; 106] 35[13; 113] 0.119
TGO (UI/L) VN :0-50 Ul/L 25[12;210] 32 [14; 146] 0.064
TGP (UI/L) VN :0-40 Ul/L 24 [8; 183] 25[14; 141] 0.130
Troponine (ng/L) VN : < 14 ng/L 22.4[7 ; 249] 36 [8.9; 302] 0.113
CRP (mg/L) VN :<5mg/L 25.9 0.6 ; 208.4] 69.4 [2.5; 331] 0.002
Ferritine (pg/L) VN : 30 — 400 pg/L 558 [24;5069] | 916[158;5857] | 0.060
Vaccination au diagnostic 8/71 (11.3%) 1/32 (3.1%) 0.176
Traitement par anticorps monoclonaux 19/71 (26.7%) 0/32 (0%) 0.002
Déces 0/71 (0%) 10/32 (32%) <0.001

5.2. Etude des différents parametres en fonction de la létalité

Nous avons relevé 10 déces parmi les 103 patients. Les données collectées en fonction du décés ou

de la survie sont regroupées dans le tableau 7.

Parmi les parameétres démographiques, I’age est un parameétre qui est lié a la l1étalité de la maladie :
la médiane de I'age des patients décédés est plus élevée que celle des patients non décédés (57,3

ans contre 69,8 ans, p=0,012). Aucune des comorbidités relevées n’était liée a la |étalité.

Le décés des patients était lié a la virémie détectable chez 12,9% (soit 9/70) des patients non
décédés ont présenté une virémie positive contre 44,4% (soit 4/9) chez les patients décédés

(p=0,036).

Parmi les traitements immunosuppresseurs d’induction aucun n’a influencé la survenue d’un décés.
Pour ce qui est des traitements d’entretien, le nombre de patients sous tacrolimus était moins élevé

dans le groupe des déces (60% contre 80%, p=0,058).

Aucun des patients traités par anticorps monoclonal en monothérapie ou en bithérapie n’est

décédeé.
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Parmi les parameétres biologiques, les D-Dimeéres plus élevés sont associé a la létalité (p=0,004), de

méme que les TGO (p=0,013) et la troponine (p=0,034).

Tableau 7 : Données collectées en fonction de la survenue d'un décés

Non (n=93) Oui (n=10)
Sexe (H/F) 68/25 7/3 1
Age (années) 57.3[23.6; 86.9] 69.8 [47.9 ; 82.3] 0.012
Type de greffe 0.233
Rein 70 (75.2%) 9 (90.7%)
Foie 12 (12.9%) 0
Coeur 9 (9.7%) 0
Rein et foie 2 (2.2%) 1(0.9%)
Comorbidités
Cardiopathie 41/84 (48.8%) 6/10 (60%) 0.739
Maladie respiratoire 17/85 (20%) 4/10 (40%) 0.220
Diabete 36/86 (41.9%) 4/10 (40%) 1
Cancer 10/84 (11.9%) 2/10 (20%) 0.611
HTA 59/86 (68.6%) 8/10 (80%) 0.718
Obésité 20/84 (23.8%) 4/8 (50%) 0.199
Délai greffe-infection (semaines) 114 [-2.8 ; 823.8] 146 [7.1; 532.5] 0.424
Derniéere PCR nasopharyngée positive (jours) 16 [0 ; 60] 21[9; 36] 0.278
Premiére PCR nasopharyngée négative (jours) 27 [1;180] 4122 ;60] 0.335
Détection anticorps totaux 57/68 (83.8%) 7/7 (100%) 0.584
D.elal d asz_:\rltlon des anticorps par rapport au 8 [0 380] 8[5; 13] 0.675
diagnostic (jours)
Délai d’apparition des anticorps par rapport au
, n R 12 [1; 381] 17 [5; 26] 0.986
début des symptomes (jours)
Forme sévére 22/93 (23.7%) 10/10 (100%) 1
Virémie 9/70 (12.9%) 4/9 (44.4%) 0.032
Détection de I’ARN dans les selles 40/55 (72.7%) 2/2 (100%) 1
Détection de I’ARN dans les urines 8/65 (12.3%) 0/5 (0%) 1
Traitement inducteur
Anti-CD25 45/93 (48.4%) 4/10 (40%) 0.744
SAL 20/93 (21.5%) 3/10 (30%) 0.689
SAL + Rituximab 1/93 (1.1%) 1/10 (10%) 0.186
Pas d’induction 27/93 (29% 2/10 (20%) 0.721
Traitement immunosuppresseur d’entretien
Tacrolimus 80/93 (86%) 6/10 (60%) 0.058
Posologie du Tacrolimus 5[1.5;16] 2.5[2;9] 0.249
Dosage sanguin Tacrolimus 6.9 [1.3;33.4] 6.7 [4.5; 35] 0.612
Ciclosporine 5/93 (5.4%) 0/10 (0%) 1
MMF 61/93 (65.6%) 8/10 (80%) 0.490
Posologie MMF 720 [360; 2000] 860 [360 ; 2000]
Inhibiteur de m-Tor 17/93 (18.3%) 1/10 (10%) 1
Belatacept 2/93 (2.2%) 1/10 (10%) 0.266
Azathioprine 1/93 (1.1%) 0/10 (0%) 1
Corticoides 77/91 (84.6%) 10/10 (100%) 0.349
Posologie corticoides 5[5 80] 5[5; 5]
Taux de lymphocytes Totaux 793 [57 ; 3003] 580 [53; 1402] 0.168
(ly/mm3) CD3 593 [0; 2464] 340 [43; 1141] 0.221
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monoclonaux

CDh4 311 [0; 1670] 219 [32; 891] 0.452

CD19 49 [0; 497] 24 [6; 164] 0.130

NK 103 [0; 990] 71[4; 352] 0.671
IL6 (pg/mL) VN : <5 mg/L 15[1.2 ; 678] 24.7[4.4;420] | 0.419
D-Diméres (ug/L) VN : <500 pg/L 122(())5[)!(5)?0 ; 4000 [2520 : 4000] | 0.004
Urée (mmol/L) VN :2 -7 mmol/L 10.9[3.4; 39.9] 13.7 [3.5; 25.6] 0.293
Créatinine (umol/L) VN : 59 — 104 umol/L 149.6 [64 ; 1456] 168 [35 ; 350] 0.794
DFG (mL/min/1.73m?) VN : > 90 mL/min/1.73m? 43 [3; 106] 37 [13;113] 0.551
TGO (UI/L) VN :0-50Ul/L 26 [12;210] 43 [19; 146] 0.013
TGP (UI/L) VN :0-40Ul/L 25[8;183] 28 [14; 141] 0.307
Troponine (ng/L) VN : < 14 ng/L 24.9[7;302] 65.2 [11 ; 240] 0.034
CRP (mg/L) VN : <5 mg/L 34.9 [0.6 ; 331] 65[9.9;322.1] 0.074

.. . 616.4 [23.8; 644.4 [158.2 ;

Ferritine (ug/L) VN : 30 - 400 pg/L 5857] 5200] 0.866
Vaccination au diagnostic 9/93 (9.68%) 0/10 (0%) 0.594
Traitement par anticorps 19/93 (20.43%) 0/10 (0%) 0.201

5.3. Etude des différents parametres en fonction de la virémie

Les données concernant la détection dans le sang du SARS-CoV-2 ont été collectées (tableau 8).

Soixante-dix-neuf patients ont été testés pour la virémie au moment du diagnostic.

L’ARN viral a été détecté dans 16,5% (13/79) des échantillons sanguins. Nous avons étudié quels

étaient les parametres liés a cette détection du virus dans le compartiment sanguin.

Tableau 8 : Données en fonction de la détection d’ARN viral dans le sang (virémie)

Virémie positive (n=79) Non (n=66) Oui (n=13)
Sexe (H/F) 44/22 10/3 0.467
Age (années) 57.4[23.6 ; 83] 54.5[42.6; 71.9] 0.526
Type de greffe 0.453

Rein 48 12

Foie 9 1

Ceoeur 7 0

Rein et foie 2 0
Délai greffe-infection (semaines) 118.9 [-2.8;626.8] 48.3[0; 383.2] 0.050
Derniére PCR nasopharyngée positive (jours) 18 [0; 60] 16 [9; 50] 0.394
Premiére PCR nasopharyngée négative (jours) 28 [1; 180] 31[16; 65] 0.467
Détection anticorps totaux 44/48 (91.7%) 9/9 (100%) 0.907
D'élai d'a.pp.arition des anticorps par rapport au 10[0 ; 380] 8[2:12] 0.836
diagnostic (jours)
Délai d’apparition des anticorps par rapport au

) o . 17 [1; 381] 9[4;12] 0.055

début des symptomes (jours)
Forme sévere 19/66 (28.8%) 7/13 (53.8%) 0.079
Détection d’ARN dans les selles 33/43 (76.7%) 2/4 (50%) 0.241
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Détection d’ARN dans les urines 8/51 (15.7%) 0/8 (0%) 0.228
Traitement inducteur
Anti-CD25 31/66 (47%) 3/13 (23.1%) 0.112
SAL 14/66 (21.2%) 5/13 (38.5%) 0.183
SAL + Rituximab 0/66 (0%) 2/13 (15,4%) 0.001
Pas d’induction 21/66 (31.8%) 3/13 (23.1%) 0.531
Traitement immunosuppresseur d’entretien
Tacrolimus 58/66 (87.9%) 9/13 (69.2%) 0.087
Posologie du Tacrolimus 5 [1.5; 16] 7 [3; 14]
Dosage sanguin Tacrolimus 6.9 [1.3; 35] 71[4.7 ;19.2]
Ciclosporine 3/66 (4.5%) 0/13 (0%) 0.433
MMF 45/66 (68.2%) 7/13 (53.8%) 0.319
Posologie MMF 720 [360 ; 2000] 1000 [360 ; 2000]
Inhibiteur de m-Tor 11/66 (16.7%) 1/13 (7.7%) 0.410
Belatacept 2/66 (3.0%) 1/13 (7.7%) 0.421
Azathioprine 1/66 (1.5%) 0/13 (0%) 0.655
Corticoides 57/66 (83,3%) 10/11 (90.9%) 0.678
Posologie corticoides 5([5; 80] 5([5;10]
Taux de lymphocytes Totaux 793 [57 ; 3003] 470 [53; 1463] 0.047
(ly/mm3) CD3 596 [33 ; 2464] 312 [43; 1264] 0.113
CDh4 313 [23; 1670] 189 [32 ; 805] 0.174
CD19 51 [5; 497] 11[5; 80] 0.002
NK 103 [10; 990] 35[4; 160] 0.011
IL6 (pg/mL) VN : <5 mg/L 14.6 [1.2 ; 460] 54.1[2.3;678] 0.276
D-Diméres (pg/L) VN : < 500 pg/L 1240 [530; 4000] | 2060 [540;4000] | 0.642
Urée (mmol/L) VN :2 -7 mmol/L 10.3[3.4; 31.6] 11.9[6.4; 25.6] 0.191
Créatinine (umol/L) VN : 59 — 104 umol/L 148.5 [35; 1047] 149 [66 ; 356] 0.416
DFG (mL/min/1.73m?) VN :>90 ) _
mL/min/1.73m? 46 [5; 113] 36 [13;106] 0.372
TGO (UI/L) VN :0-50Ul/L 26 [12;210] 30 [14; 68] 0.341
TGP (UI/L) VN :0-40 Ul/L 26 [11; 183] 25 (17 ; 48] 0.951
Troponine (ng/L) VN :< 14 ng/L 26.1[7;62] 53.5[9.8; 240] 0.286
CRP (mg/L) VN : <5 mg/L 35.3[0.6; 331] 57.6[11.3;322.1] | 0.109
Ferritine (ug/L) VN : 30 - 400 pg/L 673 [23.8;5857] | 718.5[158.2;5200] | 0.926
Vaccination au diagnostic 9/66 (13.6%) 0/13 (0%) 0.157
Traitement par anticorps monoclonaux 14/66 (21.1%) 3/13 (23.1%) 1
Déces 5/66 (7.6%) 4/13 (30.8%) 0.036

Parmi les paramétres démographiques, le délai entre la greffe et I'infection est significativement

plus court chez les patients virémiques (médiane a 48,3 mois) que chez les patients non virémiques

(médiane a 118,9 mois) (p=0,05).

Nous avons cherché a expliquer ce délai plus court en étudiant les traitements immunosuppresseur

d’induction et la virémie : I'association SAL+Rituximab semble étre plus a méme d’induire une

virémie positive (p=0,001) mais nous ne disposons pas d’assez de données concernant cette

association (n=2) pour arriver a une conclusion. Les traitements immunosuppresseurs d’entretien

n’ont pas eu d’influence sur la virémie.
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Concernant les parameétres virologiques, la détection du virus dans le compartiment sanguin n’est

pas associée avec la détection dans les selles (p=0,241) ni avec la détection dans les urines (p=0,228).

Aucun des patients virémiques n’a présenté une virurie. Le délai d’apparition des anticorps par

rapport a I'apparition des symptomes a eu tendance a étre plus long (17 jours) chez les patients non

virémiques que chez les patients virémiques (9 jours) (p=0,055).

A propos des parametres biologiques relevés chez ces patients, le taux de lymphocytes totaux était

plus bas chez les patients virémiques (p=0,047) avec une déplétion sur les lymphocytes CD19 et NK

(p=0,002 et p=0,011). Aucun autre paramétre biologique étudié n’est significativement lié a la

virémie.

5.4. Etude des différents parametres en fonction de I'excrétion du

virus dans les selles

Les données concernant I’excrétion du virus dans les selles sont résumées dans le tableau 9.

Au total nous avons testé 57 échantillons de selles au sein desquels 42 étaient positifs (soit 74%). A

noter que les échantillons de selles ont été pour la plupart congelés pendant une période de

plusieurs semaines, puis testées en TMA, ce qui a pu induire un biais au niveau de la détection de

I’ARN viral Les paramétres démographiques n’ont pas de lien avec I’excrétion virale dans les selles.

Tableau 9 : Données en fonction de la détection d'ARN dans les selles

Détection de I’ARN dans les selles

Négative (n=15)

Positive (n=42)

Sexe (H/F) 12/3 28/14 0.333
Age (années) 54.2 [35.8; 66.2] 59.8 [23.6; 79.1] 0.067
Type de greffe 0.641

Rein 13 30

Foie 1 4

Coeur 1 6

Rein et foie 0 2
Délai greffe-infection (semaines) 64.6 [3.8 ; 341.8] 140[1; 823.8] 0.205
Derniére PCR nasopharyngée positive (jours) 12 [0; 28] 21[0; 60] 0.039
PCR nasopharyngée négative (jours) 16 [1; 38] 27 [6;90] 0.028
Détection anticorps totaux 5/9 (55.6%) 27/28 (96.4%) 0.020
D_élai d’a.pp:_arition des anticorps par rapport au 12[0; 28] 17 [0 ; 60] 0.564
diagnostic (jours)
Délai d’apr:aritior) des anticorps par rapport 16 (1 38] 28 [1 ; 180] 0.648
aux symptomes (jours)
Forme sévére 2/15 (13.3%) 9/42 (21.4%) 0.495
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Virémie 2/12 (16.7%) 2/35 (5.7%) 0.241
Détection d’ARN dans les urines 0/11 (0%) 6/36 (16.7%) 0.147
Traitement inducteur
Anti-CD25 7/15 (46.7%) 23/42 (57.8%) 0.590
SAL 2/15 (13.3%) 10/42 (23.8%) 0.393
SAL + Rituximab 0/15 (0%) 0/42 (0%)
Pas d’induction 6/15 (40%) 9/42 (21.4%) 0.161
Traitement immunosuppresseur d’entretien
Tacrolimus 12/15 (80%) 27/42 (64.4%) 0.438
Posologie du Tacrolimus 4.0 [3.0; 14.0] 5.0[1.5;13]
Dosage sanguin Tacrolimus 7.5[4.0;19.2] 6.5[1.3; 35]
Ciclosporine 1/15 (6.7%) 3/42 (7.1%) 0.951
MMF 10/15 (66.7%) 26/42 (61.9%) 0.743
Posologie MIMF 720 [500 ; 1500] 720 [360 ; 2000]
Inhibiteur de m-Tor 1/15 (6.7%) 8/42 (19.1%) 0.259
Belatacept 1/15 (6.7%) 0/42 (0%) 0.091
Azathioprine 0/15 (0%) 1/41 (2.4%) 0.547
Corticoides 11/14 (78,6%) 36/42 (85.7%) 0.529
Posologie corticoides 5 [5;10] 5([5; 80]
Taux de lymphocytes Totaux 1226 [290; 2523] 721 [57 ; 3003] 0.067
(ly/mm3) CD3 995 [97 ; 2016] 440 [33; 2324] 0.063
CD4 451 [36; 1035] 292 [23; 1325] 0.105
CD19 64 [5; 232] 50 [5; 424] 0.843
NK 161 [26 ; 435] 92 [10; 990] 0.015
IL6 (pg/mL) VN : <5 mg/L 9[1.8;36.9] 24.7 (2.2 ; 420] 0.058
D-Dimeres (pg/L) VN : < 500 pg/L 1425 [789.9 ; 2060] 1189 [1090 ; 1590] 1
Urée (mmol/L) VN :2 -7 mmol/L 8.1[5;16.2] 12.2 [3.4; 34] 0.030
Créatinine (umol/L) VN 59104 143 [102 ; 228] 149.5[64 ; 1456] | 0.663
umol/L
DFG (mL/min/1.73m?) VN :>90 ) _
mL/min/1.73m? 47 [26 ; 76] 43.5[3; 104] 0.341
TGO (UI/L) VN :0-50 Ul/L 26 [14 ; 55] 28 [12;210] 0.802
TGP (UI/L) VN : 0—40 UI/L 27 [15 ; 70] 23 [12; 183] 0.505
Troponine (ng/L) VN : <14 ng/L 11.4 (7.7 ; 249.2] 28.4[7;302] 0.375
CRP (mg/L) VN : <5 mg/L 24[0.6 ; 208.4] 35.8[1.1;177.4] | 0.335
Ferritine (ug/L) VN : 30 — 400 pg/L 439.6[118.5;2890] | 616.1[23.8;5069] | 0.254
Vaccination au diagnostic 2/15 (13.3%) 5/37 (13.5%) 0.885
Traitement par anticorps monoclonaux 5/15 (33.3%) 10/42 (23.8%) 0.358
Déces 0/15 (0%) 2/42 (4,76%) 1

Les patients ayant des selles positives ont excrété le virus plus longtemps au niveau nasopharyngé,

gu’il s’agisse de la derniere PCR positive (21 jours contre 12 chez les patients dont les selles étaient

négatives, p=0,036) ou de la premiére PCR négative (27 jours contre 16, p=0,028). Concernant les

sérologies réalisées, les patients ayant des selles positives ont eu tendance a développer plus

souvent des anticorps (96.4% soit 27/28) que les patients ayant des selles négatives (55,6% soit 5/9)

(p=0,025). Mais de facon surprenante, le délai d’apparition des anticorps était plus long chez les
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patients ayant des selles positives (17 jours, contre 12 chez les patients ayant des selles négatives),

sans lien significatif.

Concernant les paramétres viraux, I'excrétion du virus dans les selles n’a pas de lien avec |la détection

dans le sang ou dans les urines.

Parmi les traitements immunosuppresseurs d’induction ou d’entretien, aucun n’est en lien avec

I’excrétion virale dans les selles.

A propos des paramétres biologiques étudiés, les taux de lymphocytes NK (CD16+/CD56+) est
significativement plus bas chez les patients présentant une excrétion du virus dans les selles
(médiane a 92 lymphocytes/mm3) par rapport aux patients non excrétant (médiane a 161

lymphocytes/mm3) (p=0,015).

Les taux d’IL-6 ont eu tendance a étre plus élevés chez les patients excrétant (médiane a 24,7 pg/mL)
par rapport aux patients non excrétants (médiane a 9 pg/mL) (p=0,058). Les taux d’urée sont eux
significativement plus élevés chez les patients excrétant (médiane a 12,2 mmol/L) que chez les

patients non excrétants (médiane a 8,1 mmol/L) (p=0,03).

5.5. Etude des différents parametres en fonction de la détection

urinaire du virus

Nous avons pu tester I’ARN viral urinaire chez 70 patients au moment du diagnostic. Huit patients
se sont avérés positifs (soit 11,4%) et nous avons étudié les différents parameétres biologiques chez
ces patients afin d’expliquer cette détection urinaire. Les données collectées en fonction de la

détection urinaire d’ARN sont regroupées dans le tableau 10.

Tableau 10 : Données en fonction de la détection urinaire de I'ARN viral

Détection urinaire de I’ARN viral Non (n=62)
Sexe (H/F) 45/17 2/6 0.007
Age (années) 57.4[23.6; 83] 61.4[34.9;69.2] | 0.480
Type de greffe 0.231
Rein 49 4
Foie 5 2
Ceoeur 6 2
Rein et foie 2 1
Délai greffe-infection (semaines) 104 [-2.8 ; 823.8] 6.9[1.1;351.9] 0.070
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Derniére PCR nasopharyngée positive (jours) 16 [0 ; 50] 21[5;39] 0.693
Premiére PCR nasopharyngée négative (jours) 25[1; 135] 51[22;180] 0.038
Détection anticorps totaux 37/42 (88.1%) 5/6 (83.3%) 0.572
D.élai d'a.pp.arition des anticorps par rapport au 6 [0 ; 380] 12 11 39] 0.025
diagnostic (jours)
Dt,élai d'apparitior: des ?nticorps par rapport au 12 [1:381] 12 [11 ; 44] 0.388
début des symptomes (jours)
Forme sévere 20/62 (32.3%] 0/8 (0%) 0.057
Virémie 8/51 (15.6%) 0/8 (0%) 0.228
Détection de ’ARN viral dans les selles 30/41 (73.1%) 6/6 (100%) 0.147
Traitement inducteur
Anti-CD25 32/62 (51.6%) 3/8 (37.5%) 0.452
SAL 14/62 (22.6%) 4/8 (50%) 0.095
SAL + Rituximab 0/62 (0%) 0/8 (0%)
Pas d’induction 16/62 (25.8%) 1/8 (12.5%) 0.409
Traitement immunosuppresseur d’entretien
Tacrolimus 54/62 (87,1%) 7/8 (87.5%) 0.974
Posologie du Tacrolimus 4,5[1.5; 14] 5[1.5;16]
Dosage sanguin Tacrolimus 7.1[2;35] 6.5[1.3;11.6]
Ciclosporine 2/62 (3.2%) 1/8 (12.5%) 0.223
MMF 42/62 (67.7%) 5/8 (62.5%) 0.766
Posologie MMF 860 [360 ; 2000] 720 [360 ; 2000]
Inhibiteur de m-Tor 11/62 (17.7%) 1/8 (12.5%) 0.711
Belatacept 3/62 (4.8%) 0/8 (0%) 0.525
Azathioprine 1/62 (1.6%) 0/8 (0%) 0.717
Corticoides 52/61 (85.2%) 7/8 (87.5%) 0.865
Posologie corticoides 51[5;10] 5[5; 80]
Traitement par anticorps monoclonaux 13/62 (21%) 2/8 (25%) 1
Déces 5/62 (7.6%) 0/8 (0%) 1
Taux de lymphocytes (ly/mm3) Totaux 809 [57 ; 3003] 900 [218 ; 2056] 0.879
CD3 596 [33 ; 2464] 757 [138 ; 1751] 0.557
CD4 312 [23; 1670] 398 [53; 1007] 0.565
CD19 41 [5; 424] 109 [5; 497] 0.153
NK 109 [10; 990] 66 [23 ; 258] 0.252
IL6 (pg/mL) VN : <5 mg/L 18.8 [1.8 ; 678] 8.7 [3.6; 107] 0.595
D-Diméres (ug/L) VN : < 500 pg/L 1580 [530 ; 4000]
Urée (mmol/L) VN :2 -7 mmol/L 11.8[3.4; 39.9] 9.9[5.2;19.3] 0.276
Créatinine (umol/L) VN : 59 — 104 pmol/L 151.5 [64 ; 1047] 103 [77 ; 352] 0.128
DFG (mL/min/1.73m?) VN : >90 mL/min/1.73m? 41.5[5; 104] 52.5[13; 87] 0.427
TGO (UI/L) VN :0-50Ul/L 29 [14; 210] 21[12; 36] 0.028
TGP (UI/L) VN : 0 —40 UI/L 27 [8; 183] 23[11;71] 0.378
Troponine (ng/L) VN : <14 ng/L 23.8[7;302] 25.7 [7.9; 144] 0.744
CRP (mg/L) VN : <5 mg/L 39.6 [0.6 ; 331] 35.1[5.4; 68.4] 0.580
Ferritine (ug/L) VN : 30— 400 pg/L 682.9 [79.7 ; 5857] 459 [23.8;2534] | 0.467
Vaccination au diagnostic 5/62 (8.1%) 1/8 (12.5%) 0.673

Le sexe semble étre un facteur influant sur I’excrétion urinaire du virus : les femmes représentent

75% des patients viruriques et 27% des patients non viruriques (p=0,007). Concernant les

parametres virologiques, les patients viruriques sont restés détectables plus longtemps en PCR
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nasopharyngée que les patients non viruriques (p=0,038). De facon surprenante, I'excrétion du virus
au niveau urinaire ne semble étre liée ni a la virémie (p=0,228), ni a I'excrétion du virus dans les
selles (p=0,147). A noter que 100% des patients viruriques pour lesquels des selles ont été testées

ont également une excrétion fécale du virus.
Au sein du groupe des patients viruriques nous n’avons constaté aucune forme sévere ni déces.

Aucun des parametres biologiques étudiés n’est associé avec une excrétion urinaire du virus :

I'atteinte de la fonction rénale n’était pas différente entre les deux groupes
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6. Discussion

Ce travail permet de faire un point sur l'infection a SARS-CoV-2 chez les patients hospitalisés
transplantés d’organe en mettant notamment les données virologiques en lien avec I'évolution

clinique.

Les données présentées sur la figure 9 nous permettent d’établir les constats suivants : la premiére
vague épidémique (mars a mai 2020) a épargné la région Occitanie, ce qui explique le peu
d’hospitalisation durant cette période. La deuxiéme vaque épidémique (aolt a décembre 2020) est
celle qui regroupe plus de la moitié des cas de notre étude et comprend 70% des décés. Des fin
février 2021, le traitement par anticorps monoclonaux a été utilisé efficacement en traitement afin
d’éviter les formes sévéres (89,90). Le nombre de cas sévére a alors chuté, la troisieme vague ne
représentant plus que 4% des cas hospitalisés et moins de 1% des déces. Les deux patients ayant
présenté une forme sévere entre mars et juin 2021 n’ont pas pu recevoir de traitement par anticorps

monoclonal, du fait de leur présentation clinique déja sévére a I’arrivée au CHU.

Concernant l'influence des traitements immunosuppresseurs sur I'évolution de la COVID-19, la
société francophone de transplantation recommande de diminuer la dose voire d’arréter les
inhibiteurs des bases puriques, et ce en fonction de la présentation clinique. L’association entre le
traitement par mycophénolate mofetil et forme sévére de la COVID-19 observé dans notre groupe
a été décrit précédemment chez les patients transplantés (91), ainsi que chez les populations

traitées pour des rhumatismes inflammatoires et troubles musculo-squelettiques (92).

Le délai d’excrétion virale au niveau nasopharyngé était plus long chez les patients sévéres (21 jours
contre 15 chez les patients non séveres, p=0,037). Marinelli et al. ont mesuré la durée d’excrétion
virale nasopharyngée dans un groupe de 30 patients transplantés avec une médiane a 10 jours et
seulement deux patients (6,7%) présentant une excrétion supérieure a 30 jours (93). Chez les
patients immunodéprimés, cette excrétion prolongée peut étre a I’origine d’une sélection de variant
plus adapté a I'Homme et donc potentiellement plus transmissible voire plus délétere (94).
L'utilisation d’un traitement par anticorps monoclonaux chez cette population permet d’éviter les

formes séveres et pourrait donc permettre d’éviter cette sélection de variants.

Les résultats concernant les parametres biologiques associés aux formes séveres dans notre groupe
sont en accord avec les données de la littérature : un état inflammatoire avec une élévation de la

CRP, une tendance a avoir un taux de ferritine et d’IL-6 plus élevés, ainsi que des D-Dimeres élevés
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(85) ; et une leucopénie prédominant sur les lymphocytes TCD3+ et TCD4+ (83). Diao et al. ont mis
en évidence que chez des patients atteints de la COVID-19 avaient des taux de lymphocyte T
inférieurs a la valeur normale (qu’il s’agisse de lymphocytes TCD3+, TCD4+ ou TCD8+) et que ces

taux étaient plus bas chez les patients plus séveres (95).

Le délai entre la greffe et I'infection influence la présence d’une virémie : dans notre étude ce délai
est significativement plus court chez les patients virémiques comparé aux patients non virémiques.
Mais ce délai n’est pas lié a la sévérité dans notre groupe de patient. Banerjee et al. ont étudié
I'infection a SARS-CoV-2 chez 7 patients transplantés et parmi eux 2 étaient transplantés depuis
moins de 3 mois : les deux patients ont été hospitalisés, un patient a nécessité une ventilation non
invasive et aucun des deux patients n’est décédé (96). Demir et al. ont mis en avant le fait que les
patients ayant eu un traitement d’induction ont un risque plus élevé de développer une forme

sévere de la maladie, ce qui n’est pas le cas dans notre groupe (97).

Concernant la létalité liée a I'infection a SARS-CoV-2 chez les patients transplantés, de nombreuses
études rapportent des valeurs entre 18 et 32% (81,82,98). La létalité au sein de notre groupe de
patient s’est avérée plus faible (9%), ceci pouvant étre expliqué par notre inclusion de patients
infectés lors de la 3°™¢ vague épidémique de COVID-19 (soit jusqu’au 11 juin 2021) contrairement
aux publications citées incluant des patients jusqu’en janvier 2021. Néanmoins, la létalité de
I'infection chez les transplantés d’organe solide semble varier selon les pays, en effet Softeland et
al. ont récemment publié un état des lieux de I'infection chez cette population en Suéde, montrant
un taux de létalité de 9,6% au total sur une cohorte de 230 patients incluant des patients hospitalisés
et non hospitalisés (99). Nous avons constaté tres peu de décés lors la troisieme vague dans notre
groupe de patients, ceci pouvant étre expliquée par |'utilisation des anticorps monoclonaux anti-
SARS-CoV-2 dés le début des symptémes. Un autre paramétre a prendre en compte pour expliquer
la létalité plus faible est I'incidence de la maladie en Occitanie : en effet cette région a été peu
touchée par la premiere vague de COVID-19 (période de mars a mai 2020) ce qui a influencé en
premier lieu le nombre de patients transplantés infectés ainsi que la facilité de prise en charge au
CHU de Toulouse. En paralléle, notre étude comporte un biais de sélection : seuls les patients
hospitalisés ont été inclus, écartant donc les patients testés positifs dans des laboratoires extérieurs
au CHU pour des formes non symptomatiques (dépistage des cas contact) ou vus en téléconsultation
pour des formes peu symptomatiques. De méme, nous avons exclu les patients venus en
consultation ou en hospitalisation de jour pour lesquels aucun bilan biologique n’a été prélevé

(hormis une PCR nasopharyngée pour le diagnostic d’infection).
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L’association entre comorbidités et mortalité des patients transplantés par infection a SARS-CoV-2
est débattue : en effet Kates et al. décrivent une implication des comorbidités (notamment les
pathologies respiratoires, I'obésité et l'insuffisance cardiaque) dans la létalité (80) tandis que
Kremer et al. ne retrouvent pas de lien significatif entre comorbidités et décés dans leur méta-
analyse (98). Dans notre groupe de patients transplantés nous avons mis en évidence un surrisque
de faire une forme sévere de la maladie chez les patients présentant une pathologie respiratoire
chronique, et une tendance chez les patients atteints d’hypertension artérielle. Mais aucune des

comorbidités que nous avons relevées n’était liée a un déces.

Concernant les traitements immunosuppresseurs d’entretien et leur influence sur le déces des
patients transplantés, a I'inverse des inhibiteurs des bases puriques, le traitement inhibiteur de la

calcineurine (tacrolimus ou ciclosporine) a montré un effet positif sur la survie des patients (100).

Dans notre groupe, nous avons observé que les patients virémiques avaient tendance a présenter
des formes plus séveres (28.8% de décées chez les patients non sévéres et virémiques contre 53.8%
chez les patients séveres et virémiques, p=0,079), méme si la différence n’était pas statistiquement
significative. Cela peut étre di aux données manquantes concernant les mesures de virémie : au
total nous avons analysé 79 échantillons ce qui implique 6 mesures manquantes pour les patients
séveres et 18 pour les patients non séveres. Nous avons cependant constaté que la virémie est
associée au risque de déces (p=0,036). Les données sur la virémie chez les patients transplantés sont
encore rares. Christensen et al. ont mesuré la virémie chez 5 patients, obtenant un taux de virémie
a 67%, avec un taux de létalité chez les patients virémiques de 40% (85). Au sein de la population
générale, le taux de patients virémiques semble varier entre 15% (56) et 74% (101). Ces variations
de détection de I’ARN dans le sang peuvent étre expliquées par les différences de performances des
techniques d’extraction et d’amplification utilisées. En effet Veyer et al ont utilisé le kit QlAamp Viral
RNA Mini (QIAGEN, Hilden, Allemagne) pour réaliser leur extraction suivi d’'une amplification par
ddPCR pour arriver a un taux de 74% de patients virémiques chez des patients immunocompétents,
avec des charges virales plus élevées en cas de forme sévére (101). Bermejo et al. ont utilisé la méme
technique d’amplification pour arriver aux résultats suivants sur un groupe de 250 patients : une
virémie détectée chez 1% des patients non séveres, 27% des patients séveres et 78% des patients
critiques (102). D’autres équipes telles que Hagman et al, Li et al et Eberhardt et al ont utilisé le kit
d’extraction MagNA Pure 96 DNA and Viral NA Small Volume (Roche) et I'amplification sur COBAS
qui posséde une limite de détection de 1000 copies/mL arrivent a des résultats de respectivement

36.5%, 37% et 44% de virémies positives (103—-105). Dans notre étude, parmi les échantillons de
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sang rendus positifs, 3 sont passés en TMA et 10 en RT-PCR sur LightCycler 480 avec une limite de

détection estimée au moins a 500 copies/mL pour ces deux techniques.

Concernant la déplétion en lymphocytes NK chez les patients virémiques, elle peut étre expliquée
par plusieurs mécanismes : les patients présentant une virémie ont tendance a présenter une forme
sévere, ce qui implique une augmentation de I'état inflammatoire et une production importante
d’IL-6, qui peut altérer l'activité des lymphocytes NK (106). De plus, les cellules NK sont
particulierement importante lors des infections virales respiratoires, elles permettent de diminuer
la charge virale pour le virus de la grippe ou les virus respiratoires syncytiaux dans des modeéles
animaux(106). Leur séquestration pulmonaire peut étre supposée lors des infections respiratoires
graves, ce qui induit une diminution des taux sanguins mesurés (106). Ce phénoméne avait déja été
décrit chez des patients immunocompétents infectés par le SARS-CoV-1, avec des taux plus bas chez

les patients présentant des formes graves (107).

Dans notre groupe de patients, il n’existe pas de lien entre la détection du virus dans les selles et |a
sévérité de la maladie. Lin et al. sont arrivé a la méme conclusion, et ont étudié I'excrétion fécale
du SARS-CoV-2 : dans leur étude le virus est détecté dans les selles des patients non symptomatiques
au niveau gastro-intestinal sans différence significative avec les patients symptomatiques (52.4%
contre 39.1%, p=0.310) (42). lls ont également détecté de I’ARN viral dans les tissus du systeme
gastro-intestinal par RT-PCR sur des biopsies d’cesophage, d’estomac, de duodénum et de rectum
de 2 patients ayant présenté des formes séveres de la maladie, en opposition a 4 patients non
sévéres chez qui aucune détection n’a été mise en évidence (excepté un patient chez qui le virus a

été détecté dans une biopsie duodénale) (42).

Concernant la détection urinaire du virus, nous avons pu arriver a la conclusion qu’elle était
probablement artefactuelle dans notre groupe de patients. Les arguments en faveur de cette
hypothése sont les suivants : les patient viruriques ne présentent pas de virémie et n’ont pas une
fonction rénale plus altérée que les patients non viruriques. D’autre part ils présentent tous une
excrétion fécale du virus. |l est donc fort probable que la détection urinaire du virus vienne en réalité
d’'une contamination fécale des urines. En effet 75% des patients viruriques sont des femmes
(anatomiquement la probabilité de contaminer les urines avec les selles est plus grande dans la
population féminine), et aprés interrogation des cliniciens et des dossiers cliniques, une grande
partie des patients infectés présentaient des diarrhées a leur entrée dans le service, augmentant le
risque de contaminer les prélevements urinaires. En effet les troubles digestifs au cours de la COVID-

19 sont retrouvés chez 20 a 50% des patients transplantés (80,83). Afin de vérifier cette hypothése
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nous nous sommes intéressés aux résultats des examens cytobactériologiques des urines (ECBU)
réalisés chez ces patients le méme jour que le prélevement d’urines pour détection du SARS-CoV-2.
Sept ECBU ont été réalisés et parmi eux cinq étaient contaminés. Il est donc probable que la
détection urinaire du SARS-CoV-2 chez ces patients soit la conséquence d’une contamination des
urines par les selles et non d’une réelle excrétion urinaire du virus. Les données de la littérature
restent rares concernant la virurie au cours de I'infection a SARS-CoV-2. En effet, parmi 34 études
testant entre autre les urines des patients infectés (au total 549 patients testés), seulement sept
(66,108-113) ont déclaré détecter du SARS-CoV-2 dans les urines et ce pour 38 patients soit 6.9%
(124). Ul serait nécessaire de comparer ces résultats a des RT-PCR fécales et sanguines. Peng et al.
ont étudié I'excrétion du virus au niveau oro-pharyngé, sanguin, urinaire et fécal chez neuf patients
(66). Une seule patiente présentait une excrétion virale urinaire sans virémie ni excrétion dans les
selles. Des échantillons de population plus larges sont nécessaires pour étudier la relation entre

I'infection et son impact sur le tractus urinaire et rénal.
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7. Conclusion et perspectives

La pandémie actuelle de COVID-19 représente un défi majeur dans I'histoire de la recherche
médicale. Il est nécessaire de collecter et d’analyser un maximum de données pour comprendre les

mécanismes physiopathologiques de I'infection et combattre le virus.

Les patients transplantés d’organe solide représentent une population fragile vis-a-vis des
infections, avec la plupart du temps des comorbidités associées venant compliquer leur prise en
charge. Au sein de notre groupe de patients transplantés d’organe solide hospitalisés nous avons
relevé 31% de formes sévéeres et 9% de décés. Les patients présentant une forme sévere ont excrété
le virus au niveau nasopharyngé environ une semaine de plus que les patients présentant des
formes non séveres. L'étude des paramétres virologiques chez ces patients a permis de mettre en
évidence le lien entre la virémie et le décés. Le délai entre la greffe et I'infection influence la
présence d’une virémie avec des délais plus courts chez les patients virémiques. La détection du
virus dans les selles n’est pas liée a la sévérité de I'infection et se retrouve dans 73,7% des cas. La
détection urinaire du virus quant a elle ne doit pas étre considérée comme une excrétion mais
possiblement comme une contamination fécale des urines, car elle et rare, et n’est liée ni a une

fonction rénale altérée, ni a la virémie.

Concernant la prévention de I'infection, la vaccination de ces patients semble étre peu efficace avec
les schémas de vaccinations utilisés en population générale. En effet, apres une dose de vaccin a
ARN seulement 4% des transplantés développent des anticorps dirigés contre le SARS-CoV-2, et 40%
apres une deuxieme dose. C'est pourquoi 'utilisation d’une troisieme dose est déja recommandée,

induisant le développement d’une immunité dans 68% des cas (115).

Cependant il est nécessaire de continuer a utiliser les autres moyens de prévention de I'infection
chez ces patients, notamment le respect des gestes barriére, le port du masque et depuis ao(t 2021
I"utilisation en préexposition des anticorps monoclonaux dirigés contre le SARS-CoV-2 s’il n’y a pas
de développement d’une immunité, ainsi qu’en post-exposition quel que soit le statut immunitaire.
En effet au sein de notre groupe de patient, I'utilisation de ces traitements s’est avéré protecteur

vis-a-vis du développement d’une forme sévere de la maladie.
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A STUDY OF VIROLOGICAL MARKERS DURING SARS-CoV-2 INFECTION IN SOLID
ORGAN TRANSPLANT RECIPIENTS AT THE TOULOUSE UNIVERSITY HOSPITAL

Coronavirus disease (COVID19) is an acute viral zoonotic infection caused by SARS-CoV-2, an enveloped RNA

respiratory virus.

This virus can cause an asymptomatic infection, but in certain populations it can lead to severe cases defined
by a severe acute respiratory that can induce multiple organ failure. Populations at risk for developing these
severe forms include solid organ transplant (SOT) recipients. This study reviews COVID19 in SOT recipients
hospitalized at the Toulouse University Hospital between March 2020 and June 2021, investigating virological
and biological markers during infection. We investigated the relationship between these markers and
COVID19 severity and lethality. One hundred and three patients were included in this study, for whom
multiple parameters were collected: RNA detection in blood, urine and fecal samples, antibody expression,

and biological markers regarding renal, hepatic and cardiac function, as well as immune response.

Severe disease occurred in 31% of cases (n=32) and was fatal in 9% of cases (n=10). Severe cases were related
to an increased blood levels of inflammatory biomarkers (d-dimer and C-reactive protein) as well as
lymphopenia with LTCD4+ and LTCD3+ depletion, mycophenolate mofetil treatment and prolonged duration
of nasopharyngeal excretion. Lethality was related to advance age (median age in the survival group was
approximately 57 years, and 70 years in the deceased group), and increased blood levels of d-dimer, troponin

and AST. RNAemia was detected in 44 % of deceased patients and 13% of surviving patients (p=0.032).

Detection of viral RNA in feces was positive in 74% of samples, and was not related to severity or lethality.
Urinary viral RNA detection was found to be fecal contamination of urine samples, indeed patients with
positive urinary detection did not have more severe kidney injury than other patients, nor did they have a

detection of RNAemia.

In conclusion, among virological markers, prolonged duration of nasopharyngeal excretion is associated to

COVID19 severity and RNAemia is associated with fatal cases in SOT recipients.
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ETUDE DES MARQUEURS VIROLOGIQUES AU COURS DE L’'INFECTION A SARS-
CoV-2 CHEZ LES PATIENTS TRANSPLANTES D’ORGANE AU CHU DE TOULOUSE

La maladie a coronavirus 2019 ou COVID-19 est une infection zoonotique virale aigué causée par le SARS-
CoV-2. Il s’agit d’un virus enveloppé avec un génome a ARN, dont la transmission est respiratoire. Ce virus
est responsable d’une infection allant de la forme asymptomatique aux formes graves caractérisées par un
syndrome respiratoire aigu sévere pouvant entrainer une défaillance multi-viscérale. Certaines
populations sont considérées comme a risque de développer une forme grave de la maladie, dont les patients
transplantés d’organe. L'objectif de ce travail était de faire un état des lieux sur I'infection a SARS-CoV-2 chez
les patients transplantés d’organe solide hospitalisés au CHU de Toulouse entre mars 2020 et juin 2021, en
étudiant les marqueurs virologiques et biologiques au cours de I'infection. Nous avons cherché a mettre en
évidence un lien entre ces marqueurs et la sévérité de I'infection, ainsi qu’avec sa létalité. Nous avons recueilli
les échantillons de 103 patients transplantés chez lesquels nous avons relevé entre autre la virémie,
I’excrétion urinaire et fécale du virus, I'apparition d’anticorps, ainsi qu’un panel de parametres biologiques

étudiant la fonction rénale, hépatique, cardiaque et la réponse immunitaire.

Dans ce groupe de patients nous avons relevé 31% de formes séveres (n= 32) et 9% de létalité (n=10). La
sévérité de la maladie est liée a une élévation des parametres inflammatoires (D-dimeéres et CRP), a une
lymphopénie portée notamment sur les lymphocytes TCD3+ et TCD4+, a une excrétion prolongée du virus au
niveau nasopharyngé et un traitement par mycophénolate mofétil. La |étalité est liée elle a I’age, la médiane
d’age dans le groupe des patients décédés étant de 70 ans contre 57 ans chez les patients non décédés, ainsi
gu’a une élévation des D-dimeéres, de la troponine et des TGO. La virémie est elle aussi en lien avec la létalité :
nous avons retrouvé 44% de virémies positives au sein des patients décédés contre 13% chez les patients
non décédés (p=0,032). L’excrétion du virus dans les selles a été retrouvée dans 74% des cas (42/57) et n’est
pas liée ni a la sévérité ni a la létalité de la maladie. La détection urinaire du virus s’est avérée étre une
contamination fécale des urines, en effet les patients ayant des urines positives (8/70) ne présentaient pas

d’atteinte rénale plus sévére ni de virémie.

En conclusion, parmi les parameétres virologiques étudiés, I'excrétion prolongée du virus est associée aux

formes séveres, et la virémie est associée au déces chez les patients transplantés d’organe solide.
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