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Introduction

Il y a maintenant plus de 2 ans, le 31 décembre 2019, I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) déclarait I'apparition de plusieurs cas d’'une épidémie de «pneumonie virale d’origine
inconnue» a Wuhan, dans la province d’'Hubei en Chine. Les patients présentaient des
symptdmes peu spécifiques (fievre, toux, dyspnée et courbatures) et des lésions pulmonaires
visibles a I'imagerie (1). L’agent infectieux responsable a été identifié dés le 9 janvier 2020
comme un nouveau coronavirus, grace au séguencage réalisé a partir de liquide de lavage
broncho-alvéolaire de patients infectés. La séquence complete du génome viral a été partagée
deux jours plus tard par les autorités chinoises, alors que le pays enregistrait son premier
déces lié a l'infection. Ce nouveau virus a alors été temporairement appelé 2019-nCoV (2019
novel coronavirus), avant d’étre officiellement nommé « SARS-CoV-2 » (Severe Acute
Respiratory Syndrome Coronavirus 2) un mois plus tard (2). LOMS a opté pour une
dénomination différenciée de la maladie impliquant ce virus, appelée COVID-19 (Coronavirus
Disease 2019), principalement pour éviter le risque de confusion avec I'épidémie de SARS

(Severe Acute Respiratory Syndrome) survenue en Chine en 2003.

Deés le mois de janvier 2020, 'TOMS exprimait son inquiétude face a I'émergence de ce
nouveau virus, au vu de la rapidité de 'augmentation du nombre de cas et de 'annonce des
premiers déces. Le 30 janvier 2020, la Chine signalait déja 7711 cas et 170 déces, avec une
propagation du virus a toutes les provinces chinoises. Trés rapidement, des cas ont été
identifiés a I'étranger, d’abord dans les pays voisins (Japon, Corée du Sud, Thailande), puis
sur 'ensemble des autres continents. Ainsi, les premiers cas ont été décrits le 21 janvier aux
Etats-Unis, le 24 janvier 2020 en France (premier pays européen touché), le 25 janvier en
Australie et le 14 février en Egypte. S’en est suivie une flambée du nombre de cas, conduisant
I'OMS a déclarer le stade de pandémie le 11 mars 2020 alors que 121 000 cas avaient déja
été rapportés a travers le monde. En France, un rassemblement religieux réunissant plus de

2000 personnes entre le 17 et le 24 février a proximité de Mulhouse dans le Grand Est a été



a l'origine d’un cluster trés important qui a probablement joué un réle majeur dans I'expansion
précoce du virus sur le territoire national. Devant I'explosion des contaminations et la
saturation des hdpitaux, un confinement strict a été instauré par le gouvernement francais le
17 mars 2020, marquant de facon brutale la bascule vers la premiere période intense de la
pandémie. La suite a été marquée par l'alternance de périodes d’accalmies et de circulation
virale active de durée et d’intensité variables, motivant la mise en place et I'adaptation des
mesures sanitaires. La pandémie est aujourd’hui toujours en cours, avec pres de 500 millions
de contaminations et plus de 6 millions de décés rapportés a travers le monde (dont 2 millions

en Europe), ces chiffres étant probablement sous-estimés par rapport a la réalité.

Des la description de ce nouveau virus, 'ensemble du corpus médical et scientifique s’est
mobilisé pour contribuer dans l'urgence a la gestion de la crise sanitaire, mais aussi a I'effort
de recherche sans précédent entrepris pour améliorer la connaissance de I'infection et la prise
en charge des patients infectés. De nombreux projets de recherche ont également été
amorcés pour la mise au point d’'un vaccin, pergu d’emblée comme un outil majeur pour la
sortie de la pandémie. Ces projets ont abouti a la commercialisation de plusieurs vaccins un
an seulement aprés la découverte du SARS-CoV-2, ce qui a marqué un tournant dans la
gestion de la pandémie. Néanmoins, '’émergence successive de nouveaux variants viraux plus
transmissibles et portant des mutations d’échappement au systéme immunitaire n’a cessé de

reculer la perspective d’une sortie de crise.

Dans ce contexte, la caractérisation de 'immunité dirigée contre le SARS-CoV-2 apparait
comme un enjeu crucial, d’'une part sur le plan individuel pour évaluer le niveau de protection
de chacun face a une nouvelle infection, et d’autre part sur le plan collectif pour contribuer a

'adaptation des mesures de protection.

Dans une premiere partie bibliographique, nous présenterons le virus SARS-CoV-2 et ses
principaux variants, puis les caractéristiques, la physiopathologie et la prise en charge de la
COVID-19, et enfin les stratégies prophylactiques mises en ceuvre pour faire face a la

pandémie avec en particulier la vaccination. Dans une seconde partie, les résultats des
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travaux réalisés au cours de cette thése portant sur I'étude de 'immunité adaptative post-
infectieuse et post-vaccinale seront présentés et discutés au regard des données de la

littérature.
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Revue Bibliographique

. Le SARS-CoV-2

A. Taxonomie

Le virus responsable de la pandémie actuelle de COVID-19 est un nouveau coronavirus
identifié pour la premiére fois chez 'lHomme en décembre 2019. Ainsi, il a été officiellement
nommé « SARS-CoV-2 » (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2) par le Comité
International de Taxonomie des Virus (ICTV) le 11 février 2020, du fait de sa proximité
génétique (79,6 % d’homologie de séquence) avec le SARS-CoV (Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus) (3). Le SARS-CoV-2 appartient a la grande famille des Coronaviridae
classée au sein du sous-ordre des Cornidovirineae et de I'ordre des Nidovirales (4). Cette
famille est subdivisée en deux sous-familles, les Letovirinae et les Orthocoronavirinae, cette
derniére comportant quatre genres de coronavirus, a savoir les alphacoronavirus (a-CoV) et
les betacoronavirus (B-CoV), qui infectent les mammiferes, ainsi que les gammacoronavirus

(y-CoV) et les deltacoronavirus (6-CoV) infectant essentiellement les oiseaux.

Il existe une grande diversité de coronavirus avec 2 505 virus décrits a ce jour, répartis en 49
espéces dont 19 au sein des a-CoV et 14 au sein des 3-CoV, certains infectant 'Homme et
d’autres les animaux (porcs, chats, chiens, chevaux, chauves-souris, rongeurs, etc.). Six
coronavirus humains (HCoVs) avaient déja été identifiés avant la pandémie, dont deux a-CoV
(HCoV-229E et HCoV-NL63) et 4 B-CoV (HCoV-OC43, HCoV-HKU1, SARS-CoV et MERS-
CoV (Meadle-East Respiratory Syndrome Coronavirus)). Les quatre coronavirus endémiques
saisonniers que sont HCoV-229E, HCoV-NL63, HCoV-OC43 et HCoV-HKU1 n’infectent
généralement que les voies aériennes supérieures et entrainent des symptémes respiratoires
légers. Ces coronavirus banaux sont responsables de 30 % des épisodes de rhume. A
I'inverse, le SARS-CoV et le MERS-CoV ciblent le parenchyme pulmonaire et sont hautement

pathogenes sur le plan respiratoire. Ainsi, le SARS-CoV apparu en Chine a été a l'origine de
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la premiere pandémie impliquant un coronavirus en 2002-2003 avec plus de 8 000 cas décrits
et 10 % de mortalité, et le MERS-CoV apparu dans la péninsule arabique en 2012 circule

encore localement entrainant plus de 30 % de mortalité.

Le SARS-CoV-2 a également été classé dans le genre des betacoronavirus et appartient au
sous-genre des Sarbecovirus, qui regroupe avec lui le SARS-CoV, la majorité des coronavirus
de chauves-souris et quelques coronavirus hébergés par les civettes, les pangolins et d’autres
animaux. Le SARS-CoV-2 a été catégorisé dans la méme espéce taxonomique que le SARS-
CoV, appelée Severe acute respiratory syndrome-related coronavirus, sur la base de leur forte
homologie de séquence en acides aminés dans les sept domaines conservés de la
polyprotéine ORF1l1a/b (94,4 %) utilisés pour la classification des coronavirus (seuil de 90 %
défini par I'ICTV) (3). A linstar du SARS-CoV, du MERS-CoV, du HCoV-229E et du
HCoV-NL63, les analyses phylogénétiques et de séquences comparatives évoquent une
émergence du SARS-CoV-2 a partir de chauves-souris, sans que I'héte intermédiaire ayant

permis son franchissement de la barriére d’espéce vers 'lHomme n’ait été identifié a ce jour

(5).
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B. Structure

Le SARS-CoV-2 est un virus sphérique enveloppé de 60 & 140 nm de diamétre. Comme tous
les coronavirus, les spicules formés par la protéine a la surface de son enveloppe virale lui
conférent un aspect en couronne en microscopie électronique a l'origine du nom de cette
famille (« corona » = couronne en grec). L’enveloppe phospholipidique dans laguelle sont
enchéssées les glycoprotéines de surface renferme la protéine de capside complexée au
génome a ARN monocaténaire non segmenté de polarité positive, 'ensemble formant la

nucléocapside de symétrie hélicoidale.

Protéine de spicule
= spike (S)

Génome ARN

Protéine de nucléocapside (N)

<—— Protéine de membrane (M)

Protéine d’enveloppe (E)

Figure 1 : Structure du SARS-CoV-2.
D’aprés Zhou et al., Anim Dis, 2021 (4).

1. Génome

Le génome des coronavirus de prés de 30000 paires de nucléotides est de taille
particulierement grande comparativement aux autres virus a ARN impliquées en pathologie
humaine. Les deux tiers situés en 5’ de la séquence du génome du SARS-CoV-2 comportent
deux importants cadres ouverts de lecture (open reading frame, ORF) appelés ORFla et
ORF1b et traduits en deux polyprotéines, ppla et pplab par décalage de phase de lecture de

1 acide aminé. Ces polyprotéines sont ensuite auto-protéolysées en 16 protéines non
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structurales (nspl1-16) formant un vaste complexe de transcription et de réplication (RTC)
centré par 'ARN polymérase ARN-dépendante (RARp). Le tiers restant du génome en 3’ est
traduit en plusieurs protéines a partir d’ARN subgénomiques synthétisés par le RTC. Ceux-Ci
codent quatre protéines structurales, a savoir les protéines de spicule (spike, S), de membrane

(M), de nucléocapside (N) et d’enveloppe (E), ainsi que onze protéines accessoires (3a, 3b,

3c, 3d, 6, 7a, 7b, 8, 9b, 9c, 10) (6).
5 Génome du SARS-CoV-2 (pb) 3
| |
5000 10000 15000 20000 25000
ORF1la ORF1b
( [ J
| | 1 S E N
! ! { ] . )
1 | 1
f9b
: I : . °'“" owbo";rfsc
I NSP7 NSP11] I
" NsP2 NSP4 NSP6 NSP9 | - ll I
orf3d orf7s | orf10
pd NSpa NSpe NSP8 RET NSP13 NSP15 | orf3b orfg
orf3c
NSP12 NSP14 NSP16
Protéines non structurales Protéines accessoires

Figure 2 : Protéines exprimées a partir du génome du SARS-CoV-2.
D’aprés Redondo et al., Front. Immunol., 2021 (6).

2. Protéines structurales et accessoires

La protéine S, d’'une taille de 180-200 kDa et trés fortement glycosylée, est présente sous
forme homotrimérique a la surface des virions et permet I'entrée du virus dans les cellules
cibles de I'hdte apres attachement aux récepteurs cellulaires, principalement 'enzyme de
conversion de [langiotensine de type 2 (ACE2, angiotensin-converting enzyme 2)
membranaire. La seconde protéine structurale, la protéine E, est de petite taille (8-12 kDa
acides aminés) et représente la moins abondante des protéines enchassées dans I'enveloppe
virale, car I'essentiel de la quantité produite reste intracellulaire au niveau du réticulum

endoplasmique (RE) et de I'appareil de Golgi. Cette protéine polyfonctionnelle joue un réle
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important dans I'assemblage, le bourgeonnement et la libération des particules virales, en
particulier via une activité de canal ionique (7,8). La protéine M, de 25 a 35 kDa, est quant a
elle la plus abondante des protéines associées a I'enveloppe, dans laquelle elle est enchassée
via trois domaines transmembranaires. Elle participe a la morphogénese des particules virales
et a leur assemblage, notamment en favorisant la courbure membranaire, en régulant la
localisation cellulaire et la maturation de la protéine S au cours du cycle viral, et en
interagissant avec toutes les protéines structurales virales (8,9). Enfin, la protéine N associée
a ’ARN génomique est la protéine la plus abondante des coronavirus et sa séquence est bien
conservee. Cette phosphoprotéine de 43-50 kDa hautement immunogene est impliquée dans
I'encapsidation du génome viral, la modulation des voies de signalisation cellulaire, ainsi que
dans la réplication et la transcription du génome en interagissant étroitement avec le NTC et
en particulier avec la protéine nsp3 (10-12). Les protéines accessoires ne sont pas
indispensables a la réplication du virus en culture cellulaire in vitro mais semblent jouer un role
important dans sa pathogénése, tel que le suggére la sélection positive de mutations de
protéines accessoires dés le début de l'histoire évolutive du SARS-CoV-2 et au sein des
séquences de variants préoccupants (VOC, Variants of Concern) en circulation (6,13). Bien
que leurs rdles ne soient pas encore complétement établis, ces protéines participent a
I'échappement du virus au systéme immunitaire, en particulier en freinant la production et en
inhibant les voies de signalisation des interférons (IFN) de type | (ORF3b, ORF6, ORF7a,
ORF8 or ORF9b), 'une des premiéres lignes de défense immunitaire contre les infections
virales (6,14). Elles peuvent également perturber des mécanismes cellulaires tels que
'autophagie ou I'apoptose (ORF3a, ORF8), ou encore avoir un effet pro-inflammatoire en
favorisant I'activation de linflammasome (ORF3a, ORF9b) et la sécrétion de cytokines

(ORF3a, ORF7a, ORF8) (6,15).
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C. Cycle de réplication

1. Entrée virale

L’entrée du virus regroupe toutes les étapes allant de son contact avec la cellule héte jusqu’a
la libération de son génome a l'intérieur de la cellule. Cette premiére étape du cycle viral du
SARS-CoV-2 est médiée par la protéine S via sa liaison spécifique aux récepteurs cellulaires,
principalement 'ACE2, puis via son clivage par des protéases de I'hbte telles que la protéase
sérine transmembranaire 2 (TMPRSS2) ou la furine. Du fait de cette fonction centrale et
indispensable a Tlinfection, la protéine S représente une cible privilégiée du systeme

immunitaire et des stratégies prophylactiques et thérapeutiques contre le COVID-19.

1.1. Structure de la protéine S
D’une taille de 180-200 kDa, la protéine S correspond a une glycoprotéine car elle est
recouverte de molécules de polysaccharides qui la dissimulent partiellement face au systeme
immunitaire de I’'h6te (16). Sous forme de trimére a la surface des particules virales, elle adopte
de base une conformation métastable appelée « pré-fusion ». L’interaction avec la cellule hote
entraine des réarrangements structuraux de la protéine S conduisant a une conformation
« post-fusion » permettant la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane cellulaire. La
structure particuliere de cette protéine implique plusieurs domaines impliqués dans ce

processus.

La protéine S comporte 1273 acides aminés, dont les 13 premiers correspondent a un peptide

signal clivé au niveau du RE. Elle est formée de deux sous-unités fonctionnelles :

- La sous-unité S1 (résidus 14 & 685) est responsable de la liaison au récepteur
cellulaire. Elle comprend un exodomaine N-terminal (NTD), le domaine de liaison au
récepteur (RBD, receptor binding domain) (résidus 319-541), et deux domaines C-
terminaux (CT1 et CT2).

- La sous-unité S2 (résidus 686 a 1273) est quant a elle nécessaire a la fusion de

I'enveloppe virale avec la membrane de la cellule. Elle se compose d’un peptide de
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fusion d’environ 20 acides aminés, de deux heptapeptides de séquence répétée (HR1

et HR2), d’'un domaine transmembranaire (TM) et d'un endodomaine C-terminal (17).

En termes de structure conformationnelle, la sous-unité S1 constitue la partie externe de la
protéine S dont la pointe est formée par le RBD. Elle s’enroule autour de la forme pré-fusion
de la sous-unité S2 qui ancre 'ensemble dans I'enveloppe virale. La région RBD oscille entre
deux conformations distinctes, ouverte vers le haut («up ») ou refermée vers le bas
(« down »). En position basse, linteraction du RBD avec 'ACE2 est empéchée par
encombrement stérique. Seule la conformation transitoire haute permet l'interaction de la
protéine S avec le domaine peptidase N-terminal du récepteur ACE2, via le motif de liaison au
récepteur (RBM, receptor binding motif) au sein de la RBD (18). L’interface entre ces deux
protéines se compose de trois zones de contact (CR1 CR2 et CR3) impliquant principalement
des liaisons hydrogénes, des liaisons ioniques et des interactions hydrophobes (19-21), mais
faisant également intervenir les glycanes de I'ACE2 et de la protéine S (22—-25). Le RBD et le
NTD sont les deux principales cibles de la grande majorité des anticorps neutralisants contre

le SARS-CoV-2 (26).

(A)

down
RBDI

(©) NTD RBD FP HR1  HR2

S1 S2

Figure 3 : Structure de la protéine de spicule (S).

(A) : Vue de cété (a gauche) et de haut (a droite) d’'un trimere de protéine S avec les trois RBD
(en gris, vert foncé et violet) en position basse (« down »). (B) : Vue de c06té (a gauche) et de
haut (a droite) d’un trimére de protéine S avec un des trois RBD (en gris) en position haute
(« up »). (C) : Schéma d’organisation de la protéine S.

D’aprés Mittal et al., Plos Pathogens, 2022 (27).
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Suite a l'attachement du SARS-CoV-2 a son récepteur, I'action de protéases cellulaires est
nécessaire pour exposer la sous-unité S2 en libérant S1, et modifier sa conformation vers une
forme post-fusion. La protéine S comporte deux sites majeurs de clivage par les protéases de

I'néte dont I'action est nécessaire a I'entrée virale (28).

Le premier site se situe a la jonction entre les sous-unités S1 et S2. Ce site polybasique de
clivage par la furine est une particularit¢ du SARS-CoV-2, partagée avec d’autres virus
pathogénes comme le VIH, les virus H5 et H7 de la grippe aviaire ou encore certains
coronavirus humains (HCoV-HKU1, HCoV-OC43, MERS-CoV), mais absente chez le SARS-
CoV et les autres coronavirus du genre Sarbecovirus (29). Bien que la furine puisse cliver la
jonction S1/S2 a la surface de la cellule aprés attachement du virus a 'ACE2, ce clivage
intervient généralement dés la biosynthése virale dans le réseau transgolgien, ce qui favorise
la conformation ouverte du RBD et facilite ainsi la fixation des virions au récepteur ACE2 et
I'entrée virale (30,31). Les deux sous-unités S1 et S2 restent cependant liées entre elles sous
forme trimérique par des liaisons non covalentes jusqu’a I'attachement a une cellule héte. Ce
clivage précoce induisait néanmoins une instabilité pour la souche originale de Wuhan, avec
un risque de perte prématurée de S1 par la particule virale avant sa fixation au récepteur
cellulaire. Ceci a été rapidement compensé par la mutation D614G de la souche ancestrale
responsable de la premiére vague en Europe, qui stabilise l'interaction entre les deux sous-
unités. L'expression quasi ubiquitaire de protéases furine-like chez 'Homme pourrait expliquer

en partie la contagiosité accrue du SARS-CoV-2 par rapport au SARS-CoV (32,33).

Un second site de clivage appelé S2’ se situe a I'extrémité N-terminale de la sous-unité S2.
Son clivage est nécessaire pour éliminer une courte séquence protéique et exposer le peptide
de fusion, permettant ainsi la fusion de I'enveloppe virale avec la membrane de la cellule héte.
Ce site S2’ peut étre clivé principalement par la protéase serine transmembranaire de type 2
(TMPRSS2) apres fixation du virus a son récepteur en cas d’entrée virale par fusion, ou par

des cathepsines endosomales en cas d’endocytose virale (28,34).
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Figure 4 : Sites de clivage protéolytique de la glycoprotéine S.
D’apres Chitsike et al., Virology Journal, 2021 (35).

1.2. Récepteurs et tropisme cellulaire
Le SARS-CoV-2 entre dans les cellules hétes principalement par le récepteur ACE2, avec une
affinité 10 a 20 fois plus importante que le SARS-CoV qui utilise également ce récepteur
(20,36). Cette métalloenzyme membranaire, dont le réle est majeur dans la régulation de la
pression artérielle et de la fonction cardiaque, est largement exprimée par différentes cellules
de l'organisme humain, ce qui détermine le large tropisme cellulaire du SARS-CoV-2. Le site
de fixation du SARS-CoV-2 sur 'ACE2 est bien distinct de son site catalytique, les traitements
thérapeutiques anti-hypertenseurs ciblant TACE2 n’ont donc aucun effet sur I'attachement du
virus (37-39). Au début de linfection, le SARS-CoV-2 péneétre par les voies aériennes
supérieures, ou le récepteur ACE2 est richement exprimé a la surface des cellules de
I'épithélium nasal, comprenant les cellules sécrétrices de mucus (cellules en gobelet) et les
cellules nasales ciliées (40,41). Au cours de l'infection, le virus se propage dans le tractus
respiratoire vers les bronches et bronchioles en infectant majoritairement les cellules
épithéliales bronchiques ciliées et les cellules sécrétoires non ciliées (cellules Club), pour enfin
atteindre les poumons (41). Dans les alvéoles pulmonaires, 'ACE2 est principalement
exprimée a la surface des pneumocytes de type 2 (42). Ces cellules produisent le surfactant
nécessaire au maintien de la structure des alvéoles et possedent une grande capacité de
synthése protéique avec un RE et un appareil de Golgi trés développés. D’autres types
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cellulaires expriment également 'ACE2 au sein des alvéoles pulmonaires, a savoir les
macrophages alvéolaires et les cellules endothéliales (41,43). L’expression de 'ACE2 décroit
graduellement du haut vers le bas du tractus respiratoire, la réplication du SARS-CoV-2 étant
donc la plus active au niveau de I'épithélium nasal et notamment de la muqueuse olfactive

(44-46).
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Figure 5 : Expression du récepteur ACE2 au niveau du tractus respiratoire.

Sur la gauche, illustration de la localisation anatomique des différents types de cellules
épithéliales dans la région nasale, au niveau du tractus respiratoire bas et du parenchyme
pulmonaire. Sur la droite, données d’expression du récepteur ACE2 (analyses réalisées a
partir du jeu de données de séquencage d’ARN de Vieira Braga et al., Nat Med, 2019). La
taille des points représente le pourcentage de cellules exprimant ’ACE2 et la couleur le niveau
d’expression moyen au sein d’un type cellulaire donné.

D’apres Sungnak et al., Nat Med, 2020 (40).
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Par ailleurs, 'ACE2 est également exprimée dans l'intestin gréle, 'endothélium vasculaire, la
cornée, le tissu adipeux, les reins, le cceur, la thyroide, mais aussi le colon, le foie, les
neurones, les testicules et la vessie (40). L’expression de 'ACE2 a la surface des cellules est
accrue chez les patients atteints de COVID-19, probablement du fait que ce géne soit
inductible par l'interféron sécrété par les cellules de la réponse immunitaire innée en réponse
a l'infection (47). Cependant, une étude récente rapporte que cette expression induite par
l'interféron génére des isoformes tronquées d’ACE2 ne permettant plus la liaison du SARS-
CoV-2 (48). Par ailleurs, I'hypothése a été avancée que le risque accru de COVID-19 sévére
chez certains patients pourrait s’expliquer par des différences de niveau d’expression d’ACE2.
Cependant, la littérature reste ambigué et parfois contradictoire sur ce sujet, que ce soit au

sujet de I'age (49-53), du sexe masculin (51-53) ou encore des fumeurs (52-56).

En dehors de 'ACE2, d’autres protéines membranaires ont récemment été décrites comme
favorisant l'infection en coopération avec 'ACE2 (récepteurs auxiliaires ou cofacteurs) ou
comme récepteurs cellulaires alternatifs de la protéine S. Ainsi, 'attachement du SARS-CoV-2
a 'ACE2 est facilité par les héparanes sulfates a la surface cellulaire qui interagissent avec la
région RBD de la protéine S et favorisent sa conformation ouverte (18,57). De méme, la sous-
unité S1 de la protéine S peut se lier aux lipoprotéines de haute densité (HDL). Celles-ci sont
ensuite capturées par leurs récepteurs scavenger de classe B type 1 (SRB1), qui facilitent
ainsi I'entrée virale dépendante du récepteur ACE2 en augmentant I'attachement cellulaire du
SARS-CoV-2 (58). Par ailleurs, le clivage de la protéine S a l'interface entre S1 et S2 par la
furine crée sur S1 une séquence peptidique C-terminale a motif polybasigue (RRAR) appelé
CendR (C-end rule), qui permet sa liaison a la neuropiline-1. Ce co-récepteur membranaire
est exprimé abondamment dans I'épithélium olfactif et respiratoire et agit comme un médiateur
de I'h6te qui potentialise linfectivité¢ du SARS-CoV-2 en collaboration avec I'ACE2 et
TMPRSS2. En effet, la liaison de la séquence RRAR a la neuropiline-1 favorise la suppression
de la sous-unité S1 et ainsi I'exposition du site de clivage S2’, ce qui facilite I'entrée virale

apres attachement a la membrane cellulaire (59,60). Enfin, une augmentation de I'entrée virale
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a également été décrite via I'attachement du SARS-CoV-2 au CD147, a la protéine GRP78, a
certaines lectines de type C (L-SIGN, DC-SIGN) ou encore au récepteur tyrosine kinase AXL,

ce dernier se liant au NTD de la protéine S (37,61-63).

1.3. Voies d’internalisation dans la cellule héte
Apres le clivage entre S1 et S2 par la furine et I'attachement du RBD a 'ACE2, la dissociation
de S1 démasque la sous-unité S2 et ouvre la voie au second clivage protéasique au niveau
de S2’. Celui-ci détermine le mode d’entrée du SARS-CoV-2 dans sa cellule héte, selon qu'il
soit réalisé par TMPRSS2 a la surface de la cellule en cas d’internalisation par fusion, ou par
des cathepsines endosomales en cas d’endocytose virale (28,34). Le SARS-CoV-2 pénétre
principalement dans ses cellules hbétes par fusion avec la membrane plasmique cellulaire suite
a l'action de TMPRSS2, a I'exception du variant omicron qui privilégie la voie d’endocytose.
La protéase TMPRSS2 est abondamment exprimée par de nombreux type cellulaires du
tractus respiratoire : 28 % des cellules en gobelet (vs. 4 % pour 'ACE2) et 30 % des
pneumocytes de type Il (vs. 7 % pour 'ACE2), faisant de I'expression du récepteur ACE2 le
principal facteur limitant de l'infectivité des cellules hotes (45). Néanmoins, si la cellule héte
n’exprime par TMPRSS2 a sa surface ou si le complexe virus-ACE2 ne rentre pas au contact
de cette protéase, le SARS-CoV-2 lié a 'ACE2 peut entrer dans la cellule par une voie plus
lente, via son internalisation par endocytose dans une vésicule recouverte de clathrines. La
fusion entre I'enveloppe virale et la membrane endosomale fait alors intervenir l'activité
protéase des cathepsines B et L. Dans les deux cas, le clivage de S2’ entraine une transition
fusogéne de la sous-unité S2 d’'une forme métastable « pré-fusion » vers une structure stable
« post-fusion » avec d’'importants changements conformationnels. En effet, le clivage de S2’
permet I'exposition du peptide de fusion et son insertion dans la membrane de la cellule héte
(cellulaire ou endosomale), projeté via le dépliement de HR1 en longue spirale (hélice
trimérique). Le repliement de HR2 qui s’ensuit pour s’associer a cette spirale forme une
structure caractéristique de faisceau a six hélices (6-HB) qui rapproche le domaine

transmembranaire de S2 ancré dans I'enveloppe virale et le peptide de fusion inséré dans la
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membrane cellulaire. Ces deux bicouches lipidiques fusionnent, formant un pore qui permet

I'entrée de la nucléocapside virale dans le cytoplasme cellulaire.
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Figure 6 : Etapes de I'internalisation virale dans la cellule héte par fusion.

La protéine S se lie a 'ACE-2, puis son clivage par la protéase TMPRSS2 permet l'insertion
du peptide de fusion de S2 dans la membrane cellulaire. Le rapprochement de HR1 et HR2
au sein de S2 forme un faisceau a six hélices (six-helix bundle, 6-HB) rapprochant les
membranes et permettant leur fusion.

D’aprés Zhang et al., Sig Transduct Target Ther, 2021 (18).

2. Réplication et expression des genes viraux

Suite au relargage de la nucléocapside dans le cytosol, TARN génomique viral libéré est
directement traduit par les ribosomes cellulaires en deux polyprotéines ppla et pplab a partir
de ORF1la et ORF1b (64). Celles-ci sont ensuite clivées par deux cystéine-protéases codées
par nsp3 (protéase de type papaine) et nsp5 (protéase de type chymotrypsine) en 16 protéines
non structurales. La libération précoce de nspl permet de recruter la machinerie de la cellule
héte pour la traduction des protéines virales, et les protéines nsp2 a nspl6 composent le
complexe de réplication et de traduction (RTC). Au sein de ce complexe, la synthése de 'ARN
viral est réalisée par nspl2, une ARN-polymérase ARN-dépendante (RdRp), tandis que la
nsp14 posséde une activité d’exonucléase 3-5 conférant une activité de relecture et

correction des erreurs de réplication propre aux coronavirus parmi les virus & génome ARN.
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Le RTC s’assemble dans des organelles de réplication formées sous I'action des protéines
virales nsp3, nsp4 et nsp6 qui détournent et remodelent la membrane du RE cellulaire. Ces
structures particulieres forment un réseau interconnecté de vésicules a double membrane
(DMVs) qui concentrent les éléments viraux et cellulaires nécessaires a la réplication du virus

tout en les protégeant des défenses intracellulaires de I'hGte (65).

Au sein de ces DMVs, le RTC permet de synthétiser des ARN complets de polarité négative
a partir de 'ARN génomique, servant a leur tour de matrice pour la synthése de nouveaux
ARN génomiques qui seront encapsidés dans les nouvelles particules virales. D’autre part, le
RTC synthétise également de petits brins d’ARN anti-sens de tailles différentes appelés ARN
sous-génomiques, nécessaires a la production des protéines structurales et accessoires.
Cette synthése est réalisée par un phénomene de transcription discontinue unique, qui
consiste en une synthése d’ARN 5’ et 3’ co-terminaux « nichés » (d’ou le nom de 'ordre des
« Nidovirales » auquel appartient le SARS-CoV-2) avec la fusion de séquences non contigués
(64,66). Pour cela, durant la synthése de ces ARN sous-génomigues de polarité négative a
partir de 'extrémité 3’ de 'ARN génomique, le RTC s’interrompt lorsqu’il rencontre 'une des
séquences de régulation de la transcription (TRS) qui se situent en 5’ des différents ORFs. Le
nouveau transcrit se détache puis s’apparie a sa séquence complémentaire TRS localisée a
environ 70 nucléotides de I'extrémité 5 de 'ARN génomique, et la synthése d’ARN reprend
pour copier la séquence terminale « leader » en 5. Les ARN sous-génomiques formés sont
transcrits en ARN messagers de polarité positive. Seul le premier ORF en 5’ de chaque ARN
messager (absent des ARN sous-génomique de plus petite taille) sera traduit en protéine
structurale ou accessoire. Ce mécanisme complexe permet au virus de maximiser son
expression protéique via I'amplification d’ARN lors de la synthése d’ARN sous-génomiques de
polarité négative puis positive. De plus, les ARN messagers produits sont protégés de l'activité
endonucléasique de nspl grace a la courte séquence « leader » présente dans tous les ARN
sous-génomiques, ce qui favorise leur accumulation et donc la production de protéines virales

pendant l'infection (67).
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Figure 7 : Mécanisme de réplication et de transcription discontinue des coronavirus.

a. Synthése d’ARN complet de polarité négative servant de matrice pour la synthése de
nouveaux ARN génomique de polarité positive (réplication). b. Début de synthése des ARN
sous-génomiques de polarité négative a partir de I'extrémité 3’ et interruption a la rencontre
d’'une TRS (séquence de régulation de la transcription). c. Appariement du nouvel ARN formé
a la TRS adjacente a la séquence leader. d. Poursuite de la transcription jusqu’a I'extrémité
5’. e. Synthése d’ARN messager a partir de 'ARN sous-génomique, qui permettra la traduction
du premier ORF en 5’ en protéine structurale ou accessoire.

D’apres Perlman et al., Nature Reviews, 2009 (66).

3. Assemblage et libération des particules virales

Une fois synthétisées, les protéines structurales s’associent a la membrane du RE et transitent
vers le compartiment intermédiaire entre RE et appareil de Golgi (ERGIC) en subissant des
modifications post-traductionnelles, notamment une importante glycosylation pour la protéine
S. A ce niveau, la protéine N se fixe aux ARN génomiques nouvellement formés pour former
la nucléocapside. Celle-ci s’assemble avec les autres protéines structurales (M, E et S), avec
un role central joué par la protéine M via ses interactions avec les autres protéines. Enfin, les
nouvelles particules virales formées bourgeonnent et suivent la voie cellulaire de sécrétion au
sein de vésicules via le réseau transgolgien. Lors de cette derniére étape, la protéine S peut
étre clivée entre S1 et S2 par la furine (S1 et S2 restant associées par des liaisons non

covalentes), avant la libération des virions dans le milieu extérieur par exocytose (68).
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D’aprés Hidalgo et al., npj Vaccines, 2021 (65).
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D. Variabilité génétique et variants du SARS-CoV-2

1. Mécanismes de variabilité génétique

Comme pour I'ensemble des autres virus, le génome du SARS-CoV-2 est systématiquement
soumis a des mutations ponctuelles aléatoires qui sont le fruit d’erreur de la polymérase virale
lors de sa réplication. Ces mutations peuvent rester sans conséquence, soit en n’entrainant
aucun changement d’acide aminé (mutations silencieuses), soit en induisant la production d’'un
génome défectueux non productif ou éliminé sous pression sélective. En revanche, d’autres
mutations peuvent conférer un avantage sélectif au virus avec un impact sur son infectiosite,
sa pathogénése ou sur les interactions avec le systéme immunitaire de I'héte, conduisant a
I'émergence de variants du SARS-CoV-2. De maniére générale, les mutations surviennent
plus fréquemment pour les virus a ARN (10“ a 10 par nucléotide et par cycle) que les virus
a ADN (10°a 10°® par nucléotide et par cycle), car la RdRp codée par leur génome ne dispose
pas d’activité de correction des erreurs (69). Ceci explique que la majorité des virus a ARN
aient un génome de moins de 10 000 paires de bases : un génome trop long accumulerait trop

de mutations pour permettre I'accomplissement efficace de cycles de réplication répétés.

Néanmoins, les coronavirus dont fait partie le SARS-CoV-2 font exception. Leur génome est
de grande taille (environ 30 000 paires de base), mais code une exoribonucléase (nspl14) avec
une activité de relecture et de correction des erreurs. Ainsi, le taux de mutation du SARS-CoV-
2 est estimé a environ 3x10° par nucléotide (nt) et par cycle (vs. par exemple 3x10° pour le
virus de la grippe), par analogie avec le virus de I'hépatite murine (MHV), également membre
des B-CoV (70). Chez ce dernier, I'inactivation de 'activité exonucléase augmente de 15 fois
le taux de mutations, sans données similaires disponibles a ce jour pour le SARS-CoV-2 (71).
Cependant, I'impact réel de cette activité exonucléasique sur la diversité génétique du SARS-
CoV-2 a I'échelle épidémiologique n’est aujourd’hui pas établi, d’autant plus qu’'une personne
infectée produit typiquement un total de 3x10° a 3x10* particules virales au cours d’'une

infection (72).
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Par ailleurs, d’autres mécanismes interviennent dans I'’évolution du génome du SARS-CoV-2.
Ainsi, certaines mutations ponctuelles sont le résultat de I'action directe d’enzymes cellulaires
induites par l'interféron et qui participent a 'immunité innée antivirale par effet mutagéne, telles
que les adénosine désaminases (ADAR) et les cytidine désaminases de la famille des
APOBEC (73). Ce processus explique la surreprésentation des mutations de cytidine en
uracile observées au cours de ['évolution du SARS-CoV-2 (74). Les phénoménes de
recombinaison génétique entre souches participent également a la diversité génétique du
SARS-CoV-2, lors de co-infections avec des souches de séquences distinctes. Bien que
difficiles a détecter, ces événements ont été mis en évidence par analyse de séquences du
SARS-CoV-2 (75-79). Plus globalement, les échanges de matériel génétique par
recombinaison entre souches sont courants au sein des coronavirus et ont fortement contribué

a leur évolution, notamment en favorisant le franchissement de barriére d’espéce (80,81).

Dans le contexte de la pandémie explosive de COVID-19 avec une circulation virale intense,
le taux d’évolution du SARS-CoV-2 (variation des séguences consensus au cours du temps)
est estimé a environ 1,1x10° mutations/nt et par an, correspondant donc a I'accumulation
d’environ 2 nouvelles mutations par mois (82). Ce taux d’évolution prend en compte I'ensemble
des modifications de séquences ainsi que l'intensité de la circulation virale et I'effet de la
pression sélective exercée sur les nouvelles souches créées. Cette vitesse d’évolution est du
méme ordre que celles d’autres virus a ARN en circulation tels que le virus de la grippe A
(1,8x10%/nt et par an) ou I'entérovirus 71 (3,4x103/nt et par an), mais se situe tout de méme
dans la tranche basse du fait de l'activité de la nsp14 (83). Cependant, une évolution virale
accélérée intra-hdte est possible en cas dinfection persistante chez des patients
immunodéprimés, avec des mutations sélectionnées principalement au sein du géne de la
protéine S et du RBD sous la pression immunitaire exercée sur le SARS-CoV-2 (84-87). Ce
processus a probablement joué un réle important dans I'émergence des variants impliqués
dans la pandémie, au vu de la vitesse importante d’apparition concomitante de leurs mutations

et de la localisation préférentielle de ces mutations dans le géne de la protéine S (88,89).
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2. Variants du SARS-CoV-2

Depuis le début de la pandémie, 'ensemble de ces processus ont conduit a 'émergence de

multiples variants du SARS-CoV-2 en comparaison de la souche ancestrale de référence
séquencée a Wuhan en Chine en janvier 2020 (90).

Tres tét, la substitution de I'aspartate par une glycine en position 614 (mutation D614G) de la
protéine S est apparue, puis elle s’est rapidement répandue pour finalement totalement

supplanter la souche ancestrale (91). Cette mutation était ainsi déja largement majoritaire en
France lors de la premiére vague épidémique survenue en mars 2020. Située au niveau
C-terminal de la sous-unité S1, elle modifie la conformation de la protéine S en favorisant la

position ouverte pouvant se lier a TACE2, ce qui potentialise donc linfectivité des souches
virales sans impact sur leur antigénicité (92).
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Figure 9 : Impact de la mutation D614G sur la conformation du RBD de la protéine S.
D’aprés Yurkovetskiy et al., Nature, 2020 (92).
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Par la suite, plusieurs mutations adaptatives associées a un avantage sélectif important pour
le virus ont émergé, parfois indépendamment au sein de différentes lignées par un phénomeéne
de convergence évolutive. Certaines de ces mutations de la protéine S conferent une
transmissibilité accrue au SARS-CoV-2. Ainsi, les mutations N501Y et L452R situées au
niveau du RBD augmentent I'affinité de la protéine S pour le récepteur cellulaire ACE2, par un
facteur d’environ 10 pour la premiéere et de 1,4 pour la seconde, facilitant I'infection de I'héte
(93-95). La mutation T478K peut également favoriser la liaison du virus a son récepteur en
modifiant les interactions électrostatiques entre le RBD et TACE2 (96). Une mutation de type
P681H/R située en amont du site de clivage par la furine améliore quant a elle le potentiel
fusogéne de la protéine S, mais sans conséquences fonctionnelles significatives observées in
vitro sur I'entrée virale ou la diffusion tissulaire (97,98). Enfin, la délétion 69-70 augmente
indirectement l'infectivité du virus, notamment en augmentant l'incorporation de la protéine S

a la surface des particules virales (99).

Par ailleurs, certaines mutations au niveau du RBD, dont principalement les mutations
E484K/Q, L452R, et K417N/T, favorisent I'échappement partiel du virus au systéme
immunitaire et en particulier aux anticorps neutralisants (100,101). Les mutations E484K et
L452R augmentent également I'affinité pour le récepteur ACE2, ce qui souligne que certaines
mutations peuvent combiner plusieurs avantages sélectifs. De plus, la délétion A69-70 ainsi
que d’autres délétions portant sur le NTD peuvent également entrainer un défaut de
neutralisation par les anticorps qui ciblent cette région de la protéine S (102). Enfin, la
combinaison de plusieurs mutations peut conduire a un effet de compensation et d’addition de
leurs effets sur la transmissibilité et 'échappement viral par un phénoméne d’épistasie. La
mutation K417N en est un exemple : cette mutation isolée entraine une perte de capacité de
liaison a 'ACE2 de l'ordre de 3 fois en comparaison de la souche sauvage par perte d’une
liaison ionique, mais sa combinaison avec les mutations N501Y et E484K permet de voir cette
capacité de liaison a l'inverse accrue tout en étant associée a un échappement aux anticorps

(95,103).
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L’émergence de ces mutations et des variants qui les portent est surveillée de pres dans le
monde depuis le début de la pandémie, notamment via le dép6t de séquences dans des bases
de données en accés public telles que la base internationale GISAID (Global Initiative on
Sharing Avian Influenza Data) initialement créée pour collecter les données de séquencgage
du virus de la grippe. Au niveau national, des enquétes « Flash » hebdomadaires consistant
a séquencer aléatoirement des prélevements positifs pour le SARS-CoV-2 ont pour objectif de

dresser une cartographie des souches de SARS-CoV-2 circulant en France.

Le séquengage regulier des souches virales cliniques a ainsi révelé 'émergence de plusieurs
variants a travers le monde, qualifies « d’intérét » ou « préoccupants » par I'Organisation

Mondiale de la Santé :

- Un variant d’intérét ou a suivre (VOI pour Variant of Interest) est « associé a des
mutations modifiant I'épidémiologie, I'antigénicité ou la virulence, ou entrainant des
effets négatifs sur les diagnostics, les vaccins, les traitements ou les mesures de santé
publique »

- Un variant préoccupant (VOC pour Variant of Concern) correspond a un variant
d’intérét qui remplit des criteres supplémentaires : il est également « associé a un ou
plusieurs changements augmentant la transmissibilité ou modifiant de maniére
préjudiciable I'épidémiologie de la COVID-19, ou augmentant la virulence ou modifiant
la présentation clinique de la maladie, ou encore diminuant I'efficacité des mesures de
santé publique et sociales ou des outils de diagnostic, des vaccins et des traitements

disponibles »

Plusieurs systemes de dénomination de ces variants co-existent, basés sur les systemes de
nomenclature établis par GISAID, Nextstrain (classification avec I'année et une lettre) et Pango
(identification du lignage). Néanmoins, ces systémes sont relativement complexes et évoluent
avec le temps. Pour faciliter les échanges et les débats publics avec un systéme accessible
sans risque de confusion, une dénomination internationale basée sur I'alphabet grec a été
définie par 'OMS.
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Depuis le début de la pandémie, cing variants ont été catégorisés comme préoccupants :

- Variant Alpha (B.1.1.7, ou 201/501Y.V1)

Ce variant s’est rapidement propagé en France aprés son émergence fin 2020 au Royaume-
Uni et est devenu majoritaire en France en mars 2021. Il porte 23 mutations au total, dont 8
nouvelles mutations au niveau du géne codant la protéine S outre la D614G (104). Les
modifications génétiques caractéristiques de ce variant sont la délétion A69-70 dans le NTD
et les mutations N501Y dans le RBD et P681H au niveau du site de clivage par la furine.
Celles-ci lui conférent d’une part une affinité pour le récepteur ACE2 multipliée par 7 a 10 avec
un pouvoir de transmission accru de 1,4 a 1,9 fois (105-107), et d’autre part un potentiel
fusogéne accru a l'origine d’une sévérité plus importante avec 1,7 fois plus d’hospitalisations
(108,109). Le pouvoir neutralisant des anticorps développés aprés infection ou vaccination est
quant & lui conservé face a ce variant (110,111). Cependant, au cours de la pandémie,
certaines souches de cette lignée ont acquis la mutation supplémentaire d’échappement
E484K (201/484K) ou moins fréquemment E484Q (201/484Q), mais leur circulation est restée
trés limitée en France en comparaison du variant alpha classique et du variant beta jusqu’a

I'émergence du variant delta en juin 2021.

- Variant Beta (B.1.351, ou 20H/501Y.V2)

Détecté pour la premiére fois en Afrique du Sud en mai 2020, ce variant y est devenu
majoritaire fin 2020 et s’est répandu sur 'ensemble des continents, mais restant largement
minoritaire derriére le variant alpha en Europe. Outre la mutation D614G, il porte neuf
mutations au niveau du géne codant la protéine S, dont trois sont localisées dans des sites
clés du RBD pour la liaison a 'ACE2 : les mutations N501Y, E484K et K417N (112). Sa
transmissibilité est augmentée d’environ 50 % du fait d’'une affinité pour le récepteur ACE2
accrue (x2,7) (112), et il entraine davantage d’hospitalisations (x3,6) et de cas séveres par

rapport a la souche sauvage (108). De plus, 'avantage sélectif majeur de ce variant concerne
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sa capacité d’échapper en partie aux anticorps neutralisants produits apres infection ou

vaccination, principalement via I'effet conjoint des mutations E484K et K417N (110,113).
- Variant Gamma (P.1, ou 20J/501Y.V3)

Le variant gamma a initialement été mis en évidence en novembre 2020 au Brésil. Il porte 12
mutations de la protéine S, dont la D614G et les mutations clés K417T, E484K et N501Y, les
deux derniéres étant communes avec le variant beta. Ce variant a principalement circulé en
Amérique du Sud ou il est rapidement devenu maijoritaire jusqu’a la fin de I'été 2021, tandis
gu’il ne représentait que moins de 0,5 % des souches séquencées en France sur cette méme
période. Sa transmissibilité est multipliée par 1,4 a 2,6 en comparaison de la souche sauvage
selon les études (114,115), et il entraine une perte partielle du pouvoir neutralisant des
anticorps de facon comparable au variant beta (116—-118). Enfin, les études menées sur les
manifestations cliniques, les hospitalisations et les décés associés a ce variant sont limitées.
Une étude européenne rapporte un risque d’hospitalisation multiplié par 2,6 (108). De méme,
selon les données brésiliennes, le risque de déces aurait augmenté de 1,1 a 1,8 fois suite a
I’émergence du variant gamma, sans pouvoir distinguer la part imputable a la pression exercée

par la COVID-19 sur le systeme de soins (114).
- Variant Delta (B.1.617.2 et sous-lignages AY.*, ou 21A/1/J)

Le lignage B.1.617 englobe trois sous-lignages: B.1.617.1 (kappa), B.1.617.2 (delta) et
B.1.617.3 qui différent par quelques mutations ponctuelles. Le variant B.1.617.2 a émergé en
Inde en octobre 2020 et s’est rapidement répondu a travers le monde, avant d’étre classé
comme variant préoccupant en mai 2021 et de rapidement remplacer I'ensemble des
précédents variants. Devenu majoritaire en France en juillet 2021, il représentait plus de 99 %
des variants circulants a partir du mois d’aot 2021. Le variant delta comporte 11 mutations la
protéine S, dont les caractéristiques outre la D614G sont la L452R, T478K et la P681R, toutes
trois absentes des variants préoccupants précédents. A l'inverse, il s'agit du seul variant

préoccupant sans la mutation N501Y. Au cours de son évolution, la diversification génétique
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du variant delta a conduit a la définition de sous-lignages (AY*) et a la subdivision du clade
initial 21A en trois clades (21A, 211 et 21J), sans différences phénotypiques majeures décrites.
Au Royaume-Uni, la transmissibilité du variant delta a été estimée supérieure d’environ 60 %
a celle du variant alpha (97,119). De plus, ce variant est associé a un délai d'incubation plus
court et une charge virale 1000 fois plus importante que les souches ancestrales (120), ainsi
gu’une sévérité sensiblement plus importante (hospitalisation x1,5 a 1,8) que les variants alpha
et beta (121-123). Sa sensibilité aux anticorps de patients convalescents ou vaccinés est

altérée, mais dans une moindre mesure que les variants beta ou gamma (124-126).

- Variant Omicron (B.1.1.529, BA.*, ou 21K/L/M)

Le variant Omicron est le dernier VOC décrit a ce jour. Détecté pour la premiére fois au
Botswana puis en Afriqgue du Sud a la mi-novembre 2021, il a totalement remplacé le variant
delta suite a une diffusion extrémement rapide sur 'ensemble du globe. Ainsi, le variant
omicron représentait 9,4 % des séquences lors de I'enquéte Flash en France le 13/12/2021,
tandis que cette proportion atteignait déja plus de 90 % un mois plus tard (93,9 % le

10/01/2021) et plus de 99 % des séquences a partir du 31/01/2021 (Santé Publique France).
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Figure 10 : Evolution des proportions de variants du SARS-CoV-2 en France.
Enquétes hebdomadaires de séquencage aléatoire (données EMERGEN) (127).
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Le variant omicron initialement décrit possede plus de 60 mutations dans son génome en
comparaison de la souche ancestrale de Wuhan, dont plus de 30 substitutions nucléotidiques
de la protéine S, ainsi que 3 délétions et une insertion dans le NTD de cette protéine (128).
Au total, 15 mutations sont situées au niveau du RBD dont 11 sont localisées au sein du RBM

et 7 portent sur des acides aminés directement au contact de 'ACE2 (107,129).
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Figure 11 : Mutations des variants préoccupants du SARS-CoV-2 sur la protéine S.

Les mutations qui ne sont pas caractéristiques du lignage (mises en évidence uniquement
pour certaines souches) sont signalées par une astérisque.

D’apres Mittal et al., Plos Pathogens, 2022 (27).
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Suite a sa diversification génétique, le lignage B.1.1.529 parent (clade 21M) regroupant les

souches du variant omicron a été divisé en plusieurs sous-lignages :

- BA.1 (clade 21K), initialement majoritaire. Un sous-lignage de BA.1 a également été
défini, appelé BA.1.1 et caractérisé par mutation R346K.

- BA.2 (clade 21L) qui a progressivement pris le pas sur BA.1. Ce sous-lignage
représentait moins de 1 % des variants omicron séquencés en France début janvier
2022 et plus de 10 % a partir du 07 février. Un remplacement progressif entre les deux
sous-lignages a été observé dans toute I'Europe, révélant un avantage de BA.2 en
terme de transmission estimé a 30 % (130).

- BA.3, sous-lignage créé mi-décembre 2021 suite a sa détection principalement au
Royaume-Uni et en Afrique du Sud mais restant largement minoritaire.

- Enfin, les sous-lignages BA.4 (clade 22A) et BA.5 (clade 22B), détectés
majoritairement en Afriqgue du Sud, ont été trés récemment été catégorisés comme
variants d’intérét (VOI) par 'TECDC, bien qu’ils ne soient pour le moment pas associés

a une situation épidémiologique ou clinique préoccupante dans ce pays (131).

Il existe une forte variabilité génétique entre ces sous-lignages : les sous-lignages BA.1 et
BA.2 partagent 21 mutations de la protéine S en commun, mais hébergent 13 et 8 mutations
spécifiqgues supplémentaires, respectivement (132,133). La différence majeure entre les deux

sous-lignages concerne la délétion A69-70, présente chez BA.1 et absente chez BA.2.

Les sous-lignages BA.4 et BA.5 ressemblent au BA.2, mais possédent la délétion A69-70 et
des mutations caractéristiques supplémentaires (L452R, F486V et R493Q) dans la protéine S

a l'origine de leur surveillance particuliere.
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Figure 12 : Mutations communes et spécifiques présentes dans le géne de la protéine
S des sous-lignages BA.1 et BA.2 du variant omicron.

Les mutations communes de la protéine S sont indiquées en noir, et celles spécifiques des
sous-lignages BA.1 et BA.2 sont indiquées en orange et bleu respectivement.

D’aprés Yu et al., NEJM, 2022 (133).

La délétion A69-70, ainsi que plusieurs mutations de la protéine S communes a I'ensemble
des souches du variant omicron (dont notamment K417N, T478K, N501Y, D614G, et P681H),

sont partagées avec les variants préoccupants précédemment décrits (132).
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Figure 13 : Mutations clés dans la RBD intervenant dans la virulence et I’échappement
immunitaire des variants préoccupants du SARS-CoV-2.
D’aprés Mistry et al., Front. Immunol., 2022 (134).
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Malgré cette proximité génétique apparente, le variant omicron n’est pas issu de I'évolution
d'un de ces variants préoccupants, mais d’'un décrochage évolutif survenu aprés une

divergence des autres souches t6t en 2020 suivi d’'une évolution paralléle dans 'ombre (135).

Alpha®
o /

Beta

Figure 14 : Arbre phylogénétique positionnant le variant omicron par rapport aux
variants précédents.

Variants préoccupants (VOC) : alpha, beta, delta, gamma ; variants d’intérét (VOI) : epsilon,
lambda, mu.

Source : Site nexstrain.org (27 janvier 2022), arbre annoté par Dr Emma Hodcroft (Bern).

Enfin, un recombinant entre les sous-lignages AY.4 (delta) et BA.1 (omicron) nommé XD fait
actuellement l'objet d’'une surveillance clinique renforcée en France suite a sa mise en
évidence a partir de plusieurs échantillons cliniques au mois de février (127). De méme,
plusieurs recombinants entre BA.1 et BA.2 ont récemment été mis en évidence dans plusieurs

pays européens, vraisemblablement sans différences de propriétés virales (127).
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Le nombre et la nature des mutations du variant omicron a trés tot suscité une inquiétude sur
son potentiel de transmissibilité et d’échappement a la réponse immunitaire (136). La vitesse
de remplacement du variant delta par le variant omicron est effectivement en faveur d’une
transmissibilité nettement accrue pour ce dernier. Ainsi, une étude danoise rapporte un
nombre d’infections secondaires au sein de foyers multiplié par 3,2 avec le variant omicron
par rapport au variant delta sous des conditions épidémiologiques similaires (137), en
concordance avec les conclusions d’une autre étude menée en Afrique du Sud (138). De plus,
une étude de septembre 2021 prédisait déja qu'un variant portant la combinaison des
mutations N501Y, Q498R, S477N, et E484K (toutes présentes chez omicron) aurait une
affinité augmentée de 1000 fois pour le récepteur ACE2 : les trois premiéres mutations créent
de nouvelles liaisons aux extrémités de linterface entre le RBD et TACE2 et stabilisent le
complexe, tandis que la mutation E484K renforce encore cette interaction (139). Le variant
omicron porte également d’autres mutations connues pour augmenter la transmissibilité du
virus, dont notamment la D614G présente chez tous les autres variants préoccupants, et les
trois mutations H655Y, N679K, and P681H que 'on suppose faciliter le clivage entre S1 et S2
par la furine (140). Cependant, ce variant porte également d’autres mutations qui tendent
quant a elles a réduire l'affinité pour TACE2 (dont les mutations K417N, G446S, E484A,
Q493R, G496S, et Y505H) mais contribuent a son échappement a 'immunité humorale (140).
Une étude rapporte que l'affinité du variant omicron n’est in fine augmentée que de 2,4 fois
par rapport a la souche sauvage, ce qui est [égerement supérieur au variant delta mais bien

inférieur au variant alpha (x7-10) (141).

D’autres facteurs expliquent la nette supériorité du variant omicron sur le variant delta
observée du point de vue épidémiologique. Tout d’abord, ce variant infecte préférentiellement
les cellules des voies aériennes supérieures et les cellules bronchiques par rapport aux
cellules pulmonaires, contrairement au variant delta (142,143). Ce changement de tropisme
n'est pas associé a une charge virale plus élevée en comparaison du variant delta (144), mais

peut expliquer son délai d’incubation plus court, ce qui réduit I'intervalle sériel (temps entre
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deux contaminations) (145). De plus, le variant omicron privilégie I'entrée dans ses cellules
cibles par la voie endosomale plutét que par la voie dépendante de TMPRSS2. Il présente
donc une perte de capacité fusogéne et entraine moins de formation de syncitia cellulaires
(146,147). Ceci se traduit par une pathogénicité réduite entrainant une réduction du risque
d’hospitalisation estimée de 40 & 73 % selon les études (148-155) sans différence notable
entre BA.1 et BA.2, et une proportion accrue de cas asymptomatiques qui peuvent diffuser le
virus en restant non diagnostiqués (148,156). Enfin, le variant omicron a émergé dans un
contexte ou une partimportante de la population avait déja développé une immunité adaptative
contre le SARS-CoV-2 suite a une infection ou aprés vaccination. Le variant omicron porte de
nombreuses mutations d’échappement, en particulier au niveau du RBD mais aussi du NTD,
ce qui lui a permis d'avoir un avantage sélectif certain sur le variant delta en pouvant plus
facilement infecter a la fois les individus guéris et les individus entiéerement vaccinés. En effet,
il échappe aux anticorps post-infection ou post-vaccination avec une efficacité jusqu’a 44 fois
plus importante que le variant delta, avec toutefois une amélioration du pouvoir neutralisant

des anticorps observée aprés I'administration d’'une dose de rappel vaccinal (129,157-162).

L’ensemble de ces facteurs a conduit a I'expansion fulgurante du variant omicron dans la
population associée a un bond des cas de réinfections (163,164), avec un risque estimé de
réinfection (suite a une infection préalable par un autre variant) multipli€ par 5,4 en
comparaison du variant delta (165) et méme la possibilité d’infections par une souche BA.2
peu de temps aprés une infection par BA.1 ou inversement bien qu’elles restent rares

(127,166,167).
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IIl. Caractéristiques de I'infection par le SARS-CoV-2 : la
COVID-19
A. Epidémiologie de la COVID-19

1. Voies de transmission du SARS-CoV-2

La voie privilégiée de transmission interhumaine du SARS-CoV-2 est la voie respiratoire, via
inhalation de gouttelettes émises par des personnes infectées lors de leur prise de parole,
leur toux ou éternuements mais aussi simplement via leur respiration. Les plus grosses
gouttelettes sont les plus contaminantes et peuvent se transmettre facilement entre deux
personnes proches de moins de un a deux métres d’'ou les régles de distanciation sociale
mises en place depuis le début de la pandémie. D’autres gouttelettes trés fines de moins de 5
pm de diamétre peuvent rester plusieurs heures en suspension dans I'air en milieu clos pour
former un aérosol, ce qui conduit potentiellement a des contaminations plus a distance (168-
170). Ce mode de contamination justifie 'importance d’aérer les espaces intérieurs et de
privilégier les espaces extérieurs. Des particules virales infectieuses peuvent aussi étre
présentes dans la salive des personnes infectées, du fait du passage de sécrétions
respiratoires par la cavité buccale, mais aussi de linfection des muqueuses et glandes
salivaires. Une transmission serait donc possible lors d’échanges salivaires tels que lors d’'un
baiser ou un échange de brosse a dents (171). Par ailleurs, la transmission indirecte du SARS-
CoV-2 via le contact avec des surfaces contaminées puis le portage des mains a la bouche
ou au nez est possible, des particules virales pouvant rester viables plusieurs heures sur
certains matériaux. Cependant, ce mode de contamination est difficile a prouver en pratique,

et ne joue vraisemblablement qu’un réle mineur dans cette pandémie (172).

Outre la voie respiratoire, le SARS-CoV-2 peut se répliquer dans le tissu intestinal (173). Ainsi,
le génome viral est détectable dans les selles de pres de la moitié des patients contaminés
lors de linfection, avec une excrétion d’ARN prolongée par rapport aux prélévements

nasopharyngés (174,175). Cependant, seuls quelques cas d’excrétion de particules virales
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infectieuses ont été rapportés (176-179), sans niveau de preuve suffisant pour le moment en
faveur d’'une transmission féco-orale (180). Seuls deux cas de mise en évidence de virus
infectieux dans les urines ont été rapportés dans la littérature a ce jour (177,181). De méme,
il n'existe aucune preuve de transmission de virus infectieux par voie sanguine, par les
sécrétions vaginales ou le sperme, par le lait maternel ou encore via les larmes, bien que du
genome viral ait été détecté dans ces différents compartiments. Enfin, la possibilité d’'une
transmission verticale par voie intra-utérine est encore débattue, mais le risque reste en tout

état de cause trés faible (182).

L’excrétion respiratoire qui est donc la voie de transmission privilégiée du SARS-CoV-2 est
maximale des le début des symptdomes et méme dans les heures qui les précédent. Le taux
de reproduction de base du virus circulant (hors mesures sanitaires), appelé Ry, était
initialement estimé a 2,8 en médiane au début de la pandémie, signifiant qu’'une personne
infectée contaminait en moyenne entre deux et trois autres personnes (183). Une revue de la
littérature indique que le Ry de base du variant omicron serait quant a lui estimé a 8,2 (184).
La proportion des contaminations en phase présymptomatique ou par des personnes
asymptomatiques a été estimée a 59 % sur la base d’'un modéle établi a partir de données de
2020 (185), mais ce pourcentage est actuellement probablement plus élevé : le contexte est
aujourd’hui bien différent avec la vaccination d’'une grande part de la population, I'allégement
des reégles sanitaires et notamment de port du masque, et enfin I'émergence du variant

omicron qui entraine davantage de formes asymptomatiques.

2. Périodes de circulation virale au cours de la pandémie

Suite a la dissémination du virus sur 'ensemble du globe au début de 'année 2020, le nombre
de cas de COVID-19 a littéralement explosé en mars 2020, en I'absence de gestes barriéres.
Le statut de pandémie a été déclaré par I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) le 11 mars
2020, 'Europe étant alors le continent le plus touché. Un confinement strict était imposé dés
le 17 mars en France, pour faire face a ce que I'on appellera par la suite « la premiére vague ».

L’évolution de la pandémie a ensuite été marquée par une alternance de périodes de
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circulation virale plus faible puis de reprises de la hausse des contaminations, du fait des
modifications des mesures sanitaires, de la circulation virale plus importante en hiver et de

'émergence de nouveaux variants. Ainsi, plusieurs vagues se sont succédées en France :

- 1° vague : de mars a mai 2020, impliqguant la souche ancestrale mutée D614G. La
majorité des cas n’ont pas été confirmés par biologie moléculaire lors de cette vague,
seuls les cas sévéres ou touchant des patients fragiles faisant alors I'objet d’'une
exploration étiologique au vu de I'explosion du nombre de cas. De fortes disparités
interrégionales de circulation virale ont été observées du fait du confinement strict
imposé avant la dissémination massive du virus sur 'ensemble du territoire de la
métropole. Les régions Grand Est et Tle de France ont été les plus précocement et les
plus intensément touchées.

- 2°vague : d’'octobre a décembre 2020, survenue notamment du fait de la baisse des
températures et de la rentrée scolaire. La souche ancestrale avec la mutation isolée
D614G restait cependant majoritaire. La circulation virale avait diminué en décembre
mais restait relativement élevée, en plateau, avec un rebond observé en janvier 2021
suite aux festivités de fin d’année.

- 3% vague : de mars a avril 2021, impliquant essentiellement le variant préoccupant
alpha, et dans une moindre mesure les variants préoccupants beta et gamma.

- 4° vague : de juillet & aolt 2021, survenue principalement du fait de I'apparition du
variant delta qui a rapidement supplanté les autres variants. Cette vague est cependant
restée de faible ampleur, probablement en partie du fait de la période estivale et de la
couverture vaccinale déja importante a cette période en France.

- 5% vague : de novembre 2021 a la fin février 2022, suite a 'émergence du variant
omicron dans un contexte hivernal. Une incidence trés élevée des cas de COVID-19 a
été observée au cours de cette période. Ainsi, le pic de contaminations atteint le 24

janvier (3810 cas/100 000 habitants) était 7,5 fois plus élevé que lors de la seconde
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vague au niveau national, mais associé a un nombre d’hospitalisations similaire et
moins d’admissions en services de réanimation (données Santé Publique France).

- 6°vague : Une reprise de la circulation a été observée en mars 2022, parallelement a
la levée des principales mesures sanitaires et au remplacement progressif du sous-

lignage BA.1 par BA.2.
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Figure 15 : Evolution du nombre de patients positifs & la COVID-19 hospitalisés au sein
des Hopitaux Universitaires de Strasbourg au cours de la pandémie.
Source : Site internet local de I'hépital (Intrahus) consulté le 28 avril 2022.

3. Taux de mortalité et facteurs de risques de sévérité

Le taux de mortalité imputable au virus differe quant a lui selon les pays, du fait de différences
de répartition des ages dans la population, d’accés aux soins, de stratégies diagnostiques, de
prise en charge des patients, et d’exhaustivité de déclaration des cas confirmés. Néanmoins,
la mortalité était estimée entre 0,5 et 1 % lors de la premiéere vague (186). Le taux de mortalité
a cependant drastiquement chuté a 0,06 % en Europe avec le variant omicron, du fait d’'une

pathogénicité moindre et de la vaccination d’une part importante de la population (187).
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Plusieurs facteurs d’h6te ont été décrits comme exposant davantage a un risque de forme
sévere de COVID-19. L’age est de loin le premier de ces facteurs, avec un risque
d’hospitalisation augmenté de 3,4 % et un risque de décés augmenté de 7,4 % pour chaque
année supplémentaire (188). Ainsi, le taux de mortalité n’était que de 0,001 % chez les patients
de moins de 20 ans tandis qu'il atteignait 8,3 % chez les patients agés de plus de 80 ans au
cours de la premiére vague (189,190). Le sexe masculin est un autre facteur de risque
important, avec un risque d’admission en soins intensifs multiplié par 2,8 et de décés par 1,4,
cette différence étant d’autant plus marquée avec I'age (191). En effet, en considérant les
patients agés de plus de 80 ans, la mortalité était initialement de 5,8 % chez les femmes et de
10,8 % chez les hommes (189). Outre ces facteurs démographiques, certaines comorbidités
prédisposent aux formes séveres de COVID-19. Ces facteurs de risque comprennent
notamment I'obésité, le diabéte, I'hypertension artérielle, les pathologies cardio-vasculaires,
les pathologies respiratoires chroniques, l'insuffisance rénale chronique, la cirrhose, le cancer,
ou encore limmunodépression congénitale ou acquise, en particulier suite a une
transplantation d’organe solide ou a une greffe de cellules souches hématopoiétiques

(192,193).

B. Période d’incubation et contagiosité

La période d’incubation du virus, correspondant au délai entre la contamination et I'apparition
des premiers signes cliniques, s’étendait généralement de 2 a 12 jours avec la souche
ancestrale du SARS-CoV-2, avec une médiane de 5,2 jours (194,195). Ce délai s’est raccourci
avec I'émergence des variants, estimé a 4,4 jours avec le variant delta et & 3 jours avec le
variant omicron (145,196,197). Les personnes contaminées sont contagieuses en moyenne a
partir de 2 jours avant I'apparition des symptomes et jusqu'a 7 a 10 jours aprés le début des
symptdmes (195,198), une excrétion prolongée de virus infectieux étant cependant possible
en particulier en cas de forme sévere de COVID-19 et chez les patients immunodéprimés

(199-201).
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C. Manifestations cliniques

L’infection par le SARS-CoV-2 peut rester asymptomatique ou paucisymptomatique, avec le
risque de passer inapergue et de favoriser la dissémination du virus. La réplication virale est
alors rapidement contr6lée au niveau du tractus respiratoire supérieur grace a un faible
inoculum viral ou une réponse immunitaire locale adaptée (202). Une méta-analyse récente
portant sur les cas diagnostiqués jusqu’en février 2021 rapporte que la proportion des cas
asymptomatiques serait en moyenne de 40 %, en concordance avec les premiéres estimations
(203,204). Cependant, de fortes variations existent selon les études et les cohortes de
patients, notamment en fonction de l'adge: cette méta-analyse conclue que les formes
asymptomatiques concernent 60 % des infections chez les patients de moins de 20 ans et

34 % au-dessus de 60 ans (203).

En cas de forme symptomatique, les premiers signes cliniques sont peu spécifiques, les plus
courants observés dans plus de 40 % des cas étant la fievre, la toux séche et la fatigue. Les
autres symptdbmes habituellement décrits comprennent les douleurs musculaires, les
céphalées, la rhinorrhée, les maux de gorge, 'anosmie, la dysgueusie, les troubles digestifs
(nausées, vomissement, diarrhées) (192,205-207). L’anosmie et la dysgueusie sont
rapportées dans environ la moitié des cas de COVID-19 du fait de I'atteinte du bulbe olfactif,
cette fréquence étant bien plus élevée qu’avec les autres étiologies de syndrome pseudo-
grippaux (208). Cependant, les autres signes cliniques sont peu spécifiques, expliquant
probablement en partie la propagation rapide du SARS-CoV-2 au début de la pandémie. Le
variant omicron est quant a lui associé a une fréquence moindre d’anosmie et de dysgueusie

(proche de 20 %), ce qui accroit encore le risque d’infection non diagnostiquée (209).

Une aggravation des symptdmes est possible lors d’'une seconde phase de l'infection chez
une partie de patients, en particulier chez les patients avec des facteurs de risque de séveérité.

Celle-ci survient environ une semaine aprés le début des symptdmes, avec des signes

46



d’atteinte respiratoire basse pouvant aller de la dyspnée jusqu’a un syndrome de détresse

respiratoire aigué (SDRA) (202).

Selon I'évolution clinique de l'infection et la sévérité des symptdmes, le National Institute of

Health (NIH) a défini cinq catégories de formes cliniques de COVID-19 (210):

- Forme asymptomatique ou présymptomatique : cas confirmé sans symptdomes
compatibles avec une COVID-19 ;

- Forme mineure : symptdmes variés de COVID-19 mais sans dyspnée, sans
essoufflement, et sans anomalie a I'imagerie thoracique ;

- Forme modérée : signes d’atteinte basse du tractus respiratoire a 'examen clinique ou
a l'imagerie, et saturation pulsée en oxygéne (SpO.) = 94 % en air ambiant ;

- Forme séveére : SpO2 < 94 % en air ambiant, rapport de la pression partielle artérielle
en oxygéne et de la fraction inspirée en oxygéne (PaO2/FiO) < 300 mm Hg, fréquence
respiratoire > 30 cycles/minute, et/ou infiltrat pulmonaire > 50 % ;

- Forme critique : SDRA, choc septique, et/ou défaillance multiviscérale.

Au début de la pandémie, la majorité des infections symptomatiques (80 %) restaient au stade
de formes mineures ou modérées avant guérison, et ne nécessitaient généralement pas
d’hospitalisation. L’évolution était cependant plus défavorable dans les autres cas, avec une
aggravation des symptdomes vers une forme sévere dans 14 % des cas et vers une forme
critigue dans 6 % des cas, nécessitant alors un admission en service de réanimation
(211,212). Cette répartition est cependant aujourd’hui bien différente avec la pathogénicité
plus faible du variant omicron. Parmi les cas recensés avec ce variant jusqu’a la mi-janvier
2022, seuls 1,1 % des patients ont été hospitalisés et 0,16 % ont nécessité une ventilation

mécanique ou une admission en réanimation (213).

Bien que moins fréquentes, d’autres types d’atteintes extra-pulmonaires ont également été
identifiés suite & une infection par le SARS-CoV-2 (214). Des lésions cutanées de différents

types ont été décrites, telles que des exanthemes maculo-papuleux, des urticaires, des
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éruptions vésiculeuses ou encore des lésions cutanées vaso-occlusives (215). Par ailleurs,
des complications thrombotiqgues peuvent survenir, le plus souvent a type d’embolie
pulmonaire ou de thrombose veineuse profonde, mais aussi d’accident vasculaire cérébral,
d’infarctus du myocarde, ou encore de coagulation intravasculaire disséminée (216). De
méme, des complications neurologiques telles qu’'un syndrome de Guillain-Barré ou des

convulsions sont possibles (217), ainsi que la survenue d’une insuffisance rénale aigué (218).

Enfin, plusieurs signes cliniques ont été décrits comme pouvant persister plusieurs mois apres
I'élimination du virus, dans le cadre d’'un syndrome post-COVID souvent appelé « COVID
long ». Les symptémes different beaucoup d’un patient a I'autre et il est souvent difficile de les
attribuer avec certitude a l'infection. La fatigue est le plus fréquent de ces symptomes, ainsi
que I'essoufflement sans effort important ou la toux persistante. Ce syndrome peut également
englober d’autres manifestations trés polymorphes, telles que des douleurs articulaires, des
troubles digestifs, une anosmie ou une dysgueusie persistante, des difficultés de

concentrations ou encore des troubles du sommeil, cette liste n’étant pas exhaustive (219).

La COVID-19 est donc une maladie complexe avec une importante diversité de présentations
cliniques possibles et un degré de sévérité trés variable. Plusieurs phénomeénes pathologiques
sont mis en jeu, certains directement en lien avec l'infection des cellules cibles par le virus et

d’autres consécutifs a la réaction de I'organisme face a l'infection.
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lll.  Physiopathologie de la COVID-19

A. Dommages cellulaires induits par le SARS-CoV-2

Aprés I'entrée dans I'organisme via le tractus respiratoire, le SARS-CoV-2 pénétre dans ses
cellules cibles par fixation au récepteur ACE2. Au niveau pulmonaire, il peut induire des
dommages cellulaires par des mécanismes directs, principalement via son activité fusogéne.
Celle-ci est possible car certaines protéines S produites par la cellule infectée ne sont pas
intégrées aux nouvelles particules virales produites mais vont s’enchasser dans la membrane
plasmique. L'interaction de ces protéines S avec les récepteurs ACE2 des cellules voisines
entraine la fusion des membranes plasmiques et la formation de syncitia cellulaires géants,
contenant souvent de nombreux noyaux (220). Ce mécanisme pathogene permet au virus

d’infecter les cellules adjacentes sans exposition au milieu extérieur.
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Figure 16 : Conséquences potentielles de la formation de syncitia sur la pathogénése
du SARS-CoV-2.
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Par ailleurs, linfection des cellules épithéliales ciliées du tractus respiratoire par le
SARS-CoV-2 peut mener a une dédifférenciation de ces cellules avec une altération et une
perte de leurs cils. Cette atteinte limite la clairance muco-ciliaire qui aide a I'élimination du
virus et participe a sa pathogénése (222). D’autre part, le SARS-CoV-2 peut également induire
des dommages dans I'endothélium pulmonaire, et ainsi altérer ses fonctions barriére et
régulatrices de linflammation et de la coagulation (223). Cette atteinte peut étre induite
directement par linfection des cellules endothéliales mais aussi par l'intermédiaire des
réactions immunitaires que l'infection déclenche, notamment via I'activation du complément et

la sécrétion de cytokines (214).

B. Réponse immunitaire développée au cours de l'infection par

le SARS-CoV-2

La pathogénése induite par le SARS-CoV-2 s’explique en grande partie par une dérégulation
du systéme immunitaire. En effet, les stratégies d’échappement du virus peuvent rendre la
réponse immunitaire inadaptée, excessive et délétére pour I'organisme en induisant une

inflammation systémique.

1. Réponse immunitaire innée et inflammatoire

La réponse immunitaire innée représente la premiéere ligne de défense de I'héte contre les
pathogénes, dont le SARS-CoV-2. Cette premiere réponse vise a limiter I'entrée virale et
toutes les étapes du cycle de réplication, a éliminer les cellules infectées pour limiter la
contagion et a coordonner le déclenchement de I'immunité adaptative plus ciblée contre le
virus. Elle est initiée par la détection du virus comme agent étranger par les cellules de
limmunité innée, dont les macrophages alvéolaires, les cellules dendritiques, les cellules
Natural Killer (NK) et les polynucléaires neutrophiles (224). Cette détection fait intervenir la
reconnaissance de motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMPs, Pathogen
Associated Molecular Patterns) par des récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires
(PRRs, Pattern Recognition Receptors). Les PAMPs correspondent a des motifs moléculaires
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caractéristiques des micro-organismes trés conservés au cours de I'évolution, tandis que les

PRRs constituent une grande famille de récepteurs qui peuvent étre :

- transmembranaires : TLR (Toll-Like Receptors) a la surface des cellules (TLR1, 2, 4,
6) ou dans les endosomes (TLR3, 7, 8, 9)
- ou cytosoliques : NLR (NOD-Like Receptors) et RLR (hélicases du groupe des RIG-I-

Like Receptors).

La fixation des PAMPs sur ces récepteurs conduit d’'une part a la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires qui entrainent une hyperperméabilité capillaire et une attraction de cellules
inflammatoires, et d’autre part a la production d’interférons de type | qui sont centraux dans la
réponse antivirale. La signalisation des PRRs peut aussi étre initiée par la liaison de DAMPs
(Damage-Associated Molecular Patterns), signaux endogénes libérés par les cellules
endommagées ou stressées, ce qui amplifie la réaction inflammatoire locale une fois celle-ci
initiée.

Plusieurs PRRs entrent en jeu dans l'activation de 'immunité innée suite a l'infection par le

SARS-CoV-2.

Parmi eux, le TLR4 semble jouer un rble important dans la physiopathologie de la réponse
immunitaire innée a cette infection (225). Ce récepteur transmembranaire est exprimé a la
surface des cellules de 'immunité innée mais aussi a plus faible niveau a la surface de cellules
résidentes du tissu pulmonaire, dont les pneumocytes alvéolaires de type | et Il et les cellules
bronchiques ciliées (225). Connu pour se lier au lipopolysaccharides (LPS) bactériens, ce
récepteur peut aussi se lier a la glycoprotéine S du SARS-CoV-2 avec une forte affinité
(estimée supérieure a celle pour 'ACE2 dans une étude) (226). De plus, la signalisation de
TLR4 est également possible suite a la fixation de DAMPs tels que la protéine HMGB1 ou les
phospholipides oxydés libérés dans le poumons suite au stress oxydatif secondaire a

I'infection, ce qui amplifie I'inflammation locale (227).
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La liaison de ligands aux TLR4 entraine leur dimérisation suivie du recrutement de protéines
adaptatrices et I'activation de deux voies de signalisation complémentaires dans le contrble

de linfection (228) :

- Lavoie canonique dépendante de MyD88

La premiére voie de signalisation du TLR4 implique le recrutement de MyD88 (myeloid
differentiation primary response 88) via la protéine adaptatrice Mal (MyD88 adaptor—like).
Cette voie conduit a l'activation de la molécule TRAF6 (TNFR-associated factor 6) qui elle-
méme entraine I'activation du facteur de transcription NFkB (nuclear factor kappa B) et dans
une moindre mesure AP-1 (Activator protein-1). Ceci déclenche la production et la sécrétion
de plusieurs cytokines pro-inflammatoires dont le TNF-a (tumor necrosis factor alpha),
l'interleukine (IL)-1 et I'IL-6. Cette voie est essentielle car ces cytokines permettront un
recrutement de cellules immunitaires (monocytes-macrophages, cellules NK, polynucléaires
neutrophiles, cellules dendritiques) sur le site de I'infection, qui contribueront a I'élimination

des cellules infectées et au déclenchement de 'immunité adaptative.

- Lavoie alternative dépendante de TRIF

Cette voie alternative impligue une internalisation du TLR-4 associé a son ligand par voie
endosomale. Elle est initiée par le recrutement de la protéine TRIF (TIR domain-containing
adaptor inducing interferon-beta) via la protéine adaptatrice TRAM (TRIF-related adaptor
molecule), et aboutit a I'activation du facteur de transcription IRF3 (interferon regulatory factor
3). Aprés translocation dans le noyau, celui-ci déclenche la production d’interférons de type |
(IFN-1), dont T'IFN-a et I'IFN-B, dinterférons de type Ill et d’autres cytokines anti-
inflammatoires telles que I'IL-10 ou encore I'antagoniste du récepteur de I'IL-1 (IL-1Ra). Les
IFN-1 sont considérées comme les premiéres lignes de défense contre les infections virales.
En effet, une fois sécrétés, ces interférons pourront se lier aux récepteurs IFNARs (interferon
alpha-beta receptors) exprimés de fagon ubiquitaire a la surface des cellules, activer la voie

de signalisation JAK/STAT (Janus-kinase/Signal-transducer and activator of transcription) et
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ainsi promouvoir I'expression d’'une grande famille de génes cibles appelés ISG (interferon-
stimulated genes) en se fixant sur les éléments de réponse IRE (IRF Response Element). Les
différentes protéines produites contribuent au blocage de la réplication virale a chaque étape
du cycle et a la protection des cellules voisines non-infectées, ce qui fait de la réponse
interféron un élément primordial pour une lutte antivirale précoce efficace. Il est cependant
intéressant de noter que le géne de 'ACE2 fait lui aussi partie des ISG, la réponse interféron
induisant donc paradoxalement une expression accrue du récepteur du SARS-CoV-2 par les

cellules épithéliales du tractus respiratoire.

Outre via le TLR4, le SARS-CoV-2 est reconnu comme étranger par l'intermédiaire d’autres
interactions entre PAMPs et PRRs. Ainsi, plusieurs études suggerent que les TLR1, TLR2 et
TLR6 au niveau de la membrane plasmique interviendraient dans la reconnaissance du virus,

avec un effet pro-inflammatoire via la voie dépendante de MyD88 (226,229).

D’autres PRRs situés quant a eux au niveau intracellulaire reconnaissent ’'ARN viral dans les

cellules infectées :

- Au niveau endosomal, 'ARN viral simple brin est reconnu par les TLR7 (fortement
exprimé par les cellules dendritiques plasmacytoides) et TLR8 (principalement exprimé
par les cellules myéloides), entrainant une signalisation par MyD88 qui conduit a
I'activation des facteurs de transcription IRF7 (avec un effet similaire a IRF3 induisant
une réponse IFN) et NFkB (pro-inflammatoire). L’activation de ces TLR a globalement
un effet protecteur, la réponse antivirale interféron étant prédominante.

- De méme, le TLR3 également localisé au niveau de 'endosome reconnait '’ARN viral
double brin (ou les boucles formées par I'ARN simple brin dans le cas du
SARS-CoV-2). Cette liaison entraine un recrutement de TRIF puis I'activation des

facteurs de transcription NFkB (pro-inflammatoire) et IRF3 (réponse interféron) (230).
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- Enfin, les molécules RIG-1 (retinoic acid-inducible gene 1) et MDA5 (melanoma
differentiation-associated protein 5) font partie de la famille des RLR cytosolubles et
reconnaissent également 'ARN viral, ce qui la aussi provoque l'activation d’IRF3,

contribuant ainsi & la réponse interféron antivirale.
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Figure 17 : Voies de signalisation des TLRs et RLRs impliquées dans la réponse
immunitaire innée contre le SARS-CoV-2.
D’apres Khanmohammadi et al., 2021 (231).

Enfin, la réponse inflammatoire a l'infection implique la protéine NLRP3 (NLR family pyrin
domain-containing 3) qui est activée en réponse a la liaison de DAMPs mais aussi de plusieurs
PAMPs du SARS-CoV-2, dont la protéine N, la protéine ORF3a ou encore 'ARN viral (232—
234). La protéine NLRP3 s’assemble ensuite avec la caspase-1 en inflammasome, conduisant
a la maturation et la libération de cytokines inflammatoires telles que I'lL-13 et I'IL-18 et

favorisant la mort cellulaire par pyroptose (233).

En cas de contréle efficace de la réplication virale par une réponse interféron précoce associée
a une réponse inflammatoire adaptée, I'infection n’entraine que peu voire pas de symptémes.
Cependant, certains patients développent une réponse interféron retardée ou insuffisante a
I'origine d’un déséquilibre en faveur de l'inflammation, celle-ci étant corrélée a la sévérité de
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la maladie (235,236). En effet, les cas séveres de COVID-19 sont associés a une chute des
cellules dendritiques plasmacytoides circulantes, ce type cellulaire étant le principal
producteur d’'IFN-1 (237). Ce défaut de réponse interféron peut aussi s’expliquer par des
mécanismes d’échappement du virus, notamment via l'action inhibitrice de nombreuses
protéines virales sur I'activation des facteurs de transcription IRF, sur la production d’IFN-I ou
sur la signalisation consécutive a sa liaison aux récepteurs IFNAR (238-241). A linverse,
certaines protéines structurales (N, M) et accessoires (ORF3a et ORF7a) du virus sont des
activateurs de la voie inflammatoire NFkB (242). La liaison de la protéine S a 'ACE2 pourrait
également induire I'activation de 'enzyme TACE (TNF-a converting enzyme) par la partie
intracytoplasmique de 'ACE2 et ainsi favoriser la production de TNF-a, par analogie avec le

SARS-CoV (243).

Outre ces mécanismes intrinséques a linfection par le SARS-CoV-2, une prédisposition
génétique peut étre mise en cause dans certains cas de défaut de réponse interféron. Certains
patients atteints de formes sévéres de COVID-19 sont notamment porteurs de mutations dans
des génes intervenant dans la production ou la signalisation de I'lFN-I (3,5 % des cas séveres
dans une étude portant sur 659 patients) (244). De plus, une autre cause possible de réponse
interféron insuffisante est la production constitutive d’auto-anticorps dirigés contre les IFN-I qui
bloquent ces cytokines avant qu’elle exercent leur action antivirale (245). Une étude de
Bastard et al. a estimé que ces auto-anticorps étaient présents dans environ 10 % des cas
séveres (2,6 % des femmes et 12,5 % des hommes), tandis qu’aucun cas n’avait été mis en
évidence parmi les 663 formes modérées ou asymptomatiques incluses (246). De plus, une
étude plus récente de la méme équipe révele que la production de ces auto-anticorps anti-
IFN-I est plus fréquente avec I'age, avec une prévalence de plus de 4% parmi les personnes
de plus de 80 ans en l'absence de toute infection et une mise en évidence de ces auto-
anticorps dans plus de 20 % des cas séveres de COVID-19 dans cette classe d’age (247).
Enfin, le risque de réponse interféron retardée augmente avec I'age et lors de I'exposition a

une forte dose infectante de virus (235). L’augmentation de la voie TLR/MyD88/NFkB
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pro-inflammatoire au détriment de la réponse interféron est également une hypothése qui

pourrait en partie expliquer le risque accru de forme sévere de COVID-19 en cas d’obésité

(248).
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Figure 18 : Impact du délai et de la force de la réponse interféron sur I’élimination du
SARS-CoV-2 et le développement de I'immunité adaptative.
D’aprés Carvalho et al., Nature, 2021 (235).

L’inefficacité de la réponse interféron précoce observée chez certains patients a pour effet un
défaut de contrble de la réplication virale et un déséquilibre de la réponse immunitaire innée
en faveur de l'inflammation, celle-ci pouvant étre responsable d’'une aggravation clinique. Elle
est associée a un afflux de macrophages et de neutrophiles qui entretiennent les réactions
immunitaires délétéres (249,250), tandis que la clairance des cellules infectées est limitée par

un épuisement fonctionnel des cellules NK (251,252).

Dans les cas sévéres, un processus de PANoptose peut étre mis en cause, regroupant
les phénomenes d’apoptose, de nécroptose et de pyroptose (228). Ce processus de mort
cellulaire programmée est induit par une production excessive de cytokines pro-
inflammatoires, en particulier le TNF-a et I'lFN-y, et accroit encore la production des cytokines

pro-inflammatoires par un effet de boucle d’auto-amplification. Ceci peut aller jusqu’au choc
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cytokinique responsable de dommages tissulaires importants et conduisant potentiellement a

un SDRA voire & un choc de défaillance multi-viscérale (253).

Ainsi, le SDRA est le résultat de plusieurs processus immunitaires délétéres consécutifs a

l'infection virale (214,254,255):

- Linflammation augmente la perméabilité capillaire au niveau des alvéoles
pulmonaires, ce qui favorise I'attraction de cellules immunitaires innées et notamment
de macrophages et de polynucléaires neutrophiles qui exacerbent la réaction
inflammatoire. La perméabilité capillaire accrue entraine également un afflux de liquide
riche en protéines dans les alvéoles, responsable d'un cedéme dans le tissu
pulmonaire interstitiel et de dépbts de fibrine sur les parois alvéolaires sous forme de
membranes hyalines.

- L’excés d’inflammation induit une lyse importante des pneumocytes de type I, ce qui
entraine un défaut de production de surfactant et limite ainsi la compliance pulmonaire.

- Lors d’'une seconde phase du SDRA, I'inflammation active des processus de réparation
tissulaire avec une prolifération excessive des fibroblastes, qui se traduit par une

fibrose pulmonaire.

L’ensemble de ces processus ménent a une hypoxie, qui elle-méme contribue a l'inflammation
pulmonaire en augmentant le recrutement de cellules immunitaires et la signalisation des voies

pro-inflammatoires (240,256).

L’atteinte de I'endothélium est par ailleurs un facteur clé dans le développement des
complications extra-pulmonaires de la COVID-19. D'une part, I'altération de la barriere alvéolo-
capillaire au niveau pulmonaire favorise la dissémination du virus vers d’autres organes tels
que le cceur, les reins, les intestins ou le cerveau, avec notamment une atteinte de la
microcirculation locale (257). D’autre part, I'environnement inflammatoire et les lésions de
I'endothélium peuvent provoquer des phénoménes de thromboses artérielles ou veineuses,

au niveau pulmonaire (embolie) ou a distance, associant une hyperactivation de la coagulation
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et un défaut de fibrinolyse (43,249). La nature du récepteur du SARS-CoV-2 intervient
probablement aussi dans la pathogénese de l'infection : la liaison du virus a 'ACE2 pourrait
limiter les propriétés vasodilatatrices et anti-fibrosante de cette enzyme et augmenter encore
la perméabilité vasculaire en freinant la régulation du systéme rénine-angiotensine-
aldostérone (258). Enfin, la dérégulation du systéme immunitaire et I'excés global
d’'inflammation lors du choc cytokinique peuvent avoir un retentissement sur 'ensemble des

organes et favoriser les complications thrombotiques (257).

2. Réponse immunitaire adaptative

Quelques jours apres le début de linfection, 'immunité adaptative ciblant spécifiquement le
SARS-CoV-2 se met en place. Indispensable a I'élimination du virus, I'immunité adaptative

s’appuie sur deux bras, tous deux nécessaires et complémentaires :

- Laréponse cellulaire, médiée par les lymphocytes T (LT), vise a coordonner la réponse
immunitaire via les LT CD4+, a tuer les cellules infectées via les LT CD8+, et enfin a
réguler I'intensité et la durée de la réponse immunitaire.

- La réponse humorale, médiée par les lymphocytes B (LB), est a l'origine de la

production d’anticorps dirigés contre le SARS-CoV-2.

La réponse adaptative permet également au systéme immunitaire de garder linfection en
mémoire et de générer une immunité protectrice pour lutter plus efficacement lors d'une
éventuelle prochaine rencontre. Pour cela, elle génére des lymphocytes mémoires T et B

capables de s’activer rapidement et efficacement lors d’une nouvelle infection.
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2.1. Immunité cellulaire

a. Physiologie du développement de la réponse immunitaire
cellulaire

Les LT circulent en permanence entre les vaisseaux sanguins, les vaisseaux lymphatiques et
les organes lymphoides secondaires (ganglions, rate). L'initiation de I'immunité adaptative
nécessite l'activation des LT naifs spécifiques d'un peptide antigénique au niveau de ces
organes lymphoides. Cette premiere étape est médiée par la présentation de peptides
antigénigues par les cellules présentatrices d’antigene, essentiellement les cellules
dendritiques immatures. Celles-ci capturent I'antigéne au niveau du site de [linfection,
I'apprétent sur les molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) a la surface
cellulaire et migrent vers les organes lymphoides secondaires tout en devenant matures, pour
enfin présenter cet antigéne aux lymphocytes. Les LT interagissent avec les cellules
dendritiques matures via leur TCR (T-cell receptor) qui se lie au peptide antigénique présenté
par le CMH des cellules dendritiques (CMH-II pour les LT CD4+ et CMH-I pour les LT CD8+),
et via plusieurs signaux de co-stimulation indispensables a une activation lymphocytaire totale

(principalement CD28-CD80/86, CD40-CD40 ligand) (259).
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Figure 19 : Signaux d’activation du lymphocytes T par la cellule dendritique mature.
D’apreés la these de Ciudad M, Université de Bourgogne Franche-Comté, 2018 (260).
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Les LT activés entament alors une phase de prolifération sous I'action de I'lL-2 puis de
différenciation, conduisant au développement de différents types de populations

lymphocytaires T :

- les LT effecteurs intervenant dans le contréle de I'infection en cours ;
- les LT mémoires capables d’induire une réponse immunitaire plus rapide, plus efficace

et plus spécifique en cas de nouvelle rencontre avec I'antigene.

D’un point de vue fonctionnel, les LT CD4+ effecteurs aussi appelés « auxiliaires » (T helper,
Th) comprennent plusieurs sous-populations différenciées par leur profil de sécrétion

cytokinique, leur expression de récepteurs membranaires et de facteurs de transcription (261):

- Les LT CD4+ de type Th1 sécrétent principalement les cytokines IL-2, IFN-y et TNF-a
et sont essentiellement impliqués dans le développement et le maintien des réponses
contre les agents pathogénes intracellulaires. Ces lymphocytes interviennent dans des
fonctions a médiation cellulaire telles que I'induction de la différenciation des LT CD8+
naifs en LT CD8+ effecteurs, 'augmentation de la phagocytose par les macrophages
et de I'expression du CMH a leur surface, ou encore I'activation des cellules NK.

- Les LT CD4+ de type LTh2 sécrétent les interleukines IL-4, IL-5 et IL-13, et participent
principalement & la réponse humorale en orientant la commutation de classe des LB
vers la production d'immunoglobulines E (IgE) et en entrainant le recrutement de
polynucléaires éosinophiles et de mastocytes. Les deux sous-populations
lymphocytaires Th1 et Th2 tendent a s’inhiber mutuellement : l'lL-4 limite la
différenciation et la prolifération des LTh1, tandis que I'lFN-y exerce I'action inverse.

- Les LT CD4+ de type LTh17, caractérisée par la production d'IL-17 et d’'IL-22, ont des
fonctions diverses notamment orientées vers la défense contre les bactéries
extracellulaires et les champignons. lls favorisent notamment le recrutement des

polynucléaires neutrophiles, des macrophages et des LTh1.
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- Les LT régulateurs (LTreg) sécretent des cytokines anti-inflammatoires dont
principalement I'lL-10 et le TGF-B. lls sont impliqués dans le contréle des réponses
immunitaires et le maintien de la tolérance immune.

- Les LT auxiliaires folliculaires (follicular helper, LTfh) localisés dans les organes
lymphoides secondaires interagissent a l'interface des zones T et B avec les LB naifs
spécifiques de l'antigéne, favorisant ainsi leur prolifération, leur maturation d’affinité
pour l'antigéne et leur différenciation soit en LB mémoires soit en plasmocytes de
longue durée de vie (262).

- L’existence de LT auxiliaires périphériques (peripheral helper, LTph) a récemment été
décrite. Il s’agit d’'une population de lymphocytes analogues aux LTfh qui stimulent les
LB mémaoires dans les tissus périphériques et sont impliqués dans certaines maladies

auto-immunes (263).

Cytokines de

polarisation
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Cytokines IL-4 IL-4 IFN-y IL-17 IL-10
sécrétées IL-21 IL-5, IL-13 TNF-a IL-22 TGF-B
Maturation Allergie, Inflammation, Inflammation, Reégulation
Fonctions des LB parasites pathogenes pathogenes réponse
Extracell. Intracell. Extracell. inflammatoire

Figure 20 : Polarisation des lymphocytes T CDA4.
D’apreés la these de Ciudad M, Université de Bourgogne Franche-Comté, 2018 (260).
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L’activation des LT CD8 est elle aussi principalement médiée par les cellules dendritiques.
Leur TCR est stimulé par I'antigéne associé au CMH de type | a la surface de cellules
dendritiques infectées ou non infectées par phénomene de présentation croisée. Cette
activation est facilitée par la coopération des LTh1l qui augmentent notamment I'expression
des molécules de costimulation par les cellules dendritiques. Outre I'activité de sécrétion de
cytokines, les LT CD8 effecteurs ont une activité cytotoxique visant a induire la mort des

cellules infectées :

- Ces lymphocytes libérent des granules intracellulaires cytotoxiques contenant des
protéines lytiques, a savoir la perforine formant des pores dans la membrane cellulaire
et les granzymes induisant I'apoptose via I'activation des caspases.

- Les LT cytotoxigues peuvent également se lier aux récepteurs de mort cellulaire Fas a

la surface des cellules cibles via le ligand (FasL), induisant ainsi leur apoptose.

Enfin, qu’il s’agisse des LT ou LB, une partie des cellules se différencient non pas en cellules
effectrices mais en cellules mémoires suite a leur activation. Ces lymphocytes mémoires
différent entre eux par leur territoire de circulation (sang, organes lymphoides secondaires ou
associés aux muqueuses), leurs capacités de prolifération et leur stade de différentiation dont
dépendent leurs capacités effectrices. Ainsi, les LT centraux mémoires (Tcm) sont peu
différenciés, circulent essentiellement entre le sang et les organes lymphoides mais ont une
longue durée de vie et une capacité d’auto-renouvellement, tandis que les lymphocytes
effecteurs mémoires (Tem) ou effecteur terminaux (Temra) Circulent davantage en périphérie a
des stades de différenciation plus avanceés. Ceci permet a I'organisme de garder une mémoire
immunologique sur le long terme mais aussi de pouvoir réagir rapidement et plus intensément

en cas de nouvelle infection.
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b. Réponse cellulaire dirigée contre le SARS-CoV-2
La réponse cellulaire spécifique du SARS-CoV-2 est un élément essentiel de 'immunité pour
le contréle de l'infection virale. Dans la majorité des cas, une réponse cellulaire se développe
précocement dans les sept premiers jours suivant les symptémes avec un pic observé a 14
jours, ce qui favorise une clairance virale efficace et une résolution rapide de l'infection
(264,265). Ainsi, une réponse CD4 mémoire est mise en évidence dans plus de 90 % des cas
chez les patients guéris un mois aprés les premiers symptémes, avec une fréquence moindre
observée pour la réponse CD8 d’environ 70 % (266—-270). Néanmoins, certains patients
développent une immunité adaptative inadaptée qui concourt a I'évolution vers une forme
sévere. Cette dérégulation est probablement en partie due a I'excés d’inflammation consécutif
a la réponse interféron insuffisante lors de la premiére phase de linfection. Plusieurs profils
immunitaires ont ainsi été décrits comme associés aux cas séveres de linfection, impliquant
notamment une altération quantitative ou fonctionnelle ou encore une hyperactivation de la

réponse cellulaire (271).

L’'une des caractéristiques de la COVID-19 est la survenue d’une lymphopénie, corrélée avec
la sévérité de la maladie. La lymphopénie est fréquemment observée dans les infections
virales respiratoires, comme dans les infections a virus respiratoire syncitial (VRS), au virus
de la grippe ou encore a rhinovirus, mais elle survient généralement de 2 & 4 jours autour du
début des symptémes et n’est que de trés courte durée (272). A l'inverse, la lymphopénie est
potentiellement plus profonde et prolongée dans la COVID-19, bien qu’elle se résolve avec la
guérison (273). Cette lymphopénie affecte préférentiellement les LT CD8+ (237,274,275), ce
qui entraine un profil paradoxal de suppression et d’activation concomitantes de ces
lymphocytes : une perte allant jusqu’a 80 % des LT CD8+ circulants intervient en méme temps
que la prolifération des 20 % restants en réponse a l'infection (237). La lymphopénie pourrait
s’expliquer par un recrutement des lymphocytes de la circulation sanguine vers le tractus
respiratoire ou leur adhésion aux cellules endothéliales des zones infectées. Cependant,

'analyse post-mortem de liquides broncho-alvéolaires n’a pas mis en évidence d’infiltration
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lymphocytaire excessive (276,277). Une autre hypothése serait un effet de I'environnement
inflammatoire via les cytokines sécrétées en réponse a linfection, entrainant une
hyperactivation ou un excés d’apoptose des lymphocytes T (264). En ligne avec l'occurrence
de la lymphopénie, une augmentation du ratio de la concentration de polynucléaires

neutrophiles par rapport a celle des lymphocytes (indicateur d’'inflammation) a été proposée

comme marqueur prédictif d’évolution vers une forme sévére de la maladie (278,279).

Outre I'impact de I'infection sur le nombre des lymphocytes T, la fonctionnalité de ces derniers
peut étre altérée. La réponse cellulaire CD4 est généralement plus forte que la réponse CD8,
mais les formes Iégeres de COVID-19 sont associées a une proportion de réponse CD8 plus
importante que les cas séveres (269,270,280). Cette observation suggére un rdle protecteur
d’'une réponse CD8 précoce notamment via I'action cytotoxique sur les cellules infectées, ou

a l'inverse un rble délétére d’une réponse CD4 excessive.
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Figure 21 : Fréquence et spécificité des cellules T dirigée contre les protéines
structurales et accessoires du SARS-CoV-2 pendant la phase de guérison suite a une

forme Iégére ou sévere de COVID-19.
La réponse cellulaire est globalement plus forte et de plus large spectre en cas de forme

sévére. Cependant, la réponse cellulaire T CD8 est proportionnellement plus importante en
cas de forme Iégére. D’aprés Swadling et Maini, Nat Immunol, 2020 (281).
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Concernant la polarisation de la réponse lymphocytaire CD4, la réponse protectrice est
principalement orientée vers une polarisation Thl et Tfh (269,270,282). En revanche, plusieurs
études rapportent qu’un défaut de réponse Th1 et une déviation vers des réponses de types
Th2 ou Thl7 seraient de mauvais pronostic (264,273,283,284). Par ailleurs, bien qu’une
réponse cellulaire forte associant une multifonctionnalité et une expression importante des
marqueurs de LT CD8+ effecteurs soit de bon pronostic, une hyperactivation lymphocytaire T
peut a linverse s’avérer délétére (274,285). En effet, certains patients atteints de formes
seéveres de COVID-19 présentent une augmentation des lymphocytes CD4, CD8 et NK avec
des marqueurs d’activation (CD38, HLA-DR, Ki-67) et d’épuisement lymphocytaire (PD-1,
TIM-3, NKG2A) et un profil de LT CD8+ de différenciation terminale ou sénescentes
(236,275,286,287). Le rOle potentiel de cette réponse dans I'aggravation clinique reste a définir
(269,270,288). De méme, les études de phénotypage lymphocytaire étant habituellement
conduites sur des échantillons sanguins, il est possible que leurs résultats ne reflétent pas
fidélement 'immunité cellulaire in situ du fait d’'un effet de compartimentalisation et de 'activité

de cellules immunitaires résidentes dans les tissus.

La réponse cellulaire développée au cours de l'infection est dirigée contre 'ensemble des
protéines du virus (289,290). Plus de 1400 épitopes ont été identifiés au total, dont plus de
1000 épitopes CD8 présentés par le CMH | et prés de 400 épitopes CD4 associés au CMH I
(290). La réponse cellulaire d'un individu donné cible en moyenne 17 épitopes de classe | et
19 épitopes de classe Il en considérant 'ensemble des protéines du SARS-CoV-2 et la
restriction du CMH pour la présentation de I'antigene (291). La majorité de ces épitopes ciblent
les protéines structurales S (protéine la plus exposée de la particule virale), N et M, toutes trois
fortement exprimées par les cellules infectées (290). Une étude a défini six peptides
immunodominants ciblés par 'immunité cellulaire T chez 18 a 47 % des patients aprés une
infection symptomatique, dont trois situés dans la protéine S, deux dans la protéine M et un
dans la protéine N (270). Une autre étude rapporte que les protéines S, N et M sont chacune

la cible de 11 & 27 % des LT CD4+ et de 12 a 26 % des LT CD8+ composant la réponse

65



cellulaire aprés [linfection (266). D’autres protéines accessoires sont également
particulierement immunogénes, dont principalement les protéines accessoires ORF3a et
ORF8, ainsi que les protéines non structurales nsp3 et nsp4, nsp6, nspl2 et nspl3 exprimées
a partir de 'ORF1a/b (289,290). L’ensemble de ces protéines (avec les protéine S, N et M)
représentent plus de 80 % de la réponse CD4 et CD8 dirigée contre le SARS-CoV-2 (291). De
plus, outre son intensité accrue, la réponse cellulaire des patients avec une forme sévére

couvre davantage d’épitopes, en particulier contre les protéines S, M, ORF3a et ORF8 (270).
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Figure 22 : Distribution des épitopes CD4 et CD8 dérivés d’antigénes du SARS-CoV-2.
D’apres Grifoni et al., Cell Host Microbe, 2021 (290).

Au sein de la protéine S, la réactivité cellulaire CD8 couvre I'ensemble des régions de fagon
relativement homogéne, tandis que certains épitopes immunodominants sont
préférentiellement ciblés par la réponse CD4, ceux-ci étant essentiellement situés en dehors
du RBD (290). Etant donné que la réactivité cellulaire cible au total majoritairement des
protéines non-S et des zones conservées de la protéine spike, I'impact des mutations de
variants du SARS-CoV-2 a un effet négligeable sur la fréquence et l'intensité de la réponse
cellulaire (289,292,293). En effet, une étude menée en 2021 avant I'émergence du variant
omicron concluait que 93 % des épitopes CD4 et 97 % des épitopes CD8 étaient entierement

conserves entre les variants préoccupants (293).
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Figure 23 : Régions antigéniques ciblées par I'immunité cellulaire dans la protéine S.
Cibles de la réponse CD4(A) en bleu, et de la réponse CD8 (B) en rouge. D’aprés Grifoni et
al., Cell Host Microbe, 2021 (290).

Certains de ces épitopes sont partagés avec d’autres coronavirus, dont le SARS-CoV
appartenant aussi au sous-genre des Sarbecovirus, mais aussi les anciens coronavirus
saisonniers (HCoVs OC43, HKU1, 229E et NL63) (294,295). Ceci explique que certains
donneurs sains présentent une réactivité cellulaire détectable contre le SARS-CoV-2 avant
toute infection par ce virus, ceci concernant 20 a 81 % des sujets selon les études
(266,269,282,294-298). Cette réactivité cellulaire croisée contre les coronavirus saisonniers
concerne davantage la réponse CD4 que la réponse CD8, et cible préférentiellement certaines
protéines du SARS-CoV-2 (294). La région RBD ne comprend que 11 % des épitopes ciblés
par la réactivité croisée totale, tandis que 44 % des épitopes ciblés sont situés dans les régions
non-RBD conservées de la protéine S, principalement dans la sous-unité S2 (294). Cette
réactivité croisée peut par ailleurs aussi cibler la protéine N et certaines protéines non
structurales ou accessoires, en épargnant cependant la protéine M (266,292,294,296). Le rble
protecteur de cette immunité croisée pré-existante contre les formes graves de COVID-19 est
encore débattu : certaines études décrivent une protection contre les infections graves en cas
d'immunité cellulaire croisée pré-existante ou d’infection récente par un HCoV saisonnier
(297,299,300), tandis que d’autres études suggérent que ces lymphocytes T a réactivité
croisée auraient une faible affinité pour le SARS-CoV-2 et pourraient freiner I'établissement
d’'une réponse de novo efficace (301,302).
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L’immunité T mémoire développée suite a I'infection comporte majoritairement des LT CD4+
sécrétant de I'lL-2, du TNF-a et de I'lFN-y (270,303,304), et des lymphocytes LT CD8+
mémoires. L’ensemble de ces lymphocytes spécifiques représentent typiguement environ
0,5 % du répertoire CD4 et 0,2 % du répertoire CD8 apreés infection, et leur demi-vie a été
estimée a environ 200 jours (305). Cependant, il existe une forte hétérogénéité interindividuelle
de la réponse cellulaire mémoire, une étude concluant par exemple a une immunité plus forte

apres une infection symptomatique en comparaison des cas asymptomatiques (303).

La question de la part de protection conférée par la réponse cellulaire post-infectieuse
spécifigue du SARS-CoV-2 contre une réinfection n’est pas complétement élucidée, bien que
le réle de la réponse humorale soit prépondérant. Les données de la littérature sont en faveur
d'un réle de 'immunité cellulaire post-infectieuse dans la protection contre une réinfection et
surtout contre sa dissémination et son évolution vers une forme séveére. Le développement de
lymphocytes T résidents mémoires dans les tissus et notamment au niveau pulmonaire joue
trés probablement un rdle important dans cet effet protecteur (306). Une étude rapporte un
résultat encourageant avec la détection de ces lymphocytes au moins 10 mois suivant une
premiére infection (307). Une seconde étude rapporte que la déplétion lymphocytaire T CD8
chez des macaques rhésus infectés par le SARS-CoV-2 sept semaines auparavant a
partiellement réduit leur protection contre la réinfection aprés réexposition au virus au niveau
du tractus respiratoire supérieur (308). La réponse humorale était cependant relativement
faible au méme moment, avec des titres neutralisants de 1,9 logio IC50 en médiane. Ces
résultats suggérent que 'immunité cellulaire post-infectieuse participe en partie a la protection

contre la réinfection, en particulier dans un contexte de titres d’anticorps suboptimaux.
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2.2. Immunité humorale

a. Physiologie du développement de la réponse immunitaire
humorale
L’'immunité humorale constitue l'autre versant de la réponse immunitaire adaptative. Elle est
responsable de la production d’anticorps spécifiquement dirigés contre I'agent pathogéne et

joue ainsi un réle crucial dans le contréle de l'infection.

La mise en place de limmunité humorale nécessite I'activation, la prolifération et la
différenciation des LB naifs matures. Ceux-ci expriment chacun a leur surface une
immunoglobuline de type IgM ou IgD spécifique de leur antigéne, enchassée dans la
membrane plasmique et correspondant au BCR (B-cell receptor). Les lymphocytes naifs
circulent en permanence a travers les organes lymphoides secondaires ou ils sont
susceptibles de rencontrer leur antigéne, que ce dernier soit soluble ou inséré a la surface
d’'une membrane cellulaire ou virale. L’interaction avec I'antigéne est requise pour I'activation

des LB, avec ou plus rarement sans la nécessité de I'aide des LTfh (309).

Minoritaire, la réponse T-indépendante ne nécessite pas lintervention des LT. Elle peut
impliquer la reconnaissance d’agents mitogenes B a l'origine d’'une stimulation polyclonale des
LB sans passer par le BCR. L’activation T-indépendante des LB peut aussi étre monoclonale
et médiée par linteraction du BCR avec des polyméres constitués de déterminants
antigéniques répétitifs. Cependant, les anticorps générés sont alors de faible affinité pour
I'antigene et majoritairement représentés par les IgM. Plusieurs études rapportent que des LB
mémoires peuvent étre générés par cette voie T-indépendante, mais avec un phénotype

proche des LB naifs quant a leur sensibilité a la stimulation antigénique (310,311).

La réponse T-dépendante est la principale voie impliquée dans la stimulation des
lymphocytes B a 'origine de la production d’anticorps. Les LB ayant fixé I'antigene par le BCR
internalisent le complexe par endocytose, le dégradent et présentent le peptide correspondant
a leur surface associé au CMH de type Il. Les LT spécifigues du méme antigéne et

préalablement différenciés en lymphocytes effecteurs Tfh reconnaissent le peptide présenté
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par le CMH Il et envoient les signaux de co-stimulation nécessaires a I'activation du LB et sa
prolifération. En cas d’interaction de faible durée avec les LTfh, les LB activés se différencient
préférentiellement en plasmocytes a faible durée de vie qui sécretent des anticorps (IgM ou
IgD) de faible affinité et en LB mémoires indépendants du centre germinatif. A l'inverse, un
contact prolongé favorise 'engagement des LB vers une maturation T-dépendante dans le
centre germinatif des follicules lymphoides. C’est dans ces centres germinatifs qu’auront lieu
les étapes préalables a la production d’anticorps de haute affinité, toujours en collaboration

avec les LTth (309):

- L’expansion clonale des LB (appelés centroblastes a ce stade) ;

- La maturation d’affinité des Ig par hypermutation somatique pour diversifier leur BCR ;

- La commutation isotypique permettant de modifier la classe des immunoglobulines
produites (IgG, IgA ou IgE)

- La sélection des LB (centrocytes) les plus affins pour I'antigéne via une nouvelle
interaction avec les cellules dendritiques folliculaires et les LTfh. Les centrocytes de

faible affinité meurent par apoptose et sont phagocytés par les macrophages.

Ce processus de maturation se déroule au cours de plusieurs cycles jusqu’a I'obtention d’un
BCR avec une affinité suffisante pour I'antigéne (312). Les cellules sélectionnées se
différencient enfin d’'une part en LB mémoires et d’autre part en plasmocytes de longue durée
de vie, qui constituent le dernier stade de différenciation de la lignée cellulaire B. Plusieurs
études révélent que les plasmocytes a longue durée de vie sont générés plus tardivement et
expriment un BCR de plus forte affinité que les LB mémoires a la sortie du centre germinatif

(313,314).
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Figure 24 : Dynamique de la maturation des lymphocytes B dépendante des
lymphocytes T dans le centre germinatif.
D’aprés Kurosaki et al., Nature Reviews Immunology, 2015 (309).

Les plasmocytes produits migrent enfin vers la moelle osseuse d’ou ils produisent leurs
anticorps en continu (immunité humorale constitutive). Les LB mémoires restent quant a eux
dans les organes lymphoides secondaires ou ils attendent une éventuelle réactivation par
'antigéne lors d'une prochaine infection (immunité humorale réactionnelle). Lors d’une
nouvelle infection, si les anticorps produits constitutivement par les plasmocytes ne sont pas
en concentration suffisante sur le site de I'infection pour éliminer rapidement I'agent pathogéne
(en collaboration avec I'immunité innée), les LB mémoires se réactivent avec I'aide de LTfh
mémoires restés dans les organes lymphoides secondaires et auxquels les LB mémoires

présentent 'antigéne capturé sur leur BCR (315).
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Figure 25 : Activation des lymphocytes B naifs ou mémoires.
D’apres Kurosaki et al., Nature Reviews Immunology, 2015 (309).

Les LB mémoires IgM+ réactivés reforment alors majoritairement des centres germinatifs dans
lesquels ils subissent a nouveau des cycles de maturation d’affinité avant de devenir des
plasmocytes. Les LB mémoires d’isotypes modifiés (switchés) peuvent quant & eux se
différencier plus rapidement en plasmocytes sans reformation apparente de nouveaux centres
germinatifs (316). L’'ensemble conduit a une réponse plus intense et plus rapide que lors de la

primo-infection.

Une étude sur modeéele murin suggére que la mémoire immunitaire B reposerait dans un
premier temps principalement sur les LB mémoires switchés, mais que les LB mémoires IgM+
constitueraient un réservoir plus durable (317). De plus, le processus de maturation d’affinité
de ces derniers ultérieur a la réactivation peut également étre bénéfique en cas de rencontre
avec un nouveau variant de I'agent pathogéne.
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Les anticorps produits par les plasmocytes sont des éléments effecteurs importants de la

réponse immunitaire, car ils participent pleinement a la réponse inflammatoire et contribuent &

I'élimination de linfection. Dans le contexte des infections virales, plusieurs fonctions

effectrices entrent en jeu (318,319):

La neutralisation directe de I'entrée virale est une fonction majeure des anticorps. La
liaison de ces anticorps dits « neutralisants » a la surface du virus empéche ce dernier
de se lier a son récepteur et d’entrer dans ses cellules cibles.

Les anticorps de type IgM ou IgG fixés a leur antigéne peuvent également médier
I'activation de la voie classique du complément via le recrutement de la protéine C1q.
Cette voie déclenche des réactions protéolytiques en cascade qui aboutissent a la
formation d’'un complexe d’attaque membranaire. Celui-ci induit une cytotoxicité
complément-dépendante avec la formation de pores membranaires responsables
d'une lyse osmotique des agents pathogénes et des cellules cibles infectées.

Au cours de cette réaction en chaine, I'activation du complément entraine par ailleurs
le clivage de la protéine C3 en C3a, une anaphylatoxine qui contribue a l'inflammation
en recrutant des cellules myéloides, et en C3b, protéine opsonisante. Cette derniére
peut s’associer a la surface du virus par un processus d’'opsonisation, favorisant ainsi
sa capture et sa dégradation par les cellules phagocytaires exprimant les récepteurs
au C3b. Cette voie facilite également la présentation de I’antigéne viral aux
lymphocytes T aprés internalisation du complexe immun par les cellules dendritiques.
Les anticorps ont eux-mémes des propriétés opsonisantes et médient la cytotoxicité
cellulaire et la phagocytose dépendantes des anticorps. Ces processus impliquent
la reconnaissance du fragment constant (Fc) des anticorps fixés a leur antigéne par
les récepteurs (RFc) a la surface des cellules NK et des cellules phagocytaires, qui

peuvent alors tuer les cellules infectées.
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Figure 26 : Fonctions effectrices principales des anticorps.
D’apres Devasenapathy et al., CMAJ, 2020 (320).

Les anticorps peuvent cependant aussi dans certains cas avoir un effet délétére en favorisant
l'infection des cellules cibles et la réaction inflammatoire. Ce mécanisme est appelé facilitation
de linfection par les anticorps (antibody-dependant enhancement, ADE). Il implique
linternalisation de la particule virale opsonisée, que ce soit par le C3b ou par les anticorps,
par les cellules phagocytaires portant le récepteur a 'opsonine qui joue le role indirect de
récepteur d’entrée virale. Ce mécanisme, bien connu par exemple dans l'infection par le virus
de la dengue, est favorisé par de faibles titres d’anticorps majoritairement constitués

d’anticorps non ou peu neutralisants (321).

b. Réponse humorale dirigée contre le SARS-CoV-2
L’immunité humorale intervient dans le contréle de I'infection et constitue I'élément majeur de
protection contre les réinfections. Des anticorps spécifigues du SARS-CoV-2 se développent

chez la grande maijorité des patients suite a l'infection, en particulier contre les protéines S et
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N, avec 91 & 99 % de séroconversions contre la protéine S selon les études (322-324). Les
IgM et les IgA sériques anti-SARS-CoV-2 apparaissent le plus t6t, généralement vers le 7¢ jour
aprés le début des symptbmes, puis augmentent rapidement avant de décliner a partir de la
quatrieme semaine (322,325). La cinétique de ces anticorps a été moins étudiée que celle des
IgG, mais certaines études rapportent une persistance possible des IgM et IgA sériques
jusqu’a plus de sept mois suivant le diagnostic, avec des variations selon les cibles des
anticorps étudiés, les kits sérologiques utilisés et les cohortes de patients (326). Les IgG
deviennent quant a elles détectables a partir du 12¢ jour suivant les symptémes en médiane,
atteignent leur pic aprés la troisieme semaine, et persistent longtemps apres l'infection du fait

de leur sécrétion par les plasmocytes de longue durée de vie (324,325,327,328).

Les patients atteints de formes sévéres développent une immunité humorale plus forte, avec
des titres d’anticorps anti-S et anti-N plus élevés et un meilleur pouvoir neutralisant de leurs
anticorps, probablement du fait de leur exposition intense et prolongée au virus (329). Il en est
de méme pour les personnes agées et les patients de sexe masculin, pour lesquels les autres
versants de 'immunité sont peut-&tre moins efficaces dans le contréle de l'infection (330-332).
En revanche, la rapidité du développement d’anticorps neutralisants au cours de l'infection,
qui dépend notamment du recrutement des LTfh par les lymphocytes B, a une valeur
pronostique importante sur I'évolution de l'infection, un retard de réponse étant associé un

risque accru de déces (333,334).

Bien que les titres d’anticorps neutralisants décroissent au cours des mois suivant une primo-
infection, le pouvoir neutralisant intrinséque de ces anticorps s’améliore au cours du temps et
devient moins sensible aux mutations de nouveaux variants, par un phénomeéene de maturation
d’affinité (335,336). Enfin, la caractérisation des anticorps circulants ne représente qu’un volet
de 'immunité humorale post-infectieuse. En effet, les lymphocytes B mémoires et les anticorps
des muqueuses (en particulier les IgA sécrétoires) participent également a la réponse

humorale en cas de nouvelle stimulation antigénique.
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La défense contre l'infection par le SARS-CoV-2 médiée par la réponse immunitaire humorale
repose en grande partie sur I'action des anticorps neutralisants. Ceux-ci sont essentiellement
dirigés contre la protéine S, avec 90 % de l'activité neutralisante portée par les anticorps
ciblant les épitopes au sein du RBD (329). Cette région RBD est aussi la principale cible des
anticorps anti-S totaux mesurés par test de liaison, une étude estimant la fraction de ces
anticorps a 65-77 % (337). L'immunogénicité prédominante du RBD au sein de la protéine S
s’explique par sa grande accessibilité a la surface de la particule virale (d’autant plus
importante que la protéine S est en conformation ouverte), mais probablement aussi pas sa
faible glycosylation en comparaison des autres régions de la protéine S. Les autres anticorps
neutralisants reconnaissent principalement le NTD, ainsi que des structures quaternaires

formées par les triméres de protéine S, ou encore la sous-unité S2 (329,338).

Les autres fonctions effectrices des anticorps développés au cours de linfection semblent
cependant aussi jouer un réle dans le contréle de l'infection par le SARS-CoV-2. En effet,
l'activité phagocytaire et l'activité du complément dépendantes des anticorps anti-S est
augmentée lors de I'hospitalisation chez des patients qui évolueront vers une guérison en
comparaison des patients qui décéderont de I'infection (339). Enfin, le phénoméne délétere
d’ADE a été mis en évidence in vitro a partir d’échantillons de sérum de patients atteints de
COVID-19 (340-342). L’infectivité du SARS-CoV-2 observée n’était cependant que faiblement
augmentée, de I'ordre de 10 fois (contre 100 a 1000 fois pour le virus de la dengue) (343).
Cette augmentation implique d’une part la fixation du fragment Fc des anticorps par les cellules
phagocytaires, et d’autre part le blocage du RBD en conformation ouverte suite a la fixation
d’anticorps au NTD (340,342). Les données cliniques relatives aux symptbmes apres
réinfection et a I'efficacité vaccinale sont rassurantes et plaident pour un impact trés mineur
de ce phénoméne. Enfin, une réactivité croisée des anticorps ciblant les coronavirus
saisonniers HCoVs est possible, plus fréquemment observée chez les enfants, mais

généralement avec une trés faible activité neutralisante contre le SARS-CoV-2 (344-347).
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IV. Diagnostic et prise en charge de la COVID-19

A. Diagnostic

Le diagnostic des infections a SARS-CoV-2 est d’'une grande importance dans le contexte de
pandémie, d’'une part pour une bonne prise en charge des patients, en particulier dans le cas
des personnes fragiles ou présentant une forme sévére, et dautre part a visée
épidémiologique, pour suivre I'incidence de la COVID-19 et limiter le risque de contaminations
secondaires par I'isolement des personnes infectées et le dépistage des cas contact. Les outils
diagnostiques ont été mis au point a une vitesse record dés I'émergence du SARS-CoV-2,
puis se sont perfectionnés et adaptés aux nouvelles problématiques apparues avec I'évolution

de la pandémie.

1. Signes paracliniques d’orientation

Plusieurs anomalies biologiques peuvent étre mises en évidence au cours de la COVID-19,
d’autant plus importantes que l'infection est sévere. Outre la lymphopénie souvent observée,
le syndrome inflammatoire d’intensité variable est associé a une hausse des cytokines pro-
inflammatoires circulantes, de la ferritine, et de la protéine C-réactive (CRP). Les paramétres
de la coagulation sont également a surveiller du fait d’'un risque accru d’événements thrombo-

emboliques (214).

De plus, l'imagerie thoracique est un élément déterminant dans I'orientation diagnostique vers
une COVID-19. En effet, le scanner thoracique sans injection fait partie des examens de
premiéere intention recommandés en cas de signes de mauvaise tolérance respiratoire, pour
évaluer 'ampleur de l'atteinte pulmonaire et conforter ou non la suspicion si le cas n’est pas
encore confirmé (348). Des images trés évocatrices peuvent étre observées, correspondant a
des opacités en verre dépoli, multifocales, bilatérales et asymétriques, de localisation sous
pleurale & prédominance basale et postérieure. L’absence de ces anomalies a une bonne
valeur prédictive négative de pres de 90 %, mais a l'inverse leur présence n’est que peu
spécifique de la COVID-19 (349,350).
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2. Diagnostic virologique
Le diagnostic de certitude de l'infection a SARS-CoV-2 repose sur deux stratégies. La
premiere correspond au diagnostic direct avec la mise en évidence de composants protéiques
ou génomiques du virus, tandis que le diagnostic virologique indirect consiste a rechercher les

anticorps spécifiques développés en réponse a l'infection.

2.1. Diagnostic direct
Le diagnostic virologique direct réalisé a partir de prélévements respiratoires est privilégié en
phase aigué de l'infection. La méthode diagnostique de référence correspond a une recherche
de génes cibles du génome viral par RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain
reaction) & partir d’'un frottis nasopharyngé. A défaut, 'analyse peut étre effectuée sur
prélevement salivaire, avec une sensibilité satisfaisante (351,352). Alternativement, une
recherche des protéines virales par test antigénique peut étre effectuée sur frottis
nasopharyngé réalisé par un professionnel de santé ou sur auto-prélevement nasal. Les tests
antigéniques salivaires ne sont quant a eux pas autorisés en France, du fait de performances
analytiques jugées insuffisantes (353). Enfin, en cas d’atteinte respiratoire basse, le diagnostic
peut aussi étre réalisé par RT-PCR sur prélevements respiratoires plus profonds, tels qu'une
aspiration trachéale ou un liguide broncho-alvéolaire, notamment en cas de suspicion forte et

de résultat négatif sur frottis naso-pharyngé.

L'ensemble des tests antigéniques commercialisés en France sont des tests
immunochromatographiques sous forme de cassettes qui détectent la présence de la protéine
virale N. Apres dép6t de I'échantillon a I'extrémité d’'une membrane de nitrocellulose, I'antigéne
viral s’il est présent se fixe a un anticorps spécifique compris dans le kit et couplé a des
particules d’or colloidal, puis les immunocomplexes formés migrent sous I'effet du tampon de
migration. Un second anticorps ciblant aussi I'antigéne viral et présent dans la zone de test
capture ces complexes, ce qui entraine I'apparition d’'une bande colorée. Une bande contrdle
qui capture la fraction Fc des anticorps couplés a I'or colloidal permet de vérifier la bonne

migration de [I'échantillon. Ces dispositifs immunochromatographiques présentent de
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nombreux avantages pratiques qui ont motivé leur intégration dans les stratégies de dépistage
au cours de la pandémie. lls sont faciles d’utilisation, fournissent un résultat rapidement
(généralement en 15 a 20 minutes, selon la notice du fabricant), et ne nécessitent
généralement pas d’appareillage pour la lecture. Cependant, le résultat obtenu n’est que
qualitatif et les performances analytiques de ces tests ne sont pas optimales, avec en
particulier une sensibilité plus faible que le diagnostic par RT-PCR. En accord avec la
proposition de 'OMS, la Haute Autorité de Santé (HAS) impose une sensibilité clinique
minimale de 80 % et une spécificité clinique minimale de 99 % pour les tests autorisés en
France (354). Malgré cette bonne spécificité, une confirmation du résultat positif par RT-PCR
est recommandée en particulier pour participer au suivi épidémiologique et au suivi de

I'’émergence de variants du SARS-CoV-2.
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Figure 27 : Principe du test antigénique.
D’aprés une illustration du site Science.lu (355).
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Le diagnostic par RT-PCR fait donc office de référence. Aprés extraction de 'ARN viral a partir
du prélévement respiratoire, la transcription inverse avec génération d’ADN complémentaire
suivie de plusieurs cycles d’amplification (dénaturation — hybridation des amorces -
élongation) permet la détection des régions cibles du génome viral. Cette technique a une
sensibilité globale estimée entre 95 et 97 % a partir d’'un frottis nasopharyngé (vs. 85-88 % sur
salive) et une excellente spécificité de proche de 100 % (356—358). La sensibilité de détection
est maximale au cours de la premiere semaine suivant le début des symptdmes, voire déja
guelgues jours auparavant (198). Le génome viral reste toutefois habituellement détectable
jusqu’a 2 a 3 semaines (17 jours en moyenne), sans que cela témoigne de I'excrétion de virus
infectieux qui ne dure généralement qu’environ une semaine apres le début des symptdomes
(198,359-361). Néanmoins, une durée prolongée d’excrétion de virus infectieux peut étre
observée dans les formes modérées a séveres. En effet, une étude menée sur une cohorte
de patients hospitalisés et pour la majorité en réanimation a mis en évidence une culture virale
positive jusqu’a trois semaines apres le début des symptdomes, avec une médiane a 8 jours
(199).
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Figure 28 : Suivi longitudinal de 9 patients atteints de formes légéres de COVID-19 par
RT-PCR et par culture virale.

La culture s’est négativée apres un peu plus d’'une semaine tandis que des résultats positifs
en RT-PCR ont été obtenus sur frottis nasopharyngés pendant 3 semaines chez plus de la
moitié des patients. D’apres Wolfel et al., Nature, 2020 (361).
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L’Institut Pasteur a tres t6t mis au point une RT-PCR ciblant deux régions de la RdRP,
nommées IP2 et IP4, avec une sensibilité de détection de 10 copies par réaction (362,363).
De nombreux réactifs commerciaux sont ensuite apparus sur le marché, les techniques de RT-
PCR les plus couramment employées ciblant les régions ORFl1ab/RdRp, E, N et S. La HAS
recommande de cibler deux régions distinctes du génome, afin de limiter le risque de défaut
de détection de variants portant des mutations sur les séquences d’hybridation des amorces
ou de la sonde (364). La RT-PCR peut étre soit uniguement qualitative, soit quantitative (RT-
gPCR) permettant une estimation de la charge virale dans I'échantillon et ainsi un suivi de la
clairance virale. Cette quantification est basée sur le Ct (Cycle threshold), correspondant au
nombre de cycles d’amplification a partir duquel la cible devient détectable. En considérant la
technique de référence développée par I'Institut Pasteur, un Ct inférieur a 23 témoigne d’une
excrétion virale forte tandis qu’un Ct supérieur a 33 est associé a une excrétion modérée voire

tres faible (365).

2.2. Diagnostic sérologique
Le diagnostic sérologique consiste a détecter des anticorps spécifigues du SARS-CoV-2
développés en réponse a linfection ou la vaccination. Dés I'été 2020, de nombreux tests
sérologigues spécifigues du SARS-CoV-2 ont été commercialisés, utilisés pour mettre en
évidence rétrospectivement une infection passée a partir de prélévements sanguins. Ces tests
ont notamment été employés a visée épidémiologique afin d’évaluer la part de la population
immunisée contre le virus. En effet, une contamination peut passer inapercue du fait d’'une
forme asymptomatique de linfection, et de nombreux cas méme symptomatiques n’ont pas
été confirmeés par biologie moléculaire, en particulier au début de la pandémie. La sérologie a
par la suite eu un regain d’'intérét en 2021 aprés la mise en place de la vaccination, afin de

caractériser la réponse humorale au vaccin.

Les tests sérologiques disponibles détectent alternativement les IgM, IgA et/ou IgG dirigées
contre les protéines S ou N, ou encore contre la région RBD de la protéine S. Les anticorps

anti-RBD ou anti-S se développent aprés infection ou vaccination, tandis que les anticorps
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anti-N sont spécifiques d’'un antécédent d’infection (hors cas de vaccination par virus entier a
I'étranger). Plusieurs types de tests sont commercialisés, reposant sur des technologies

différentes et avec des performances analytiques variables.

Les tests immunochromatographiques sous forme de cassettes suivent un principe similaire a
celui des tests antigéniques utilisés pour le diagnostic direct : les anticorps du patient se fixent
a un antigene viral couplé a des particules d’or colloidal, puis les complexes immuns formés
migrent sur la bande de nitrocellulose avant d’étre capturés par des anticorps anti-lg humaine
(spécifiques d’isotype), cette capture se traduisant par I'apparition d’'une bande colorée. Une
bande contrdle permet de vérifier la bonne migration de I'échantillon. Ces tests faciles
d’utilisation et offrant un délai rapide d’obtention de résultat (environ 15 minutes) ne permettent
cependant qu’une détection qualitative ou semi-quantitative (selon I'intensité de la bande test)
des anticorps. De plus, ils ne sont généralement pas automatisés et impliquent une lecture

visuelle du résultat, avec une part de subjectivité.

D’autres tests sérologiques sont quant a eux automatisés et partagent le méme principe : les
anticorps anti-SARS-CoV-2 présents dans I'échantillon testé se fixent a I'antigéne viral mis en
présence, puis des anticorps secondaires couplés a une enzyme se fixent aux anticorps ayant
reconnu leur antigéne. L’activité enzymatique responsable du signal de détection distingue
plusieurs catégories de tests sérologiques : les tests ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay) avec détection d’'un produit de réaction coloré et les tests CLIA (ChemiLuminescent
ImmunoAssay) avec détection d’'un signal lumineux, ces derniers ayant des variantes sur
microparticules (CMIA, Chemiluminescent Microparticule ImmunoAssay) ou mettant en jeu

une réaction électrochimique (ECLIA, ElectroChemiLuminescent ImmunoAssay).

A linstar des exigences de performances pour les tests de diagnostic direct, la HAS impose
que les tests sérologiques commercialisés en France aient une sensibilité clinique minimale
de 90 a 95 % (selon 'usage) et une spécificité clinique minimale de 98 %. Les performances

analytiques varient cependant entre les kits, mais aussi en fonction des isotypes
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d’'immunoglobulines recherchés, de la cible antigénique et du délai écoulé depuis la stimulation

de la réponse immunitaire par l'infection ou la vaccination (366).

Enfin, certains tests automatisés permettent une quantification absolue des anticorps sur la
base de lintensité du signal produit. L'utilisation massive de ces tests quantitatifs et la
coexistence de plusieurs kits produits par des fabricants différents a conduit TOMS a mettre
en place un standard international titré a 1000 BAU (Binding Antibody Unit)/mL, afin
d’homogénéiser les résultats de dosage des anticorps anti-SARS-CoV-2 entre laboratoires
(367). Ainsi, ce standard international a été testé avec chaque kit quantitatif sur le marché, et
un facteur de conversion a été établi pour chacun d’entre eux afin de transformer le résultat

du fabricant en un résultat exprimé en BAU/mL (368).

B. Prise en charge thérapeutique

Au début de la pandémie, les options thérapeutiques de prise en charge de la COVID-19
étaient tres limitées. Un effort mondial de recherche et une communication soutenue des
médecins au sujet de leur expérience cliniqgue ont conduit a une meilleure compréhension de
la physiopathologie de l'infection, une amélioration de la prise en charge des patients, et
I'évaluation de nouvelles stratégies thérapeutiques a un rythme inédit. Outre la prise en charge
symptomatique, ces stratégies reposent sur l'utilisation de traitements anti-inflammatoires,
antiviraux ou encore a base d’anticorps anti-SARS-CoV-2. Les recommandations de prise en
charge sont réguliérement mises a jour par 'TOMS sur la base des nouvelles données de la
littérature (369). Ces recommandations différent entre les formes sévéres de COVID-19
d’aprés les criteres de 'OMS (SpO2 en air ambiant <90 %, signes de pneumonie ou de

détresse respiratoire) et les cas non séveres (si aucun de ces criteres n’est rempli).
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1. Traitements symptomatiques

Tout d’abord, la prise en charge symptomatique est primordiale, en particulier via
'oxygénothérapie lorsqu’elle est nécessaire en cas d’atteinte respiratoire basse avec une
Sp0O2 <92 %. Au début de la pandémie, les patients étaient intubés et ventilés mécaniquement
précocement, parfois avant méme l'apparition de signes évidents de détresse respiratoire. A
I'inverse, 'oxygénothérapie nasale a haut débit est aujourd’hui privilégiée afin de favoriser une
meilleure récupération a la convalescence, tandis que la ventilation mécanique non invasive
est plutot utilisée en seconde intention et l'intubation réservée aux cas les plus séveéres,
généralement en service de réanimation (370). Par ailleurs, un traitement anti-coagulant a
base d’héparine est mis en place chez les patients hospitalisés pour limiter le risque de

complications thrombotiques (371).

2. Traitements anti-inflammatoires

Le traitement anti-inflammatoire est un autre pilier du traitement de la COVID-19, en patrticulier
lors de la phase d’aggravation de la maladie secondaire a l'excés d’inflammation. La
corticothérapie a base de dexaméthasone s’est en effet rapidement intégrée a la prise en
charge des patients hospitalisés avec une COVID-19. Elle permet de réduire la réponse
inflammatoire responsable des principaux effets pathogénes de l'infection et de réduire
significativement sa mortalité, mais uniguement chez les patients oxygéno-requérants (372).
Ainsi, son usage en France est actuellement recommandé uniquement chez les patients
hospitalisés présentant des symptémes évoluant depuis au moins une semaine (369,373).
D’autres traitements anti-inflammatoires ciblant spécifiques I'action de certaines cytokines ont
également une place dans le traitement de linfection. Les anticorps monoclonaux anti-
récepteurs de I'lL-6 (tocilizumab et sarilumab) sont en effet recommandés par 'OMS dans les
formes séveres par voie intraveineuse en association avec les corticoides, afin de bloquer
I'activité pro-inflammatoire de I'lL-6 (374,375). Le baricitinib représente une alternative a ces
anticorps, avec les mémes indications mais disponible par voie orale (369,376). Il s’agit d’'un

inhibiteur de JAK1 et JAK2 qui inhibe I'endocytose du virus SARS-CoV-2 in vitro et blogue la
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signalisation des cytokines pro-inflammatoires (notamment I'lL-6) par la voie JAK/STAT apres

fixation a leur récepteur (377). Le ruxolitinib et le tofacitinib, d’autres inhibiteurs de JAK, n’ont

pour I'heure pas fait preuve d’'un intérét clinique avec un niveau de preuve suffisant.

3. Traitements antiviraux

D’autres molécules ont été évaluées dans le traitement de la COVID-19 du fait de leur action

inhibitrice potentielle sur la réplication virale, avec donc un effet optimal en début d’infection.

Les options de traitements antiviraux actuellement recommandés comprennent le remdesivir,

le molnupiravir et I'association nirmatrelvir-ritonavir (Paxlovid®).

Le remdesivir, molécule initialement développée contre le virus de I'hépatite C, est une
prodrogue d’analogue nucléosidique de I'adénosine qui conduit a une terminaison
retardée de I'élongation de la chaine d’ARN lors de son incorporation au cours de la
réplication virale. Malgré des premiers résultats décevants, une nouvelle évaluation de
l'intérét de cette molécule par TOMS a trés récemment conduit a la considérer comme
un traitement possible dans les cas non sévéres de COVID-19 associés a un risque
tres élevé d’hospitalisation (patients agés, immunodéprimés, ou avec une pathologie
chronique a risque, en particulier en I'absence de vaccination) (369). Il présente
néanmoins la contrainte d’'une administration par voie intraveineuse, préférentiellement
au cours des sept premiers jours de symptémes (369). Une extension d’indication pour
cette molécule avait déja été obtenue en France en décembre 2021 pour le traitement
précoce des patients non oxygéno-requérants a risque élevé de forme grave (373).

Le molnupiravir est une autre option thérapeutique figurant dans les recommandations
internationales de traitement par 'TOMS (369). Ce traitement est aussi réservé aux cas
non séveres a haut risque d’hospitalisation, et a administrer par voie orale si possible
dans les 5 premiers jours aprés le début des symptdmes (369,378). |l s’agit d’'une
prodrogue de base nucléosidique de type R3-D-N4-hydroxycytidine qui s’incorpore
aléatoirement dans les ARN génomiques et sous-génomiques synthétisés au cours de

la réplication, aboutissant a une mutagénése létale. Néanmoins, cette molécule n’est
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pas disponible en France suite a un avis défavorable de la HAS délivré en décembre
2021, du fait d'une efficacité jugée insuffisante en comparaison des alternatives
thérapeutiques.

Le traitement par Paxlovid® a trés récemment fait I'objet d’'une forte recommandation
de 'OMS pour les cas non séveres de COVID-19 associés a un risque trés élevé
d’hospitalisation, aprés des résultats trés encourageants annoncés par son fabricant
en cas d’administration précoce (89 % de réduction du risque d’hospitalisation si
administré au cours des trois premiers jours) confirmés par plusieurs essais cliniques
(369,379). Cette formulation associe le nirmatrelvir, un inhibiteur de la protéase, au
ritonavir qui prolonge sa biodisponibilité par voie orale. La HAS a d’ores et déja autorisé
son accés précoce en janvier 2022 pour les adultes ne nécessitant pas
d'oxygénothérapie et a risque élevé d'évolution vers une forme grave de la maladie, le
traitement étant a débuter au cours des cing premiers jours aprés |'apparition des
symptémes (380). Néanmoins, I'administration de ce traitement est contraint par les
interactions médicamenteuses associées au ritonavir, puissant inhibiteur du
cytochrome P450 3A4, qui restreignent sont usage notamment chez les patients

immunodéprimés avec un risque de déséquilibrage du traitement immunosuppresseur.

L’ivermectine, I'association lopinavir-ritonavir ainsi que la chloroquine et I'hydroxychloroquine

ont également fait 'objet d’essais cliniques dans le traitement de la COVID-19, sans bénéfice

démontré a ce jour (369).

4. Traitements a base d’anticorps anti-SARS-CoV-2

Enfin, plusieurs stratégies thérapeutiques a base d’anticorps anti-SARS-CoV-2 ont été

développées au cours de la pandémie. Le premier traitement testé consistait a 'administration

de plasmas de patients convalescents de la COVID-19 qui contiennent des anticorps

neutralisants spécifigues du virus. Cependant, ce traitement n’a pas montré de bénéfice

clinique suffisant est n’est donc actuellement pas recommandé (369). Plus récemment,

plusieurs anticorps monoclonaux ciblant le SARS-CoV-2 ont été développés, utilisés seuls ou
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en bithérapies selon les formulations, dans le traitement précoce des formes non sévéeres chez

les patients avec un risque élevé de forme grave. L’efficacité de certains de ces anticorps a

été impactée par 'émergence successive de nouveaux variants.

L’association casirivimab-imdevimab (Ronapreve®) est disponible en autorisation
temporaire d’utilisation (ATU) en France depuis le mois de mars 2021. Son
administration était alors recommandée dans les cas non séveres survenus depuis
moins de 5 jours chez les patients présentant un risque élevé d’hospitalisation, ainsi
gue dans les cas séveéres chez les patients séronégatifs pour le SARS-CoV-2. Cette
bithérapie reste efficace contre le variant delta, mais présente une perte totale d’activité
neutralisante contre le variant omicron, ce qui rend son usage aujourd’hui obsoléte
(369,373).

L’association bamlanivimab-etesevimab apparue en méme temps sur le marché
francais était elle aussi indiquée dans le traitement précoce des formes non séveres
associées a un risque élevé de forme grave. Toutefois, cette bithérapie avait déja une
activité non optimale sur le variant delta et s’est avéré totalement inactive sur le variant
omicron. Son autorisation temporaire d'utilisation a été suspendue le 31 décembre
2021 en France (373).

L’association tixagevimab-cilgavimab (Evusheld®), essentiellement administrée a
visée prophylactique, peut exceptionnellement étre utilisé en traitement curatif en
acces compassionnel chez les patients hospitalisés non-répondeurs ou faiblement
répondeurs aprés un schéma vaccinal complet (IgG anti-S <264 BAU/mL), ou non
vaccinés contre la COVID-19. Cette bithérapie reste efficace sur le variant delta mais
son activité neutralisante est partiellement réduite contre le variant omicron (373).

Le sotrovimab (Xevudy®) a été autorisé en France via une autorisation d’accés précoce
délivrée par la HAS en janvier 2022. |l est indiqué en traitement curatif dans les cas ne
nécessitant pas de supplémentation en oxygéene et risquant d'évoluer vers une COVID-

19 sévere, avec une administration dans les 5 premiers jours suivant le début des
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symptbmes. Ce traitement conserve une activité neutralisante contre le variant
omicron, bien que réduite contre le sous-lignage BA.2 (369,381,382). La liaison a un
site hautement conservé du RBD semble conférer cet anticorps monoclonal une
barriere génétique de résistance élevée.

- Enfin, l'utilisation du bebtélovimab actif sur omicron (y compris BA.2) a été approuvée
en février 2022 par la FDA (Food and Drug Administration) mais ce traitement n’est

pas encore disponible en Europe.

Les options thérapeutiques contre la COVID-19 sont donc multiples, mais les
recommandations sont en constante évolution avec l'arrivée de nouvelles molécules sur le
marché et en paralléle 'émergence de variants avec un potentiel d’échappement a certains

traitements.
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V. Prophylaxie contre la COVID-19

Les mesures sanitaires telles que le port du masque, 'hygiéne des mains, I'aération des
espaces fermés ou encore la distanciation physique sont des mesures de prévention primaires
dont la mise en place a permis de limiter le nombre des contaminations dés le début la
pandémie. Le développement de vaccins contre le SARS-CoV-2 a d’emblée été percu comme
la porte de sortie de cette pandémie, d’ou un effort de recherche sans précédent qui a mené
a l'arrivée sur le marché de plusieurs vaccins de fabricants différents dés la fin de I'année
2020. Néanmoins, les personnes immunodéprimées qui développent une faible réponse
immunitaire aprés vaccination ne sont pas protégées, alors qu’elles constituent une catégorie
de patients a risque de forme sévere de COVID-19. Les traitements prophylactiques a base
d’anticorps monoclonaux se sont donc imposés comme une alternative pour la protection de

ces patients.
A. Anticorps monoclonaux

La prophylaxie par 'administration d’anticorps monoclonaux est réservée aux patients a trés
haut risque de forme sévére (déficit immunitaire ou acquis, notamment patients greffés) et
faiblement/non répondeurs a la vaccination (IgG anti-S <264 BAU/mL) aprés un schéma
vaccinal complet, ou non éligibles a la vaccination. Elle peut étre envisagée dans deux
contextes : en pré-exposition, c’est-a-dire en prévention primaire systématique, ou en post-
exposition aprés contact avec un cas confirmé de COVID-19. L’association casirivimab-
imdevimab (Ronapreve®) ne doit plus étre employée en pré-exposition du fait de la circulation
largement prédominante du variant omicron. Son usage en prévention post-exposition devient
exceptionnel, car il exige la mise en évidence du variant delta chez le cas index. La prophylaxie
par anticorps monoclonaux repose donc aujourd’hui uniquement sur la bithérapie
tixagévimabl/cilgavimab (Evusheld®) active sur le variant omicron, utilisable en pré-exposition
suite a une autorisation d’acces précoce par la HAS en décembre 2021. Apres administration

d’'une dose unique en intra-musculaire, la durée de la protection conférée est estimée a au
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moins 6 mois. Une utilisation de cette combinaison d’anticorps peut aussi étre possible en

post-exposition aprés demande d’autorisation d’accés compassionnel.

B. Vaccination

La mise a disposition de vaccins anti-SARS-CoV-2 a été un véritable tournant dans la gestion
de la pandémie, permettant d’envisager une stratégie préventive sur le long terme. Le principe
de base de la vaccination est d’exposer I'organisme a une partie ou la totalité de I'agent

pathogéne pour stimuler la réponse immunitaire et générer une réponse effectrice et mémoire.
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Figure 30 : Principe du développement d’une réponse immunitaire vaccinale.
Pollar et al., 2021 (383).

Plusieurs vaccins ont été développés a travers le monde, basés sur des technologies

différentes dont les vaccins recombinants a vecteur viral, les nanoparticules lipidiques
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renfermant de 'ARN messager (ARNm), les virus inactivés, les virus vivants atténués ou
encore les vaccins protéiques sous-unitaires. L’essentiel de ces vaccins visent a induire une
réponse immunitaire contre la protéine S, protéine trés immunogéene du SARS-CoV-2 et

principale cible des anticorps neutralisants.
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Figure 31 : Principaux types de vaccins développés contre le SARS-CoV-2.
Magazine Savoir(s), Université de Strasbourg, n°43 (novembre 2021) (384).

1. Vaccins disponibles contre le SARS-CoV-2

1.1. Vaccins autorisés en France

Cing vaccins ont été autorisés en France a ce jour, dont les trois premiers sont arrivés sur le

marché a seulement un mois d’intervalle entre la fin décembre 2020 et la fin janvier 2021.

Le vaccin BNT162b2 (Comirnaty®, Pfizer/BioNTech) a été le premier vaccin commercialisé
(autorisation de mise sur le marché (AMM) européenne le 21 décembre 2021) et reste
aujourd’hui 'un des vaccins de référence dans le monde. |l s’agit d’'un vaccin a base d’ARNm

incorporé dans une nanoparticule lipidigue. LARNm code la protéine S de la souche virale
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ancestrale de Wuhan, mais avec quelques modifications qui optimisent I'efficacité de sa
traduction par la cellule et la stabilité de la protéine produite, notamment en empéchant le
clivage entre S1 et S2 et le changement de conformation de S2 vers une conformation post-
fusion (68). Une fois entré dans le cytoplasme cellulaire, TARNm est directement traduit en
protéines S par la machinerie de la cellule héte. Certaines protéines produites pourront
s’ancrer a la surface de la membrane plasmique cellulaire par la voie d’exocytose et stimuler
les lymphocytes B. Une autre partie des protéines produites subit un clivage protéolytique
intracellulaire permettant I'association de peptides aux CMH de type | ou Il, respectivement
nécessaires a la stimulation des LT CD8+ et CD4+ (68). Ainsi, ce vaccin génere en paralléle

une réponse humorale et une réponse cellulaire spécifiques de la protéine S du SARS-CoV-2.
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Figure 32 : Mécanisme d’action des vaccins basés sur ’ARN messager.
E Joubert et al., 2021 (385).
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La technologie de TARNm ne nécessite pas d’adjuvant pour induire cette réaction immunitaire,
'ARN étant reconnu comme signal de danger par la cellule. Chaque dose de vaccin Pfizer
destinée aux adultes contient 30 pg d’ARNm. Le schéma de primovaccination comprend

I'administration de deux doses espacées d’au moins 21 jours (3 a 7 semaines).

Le vaccin mMRNA-1273 (Spikevax®, Moderna), autorisé par AMM en Europe le 6 janvier
2021, repose sur la méme technologie ’ARNm encapsidé en nanoparticule lipidique. Il
contient toutefois une quantité plus importante dARNm (100 ug pour chaque dose vaccinale
compléte). Le schéma vaccinal de base est proche de celui du vaccin BNT162b2 (deux doses
espacées de 4 a 7 semaines). Ce vaccin présente un avantage logistique car il se conserve a
-20°C tandis que le vaccin BNT162b2 de Pfizer/BioNTech se conserve a -80°C, ce qui
nécessite de disposer de congélateurs adaptés. Néanmoins, les stocks restreints de vaccin
MRNA-1273 ont limité son usage au début de la pandémie. Aujourd’hui, il constitue le second
vaccin de référence dans les recommandations francaises (avec le vaccin BNT162b2), mais
son usage est réservé aux adultes de 30 ans et plus du fait d’'un surrisque de myocardites

d’évolution favorable en dessous de cet age (386).

Le troisieme vaccin commercialisé en France est le vaccin ChAdOx1 nCoV-19 aussi appelé
AZD1222 (Vaxzevria®, Oxford/AstraZeneca), autorisé par AMM en Europe le 29 janvier 2021.
Il s’agit d’'un vaccin a base d’ADN incorporé dans le génome d’un adénovirus de chimpanzé
(ChAdOXx1) jouant le role de vecteur viral. Cet adénovirus est modifié par la délétion des genes
précoces E1 et E3, ce qui le rend non réplicatif, et par 'insertion d’ADN codant la protéine S
du SARS-CoV-2 dans la région E1 (68). Aprés I'entrée de cet adénovirus dans sa cellule cible,
I’ADN libéré est transféré dans le noyau, transcrit en ARN messager puis traduit en protéine
S par la machinerie cellulaire, suscitant une réponse immunitaire humorale et cellulaire. La
encore, aucun adjuvant n’est nécessaire car 'adénovirus est lui-méme pergu comme un
danger par la cellule. Le délai & observer entre les deux doses de ce vaccin est de 9 a 12
semaines : ce délai est plus long qu'avec les autres vaccins, mais permet d’optimiser

I'efficacité vaccinale (387). En mars 2021, le dispositif de pharmacovigilance a remonté des
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cas d’événements thromboemboliques et hémorragiques graves et rares, entrainant la
suspension temporaire de I'utilisation de ce vaccin puis le rétablissement de son autorisation
mais uniguement chez les personnes de plus de 55 ans (388). Le 8 avril 2021, la HAS a publié
un avis dans lequel elle recommande I'administration d’un vaccin a ARN messager (Pfizer-
BioNTech ou Moderna) en seconde dose pour les personnes de moins de 55 ans ayant déja
regu une premiére dose de vaccin Vaxzevria®, avec un délai de 12 semaines entre les deux
doses (389). Cette stratégie vaccinale est appelée « prime-boost hétérologue », impliquant un

changement de type de vaccin entre la premiere et la seconde injection.

Le quatriéme vaccin est le Ad26.COV2.S (Janssen COVID-19%, Janssen / Johnson &
Johnson), autorisé en Europe par AMM le 11 mars 2021 et utilisé en France depuis le 24 avril.
Il s’agit également d’un vaccin a ADN vectorisé, mais basé sur un adénovirus humain de type
26 modifié pour coder la protéine S du SARS-CoV-2. Au vu des événements thrombotiques
survenus en Amérique du Nord avec le vaccin Janssen et de leurs similitudes cliniques et
biologigues avec ceux observés avec le vaccin Vaxzevria® (aussi vectorisé par adénovirus),
l'indication du vaccin Janssen a été d’emblée restreinte aux personnes de 55 ans et plus en
France (390). Contrairement aux autres vaccins disponibles, il se caractérisait lors de sa sortie
par un schéma vaccinal en dose unique, ce qui lui donnait une place particuliere pour les
publics les plus éloignés du systeme de santé, en situation de précarité ou de handicap (391).
Néanmoins, au vu de la protection insuffisante conférée par une seule dose vaccinale, il est
demandé depuis aolt 2021 I'injection d’'une dose supplémentaire de vaccin a base dARNm
dans les 4 semaines a 2 mois aprés la premiére injection de vaccin Janssen pour considérer
la vaccination initiale compléte (392). Les données récentes de pharmacovigilance suggérent
une augmentation du risque d’infarctus du myocarde dans les deux semaines suivant la
vaccination avec Janssen, ce qui a finalement conduit la HAS a recommander la suspension
de son utilisation en février 2022 par principe de précaution et dans 'attente des conclusions

I’Agence Européenne des Médicaments (393,394).
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Figure 33 : Principe des vaccins basés sur une vectorisation par adénovirus.

a. Schéma de la particule virale non réplicative d’adénovirus et de son génome a ADN. E1 et
E3 : Génes précoces (early) 1 et 3 de 'adénovirus. b. Formation des particules vaccinales par
production en lignée cellulaire complémentée par lintégration chromosomique de E1 et
libération par lyse cellulaire. c. Expression de la protéine S dans les cellules des individus
vaccinés sans réplication possible de I'adénovirus.

D’aprés Heinz et Stiasny, npj Vaccines, 2021 (68).

Enfin, le vaccin NVX-CoV2373 (Nuvaxovid®, Novavax) a été autorisé en Europe plus
tardivement, le 20 décembre 2021. Il s’agit d’'un vaccin qui se compose de protéines S
recombinantes du SARS-CoV-2 sauvage (souche Wuhan) encapsidées en nanoparticules
lipidiques et associées a un adjuvant a base de saponine Matrix-M, celui-ci permettant
d’augmenter 'immunogénicité du vaccin en induisant des réponses cellulaires Th1/Th2
équilibrées et une réponse humorale (395). Le schéma de primovaccination avec ce vaccin

repose sur I'administration de 2 doses espacées de 3 semaines (tolérance de 18 a 28 jours)

96



(396). Son utilisation est réservée aux patients qui présentent une contre-indication aux autres

vaccins disponibles ou qui refusent la vaccination par un vaccin a ARN messager (397).

1.2. Autres vaccins commercialisés dans le monde

D’autres vaccins mis sur le marché a travers le monde ont été administrés dans un nombre

plus restreint de pays, dont ne fait pas partie la France.

Les vaccins Covishield (Serum Institute of India), R-Covi (R-PHARMA) et Fiocruz COVID-19
(Fiocruz) dont la composition et le procédé de fabrication sont similaires a ceux du vaccin
d’Oxford/AstraZeneca sont considérés comme équivalents a ce dernier par I'Agence

Européenne du Médicament (398).

D’autres vaccins ont été développés sur la base de technologies différentes, dont voici les

principaux :

- Les vaccins CoronaVac (Sinovac) et Covilo (Sinopharm) sont des vaccins entiers
inactivés produits par culture sur cellules Vero et adjuvés par de I'’hydroxyde
d’aluminium. lls sont tous deux reconnus par 'OMS et autorisés dans de nombreux
pays, notamment en Asie et en Amérique du Sud (399). La primo-vaccination avec ces
vaccins doit étre complétée par I'administration d’'une dose de vaccin a ARNm pour
étre reconnue en France (398).

- Le vaccin Covaxin (Bharat Biotech) est un autre vaccin entier inactivé cultivé sur
cellules Vero et recommandé tardivement par 'TOMS (novembre 2021) (399). Outre
son stockage peu contraignant au réfrigérateur, il se distingue des vaccins inactivés
précédents par un nouvel adjuvant. Il s’agit d’'une molécule de la classe des
imidazoquinoléines agoniste des TLR 7 et 8 adsorbée sur hydroxyde d’aluminium qui
favorise une polarisation vers une réponse cellulaire de type Th1l (400).

- Le vaccin Sputnik V (Gamaleya Research Institute) est un vaccin a vecteur viral qui
utilise, pour ses deux doses, deux adénovirus humains différents (AdV 26 et 5). Bien

gu’autorisé dans au moins 57 pays dans le monde, il n'est reconnu ni par '’Agence
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Européenne du Médicament ni par TOMS (399). Ainsi, les personnes ayant recu ce
vaccin a I'étranger peuvent bénéficier a nouveau d’un schéma complet de primo-
vaccination par un autre vaccin en France (398).

- Enfin, le vaccin Covovax est un vaccin sous-unitaire équivalent au Nuvaxovid® mais
produit par un fabricant différent en Inde (Serum Institute of India). Il a été autorisé par

'OMS en méme temps que ce dernier en décembre 2021 (399).

2. Schémas de vaccination recommandés en France

2.1. Vaccination de la population générale
La primovaccination par vaccin a base d’ARNm est actuellement privilégiée, du fait d’'une
bonne tolérance et d’'une meilleure efficacité contre les formes symptomatiques et les formes
séveres de la COVID-19 pour tous les variants du SARS-CoV-2 en comparaison des autres
vaccins disponibles. Quel que soit le vaccin considéré, le schéma de primovaccination
comprend I'administration de deux doses vaccinales, a I'exception des personnes déja
infectées avant leur premiere dose ou plus de 15 jours apres celle-ci pour lesquelles 'injection
d'une seconde dose n’est pas indiquée. En cas d’antécédent d’infection par le SARS-CoV-2,

la vaccination est possible a partir de deux mois suivant le diagnostic.

Suite a l'observation d’'un déclin de l'immunité vaccinale a partir de 6 mois suivant la
primovaccination, une campagne de rappel vaccinal a été lancée dés le mois de septembre
2021 pour les personnes les plus a risque et les soignants (392). Elle a par la suite été élargie
le 27 novembre a I'ensemble de la population adulte vaccinée, puis le 24 janvier 2022 aux
mineurs de 12 a 17 ans. Ce rappel concerne aussi les personnes avec un antécédent
d’infection par le SARS-CoV-2 avant, pendant ou moins de trois mois aprés la complétion du
schéma vaccinal initial. La dose de rappel est administrée entre trois et six mois aprés la
primovaccination ou linfection post-vaccinale, de préférence avec un vaccin a ARNm
indépendamment des types de vaccins regus lors de la primovaccination. Les vaccins de
Pfizer/BioNTech pleine dose (30 ug) et de Moderna demie-dose (50 pg) sont considérés
équivalents pour cette dose de rappel, mais seul le vaccin de Pfizer/BioNTech est
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recommandé pour les moins de 30 ans. Les personnes agées de 55 ans et plus qui ne
souhaitent pas recevoir de vaccin & ARNm ou qui ont présenté un évenement indésirable
grave aux vaccins a ARNm peuvent recevoir une dose de rappel avec le vaccin Janssen a
partir de 3 mois aprés la primo-vaccination (401). A ce stade, le vaccin de Novavax n’est pas

autorisé en vaccination de rappel.

Enfin, les personnes immunodéprimées ou agées de plus de 60 ans font I'objet d'une
recommandation d’un second rappel, dés 3 mois suivant le premier rappel. Le reste de la

population n’est pour le moment pas concerné par cette dose de rappel.

2.2. Vaccination des patients sévérement immunodéprimeés
Les patients séverement immunodéprimés, tels que les patients transplantés d’organes
solides, greffés récents de moelle osseuse ou dialysés, répondent mal au vaccin et font a ce
titre I'objet de recommandations particuliéres, qui ont évolué avec le temps et sur la base de
I'expérience clinique. Celles-ci visent a indiquer dans quels cas poursuivre la vaccination chez
ces patients et dans quels cas privilégier l'utilisation d’anticorps monoclonaux. En effet,
I'administration de ces derniers neutralise de fagon durable la protéine S synthétisée a partir
de ’ARNm vaccinal et empéche ainsi 'immunité vaccinale de se développer, rendant ces deux

méthodes de protection incompatibles de maniére simultanée.

Le Conseil d’Orientation de la Stratégie Vaccinale a recommandé dés le mois d’avril 2021
I'injection systématique d’une troisieme dose pour toutes les personnes séverement
immunodéprimées, quatre semaines apres la deuxieme dose (ou dés que possible pour les
personnes ayant dépassé ce délai), et avec évaluation de la réponse vaccinale par sérologie
un mois aprés la seconde et la troisieme dose (402). La Société Francophone de
Transplantation a par ailleurs préconisé de compléter la primovaccination par 'administration
d’'une quatrieme dose chez les sujets avec une réponse vaccinale a la troisieme dose positive
(IgG anti-S > 0 BAU/mL) mais faible (< 264 BAU/mL), et de privilégier 'administration

d’anticorps monoclonaux pour les sujets non répondeurs (403,404).
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Pour les personnes qui n‘ont pas encore complété le schéma de primo-vaccination, il est
actuellement préconisé d’effectuer un schéma vaccinal initial 8 deux doses avec un vaccin a
ARNmMm, puis d’effectuer une sérologie quantitative anti-S 15 jours plus tard et de compléter la
primo-vaccination avec une troisieme dose si la réponse obtenue aprées deux doses est jugée
suffisante (> 264 BAU/mL). Dans le cas contraire, les patients sont d’emblée éligibles a la
prescription d’anticorps monoclonaux en prophylaxie. Le méme schéma peut étre suivi pour

une éventuelle administration de quatrieme dose dans le schéma de primo-vaccination (405).

Quel que soit le nombre de doses administrées au cours de la primo-vaccination, le contrdle
sérologigue réalisé apreés la derniére dose conditionne la suite de la stratégie prophylactique :
les patients avec une sérologie > 264 BAU/mL sont éligibles a un rappel vaccinal avec vaccin
a ARNm (de préférence Moderna en pleine dose), réalisé 3 mois aprés la derniere injection,
tandis que les autres patients sont éligibles a la prescription des anticorps monoclonaux en
prophylaxie primaire (405). Le seuil de 264 BAU/mL a été établi sur la base d’une étude menée
au Royaume-Uni chez des sujets vaccinés par le vaccin d'Oxford/AstraZeneca dans un
contexte de circulation prédominante du variant alpha (406). Dans cette étude, un titre en
anticorps supérieur a 264 BAU/mL était associé a 80 % de protection contre une forme
symptomatique de COVID-19. Dés lors, cette valeur a été utilisée comme seuil de corrélat de
protection clinique, un titre en anticorps inférieur correspondant a une réponse vaccinale

défectueuse.

Aprés un délai de 15 jours suivant ce premier rappel, une nouvelle sérologie est réalisée et
conditionne I'éligibilité au 2° rappel selon les mémes critéres. Ce 2° rappel est réalisé trois
mois apres le premier (préférentiellement avec le vaccin de Moderna a dose pleine, soit
100 ug), avec controle de la réponse 15 jours plus tard. Si la protection est jugée suffisante
(IgG anti-S > 264 BAU/mL), le schéma vaccinal est complet et un suivi sérologique peut étre
effectué tous les trois mois afin de s’assurer que la protection se maintient. Si la réponse
humorale devient inférieure a ce seuil, une protection par anticorps monoclonaux (Evusheld®)

doit étre envisagée (405,407).
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Figure 34 : Stratégie de prévention de la COVID-19 chez les patients séveérement
immunodéprimés.

Algorithme décisionnel basé sur les recommandations nationales: Avis du conseil
d’orientation de la stratégie vaccinale du 6 janvier 2022 ; DGS-URGENT N°2022_16 du 28
janvier 2022 (405). D’aprés linfographie réalisée par I'association de patients Renaloo, avec
le soutien de la société Abbott (référence ADD-137963-FRA-FR).
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3. Couverture vaccinale

Débutée en France des la fin décembre 2020, la vaccination contre la COVID-19 était tout
d’abord réservée aux personnels de santé et aux populations les plus a risque du fait de stocks
limités, en particulier les personnes agées, immunodéprimées ou présentant des comorbidités.
La vaccination a par la suite progressivement été étendue jusqu’a se généraliser a 'ensemble
de la population adulte a partir du 31 mai 2021, aux enfants de 12 & 17 ans deux semaines
plus tard et aux enfants de 5 a 11 ans le 22 décembre 2021. Seuls les personnels de santé,
du secteur médico-social et en contact avec des personnes vulnérables ont fait I'objet d’'une
obligation vaccinale pour I'exercice professionnel, a compter du 15 septembre 2021.
Cependant, de fortes contraintes sanitaires ont été instaurées pour les personnes non
vaccinées avec la mise en place successive du pass sanitaire puis du pass vaccinal,
restreignant notamment I'accés aux restaurants, lieux de loisirs et de culture et aux transports.
Ces mesures ont été levées le 14 mars 2022 (sauf dans les établissements de soins et les
transports de longue distance), dans un contexte de prédominance du variant omicron moins
pathogéne que les variants précédents. A cette date, la couverture vaccinale en France était
relativement élevée (79,1 % de la population totale avec un schéma de primo-vaccination
complet et 58,3 % avec une dose de rappel) et se stabilisait. La vaccination de la population
frangaise a majoritairement été réalisée avec le vaccin de Pfizer/BioNTech, correspondant a

plus de 79 % des doses injectées au cours de la primo-vaccination (408).

Si la couverture vaccinale est importante en France, de fortes disparités de couverture
vaccinale existent encore a I'échelle mondiale, malgré les programmes solidaires de dons de
vaccins a l'instar du programme Covax. En effet, a la date du 14 mars 2022, si 63,8 % de la
population mondiale avait recu au moins une dose de vaccin, seule 19,7 % de la population
africaine en avait bénéficié (409). Cette sous-vaccination dans les pays a faible revenu pourrait
favoriser 'émergence de nouveaux variants d’échappement et ainsi freiner la sortie de la
pandémie. Il est donc crucial d’y accentuer 'effort de vaccination comme I'a rappelé 'OMS, et

I'accélération du rythme des vaccinations observé en 2022 est encourageant (410).

102



N
— Primovaccination | Prlmovacc!natlon anovagcmatlon
60 M + rappel compléte partielle

40M

30M

20M

10M

oM
Jan2021 Feb2021 Mar2021 Apr2021 May2021 Jun2021 Jul2021 Aug2021 Sep2021 Oct2021 Nov2021 Dec2021 Jan2022 Feb2022 Mar2022 Apr2022

Figure 35 : Nombre cumulatif de personnes vaccinées en France au cours du temps.

Graphique réalisé par CovidTracker.fr - Données : Ministére de la Santé (408).
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Figure 36 : Cumul des premieres et secondes injections vaccinales en France.
Graphique réalisé par CovidTracker.fr - Données : Ministére de la Santé (408).
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4. Immunité vaccinale anti-SARS-CoV-2

4.1. Immunité cellulaire développée apres vaccination
Les vaccins contre le SARS-CoV-2 induisent une réponse cellulaire importante dés la premiére
dose (411). Les vaccins a ARNm et vectorisés par adénovirus favorisent une orientation de la
réponse cellulaire CD4 vers une polarisation Thl, et une réponse CD8 de plus faible amplitude
(412). Les lymphocytes T développés en réponse a un vaccin basé sur la protéine S
reconnaissent en moyenne 11 épitopes pour les LT CD4+ et 10 épitopes pour les LT CD8+
(413). Cette immunité est trés conservée entre les variants, y compris au sein des sous-
populations de lymphocytes T centraux et effecteurs : la réponse vaccinale développée contre
la souche vaccinale de Wuhan croise avec le variant omicron a 82-100 % pour les LT CD4+ a
82-84 % pour les LT CD8+ (413,414). Cette réponse T de large spectre persiste dans le temps,

avec le maintien de plus de 80 % des lymphocytes T mémoires reconnaissant le variant

omicron six mois apreés la primo-vaccination avec vaccin a ARNm ou vectorisé (413).

4.2. Immunité humorale développée apres vaccination
La réponse humorale a la vaccination a été davantage étudiée, en particulier du fait de sa forte
corrélation avec I'efficacité vaccinale. En dehors du cas particulier de la vaccination par vaccin
entier inactivé, la vaccination anti-SARS-CoV-2 induit une immunité dirigée uniquement contre
la protéine S, et notamment la production d’anticorps neutralisants qui empéchent I'entrée du
virus dans ses cellules cibles. Tout comme aprés une infection, I'immunité humorale vaccinale
repose sur les plasmocytes a longue durée de vie qui produisent les anticorps, majoritairement

d’isotype 1gG a distance de la vaccination, et sur les lymphocytes B mémoires (415).

Le pouvoir neutralisant anti-SARS-CoV-2 induit par une seule dose vaccinale est faible chez
les sujets naifs d’infection, mais la complétion de la primo-vaccination permet d’atteindre des
niveaux d’'lgG anti-S et de titres neutralisants équivalents voire supérieurs a ceux observés
chez les patients convalescents de COVID-19 non vaccinés. Durant les essais cliniques de
phase | et Il, tous les sujets vaccinés par ARNm ont développé des anticorps anti-S

détectables et un pouvoir de neutralisation du SARS-CoV-2 contre la souche sauvage
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(416,417). Cette réponse humorale est plus forte avec les vaccins & ARNm en comparaison
des vaccins vectorisés par adénovirus (418). Néanmoins, un schéma de vaccination
hétérologue associant un vaccin vectorisé pour la premiére dose puis un vaccin a ARNm est
plus immunogéne et généere des anticorps a une concentration au moins équivalente a un

schéma homologue & ARNm (419).
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Figure 37 : Cinétique de la réponse humorale contre le SARS-CoV-2 aprés primo-
vaccination homologue ou hétérologue.

A. Concentration en IgG anti-S ; B. Titres en anticorps neutralisants. La seconde dose a été
administrée a 28 jours de la premiére pour I'ensemble des participants. BNT = vaccin
BNT162b2 (Pfizer-BioNTech). ChAd=vaccin ChAdOx1 nCoV-19 (Oxford/AstraZeneca).
ELU=ELISA laboratory units. IC50 = Concentration neutralisant 50 % des pseudoparticules
virales (souche sauvage).

D’apres Liu et al., Lancet, 2021 (419).

Certains sujets peuvent cependant présenter une réponse vaccinale plus faible. Les
personnes agées de plus de 65 ans ont en effet un pic d’anticorps et de neutralisation plus
bas que la population plus jeune (418,420-422). Un défaut de réponse plus marqué est
observé chez les personnes immunodéprimées, telles que les patients traités par
immunosuppresseurs, les transplantés d’organe solide et les patients atteints d’hémopathies

malignes (423,424).

La vaccination par vaccin & ARNm induit la génération d’une réponse centro-germinale
persistante dans les organes lymphoides secondaires, avec des cellules B centro-germinales

et des plasmablastes reconnaissant la protéine S détectées pendant au moins 12 semaines
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apres la seconde dose (425). Malgré cette stimulation prolongée du systeme immunitaire et la
persistance des lymphocytes B mémoires, les concentrations circulantes en anticorps produits
par les plasmocytes de longue durée de vie et leur pouvoir neutralisant diminuent au cours du
temps et en particulier a partir de 6 mois suivant la primo-vaccination, justifiant la

recommandation d’'une dose de rappel (418,421).

Contrairement a la réponse cellulaire, I'efficacité de la réponse humorale post-vaccinale est
fortement impactée par les variants. Ainsi, les titres en anticorps neutralisants sont réduits de
deux a quatre fois contre le variant delta et de plus de 6 fois contre le variant beta en
comparaison de la souche originale de SARS-CoV-2, mais avec seulement une perte minimale
contre le variant alpha (110,124,426,427). Seule une tres faible neutralisation du variant
omicron est observée aprés une primo-vaccination par vaccin a ARNm, avec des titres
neutralisants de 35 a plus de 120 fois inférieurs a ceux développés contre la souche ancestrale
(sans différence notable entre les sous-lignages du variant omicron), et une perte totale de
neutralisation observée chez plus de la moitié des individus aprés 6 mois (427-430).
L’administration du rappel induit un net gain de pouvoir neutralisant du variant omicron,
devenant inférieur de seulement trois a six fois a celui de la souche sauvage (427-429). Ce
pouvoir neutralisant persiste mieux dans le temps qu’aprés la primo-vaccination, mais décroit

plus rapidement que vis-a-vis des autres variants (429).

O Souche sauvage (D614G) O Variant omicron
5.5x%
[ |

ID5, (logyo)

Jour 1 1 mois aprés 7 mois apreés la 1 mois apreés la 6 mois apres la
la 2" dose 2Me dose et dose de rappel dose de rappel
avant le rappel

Figure 38 : Neutralisation de pseudo-particules du SARS-CoV-2 de la souche avec
mutation D614G et du variant omicron apreés vaccination par le vaccin mRNA-1273.
D’aprés Pajon et al., NEJM, 2022 (429).
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Des l'arrivée des vaccins, plusieurs équipes ont tenté de définir un seuil d’anticorps protégeant
contre la COVID-19, révélant une corrélation de la protection effective avec la concentration
en IgG anti-S, en IgG anti-RBD et avec le titre en anticorps neutralisants. Ce dernier parametre
est étroitement corrélé a la protection contre l'infection symptomatique a SARS-CoV-2, via une
relation non linéaire (431). Ainsi, des titres en anticorps neutralisants élevés sont obtenus avec
les vaccins & ARNm et correspondent a une efficacité vaccinale élevée, tandis que les vaccins
inactivés ou vectorisés par adénovirus sont associés a des titres neutralisants et une
protection plus faibles. Une méta-analyse menée par Khoury et al. en 2021 a révélé qu’un titre
en anticorps neutralisants correspondant a 20 % du titre moyen mesuré chez les sujets
convalescents protege a 50 % contre linfection & SARS-CoV-2. Cependant, les titres
neutralisants nécessaires pour protéger contre les formes séveres de COVID-19 sont six fois

inférieurs a ceux requis pour protéger contre les infections symptomatiques (431).

o
~
&
3 3
& Q
100 - = x
o
rAd26-S + rAd5-S S | riio7s
/
( lescent /’
80 - COVax/
g Y/
> Ad26.COV2.S 4
Qo
©
L
< /
2 604 ChAdOX1 nCoV-19
3
°
a
CoronaVac
40 4
0.125 0.25 0.5 1 2 4 8

Mean neutralization level (fold of convalescent)

Figure 39 : Relation entre les titres en anticorps neutralisants et la protection vaccinale.
Les données d’efficacité vaccinale de la phase Ill des essais cliniques de sept vaccins sont
représentées en fonction des moyennes de titres neutralisants observées en phase | et Il
rapportées au pouvoir neutralisant observé chez des sujets convalescents (avec intervalles de
confiances a 95 %).

D’aprés Khoury et al., Nat Med, 2021 (431).
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5. Efficacité vaccinale en vie réelle contre la COVID-19

L’efficacité vaccinale observée en vie réelle est un enjeu crucial dans la gestion de la pandémie
et a fait 'objet de trés nombreuses études a travers le monde, en particulier dans le contexte
d’émergence de nouveaux variants du SARS-CoV-2. Il en ressort que la premiére dose
vaccinale ne permet pas d’atteindre une protection suffisante, mais que la seconde dose
protege efficacement contre les formes graves de la maladie, et réduit donc fortement le risque
d’hospitalisation et de décés. Une méta-analyse menée sur 58 études parues jusqu’en juillet
2021 a conclu a une efficacité observée en vie réelle d’'une dose unique chez les sujets naifs
de 52 % (intervalle de confiance a 95 % : 31-73 %) contre une forme symptomatique de
COVID-19 et de 66 % (50-81 %) contre une infection nécessitant une hospitalisation. Cette
protection était nettement accrue avec un schéma vaccinal complet & deux doses : I'efficacité
était de 85% (81-89 %) contre les infections, 97 % (97-98 %) contre une forme
symptomatique, 93 % (89—96 %) contre une hospitalisation, et 96 % (93—98 %) contre une
admission en réanimation (432). Une seconde méta-analyse considérant les publications
parues jusqu’en octobre 2021 rapporte des chiffres proches, avec une protection de 89,1 %
(85,6-92,6 %) contre l'infection, 97,2 % (96,1-98,3 %) contre I'hospitalisation, 97,4 % (96,0-
98,8 %) contre une admission en réanimation et 99,0 % (98,5-99,6 %) contre le déceés lié a la

COVID-19 (433).

Ces chiffres sont cependant associés a une variabilité de la protection conférée en fonction de

plusieurs paramétres :

- Les vaccins utilisés n’ont pas tous la méme efficacité protectrice. Les vaccins a ARNm
conférent une protection proche entre eux (supérieure a 90 %) et supérieure aux
vaccins vectorisés par adénovirus, ce qui justifie leur place actuelle de vaccins de
référence (434,435).

- L’efficacité vaccinale peut aussi dépendre du temps écoulé entre 'administration des
doses vaccinales, avec une meilleure réponse dans le cas d’injections plus espacées

(436,437).
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Les facteurs de I'héte tels que I'dge ou 'immunodépression influent sur la force de la
réponse vaccinale, avec notamment une réponse plus faible observée chez les sujets
agés (420,433,438).

L'efficacité vaccinale a un temps donné dépend également de facteurs
eépidémiologiques, dont le niveau d'immunité dans la population et I'intensité de la
circulation virale (439).

Enfin, le niveau de protection varie en fonction des variants de SARS-CoV-2
considérés, du fait de mutations d’échappement a la réponse immunitaire au sein de
leurs génomes et de difféerences de transmissibilité. Ainsi I'efficacité globale d’une
primovaccination compléte a été estimée a 85 % (80-91 %) contre l'infection par le
variant alpha, 75 % (71-79 %) contre le variant beta, 54 % (35-74 %) contre le variant
gamma et 74 % (62-85 %) contre le variant delta (432). De méme, une étude menée
dans plusieurs pays européens par 'ECDC (European Centre for Disease Prevention
and Control) rapporte une efficacité de 94 % du vaccin de Pfizer/BioNTech contre les
infections respiratoires sévéres avant I'émergence du variant delta (du 3 janvier au 31
mai 2021), et de 82 % en période de circulation prédominante du variant delta (du 1*

juillet au 15 décembre 2021) (440).

Une baisse de l'efficacité vaccinale est observée au cours du temps, avec une perte globale

estimée de 25 points contre les formes symptomatiques et de 10 points contre les formes

séveres entre 1 et 6 mois aprés primovaccination (441). De plus, I'efficacité vaccinale a été

fortement impactée par 'émergence du variant omicron : aprés deux doses de vaccin de

Pfizer/BioNTech, elle était initialement de 65-70 % contre les formes symptomatiques pour

chuter & environ 15 % aprés 6 mois (442). Avec le vaccin d’Oxford/AstraZeneca, I'efficacité

initiale n’était que de 45-50 % et devenait négligeable aprés 6 mois (442). C’est cette perte

d’efficacité et le contexte d’émergence du variant delta puis du variant omicron qui ont conduit

a recommander I'administration de doses de rappel vaccinal.
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Protection contre les formes symptomatiquesde COVID-19

Deux doses de vaccin BNT162b2 suivies d'une dose de rappel (BNT162b2 ou mRNA-1273)
100 . . N

n L P "
80 = n -
' e [e]
— o © - | o o H o
e 60 ' o o)
s, ® 5 o 5 )
(] ]
c o o} :
8 © =
E 20 (o] ® o (?
2 o | |
@ "] i
o i
W 0
-40
-60 :
2-4 59 10-14 15-19 20-24 25+ 1 2-4 59 10-14 15-19 20+ 1 2-4 59 10-14 15-19 20+
28me dose Rappel BNT162b2 Rappel mRNA-1273

© Omicron
M Delta

Temps depuis la vaccination (semaines)

Figure 40 : Efficacité vaccinale aprés une primo-vaccination par deux doses de vaccin
BNT162b2 (Pfizer/BioNTech) suivie d’un rappel avec vaccin a ARNm.

Les carrés noirs et les points gris représentent respectivement la protection contre les variants
delta et omicron.

D’apres le rapport de surveillance hebdomadaire de la semaine n°17 de la UK Health National
Agency (Royaume-Uni) (442).

L'administration d’'une dose de rappel permet de rétablir une efficacité vaccinale importante
contre les formes symptomatiques dues au variant omicron (60 a 75%), qui chute cependant
rapidement jusqu’a devenir tres faible apres 5 mois (442). Cependant, I'efficacité contre les
formes séveres est conservée dans la durée, avec environ 85 % de protection contre
I'hospitalisation entre 4 et 6 mois aprés cette dose de rappel (442). Le suivi de l'incidence des

infections et de leur sévérité permettra de déterminer dans quelle mesure la protection

conférée par la vaccination est durable a plus long terme.
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Objectifs de la These

Dés le début de la pandémie, I'étude de la réponse immunitaire adaptative développée contre
le SARS-CoV-2 représentait un enjeu majeur. En effet, outre son intérét pour le diagnostic
rétrospectif d’'une l'infection, la caractérisation de ses déterminants, de sa persistance dans le
temps et de la protection conférée contre une nouvelle infection étaient autant de parametres
nécessaires a une meilleure compréhension de la physiopathologie de l'infection, a la gestion
de la pandémie et a notre projection dans I'avenir. Un an plus tard, la mise sur le marché de
plusieurs vaccins a rebattu les cartes et fait naitre I'espoir d’'une rapide sortie de crise.
Cependant, 'émergence concomitante de variants plus transmissibles ou avec un potentiel
d’échappement a la réponse immunitaire ont bouleversé les projections initiales. Dés lors,
I'étude de la réponse vaccinale devenait cruciale pour optimiser les schémas vaccinaux et

entrevoir la sortie de crise.

Au cours de ce travail de thése, nous avons entrepris d’étudier la réponse immunitaire
adaptative développée aprés infection par le SARS-CoV-2 et aprés vaccination, et ce dans
différents contextes cliniques. Les questions auxquelles visaient a répondre ces travaux de
recherche reflétent en partie I'évolution des problématiques survenues successivement au

cours de la pandémie. Les résultats présentés se découpent en trois axes centraux :

- Létude de la réponse adaptative post-infectieuse, de ses déterminants et de sa
persistance dans le temps
- L’analyse de la réponse vaccinale sous traitements immunosuppresseurs

- La caractérisation de I'immunité anamnestique au cours d’infections post-vaccinales

L’ensemble de ces travaux a donné lieu a plusieurs publications et contribué a I'effort mondial

de recherche sur cette thématique au cceur de I'actualité.
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Partie | . Immunité adaptative developpée apres infection

par le SARS-CoV-2

I. Recherche d’une immunité cellulaire chez des sujets

exposeés seronégatifs
A. Contexte et objectifs de I'étude

La détermination rétrospective de la proportion de personnes précédemment infectées par le
SARS-CoV-2 repose généralement sur les tests sérologiques. Cette stratégie permet
notamment de mettre en évidence un antécédent d’infection restée asymptomatique, ou de
confirmer une suspicion passée qui n'a pas été confirmée par PCR. Cependant, plusieurs
personnes ont été diagnostiquées séronégatives a l'issue de la premiére vague alors qu’elles
rapportaient des symptdbmes compatibles avec une COVID-19 au moment du pic de
contaminations. De plus, certaines d’entre elles vivaient a leur domicile avec d’autres membres
du foyer diagnostiqués positifs a la COVID-19 peu de temps auparavant I'apparition de leurs
propres symptoémes. La description de ces cas nous a alors fait poser I'hypothése
d’éventuelles transmissions du virus sans séroconversion. Afin d’explorer cette possibilité,
nous avons étudié les cas de onze couples dont 'un des partenaires avait développé une
COVID-19 confirmée par RT-PCR ou sérologie (cas index) lors de la premiere vague, et dont
lautre membre est resté séronégatif (cas contact). Aprés confirmation de leur statut
sérologique, la réponse adaptative cellulaire dirigée contre les protéines structurales et
certaines protéines accessoires du SARS-CoV-2 (souche sauvage) a été évaluée par
ELISPOT IFN-y chez 'ensemble de ces participants et chez 10 personnes sans exposition
connue correspondant au groupe contrble. La réactivité contre la protéine S des HCoVs 229E

et OC43 a également été évaluée dans I'hypothése d’'une réactivité croisée.
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B. Principaux résultats

Six des cas contacts inclus ont développé des symptémes évocateurs de COVID-19de 1 a 10
jours apres leur partenaire contaminé, tandis que les cing autres sont restés asymptomatiques.
Le statut séronégatif des cas contacts a été confirmé avec trois kits commerciaux distincts, a
une médiane 59 jours (intervalle : 44 - 93) aprés le début des symptbmes pour les cas
symptomatiques. Une réactivité cellulaire a été mise en évidence pour au moins trois
antigénes du SARS-CoV-2 testés chez quatre des six cas contact symptomatiques,
notamment contre les protéines structurales S et N pour trois et deux d’entre eux,
respectivement, avec une intensité relativement faible en comparaison des cas index. Un
cinquiéme cas contact symptomatique avait une réactivité cellulaire uniquement contre la
fraction N-terminale de la protéine S, mais avec une fréquence élevée de cellules productrices
d’'IFN-y supérieure a celle du cas index correspondant. En revanche, seule une faible réactivité
contre un unique antigéne viral a été trouvée chez le dernier cas contact symptomatique et
chez trois des cing cas contacts restés asymptomatiques, considérée comme une réaction
non spécifique dans cette étude. De méme, cinqg des dix participants non exposés
correspondant au groupe contrdle avaient une faible réactivité contre un ou deux antigénes
viraux, majoritairement contre la fraction C-terminale de la protéine S (4/5). Enfin, tous les
participants sauf un du groupe contrdle avaient une réponse cellulaire détectable contre la
protéine S des coronavirus endémiques saisonniers, avec la majorité (69 %) immunisés contre
les deux coronavirus étudiés et neuf participants (28 %) positifs uniquement pour le HCoV
229E. Aucune corrélation n’a été observée entre ces réponses cellulaires et celles dirigées

contre la protéine S du SARS-CoV-2.
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Intrafamilial Exposure to
SARS-CoV-2 Associated with
Cellular Immune Response
without Seroconversion, France

Floriane Gallais, Aurélie Velay, Charlotte Nazon, Marie-Josée Wendling,
Marialuisa Partisani, Jean Sibilia, Sophie Candon, Samira Fafi-Kremer

We investigated severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2)-specific antibodies and
T-cell responses against SARS-CoV-2 and human coro-
navirus (HCoV) 229E and OC43 in 11 SARS-CoV-2 se-
rodiscordant couples in Strasbourg, France, in which 1
partner had evidence of mild coronavirus disease (CO-
VID-19) and in 10 unexposed healthy controls. Patients
with confirmed COVID-19 were considered index pa-
tients and their partners close contacts. All index patients
displayed positive SARS-CoV-2-specific antibody and
T-cell responses that lasted up to 102 days after symp-
tom onset. All contacts remained seronegative for SARS-
CoV-2; however, 6 reported COVID-19 symptoms within
a median of 7 days after their partners, and 4 of those
showed a positive SARS-CoV-2-specific T-cell response
against 3 or 4 SARS-CoV-2 antigens that lasted up to 93
days after symptom onset. The 11 couples and controls
displayed positive T-cell responses against HCoV-229E
or HCoV-OC43. These data suggest that exposure to
SARS-CoV-2 can induce virus-specific T-cell responses
without seroconversion.

Coronavirus disease (COVID-19), caused by infec-
tion with severe acute respiratory syndrome coro-
navirus 2 (SARS-CoV-2), is a pandemic that raises a
major concern all around the world (7). To contain the
spread of the virus, several countries have imposed
population lockdowns (2). In France, the first cases of
COVID-19 were recorded at the end of January 2020
(3). Due to the rapid increase of new cases and death,
a lockdown was imposed during March 17-May 11,
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France (F. Gallais, A. Velay, C. Nazon, M.-J. Wendling,
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2020. After the lifting of the lockdown, the number
of new cases of SARS-CoV-2 decreased substantial-
ly. However, we cannot exclude the possibility that
a second pandemic wave could occur; an increase in
new cases had already been observed in the first week
of August 2020 in several regions (4).

Estimating infections with immunizing effects
is crucial in helping to predict the postpandemic dy-
namics of the virus (4). Serologic tests for SARS-CoV-2
have been developed to determine the extent of im-
munity to the virus (4), and immunity certifications
based on the results of these tests have been consid-
ered by some countries in Europe and by the US gov-
ernment. Several persons belonging Lo households
with an index COVID-19 patient reported symptoms
of COVID-19 but remained seronegative even though
the index patient practiced no quarantine measures.
The absence of antiviral antibodies after exposure has
been previously reported for other viral infections. In
these cases, the presence of virus-specific T-cell re-
sponses provided proof of viral transmission (5). In
this study, we investigated humoral and cellular re-
sponses to SARS-CoV-2 in 11 serodiscordant couples
in whom 1 partner had evidence of mild COVID-19
and in 10 unexposed healthy blood donors (controls).
We also explored the T-cell response against 2 human
coronaviruses (HCoV) that cause common colds,
given the potential cross-reactive immunilty between
SARS-CoV-2 and common cold HCoVs.

Materials and Methods

Study Participants
We included in the study 11 couples in whom 1 of
the 2 partners met clinical, epidemiologic, and labora-
tory criteria for a mildly symptomatic confirmed CO-
VID-19 case. We collected blood samples from both
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partners of each couple during May 7-June 26, 2020.
Ten healthy blood donors who had not been exposed
to COVID-19 patients and who had tested negative
for SARS-CoV-2 antibodies were enrolled as controls.
All participants gave wrilten informed consent for re-
search according to protocols approved by the insti-
tutional review board of Strasbourg University Hos-
pitals (ClinicalTrials.gov NCT 04405726).

SARS-CoV-2 Reverse Transcription PCR

We performed in-house real-time reverse transcription
PCR (rRT-PCR) tests for SARS-CoV-2 nucleic acid on
samples from nasopharyngeal swab specimens col-
lected during the symptomatic phase from 8 index
patients and 3 contacts. Primer and probe sequences
target 2 regions of the RARp gene and are specific to
SARS-CoV-2. Assay sensilivity is ~10 copies/reaction
(https:/ /www.who.int/docs/default-source/ coro-
naviruse/ real-time-rt-pcr-assays-for-the-detection-of-
sars-cov-2-institut-pasteur-paris. pdf).

Serologic Tests

We used 3 serologic assays to detect the presence of
SARS-CoV-2 antibodies. The Abbott Architect SARS-
CoV-2IgGassay (Abbott, https:/ / www .corelaboratory.
abbott) is a chemiluminescent microparticle immu-
noassay for detecting IgG against the SARS-CoV-2
nucleoprotein and has sensitivity and specificity close
to 100% (6,7). The EUROIMMUN SARS-CoV-2 assay
(EUROIMMUN, https://www.euroimmun.com) is
an ELISA for detecting IgG and IgA against the SARS-
CoV-2 S1 domain of the spike glycoprotein, includ-
ing the immunologically relevant receptor-binding
domain. This assay was reported to have a clinical
specificity of 98% for IgG and 91% for IgA detection,
with a maximal sensitivity reached after 28 days after
symptom onset (IgG 98% and IgA 95%) (7). The Bio-
synex COVID-19 BSS assay (Biosynex, https://www.
biosynex.com) is a lateral flow assay for detecting IgM
and IgG directed against the SARS-CoV-2 receptor-
binding domain of the spike glycoprotein and has a
sensitivity of 95.6% and a specificity of 99.4% (8). All3
assays were approved by the French National Agency
of Medicine and Health Products Safety for their excel-
lent analytical performances. All tests were performed
according to manufacturer instructions.

Interferon-Gamma Enzyme-Linked Immunospot Assay
We investigated T-cell immune response against
SARS-CoV-2 by performing an interferon-gamma
(IFN-y) enzyme-linked ImmunoSpot ELISPOT assay
(ImmunoSpot, http:/ /www.immunospot.com) in
duplicate on fresh peripheral blood mononuclear cells

(PBMC) isolated from heparin-anticoagulated blood.
PBMCs were seeded at 200,000 CD3+ cells/well af-
ter dilution according to measurement of CD3+ cell
frequencies by flow cytometry. They were stimulated
for 20 +4 h with overlapping 15-mer peptide pools
used at a final concentration of 1 pg/mL and span-
ning the sequences of the N-terminal portion of the
SARS-CoV-2 spike glycoprotein (pool S1, amino acid
residues 1-643) and the C-terminal part of the same
protein (pool S2, amino acid residues 633-1273), the
nucleoprotein (N), the membrane protein (M), the
envelope small membrane protein (E), and the acces-
sory proteins 3A, 7A, 8 and 9B (PepMix; JPT Peptide
Technologies, https:/ /www jpt.com).

To investigate the possibility of preexisting cross-
reactive coronavirus-specific T cells, PBMCs were
stimulated in parallel with peptide pools spanning
the spike glycoprotein sequences of HCoV-229E (ES1
and ES2) and HCoV-OC43 (OS1 and OS2). Phytohe-
magglutinin (PHA) was used in duplicate as a posi-
tive control and culture medium in quadruplicate
as a negative control. After colorimetric revelation
of IFN-y capture (UCytech, https://ucylech.com),
spots were counted using an ELISPOT reader (AID,
https:/ /www .aid-diagnostika.com). For each condi-
tion, the mean number of spot-forming cells per mil-
lion CD3+ cells was calculated from duplicates after
subtraction of the background value obtained from
negative controls to determine the frequency of anti-
gen-specific T cells. The threshold defining T-cell re-
activity for 1 antigen was set at >3 SD of the negative
control background. The SARS-CoV-2-specific T-cell
response was considered positive if analysis showed
reactivity for >3 SARS-CoV-2 antigens.

Results
The median age of the 11 couples was 49 years (range
38-65 years); 11 (50% ) were male (Table 1). Partners
who met the confirmed case definition of COVID-19
(positive for SARS-CoV-2 by RT-PCR or serology or
both) were the first to report symptoms in each cou-
ple and were considered index patients (P). Because
of the lockdown from March 17 to May 11, 2020, each
couple stayed in the same household during this pe-
riod. Therefore, the partner of each index patient was
considered a close contact (C) as defined by the US
Centers for Disease Control and Prevention (CDC).
During March 2-April 9, all index patients reported
histories of >1 symptoms: 8 had fever, 6 had cough, 4
had fatigue, 8 had headache, 8 had anosmia, 7 had ageu-
sia, 3 had dyspnea, and 3 had myalgia (Table 1). We
tested 8 of these patients for SARS-CoV-2 using RT-PCR
on nasopharyngeal samples; resulls for 7 were positive
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Table 1. Clinical and virological characteristics of COVID-19 patients and their contacts at symptom onset, Strasbourg, France, March

10-26, 2020*
Duration of Symptom
Age, RT- Symptoms symptoms, onset
ID  ylsex PCRt Fever Cough Fatigue Headache Anosmia Agueusia Dyspnea Myalgia d delay, df
Couples with symptomatic contacts
P1 47 ND Y N Y Y Y Y N Y 15 5
C1_ 50/M ND Y N N N N N N N 3
P2 54/F ND Y Y Y Y Y Y N 13 7
c2  57/M ND Y N Y Y N N Y N 6
P4§  45/M Pos Y Y N Y Y Y N N 12 6
(8.39)
C4  48/F Neg Y Y N Y N N N N 10
P5  38/M Pos Y N N Y Y Y N N 2 10
(7.65)
C5  40/F Neg N Y N Y N N N N 7
P7  45/M Pos Y Y N N Y Y N Y 4 1
C7  45/F Neg N N N N N Y N N 1
P8  63/M Pos Y N Y Y Y Y N N 10 10
Ccs8 57F ND N N Y N N N N Y 10
Couples with asymptomatic contacts
P3  65/F ND N Y N Y N N N N 9 NA
C3 61/ ND Asymptomatic NA
P6#  43/F Pos N Y N N Y Y Y N 7 NA
(3.99)
C6 45M ND Asymptomatic NA
P9 57/M Pos Y Y N N N N Y Y 14 NA
(6.20)
C9  58/F ND Asymptomatic NA
P10 39/F Neg N N N Y Y Y N N 10 NA
C10 39/M ND Asymptomatic NA
P11 58/F Pos Y N Y N N N N 21 NA
(8.46)
C11_ 57M ND Asymptomatic NA

*In ID column, same number indicates partners in 1 couple. C, contact; d, days; ID, identification; ND, not done; NA, nct applicable; neg, negative; P,
index patient; pos, positive; RT-PCR, reverse-transcription PCR; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2.
1SARS-CoV-2 RT-PCR was performed in nasopharyngeal specimens during the symptomatic phase. When available, viral load (log copies/reaction) is

indicated in parentheses below the result.
1Days from symptom onset in index patient to onset in contact.

§This index patient quarantined himself by dining separately and wearing a mask after positive SARS-CoV-2 PCR testing 1 day after symptom onset
#This index patient wore a mask after positive SARS-CoV-2 PCR testing 3 days after symptom onset.

(Table 1). The duration of symptoms varied (2-21 days,
median 10 days). During this symptomatic phase, all
couples rigorously washed their hands, and each avoid-
ed hugs and kisses with his or her partner except couple
2. Nine of the 11 couples slept in the same bed. Only 2
index patients, P4 and P6 (i.e., the index partners from
couples 4 and 6), quarantined themselves by eating and
sleeping separately or wearing a mask or both for 1 day
(P4) and 3 days (P6) after symptom onset.

We performed serologic testing for SARS-CoV-2
antibodies in index patients at a median of 68 days
(range 49-102 days) after symptom onset. All dis-
played IgG against the SARS-CoV-2 N protein, the
spike glycoprotein, or both, as indicated by the 3 se-
rologic assays (Table 2), confirming the persistence of
the SARS-CoV-2 antibodies for up to 102 days after
symptom onset. Results of tests for SARS-CoV-2 IgA
were positive for 7 of the 11 index patients (Table 2).

Six of the 11 contacts (C1, C2, C4, C5, C7, and
C8) experienced symptoms 1-10 days after symptom

onset in their partners (Table 1). We tested 3 of them
for SARS-CoV-2 RNA by RT-PCR on samples from na-
sopharyngeal swab specimens during the symptom-
atic phase; results for all were negative (Table 1). Three
had fever, 2 had cough, 2 had fatigue, 3 had headache,
1 had ageusia, 1 had dyspnea, and 1 had myalgia. The
duration of symptoms varied (1-10 days, median 7
days) (Table 1). We performed serologic testing for
SARS-CoV-2 ata median of 59 days (range 44-93 days)
after symptom onset in symptomatic contacts and at
the same time as their partners for asymptomatic con-
tacts. All the contacts, including the symptomatic ones,
were SARS-CoV-2 seronegative for IgM, IgA (except 1
equivocal result), and IgG (Table 2).

To investigate the SARS-CoV-2-specific T-cell re-
sponse in the 11 couples, we collected fresh PBMC
samples on the same day as the serum collecions. We
then stimulated the samples with 4 structural and 4
accessory SARS-CoV-2 proteins followed by IFN-y
ELISPOT analysis. All index and contact patients had
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normal lymphocyte counts (Table 2). All index patients
showed SARS-CoV-2-specific IFN-y responses against
4-8 SARS-CoV-2 antigens (Table 2; Figure 1). All of their
immune systems recognized the structural proteins S1,
52, N, and M, and 9 of them recognized >1 accessory
protein (3A, 74, 8, or 9B), showing that SARS-CoV-2-
specific T-cell responses had developed (Figures 1, 2;
Appendix Figure 1, https://wwwnc.cde.gov/EID/
article/27/1/20-3611-Appl.pdf). Blood samples were
collected 49-102 days after symptom onset, which sug-
gests that antiviral T cells are maintained for up to 102
days in patients having recovered from mild COVID-19.

We evaluated SARS-CoV-2-specific T-cell re-
sponse in contacts at a median time of 59 days (range
44-93 days) after symptom onset in symptomatic
contacts and at the same time as their partner for
asymptomatic contacts. Among the 6 symptomatic

contacts, 4 (Cl1, C4, C5, and C8) displayed a positive
SARS-CoV-2-specific T-cell response with a reactiv-
ity to >3 SARS-CoV-2 antigens (Figure 1, row A; Ap-
pendix Figure 1). Contact C1 exhibited T-cell reactivity
against 4 SARS-CoV-2 antigens, including 1 structural
protein (S1) and 3 accessory proteins; contact C5 ex-
hibited T-cell reactivity against 2 and C8 against 3
structural proteins (N, E, and S2 for C8) and the ac-
cessory protein 9B. Contact C4 exhibited T-cell reac-
Livily against 1 structural protein (S2) and 2 accessory
proteins. Although symptomatic contact C7 exhibited
T-cell SARS-CoV-2-specific response against a single
antigen (structural protein S1), the frequency of IFN-y-
producing T cells was higher than that observed in
his partner (mean 353 + 53 vs. 126 + 25 spot-forming
units/ 1 million cells). Symptomatic contact C2 and as-
ymptomatic contacts C6, C9, and C10 exhibited a low

Table 2. Humoral and cellular immune response to SARS-CoV-2 of COVID-19 patients and their contacts 44-102 days after symptom

onset, Strasbourg, France, 2020*

Assay results

Days from Abbott Architect Euroimmun SARS-CoV-2-
Lymphocyte symptom onset SARS-CoV-2 Biosynex Antigen: Antigen: protein Antigen: protein S specific T-cell
count, x to sample serologic test _RBD of protein S N (index value) (index value) response (no.
IDt 10°/L collection result IgM 1gG IgG IgG/IgA antigens)
Couples with symptomatic contacts

P1 13 58 Pos Neg Pos Pos (3.36) Pos (2.28)/neg Pos (5)1

C1 1.8 53 Neg Neg Neg Neg Neg/neg Pos (4)t

P2 2.0 51 Pos Neg Pos Pos (4.3) Pos (2.3)/neg Pos (7)t

Cc2 15 44 Neg Neg Neg Neg Neg/neg Neg (1)

P4 1.6 57 Pos Pos Pos Pos (6.48) Pos (4.24)/pos Pos (4)t
(4.16)

C4 1.7 s Neg Neg Neg Neg Neg/neg Pos (3)1

P5 1.6 68 Pos Pos Pos Pos (3.97) Pos (4.86)/pos Pos (7)1
(2.38)

C5 20 80 Neg Neg Neg Neg Neg/neg Pos (3)1

P7 1.3 64 Pos Pos Neg Pos (4.18) Pos (3.43)/doubtful Pos (4)T
(0.94)

Cc7 22 64 Neg Neg Neg Neg Neg/neg Neg (1)

P8 1.9 102 Pos Pos Pos Pos (7.55) Pos (5.39)/pos Pos (5)t
(9.23)

Cc8 1.9 93 Neg Neg Neg Neg Neg/neg Pos (4)t

Couples with asymptomatic contacts

P3 1.7 49 Pos Pos Pos Pos (8.4) Pos (7.23)/pos Pos (8)1
(3.83)

C3 1.5 NA Neg Neg Neg Neg Neg/Neg Neg (0)

P6 21 69 Pos Pos Pos Pos (6.37) Pos (5.73)/pos Pos (6)t
(2.49)

Cc6 22 NA Neg Neg Neg Neg Neg/doubtful Neg (1)
(0.85)

P9 2.4 88 Pos Pos Pos Pos (7.48) Pos (7.02)/pos Pos (6)1
(5.98)

Cc9 3.0 NA Neg Neg Neg Neg Neg/neg Neg (1)

P10 19 99 Pos Pos Neg Pos (2.46) Pos (1.75)/doubtful Pos (5)t
(0.95)

c10 1.1 NA Neg Neg Neg Neg Neg/neg Neg (1)

P11 1.7 100 Pos Neg Pos Neg Pos (4.01)/pos Pos (6)1
(1.72)

C11 1.9 NA Neg Neg Neg Neg Neg/neg Neg (0)

*In ID column, same number indicates P and C are partners in 1 couple. C, contact, ID, identification; neg, negative, P, index patient; pos, positive;
PBMC, peripheral blood mononuclear cells; NA, not applicable; RBD, receptor-binding domain; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome

coronavirus 2.
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frequency of T-cell reactivity against a single antigen
(S2=2,E=1,9B = 1) that was not considered here as
a positive specific T-cell response to SARS-CoV-2 (Fig-
ure 1, row A and B; Figure 2; Appendix Figure 1). The
asymptomatic contacts C3 and C11 showed no T-cell
response against any of the SARS-CoV-2 antigens (Fig-
ure 1, row B; Appendix Figure 1).

We included 10 unexposed HD as controls,
with a mean age of 46 years (range 29-60 years). We

A

Intrafamilial Exposure to SARS-CoV-2

confirmed their SARS-CoV-2 seronegative status with
the 3 serologic assays. Five of them displayed low T-
cell reactivity to SARS-CoV-2 against 1 or 2 antigens
(S1,S2, M, 9B) (Figure 1, row C; Appendix Figure 1).
A recent study demonstrated that several CD4 T
cells reacting to SARS-CoV-2 epitopes were a result
of a cross-reaction with corresponding homologous
sequences from commonly circulating HCoVs includ-
ing OC43 and 229E, which can cause common colds
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Figure 2. Example of IFNy ELISPOT images corresponding to couple 2 (P2 and C2) in a study of intrafamilial exposure to SARS-CoV-2,
France. T-cell-specific response was evaluated using peptide pools spanning SARS-CoV-2 structural protein (spike glycoprotein:
N-terminal region = S1, C-terminal region = S2, N, M, and E proteins); SARS-CoV-2 accessory proteins (3A, 7A, 8, and 9B); and the
N-terminal and C-terminal regions of the spike glycoprotein of common cold human coronaviruses 229 (ES1 and ES2) and OC43 (OS1
and OS2). All experiments were performed in duplicates with 4 wells of negative controls (cells with culture medium only) and 2 wells of
positive controls (phytohemagglutinin) for each individual. P2 was reactive to all antigens tested except for SARS-CoV-2 proteins E and
8, whereas C2 was reactive to 1 SARS-CoV-2 protein only (S2) and to ES1, ES2, and OS2. C, contact; E, envelope small membrane
protein; HCoV, human coronavirus; M, membrane protein; N, nucleoprotein; P, index patient; SARS-CoV-2, severe acute respiratory

syndrome coronavirus 2.

(9). To investigate if there was a correlation between
T-cell responses against SARS-CoV-2 and common
cold HCoVs, we tested the 11 couples and the 10 un-
exposed controls for reactivity against the spike glyco-
protein (S1 and S2 regions) of HCoV-229E and HCoV-
OC43. Allbut1 HD (HD9) showed IFN-y-producing T
cells directed against these antigens (Figure 3; Appen-
dix Figure 2). Eight index patients (P2, P3, P4, P5, P6,
P7, P10, and P11), 7 contacts (C1, C2, C4, C8, C9, C10,
and C11), and 7 controls displayed a positive T-cell
response against both HCoV-229E and HCoV-OC43.
Three index patients (P1, P8, and P9), 4 contacts (C3,
C5, C6, and C7), and 2 controls displayed positive T-
cell responses only against HCoV-229E. We found no
correlation between the responses to S1 and S2 peptide
pools of SARS-CoV-2 and HCoVs (Figure 4).

Discussion

In this study, we demonstrate that intrafamilial con-
tacts can display a SARS-CoV-2-specific T-cell re-
sponse in the absence of seroconversion, especially
when they have been symptomatic. This T-cell re-
sponse provides evidence that transient or anatomi-
cally contained SARS-CoV-2 infection, or both, may
have occurred and that T-cell responses would be

more sensitive indicators of SARS-Co-V-2 exposure
than antibodies.

Each couple stayed in the same household dur-
ing the COVID-19 episode and the partners were in
close contact for a long time due to the lockdown.
Although 5 contacts were asymptomatic, 6 exhibited
symptoms a median of 7 days after symptom onset
in their partners, suggesting that at least those 6 were
infected. However, results from neither RT-PCR nor
serology testing using 3 different assays and targeting
2 different SARS-Co V-2 structural proteins were posi-
tive in contacts. In contrast, analysis of SARS-CoV-2-
specific T-cell response showed a positive response
against >3 antigens, including structural proteins in 4
symptomatic contacts, strongly suggesting that they
were infected with SARS-CoV-2.

Five unexposed controls and 1 symptomatic and
3 asymptomatic contacts exhibited low frequencies
of SARS-CoV-2 IFN-y-producing T cells. Because
these 4 contacts were exposed to COVID-19 patients
and the unexposed controls donated blood in April
and May 2020, it is unclear whether the detectable
T-cell responses were the result of cross-reactivity
with common cold HCoV antigens, as previously
reported (10-12) or of SARS-CoV-2 infection. Al-
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though recent research provided direct evidence of
cross-reactivity between SARS-CoV-2 epitopes and
common cold HCoVs (9), we observed no obvious
relationship between the magnitude of T-cell re-
sponses against spike glycoproteins of common cold
HCoVs and SARS-CoV-2 in index palients, contacts,
and unexposed HD. In parallel with our findings,
another recent study (13) reported finding memory
T-cell response against SARS-CoV-2 structural pro-
teins in exposed family members and healthy per-
sons lacking detectable circulating antibodies who
donated blood during the pandemic.

There are multiple explanations for virus-specif-
ic T cells developing without any antibody response.
A study in a small cohort of patients (14) reported
that 40% of asymptomatic and 12.9% of patients
with mild COVID-19 no longer had antibodies 56
days after being discharged from the hospital. In our
study, the serum samples were collected between
49 to 102 days after symptom onset, so it is possible
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that the contacts had lost their antibodies during this
period. Itis also possible that very low levels of an-
tibodies that might have developed in contacts were
not detected by the serologic assays we used. The
lack of specific antibodies might also be because of
exposure to low doses of the virus with brief and
transient viral replication, to a downstream event of
protective innate immune response, or to abortive
replication of defective viral genomes (5).

Eventually, the presence of SARS-CoV-2-specific
T-cell response, whether because of infection with
SARS-CoV-2 or a cross-reaction, might explain the
mild and rapidly resolved symptoms in index pa-
tients and symptomatic contacts and the resistance of
other contacts to symptomatic SARS-CoV-2 infection.
However, this possible explanation needs to be inves-
tigated further in a large cohort.

Our study is subject to several limitations. First, our
findings suffer from a limited sample size, although this
is a unique cohort, and it was not possible to increase

Figure 3. Frequency of specific
T cells directed against spike
glycoprotein antigens of the 2
common cold HCoVs 229E and
OC43 in study of intrafamilial
exposure to SARS-CoV-2,
France. A) Index patients (n=
11); B) seronegative partners
of index patients (n=11),

C) unexposed healthy controls
(n=10). Spot counts of common
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cold human coronaviruses-
specific T cells were measured
by interferon-gamma ELISPOT
assay. All experiments were
performed in duplicate. Data are
shown as means and standard
deviations of spot counts of
interferon-gamma—producing
T cells per 1 milion CD3+
cells. T-cell secretion of IFN-y
was determined in response

to peptide pools spanning the
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the sample size. Second, because of the unavailability
of PBMCs collected before the pandemic, we recruited
unexposed HD who donated their blood during the
pandemic as controls, so we cannot exclude a potential
infection by SARS-CoV-2 before the enrollment in the
study. Third, although we detected high frequencies of
T-cell response against diverse SARS-CoV-2 proteins in
symptomatic contacts lacking circulating antibodies, it
remains possible that a part of this response may be a
result of cross-reaction with common cold HCoVs.

Overall, our results indicate that persons exposed
to SARS-CoV-2 may develop virus-specific T-cell re-
sponses without detectable circulating antibodies.
This aspect of the immune response against SARS-
CoV-2 contributes substantially to the understanding
of the natural history of COVID-19. Furthermore, our
data indicate that epidemiologic data relying solely
on the detection of SARS-CoV-2 antibodies may lead
to a substantial underestimation of prior exposure to
the virus. Our data may also have implications for
vaccine development and tracking the future evolu-
tion of the SARS-Co V-2 pandemic.
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Appendix Figure 1. Specific T-cell response against structural and accessory SARS-CoV-2 proteins
evaluated by ELISPOT assays. Dot plots showing the frequencies of IFNy-producing cells responding in
ELISPOT assays to overlapping peptides spanning several SARS-CoV-2 structural proteins [N- and C-
terminal parts of spike protein (S1 and S2, respectively), nucleocapside (N), membrane (M), envelope (E)]
and accessory proteins (7A, 8, and 9B). Each dot represents the mean response of 1 individual. Four
groups are represented: COVID-19 confirmed cases (index patients), their partners with or without
symptoms developed in the days after onset in the index patient, and unexposed healthy donors.
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Appendix Figure 2. Specific T cells against the spike protein of the human coronaviruses HCoV-229E
and OC43 evaluated by ELISPOT assays. Dot plots showing the frequencies of IFNy-producing cells

responding in ELISPOT assays to overlapping peptides spanning the N- and the C-terminal parts of the
spike protein of the human coronaviruses HCoV-229E (ES1 and ES2, respectively) and OC43 (OS1 and
082, respectively). Each dot represents the response of 1 individual. Four groups are represented:

COVID-19 confirmed cases (index patients), their partners with or without symptoms developed in the

days after onset in the index patient, and unexposed healthy donors.
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D. Discussion

Cette étude arévélé une réactivité cellulaire dirigée contre plusieurs protéines du SARS-CoV-2
chez des sujets exposés au sein de leur foyer malgré 'absence d’anticorps détectables, en
particulier chez ceux ayant développé des symptdmes peu aprés l'infection de leur partenaire.
Cette réactivité était généralement de faible intensité et couvrait un spectre antigénique moins
large que les cas index séropositifs. En revanche, elle ciblait davantage de protéines virales
gue celle mise en évidence chez les cas contacts asymptomatiques et les sujets non exposés
du groupe contrdle, suggérant que cette réactivité soit le fruit d’'une contamination au SARS-
CoV-2. Ces résultats révélent donc que les patients infectés ne développeraient pas
systématiquement des anticorps détectables et que I'exploration de l'immunité cellulaire
pourrait étre un complément aux examens sérologiques pour ne pas sous-estimer le nombre

de cas de COVID-19 rétrospectivement diagnostiqués.

Des conclusions similaires ont été tirées par d’autres équipes de recherches, en particulier par
Sekine et al. dont les travaux révélent une réactivité contre les protéines structurales S, N et
M plus importante chez une groupe de sujets séronégatifs exposés au SARS-CoV-2 au sein
de leur foyer en comparaison de donneurs sains prélevés au cours de la premiére vague ou
avant la pandémie (269). De méme, une autre étude rapporte une réactivité cellulaire contre
les protéines structurales S ou M chez sept des neuf sujets inclus convalescents de COVID-19
(confirmée par RT-PCR) et séronégatifs en IgG anti-S, tandis que cette réactivité n’était pas
retrouvée chez le groupe des sujets sains non exposés (443). Enfin, une réponse cellulaire de
type CD8 anti-SARS-CoV-2 a été décrite chez huit individus précédemment atteints de
COVID-19 en I'absence d’'IgG anti-S et anti-N détectables (444). L’ensemble de ces résultats
sont en faveur d’une possible réponse cellulaire adaptative malgré un défaut de réponse

humorale.

Cependant, la question de la réactivité croisée est majeure pour l'interprétation de ces

résultats. En effet, les coronavirus saisonniers endémiques partagent une homologie de
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séquence modérée avec le SARS-CoV-2, potentiellement a 'origine d’'une réponse cellulaire
croisée malgré un statut séronégatif. Cette hypothese a été confortée par de nombreux
travaux, qui mettent en évidence une réactivité cellulaire chez 28 % a 81 % des sujets non
exposeés prélevés avant méme le début de la pandémie (266,294-297). Cette réponse était
plus fréqguemment dirigée contre les protéines S, N et non structurales (294). La fréquence
relativement élevée de réactivité croisée contre le SARS-CoV-2 peut s’expliquer par le fait que
plus de 90 % de la population soit séropositive pour au moins trois des quatre coronavirus
saisonniers communs (445). De plus, cette réactivité croisée jouerait un réle protecteur aprés
I'exposition au virus. En effet, une publication conclue que I'infection récente a un coronavirus
saisonnier est associée a des symptdmes moins sévéres de COVID-19, indépendamment de
'age (300). Une autre étude rapporte que l'effet protecteur conféré par I'immunité cellulaire
croisée reposerait davantage sur les cellules dirigées contre des cibles autres que la protéine
S, en particulier contre la protéine N. Les auteurs décrivent en effet une fréquence plus
importante de ces cellules reconnaissant des épitopes de réactivité croisée chez les sujets
restés négatifs en RT-PCR aprés contact avec un cas index par rapport a ceux ayant
développé une infection (446). La réactivité croisée avec les coronavirus saisonniers pourrait
donc étre a l'origine de la faible réponse cellulaire observée dans notre étude contre un ou
deux antigénes du SARS-CoV-2 chez certains sujets contacts asymptomatiques ou non
exposeés, bien que I'on ne puisse écarter I'’hypothése d’un contact avec le SARS-CoV-2 étant
donné que I'ensemble des participants ont été recrutés aprés le début de la pandémie. Cette
réactivité était principalement dirigée contre la sous-unité S2 dans notre étude, en
concordance avec les conclusions de Braun et al. qui rapportent une réactivit¢ T CD4
équivalente contre les sous-unités S1 et S2 chez les patients convalescents de COVID-19,
mais bien plus fréquente contre S2 en comparaison de S1 chez les donneurs sains. Cette
observation s’explique par un degré d’homologie plus élevé entre les épitopes associés au
CMH-II du SARS-CoV-2 et des coronavirus saisonniers sur la fraction C-terminale de la

protéine S (296).
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L’hypothése que la réponse cellulaire observée dans notre étude chez certains sujets contacts
symptomatiques contre au moins trois antigenes du SARS-CoV-2 serait uniquement imputable
a une réactivité croisée ne peut étre rejetée. Cependant, le spectre plus large des cibles
antigéniques et la fréquence globalement plus élevée des cellules réactives chez ces sujets
que dans le groupe contréle non exposé, ainsi que I'absence de corrélation entre les réactivités
anti-S du SARS-CoV-2 et des coronavirus 229E et OC43 plaident pour une réponse cellulaire
stimulée par un contact avec le SARS-CoV-2 chez ces individus. Celle-ci pourrait résulter
d’une réactivation de lymphocytes T mémoires initialement développés contre les coronavirus

saisonniers et/ou de l'activation de lymphocytes T naifs par le SARS-CoV-2.

La littérature va également dans le sens d’'une possible réponse cellulaire témoin d’'une
contamination par le SARS-CoV-2 malgré I'absence d’anticorps détectables. En effet, les
travaux de deux équipes distinctes montrent une réactivité cellulaire anti-SARS-CoV-2 plus
importante chez les volontaires sains séronégatifs prélevés pendant la pandémie en
comparaison de donneurs sains prélevés avant la pandémie (269,447). Ceci suggére que
certains donneurs sont entrés en contact avec le SARS-CoV-2 avant leur préléevement, et ont
été soit protégés de l'infection par la stimulation de la réponse croisée préexistante dirigée
contre les coronavirus saisonniers, soit ont développé une forme asymptomatique de

l'infection éliminée rapidement sans l'intervention de 'immunité humorale.

De plus, la réponse cellulaire développée aprés stimulation par le SARS-CoV-2 couvre un
spectre d’antigénes plus large en comparaison de la réactivité croisée de base. En effet,
I'étude menée par Ogbe et al. montre une réactivité des lymphocytes T plus importante et
dirigée contre un spectre plus large d’antigénes (protéines M, N, ORFs 3, 6, 7 et 8) chez huit
médecins séronégatifs fortement exposés au virus au cours de la pandémie et ayant
développé des symptébmes compatibles de COVID-19, en comparaison des sujets non
exposés ou prépandémiques pour lesquelles les lymphocytes réactifs ciblaient majoritairement
les sous-unités S1 et S2 de la protéine S (448). Par ailleurs, I'étude de Grifoni et al. décrit une

réactivité marginale contre les protéine N et M chez un groupe 10 donneurs non exposés
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tandis que la protéine S était ciblée par 23 % de la réactivité anti-SARS-CoV-2 croisée des LT
CD4+ (266). Ces conclusions sont en ligne avec nos observations de réactivité multi-
antigénique chez certains sujets contacts symptomatiques et plus limitée dans le groupe

controle.

Enfin, les sujets séronégatifs malgré une exposition au virus peuvent présenter une réactivité
cellulaire dirigée contre des épitopes spécifiques du SARS-CoV-2 non ciblés par les
lymphocytes de réactivité croisée. C’est notamment ce qui a été montré dans I'étude de Nelde
et al. qui portait sur la caractérisation de la réponse cellulaire chez des patients avec
antécédent de COVID-19 confirmée par RT-PCR. Celle-ci a révélé que 10 % de ces patients
étaient séronégatifs avec deux techniques distinctes basées sur deux antigénes différents (S
et N), mais que plus de la moitié de ces derniers avaient une réactivité cellulaire dirigée contre
des épitopes spécifiqgues du SARS-CoV-2. La spécificité de ces épitopes avait été démontrée
par 'absence de réactivité parmi un groupe de 94 sujets non exposés prélevés avant le début
de la pandémie, alors qu’une réponse cellulaire croisée était détectée chez 81 % d’entre eux

mais contre d’autres épitopes (297).

L’ensemble de ces travaux confortent notre hypothése de réactivité cellulaire développée au
contact du SARS-CoV-2 chez certains sujets contacts symptomatiques dans notre étude.
Plusieurs mécanismes peuvent expliquer la sérologie négative observée chez ces participants
malgré I'exposition au virus. Elle peut résulter de la perte rapide des anticorps développés
aprés infection, ou d’'une concentration d’anticorps circulants trés faible inférieure au seuil de
détection des techniques sérologigues utilisées. Une autre possibilité serait une clairance
virale rapide avant méme la stimulation de 'immunité humorale, du fait d’'une faible exposition
au virus ou d’un contréle précoce de l'infection par 'immunité innée avec le concourt éventuel
de I'immunité cellulaire. Ces résultats soulignent donc un risque de sous-estimation du nombre
de personnes exposées au SARS-CoV-2 en se basant uniquement sur les résultats de
sérologie et soulignent l'intérét de I'exploration de I'immunité cellulaire dans ce contexte. La

persistance de cette immunité cellulaire isolée reste cependant a déterminer.

129



Il. Etude longitudinale de la réponse humorale et du risque de

réinfection au cours de la premiére année suivant I'infection

A. Contexte et objectifs de I’étude

La majorité des patients développent une réponse humorale aprés infection et produisent des
anticorps neutralisants anti-SARS-CoV-2. Cependant, la question de la persistance des
anticorps contre ce nouveau virus a suscité un vif intérét des le début de la pandémie. En effet,
sa détermination était nécessaire pour connaitre la fiabilité des études de séroprévalence,
mais surtout pour évaluer la durée de protection face au risque de réinfection, en particulier
avec I'émergence de variants du SARS-CoV-2. Dans ce contexte, hous avons conduit une
étude monocentrique de suivi sérologique sur une cohorte de personnes travaillant au sein
des Hopitaux Universitaires de Strasbourg, composée de 393 individus infectés lors de la
premiére vague (COVID+), dont 93,4 % atteints de forme légére de COVID-19, et de 916
participants sans antécédent de COVID-19 et séronégatifs a linclusion (COVID-). Les
anticorps ont été recherchés par test immunochromatographique ciblant les IgM et IgG
anti-RBD, par ELISA IgG anti-N et par CMIA quantitatif dosant les IgG anti-RBD a un mois de
l'infection (M1) chez les sujets convalescents et au méme moment pour les sujets non infectés,
puis a M3-6, M7-9 et M11-13. Cette étude initiée trés t6t dans I'une des régions les plus
précocement et intensément touchées par la premiere vague de COVID-19 en France a été
l'une des premiéres a caractériser la persistance des anticorps jusqu’a plus d’'un an aprés
infection et leur efficacité protectrice sur cette période face aux nouvelles infections. Le pouvoir
neutralisant des anticorps sur virus entier a également été évalué un an aprés infection contre
la souche infectante portant la mutation D614G et contre les variants alpha et beta ayant
émergé au cours du suivi, chez un sous-groupe de 15 participants non vaccinés et de 13

participants vaccinés par une dose unique afin d’'observer le gain obtenu par cette vaccination.

B. Principaux résultats
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Le suivi sérologique a mis en évidence une persistance des anticorps de type IgG anti-RBD
jusqu’a au moins 13 mois suivant un premier épisode de COVID-19, avec un taux de
séropositivité établi par CMIA de 97,1 % identique a celui observé seulement un mois aprés
l'infection. De plus, notre étude souligne les divergences de performances analytiques des
coffrets sérologiques commercialisés, qui s’accroissent a distance de l'infection avec une
sensibilité plus faible des autres tests. L’analyse de I'évolution des concentrations en 1gG
anti-RBD au cours du temps apres infection par le SARS-CoV-2 a mis en évidence une lente
décroissance en début de convalescence, suivie d’'une progressive stabilisation. En fin de suivi
et en 'absence de vaccination, la demi-vie des anticorps était estimée a 725 jours (intervalle
de confiance a 95 % (IC95): 623-921) avec une concentration médiane de 35 BAU/mL (1C95 :
26-47) a M11-13 de l'infection. L’analyse de l'influence de facteurs d’hétes sur la cinétique des
concentrations d’lgG anti-RBD par analyse multivariée a révélé une décroissance plus rapide
entre M3-6 et M7-9 chez les hommes et les individus de rhésus négatif, sans influence de
l'age, de lindice de masse corporelle, du groupe sanguin, ou encore du Ct initial lors du
diagnostic de l'infection par RT-PCR. La cinétique observée des IgG anti-N était différente et
se découpait en trois phases, avec tout d’abord une diminution importante des anticorps
jusqu'a M3-6, puis une relative stabilisation avant une seconde chute plus marquée
aboutissant & 80 % de séronégativité un an aprés infection. Leur décroissance entre M3-6 et
M7-9 était plus lente chez les personnes d’age plus avancé et chez les hommes, révélant une
influence du sexe opposée a celle sur la cinétigue des IgG anti-RBD. Au cours du suivi, 69
participants du groupe COVID- ont été infectés, tandis que seul un cas de réinfection
asymptomatique a été diagnostiqué dans le groupe COVID+, révélant une réduction de
l'incidence de 96,7 % de la COVID-19 aprés une premiére infection. La sérologie réalisée en
fin de suivi a montré que les titres d’anticorps obtenus a partir du 6° jour aprés vaccination
atteignaient au moins le double de ceux mesurés a M1 de l'infection chez 98 % des sujets
COVID+, et que ces titres dépassaient les 1000 BAU/mL pour 93 % d’entre eux. Par ailleurs,
ladministration d’'une deuxieme dose lors de la primo-vaccination des personnes
précédemment infectées n’était associée a aucun bénéfice sur les concentrations en IgG
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anti-RBD dans notre étude. Enfin, le pouvoir neutralisant des anticorps a M11-13 était
étroitement corrélé aux titres en 1gG anti-RBD, et plus élevé contre la souche sauvage et le
variant alpha que contre le variant beta. Ce dernier n’était que faiblement ou non neutralisé a
un an de linfection (médiane de 1,5 logie IC50), tandis que la vaccination des sujets
convalescents a permis d’atteindre des titres neutralisants du variant beta d’au moins 2,5 logio

IC50 chez tous les participants.
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Methods: This is a prospective, monocentric, longitudinal, cohort clinical study. Healthcare workers (HCW)
from Strasbourg University Hospital were enrolled between April 6th and May 7th, 2020 and followed up to
422 days. Serial serum samples were tested for antibodies against the Receptor Binding Domain (RBD) of the

Keywords: spike protein and nucleocapsid protein (N) to characterize the kinetics of SARS-CoV-2 antibodies and the
SARS-CoV-2 incidence of reinfection. Live-neutralization assays were performed for a subset of samples before and after
COVID-19 vaccination to analyze sensitivity to SARS-CoV-2 variants.

Immunity Findings: A total of 4290 samples from 393 convalescent COVID-19 and 916 COVID-19 negative individuals were
Neutralizing antibodies analyzed. In convalescent individuals, SARS-CoV-2 antibodies followed a triphasic kinetic model with half-lives at
Reinfection month (M) 11-13 of 283 days (95% C1 231-349) for anti-N and 725 days (95% C1 623—921) for anti-RBD IgG, which

stabilized at a median of 1.54 log BAU/mL (95% CI 1.42—1.67). The incidence of SARS-CaV-2 infections was 1222

and 040 per 100 person-years in COVID-19-negative and COVID-19-positive HCW, respectively, indicating a rela-

tive reduction in the incidence of SARS-CoV-2 reinfection of 96.7%. Live-virus neutralization assay revealed that after

one year, variants D614G and B.1.1.7, but less so B.1.351, were sensitive to anti-RBD antibodies at 1.4 log BAU/mL,

while [gG = 2.0 log BAU/mL strongly neutralized all three variants. These latter anti-RBD IgG titers were reached by

all vaccinated HCW regardless of pre-vaccination IgG levels and type of vaccine.

Interpretation: Our study demonstrates a long-term persistence of anti-RBD antibodies that may reduce risk

of reinfection. By significantly increasing cross-neutralizing antibody titers, a single-dose vaccination

strengthens protection against variants.
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Research in context

Evidence before this study

Data on persistence and long-term efficacy of the immune
response are crucial in understanding the overall evolution of
the COVID-19 pandemic and post-pandemic dynamics, espe-
cially in the era of emerging SARS-CoV-2 variants. We searched
PubMed using the terms “SARS-CoV-2", “antibody”, “kinetics",
and “one year” for relevant articles published up until June 2,
2021. We found two articles that have analyzed anti-SARS-CoV-
2 antibodies one year after COVID-19, including one longitudi-
nal study focusing on anti-spike (S) antibodies only and one on
a small cohort of 52 individuals. By using terms “SARS-CoV-2"
and “reinfection”, only one article reported risk of reinfection in
Italy up to one year after infection. However, the observation
ended before new SARS-CoV-2 variants began to spread.

Added value of this study

Our prospective longitudinal study assesses over more than one
year: (i) the anti-SARS-CoV-2 antibody persistence (both
against anti-RBD and anti-N) after primary infection, (ii) the
neutralizing capacity of these antibodies against live virus var-
iants of concern (iii) the influence of host factors on antibody
kinetics, (iv) the impact of vaccination on humoral responses
against SARS-CoV-2 variants after COVID-19, and (v) long-term
risk of reinfection during SARS-CoV-2 variants spread. We
found that anti-N antibodies dramatically decreased whereas
anti-RBD IgG persist for up to 13 months at a level that neutral-
izes infectious variants D614G, B.1.1.7 but less B. 1.351 and that
they decline faster in men than in women over time. We also
showed that vaccination of convalescent COVID-19 increases
anti-RBD IgG to a level that strongly neutralizes all three var-
iants regardless of pre-vaccine IgG levels and vaccine type.
Moreover, this study offered a unique opportunity to evaluate
risk of reinfection following previous COVID-19 with a longitu-
dinal follow-up of convalescent and seronegative individuals
during the same period, which encompasses the three COVID-
19 waves experienced in France. Analysis of clinical and viro-
logical data revealed that the risk of reinfection was reduced by
96.7% over one year. Finally, this study revealed a strong corre-
lation between the levels of anti-RBD IgG measured by a com-
mercial quantitative test and the titers measured by live-virus
neutralization.

Implications of all the available evidence

In conclusion, our study provides crucial information on the
persistence of circulating antibodies against SARS-CoV-2 more
than one year after COVID-19, and on the long-term risk of
reinfection. By increasing the levels of cross-neutralizing anti-
bodies, SARS-CoV-2 vaccination may strengthen protection,
especially against variants harboring antibody escape muta-
tions like B1.351. The strong correlation of antibody levels and
their neutralizing capacity against variants may be of great help
for the interpretation of serological results and for the future
determination of a protective anti-RBD IgG level.

1. Introduction

Since the beginning of the pandemic, the hypothesis of waning
humoral immunity in coronavirus disease 2019 (COVID-19) conva-
lescent patients has raised many concerns about the reliability of
population-based seroprevalence studies, and more critically about

long-term antibody protection against reinfection and, by extension,
the durability of vaccine protection. COVID-19 leads to the develop-
ment of protective neutralizing antibodies in the vast majority of
cases [1—4]. Several reports suggested a rapid decline of SARS-CoV-2
antibodies as early as 3 months after infection [3,5], while others
reported persistence of antibody responses for up to eight months
[4,6,7]. A recent rigorous study investigating T and B cell responses in
convalescent COVID-19 patients reported that substantial immune
memory is generated after COVID-19, and that 95% of subjects
retained immune memory around 6 months after infection [8]. Fur-
thermore, the presence of SARS-CoV-2 anti-spike (S) and anti-nucleo-
capsid (N) IgG antibodies were associated with a reduced risk of
SARS-CoV-2 reinfection up to 7 months after initial infection [9-11].
The recent emergence of SARS-CoV-2 variants with high transmissi-
bility such as variant B.1.1.7, or decreased susceptibility to antibodies
such as variant B.1.351, has raised the question of whether antibodies
still protect against reinfection[12]. Data on persistence and long-
term efficacy of the immune response are therefore of vital impor-
tance in understanding the overall evolution of the pandemic and
post-pandemic dynamics, especially in the era of emerging variants
[13-16].

Here, using validated serological assays [17—19] on a large cohort
of healthcare workers (HCW) who have recovered from COVID-19,
we described the dynamics of SARS-CoV-2 humoral response up to
one year after infection, and analyzed the incidence of reinfection
within this period. Secondly, we used the S-Fuse live-virus neutrali-
zation assay [20], to assess the sensitivity of infectious SARS-CoV-2
variants to HCW sera before and after vaccination, several months
after primary infection.

2. Methods
2.1. Study design and participants

This is a prospective, monocentric, longitudinal, cohort clinical
study (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04441684). A total of 1,496
HCW recruited among all Strasbourg University Hospital staff were
initially screened by SARS-CoV-2 serology between 6th April and 7th
May 2020 in our institution. All participants with a COVID-19 history,
proven either by serology at screening or by a previous RT-PCR, were
recruited as COVID-19 positive HCW. They were followed at month
(M)3-6, M7-9 and/or M11-13 after infection. In parallel, participants
displaying negative serology without a history of positive RT-PCR for
SARS-CoV-2 were recruited as COVID-19 negative HCW to evaluate
the incidence of infection, and were followed by the same visit sched-
ule as the COVID-19 positive cohort. HCW without follow-up were
excluded from the study. Participants completed a questionnaire at
each visit in reference to sociodemographic characteristics, COVID-19
exposure, symptoms, virological findings and eventually vaccination.
The investigators were not blinded to allocation during experiments
and outcome assessment. However, different teams performed the
clinical sampling, biological measurement and data analysis. Only the
final assembly of the data revealed a global view of the results.

2.2. RT-PCR assay

RT-PCR for SARS-CoV-2 RNA detection was previously performed
on nasopharyngeal swab samples at the time of diagnosis. All except
six RT-PCR positive samples were analyzed in our laboratory with
SARS-CoV-2 specific primers and probes targeting two regions on the
viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene (Institut Pasteur,
Paris, France; WHO technical guidance). Ct values obtained in each
sample were considered for statistical analyses.
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2.3. Serological assays

Screening assays: All sera were initially screened for SARS-CoV-2
antibodies using the Biosynex® (COVID-19 BSS IgG/IgM) Lateral Flow
Assay (LFA), and the EDI™ Novel coronavirus COVID-19 IgG ELISA.
These assays were the only ones available in sufficient quantities in
our laboratory when we started the study in April 6th, 2020. The LFA
detects separately IgM and IgG directed against the Receptor Binding
Domain (RBD) of the SARS-CoV-2 S protein, with estimated overall
sensitivity and specificity of 96 and 99% at 22 days since symptoms
onset (DSO), respectively [18]. The ELISA detects anti-N IgG at 22 DSO
[ 18], which, in our hands, displayed a sensitivity of 81% and a speci-
ficity of 96%. The results rely on a ratio of specimen absorbance
reported to the cut off (S/CO) value defined by the manufacturer.

2.4. Confirmation assay

All sera that screened positive or were associated with a history of
positive SARS-CoV-2 RT-PCR were analyzed retrospectively with the
Abbott Architect SARS-CoV-2 IgG Il Quant assay (Abbott, Sligo, Ire-
land), if possible given the remaining volume of serum. This allowed
to confirm positive serological status and to measure the anti-RBD
IgG titer. Results in Arbitrary Units (AU)/mL specific of this assay
were converted into Binding Antibody Units (BAU)/ml adapted to the
WHO standard for SARS-CoV-2 immunoglobulin by multiplying them
by the factor 0.142. This assay is an automated chemiluminescence
microparticle immunoassay (CMIA) that quantifies anti-RBD IgG,
with 7.1 BAU/mL (50 AU/mL) as a positive cut-off and 5,680 BAU/mL
(40,000 AU/mL) as an wupper threshold of quantification
(11,360 BAU/mL at 1:2 dilution). According to the manufacturer, this
CMIA displays clinical sensitivity and specificity of 98.81 and 99.55%
at 15 DSO, respectively. According to the manufacturer, antibody
titers measured by this assay correlate, with a high probability
(>95%), to neutralizing antibody titers assessed by plaque reduction
assay on SARS-CoV-2 reference strain. This correlation was confirmed
by previous studies [17,21].

2.5. S-Fuse live-virus neutralization assay

A neutralization assay was performed on sera collected at M11-13
from a panel of 28 COVID-19 positive HCW, including 13 who had
received a single dose of COVID-19 vaccine. Live-virus neutralization
was analyzed using the S-Fuse reporter cells, as previously reported
|20]. Briefly, S-Fuse reporter cells correspond to U20S cells (ATCC
Cat# HTB-96, RRID: CVCL_0042) engineered to express ACE2 and
either GFP1-10 or GFP11. When mixed, these cells produce GFP
upon syncytia formation which occurs during productive infection
with SARS-CoV-2. Neutralization of infectious D614G, B.1.1.7, and
B.1.351 variants grown in Vero E6 cell lines (ATCC Cat# CRL-1586,
RRID: CVCL_0574) was assessed for each serum using limiting dilu-
tions. Infection was quantified by measuring the number of GFP+ syn-
cytia 18 h after infection. The percentage of neutralization was
calculated using the number of syncytia as the value with the follow-
ing formula: (1- g?(%m—"}‘%) x 100%. Neutralizing activity of
each serum was expressed as the half-maximal inhibitory concentra-
tion (1Csp).

2.6. Statistics

Chi-squared test, Kruskal-Wallis rank sum test and Fisher's exact
test were conducted to identify any significant changes in categorical
variables over time and between groups. Non-parametric Wilcoxon
paired tests and Mann-Whitney tests were conducted to compare
quantitative data over time or between groups, respectively. All tests
were two-sided with an « level of 0.05. Missing data were excluded
for analysis. Anti-RBD (log-transformed) and anti-N IgG titers over

time were modelled, with the best fitting model assessed by an F
Test, selecting the simplest model between simple linear regression,
one-, two-, or three-phase decays of log data in the two settings. The
half-life (¢t ) of each decay phase was also calculated.

To assess characteristics of patients with a faster/slower decay in
anti-RBD and anti-N IgG titers, non-parametric tests were used for
univariable analyses (Wilcoxon and Fisher's exact tests). Variables
included in the univariable analysis were as follows: age, sex, BMI,
blood group, Rhesus, SARS-CoV-2 RT-qPCR Ct, COVID-19 symptoms,
DSO, hospitalization, anti-RBD or anti-N IgG titers at M3-6. Variables
achieving a p value <0.17 in the univariable analysis were entered
into a multivariable linear regression model (with a backward step-
wise method based on the likelihood ratio test) [22]. Multivariable
analyses were performed with R software version 4.0.3 (R Foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria). Factor effects in multivari-
able linear regression are given with a 95% Cl. A quality control of the
models was performed: the linearity assumption and the quality of
the variance of the dependent variable over the full range of values of
the independent variable were assessed with scatter plots and the
assumption that the dependent variable is normally distributed
was assessed with a normal probability plot (data not shown). All
other data were analyzed and represented using Graphpad Prism ver-
sion 9.0.0.

We used the Kaplan—Meier method to estimate the cumulative
probability of SARS-CoV-2 infection or reinfection per group (COVID-
19 negative or COVID-19 positive, respectively) and used the log-
rank test to perform between-group comparisons. Time of exposure
begins from the first negative serology for the COVID-19 negative
HCW and from two months after initial SARS-CoV-2 infection (date
of first symptoms, positive RT-PCR, or first positive serology) for the
COVID-19 positive group, as described previously [11]. SARS-CoV-
2 infection/reinfection was documented by RT-PCR or serological
testing among COVID-19 negative and positive HCW, respectively. A
sensitivity analysis was performed considering RT-PCR positive HCW
only to verify that the reinfection rate was different than infection
rate. Vaccinated individuals were censored at the time of the first
vaccine dose. We also calculated the incidence of SARS-CoV-2 infec-
tion[reinfection per month, according to at-risk days during the fol-
low-up of COVID-19 positive and COVID-19 negative individuals.

2.7. Ethics

This analysis was conducted on data from an on-going prospec-
tive, monocentric, longitudinal, cohort study enrolling healthcare
workers from Strasbourg University Hospital (ClinicalTrials.gov Iden-
tifier: NCT04441684). All participants received written information
about the study and were asked to give written informed consent for
participation. The protocol was approved by the institutional review
board of CPP Sud Meéditerranée III (Ref: 2020.04.15 bis_
20.04.10.66856).

2.8. Role of the funding source

The funders had no role in study design, data collection, data anal-
ysis, data interpretation, or writing of the report. The corresponding
author had full access to all the data in the study and had final
responsibility for the decision to submit for publication.

3. Results
3.1. Cohort characteristics

This study involved 4290 samples from 1309 HCW, including 393
convalescent COVID-19 (here called COVID-19 positive) HCW and
916 COVID-19 negative HCW (Fig. 1). The COVID-19 positive HCW
included 345 with a history of positive SARS-CoV-2 RT-PCR and 48
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1,496 HCW in Strasbourg University
Hospitals screened by SARS-CoV-2 serology
between 6% April and 7" May (M1)

187 HCW excluded:

1,309 HCW with at least
one follow-up timepoint
(M3-6 and/or M7-9 and/or M11-13)

[
y

no further serum collected

964 HCW without history of
positive SARS-CoV-2 RT-PCR

Screening at M1:
1gM/IgG anti-RBD LFA
and anti-N IgG ELISA

J

118 HCW seropositive
with at least one assay

Confirmation at M1 :
anti-RBD IgG CMIA

345 HCW with
history of positive

SARS-CoV-2 RT-PCR 48 HCW seropositive

J

COVID-19 positive
HCW (n = 393)

—)I 846 HCW seronegative I—

—>[ 70 HCW seronegative ]—

COVID-19 negative
HCW (n = 916)

Fig. 1. Flow chart of survey recruitment and serum sampling among the healthcare workers (HCW) at Strasbourg University Hospital. First line serological screening was performed
using two commercial assays: the Biosynex® (COVID-19 BSS 1gG/IgM) Lateral Flow Assay (LFA) detecting anti-Receptor Binding Domain (RBD) antibodies and the EDI'™ Novel coro-
navirus COVID-19 IgG ELISA detecting the anti-nucleocapsid protein (N) IgG. A third assay, the Abbott SARS-CoV-2 IgG 1l Quant assay, measuring the anti-RBD IgG, was used to con-
firm seropositive samples. Serological testing on the first serum sample of each participant between 6 April and 7 May 2020 (M1) and on further sera collected at M3-6, M7-9, and
M11-13 led to the establishment of two separate cohorts of COVID-19 positive or negative HCW, both with serological follow-up. Anti-RBD: anti-Receptor Binding Domain; Anti-N:
anti-nucleocapsid protein; CMIA: chemiluminescent microparticle immunoassay; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; HCW: healthcare workers; LFA: lateral flow assay;

RT-PCR: real-time reverse transcriptase PCR.

with positive serology only. Both COVID-19 positive and COVID-19
negative cohorts included various professional groups (nurses, doc-
tors, caregivers and administrative staff), both with a median age of
39 (Interquartile Range (IQR) 30—51 and 30-50, respectively), and a
predominance of females (76.8 and 78.5%). In COVID-19 positive
HCW, a history of contact with a COVID-19 case was reported in 66%
of participants. COVID-19 consistent symptoms were reported by
383 participants (97.5%), including 367 (93.4%) and 16 (4.1%) with
mild or moderate disease, respectively (Table 1). Ten participants
were asymptomatic. No severe cases were reported. The first serum
sample collected from the 383 symptomatic COVID-19 positive par-
ticipants during the screening step corresponds to a median of 31
DSO (IQR: 24-38) and was considered as M1. Since the pandemic
started about a month before our study, the first serum sample from
the ten asymptomatic individuals was also arbitrarily considered as
M1. A total of 383 were sampled at M3-6 (median: 107 DSO; IQR:
92-131), 346 at M7-9 (median: 215 DSO; IQR: 195-243) and lastly
233 at M11-13 (median: 373 DSO; IQR: 347—396), of which 93 were
vaccinated against SARS-CoV-2 before M11-13 sampling. Only one
asymptomatic reinfection was reported after nine months in this
cohort. Conversely, among the 916 COVID-19 negative HCW, 69
(7.5%) reported a SARS-CoV-2 infection including 49 with symptoms
(8 before M3-6, 29 before M7-9 and 32 before M11-13). This was

confirmed by a positive RT-PCR test and by seroconversion in 62%
and 100% of these cases, respectively.

3.2, Natural history of humoral response up to one year after COVID-19

Using LFA, 91.3 and 83.7% of COVID-19 positive HCW were tested
positive at M1 for anti-RBD IgM and IgG, respectively, versus 51.8%
IgM and 56.8% IgG at M11-13, showing a significant decrease in the
rates of LFA-detected antibodies one year after COVID-19 (both
p < 0.0001). Using CMIA, 97.1% of individuals were tested positive
both at M1 and M11-13 (p = 0.76). Positivity rates of anti-N IgG
response as measured by ELISA significantly decreased from M1
(85.0%) to M11-13 (20.1%) (p < 0.0001).

Anti-RBD fiters assessed by CMIA significantly decayed by 0.07, 0.04
and 0.02 log BAU/mL per month from M1 to M3-6, M3-6 to M7-9 and
M7-9 to M11-13, respectively (all p < 0.01) (Fig. 2b, c). The estimated
half-life (t, ) of each phase was of 202 (95% ClI 170-234), 306 (95% CI
292-368) and 725 (95% (1 623—921) days, respectively. At M11-13, the
median titer of anti-RBD IgG was 1.54 log BAU/mL (95% C1 1.42—1.67),
with 60.0% of participants showing IgG > 1.4 log BAU/mL.

Next, we investigated the effect of age, sex, body mass index
(BMI), blood group, rhesus status, DSO, COVID-19 symptoms, hospi-
talization, and initial Ct values obtained by real-time reverse
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Table 1
Characteristics of the 393 COVID-19 positive healthcare workers.
Total Females Males p value
Number of COVID-19 positive HCW 393 302 91 NA
Age (years), median (IQR) 39.0 (29.6-50.5) 40.0(30.1-51.1) 34.3(28.6-44.6) 0.0965
BMI (kg/m?), median (IQR) 23.6 (21.3-26.9) 23.6(21.0-27.8) 24.0(21.9-25.6) 08157
Blood group
An (%) 162 (41.2) 125 (41.4) 37(40.7) 02112
B.n (%) 33(84) 23(7.6) 10(11.0)
AB, n(%) 16 (4.1) 14 (4.6) 2(22)
0,n (%) 129 (32.8) 108 (35.8) 21(23.1)

Rhesus negative, n (%) 60 (15.3) 50 (16.6) 10(11.0) 0.2448
Unknown, n (%) 53(13.5) 32(10.6) 21(23.1) 0.0045
COVID-19 history
Contact with COVID-19 case, n (%) 259 (65.9) 200(66.2) 59(64.8) 0.8021
Previous positive SARS-CoV-2 RT-PCR, n (%) 345 (87.8) 263 (87.1) 82(90.1) 0.5837

COVID-19 symptoms, n (%) 383 (97.4) 294(97.4) 89(97.8) 1.0
Known date of symptoms onset, nn (%) 378 (96.2) 289(95.7) 89(97.8) 0.5359
Hospitalization, n (%) 16 (4.1) 10(3.3) 6(6.6) 02211
Serum collection
HCW sampled at M1, n (%) 393 (100) 302(100) 91(100) 0.8042
HCW sampled at M3-6, n (%) 383 (97.5) 294 (97.4) 89(97.8)
HCW sampled at M7-9, n (%) 346 (88.0) 275(91.1) 71(78.0)
HCW sampled at M11-13, n (%) 233 (59.3) 181(59.9) 52(57.1)
Time from symptom onset to serum collection
M1 (days), median (IQR; range) 31(24-38,6-58) 32(24-38;6-53) 29(24-37, 13-58) 0.2087
M3-6 (days), median (IQR; range) 107 (92-131; 78-172) 107.5(92.3-131; 78-172)  105(90-130; 78-164) 0.6583
M7-9 (days), median (IQR; range) 215(195-243; 161-284) 217 (196-246; 161-284)  210(194-237;169-281)  0.3388
M11-13 (days), median (IQR; range) 373 (347-396: 321-422) 369 (346-396; 321-421)  384(348-396;332-422) 02053
Vaccination
Single-dose vaccination between M7-9 and M11-13, n (% of M11-13) 59(25.3) 43(23.8) 16(30.8) 0.3655
Double dose vaccination between M7-9 and M11-13,n (30f M11-13)  34(14.6) 27(14.9) 7(135) 1.0

BMI: body mass index; HCW: Healthcare workers; IQR: Interquartile range; NA: not applicable; NS: not significant; RT-PCR: Real-time reverse transcriptase PCR. P values
were calculated with Mann-whitney, Chi-square and Fisher exact tests using the Graphpad Prism version 9.0.0 software.

transcriptase PCR (RT-PCR) in nasal swabs, on CMIA anti-RBD IgG
titers at M7-9 and on decay speed between M3-6 and M7-9 by uni-
variable (Supplementary Table 1) and multivariable analyses. No sig-
nificant difference in the absolute values of anti-RBD IgG titers was
found in univariable analysis according to sex. However, antibody
titers declined faster in men in univariable analysis between M3-6
and M7-9. By multivariable analysis (Fig. 2d), anti-RBD IgG titers also
decayed faster in men than in women with an acceleration in this
decrease of a median of -0.033 log BAU/mL per month (95% confi-
dence interval (95%Cl): -0.053 to -0.014; p = 0.0008). Another factor
significantly associated with faster decay was the rhesus-negative
(Rh-) status, affecting decay by a factor of -0.021 log BAU/mL per
month (95% CI: - 0.002 to - 0.040; p = 0.0008). Notably, no significant
effect of age, BMI, blood group, DSO or initial Ct values on the anti-
RBD titer slope was observed (Fig. 2d).

As shown in Fig. 2e, triphasic kinetic dynamics of anti-N IgG ratio
over time was observed, with an initial steep decay between M1 and
M3-6 (median: -0.26 S/CO per month), followed by a slower decay up
to M7-9 (-0.02) before a second drop up to M11-13 (-0.05; all
p < 0.0001) (Fig. 2f). The ty/> of each phase was therefore 58 (95% CI
51-66), 682 (95% Cl 417-2500) and 283 (95% Cl 231-349) days,
respectively. In univariable analysis, higher antibody ratios were
found in men at M7-9 compared to women (Supplementary Table 1).
Moreover, a slower decay from M3-6 to M7-9 was revealed by multi-
variable analysis in men (0.046 S/CO per month; 95% Cl 0.007-0.087;
p = 0.02) and in older participants (0.017 per 10-year age; 95% Cl
0.002-0.032; p = 0.03) (Fig. 2g). Thus, male participants displayed a
faster decay of anti-RBD antibodies and, conversely, a slower decay of
anti-N antibodies.

We then assessed the relative incidence of SARS-CoV-2 infection
in COVID-19 positive and COVID-19 negative HCW during follow-up.
Overall, 70 SARS-CoV-2 infections developed after enrollment: one
RT-PCR proven reinfection in the COVID-19 positive group (incidence
of 0,40 per 100 person-years) and 69 seroconversions in the COVID-
19 negative group (incidence of 1222 per 100 person-years),

indicating a relative reduction in the incidence of SARS-CoV-2 rein-
fection in the previously infected group of 96.7% (hazard ratio (HR):
4.053 (95% Cl: 2.437-6.743); p < 0.0001, Fig. 3a, b). To verify that the
reinfection rate was different than infection rate, we also performed
a sensitivity analysis focusing on RT-PCR tests only. Thus 43 infected
participants in the COVID-19 negative group and one reinfected in
the COVID-19 positive were taken into account, still providing a HR
of 3.966 (95%Cl: 2.099-7.494; p < 0.0001). The only case of reinfec-
tion occurred in a 23 year old female medical student. She first devel-
oped a symptomatic, mild COVID-19 in March 2020 with a high viral
load, identified by nasopharyngeal swab (Ct=17), leading to an anti-
RBD and anti-N 1gG seroconversion (1.8 log BAU/mL and 1.0 OD S/CO
after 96 DSO, respectively). The second episode in January 2021 was
asymptomatic and revealed by a low viral load (Ct=34), detected six
days after non-professional COVID-19 exposure. The reinfection case
showed a positive anti-RBD IgM and a concomitant rebound of anti-
RBD and anti-N IgG (+1.0 log BAU/mL and +0.7 §/Co, respectively)
without vaccination, 22 days after a second positive RT-PCR. Since no
systematic RT-PCR test was performed during follow-up, we exam-
ined whether other convalescent HCWs had an increase of anti-RBD
and anti-N titers of at least +0.5 log BAU/mL and +0.5 S/Co, respec-
tively. Only one HCW showed such increase of anti-N titer (+0.7 S/Co)
but stable anti-RBD titer between M3-6 and M7-9. This HCW subse-
quently showed a decrease of anti-N titer (-1.1 5/Co) and an increase
of anti-RBD titer (+0.6 log BAU/mL) between M7-9 and M11-13. This
case was not considered here as a reinfection. Altogether, our find-
ings indicate that although anti-SARS-CoV-2 antibody titers decline,
the risk of reinfection within a year post-infection remains low.

3.3. Impact of SARS-CoV-2 vaccination on humoral response in COVID-
19 positive HCW

To investigate how SARS-CoV-2 antibodies evolve after COVID-19
vaccination in COVID-19 positive HCW, serological results of the 93
COVID-19 positive HCW who received at least one dose of vaccine

138



F. Gallais et al. /| EBioMedicine 71 (2021) 103561

a
LFA IgM anti-S LFA IgG anti-S ELISA IgG anti-N CMIA IgG anti-RBD
100 100 . 100 100 f— R
- Negative
s 2
i : ;
g & a
2 50 g 50 £ 5
5 g i
T 5 B
2 R R
0 0
T T T T T R T
M1 M3-6 M7-9M11-13 M1 M36 M7-9M11-13 M1 M36 M79IMI113 M1 M3E M7-9M11-13
b e
Anti-RBD dynamics Anti-N dynamics
5
4w M36 M7-9 Mi1-13 M1 M3-6 M7-9 M11-13
=
£ =
3 =)
a )
g 8
5 e
& o
o E
= z
a =
2 £
2
<
o a
00 200 300 400
DSO (cays) DSO (days)
c f
Anti-RBD slope Anti-N slope
o7s = - L == =
5 5]
é 050 a
5 £ 08 N
5§~ o2 o % g :
S$3 H
i ; : 2 o :
£ o " y 2
0= > 05
2 o 2
o ®
2 g
£ @ .10
= 5 5 .
g 3 33‘ z
-125 T ‘;
M1toM3-6  M3-6toM7-9 M7-8loM11-13
M1 to M3-6 M3-6to M7-9  M7-8to M11-13
Predictors of anti-RBD decay Predictors of anti-N decay
from M3-6 to M7-9 from M3-6 to M7-9
- Rhesus (versus +) —i Rhesus (versus +)-
A blood type (versus O) ———— A blcod typs (versus C)
B blood type (versus O) —_— 8 blecd type (versus O)

Anti-RBD titers at M3-6 (per 1 log BAU/mL increment)
DSO at M3-6 (per 10 days increment)

BMI (per 1 unitincrement)

Age (per 10 years increment)

Anti-N titers at M3-6 (per 1 OD increment) a
DSO at M3-6 (per 10 days increment){

BMI (per 1 unit increment)

Age (per 10 years increment)-

Men (versus Women) . ‘ Men (versus Women)
Ct (per 10 cycles it —_—— Ct (per 10 cycles increment) =
Facior effact (log BAUML variaian per mantn, 95% Gl 008 004 A2 000 002 Factor afect (00 /305 SO varfaton per month, S5% ) 02 o1 00 o1

- » - »

Fasterdecay  Slower decay Fastercecay  Slower decay
Fig. 2. Dynamics and determinants of SARS-CoV-2 humoral responses after COVID-19. (a) SARS-CoV-2 seropositive rate over time among participants (M1 (n = 393), M3-6 (n = 383), M7-9
(n=1346), M11-13 (n = 139)) according to the serological assays. (b) Dynamics of anti-RBD IgG titers expressed in log BAU/mL over time among HCW with known first date of symptoms (M1
(n=369), M3-6 (n = 369), M7-9 (n = 332), M11-13 (n = 137). (c) Variation of anti-RBD IgG titers per month expressed in log BAU/mL between each time point (M1 to M3-6 (n = 374) M3-6 to
M7-9 (n = 337), M7-9 to M11-13 (n = 128)). (d) Associations between anti-RBD IgG titers decay between M3-6 to M7-9 in log BAU/mL per month and demographic, biological, and virological
data, and time of sampling at M3-6 expressed in days post symptoms onset (DSO) (n = 337). (e) Dynamics of anti-N IgG expressed in ratio optical density (OD) signal/Cut-Off (S/CO) over time
among HCW with known first date of symptoms (M1 (n = 378), M3-6 (n = 369), M7-9 (n = 332), M11-13 (n = 137)). (f) Anti-N IgG ratios variation per month expressed in ratio OD Sample/CO
between each timepoint (M1 to M3-6 (n =383), M3-6 to M7-9 (n = 337), M7-9 to M11-13 (n = 128)). (g) Associations between anti-N IgG ratio decay between M3-6 to M7-9 in S/CO per month
and demographic, biological, and virological data, and time of serum sampling at M3-6. (b, ¢, e, and f) Red lines represent median values and yellow lines the interquartile range for each popula-
tion. *p value < 0.05; **p value < 0.01; ***p value < 0.001, “***p value <0.0001; calculated with non-parametric Wilcoxon paired tests using the Graphpad Prism version 9.0.0 software. (d, g)
Data are depicted as factor effects in multivariable linear regression, with a 95% confidence interval given (95% Cl). Multivariable analyses were performed with R software version 4.0.3 (R Foun-
dation for Statistical Computing, Vienna, Austria). (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the web version of this article.).
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Censoring criteria were: end of follow-up and anti-SARS-CoV-2 vaccination (at the time of the first vaccine dose). Comparison and p value were computed using the Graphpad Prism version
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between M7-9 and M11-13 visits were compared to those of the 139
unvaccinated participants with a M11-13 follow-up. Among vacci-
nated-participants, 59 received a single-dose from 1 to 99 days before
M11-13 sampling, including 27 HCW vaccinated with ChAdOx1
nCoV-19 vaccine (AstraZeneca), 4 with mRNA-1273 vaccine (Mod-
erna) and 28 with BNT162b2 vaccine (Pfizer-BioNTech). The 34 other
participants received two doses of BNT162b2 vaccine (n = 33) or
mRNA-1273 vaccine (n = 1) and their M11-13 sera were collected
from 3 to 94 days after the second dose of vaccine.

Five out of the seven participants sampled earlier than 6 days after
a single dose vaccination still displayed anti-RBD antibody titers <
2.0 log BAU/mL at M11-13 (Fig. 4a). Conversely, a rebound of anti-
RBD IgG titers was observed in all the 86 samples collected at least
6 days after vaccination with a median increase of 1.80 log BAU/mL
between M7-9 and M11-13 (IQR, 1.38 to 2.17; p < 0.0001). Indeed,
post-vaccination titers reached at least double the values measured
at M1 post-infection for 98% of vaccinated HCW. Antibody titers >
3.0 log BAU/mL were found at M11-13 in 80 of these 86 vaccinated
HCW (93.0%) (Fig. 4a, b).

3.4. Sensitivity of infectious SARS-CoV-2 variants to anti-S antibodies at
M11-13

To assess whether SARS-CoV-2 variants are sensitive to anti-S
antibodies that persist at M11-13 with or without prior vaccination,
sera collected at M11-13 from 28 COVID-19 positive HCW (13

vaccinated and 15 unvaccinated) were analyzed with the S-Fuse live-
virus neutralization assay [20] (Fig. 5a). The 13 vaccinated HCW had
received a single dose, including eight with ChAdOx1 nCoV-19 vac-
cine (AstraZeneca), three with BNT162b2 vaccine (Pfizer-BioNTech)
and two with mRNA-1273 vaccine (Moderna). Sera collected from
unvaccinated participants showed median neutralizing antibody
titers of 2.31 log ICsq (IQR: 2.03-2.76), 2.10 log ICsq (IQR: 1.76—2.45)
and 1.51 log ICs (IQR: 1.48—1.87) against D614G, B.1.1.7 and B.1.351
live-strains, respectively. Sera from vaccinated participants showed a
median neutralizing antibody titer of 4.01 log ICso (IQR: 3.88—-4.35),
4.03 log ICsp (IQR: 3.85-4.23) and 3.14 log ICso (IQR: 2.99-3.58)
against the same viral strains, respectively (Fig. 5b). Strong correla-
tion was observed at M11-13 between neutralizing antibody titers
assessed by S-Fuse neutralization assay and anti-RBD IgG titers mea-
sured by CMIA with Spearman correlation coefficients of 0.967, 0.968
and 0.944 for variants D614G, B.1.1.7, and B.1.351, respectively (p val-
ues<0.0001) (Fig. 5¢). Anti-RBD titers around 1.4 log BAU/mL neutral-
ized D614G, B.1.1.7 but not B.1.351 variants at more than 2.0 log ICsy,.
Anti-RBD IgG titers >2.0 log BAU/mL neutralized D614G, B.1.1.7 at >
2.5 log ICsp, and B.1.351 at > 2.0 log ICsp. These latter anti-RBD IgG
titers were reached by all HCW vaccinated at least six days before
regardless of pre-vaccination anti-RBD IgG titers, type of vaccine or
number of vaccine doses. Based on the strong correlation between
CMIA and neutralization assays, neutralizing titers were extrapolated
to the remaining 124 unvaccinated HCW and the 73 single-dose or
double-dose vaccinated HCW (those with serum collected at least
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6 days post-vaccination) to predict the strength of neutralization at
M11-13 in all participants (Fig. 5d). Altogether, our findings suggest
that former COVID-19 positive individuals benefit from a single-dose
vaccine and are able to strongly neutralize current SARS-CoV-2 var-
iants.

4. Discussion

The duration and effectiveness of adaptive immunity directed
against SARS-CoV-2 after primary infection are key questions in
understanding the COVID-19 pandemic. The present study, involving
a large cohort of HCW followed prospectively over one year, provides
crucial information on the persistence of circulating SARS-CoV-2 anti-
bodies after mild COVID-19. Serological monitoring of convalescent
COVID-19 individuals up to 422 DSO shows that anti-SARS-CoV-2
antibodies directed against the S protein are well maintained over
time up to more than one year, consistently with other recent studies
[23-27]. These antibody titers follow a tri-phasic decay, potentially
reflective of B cell turnover after infection [2]. From M7, anti-RBD

antibodies stabilize at a level that neutralizes infectious variants
D614G and B.1.1.7, but less B.1.351, suggesting that most COVID-19
positive patients may be protected from reinfection by the former
variants. Our hospital faced three waves of COVID-19, from March to
June 2020, September 2020 — January 2021 and from March 2021 to
present, with the current wave due to the B1.1.7 variant. During the
period April 2020 — April 2021, 69 new infections were reported in
COVID-19 negative participants, while only one case of reinfection,
which was asymptomatic, was reported in the COVID-19 positive
participants. Although antibodies represent only a part of the
immune response, this strongly suggests that COVID-19 positive
patients develop a robust humoral immune response that reduces
the risk of SARS-CoV-2 reinfection within at least one year. Interest-
ingly, anti-RBD levels increase as early as 6 days after vaccination.
This suggests that a robust memory B cell response is established in
COVID-19 convalescents, including those with low antibody titers.
This is in line with the study of Dan et al. who performed an extensive
characterization of memory B cells, revealing that the slight antibody
decline occurring in convalescent individuals does not reflect a real
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waning of humoral immunity, but rather a contraction of the immune
response, whilst antibody affinity maturation occurs, and anti-S
memory B cells persist [8]. Recently, Wang et al. reported that mem-
ory B cell clones expressing broad and potent anti-S antibodies are
selectively retained in the repertoire at least one year after infection,
and expand after vaccination [28]. These abservations are very hope-
ful for the durability of humoral responses developed after COVID-
19, and suggest that protection against SARS-CoV-2 infection may
last for years [28,29].

Unlike anti-RBD antibody titers that stabilize over time, we
observed a steep decay of anti-N IgG titers after seven to nine months
post-infection, with only 20% of COVID-19 positive HCW remaining
seropositive after one year. These differences could be explained by
an increased avidity or affinity that compensates antibody loss, or by
changes in recognized epitopes over time [30].

We evaluated several host factors as potential predictors of anti-
body titers and of their kinetics up to 7-9 months after primary
infection. While no differences in SARS-CoV-2 IgG titers were
observed, their kinetics were influenced by sex and rhesus factor. Sex
differences in the SARS-CoV-2 immune response were previously
described early after infection. Takahashi and colleagues reported
that female patients had more robust T cell activation than male
patients in the early phase of SARS-CoV-2 infection [31]. The sex dif-
ferences in immune responses may be multifactorial, notably based
on sex steroid concentrations, on transcriptional factors, and on
incomplete inactivation of immunoregulatory genes on the second X
chromosome in females [32,33].

Our study presents some limitations. Neutralization experiments
were performed on a small subset of the cohort due to insufficient
volume of remaining sera. However, the strong correlation between
CMIA IgG levels and neutralizing titers observed in this study, which
is also reported by the manufacturer as well as by other studies
[4,17,21], allows an extrapolation of the results to the entire cohort.
Assessment of reinfection was based on participant reports during
visits, as no RT-PCR surveillance was planned in the study. Therefore,
it cannot be excluded that the COVID-19 positive participants had
unnoticed asymptomatic reinfection during follow-up. However, no
COVID-19 positive HCW, except the case of reinfection, had an
increase of both anti-RBD and anti-N levels during follow-up.
Another limitation is the unbalanced sex distribution, with a female
predominance, which reflects the sex distribution of the healthcare
workers in our hospital. Nevertheless, the sex difference in immune
response was observed by using univariable and multivariable analy-
sis, Furthermore, we were not able to investigate the kinetics of
memory B cells because of the lack of peripheral blood mononuclear
cells. Finally, our results were obtained in participants with a median
age of 39 years (IQR 30-51), hence we cannot exclude that older
individuals may experience a different evolution of humoral response
over time,

However, taken together our data demonstrate a long-term per-
sistence of anti-RBD IgG titers that may reduce risk of reinfection in
convalescent COVID-19 patients by variants D614G and B.1.1.7. By
increasing the levels of cross-neutralizing antibodies, SARS-CoV-2
vaccination may strengthen protection, especially against variants
harboring antibody escape mutations like B1.351. Future work will
help to determine whether vaccine-induced antibodies evolve in the
same manner, and whether their kinetics differ between the sexes.
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Supplementary Table 1. Univariable analysis of anti-RBD and anti-N 1gG slopes between M3-6 and

M7-9.
Categories Anti-RBD 1gG | p value Anti-N IgG p value
Age, 10 years R=-0.110 0.0486 R=-0.165 0.0028
BMI R=-0.099 0.0756 R=-0.114 0.0447

Male (reference)

-0.06657

1

-0.01500

1

Female

-0.04230

0.0003

-0.02400

0.1474

O (reference) -0.04386 1 -0.02800 1
A -0.05013 0.1542 -0.02500 0.2943
B -0.05757 0.2556 0.006000 0.1435

PCR Ct

Yes (reference)

-0.04080

-0.02400

+ (reference) -0.04398 1 -0.02100 1
- -0.05937 0.0726 -0.03300 0.1279
SARS-CoV-2 RT- | R=0.057 0.1630 R=-0.067 0.1494

No

-0.04661

0.2303

0.003000

0.2524

No (reference) -0.04121 1 -0.02463 1

Yes -0.04497 0.2569 -0.02100 0.4091
DSO at M3-6 R=0.114 0.0447 R=0.010 0.1554
Value at M3-6 R=-0.089 0.1085 R=-0.579 <0.0001

BMI: body mass index; RT-PCR: Real-time reverse transcriptase PCR. Data are presented as median slopes
for group comparisons (anti-RBD decay in log BAU/mL per month or anti-N decay in S/CO per month,
parameter in blue lines) or Spearman’s R for continuous variables (green lines). P values were calculated

with Mann-Whitney (group comparison) or Spearman correlation (continuous parameters).
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D. Discussion

Cette étude longitudinale menée sur une large cohorte de soignants a fourni des informations
cruciales et précoces au sujet de la dynamique et de la persistance des anticorps dirigés contre
le SARS-CoV-2 jusqu’a plus d’un an apres l'infection. Des anticorps dirigés contre la région
RBD de la protéine S ont été détectés chez 97 % des sujets infectés jusqu’a 422 jours aprés
le début des symptémes, en accord avec les résultats d’autres études similaires qui décrivent
une relative stabilisation a partir de 6 mois (336,449-453). En accord avec la littérature, une
étroite corrélation a été observée entre les concentrations en IgG anti-RBD et le pouvoir
neutralisant des anticorps (454). La demi-vie élevée de ces anticorps calculée en fin de suivi
suggérait qu'ils persistent bien plus longtemps encore aprés l'infection, méme en 'absence de
nouvelle stimulation antigénique. Ceci s’est en effet vérifié par la suite : une étude rapporte la
détection d’anticorps neutralisants encore chez 89 % des individus un an et demi aprés une
primo-infection (455), et une seconde étude plus récente a montré la présence d’'lgG anti-RBD

jusqu’a 20 mois suivant l'infection (456).

La premiere phase de décroissance des anticorps circulants que nous avons observée au
cours des premiers mois aprés la COVID-19 est principalement due a I'élimination progressive
des plasmocytes de courte durée de vie produits suite a l'infection. La persistance des IgG
anti-RBD constatée jusqu’a plus d’un an de l'infection dans notre étude s’explique quant a elle
par une production basale d’anticorps par les plasmocytes de longue durée de vie localisés
dans la moelle osseuse (328). Une maturation d’affinité de ces anticorps s’opére au cours du
temps, limitant I'impact fonctionnel de la lente décroissance des anticorps constatée a distance
de Tlinfection en augmentant leur pouvoir neutralisant et leur spectre antigénique

(267,335,457).

En parallele, nous avons observé une cinétique différente des IgG anti-N avec chute
importante survenue apres une phase de stabilisation apparente, aboutissant a seulement

20 % de séropositivité a un an de I'infection. Ceci pourrait s’expliquer par ce méme mécanisme
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de maturation d’affinité avec modification des épitopes reconnus au cours du temps. La chute
plus rapide des IgG anti-N a également été observée par d’autres équipes et limite la fiabilité
des études de séroprévalence se basant sur la détection d’anticorps ciblant cet antigéne
(336,458). Cependant, I'évaluation de la persistance d’anticorps anti-N détectables dépend
beaucoup du kit sérologique employé, plusieurs études rapportant a I'inverse une persistance
de ces anticorps chez plus de 80 % des sujets convalescents un an aprés infection
(449,451,455,459). Quoi qu’il en soit, dans le contexte actuel de couverture vaccinale élevée,
la mise en évidence de ces anticorps garde un intérét pour faire la distinction entre une
immunité vaccinale simple ou une immunité post-infectieuse ou hybride, a condition que

I'épisode d’infection suspecté ne soit pas trop ancien.

L’autre volet de I'immunité humorale également crucial contre les réinfections porte sur les
lymphocytes B mémoires, qui ne produisent pas d’anticorps mais ont la capacité de s’activer
rapidement en cas de nouvelle stimulation antigénique. Plusieurs équipes rapportent qu'une
réponse B mémoire robuste et durable est instaurée contre le SARS-CoV-2, qui persiste et
méme augmente au cours des huit premiers mois aprés infection (267,460-462). Les
lymphocytes B mémoires continuent de maturer plusieurs mois apres l'infection aigué par le
processus d’hypermutation somatique, ce qui suggére que l'activité des centres germinatifs se
poursuit a distance de l'infection (267). Cette maturation favorise la sélection clonale des
lymphocytes B mémoires reconnaissant leur antigéne avec une affinité accrue, une moindre
sensibilité aux mutations d’éventuels variants et associés a un fort pouvoir neutralisant en cas
de réactivation (336). Ainsi, dans notre étude, la vaccination des sujets COVID+ prés d’'un an
apres l'infection s’est accompagnée d’un rapide rebond du taux d’anticorps et de leur pouvoir
neutralisant dés le 6° jour, grace a une restimulation des populations B mémoires. Des
concentrations élevées d'lgG anti-RBD ont été atteintes indépendamment des titres pré-
vaccinaux. Ceci peut s’expliquer par la corrélation étroite existante entre la réponse post-
vaccinale des sujets convalescents et la fréquence des lymphocytes B mémoires initiale, cette

derniére étant indépendante de la concentration de base en anticorps (463). Grace a
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I'élargissement du spectre des lymphocytes B mémoires et des anticorps au cours du temps,
cette réponse anamnestique induite par la vaccination a permis d’atteindre des titres
neutralisants élevés contre le variant beta qui porte des mutations d’échappement au systéme
immunitaire, contrairement aux sujets convalescents non vaccinés. La vaccination des sujets
précédemment infectés permet donc d’accroitre la force de la réponse immunitaire humorale,
sSon spectre mais aussi sa persistance qui est plus durable que chez les sujets naifs vaccinés
(464). Enfin, nos résultats soulignent linutilité de 'administration d’'une seconde dose de
vaccin chez les sujets convalescents, une dose unique étant suffisante pour mobiliser
l'essentiel des lymphocytes B mémoires et développer une concentration d’anticorps

maximale (463).

Par ailleurs, la dynamique de la réponse humorale post-infectieuse dépend de plusieurs
paramétres. Notre analyse a révélé une différence de cinétique en fonction du sexe, avec une
diminution plus lente des IgG anti-RBD chez les femmes et a linverse une meilleure
persistance des IgG anti-N chez les hommes. Ces résultats sont concordants avec les
conclusions d’autres travaux, qui rapportent également une décroissance plus lente des
anticorps dirigés contre la protéine S chez les femmes (459,465). Cette observation est a
interpréter au regard du pic plus élevé de ces anticorps décrit chez les hommes t6t aprés
l'infection (330,332,466,467). En effet, leur chute accélérée gomme cette différence avec le
temps, conduisant a des titres équivalents entre les deux sexes un an apres l'infection. Des
différences en fonction du sexe ont été décrites concernant d’autres versants de la réponse
immunitaire en phase aigué de l'infection par le SARS-CoV-2, a savoir une production plus
importante de cytokines pro-inflammatoires chez les hommes et une activation plus robuste
de la réponse cellulaire T chez les femmes (468). L’ensemble de ces observations révele une
physiopathologie différente de la réponse immunitaire anti-SARS-CoV-2 en fonction du sexe,
probablement impliquée en partie dans la part plus importante de formes séveres de
COVID-19 chez les hommes (191). Par ailleurs, I'analyse multivariée conduite dans notre

étude a également mis en évidence une décroissance plus rapide des IgG anti-RBD chez les
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sujets de rhésus négatif. Cette observation reste a vérifier sur d’autres cohortes de sujets
convalescents de COVID-19. En effet, plusieurs autres études rapportent que le rhésus négatif
serait un facteur protecteur contre l'infection par le SARS-CoV-2 et contre les formes graves
de COVID-19, mais aucune d’entre elles ne porte a ce jour sur l'influence de ce facteur sur la

cinétique des anticorps développés apres I'infection (469-471).

D’autres facteurs jouant potentiellement sur la persistance des anticorps développés aprés
infection n’ont pas été explorés dans notre étude. En effet, celle-ci a été conduite sur une
cohorte de personnels soignants qui ne comprend donc pas d’enfants ni de personnes trés
agées, tandis que I'dge est un facteur important influant sur la réponse humorale aprés
infection. Bien que nous ayons observé une perte plus lente des IgG anti-N avec I'age, ce biais
de sélection peut expliquer I'absence de différence observable sur la chute des anticorps anti-
S en fonction de ce facteur. La littérature rapporte en effet que les personnes agées
développent davantage d’anticorps anti-SARS-CoV-2 en phase aigué de linfection, ce qui
pourrait également jouer sur leur persistance sur le long terme (330,465-467). De plus, notre
étude portait principalement sur des sujets COVID+ ayant développé une forme légére de la
maladie. Toutefois, 'intensité de la réponse humorale initiale est corrélée avec la sévérité de
l'infection. Ainsi les cas séveres sont associés a des concentrations initiales plus élevées
d’anticorps, probablement du fait d’'une réplication virale prolongée (199), tandis que les cas
asymptomatiques développent une réponse humorale plus faible, et ces différences persistent
sur le long terme (472). Notre observation de persistance des anticorps jusqu’a au moins 13
mois post-infection ne peut donc pas étre transposée aux cas asymptomatiques, pour lesquels

plusieurs études rapportent une perte plus rapide des anticorps circulants (451,473).

Enfin, la persistance des anticorps circulants anti-RBD observée dans notre étude jusqu’a plus
d’'un an a été associée a un pouvoir protecteur contre les réinfections de 96,7 % au cours de
la période de suivi. Cette réduction du risque a été observée jusqu’'en avril 2021,
correspondant aux périodes de circulation de la souche virale ancestrale portant la mutation

D614G et du variant alpha. Ce niveau de protection trés élevé est cohérent avec celui décrit
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dans la littérature jusqu’a I'apparition du variant delta, avec des taux rapportés de réinfections
de 80,5 a 100 % selon les études et trés peu de formes séveres (474). La question de la durée
de cette protection est cruciale, et nos résultats montrant une relative stabilisation des
concentrations d’anticorps anti-RBD apres infection et leur corrélation a la capacité de
neutralisation étaient alors encourageants. Certains auteurs ont ainsi estimé la durée de
protection a 50 % contre les réinfections entre un an et demi et pres de trois ans aprées
l'infection, par extrapolation sur la base des titres d’anticorps circulants et de leur cinétique
(465,472). Cette durée est proche de celle observée avec les coronavirus endémiques
saisonniers (475). Cependant, notre étude portait principalement sur des infections impliquant
les variants D614G et alpha qui ont une antigénicité proche avec peu de mutations
d’échappement au systéme immunitaire. Or il faut garder a I'esprit que la réduction du risque
de réinfection dépend de la proximité antigénique entre le variant initialement impliqué lors de
la primo-infection et les souches en circulation a un instant donné. Le risque de réinfection
actuel est donc en réalité plus important, dans le contexte de primo-infections possiblement
plus anciennes et de circulation quasi exclusive du variant omicron. En effet, une étude décrit
une protection au cours de la premiére année post-infection a 56 % contre les réinfections par
le variant omicron (vs. 90,2 % contre le variant alpha) (164). Ainsi, parmi les plus de 400 000
cas possibles recensés en France entre le 2 mars 2021 et le 27 janvier 2022, 92 % sont
survenues a partir du 1°" décembre 2021 soit aprés I'émergence de ce variant (476). La
vaccination des sujets convalescents permet cependant de réduire encore le risque de
réinfection, en induisant une immunité appelée « hybride » avec 'augmentation des titres en
anticorps neutralisants contre 'ensemble des variants, a l'instar des résultats de notre étude
qui montrent une neutralisation efficace du variant beta aprés vaccination. Une étude suédoise
menée jusqu’en octobre 2021 rapporte ainsi une protection supplémentaire conférée par la
vaccination des sujets convalescents pendant au moins neuf mois (477), en concordance avec

autre étude ameéricaine qui révele un risque réduit de 2,3 fois aprés vaccination (478).
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Bien que la protection contre les réinfections soit étroitement corrélée aux concentrations
circulantes en anticorps anti-S et a leur pouvoir neutralisant, les anticorps associés aux
mugueuses développés apres la primo-infection jouent trés probablement aussi un rble majeur
dans cette protection (479). Ceux-ci n‘ont pas été explorés dans notre étude, mais il a été
décrit qu’ils persistent localement jusqu’a au moins neuf mois suivant 'infection. Enfin, malgré
une protection plus faible contre les réinfections au-dela de 2 ans, les réponses cellulaires B
et T mémoires persistent dans le temps et participent probablement & une réduction du risque

de formes séveres sur le plus long terme (472).
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lll. Caractérisation de 'immunité cellulaire post-infectieuse
A. Contexte et objectifs de I’étude

Parmi I'ensemble des soignants inclus dans I'étude longitudinale précédente qui explore
limmunité humorale, une partie a été volontaire pour participer a une étude ancillaire, qui elle
portait sur le volet de I'immunité cellulaire anti-SARS-CoV-2. Ainsi, des échantillons sanguins
supplémentaires ont été récoltés chez 396 de ces participants dont 165 avec une infection
préalable a l'inclusion (groupe COVID+), concomitamment a la sérologie réalisée de trois a six
mois a distance de l'infection (M3-6). Ceci nous a permis d’isoler les cellules mononucléées
du sang périphériqgues (peripheral blood mononuclear cells, PBMCs) a partir de ces
échantillons et de les congeler a trés basse température (-150°C), en vue de I'exploration de

'immunité cellulaire anti-SARS-CoV-2.

La présente étude réalisée dans le cadre de ce travail de thése visait & caractériser le spectre
et la fréquence de la réactivité cellulaire chez les sujets convalescents de COVID-19 et a
déterminer si celle-ci était corrélée ou non avec la force de la réponse humorale spécifique
développée suite a l'infection. Dans cet objectif, nous avons analysé les échantillons de 60
sujets COVID+ par ELISPOT IFN-y aprés décongélation des PBMCs, en caractérisant leur
réactivité dirigée contre les fractions N- et C-terminales de la protéine S (S1 et S2), contre les
autres protéines structurales et contre certaines protéines accessoires (ORF3a, ORF6, ORF7a
et ORF8) du SARS-CoV-2. En parallele, nous avons collecté les résultats de sérologie
guantitative dosant les IgG anti-RBD (test Abbott Architect IgG Quant Il) réalisée sur les
sérums prélevés au méme temps (M3-6) chez ces 60 sujets. Enfin, nous avons évalué le
pouvoir neutralisant des anticorps sur pseudo-particules virales représentant la souche
ancestrale D614G du SARS-CoV-2. L'ensemble de ces résultats ont été analysés via le calcul
de coefficients de corrélation de Spearman. Nous avons en particulier comparé les réponses
humorales et cellulaires dirigées contre la méme cible antigénique a savoir la fraction protéique

S1 qui contient le RBD.
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B. Résultats

La cohorte de sujets COVID+ inclus dans cette étude ancillaire comprend 45 femmes et 15
hommes, d’'un 4ge médian de 38 ans (interquartile (IQR) : 30,6-46,9). La grande majorité avait

été atteinte d’une forme légére de COVID-19, et 3 étaient restés asymptomatiques.

1. Réponse cellulaire

Une réactivité cellulaire contre au moins les trois protéines structurales S (S1 et/ou S2), N et
M a été mise en évidence chez 58 des 60 participants (96,7 %) (Figure 41). Les deux derniers
présentaient quant a eux une réponse uniquement contre la protéine N pour I'un, et contre S
et N sans la protéine M pour l'autre. La fréquence la plus élevée de cellules réactives a été
observée contre la protéine N (médiane : 95,0 spot forming units (SFU)/million de PBMCs,
IQR : 46,3-160,5), supérieure a la réactivité contre S1 (médiane : 79,0 SFU/10° PBMCs, IQR :
32,5-120,0, p = 0,020) et contre S2 (médiane : 72,5 SFU/10° PBMCs, IQR : 45,8-115,8, p =
0,030), sans différence significative entre ces deux fractions de la protéine S. Une réponse
significative contre la protéine d’enveloppe (E) n’a été trouvée que chez trois sujets, avec des
fréquences juste au-dessus de la limite de positivité pour deux d’entre eux. Enfin, parmi les
protéines accessoires, la protéine ORF3a a été la plus immunogéne avec une réponse positive
montrée chez 40 (67 %) des participants, mais avec une fréquence bien plus faible que vis-a-
vis des protéines structurales (médiane : 16 SFU/10® PBMCs, IQR : 0-42,5). La protéine ORF8
a elle aussi stimulé une réponse cellulaire chez plus de la moitié des participants (n=38,
63,3 %) tandis qu’une réactivité contre les protéines ORF6 et ORF7a a été plus rarement mise

en évidence, respectivement chez 3 et 14 sujets.
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Figure 41 : Réponse cellulaire par ELISPOT IFN-y contre les protéines structurales et
accessoires du SARS-CoV-2.
Les réponses dirigées contre les protéines structurales sont représentées en orange (S1 et

S2 : fractions N- et C-terminales de la protéine S ; N : protéine de nucléocapside ; M : protéine
de membrane ; E : protéine d’enveloppe) et celles contre les protéines accessoires en bleu.
La médiane est symbolisée par une barre horizontale. Aprés soustraction du signal moyen des
puits de témoin négatifs, le seuil de positivité a été fixé a trois fois I'écart type de ces derniers,
avec un seuil minimum de 10 spot forming units (SFU)/millions de cellules mononucléées du
sang périphérique (PBMCs) symbolisé par la ligne en pointillés.

Par ailleurs, nous avons mis en évidence une corrélation entre les fréquences de cellules
réactives dirigées contre chacune des protéines structurales du SARS-CoV-2 (a I'exception

de la protéine E), ainsi qu’entre les fractions S1 et S2 de la protéine S (Figure 42).
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Figure 42 : Corrélation entre les réponses cellulaires dirigées contre les protéines S
(fractions N- et C-terminales, S1 et S2), N et M.

Les coefficients de corrélation de Spearman sont indiqués sur chaque graphique. La droite de
régression linéaire ainsi que son intervalle de confiance a 95 % sont représentées.

2. Réponse humorale

L’ensemble des 60 sujets inclus dans cette étude ancillaire étaient encore séropositifs en 1IgG
anti-RBD a M3-6 de linfection, a une médiane de 67,4 BAU/mL (IQR: 33,6-188,1). La
concentration en anticorps augmentait Ilégérement avec I'age (gain de 0,148 logio BAU/mL par

incrément de 10 ans d’age, r = 0,2643, p = 0,0413) (Figure 43).
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Figure 43 : Résultats de sérologie quantitative en IgG anti-RBD en fonction de I’age.

Le coefficient de corrélation de Spearman est indiqué, et la droite de régression linéaire ainsi
gue son intervalle de confiance a 95 % sont représentées. Le seuil de positivité du test
sérologique est représenté en pointillés (7,1 BAU/mL soit 0,85 logio BAU/mL).

L’étude du pouvoir neutralisant sur pseudo-particules D614G n’a pas montré de différence en
fonction de I'age sur cette cohorte de 60 individus. Les titres en anticorps neutralisants étaient
corrélés aux concentrations en IgG anti-RBD (r = 0,5900, p < 0,0001) (Figure 44). Ainsi, un
titre neutralisant d’au moins 1/40° a été mis en évidence chez tous les participants avec plus
de 75 BAU/mL, a I'exception de deux d’entre eux (avec 212 et 1012 BAU/mL sans pouvoir

neutralisant détecté).

3.0+

i r=0,5900 .
:p <0,0001
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sur pseudoparticules D614G (logqq 1C50Q)

1gG anti-RBD (log;q BAU/mL)

Figure 44 : Corrélation entre les titres en anticorps neutralisants et les concentrations
en IgG anti-RBD.

Le coefficient de corrélation de Spearman est indiqué, et la droite de régression linéaire ainsi
gue son intervalle de confiance a 95 % sont représentées. Les droites en pointillés
représentent les seuils de positivité du test sérologique (7,1 BAU/mL soit 0,85 logio BAU/mL)
et du test de neutralisation (dilution au 1/40¢, soit 1,6 logio IC50).
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3. Corrélation entre les réponses humorale et cellulaire

Nous avons recherché une corrélation entre d’'une part la réponse cellulaire dirigée contre la
fraction N-terminale de la protéine S (S1), et d’autre part la réponse humorale dirigée contre
le RBD contenu dans cette méme fraction protéique. Une faible corrélation a été mise en
évidence entre la fréquence des PBMCs sécrétant de I'IFN-y au contact de S1 et la
concentration en 1gG anti-RBD (r = 0,3103, p = 0,0158). La corrélation n’était cependant pas
significative entre cette réponse cellulaire et le pouvoir neutralisant des anticorps, malgré une

tendance similaire observée (p = 0,0546) (Figure 45).
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Figure 45: Corrélation de laréponse cellulaire anti-S1 avec la concentration en IgG anti-
RBD (A) et le titre en anticorps neutralisants (B).

C. Discussion

Cette étude ancillaire a permis de caractériser le spectre de réactivité cellulaire et sa
persistance de trois a six mois aprés un épisode de COVID-19, essentiellement de forme
Iégére, ainsi que de comparer son intensité avec la réponse humorale spécifique du SARS-
CoV-2. Tous les participants avaient une réactivité détectable contre au moins une protéine et
97 % contre au moins trois protéines du SARS-CoV-2. Ces résultats soulignent qu’une
réponse cellulaire se développe dans la grande majorité des cas aprés une COVID-19 et
qu’elle persiste au moins jusqu’a 6 mois. La littérature rapporte qu’une réponse T mémoire

serait encore détectables au-dela d’'un an apres infection (452,480,481).
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La majorité des PBMCs spécifiques mis en évidence ciblaient les antigenes S, N et M, tous
correspondant & des protéines structurales. Cette observation est conforme aux résultats
décrits dans la littérature (267—270,290,291,297,482). La protéine N était la plus immunogéene
dans notre étude, ce qui peut s’expliquer par sa forte abondance dans les particules virales
(environ 1000 protéines N par virion vs. une centaine de triméres de la protéines S) (483). A
linverse, la protéine E n’a généralement pas généré de réponse cellulaire spécifique aprés
infection, vraisemblablement du fait de sa petite taille (75 acides aminés) et de sa faible
représentation dans les particules virales (environ 20 copies par virion) (483). Parmi les
protéines accessoires, les protéines ORF3a et ORF8 étaient les plus fréquemment ciblées par
la réponse T. Nous n’avons cependant pas exploré 'immunité dirigée contre les protéines non
structurales au sein de 'ORF1a/b, qui représentent elles aussi une part importante des

protéines ciblées par la réponse cellulaire anti-SARS-CoV-2 (290).

L’étude de I'immunité humorale & M3-6 chez ces 60 sujets convalescents a montré que la
production d’anticorps développés aprés infection augmentait avec I'age, indépendamment de
la forme clinique de COVID-19, rejoignant les observations d’autres équipes (330,465-467).
De méme, nous avons confirmé la corrélation des titres d’'IgG anti-RBD avec les titres en
anticorps neutralisants sur pseudo-particules, déja observée sur une part plus importante de

la cohorte a M11-13 par un test différent sur virus entier.

Enfin, nous avons pu mettre en évidence une faible corrélation entre les titres d’lgG anti-RBD
et la réponse cellulaire anti-S1 avec production d'IFN-y chez les sujets convalescents. Celle-
ci peut s’expliquer par la région protéique commune ciblée par ces deux versants de la réponse
adaptative et par I'implication de la réponse cellulaire dans I'activation des lymphocytes B. La
corrélation observée entre la réponse humorale et la réponse cellulaire n’a cependant pas été
retrouvée en considérant le titre en anticorps neutralisants. Un manque d’effectif pourrait étre
a l'origine de ce défaut de corrélation statistique, en particulier au vu de la tendance observée
avec une valeur de p proche de la significativité. De plus, la technique employée de 'ELISPOT

IFN-y pourrait aussi expliquer ce résultat. En effet, celle-ci ne différenciait pas les LT CD4+ et
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CD8+, et n’explorait que la réactivité cellulaire se traduisant par la sécrétion d’IFN-y suite a la
stimulation par les peptides antigéniques. Cependant, cette cytokine est essentiellement
produite par une partie des LT CD4+ de polarisation Thl et des LT CD8+. Sa sécrétion n’est
donc pas représentative de la totalité des lymphocytes T effecteurs, en particulier des LTfh qui
ne produisent que trés peu d’'IFN-y et qui sont les principaux acteurs impliqués dans la
coopération avec les lymphocytes B pour entrainer leur activation et leur différenciation en
plasmocytes. A titre de comparaison, la littérature rapporte des conclusions hétérogénes quant
a la corrélation entre la réponse humorale et cellulaire apres infection. Ainsi, plusieurs travaux
décrivent une corrélation de la réponse cellulaire anti-S avec les titres d’IgG anti-S ou anti-RBD
(270,303,480), ou encore avec le titre en anticorps neutralisants (480). D’autres études
rapportent des résultats similaires mais avec une corrélation relativement plus faible (291,447).
A linverse, une étude menée sur 76 patients infectés depuis une période de 22 jours a 15
mois n’a mis en évidence aucune corrélation entre la réponse cellulaire et la concentration en
anticorps anti-RBD (481). Enfin, une étude a spécifiguement montré la corrélation des LTfh
circulants et lymphocytes effecteurs CD4+ |L-2+ reconnaissant la protéine S avec le pouvoir
neutralisant des anticorps et la concentration en IgA anti-RBD, avec une tendance similaire

mais non significative observée pour les IgG anti-RBD (304).

Nos résultats viennent corroborer 'hypothése d’'une réponse cellulaire forte associée aux titres
d’anticorps anti-RBD élevés. lls confirment qu’'une réponse T mémoire se développe chez les
sujets convalescents d’'une COVID-19 et persistent plusieurs mois aprés linfection, jouant
probablement un réle dans la protection contre les réinfections en association avec 'immunité

humorale.
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Partie |Il: Réponse vaccinale chez Iles patients

immunodéprimes

La vaccination contre le SARS-CoV-2 possible dés le début de 'année 2021 a permis de
protéger un part importante de la population contre la COVID-19, et de renforcer 'immunité
des personnes déja infectées. Bien que priorisées pour l'accés a cette vaccination, les
personnes séverement immunodéprimées développent une réponse vaccinale plus faible,
laissant certaines d’entre elles vulnérables devant cette maladie. Dans ce contexte, nous
avons exploré la réponse vaccinale a un schéma de primo-vaccination comportant 3 doses
chez deux catégories de personnes sévérement immunodéprimées : d’une part les patients
traités par rituximab, et d’autre part les transplantés pulmonaires qui recoivent de fortes doses

d'immunosuppresseurs pour limiter le risque de rejet du greffon.

I. Réponse vaccinale chez les patients traités par rituximab

A. Contexte et objectifs de I’étude

Le rituximab est un anticorps monoclonal chimérique anti-CD20 utilisé comme agent déplétant
des lymphocytes B. Autorisé en 1997 dans le traitement des lymphomes B, il est aujourd’hui
aussi employé dans le traitement de maladies auto-immunes en en particulier de la polyarthrite
rhumatoide, avec des cures généralement espacées d’au moins six mois dans cette indication
(484). Le rituximab cible le CD20, une protéine transmembranaire exprimée a la surface des
lymphocytes B naifs et des lymphocytes B mémoires, mais absente de celle des plasmocytes
(485). Ce traitement altére donc I'immunité humorale de maniére globale en induisant la lyse
de ces lymphocytes B, ce qui freine le développement d’anticorps suite a la COVID-19 (486—
490) ou a la vaccination contre le SARS-CoV-2 (491-496). De plus, les patients traités par

rituximab ont un risque accru d’hospitalisation et de forme sévére de COVID-19 en
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comparaison de la population générale, faisant de leur protection un enjeu d’autant plus
important (497-501). Devant ce constat, la question de lintérét de doses vaccinales
supplémentaires s’est rapidement posée. La complétion de la primo-vaccination par une
troisieme dose a été recommandée en France chez les personnes sévérement
immunodéprimées dont font partie les patients traités par rituximab, malgré un défaut de
données alors disponibles sur l'efficacité de cette dose supplémentaire (402). Dans ce
contexte, la présente étude visait & évaluer le bénéfice conféré par I'administration d’'une
troisieme dose de vaccin a base d’ARNm sur la réponse humorale et cellulaire des patients
sous rituximab. Dans cet objectif, nous avons quantifié les IgG anti-RBD juste avant et 1 mois
aprés I'administration de cette troisieme dose chez un groupe de 10 patients traités. Le pouvoir
neutralisant des anticorps a également été évalué aux méme temps sur pseudo-particules
virales de la souche ancestrale D614G et du variant beta, de méme que la réponse cellulaire
anti-S caractérisée par ELISPOT IFN-y contre les variants D614G, beta et delta. Enfin, la
réponse vaccinale a été analysée en fonction de la numération des sous-populations

lymphocytaires circulantes au moment de 'administration de cette troisiéme dose.

B. Principaux résultats

Suite a la seconde dose vaccinale, sept des dix patients inclus traités par rituximab (70 %)
avaient séroconverti en IgG anti-RBD, mais sans pouvoir neutralisant mis en évidence a
'exception d’un patient. Ces sept patients sont ceux qui ont recu leur premiére dose au moins
six mois aprés la derniére administration de rituximab, tandis que les trois autres ont été
vaccinés apres un délai plus court de 6, 84 et 158 jours. Neuf patients (90 %) avaient
développé une réponse cellulaire anti-S détectable aprés la seconde dose vaccinale, de
fréquence similaire contre les différents variants testés. Une dissociation entre ces deux
versants de la réponse immunitaire a été observée. En effet, 5 patients séropositifs avaient
une réponse cellulaire faible ou négative, tandis que 2 patients séronégatifs avaient une

réponse cellulaire détectable, trés intense (>1000 SFU/mL) pour I'un d’entre eux (patient n°6).
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L’administration de la troisitme dose vaccinale n’a pas permis d’entrainer de nouvelles
séroconversions, les trois patients restés séronégatifs présentant tous une déplétion compléte
en lymphocytes B circulants. De plus, le gain observé sur la réponse cellulaire chez ces trois
patients n'était que de faible amplitude. Cependant, cette troisieme dose a induit la production
d’anticorps neutralisants chez trois patients déja séropositifs apres la seconde dose, ainsi
gu’'une réponse T anti-S chez le seul patient sans immunité cellulaire détectable aprés la

seconde dose.
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Cellular and humoral immunity after the third dose of
SARS-CoV-2 vaccine in patients treated with rituximab

Humoral and cell-mediated immune responses are
blunted after SARS-CoV-2 vaccination in patients with
a history of CD20 B-cell-depleting treatment.! However,
vaccination induces SARS-CoV-2-specific antibodies
in patients treated with rituximab once peripheral
B cells at least partially repopulate.” Moreover, SARS-
CoV-2-specific T cells, which have been found in 58%
of patients who have had two doses of SARS-CoV-2
vaccine (either mRNA-1273 [Moderna] or BNT162b2
[tozinameran; Pfizer-BioNTech),” might exert protective
effects independent of antibody responses. The
question of repeat vaccine doses for serological non-
responders to induce more robust immunological
responses has been raised.” However, little is known to

www.thelancet.com/rheumatology Vol 4 January 2022

date regarding response to a third dose of vaccine in
patients treated with rituximab, who are particularly
prone to develop severe COVID-19.*

In France, a systematic third dose of vaccine with
mRNA-1273, BNT162b2, or ChAdOx1 nCoV-19
(Oxford-AstraZeneca) was recommended in highly
immunocompromised patients (including patients
treated with rituximab, mycophenolate mofetil, or
cyclophosphamide) at least 1 month after the second
dose, with no requirement for assessing serological
response before the third dose. Given the uncertainties
about the effectiveness of this measure in patients
in whom B lymphocytes are not repopulated at the
time of the third dose, we investigated the course of
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Patient 1 Patient 2 Patient 3 Patient 4 Patient 5 Patient 6 Patient 7 Patient8 Patient 9 Patient 10
Sex Female Male Female Female Female Female Female Female Fernale Male
Age, years 82 74 73 77 82 71 70 39 70 64
Biologic treatment Rituximab Rituximab Rituximab Rituximab Rituximab Rituximab Rituximab Rituximab Rituximab Rituximab
Dose oflast rituximab 500 mg 500 mg 500 mg (x2) 1000 mg 1000 mg 500mg (x2) 500mg 500mg(x2) 500 mg 1000 mg
therapy
Associated NA Oral Subcutaneous NA NA NA NA Subcutaneous  Subcutaneous  Subcutaneous
conventional methotrexate methotrexate methotrexate  methotrexate  methotrexate
synthetic DMARDs 20 mg per 15 mg per 25 mg per 12-5 mg per 25mg per
week week week week week
Corticosteroids Prednisone Prednisone NA NA NA NA NA Prednisone20  NA NA
10 mg per 10 mg per mg per day
day day
Condition Rheumatoid ~ Rheumatoid ~ Rheumatoid ~ Rheumatoid ~ Rheumatoid  Stiff-person Rheumatoid ~ Rheumatoid Rheumatoid Rheumatoid
arthritis arthritis arthritis arthritis arthritis syndrome arthritis arthritis arthritis arthritis
Number of anterior 5 5 6 11 4 2 14 2 12 3
rituximab therapy
cydes
Vaccineadministered mRNA-1273  mRNA-1273  mRNA-1273 mRNA-1273 BNT162b2 BNT162b2 BNT162b2 BNT162b2 BNT162b2 ChAdOx1
for first two doses (Modema) (Moderna) (Moderna) (Moderna) (Phzer- (Pfizer- (Phizer- (Phzer- (Phzer-- nCoV-19
BioNTech) BioNTech) BioNTech) BioNTech) BioNTech) (Oxford-
AstraZeneca)
Vaccine administered mRNA-1273  mRNA-1273  mRNA-1273 mRNA-1273 BNT162b2 BNT162b2 BNT162b2 BNT162b2 BNT162b2 BNT162b2
as third dose (Modema) (Moderna) (Moderna) (Moderna) (Phzer- (Pfizer- (Phzer- (Phzer- (Phzer- (Phzer-
BioNTech) BioNTech) BioNTech) BioNTech) BioNTech) BioNTech)
Time between last 218 6 384 183 277 84 235 158 279 277
infusion and first dose
of vaccine (days)
Time between second 110 105 98 98 91 91 74 74 94 81
andthird dose of
wvaccine (days)
At the time of third dose
1gG concentration, 78 105 6.0 131 153 115 68 75 4.6 175
g/L
B lymphocyte, 36 0 20 0 1 0 86 1 81 95
cells perpL
Tlymphocyte, 1917 740 906 1310 573 1227 1195 1253 677 581
cells perplL
CDAT lymphocyte, 1054 551 847 740 354 866 936 868 562 504
cells perpL
CD8T lymphocyte, 792 172 50 525 210 337 244 393 84 86
cells perpL
Anti-SARS-CoV-2 serology
Day of third dose Positive Negative Positive Positive Positive Negative Positive Negative Positive Positive
1menth afterthird  Pesitive Negative Positive Positive Positive Negative Positive Negative Positive Positive
dose
Neutralising antibodies
Day of third dose Negative Negative Negative Positive Negative Negative Negative Negative Negative Negative
1menthafterthird  Positive Negative Negative Positive Negative Negative Positive Negative Positive* Positive
dose
DMARDs=di odifying antirh ic drugs. NA=not applicable. *Only for D614G Strain and negative for B.1.351.

Table: Patients’ characteristics and laboratory results

elqd

humoral and cellular immunity against SARS-CoV-2 in
ten patients treated with rituximab after two and three
vaccine doses. These patients were recruited from our

www.thelancet.com/rheumatology Vol4 January 2022

day hospital, and the only inclusion criterion was that
they had not received a third dose of vaccine. Blood
samples were taken from patients twice: just before
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the third vaccine dose (reflecting their immunity after
two doses) and 1 month after the third dose. Samples
were stored at -150°C. Analyses of all samples from the
same patients were done at the virology laboratory of
the University Hospital of Strasbourg at the same time
by virologists (FG and SF-K) who were masked to the
patients’ characteristics and to the date of sampling.
To explore the SARS-CoV-2-specific T-cell response,
IFN-y enzyme-linked immunospot (ELISPOT) assay
was performed (appendix p 3).° For each sample tested,
we had a negative control sample against which T-cell
response was determined. Positivity was defined as
a T-cell response at least 3 SDs larger than that of the
negative control against which it was tested. Serology
was done using the SARS-CoV-2 IgG Il Quant (Spike)
commercial assay (Abbott Architect, Chicago IL, USA)
that quantifies anti-RBD IgG with 7-1 binding arbitrary
units per mL (50 arbitrary units per mL) as a positive
cutoff (appendix p 3). Neutralising antibody titres
were measured for each serum sample using an in-
house viral pseudoparticle-based assay. Results were
expressed as the log10 of the sample dilutions that
yielded 50% inhibition of pseudoparticle infectivity
(log10 1C50). Serum samples were considered
neutralising if the 1/40 dilution (1-60 log10) mediated
at least a 50% luminometric signal reduction relative
to the control condition without serum sample.
B-cell depletion was assessed in each patient by
phenotyping lymphocyte subpopulations just before
the third vaccine dose using routine flow cytometry.
Verbal informed consent was obtained from patients.
The study was approved by the ethics review board of
Strashourg medical faculty (number CE-2021-103).
Between May 10 and June 22, 2021, we recruited
ten patients, of whom eight (80%) were women
and two (20%) were men, with a median age of
72-0 years (IQR 68.5-78.0). All patients were treated
with rituximab for rheumatoid arthritis except one,
who was treated for stiff-person syndrome. Five (50%)
had concomitant methotrexate and three (30%) had
concomitant steroids. No patient had a change in
concomitant disease modifying antirheumatic drug
(DMARD) or corticosteroid treatment between the
first and third dose of vaccine. Patients had previously
received a median of 5 cycles (IQR 3-11) of rituximab.
Median time between last rituximab infusion and
first dose of vaccine was 227 days (IQR 140-278).

www.thelancet.com/rheumatology Vol 4 January 2022

Median time between second and third dose of vaccine
was 65 days (IQR 56-70). For their two first doses,
five patients were vaccinated with BNT162b2, four
with mRNA-1273, and one with ChAdOx1 nCoV-19.
All received a third dose of either mRNA-1273 or
BNT162b2. Patients’ demographic
characteristics are shown in the table and virological
results are in the appendix (p 2).

After two doses of vaccine, three (30%) of ten patients
were seronegative (patients 2, 6, and 8), and one had
no detectable T-cell response (patient 10; appendix p 1).
Only one patient had detectable neutralising antibodies
(patient 4; table). As previously reported,” humoral and
cellular responses were dissociated, with two seronegative
patients (patients 2 and 6) having a detectable T-cell
response, of whom one had more than 1000 spot
forming units per million peripheral blood mononuclear
cells (patient 6). Conversely, five seropositive patients
(patients 3, 5, 7, 9, and 10) had a quite weak T-cell
responses; although no protective T-cell protective
threshold could be defined (appendix p 1).

After the third vaccine dose, all three previously
seronegative patients (patients 2, 6, and 8) remained
seronegative and had only a slightly increased T-cell
response after three doses compared with before the
third dose (table; appendix pp 1-2). All three non-
responders to the third dose had complete B cell
depletion at the time of this dose. The only patient
(patient 10) who was previously seropositive but did
not have a detectable T-cell response developed a T-cell
response after the third dose. After the third dose, a
neutralising antibody response developed in three
additional patients who were previously seropositive
but without detectable neutralising antibodies after two
doses (table; appendix p 2).

We found that some patients who have been treated
with rituximab can develop anti-SARS-CoV-2 humoral
response after two vaccine doses. The third dose might
help some of these patients to acquire a neutralising
antibody response or to develop a T-cell response, or
both. All seronegative patients and those with B-cell
depletion after two doses remained seronegative after
the third dose. The seven patients who were seropositive
after three doses generally had more circulating B cells
at the time of the third dose than the three seronegative
patients (median of 36 cells per pL [IQR 1-86] vs
0 cells per pL [0-1] ; Wilcoxon test p=0-064). We found a

and clinical

See Online for appendix

el5
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e16

significant correlation between B-cell count at the time
of the third dose of vaccine and neutralising antibody
concentrations 1 month after the third dose (Spearman’s
r 0-81; p=0-0009). We found no statistical correlation
between T-cell count or T-cell subsets in terms of humoral
or cellular response (appendix p 4).

Our results, which must still be confirmed in ongoing
larger studies due to the small sample size of the present
study, support delaying the third dose of SARS-CoV-2
vaccine until B-cell repopulation. In seronegative
patients, assessment of T-cell responses might be
useful to identify patients with neither humoral nor
cellular immunity. In seronegative patients treated with
rituximab, the crucial questions to be further assessed
concern the protection conferred by isolated cellular
responses and the optimal strategy between waiting
for B-cell repopulation, prophylactive anti-SARS-CoV-2
monoclonal antibody therapy in those who are highly
immunocompromised (currently recommended in
France®), or curative anti-SARS-CoV-2 monoclonal
antibody therapy in cases of SARS-CoV-2 infection.

There was no funding for this study. LA declares consulting fees from
AstraZeneca, Janssen, and BMS, unrelated to the current work. All other authors
declare no competing interests. RF and FG contributed equally and have directly
accessed and verified the underlying data. All authors contributed to the
concept, design and drafting of the study and have approved the final version.
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Appendix Methods

The study was approved by the ethic review board of Strasbourg medical faculty (#CE-2021-103).

To explore the SARS-CoV-2-specific T-cell response, interferon gamma (IFN-y) enzyme-linked
immunospot (ELISPOT) assay was performed in duplicate analyses with 250,000 peripheral blood
mononuclear cells seeded per well.’ Reactivity was tested towards the N-terminal part (referred to S1,
containing the RBD region) and the C-terminal part (referred to S2) of the spike protein for the wild-type
strain and the variants carrying immune escape mutations (i.e. the B.1.351 [beta] and B.1.617.2 [delta]
variants). Results were expressed as mean number of spot-forming units/10®° PBMCs after subtraction of
the background value. Positivity was defined as a T-cell response > 3 times the standard deviation of the
negative controls. Serology evaluation was performed using the SARS-CoV-2 IgG II Quant (Spike)
commercial assay (Abbott Architect) that quantifies anti-RBD IgG with 7.1 BAU/mL (50 AU/mL) as a
positive cut-off. Neutralizing antibody titers were measured for each serum using a viral pseudoparticle-
based assay. Briefly, we used SARS-CoV-2 spike pseudotyped viruses produced using a packaging vector
encoding murine leukemia virus (MLV) gag/pol and a defective MLV vector genome encoding firefly
luciferase as reporter. These Pseudoparticles pseudoparticles harboring the S protein of D614G strain or
beta variant (D614G, N501Y, K417N and E484K mutations) on their surface and encoding for a luciferase
reporter gene were preincubated for 1 hour at +37°C with serial serum dilutions. The mix were added to
293T-ACE2 target cells plated in 96-well plates with 30,000 cells per well. The luciferase signal was
measured after 72h incubation at 37°C. Results were expressed as the log10 of the sample dilutions that
yielded 50% inhibition of pseudoparticle infectivity (log10 IC50). Sera were considered neutralizing if the
1:40 dilution (1.60 log10) did mediate at least a 50% luminometric signal reduction relative to the control
condition without serum. B-cell depletion was assessed in each patient by phenotyping lymphocyte

subpopulations at the time of the 3™ vaccine dose.
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Appendix Results

We found no statistical correlation between T-cell count or T-cell subsets in terms of humoral or cellular

response:

T-cell count at the time of the third dose of vaccine and neutralising antibodies levels 1 month after
the third dose (Spearman’s 2 0-068; p=0-47)

CD4* T cell count at the time of the third dose of vaccine and neutralising antibodies levels 1 month
after the third dose (Spearman’s 2 0-025; p=0-66)

CD8" T cell count at the time of the third dose of vaccine and neutralising antibodies levels 1 month
after the third dose (Spearman’s 12 0-08; p=0-43)

T-cell count at the time of the third dose of vaccine and Anti-S IgG levels (BAU/mL) 1 month after
the third dose (Spearman’s > 0-0012; p=0-92)

CD4* T cell count at the time of the third dose of vaccine and Anti-S IgG levels (BAU/mL) 1 month
after the third dose (Spearman’s r2 0-0015; p=0-91)

CD&* T cell count at the time of the third dose of vaccine and Anti-S IgG levels (BAU/mL) 1 month
after the third dose (Spearman’s 2 0-00094; p=0-93)

T-cell count at the time of the third dose of vaccine and ELISPOT (mean SFU/mL) 1 month after
the third dose (Spearman’s 1 0-32; p=0-088)

CD4* T cell count at the time of the third dose of vaccine and ELISPOT (mean SFU/mL) 1 month
after the third dose (Spearman’s > 0-20; p=0-20)

CD8* T cell count at the time of the third dose of vaccine and ELISPOT (mean SFU/mL) 1 month

after the third dose (Spearman’s r* 0-30; p=0-10)
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D. Discussion

Une réponse humorale a été mise en évidence dés la seconde dose vaccinale chez la majorité
des patients traités par rituximab inclus dans cette étude, et tous sauf un avaient développé
une réponse cellulaire. Cette fréquence de réponse vaccinale est relativement élevée au
regard des données de la littérature. En effet, une étude menée sur une centaine de patients
sous rituximab a décrit une séroconversion chez 49 % d’entre eux et une réponse cellulaire
dans 32 % des cas aprés I'administration de deux doses de vaccin a ARNm (493). Une
seconde étude rapporte un taux de séroconversion plus faible (39 %), avec seulement 1
répondeur parmi les 36 patients sans lymphocytes B périphériques détectables tandis qu’un
taux de réponse de 74 % a été observé chez les 38 patients avec des lymphocytes B
détectables (494). Une réponse cellulaire a été mise en évidence dans 58 % des cas dans
cette seconde étude, indépendamment de la réponse humorale, avec 29 % des patients ne
présentant aucune réponse humorale ni cellulaire. Enfin, une étude décrit quant a elle une
réponse humorale chez 89 % des patients traités par anticorps anti-CD20 bien que retardée
et de plus faible intensité, et une réponse cellulaire constante et conservée en comparaison
des donneurs sains (495). Une méta-analyse récente fait le bilan d’un taux de séroconversion
global de 40 % et de 71 % réponse cellulaire aprés la seconde dose (502). La fréquence plus
élevée de réponse humorale (70 %) et cellulaire (90 %) observée aprés deux doses dans notre
étude est possiblement liée au faible effectif de patient inclus, ainsi qu’a I'écart d’au moins 6
mois séparant la derniere dose de rituximab et la vaccination chez la majorité (7/10) des
individus, ces derniers ayant tous développé des anticorps détectables. En effet, plusieurs
équipes ont identifié le délai écoulé depuis la derniere dose de rituximab comme l'un des
éléments déterminants pour la réponse vaccinale sous rituximab (493,502-504). La présence
de lymphocytes B circulants détectables est un autre facteur clé associé au développement
d'une réponse humorale (486,494,502). Ce paramétre n'a pas été évalué lors de
'administration de la premiére dose chez les patients inclus dans notre étude, mais sa mesure

lors de la troisieme dose en est probablement un reflet fidéle. Ainsi, les trois patients restés
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séronégatifs aprés deux doses avaient une déplétion profonde en lymphocytes B (<1/uL),
tandis que tous ceux avec une concentration supérieure a 1/puL ont produit des anticorps

détectables.

Les tests de neutralisation réalisés dans notre étude ont révélé que la réponse humorale n’était
gue peu fonctionnelle chez les patients séropositifs en IgG anti-RBD apres deux doses, avec
un pouvoir neutralisant des variants D614G et beta mis en évidence uniquement chez le
patient avec plus de 1000 BAU/mL. De méme, une étude similaire portant sur 20 patients sous
rituximab décrit une réponse humorale anti-S dans 50 % des cas, mais une neutralisation du
variant alpha chez seulement I'un d’entre eux (5 %), et ce sans neutralisation du variant delta
(505). Ce défaut de neutralisation chez les répondeurs a la vaccination sous rituximab est la
conséquence directe de titres d’anticorps trop faibles. |l pourrait aussi étre lié a un défaut de
sélection des lymphocytes B les plus affins pour les épitopes cibles de la neutralisation au sein

de la protéine S, mais cette hypothese reste a vérifier (505).

A linverse de la réponse humorale, une réponse cellulaire dirigée contre la protéine S a été
mise en évidence chez l'essentiel des sujets (9/10) dans notre étude aprés deux doses,
d’intensité relativement importante et comparable a celle mesurée chez des sujets sains aprés
infection lors de notre précédente étude. Cette réponse cellulaire était équivalente entre tous
les variants testés, a l'instar de la population générale vaccinée (413), et totalement dissociée
de la réponse humorale. Cette absence de corrélation entre ces deux pans de la réponse
immunitaire a également été rapportée dans la littérature dans ce contexte (494,505,506). Elle
s’expligue par une polarisation conservée des lymphocytes T vers une polarisation Thl sous
rituximab, ainsi que par une réponse T CD8 robuste, malgré un impact délétére du traitement
sur la concentration des LTfh circulants. Une étude rapporte méme une activation plus
importante des LT CD8+ aprés vaccination des personnes traitées par rituximab en
comparaison des sujets sains, en particulier en I'absence de séroconversion (495). Ceci

pourrait expliquer la réactivité cellulaire importante observée chez le patient n°6 dans notre
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étude, avec plus de 1000 SFU/millions de PBMCs déja apres la seconde dose vaccinale

malgré I'absence d’anticorps détectables.

L'administration d’une troisitme dose aprés un délai d’environ 3 mois n’a pas permis
d’entrainer de nouvelles séroconversions dans notre étude. Cependant, elle a renforcé le
pouvoir neutralisant des anticorps des patients séropositifs et la fréquence des lymphocytes T
anti-S chez la majorité des patients, et a induit une immunité cellulaire chez le seul patient
sans réactivité détectable aprés deux doses. Ces résultats sont concordants avec ceux de
Jyssum et al., qui décrivent le développement d’'une réponse T aprés trois doses chez
I'ensemble des 19 patients inclus traités par rituximab, dont cing patients sans réactivité mise
en évidence aprés deux doses (507). L’absence de séroconversion constatée dans notre
étude suite a la troisieme dose est également en accord avec les travaux de cette équipe, qui
rapporte seulement 16 % de séroconversions parmi 49 participants sous rituximab
séronégatifs apres deux doses. De méme, un taux de séroconversion de 27 % a été rapporté
par Bonelli et al. suite a la troisieme dose, avec un taux bien plus important observé chez les
patients avec des lymphocytes B périphériques détectables au moment de la troisieme dose
gu’en I'absence de ces derniers (67 % vs. 8 %) (508). En ligne avec cette observation, les trois
patients sans séroconversion dans notre étude n’avaient pas ou que trés peu (1/pL) de

lymphocytes B détectés dans le sang au moment de la troisiéme dose.

Au vu de I'ensemble de ces résultats, il parait souhaitable de retarder 'administration d’'une
troisieme dose de vaccin en cas de déplétion profonde en lymphocytes B chez les patients
sous rituximab, afin de laisser le temps nécessaire a la reconstitution des lymphocytes
B. Toutefois, cette reconstitution peut prendre plus d’un an chez certains patients, et la
stratégie de protection est a évaluer au cas par cas, notamment en envisageant I'option d’'une
prophylaxie par anticorps monoclonaux (486). Ce choix devrait notamment prendre en compte
le délai écoulé depuis la derniére dose de rituximab, le risque d’infection et de forme sévére,
et éventuellement le niveau de la réponse cellulaire au vaccin. Le niveau de protection conféré

par une réponse cellulaire isolée chez ces patients reste cependant & déterminer, avec des
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premiers résultats encourageants chez les patients d’'oncohématologie traités par rituximab
(509). Enfin, d’autres études sont nécessaires pour établir si les patients vaccinés sous
rituximab présentent un risque accru de forme sévére en comparaison de la population

générale.
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. Réponse vaccinale chez Iles patients transplantés

pulmonaires

A. Contexte et objectifs de I'étude

De méme que les patients traités par rituximab, les patients transplantés pulmonaires (TP)
présentent un risque accru de forme sévére a la COVID-19 (510,511), et ne répondent que
faiblement a la vaccination contre le SARS-CoV-2 du fait des fortes doses
d'immunosuppresseurs qu’ils recoivent pour prévenir le rejet du greffon. Ainsi, leur taux de
séroconversion aprés I'administration de deux doses de vaccin a ARNm varie de 0 a 40 %
selon les études, ce qui est plus faible que chez les autres populations de transplantés
d’organe solide (34 a 54 %) (424). L'administration d’une troisieme dose vaccinale a été
recommandée au cours de la primo-vaccination de ces patients, comme pour tous les patients
séverement immunodéprimés, au moins quatre semaines aprés la deuxiéme dose ou dés que
possible pour les personnes ayant dépassé ce délai (402). Devant le manque de données
disponibles quant au bénéfice de cette dose supplémentaire chez les patients TP, nous avons
mené une étude rétrospective sur la réponse vaccinale des patients suivis en pneumologie
aux Hépitaux Universitaires de Strasbourg. Dans le cadre de cette étude, un suivi sérologique
a été réalisé en quantifiant les IgG anti-RBD a partir des échantillons sanguins disponibles
prélevés avant vaccination et apres chacune des trois doses de vaccin a ARNm chez une
cohorte de 126 patients TP naifs d’infection et 10 patients avec un antécédent de COVID-19
avant vaccination. La fonctionnalité de la réponse humorale a également été évaluée chez les
patients séropositifs aprés la 3¢ dose (répondeurs) via le titrage des anticorps neutralisants sur
pseudo-particules virales de la souche ancestrale D614G et des variants delta et omicron.
Enfin, nous avons recherché des facteurs cliniques et biologiques prédictifs de la réponse
vaccinale humorale chez les patients non infectés, en s’intéressant en particulier a la charge
virale du Torque teno virus (TTV). Ce petit virus non enveloppé a ADN, trés répandu dans la

population générale et sans pathogénicité connue, représente le constituant majoritaire du
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virome dans le compartiment sanguin (512). Pres de la moitié des sujets sains présentent une
virémie persistante de TTV, avec des charges virales généralement inférieures a 4 logio cp/mL
(513,514). La réplication du TTV s’intensifie sous traitement immunosuppresseur, ce qui en
fait un marqueur potentiel de I'intensité globale d'immunosuppression, notamment chez les
patients transplantés. Dans cette hypothéese, nous avons exploré l'intérét de ce biomarqueur
dans la prédiction de la réponse humorale développée par les patients TP aprés trois doses
de vaccin a ARNm. Sa valeur prédictive a été évaluée d’'une part dans le cas d’'une mesure
précoce de la charge virale avant toute vaccination, et d’autre part avec une mesure avant la

troisieme dose chez les patients restés séronégatifs apres deux doses de vaccin.

B. Principaux résultats

Les 10 TP précédemment infectés étaient tous séropositifs avant vaccination, mais seul I'un
d’entre eux présentait une sérologie avec plus de 264 BAU/mL. Ce titre actuellement considéré
dans les recommandations francaises pour définir une réponse satisfaisante au vaccin a été
atteint par huit des dix TP aprés I'administration de trois doses de vaccin, avec une persistance
au-dessus de ce seuil jusqu’a au moins sept mois de suivi. L’ensemble de ces huit patients
neutralisaient la souche D614G aprés la troisieme dose et sept d’entre eux neutralisaient

également les variants delta et omicron.

Parmi les 126 TP sans antécédent de COVID-19 lors de la vaccination, aucun des 47 patients
prélevés apres la premiere dose n’avait séroconverti. Une réponse en anticorps a été
constatée chez 13 % (7/54) des TP aprés la seconde dose et 37,3 % (47/126) aprés la
troisieme dose (répondeurs), dont moins d’un tiers (29,8 %) avaient des titres en anticorps
supérieurs a 264 BAU/mL. Un pouvoir neutralisant des anticorps a été mis en évidence chez
prés de la moitié (46,8 %) des répondeurs contre la souche D614G et chez prés d'un tiers
(31,9%) contre le variant delta, mais aucun d’entre eux ne neutralisait le variant omicron. Des
IgG anti-RBD étaient encore détectables chez 76,2 % (16/21) des répondeurs qui ont été suivis

jusqu’a six a huit mois aprés la troisieme dose, mais avec des titres tous inférieurs a 264
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BAU/mL. Trois cas séveres de COVID-19 ont été diagnostiqués au cours du suivi clinique plus
de six mois apreés la troisieme dose, touchant deux patients non répondeurs et un patient
répondeur & la troisieme dose mais ne neutralisant que faiblement le variant delta responsable

de I'infection.

Chez les TP sans antécédent de COVID-19, 'analyse de la charge virale prévaccinale de TTV
comme potentiel biomarqueur prédictif de la réponse vaccinale a montré une réplication virale
plus intense chez les TP non répondeurs en comparaison des répondeurs (p = 0,004). Un
seuil discriminant de 6,2 logio cp/mL a été établi sur la base d’'une courbe ROC (Receiver
Operating Characteristic) : une séroconversion aprés trois doses a été mise en évidence dans
47,9 % (45/94) des cas de charge virale de TTV inférieure a ce seuil, et dans 6,5 % (2/31) des
cas avec une charge virale supérieure (p<0.001), correspondant a une valeur prédictive
négative de séroconversion de 93,5 %. Une analyse multivariée portant sur les facteurs
clinigues et biologiques prédictifs de la réponse vaccinale a confirmé que le risque de défaut
de réponse était plus important en cas de charge virale de TTV supérieure a 6,2 logio cp/mL
avant vaccination (Odds Ratio ajusté (OR) = 17,87, IC95 = 3,02-105,72), mais aussi avec le
vaccin de Pfizer-BioNTech en comparaison du vaccin de Moderna (OR = 6,72, IC95 = 1,75-
25,92) et sous traitement immunosuppresseur incluant le mycophénolate (OR = 4,73, CI95 =

1,46-15,34).

Enfin, parmi les 47 TP avec une sérologie négative aprés la seconde dose, 'administration de
la troisieme dose a entrainé une séroconversion dans 25,5 % (12/47) des cas, avec un titre
d’au moins 264 BAU/mL atteint pour un seul patient. La charge virale de TTV mesurée juste
avant la troisieme dose avait une forte valeur prédictive de réponse chez ce sous-groupe de
patients. En effet, aucun cas de séroconversion n’est survenu chez les 19 TP avec une charge
virale supérieure au seuil péjoratif de 6,2 logio cp/mL, tandis que neuf des dix TP avec une
charge virale inférieure a 3,2 logio cp/mL ont développé des IgG anti-RBD détectables apres

la troisiéme dose.
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Abstract

BACKGROUND: Previous studies have reported that lung transplant recipients (LTR) develop
a poor response to two doses of COVID-19 vaccine, but data regarding the third dose are
lacking. We investigated the antibody response after three doses of mMRNA vaccine in LTR and

its predictive factors.

METHODS: A total of 136 LTR, including 10 LTR previously infected and 126 COVID-19-naive
LTR, were followed during and after three doses of mRNA vaccine. We retrospectively
measured anti—receptor-binding domain (RBD) IgG response and neutralizing antibodies. The
association between vaccine response and patient characteristics, including viral DNA load
(VL) of the ubiquitous Torgue teno virus (TTV), which reflects the overall imnmunosuppression,

was investigated.

RESULTS: After three doses, 47/126 (37.3%) COVID-19-naive LTR had positive anti-RBD IgG
(responders) and 14/126 (11.1%) had antibody titers above 264 Binding Antibody Units/mL.
None neutralized the omicron variant vs. seven of the previously infected LTR. Non-response
was associated with TTV VL 26.2 logio copies (cp)/mL before vaccination (Odds Ratio
(OR)=17.87, 95% confidence interval (Cl95)=3.02-105.72), mycophenolate treatment
(OR=4.73, CI95=1.46-15.34) and BNT162b2 (Pfizer BioNTech, n=34) (vs. mRNA-1273
(Moderna, n=101)) vaccine (OR=6.72, CI95=1.75-25.92). TTV VL 26.2 or <3.2 logio cp/mL
before the third dose were strongly predictive of low (0/19) and high (9/10) rates of

seroconversion in second dose non-responders, respectively.

CONCLUSION: COVID-19-naive LTR respond poorly to three doses of mRNA vaccine,
especially those with high TTV VL. Further studies should evaluate this biomarker as a guide

for vaccine strategies.
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Introduction

Lung transplant recipients (LTR) are at high risk for severe COVID-19 due to their lung disease
and the high doses of immunosuppressive drug therapy they receive to prevent allograft
rejection.>? The highly transmissible omicron variant is resistant to several anti-SARS-CoV-2
monoclonal antibodies, and still represents a major issue in this population. Moreover, the
combination of protease inhibitors nirmatrelvir/ritonavir (Paxlovid®) is difficult to use in this
population due to significant drug interactions. In this context, the COVID vaccine remains the
safest strategy to protect LTR from severe disease.

By the end of 2020, solid organ transplant recipients were prioritized for COVID-19 mRNA
vaccination. However, they have been shown to only develop a poor antibody response (34-
54%) to a two-dose vaccine regimen compared to immunocompetent individuals,®# with lower
response observed in LTR (0-40%) than in kidney or liver transplant recipients since they
receive higher doses of immunosuppressive drugs.>*! Previous studies showed that around
half of solid organ recipients who were non-responders to the second dose seroconverted after
a third mRNA vaccine dose, given as booster.'>-> However, data as to the effectiveness of a
third vaccine dose in the population of LTR are still scarce, and markers predictive of vaccine
response are awaited. In order to quantify the impact of immunosuppression on vaccine
response and hopefully to predict response or nonresponse, one should be able to quantify
the level of immunosuppression. Previous studies have reported that the composition of the
virome in plasma is affected by immunosuppressant drugs and may therefore predict the state
of immunosuppression.® In transplant recipients, the virome is mostly composed of
Anelloviridae (68%) and Herpesviridae (13%).%® Torque teno virus (TTV) accounts for 97% of
Anelloviridae fraction in the virome,*® and viral DNA loads (VL) in healthy individuals typically
remain below 4 log:o cp/mL.%" In the case of immunosuppression, this virus replicates strongly,
and the level of its burden has made it possible to stratify rejecting and non-rejecting
recipients.® This makes it a potential candidate for predicting vaccine response in transplant
recipients. Among the Herpesviridae, increased VL of Epstein-Barr virus and Cytomegalovirus
may also reflect immunosuppression status. However, antivirals used for prophylaxis after
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transplantation significantly decrease the load of these viruses and may prevent their use as
effective markers of immunosuppression.

In this study, we characterized the antibody response in LTR after three doses of mMRNA
vaccine, by longitudinally analyzing anti-Receptor Binding Domain (RBD) IgG titers and
neutralizing activity of sera against the ancestral strain D614G, B.1.617.2 (delta), and
B.1.1.529 (omicron) variants. We also investigated the influence of demographic and clinical
characteristics on vaccine response and whether the TTV VL could predict vaccine response,

and developed a multivariable predictive model.

Methods

Study design

We conducted a retrospective study on LTR followed in the outpatient lung transplantation
department of Strasbourg University Hospital. All LTR with serum samples available from 2
weeks to 2 months after the third booster dose of MRNA-based vaccine (administered between
15t April 2021 and 30" October 2021) were enrolled. To assess vaccine humoral responses
and predictors in LTR without biases due to intercurrent events, patients who had received
their first vaccine dose before lung transplantation and those infected between the first dose
and the third dose, were excluded. Data including age, sex, body mass index, blood group,
native lung disease, comorbidities, prior history of COVID-19, transplant type and date, and
immunosuppressive drugs were collected just before vaccination, as well as information about
SARS-CoV-2 vaccine types. The LTR cohort was divided into two groups according to previous
COVID-19 infection status, as determined by serology performed in all patients before
vaccination and by history of positive RT-PCR.

All patients provided informed written consent to the analysis of their samples included in the
registered biobank n°DC2014-2222 for research purposes. This study was approved by the
Institutional Review Board of the French learned Society for Respiratory Medicine: Société de

Pneumologie de Langue Francaise (CEPRO 2022-009).
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Antibody response

All available sera sampled within the three-month interval (median: 7 days, interquartile range
[IQR]: 0-46) before vaccination and from 2 weeks to 2 months after each vaccine dose were
retrospectively analyzed with the Abbott Architect SARS-CoV-2 IgG Il Quant assay to assess
the anti-receptor-binding domain (RBD) IgG response. All results were converted into Binding
Antibody Units (BAU)/mL adapted to the World Health Organization standard for SARS-CoV-
2 immunoglobulin by multiplication by a factor of 0.142 (quantification range: 1.0-11,360.0
BAU/mL, positivity threshold: 7.1 BAU/mL). Patients without history of COVID-19 who
displayed positive 1gG titers after a third vaccine dose were categorized as responders (vs.
seronegative patients who were classified as non-responders). To exclude any humoral
response following unidentified infection, the first seropositive sample of each COVID-19-naive
vaccine responder was also examined for anti-nucleocapside (N) IgG with the Abbott Architect

SARS-CoV-2 IgG assay.

Pseudotyped virus-based neutralization assay

Neutralizing antibody titers were assessed by a pseudovirus-based assay in responders after
the third vaccine dose against D614G, delta, and omicron variants, as described previously
and in supplementary materials.'® The neutralization efficiency expressed as the logio of the
median half-maximal effective dilutions (EDsp) was calculated using Prism 9.3.1. Sera were
considered positive if they neutralized more than 50% SARS-CoV-2 pseudovirus at 1:40

dilution.

Viral genome amplification by real-time PCR
The TTV VL was retrospectively determined using the TTV R-GENE® kit (bioMérieux) in the
three months (median: 7 days, IQR: 0-46) preceding vaccination for all patients, as well as

between the second and third dose if a blood sample was available.

184



134

135

136

137

138

139

140

141

142

143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154

155

156

157

158

159

160

161

Statistical analysis

We compared demographic, clinical and biological baseline characteristics between
responders (patients displaying anti-RBD IgG 27.1 BAU/mL) and non-responder LTR to a
three-dose vaccine regimen using the Fisher exact test and x? test for dichotomous variables
and the Mann-Whitney U-test for continuous variables. Correlation analyses between
continuous variables were performed using Spearman rank correlation test. Statistical tests
were 2-tailed and significance was set at p<0.05. Post-hoc Receiver Operating Characteristic
(ROC) curves analyses were conducted, and values presenting sensitivity or specificity over
95% and the highest Youden index were selected as cut-offs. All analyses were performed
using Prism 9.3.1. Multivariable logistic regression analysis was performed to identify
independent predictors of antibody response after the third vaccine dose. Relevant parameters
associated with non-response with a p-value <0.2 in the univariate analysis were included in
the model. Statistical analyses were performed using SPSS 28.0 (IBM Statistics), and results

were expressed as adjusted Odds Ratios (OR) with 95% confidence intervals (C195).

Results

Participants

This study was conducted on 479 blood samples from 136 LTR, including 10 patients with and
126 without a history of COVID-19 (Figure 1, Table S1). Median age was 62.5 years (IQR:
51.0-67.0), with 39% women in the cohort. Most patients had cardiovascular comorbidities,
primarily hypertension (57.4%) and diabetes mellitus (49.3%). All received three doses of
either BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) (n=34, 25.0%) or mRNA-1273 (Moderna) (n=101, 74.3%)
vaccines, except one patient who received a combination of both vaccines. The vaccination
was carried out at a median of 5.5 years (IQR: 2.6-9.0) after lung transplantation. The first two
doses were given four weeks apart, and the third dose was administered at a median interval
of 59.0 days (IQR: 35.3-73.0) after the second dose. The maintenance immunosuppression
regimen included glucocorticoids (94.1% of LTR), calcineurin inhibitors (97.0%) (tacrolimus
(86.0%) or cyclosporine  (11.0%)), antimetabolites (91.9%) (mycophenolate

185



162

163

164

165

166

167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182

183

184

185

186

187

188

mofetil/mycophenolic acid (MMF/MPA) (80.1%) or azathioprine (11.8%)), and everolimus
(13.2%). Two patients received rituximab, 6.5 months before vaccination and three days after

the first vaccine dose, respectively.

Antibody response to the three-dose vaccine regimen in LTR with prior COVID-19

The 10 LTR with a history of COVID-19 before vaccination (proven by positive serology for
anti-RBD IgG: n=10/10 or by RT-PCR: 3/10) had asymptomatic (n=5/10), mild (4) or severe
(1) disease. All were seropositive before vaccination with anti-RBD IgG titers ranging from 10.5
to 554.8 BAU/mL (median: 68.2, IQR: 50.4-90.3). Unexpectedly, in one patient, anti-RBD 1gG
titer decreased from 13.3 to 7.6 BAU/mL despite three-dose vaccination, whereas an antibody
rebound was observed in the nine other patients (median increase: 2,633.1 BAU/mL, IQR:
742.8-4,658.7) (Figure 2A). Among them, 8/10 patients harbored antibodies over 264 BAU/mL,
which is the threshold now considered in France as a decision-making tool for the choice
between prophylaxis with a fourth vaccine dose or with monoclonal antibodies therapy.%2°
Sera from these eight patients neutralized the D614G pseudovirus (log EDso: 2.07-3.76,
median 3.02), seven of them also neutralizing the delta (log EDso: 2.17-3.23, median 2.55) and
the omicron (log EDso: 1.69-3.06, median 2.06) variants (Figure 2B, Figure S1). Seven patients
were followed up to seven months after the third dose without intercurrent antigenic stimulation
or monoclonal antibody therapy, and all of them maintained anti-RBD IgG titers over 264

BAU/mL (Figure 2C).

Antibody response to the three-dose vaccine regimen in COVID-19-naive LTR

Anti-RBD IgG were available for 47, 54, and 126 COVID-19-naive LTR after the first, second,
and third doses of vaccine, respectively. None of the LTR seroconverted after the first dose,
and 13% (7/54) were anti-RBD IgG positive after the second dose, with titers ranging from 13.2
to 585.8 BAU/mL (median: 54.6, IQR: 34.1-383.5) (Figure 3A). After the third dose, 37.3%

(47/126) LTR were seropositive with anti-RBD IgG ranging from 7.7 to 5,249.7 BAU/mL
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(median: 81.0, IQR: 32.0-274.1) including 14 patients with titers 2264 BAU/mL (29.8% of
responders and 11.1% of the whole cohort). Considering the 47 patients who tested
seronegative after the second dose, the third dose led to a positive antibody response in 25.5%
(12/47) patients, including one patient (representing 8.3% of these responders) with a titer of
over 264 BAU/mL (Figure 3B).

Longitudinal serum samples collected from six to eight months after the third dose were
available for 21 responders. Anti-RBD IgG were still detectable for 16 of these responders
(76.2%), but all titers were lower than 264 BAU/mL (Figure 3C). None of them had intercurrent
infection, administration of a fourth vaccine dose, or monoclonal antibodies prophylaxis before
the last serology performed during follow-up. Sera were not available for the remaining 26
responders at that time because their follow-up period after the third dose was shorter.
Analysis of the neutralizing activity of seropositive sera, collected at a median of 34 days post-
third dose (IQR: 25.5-46.5 days), showed that 46.8% (22/47) neutralized the ancestral D614G
strain with titers up to 2.99 logio EDso (median 2.14 logio EDsp) (Figure 3D). Only 31.9% (15/47)
were able to neutralize the delta variant with 2.71 logio EDso as a maximal neutralizing antibody
titer (median 2.06 logio EDso) (Figure 3D). Anti-RBD IgG titers over 132 BAU/mL and 748
BAU/mL were required to ensure neutralization of the D614G and the delta variants,
respectively (Figure 3E). No serum was able to neutralize the omicron variant (Figures 3D,
3E).

During follow-up, seven (5.6%) patients including five non-responders and two responders
developed COVID-19 from 6.1 to 8.4 months after the third dose. These infections resulted in
three asymptomatic, one mild and three severe diseases. The three severe cases were
infected by the delta variant and were hospitalized in an intensive care unit, but with a good
clinical outcome. Two of them were non-responders and the third one displayed an antibody
response lower than 264 BAU/mL 53 days after the third dose (132.5 BAU/mL), and a weak

neutralizing activity against the delta variant (1.67 logio EDso).
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Predictors of vaccine response

Baseline demographic and clinical characteristics of the 126 LTR without a history of COVID-
19 were compared between responders and non-responders in Table 1. Univariate analysis
revealed that the three-dose vaccine response is lower in LTR vaccinated with BNT162b2
(13.3%) compared to mMRNA-1273 vaccine (44.2%, p=0.004) (Figure 4A), and that the vaccine
response rate increases with the time elapsed between transplantation and the first dose of
vaccine. Non-response to vaccine was also associated with MMF/MPA treatment (p=0.033),
with high trough levels of MMF (p=0.022) and tacrolimus (p<0.001), and with high prednisone
dosage (p=0.039) (Table 1, Table S2). Conversely, azathioprine treatment was associated with
better vaccine response (p=0.004). Of note, none of the two patients treated with rituximab
seroconverted after the third dose.

To determine whether TTV replication influences vaccine response, TTV plasma VL was
assessed before the first vaccine dose administration in 125 LTR without a history of COVID-
19. TTV VL ranged from 1.8 to 9.0 logio cp/mL, with 6 patients displaying undetectable TTV
DNA. Non-responders displayed higher prevaccine TTV VL (n=78, median: 4.9 logio cp/mL,
IQR: 3.4-7.7) than responders (n=47, median: 3.8 logio cp/mL, IQR: 2.5-5.4) (p=0.004) (Table
1, Figure 4B). A ROC curve enabled to define the threshold of 6.2 logio cp/mL as predictive of
overall lack of vaccine antibody response in our cohort, with a sensitivity of 95.7% and a
specificity of 37.2% (p<0.001) (Figure 4C). LTR displaying TTV VL below this threshold before
vaccination seroconverted in 47.9% of cases (45/94) after the third dose versus 6.5% (2/31)
of LTR with higher VL (p<0.001), corresponding to a negative predictive value (NPV) for
seroconversion of 93.5%. The combination of this biomarker with MMF/MPA treatment further
discriminated between responders and non-responders, with 1/26 (3.8%) responders among
LTR treated with MMF/MPA and harbouring TTV VL 26.2 logio cp/mL vs. 13/19 (68.4%) in the
opposite conditions of no MMF/MPA and TTV VL <6.2 log:o cp/mL (Figure 4D, 4E). An adjusted
multivariable logistic regression analysis confirmed that LTR displaying TTV VL 26.2 logio
cp/mL before vaccination (OR=17.87, CI95=3.02-105.72, p=0.001) or treated with MMF/MPA
(OR=4.73, Cl95=1.46-15.34, p=0.010) have a reduced likelihood to generate a positive
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antibody response, as well as patients vaccinated with BNT162b2 compared to mRNA-1273
vaccine (OR=6.72, Cl95=1.75-25.92, p=0.006), (Figure 4F, Table 2, Table S3).

Longitudinal follow-up indicated that TTV VL could also be used as a predictive biomarker of
antibody response when measured before the vaccine booster (third dose). Considering LTR
who remained seronegative after two doses (n=47), none of the 19 patients with TTV VL 26.2
logio cp/mL before the third dose seroconverted after the booster (NPV of 100%), versus
42.9% (12/28) of LTR with VL lower than this cutoff (p<0.001) (Figure 5A and 5B). Conversely,
a TTV VL <3.2 logwo cp/mL was highly predictive of vaccine response (9/10 responders, vs.
3/37 with TTV VL over this threshold, p<0.001). This lower threshold was associated with a

positive predictive value of 90.0% and a NPV of 91.9% for vaccine response in this cohort.

Discussion

This study revealed a substantially weak humoral immune response among COVID-19-naive
LTR after a three-dose regimen of COVID-19 mRNA-based vaccine. In contrast with the
correlation observed between anti-RBD IgG levels and neutralizing antibody titers for the
D614G mutant, and to a lesser extent for the delta variant, no patient displayed neutralizing
activity against the omicron variant in this cohort, including the few patients with high anti-RBD
titers over 1,000 BAU/mL. We showed that these anti-RBD IgG titers decreased over time but
persisted up to eight months after the third dose, and identified TTV VL as a potential predictive
marker of vaccine response in LTR.

Our results confirmed previous data observed in LTR and other types of solid organ transplant
recipients where vaccine non-response was associated with mycophenolate
treatment.*®9121321 This may be due to a greater impairment of both T and B-cell functions
with mycophenolate compared to azathioprine or no antimetabolites, which was already shown
to impair the humoral response to influenza vaccine.??

A higher seroconversion rate was observed with mMRNA-1273 compared to BNT162b2 vaccine
in our cohort, similarly to findings reported after one or two vaccine doses.*>"-?! Both vaccines
contain mRNA encoding the spike protein stabilized into the pre-fusion conformation, but the
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higher dose of 100 pg in the mRNA-1273 versus 30 pg in the BNT162b2 preparation could
explain these differences in immunogenicity in LTR.2 Alter’s group recently confirmed the
superiority of mMRNA-1273 vaccine over the BNT162b2 vaccine.?* They showed that mRNA-
1273 vaccine elicits higher concentrations of RBD- and N-terminal domain-specific IgA and
higher levels of antibodies eliciting neutrophil phagocytosis and natural killer cell activation
than the BNT162b2 vaccine.

Our study revealed that vaccine response was strongly reduced in case of high pre-vaccination
TTV VL, highlighting the potential of this virological marker to predict antibody response in the
LTR population. This was particularly true when TTV VL was measured before the third dose
for non-responders to the second vaccine dose: no vaccine response was observed in patients
with VL 26.2 logio cp/mL, whereas TTV VL <3.2 logio cp/mL was highly predictive of
seroconversion. This virological marker varies with the strength of humoral and cellular
immunity and reflects the overall state of the immune system. TTV VL could therefore help to
identify patients who may not respond to three vaccine doses.

Limitations of our study include the absence of a control group of healthy vaccinated adults for
comparison and the lack of serological follow-up after the first and second vaccine doses for
some patients, which could limit the accuracy of vaccine response rates determined at these
timepoints. Furthermore, memory T-cell response could not be explored in this retrospective
study, whereas cases of T cell response without detectable antibodies have been reported in
vaccinated LTR.”*25 Finally, missing data about vaccine type and vaccination dates, and lack
of sera available after third vaccine dose led us to exclude many LTR followed-up in our
hospital. Despite these limitations, we have demonstrated that COVID-19-naive LTR develop
only poor antibody responses to a three-dose regimen of COVID-19 mRNA-based vaccine,
contrary to patients infected before vaccination. This study also revealed a reduced likelihood
of seroconversion using BNT162b2 vaccine, and for patients treated with MMF/MPA or
displaying high TTV VL at the time of vaccination. This marker could help clinicians to decide
which patients require additional vaccine doses. A very recent study conducted on LTR
reported that prevaccine TTV VL over 6.5 logio cp/mL was predictive of poor vaccine response
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to a second dose of mRNA-1273 vaccine, which strongly supports our findings.'! Further
studies are needed to externally validate our predictive model on further patient cohorts, to
evaluate this virological marker as a guide for vaccine strategies, and to explore its potential
as a predictive tool of vaccine response in other types of transplanted and

immunocompromised patients, as well as against other pathogens.
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Figure legends.

Figure 1. Flow chart of lung transplant recipients (LTR) recruitment and antibody
response to SARS-CoV-2 mRNA-based vaccination. The study was conducted on 136 LTR,
including 10 and 126 patients with and without history of COVID-19 before vaccination,
respectively. Sera sampled after each vaccine dose in COVID-19-naive patients were
analyzed to assess the anti—receptor-binding domain (RBD) 1gG response, with seropositive

patents defined as responders.

Figure 2: Antibody response after three vaccine doses in lung transplant recipients with
history of COVID-19 (n=10). A. Anti-RBD IgG titers expressed in BAU/mL before vaccination
and from two weeks to two months after the third dose. B. Neutralizing antibody titers assessed
by pseudovirus-based assay against D614G, delta and omicron variants. The dotted horizontal
black line indicates the cutoff for positivity (1:40 dilution). C. Dynamics of anti-RBD IgG titers
expressed in BAU/mL over time after the third vaccine dose (n= 11 additional samples
collected from 9 patients during follow-up). A and C. The dotted lines indicate the positivity
threshold (7.1 BAU/mL) and the threshold of 264 BAU/mL used in French recommendations
to guide prophylactic strategy in immunosuppressed patients.

BAU: Binding Antibody Units; ED50: half-maximal effective dilution; RBD: receptor-binding

domain.

Figure 3: Antibody response after three vaccine doses in COVID-19-naive lung
transplant recipients (n=126). A. Anti-RBD IgG titers expressed in BAU/mL before
vaccination (n=126) and from two weeks to two months after the first (n=47), the second (n=54)
and the third (n=126) vaccine doses. B. Anti-RBD IgG titers before and after the third vaccine
doses in the 54 patients with sera available after the second dose. C. Dynamics of anti-RBD
IgG titers expressed in BAU/mL over time after the third vaccine dose (n= 95 additional
samples collected from 47 patients during follow-up). A, B and C: The dotted lines indicate the
positivity threshold (7.1 BAU/mL) and the threshold of 264 BAU/mL used in French
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recommendations to guide prophylactic strategy in immunosuppressed patients. D.
Neutralizing antibody titers assessed by pseudovirus-based assay against D614G, delta and
omicron variants in the 47 patients seropositive after the third dose (responders). 22 (46.8%)
and 15 (31.9%) sera neutralized the D614G and the delta variants, respectively, but none
neutralized the omicron variant. The dotted horizontal black line indicates the cutoff for
positivity (1:40 dilution). E. Spearman correlation between anti-RBD IgG titers and neutralizing
antibody titers against D614G (green dots), delta (blue dots) and omicron (orange dots)
variants. The dotted horizontal and vertical black lines correspond to the positivity thresholds
of neutralizing antibody titers and anti-RBD IgG titers, respectively. The linear regressions,
computed using the Graphpad Prism version 9.3.1. software, are depicted with calculated
correlation coefficients (rs) and p-values.

BAU: Binding Antibody Units; ED50: half-maximal effective dilution; RBD: receptor-binding

domain. ***p value <0.001.

Figure 4. Investigation of predictors of vaccine response in COVID-19-naive lung
transplant recipients (n=125). A. Vaccine response rates after each vaccine dose according
to mRNA vaccine type. The number of responders to each vaccine dose is detailed below the
bar chart. B. Prevaccine TTV viral load in non-responders (n=78) and responders (n=47) to a
three-dose regimen of COVID-19 mRNA-based vaccine, with medians represented as solid
horizontal lines. The dotted line indicates the predictive threshold of 6.2 logio cp/mL.
Comparison was computed with Mann-Whitney test using Graphpad Prism version 9.3.1.
software C. Receiver operating characteristics (ROC) curve for prediction of vaccine response
based on prevaccine TTV viral load. Area under the curve (AUC): 0.6533. The threshold of 6.2
log cp/mL is associated with a negative predictive value of 93.5% (in case of high TTV viral
load) and a positive predictive value of 47.9% (in case of low TTV viral load) for vaccine
response in this cohort. D. Bar charts representing the percentage of responders after three
vaccine doses according to the prevaccine TTV viral load and to MMF/MPA treatment at the
time of the first vaccination. The number of LTR in each category of patients is mentioned
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above bars. E. Spearman correlation between TTV viral load and MPA trough level measured
at the same time before vaccination in responders (black dots) and non-responders (grey dots)
to three vaccine doses. The dotted line indicates the TTV viral load predictive threshold of 6.2
logio cp/mL. Correlation coefficient (rs) was calculated using the Graphpad Prism version 9.3.1.
software. F. Forest plot showing Odds Ratios (OR) estimates (indicated by black dots) and
95% confidence intervals (indicated by whiskers) of association between patient
characteristics and lack of vaccine response to a three-dose regimen of COVID-19 mRNA-
based vaccine. Multivariable logistic regression analysis was performed using SPSS 28.0 (IBM
Statistics). Factors independently associated with poor vaccine response are in bold.

MMF/MPA: mycophenolate mofetil/mycophenolic acid; OR: Odds ratio; TTV: Torque teno

virus; VL: viral load. **p value <0.01, ns: not significant.

Figure 5: Investigation of TTV viral load as potential predictive biomarker of response
to a third SARS-CoV-2 vaccine dose in COVID-19-naive lung transplant recipients
determined as non-responders to the second dose. A. TTV viral load measured after the
second vaccine dose in non-responders (n=35) and responders (n=12) to the third vaccine
dose, with medians represented as solid horizontal lines. The dotted lines indicate the
predictive thresholds of 6.2 logio cp/mL and 3.2 log.o cp/mL associated with low and high rates
of vaccine response, respectively. Comparison was computed with Mann-Whitney test using
Graphpad Prism version 9.3.1. software. B. Receiver operating characteristics (ROC) curve
for prediction of vaccine response to the third dose based on TTV viral load measured in
seronegative LTR after the second vaccine dose. Area under the curve (AUC): 0.9190. The
upper threshold of 6.2 log copies/mL is associated with a negative predictive value of 100%
(in case of high TTV viral load) and a positive predictive value of 40.0% (in case of low TTV
viral load) for vaccine response. Conversely, the lower threshold of 3.2 log copies/mL is
associated with a negative predictive value of 91.9% (in case of high TTV viral load) and a
positive predictive value of 90.0% (in case of low TTV viral load) for vaccine response in this
cohort. TTV: Torque teno virus. ****p value <0.0001.
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Table 1: Lung transplant recipient characteristics stratified by antibody response to a

three-dose regimen of COVID-19 vaccine.

Non-responders

Responders to

_ to three-dose three-dose
Variable _ _ _ _ p-value
vaccine regimen | vaccine regimen
n=79 n =47
Age, years, median (IQR) 62.6 (53.7-65.9) | 63.0(47.3—-67.4) 0.901
Female, n (%) 26 (32.9) 21 (44.7) 0.253
Blood group 0.788
0, n (%) 35 (44.3) 22 (46.8)
A, n (%) 30 (38.0) 18 (38.3)
B, n (%) 10 (12.7) 3(6.4)
AB, n (%) 3(3.8) 3(6.4)
Unknown, n (%) 1(1.3) 1(2.1)
Primary disease 0.609
Chronic obstructive pulmonary
disease, n (%) 40 (50.6) 20 (42.6)
Cystic fibrosis, n (%) 10 (12.7) 8 (17.0)
Interstitial lung disease, n (%) 8 (10.1) 3 (6.4)
Other, n (%) 21 (26.6) 16 (34.0)
BMI, kg/m?, median (IQR) 23.5(20.3-26.7) | 23.9 (20.9-28.5) 0.448
Cardiovascular comorbidities
Hypertension, n (%) 46 (58.2) 26 (55.3) 0.853
Diabetes mellitus, n (%) 42 (53.2) 22 (46.8) 0.581
Obesity, n (%) 8 (10.1) 6 (12.8) 0.771
Chronic heart failure, n (%) 2(2.5) 2(4.3 0.629
History of transient ischemic
attack or stroke, n (%) 9(11.4) 5 (10.6) >0.999
History of heart attack, n (%) 6 (7.6) 6 (12.8) 0.361
Transplant type 0.111
Double lung transplant, n (%) 65 (82.3) 39 (83.0)
Single lung transplant, n (%) 6 (7.6) 0 (0.0
gz)rdlopulmonary transplant, n 6 (7.6) 3 (6.4)
Lung and liver transplant, n
(%) 0 (0.0) 1(2.1)
Lung and kidney transplant, n
(%) 2(2.5) 2(4.3)
Lung and islet transplant, n
(%) 0 (0.0) 2(4.3)
History of treated allograft acute
rejection, n (%) 25 (31.6) 9(19.1) 0.150
(Co/r()\)ronlc lung allograft dysfunction, n 17 (21.5) 14 (29.8) 0.393
Maintenance immunosuppression
Tacrolimus, n (%) 71 (89.9) 38 (80.9) 0.182
Dose, mg, median (IQR) 4.0 (3.0-7.0) 4.0 (3.0-4.6) 0.086
Trough level, pg/L, B B
median (IOR) 7.5 (6.4-8.8) 6.1 (5.6-7.4) <0.001
Cyclosporine, n (%) 8 (10.1) 6 (12.8) 0.771
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MMF/MPA, n (%) 69 (87.3) 33 (70.2) 0.033
Dose, mg, median (IQR) 1750 (1000- 1080 (1000— 0.031
2000) 2000) '
Trough level, mg/L,
median (IOR) 2.8 (2.0-4.9) 2.2 (1.7-2.9) 0.022
Azathioprine, n (%) 3 (3.8 10 (21.3) 0.004
Prednisone, n (%) 77 (97.4) 43 (91.4) 0.195
a%zz)mg' median (IQR, | 14 (10-10, 0-10) | 10 (10-10, 0-40) | 0.039
Everolimus, n (%) 9(11.4) 8 (17.0) 0.424
SARS-CoV-2 vaccine 0.004
MRNA-1273, n (%) 53 (67.1) 42 (89.4)
BNT162b2, n (%) 26 (32.9) 4 (8.5)
MRNA-1273 + BNT162b2, n
(%) 0 (0.0) 1(2.1)
Biology
Creatinine, umol/L, median 102.9 (80.2— 109.9 (84.2—- 0.732
(IQR) 136.4) 133.0) '
Leucocytes, G/L, median (IQR) 6.0 (4.7-8.3) 6.5 (5.4-7.7) 0.578
hgg‘;hocytes’ G/L, median 1.4 (0.9-1.7) 15(1.1-19) | 0.506
Monocytes, G/L, median (IQR) 0.6 (0.5-0.8) 0.6 (0.5-0.8) 0.453
CRP, mg/L, median (IQR) <4.0 (<4.0-5.8) <4.0 (<4.0-7.0) 0.965
Prevaccine TTV viral load, logio
cp/mL, median (IQR) 4.9 (3.4-7.7) 3.8 (2.5-5.4) 0.004
Time between transplantation and
first vaccination, years, median 4.9 (1.7-8.3) 5.9 (4.2-9.3) 0.022
(IQR)
Time of 2nd vaccine from 1st
vaccine, days, median (IOR) 28.0 (28.0-30.0) | 28.0(28.0-28.0) 0.145
Time of 3rd vaccine from 2nd
vaccine, days, median (IOR) 56.0 (34.0-74.0) | 62.0(39.0-71.0) 0.945
Time of 3rd vaccine to antibody
testing, days, median (IOR) 35.0 (24.0-47.0) | 32.0 (25.0-42.0) 0.137
Maximum anti-RBD IgG
concentration after third dose, <1.0 (<1.0-1.2) 1083;(2)6(?;;.1_ <0.001
BAU/mL, median (IQR) '

Age, biological parameters, and medication data (including dose and trough levels) were
assessed just before the first vaccine dose. Patient characteristics were compared between
responders (patients displaying anti-RBD IgG =7.1 BAU/mL) and non-responders using the
Fisher exact test and x? test for dichotomous variables and the Mann-Whitney U-test for
continuous variables with Graphpad Prism version 9.3.1. software. Statistical significance was
set at p<0.05 (shown in bold).

BAU: Binding Antibody Units; BMI: body mass index; CRP: C-reactive protein,; IQR:
interquartile range; MMF/MPA: mycophenolate mofetil/mycophenolic acid; TTV: Torque teno
virus.
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Table 2: Multivariable analysis on antibody response in LTR to a three-dose regimen of

COVID-19 mRNA vaccine.

Adjusted odds ratio
Variable (risk to be a non- 95% CI p-value
responder)
History of treated allograft acute rejection 1.627 0.550-4.808 0.379
Time between lung transplantation and 1.039 0.939-1.150 0.463
vaccination (per 1 year increment)
BNT162b2 vaccine (vs. mRNA-1273) 6.724 1.745-25.916 0.006
Time between first and second doses 1.131 0.998-1.283 0.055
(per 1 day increment)
Time between third dose and antibody 0.989 0.957-1.022 0.516
testing (per 1 day increment)
Prevaccine TTV viral load 26.2 logo 17.866 3.019-105.716 0.001
cp/mL
MMF/MPA 4.730 1.458-15.343 0.010
Tacrolimus 1.354 0.391-4.684 0.632
Steroids 2.157 0.303-15.335 0.442

Multivariable logistic regression analysis was performed using SPSS 28.0 (IBM Statistics).
Factors independently associated with poor vaccine response (p<0.05) are in bold.
Cl: confidence interval; MMF/MPA: mycophenolate mofetil/mycophenolic acid; TTV: Torque

teno virus.
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411 LTR followed-up in
Strasbourg University
Hospitals

¥

258 LTR vaccinated with
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122 LTR excluded:

- Adenovirus-based vaccine (n=3)
- Transplantation after 15t vaccine dose (=1)

- Doubt about COVID-19 status before
vaccination (no or equivocal serology) {n=5)

- COVID-19 between 2" and 3™ doses (n=1)

- No serology performed from 2 weeks to 2
months after 3@ vaccine dose (n=112)
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¥

136 LTR included

[
v ¥

o 47 LTR with antibody response

10 LTR with COVID-19
prior to SARS-CoV-2
vaccination vaccination

126 LTR without COVID-

assessed after 15'vaccine dose

\ 4
No responder
to 1%t vaccine dose
(n=0/47)

o 54 LTR with antibedy response

19 prior to SARS-CoV-2

assessed after 2™ vaccine dose

13% (7/54) 87% (47/54)
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to 2" vaccine dose vaccine dose
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assessed after third vaccine dose

v v
37.3 % (471126) 62.7% (79/126)
responders seronegative after

to 3 vaccine dose 3 vaccine dose

47 LTR non-responder to 2™ dose
with antibody response
assessed after third vaccine dose
I

v v
25.5% (12/47) 74.5% (35/47)
responders seronegative after

to 3™ vaccine dose 3 vaccine dose

Figure 1: Flow chart of lung transplant recipients (LTR) recruitment and antibody
response to SARS-CoV-2 mRNA-based vaccination. The study was conducted on 136 LTR,
including 10 and 126 patients with and without history of COVID-19 before vaccination,
respectively. Sera sampled after each vaccine dose in COVID-19-naive patients were
analyzed to assess the anti-receptor-binding domain (RBD) IgG response, with seropositive

patents defined as responders.
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Figure 2: Antibody response after three vaccine doses in lung transplant recipients with
history of COVID-19 (n=10). A. Anti-RBD IgG titers expressed in BAU/mL before vaccination
and from two weeks to two months after the third dose. B. Neutralizing antibody titers assessed
by pseudovirus-based assay against D614G, delta and omicron variants. The dotted horizontal
black line indicates the cutoff for positivity (1:40 dilution). C. Dynamics of anti-RBD IgG titers
expressed in BAU/mL over time after the third vaccine dose (n= 11 additional samples
collected from 9 patients during follow-up). A and C. The dotted lines indicate the positivity
threshold (7.1 BAU/mL) and the threshold of 264 BAU/mL used in French recommendations
to guide prophylactic strategy in immunosuppressed patients.

BAU: Binding Antibody Units; ED50: half-maximal effective dilution; RBD: receptor-binding
domain.
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Figure 3: Antibody response after three vaccine doses in COVID-19-naive lung
transplant recipients (n=126). A. Anti-RBD IgG titers expressed in BAU/mL before
vaccination (n=126) and from two weeks to two months after the first (n=47), the second (n=54)
and the third (n=126) vaccine doses. B. Anti-RBD IgG titers before and after the third vaccine
doses in the 54 patients with sera available after the second dose. C. Dynamics of anti-RBD
IgG titers expressed in BAU/mL over time after the third vaccine dose (n= 95 additional
samples collected from 47 patients during follow-up). A, B and C: The dotted lines indicate the
positivity threshold (7.1 BAU/mL) and the threshold of 264 BAU/mL used in French
recommendations to guide prophylactic strategy in immunosuppressed patients. D.
Neutralizing antibody titers assessed by pseudovirus-based assay against D614G, delta and
omicron variants in the 47 patients seropositive after the third dose (responders). 22 (46.8%)
and 15 (31.9%) sera neutralized the D614G and the delta variants, respectively, but none
neutralized the omicron variant. The dotted horizontal black line indicates the cutoff for
positivity (1:40 dilution). E. Spearman correlation between anti-RBD IgG titers and neutralizing
antibody titers against D614G (green dots), delta (blue dots) and omicron (orange dots)
variants. The dotted horizontal and vertical black lines correspond to the positivity thresholds
of neutralizing antibody titers and anti-RBD IgG titers, respectively. The linear regressions,
computed using the Graphpad Prism version 9.3.1. software, are depicted with calculated
correlation coefficients (rs) and p-values.

BAU: Binding Antibody Units; ED50: half-maximal effective dilution; RBD: receptor-binding
domain. ***p value <0.001.
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Figure 4: Figure 4: Investigation of predictors of vaccine response in COVID-19-naive
lung transplant recipients (n=125). A. Vaccine response rates after each vaccine dose
according to mRNA vaccine type. The number of responders to each vaccine dose is detailed
below the bar chart. B. Prevaccine TTV viral load in non-responders (n=78) and responders
(n=47) to a three-dose regimen of COVID-19 mRNA-based vaccine, with medians represented
as solid horizontal lines. The dotted line indicates the predictive threshold of 6.2 logio cp/mL.
Comparison was computed with Mann-Whitney test using Graphpad Prism version 9.3.1.
software C. Receiver operating characteristics (ROC) curve for prediction of vaccine response
based on prevaccine TTV viral load. Area under the curve (AUC): 0.6533. The threshold of 6.2
log cp/mL is associated with a negative predictive value of 93.5% (in case of high TTV viral
load) and a positive predictive value of 47.9% (in case of low TTV viral load) for vaccine
response in this cohort. D. Bar charts representing the percentage of responders after three
vaccine doses according to the prevaccine TTV viral load and to MMF/MPA treatment at the
time of the first vaccination. The number of LTR in each category of patients is mentioned
above bars. E. Spearman correlation between TTV viral load and MPA trough level measured
at the same time before vaccination in responders (black dots) and non-responders (grey dots)
to three vaccine doses. The dotted line indicates the TTV viral load predictive threshold of 6.2
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logio cp/mL. Correlation coefficient (rs) was calculated using the Graphpad Prism version 9.3.1.
software. F. Forest plot showing Odds Ratios (OR) estimates (indicated by black dots) and
95% confidence intervals (indicated by whiskers) of association between patient
characteristics and lack of vaccine response to a three-dose regimen of COVID-19 mRNA-
based vaccine. Multivariable logistic regression analysis was performed using SPSS 28.0 (IBM
Statistics). Factors independently associated with poor vaccine response are in bold.
MMF/MPA: mycophenolate mofetil/mycophenolic acid; OR: Odds ratio; TTV: Torque teno
virus; VL: viral load. **p value <0.01, ns: not significant.
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Figure 5: Investigation of TTV viral load as potential predictive biomarker of response
to a third SARS-CoV-2 vaccine dose in COVID-19-naive lung transplant recipients
determined as non-responders to the second dose. A. TTV viral load measured after the
second vaccine dose in non-responders (n=35) and responders (n=12) to the third vaccine
dose, with medians represented as solid horizontal lines. The dotted lines indicate the
predictive thresholds of 6.2 logio cp/mL and 3.2 logio cp/mL associated with low and high rates
of vaccine response, respectively. Comparison was computed with Mann-Whitney test using
Graphpad Prism version 9.3.1. software. B. Receiver operating characteristics (ROC) curve
for prediction of vaccine response to the third dose based on TTV viral load measured in
seronegative LTR after the second vaccine dose. Area under the curve (AUC): 0.9190. The
upper threshold of 6.2 log copies/mL is associated with a negative predictive value of 100%
(in case of high TTV viral load) and a positive predictive value of 40.0% (in case of low TTV
viral load) for vaccine response. Conversely, the lower threshold of 3.2 log copies/mL is
associated with a negative predictive value of 91.9% (in case of high TTV viral load) and a
positive predictive value of 90.0% (in case of low TTV viral load) for vaccine response in this
cohort.

TTV: Torque teno virus. ****p value <0.0001.
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Supplementary methods:

Pseudotyped virus-based neutralization assay

Neutralizing antibody titers were assessed by a pseudovirus-based assay in responders after
the third vaccine dose against D614G, B.1.617.2 (delta), and B.1.1.529 (omicron) variants.
Briefly, sera 2-fold serial dilutions (from 1:40 to 1:1,280) of sera in Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM) containing 10% fetal bovine serum were incubated with pseudotyped
lentivirus particles of each variant at 37 °C for 1 h. Subsequently, 100 uL of this solution was
added to 60%—80% confluent HEK293T-ACE2 cells (provided by O. Schwartz Laboratory,
Institut Pasteur) seeded in 96-well plates. After 72h, the Bright-Glo luciferase assay substrate
(Promega) was added to each well and the luminescence was measured by a MicroBetaTriLux
1450LSC luminescence counter (Perkin Elmer). The neutralization efficiency expressed as the
logio of the median half-maximal effective dilutions (ED50) was calculated using Prism 9.3.1.
Sera were considered positive if they neutralized more than 50% SARS-CoV-2 pseudovirus at

1:40 dilution.
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Figure S1: Neutralization of SARS-CoV-2 variants after three vaccine doses in LTR with
a history of COVID-19 (n=10). Neutralizing antibody titers assessed by pseudovirus-based
assay against D614G (green dots), delta (blue dots) and omicron (orange dots) variants are
plotted against anti-RBD IgG titers. The dotted horizontal and vertical black lines correspond
to the positivity thresholds of neutralizing antibody titer (1:40 dilution) and anti-RBD IgG titer
(7.1 BAU/mL), respectively.

BAU: Binding Antibody Units; ED50: half-maximal effective dilution; RBD: receptor-binding
domain.
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Table S1: Demographic and clinical characteristics of the lung transplant recipients cohort

LTR infected

Total COVID-19 naive before
Variable cohort LTR vaccination
n =136 n =126 n =10
Age, years, median (IQR) 62.5 (51.0- | 62.6 (51.1-66.8) | 61.8 (30.3—67.7)
67.0)

Female, n (%) 53 (39.0) 47 (37.3) 6 (60.0)
BMI, kg/m2, median (IQR) 23.7 (20.5—- | 23.7 (20.5-27.0) | 23.5(20.6-26.9)
27.0)

Cardiovascular comorbidities
Hypertension, n (%) 78 (57.4) 72 (57.1) 6 (60.0)
Diabetes mellitus, n (%) 67 (49.3) 64 (50.8) 3 (30.0)
Maintenance immunosuppression
Tacrolimus, n (%) 117 (86.0) 109 (86.5) 8 (80.0)
Cyclosporine, n (%) 15 (11.0) 14 (11.1) 1(10.0)
MMF/MPA, n (%) 109 (80.1) 102 (81.0) 7 (70.0)
Azathioprine, n (%) 16 (11.8) 13 (10.3) 3 (30.0)
Prednisone, n (%) 128 (94.1) 120 (95.2) 8 (80.0)
Everolimus, n (%) 18 (13.2) 17 (13.5) 1(10.0)
SARS-CoV-2 vaccine
MRNA-1273, n (%) 101 (74.3) 95 (75.4) 6 (60.0)
BNT162b2, n (%) 34 (25.0) 30 (23.8) 4 (40.0)
MRNA-1273 + BNT162b2, n 1(0.7) 1(0.8) 0 (0.0)
(%)
Time between transplantation and 5.5 (2.6— 5.6 (2.6-9.0) 4.7 (3.1-8.9)
first vaccination, years, median 9.0)
(IQR)
Time of 2nd vaccine from 1st 28.0 (28.0— | 28.0(28.0-28.0) | 28.0(28.0-30.3)
vaccine, days, median (IQR) 28.0)
Time of 3rd vaccine from 2nd 59.0 (35.3— | 59.0(34.8-72.3) | 51.5(34.8-79.8)
vaccine, days, median (IQR) 73.0)
Time of 3rd vaccine to antibody 34.0 (25.0- | 34.0(24.8-47.0) | 34.5(24.3-62.8)
testing, days, median (IQR) 47.0)

BMI: body mass index,

IQR:

interquartile

mofetil/mycophenolic acid, TTV: Torque teno virus.

range, MMF/MPA:

mycophenolate
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Table S2: Immunosuppressive therapy in COVID-19 naive LTR

LTR non- LTR responders
responders to to three-dose
three-dose ) , p-value
. ) vaccine regimen
vaccine regimen n=a7
n="179

Maintenance immunosuppression 0.022
combination, n (%) :
Tacro!lmus, mycophenolate, 60 (75.9) 22 (46.8)
prednisone
Ciclosporine, mycophenolate, 6 (7.6) 5 (10.6)
prednisone ) )
Tacrolimus, everolimus, prednisone 6 (7.6) 3 (6.4)
Tacrolimus, azathioprine, prednisone 3 (3.8) 7 (14.9)
Tacrolimus, everollmus, 2 (2.5) 2 (4.3)
mycophenolate, prednisone
Tacrolimus, prednisone 0 1(2.1)
Tacrolimus, mycophenolate 0 2 (4.3)
Ciclosporine, everolimus, 1(1.3) 0
mycophenolate, prednisone '
Ciclosporine, prednisone 1(1.3) 0
Tacrolimus, azathioprine 0 1(2.1)
Ciclosporine, mycophenolate 0 1(2.1)
Everolimus, mycophenolate, 0 1(2.1)
prednisone '
Everolimus, azathioprine, prednisone 0 2 (4.3)

Maintenance immunosuppression combinations identified just before vaccination were
compared between responders and non-responders using the Fisher exact test with Graphpad

Prism version 9.3.1. software.

Table S3: Final model statistics for prediction of non-response to a three-dose

regimen of COVID-19 vaccine in lung transplant recipients

Adjusted odds

, ratio
Variable (risk to be a non- 95% CI p-value
responder)

BNT162b2 vaccine (vs. mRNA-1273) 7.151 1.939- 26.364 0.003
Time between first and second doses 1.122 0.994- 1.266 0.063
(per 1 day increment)
Prevaccine TTV viral load 26.2 logo 22.103 3.828-127.621 | <0.001
cp/mL
MMF/MPA 5.110 1.584— 16.492 0.006

Multivariable logistic regression analysis was performed using SPSS 28.0 (IBM Statistics).
Variables associated with p-values below 0.1 were implemented in this final model. Factors
independently associated with poor vaccine response are in bold.
Cl: confidence interval, MMF/MPA: mycophenolate mofetil/mycophenolic acid, TTV: Torque

teno virus.

210



D. Discussion

Au cours de cette étude, nous avons mis en évidence un faible taux de séroconversion de
37 % apres I'administration de trois doses de vaccin a ARNm chez les TP sans antécédent de
COVID-19. Il n’y a pour le moment pas d’autres données figurant dans la littérature quant a la
réponse a la troisieme dose vaccinale développée au sein de la population spécifique des TP.
Des études menées chez d’autres types de transplantés d’organe solide ont décrit une
séroconversion suite a la troisieme dose chez environ la moitié des patients non répondeurs
a la deuxieme dose (515-517), tandis que ce gain n’était que de 25 % dans notre cohorte,
probablement du fait d’'une immunosuppression plus intense chez les TP. De plus, la réponse
humorale était globalement peu fonctionnelle chez les patients répondeurs dans notre étude,
avec de faibles titres d’anticorps et sans mise en évidence d’'un pouvoir neutralisant contre le
variant omicron. En ligne avec nos résultats, une étude portant sur des patients transplantés
d’organe de plusieurs types rapporte une neutralisation du variant omicron chez seulement
I'un des onze TP inclus aprés vaccination par trois doses de Moderna, avec une concentration
médiane en IgG anti-RBD trés élevée de prés de 10 000 BAU/mL observée chez I'ensemble

des patients transplantés d’organe solide qui neutralisaient ce variant (518).

A linverse, les TP avec antécédent de COVID-19 inclus dans notre étude avaient tous
développé une immunité humorale aprés l'infection, dont la force a été potentialisée par la
vaccination avec une neutralisation du variant omicron observée chez la majorité des patients.
La meilleure réponse induite par l'infection en comparaison de celle induite par la vaccination
a été décrite dans la littérature chez les patients transplantés d’organe solide (519), avec une
immunité humorale et cellulaire comparable a celle développée par les sujets
immunocompétents suite a l'infection (520,521). L’administration d’une seule dose vaccinale
est suffisante chez les patients transplantés convalescents pour accroitre la réponse vaccinale
a un niveau équivalent a celui des sujets immunocompétents infectés puis vaccinés, sans
bénéfice démontré de 'administration de doses supplémentaires (522). Nous ne disposions

toutefois pas d’échantillons sanguins prélevés aprés la premiére dose vaccinale chez les TP
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convalescents inclus dans notre étude pour objectiver cette absence de bénéfice des

deuxiéme et troisieme doses chez ces patients.

Plusieurs facteurs prédictifs de la réponse vaccinale ont été identifiés chez les TP non infectés
au cours de cette étude. L'un deux correspond au type de vaccin a ARNm administré, avec
une meilleure réponse obtenue avec le vaccin de Moderna. Cette différence d’'immunogénicité
s’explique probablement en majeure partie par la différence de quantité d’ARNm incluse dans
chaque dose vaccinale, plus importante pour le vaccin de Moderna (100 pg/dose) que le
vaccin de BioNTech (30 ug). D’autres différences existent entre ces deux vaccins, a savoir de
rares différences dans la séquence exacte de 'ARNm, la composition lipidique des
nanoparticules qui peut éventuellement influer sur l'efficacité de I'entrée de TARNm dans les
cellules de I'héte, et enfin le délai optimal recommandé entre les deux premiéres doses
vaccinales, de 4 semaines pour le vaccin de Moderna et de 3 semaines pour le vaccin de
Pfizer-BioNTech (68). Une différence d’'immunogénicité entre ces deux vaccins a été décrite
dans dautres études conduites chez des TP et dautres populations de patients
immunodéprimeés, qui rapportent davantage de séroconversions et des pics d’anticorps plus
élevés obtenus avec le vaccin de Moderna (523-529). Une étude récente a par ailleurs
démontré une supériorité du vaccin de Moderna sur les fonctions effectrices non neutralisantes
des anticorps, avec davantage d’activation des cellules NK et d’activité phagocytaire par les
polynucléaires neutrophiles induites par les anticorps produits en réponse a ce vaccin en
comparaison de celui de Pfizer-BioNTech (530). L’ensemble de ces données tendraient donc
a faire privilégier la vaccination des immunodéprimés par le vaccin de Moderna, mais ceci ne
figure pour le moment pas dans les recommandations actuelles et ce vaccin est a éviter chez

les personnes de moins de 30 ans du fait du risque accru de myocardite chez cette population.

Un autre facteur identifié dans notre étude comme indépendamment associé a un défaut de
réponse humorale au vaccin chez les TP était le traitement par mycophénolate. Cette
observation est concordante avec les conclusions d’études indépendantes, qui décrivent

également une réponse humorale plus faible au vaccin anti-SARS-CoV-2 sous mycophénolate
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(516,517,524,531-533). Cet immunosuppresseur est un antimétabolite qui empéche la
prolifération des lymphocytes B et T en inhibant la synthése de novo de bases puriques (519).
De plus, les résultats d’'une étude réalisée dans le cadre d’une collaboration avec une équipe
de Lyon et portant sur des patients transplantés rénaux suggérent que le mycophénolate altére
la physiologie des centre germinatifs au sein des organes lymphoides secondaires, d’ou son
effet délétére sur la réponse humorale aprés vaccination (519). Devant ces observations, il
pourrait étre tentant de diminuer la posologie ou de suspendre temporairement le traitement
par mycophénolate avant vaccination pour augmenter les chances de réponse. Cependant,
aucune étude prospective n’a évalué cette stratégie pour le moment, et cette intervention
thérapeutique pourrait étre délétére en déséquilibrant le traitement immunosuppresseur et
augmentant ainsi le risque de rejet du greffon. De plus, 32,7 % des TP non infectés inclus dans
notre étude et traités par mycophénolate ont développé une réponse positive en anticorps
aprés trois doses de vaccin anti-SARS-CoV-2 (vs. 58,3 % des TP sans traitement par
mycophénolate), montrant bien que la prise de ce traitement ne suffit pas a expliquer un défaut

de séroconversion.

En vue de prédire plus finement la réponse vaccinale des TP, nous avons évalué la valeur
prédictive de la charge virale sanguine de TTV qui refléte I'état d’immunosuppression global
des patients. L'intérét de ce marqueur a déja été montré par ailleurs chez les TP pour prédire
d’autres évenements cliniques, a savoir un risque accru de rejet chronique sous la forme de
dysfonction chronique du greffon (Chronic Lung Allongraft Dysfunction, CLAD) en cas de
charge virale faible, et a I'inverse un risque de survenue d’infections opportunistes en cas de
charge virale tres élevée (534,535). Nos résultats révelent une association étroite entre ce
biomarqueur et la réponse vaccinale anti-SARS-CoV-2. En effet, une charge virale de TTV de
plus de 6,2 logie cp/mL avant vaccination, traduisant une immunité humorale et cellulaire trés
affaiblie, était presque systématiquement associée a un défaut de réponse humorale. La
valeur prédictive de ce marqueur était encore plus forte en cas de mesure juste avant la

troisieme dose chez les TP non répondeurs a la seconde dose. Chez cette sous-population
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de patients, deux seuils de charge virale de TTV ont pu étre définis, I'un associé a un trés bon
pronostic pour la réponse vaccinale (<3,2 logio cp/mL) et le second a l'inverse trés péjoratif
(26,2 logio cp/mL). Le seuil de 3,2 logio cp/mL ne doit pas étre considéré comme une cible a
atteindre avant vaccination via un allegement du traitement immunosuppresseur, car Ceci
favoriserait la survenue de rejet du greffon. Toutefois, les résultats de cette étude révelent que
la charge virale de TTV a une forte valeur indicative des chances de réponse vaccinale. A ce
titre, ce marqueur pourrait étre utilisé par les cliniciens pour guider la décision quant a la
stratégie a adopter pour la prophylaxie contre la COVID-19 en cas de défaut de séroconversion
apres les premiéres doses vaccinales, en aidant au choix a opérer entre I'administration de
doses vaccinales supplémentaires ou d’anticorps monoclonaux. De plus, nos résultats ont trés
récemment été appuyés par ceux d’une étude indépendante menée sur des TP vaccinés par
deux doses du vaccin de Moderna. Cette étude décrit également un intérét de la charge virale
de TTV mesurée avant la vaccination pour prédire la réponse aprés deux doses, avec 8 % de
répondeurs en cas de charge virale supérieure a 6,5 logio cp/mL et 54 % en dessous de 3,8
logio cp/mL (536). Ces seuils sont trés proches de ceux déterminés dans notre étude et
confortent nos conclusions. A présent, d’autres études sont nécessaires pour évaluer
I'utilisation de ce marqueur comme outil décisionnel de stratégie vaccinale. De plus, nos
résultats ouvrent la voie a d’autres études similaires conduites sur des cohortes d’autres types
de patients immunodéprimés, et plus largement sur la valeur prédictive de la charge virale de
TTV pour prédire la réponse a la vaccination contre d’autres pathogénes tels que I'hépatite B

ou encore le virus de la grippe.
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Partie Ill : Caractérisation de 'immunité anamnestique dans

deux cas d’infection post-vaccinale

|. Contexte et objectifs de I’étude

Malgré la forte efficacité de la vaccination anti-SARS-CoV-2 chez les sujets
immunocompétents contre I'infection et a fortiori contre les formes graves de COVID-19, les
premiers cas d’infection post-vaccinale ont rapidement été décrits, de sévérité moindre en
comparaison des sujets non vaccinés en restant généralement asymptomatiques ou restreints
a de légers symptdmes (537). Ces infections post-vaccinales touchaient initialement
davantage les personnes agées ou immunodéprimées, bien qu’'une diminution de 'dge moyen
des personnes concernées ait été observée avec I'évolution de la pandémie (538,539).
L’efficacité vaccinale contre les infections dépend également du type de vaccin administre,
avec une meilleure protection conférée par les vaccins a base d’ARNm. Par ailleurs, le risque
d‘infection post-vaccinale augmente a distance des deux doses de la primo-vaccination, du
fait de la chute de 'immunité et en particulier des anticorps neutralisants, d’ou la préconisation
d’'une dose de rappel (540). Néanmoins, des cas d'infection post-vaccinale ont également été
rapportés quelques semaines suivant la seconde dose, au moment ou 'immunité humorale et
cellulaire induite par la vaccination est censée étre maximale, sans que les déterminants de
ce défaut de protection ne soient bien établis lors de la description des premiers cas. Ainsi,
deux cas d’infection post-vaccinale symptomatique ont été portés a notre connaissance au
mois de mars 2021, qui étaient alors peu fréquentes étant donné que les premiéres
vaccinations ont débuté en janvier de la méme année. Ces infections de forme légére sont
survenues chez deux femmes de moins de 50 ans sans immunosuppression, environ un mois
apres la seconde dose du vaccin de Pfizer-BioNTech. En I'absence de cause évidente de
défaut de protection vaccinale chez ces patientes, nous avons entrepris de caractériser leur

immunité dirigée contre le SARS-CoV-2 trés t6t aprés le début de linfection, reflet de
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limmunité vaccinale ayant permis ces infections, et a distance apres trois mois. Pour cela,
nous avons étudié leur immunité humorale via la détermination de la concentration en
anticorps et de leur pouvoir neutralisant contre trois variants (D614G, alpha et beta). Nous
avons également exploré leur réactivité cellulaire en analysant I'expression de marqueurs
d’activation et la production de cytokines suite a la stimulation des lymphocytes T par des
peptides de la protéine S de la souche sauvage et des variants alpha et beta. Cette étude
visait ainsi a mieux comprendre la physiopathologie des infections post-vaccinales, au cours

d’'une période ou le variant omicron n’avait pas encore émergeé.
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II.  Principaux résultats

La premiére patiente (P1) de 46 ans, atteinte d'obésité et sans autre comorbidité, a été infectée
28 jours apres la seconde dose vaccinale par un variant alpha du SARS-CoV-2. Celui-ci était
détectable sur frottis nasopharyngés pendant plus de deux semaines, et responsable de
symptdmes |légers mais prolongés s’étendant sur une période d’'un mois, avec une fatigue et
des arthralgies persistantes encore jusqu’a trois mois. Un prélévement sanguin réalisé trois
jours aprés le début des symptdmes était associé a une sérologie positive en IgG anti-RBD a
une concentration relativement faible (70 BAU/mL), sans aucun pouvoir neutralisant contre
I'ensemble des variants du SARS-CoV-2 testés y compris le variant alpha. Au méme moment,
aucune immunité humorale muqueuse anti-S n’était détectable sur frottis nasopharyngé, que
ce soit en IgG ou en IgA. L'immunité cellulaire spécifique de la protéine S développée suite a
la vaccination était elle aussi déficiente chez cette patiente, avec une faible réactivité en
lymphocytes T CD4+ produisant de I'lL-2 et en lymphocytes T CD8+ produisant de I'lFN-y

contre tous les variants.

Le cas de la seconde patiente (P2) était différent. Celle-ci, agée de 25 ans et sans aucune
comorbidité, a présenté de légers symptdomes de COVID-19 suite a une infection par le variant
beta du SARS-CoV-2 45 jours aprés la complétion de sa primo-vaccination, mais avec une
réplication virale de plus courte durée (RT-PCR négative a 10 jours) et une guérison compléte
en deux semaines. Sa sérologie réalisée 4 jours aprés le début des symptdbmes a révélé une
forte réponse humorale a la vaccination, avec une concentration en IgG anti-RBD de 1220
BAU/mL. Toutefois, celle-ci était associée a un défaut de neutralisation du variant beta en
comparaison des autres variants testés. L'immunité cellulaire évaluée le méme jour était

robuste avec une fréquence élevée de lymphocytes T anti-S producteurs de cytokines.

Suite a linfection, un gain en neutralisation et en réponse cellulaire a été observé contre
'ensemble des variants chez les deux patientes, maintenu lors du suivi réalisé a trois mois.
De plus, linfection a induit I'établissement d’'une immunité muqueuse au niveau du tractus
respiratoire avec des IgG et des IgA anti-S encore localement détectables aprés trois mois.
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Background: SARS-CoV-2 breakthrough infections after complete vaccination are
increasing whereas their determinants remain uncharacterized.

Methods: We analyzed two cases of post-vaccination SARS-CoV-2 infections by o.and B
variants, respectively. For each participant both humoral (binding and neutralizing
antibodies) and cellular (activation markers and cytokine expression) immune responses
were characterized longitudinally.

Results: The first participant (P1) was infected by an o variant and displayed an extended
and short period of viral excretion and symptom. Analysis of cellular and humoral response
72 h post-symptom onset revealed that P1 failed at developing neutralizing antibodies and
a potent CD4 memory response (lack of SARS-CoV-2 specific CD4*IL-2* cells) and CD8
effector response (CD8"IFNy* cells). The second participant (P2) developed post-
vaccination SARS-CoV-2 infection by a B variant, associated with a short period of viral
excretion and symptoms. Despite displaying initially high levels and polyfunctional T cell
responses, P2 lacked initial B-directed neutralizing antibodies. Both participants developed
and/or increased their neutralization activity and cellular responses against all variants,
namely, B and & variants that lasts up to 3 months after breakthrough infection.

Conclusions: An analysis of cellular and humoral response suggests two possible
mechanisms of breakthrough infection: a poor immune response to vaccine and viral
evasion to neutralizing antibodies.

Keywords: SARS-CoV-2, variant of concern, vaccine, immune evasion, breakthrough infection
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INTRODUCTION

Since the end of the last year, multiple effective vaccines against
the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-
CoV-2) have been developed in record time to address the
COVID-19 pandemic. The BNT162b2 vaccine (Comirnaty,
Pfizer-BioNTech) was the first one authorized across the
European Union in December and represents today one of the
largest supplies of COVID-19 vaccines worldwide. The phase III
clinical trial on this mRNA vaccine concluded to an efficacy of
95% of the two-dose regimen against COVID-19, and further
observational studies also found efficacy over 90%. According to
recent reports, this vaccine keeps its effectiveness against severe
COVID-19 linked to escape variants B.1.351 and B.1.617.2
despite a slightly reduced effectiveness against infection. SARS-
CoV-2 breakthrough infections after two-dose vaccination are
increasing and mainly involve variants of concern (1-3). People
of older age or immunocompromised individuals are particularly
at risk, especially in the current context of circulation of delta
variant (4). However, the mean age of breakthrough cases is now
lowering, as younger age groups are now vaccinated.

Here we thoroughly analyzed two cases of mild COVID-19
breakthrough infections diagnosed by reverse transcriptase
polymerase-chain-reaction (RT-PCR) on nasopharyngeal swabs
at least four weeks after second dose of BNT162b2 vaccine in two
women under 50 years of age. Both infecting strains were
identified as SARS-CoV-2 variants of concern. Specific
humoral and cellular immune responses were characterized
early in acute phase of infection to determine in which post-
vaccinal immune conditions these infections occurred. These
responses were also monitored during the infection course and
three months later. Altogether, these observations on multiple
virological and immunological aspects would help to better
understand physiopathology of breakthrough infections
subsequent to complete vaccination.

METHODS
Patient Disease Histories

Patient 1 (P1) was a 46-year-old woman with obesity (body-mass
index = 30.5) despite bypass surgery three years earlier. She
received the first dose of BNT162b2 vaccine (Comirnaty®) on
January 31, 2021 and the second dose on February 21. On March
22 (28 days later), she developed fever, chills, rhinorrhea, sore
throat and later muscular pain and cough. She tested positive for
SARS-CoV-2 RNA the next day. All symptoms resolved after
four weeks except muscle weakness and arthralgia which
persisted for three months.

Patient 2 (P2) was a healthy 25-year-old woman. She received
the first dose of Comirnaty® on January 8, 2021 and the second
dose on January 29. On March 15 (45 days after the second dose),
she developed headache, rhinorrhea, loss of smell and night
sweats and tested positive for SARS-CoV-2 RNA the same day. A
severe fatigue and a slight shortness of breath caused by effort
developed in the following days. She completely recovered after
two weeks.

Samples and Data Collection

Nasopharyngeal swabs were sampled at 3, 9, 16, and 85 days after
symptom onset (DSO) in P1 and at 0, 10, and 91 DSO in P2.
Blood samples were collected at 3-4, 9-10, 16-24, and 85-91
DSO in P1 and P2, respectively. Peripheral blood mononuclear
cells (PBMCs) were isolated from the first and the last blood
sample collected in each patient and cryo-preserved at —150°C
until use. The study was approved by the Ethics Committee of
the University Hospital of Strasbourg (N°CE-2020-51). Written
informed consent was provided by both participants.

SARS-CoV-2 RT-PCR Assay

All nasopharyngeal swabs, except the sample collected at
diagnosis in P2, were analyzed in our laboratory with SARS-
CoV-2 specific primers and probes targeting two regions on the
viral RNA-dependent RNA polymerase (RdRp) gene, namely IP2
and IP4 (Institut Pasteur, Paris, France; WHO technical
guidance). Cycle thresholds (Ct) values obtained with IP2
target were considered for analyses.

SARS-CoV-2 Genome Sequencing

Full-length SARS-CoV-2 genome sequencing were performed
for both patients on a NextSeq 500 device (Illumina) as
previously described (5) (see Supplementary Methods).
Lineages and clades were interpreted using Pangolin and
NextClade, before being submitted to the GISAID database.

Serological Assays

IgG directed against the SARS-CoV-2 nucleocapsid (N) and the
Receptor Binding Domain (RBD) of the spike (S) protein were
quantified using the chemiluminescence microparticle
immunoassays (CMIA) Abbott Architect SARS-CoV-2 IgG
and SARS-CoV-2 IgG Quant II (Abbott), respectively. Anti-S
IgG and IgA were measured by S-Flow assay based on the
recognition of SARS-CoV-2 S protein expressed on the surface
of human embryonic kidney (HEK) 293T cells, as described
previously (6) (see Supplementary Methods).

Neutralization Assays
Neutralizing antibody titers were measured for each serum using
a viral pseudoparticle-based assay. Pseudoparticles (provided by
Rossolillo Laboratory, IGBMC) harboring the S protein of
D614G, alpha or beta variants on their surface and encoding
for a luciferase reporter gene were preincubated for 1 h at +37°C
with serial serum dilutions. The mix were added to 293T-ACE2
target cells (provided by O Schwartz Laboratory, Institut Pasteur)
plated in 96-well plates with 30,000 cells per well. The luciferase
signal was measured after 72 h incubation at 37°C. Analyses were
performed in triplicates and the neutralization titer was defined
as the geometric mean log,, of the sample dilutions that yielded
50% inhibition of pseudoparticle infectivity (log,, ICsp). Sera
were considered neutralizing if the 1:40 dilution (1.60 log,,) did
mediate at least a 50% luminometric signal reduction relative to
the control condition without serum.

A live-virus neutralizing assay using the S-Fuse reporter cells
was performed using D614G, alpha, beta, and delta variants, as
previously described (7). Briefly, S-Fuse U20S cells expressing
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ACE2 and either GFP1-10 or GFP11 were infected with SARS-
CoV-2 incubated with serial serum dilutions. Infection with
SARS-CoV-2 was measured by numbering GFP-producing
syncytia formed upon productive infection after 18 h.
Neutralization of infectious D614G, B.1.1.7, B.1.351, and
B.1.617.2 variants was assessed for each serum. Neutralizing
activity of each serum was expressed as the log,, of half-
maximal inhibitory concentration (ICs), with the first serum
dilution tested of 1:30 (1.48 log;) set as positivity threshold.

ELISpot Assay

SARS-CoV-2 specific T cell immune response was investigated
by an interferon gamma (IFN-y) enzyme linked immunospot
(ELISpot) assay on peripheral blood mononuclear cells
(PBMCs). Cells were seeded at 250,000 PBMCs/well and
stimulated for 20 + 4 h in duplicates with overlapping 15-mer
peptide pools spanning the N-terminal and C-terminal fractions
of SARS-CoV-2 S proteins (S1 and S2, respectively) of the wild-
type (WT) SARS-CoV-2 strain and the alpha (o) and beta ()
variants (PepMix ", JPT Peptide Technologies). Cells with AIM-
V culture medium (Gibco Life Technologies) were used as
negative controls and with phytohemagglutinin-L (PHA,
Sigma-Aldrich) as positive controls. PBMCs were cultured
overnight (20 + 4 h) at 37°C before enzymatic revelation of
IFN-y capture. Spots were counted using an ELISPOT reader
(AID iSpot). Results were expressed as the mean number of spot
forming units (SFU)/10° PBMCs after subtraction of the
background value. The threshold defining a significant T cell
reactivity for one antigen was set at exceeding three standard
deviations of the negative control background.

AIM and ICS Assays

Antigen specific and cytokine-expressing cells were characterized
by activation-induced marker (AIM) and intra-cellular staining
(ICS) assays (see Supplementary Methods). Thawed PBMCs
were put in culture at a concentration of 10 million cells/ml
After a rest of 1 h at 37°C, a CD40 blocking antibody was added.
After 15 min at 37°C, cells were stimulated with 0.5 pg/ml
PHA or 0.44 pg/ml of overlapping peptide pools spanning S1
and S2 of WT, alpha and beta SARS-CoV-2 strains (PepMile,
JPT Peptide Technologies) for 9 h at 37°C allowing for
upregulation of CD69/CD40L/OX40 on antigen-specific
cells (AIM™). Cells were further incubated for 12 additional
hours at 37°C in the presence of Brefeldin A (Sigma) to allow
for subsequent intracellular cytokines accumulation. An
unstimulated condition served as a negative control.

Cells were then collected, stained with the Aqua Live/Dead
staining kit (ThermoFisher Scientific), for 20 min at 4°C and
then with antibodies against extracellular molecules. After
fixation with paraformaldehyde and permeabilization with the
PermWash buffer (BD), cells were stained with antibodies
targeting intracellular cytokines for an additional 45 min at
room temperature. Cells were then washed and resuspended in
PBS for subsequent analysis. After acquisition (Navios,
Beckman-Coulter), analysis was performed using Flow]Jo
software version 10.7.1.

RESULTS

The nasopharyngeal swab from P1 showed a high viral load of
alpha variant (cycle threshold (Ct) = 18.8) at 3 DSO, that lasted
until 16 DSO (Ct: 33.8) (Figure 1A). Mucosal anti-S IgA and IgG
were negative at 3 DSO, appeared at 9 DSO and persisted until
day 85 (Figure 1A). Serum sample collected at 3 DSO was
positive for anti-RBD (70 BAU/ml) and anti-S IgG (Figure 1B).
This serum failed to neutralize any of the viral strains
(Figure 1C). At 16 DSO, Anti-RBD IgG increased by 1.08
log)o (846 BAU/ml), neutralization titers reached over 2 logo
ICso against the 4 viral strains (D614G, alpha, beta, and delta)
and persisted until 85 DSO. Anti-S IgA and anti-N IgG appeared
at 9 and 16 DSO, respectively (Figure 1B). Anti-S IgA persisted
during follow-up while anti-N IgG became negative after
three months.

At the time of diagnosis, P2 displayed a high viral load of beta
variant (Ct = 21.9) (Figure 1A). Because of the presence of lysis
buffer in transport medium of the nasopharyngeal swab collected
at the day of diagnosis, we were not able to analyze anti-S IgG
and IgA. On day 10, anti-S IgG and IgA were positive in the
nasopharyngeal swab and RNA became undetectable
(Figure 1A). Anti-RBD IgG (1,220 BAU/ml) and also anti-S
IgG and IgA were positive in serum at 4 DSO, whereas no anti-N
IgG were detected (Figure 1B). At this time, neutralization was
negative against beta variant with pseudoparticle-based assay
and weak (2.04 log, ICsp) with live-virus neutralization assay
(Figure 1D). Serum anti-RBD IgG slightly increased by day 10
(1,739 BAU/ml) and neutralizing antibody titer reached at least
2.6 log,o ICso against beta variant and persisted up to 3 months
against all tested variants (Figure 1D).

In contrast to humoral response, SARS-CoV-2 specific T cell
response was not different between viral variants. Early after
infection, the frequency of IFN-y-producing T cells directed
against the S protein was higher in P2 (mean S1 + standard
deviation (SD) between all variants: 323 + 31 SFU/10° PBMCs,
$2: 293 + 49 SFU/10° PBMCs) than that observed in P1 (S1: 24 +
11 SFU/10° PBMCs, S2: 70 + 16 SFU/10° PBMCs) (Figures 2A,
S1). Low frequency of CD8'IFNY" cells were also observed by ICS
assay in P1 while CD4 IFNY" T cells and also those expressing
TNFo. were detected at similar frequencies between participants
(Figures 2B, C, S2). Interestingly, IL-2-expressing CD4" T cells
were also detected at lower frequencies in P1 compared to P2. P1
tended to display lower rates of antigen-specific CD4"
(CD4"AIM®, CD6970X40"CD40L") cells than P2 (ranging
between 0.20-0.32 and 0.18-0.45%, respectively), but both
displayed similar rates of CD8"AIM" cells (ranging between
0.22 and 0.83%). Three months later, CD4"AIM" frequencies
remained slightly lower in P1 while CD8AIM™ frequencies
decreased to reach the same range (0.03-0.11%) in both
participants. Conversely, the frequency of S-specific IFN-y-
producing T cells (CD4" and CD8" cells) measured by ELISpot
increased after three months for P1 both against S1 (107 + 16
SFU/10° PBMCs) and $2 (191 + 17 SFU/10° PBMCs)
(Figures 2A, S1). For P2, IFN-y responses increased against S2
(407 + 27 SFU/10° PBMCs) but remained stable against S1 (330
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FIGURE 1 | Longitudinal follow-up of anti-SARS-CoV-2 humoral response after breakthrough infection in patient 1 (P1) and patient 2 (P2). (A) Viral shedding and
antibodies detected against the SARS-CoV-2 spike (S) protein in nasopharyngeal swabs from P1 (red dots) and P2 (blue dots). Ct values are depicted on the first
graph (left) and anti-S IgA and IgG levels on the two other graphs. to the positivity threshold. (B) Antibodies directed against SARS-CoV-2 receptor binding domain
(RBD), S or nucleocapsid (N) proteins measured in serum from P1 (red dots) and P2 (blue dots). (C, D) Half-maximal inhibitory concentration (ICsq) measured in P1
(C) and P2 (D) by pseudoparticle-based (left) and live-virus neutralization (right) assays against several SARS-CoV-2 variants. Sera displaying less than 50%
luminometric signal reduction relative to the control condition with the first serum dilution tested (1:40 and 1:30 with pseudoparticle-based and live-virus neutralization
assays, respectively) were considered negative and depicted on graphs with an I1Csq set arbitrarily at 20. The dotted horizontal black lines correspond to positivity

28 SFU/10° PBMCs). Both participants displayed polyfunctional
cytokine responses (TNFo", IFNY", IL-2") in both subsets at
higher levels than early in infection (Figures 2B, C, S2).

DISCUSSION

In this study, we report two cases of mild breakthrough infection
by alpha and beta variants, respectively. Both patients displayed
similar viral loads at symptom onset, however, viral shedding and
clinical symptoms evolve differently. The analysis of cellular and
humoral response in both cases suggests two possible mechanisms
of breakthrough infection, a poor immune response to vaccine
(P1) and viral evasion to neutralizing antibodies (P2).

Early after symptom onset, analysis of P1 samples revealed the
absence of mucosal anti-S antibodies and a low level of circulating
anti-S antibodies that failed to neutralize all tested variants. In
addition, P1 displayed low levels of CD8" IFNY" cells and also
CD4"IL2" cells, suggesting a low level of circulating effector CD8"
T cells and of CD4" central memory T cells, respectively.

This poor response may explain the relatively long period of
viral shedding and persistence of COVID-19 symptoms up to 3
months DSO. Underlying obesity of this immunocompetent
patient may explain the poor immune response after two doses
of vaccine although recent studies dispute the role of obesity in the
immune response to vaccination (8, 9). Breakthrough infection of
P2 appears to be due to escape of the beta variant from
neutralizing antibodies irrespective of SARS-CoV-2 specific T
cells levels, consistent with previous studies (10, 11).
Interestingly, both patients developed neutralization activity
against all variants including beta and delta variants that lasts
up to 3 months after breakthrough infection.

The limitation of this study relies on unavailability of blood
sample before breakthrough infection in both patients. Instead,
post-vaccinal SARS-CoV-2 immune responses were assessed in
the three to four days following the first symptoms onset and
were therefore possibly already boosted by anamnestic responses.
However, we revealed a lack of neutralizing antibodies against
variants involved in infection in both patients, which was
undoubtedly already the case before infection. Moreover, no
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FIGURE 2 | Characterization of anti-SARS-CoV-2 cellular response after breakthrough infection in patient 1 (P1) and patient 2 (P2). (A) T-cell reactivity measured by
IFN-y ELISPOT against the N-terminal (S1) and C-terminal (S2) parts of the SARS-CoV-2 spike protein from wild-type strain and o and B variants. Bar charts and
emor bars represent mean positive values and standard deviations of spot counts per million of peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). (B) Det plots showing
examples of AIM* and cylokine™* cells after stimulation with S1 o peptide pools on the early infection time points for P1 (first row) and P2 (second row). From left to
right, dot plots depict, CD4*AIM*, CD8*AIM*, CD4*TNFa*, CD8*TNFa*, CD4*IL-2* and CD8*IFNy* cells. (C) Bar charts representing AIM* and cytokine* cells
frequencies for each T cell subset (either CD4 or CD8). Results are displayed for each variant (wild type, « and B) and each SARS-CoV-2 part (51 and S2). The color
code is as follows: P1 at 3 days (red) and 85 days (orange) and from P2 at 4 days (dark blue) and 91 days (light blue) after symptom onset.
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Supplementary Figure S1. Images obtained by IFN-y ELISPOT conducted on peripheral
blood cells isolated from patient 1 (P1) and from patient 2 (P2) after breakthrough
infection. Cells were collected in P1 at 3 and 85 days after symptoms onset (DSO) (left) and
in P2 at 4 and 91 DSO (right). T cell specific responses were evaluated using peptide pools
spanning the SARS-CoV-2 spike protein (N-terminal region = S1, C-terminal region = S2) of
the reference strain (wild-type, wt) and of a and B variants. All experiments were performed in
duplicates, with at least two wells of negative controls (cells with culture medium only) and one
well of positive control (phytohemagglutinin) for each sample. P2 was highly reactive to all
peptide pools irrespective of the variants at 4 DSO whereas P1 was only poorly reactive. T-
cell response was increased in P1 at 85 DSO but remained lower than those measured in P2

at 91 DSO.
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Supplementary Figure S2. Gating strategy. Gating strategy used for AIM/ICS analysis, with
examples of dot plots showing cytokine+ and AIM+ cells after stimulation (row “+”) and
unstimulated cells as negative controls (row “-“).

Supplementary methods

Full-length SARS-CoV-2 genome sequencing

The full-length SARS-CoV-2 genomes were sequenced by means of next-generation
sequencing. Briefly, viral RNA was extracted from nasopharyngeal swabs in viral transport
medium using NucliSENS® easyMAG kit on EMAG device (bioMérieux, Marcy-I'Etoile,
France). Sequencing was performed with the lllumina COVIDSeq Test (lllumina, San Diego,
California), that uses 98-target multiplex amplifications along the full SARS-CoV-2 genome.
The libraries were sequenced with NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (75 Cycles) on a
NextSeq 500 device (lllumina). The sequences were demultiplexed and assembled as full-
length genomes by means of the DRAGEN COVIDSeq Test Pipeline on a local DRAGEN
server (lllumina). Lineages and clades were interpreted using Pangolin and NextClade, before

being submitted to the GISAID database (https://www.gisaid.org).

Serology S-flow assay

Anti-S 1gG and IgA were measured by S-Flow assay based on the recognition of SARS-CoV-
2 S protein expressed on the surface of human embryonic kidney (HEK) 293T cells. Briefly,
293T cells (ATCC® CRL-3216™) were transfected with the indicated S-protein expression
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plasmids or a control plasmid using Lipofectamine 2000 (Life Technologies). One day after,
transfected cells were detached using PBS-EDTA and transferred into U-bottom 96-well plates
(50,000 cells per well). Cells were incubated at 4 °C for 30 min with sera (1:300 dilution) or
nasal swabs (1:50 dilution) in PBS containing 0.5% BSA and 2 mM EDTA, washed with PBS
and stained using anti-lgG AF647 (1:600 dilution; Thermo Fisher). Cells were washed with
PBS and fixed for 10 min using 4% paraformaldehyde. Data were acquired on an Attune Nxt
instrument (Life Technologies). Stainings were also performed on control (293T-empty) cells.
The specific binding was calculated as follow: 100 x (% binding 293T Spike - % binding 293T
227 Empty)/ (100 - % binding 293T Empty). The positivity of a sample was defined as a specific
binding above 40% for IgG and 20% for IgA. The calculation of Binding units (BU) enabled to
standardize the results by establishing a dose-response curve with a reference anti-Spike

human monoclonal antibody.

AIM and ICS assays

Antigen specific and cytokine-expressing cells were characterized by activation-induced
marker (AIM) and intra-cellular staining (ICS) assays. PBMCs were thawed, washed and put
in culture at a concentration of 10 million cells/mL in RPMI 1640 medium (Gibco Life
Technologies, Cat# 11,875-093) supplemented with 0.5% penicillin/streptomycin (Gibco, Cat#
15070063) and 10% human serum (Sigma, Cat# H5522-100mL). After a rest of 1 h at 37 °C,
a CD40 blocking antibody (Miltenyi-MACS, Cat# 130-094-133) was added to the culture to
prevent the interaction of CD40L with CD40 and its subsequent downregulation. After 15 min
incubation at 37°C, cells were stimulated with 0.5 yg/mL PHA or 0.44 ug/ml of overlapping
peptide pools spanning S1 and S2 of WT, a and B SARS-CoV-2 strains (PepMix™, JPT
Peptide Technologies, Cat# PM-WCPV-S, PM-SARS2-SMUTO01-1, PM-SARS2-SMUTO02-1,
respectively) for 9 hours at 37°C allowing for upregulation of CD69/CD40L/OX40 on antigen-
specific cells (AIM+). Cells were further incubated for 12 additional hours at 37°C in the
presence of Brefeldin A (BFA, Sigma, Cat# 7651). An unstimulated condition served as a
negative control.

After resting or stimulation, cells were collected, resuspended in PBS and stained with the
Aqua Live/Dead staining kit (ThermoFisher Scientific, Cat#L34957) for 20min at 4°C. Cells
were then stained with antibodies against extracellular molecules in PBS + 4% human serum
for 20min at 4°C. After a 15min fixation with PBS + 4% paraformaldehyde (Sigma, Cat#
252549), a permeabilization step was performed with the PermWash buffer for 30min (BD,
Cat# 554723) following the manufacturer’s instructions. Cells were then stained with antibodies
targeting intracellular cytokinesfor an additional 45min at room temperature in the PermWash

Buffer. Cells were then washed and resuspended in PBS for subsequent analysis. After
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acquisition (Navios, Beckman-Coulter), analysis was performed using FlowJo software version
10.7.1 (Tree Star, Ashland, OR).

Antibodies used: CD4-APC-H7 (Clone: RPA-T4, Cat#560168, Dilution 1/100), CD3-A700
(Clone: UCHT1, Cat#557943, Dilution 1/200), CD69-BV786 (Clone: FN50, Cat#563834,
Dilution 1/50), OX40-BV605 (Clone: ACT35, Cat#743284, Dilution 1/50), IFNy-PE-Cy7 (Clone:
B27, Cat#557643, Dilution 1/100), TNFa-APC (Clone: MAb11l, Cat#562084, Dilution 1/100),
GranzymeB-PE (Clone: GB11, Cat#561142, Dilution 1/33) and IL-2-PerCP-Cy5.5 (Clone:
MQ1-17H2, Cat#560708, Dilution 1/33) and CD40L-BVv421 (Clone: TRAP1, Cat#563886,
Dilution 1/25) purchased from BD Bioscience, and CD8-FITC (Clone: BW135/80, Cat#130-
113-719, Dilution
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V. Discussion

Cette étude a mis en lumiére deux mécanismes possibles pouvant favoriser la survenue
d’infections post-vaccinales : une faible réponse immunitaire globale a la vaccination (P1) et
I'échappement d’'un variant aux anticorps neutralisants malgré une réponse de forte intensité
(P2). Malheureusement, aucun échantillon de sérum prélevé entre la seconde dose et la
survenue de l'infection n’était disponible pour aucune des deux patientes étudiées. Ainsi, la
réponse immunitaire évaluée a 3-4 jours du début des symptbmes pourrait avoir déja été
stimulée par la réplication virale et donc étre un reflet imparfait de 'immunité post-vaccinale.
Cependant, le biais potentiellement induit par ce délai est probablement mineur, car une étude
rapporte que 'augmentation des concentrations en anticorps débute dans ce contexte entre 4
et 6 jours aprés le début des symptdmes suite a I'activation des lymphocytes B mémoires
(541). De plus, les déficits d'immunité observés par I'analyse de ces prélévements étaient
nécessairement également présents voire plus importants avant I'infection, ce qui ne remet

donc pas en cause nos conclusions.

La premiére patiente (P1) présentait une faible réponse humorale et cellulaire & la vaccination.
Celle-ci a probablement contribué a la durée prolongée des symptdbmes consécutifs a
l'infection, du fait d’'un contréle moins efficace de la réplication virale. Ce défaut de réponse
vaccinale n’a pas de cause apparente chez cette patiente, hormis son obésité qui a été décrite

comme associée a des titres d’anticorps plus faibles dans plusieurs travaux (542-544).

La seconde patiente avait quant a elle un déficit de neutralisation portant essentiellement sur
le variant beta, tandis que les autres variants étaient mieux couverts. Etant donné que le
pouvoir neutralisant est le parameétre biologique le mieux corrélé a la protection vaccinale, ce
défaut de neutralisation a vraisemblablement favorisé I'infection symptomatique par une
souche du variant beta chez cette jeune patiente, malgré son immunité cellulaire par ailleurs
robuste (431). Le variant beta présente des mutations d’échappement au systeme immunitaire
dans la région RBD, en particulier les mutations E484K et K417N, probablement responsables
du défaut de neutralisation observé. A I'instar du cas de cette patiente, la littérature décrit une
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surreprésentation des variants préoccupants dans les infections post-vaccinales (545), et en
particulier du variant beta avant 'émergence des variants delta et omicron. Ainsi, une étude
menée en Israél a mis en évidence un excés d’implication du variant beta dans les infections
survenant apres la seconde dose vaccinale en comparaison des sujets non vaccinés (5,4 vs.
0,7 %), suggérant une efficacité vaccinale réduite envers ce variant (546). De méme, une
étude épidémiologique au Qatar a estimé I'efficacité vaccinale a 89,5 % contre I'infection par
le variant alpha et a 75,0 % contre l'infection par le variant beta, avec néanmoins une forte

protection de plus de 97 % contre les formes séveres (547).

Enfin, il peut étre souligné que la survenue d’infections non sévéres par le SARS-CoV-2 chez
des patients vaccinés est un événement attendu, et ne remet en aucun cas en cause l'utilité
de la vaccination. L’administration d’un vaccin par voie parentérale n’induit généralement pas
ou que trés peu de lymphocytes mémoires résidents des tissus (548,549). De méme, la
vaccination contre le SARS-CoV-2 ne génére pas dimmunité mugueuse comparable a
limmunité post-infectieuse, avec des IgA sécrétoires neutralisant le virus dés son entrée dans
le tractus respiratoire (550). Des anticorps peuvent tout de méme étre détectés a la surface
des muqueuses ou dans la salive aprés vaccination mais a faible niveau, provenant
essentiellement de la transsudation des anticorps depuis le compartiment sanguin (541,550).
Ce constat explique que les infections par le SARS-CoV-2 restent possibles aprés vaccination
méme en l'absence d’immunosuppression. Toutefois, celles-ci restent généralement peu
séveéres comme dans le cas des deux patientes qui ont fait 'objet de cette étude. Cette
protection repose sur les anticorps circulants, sur I'immunité lymphocytaire T et enfin sur

I'activation des lymphocytes B et T mémoires qui participent au contrdle de l'infection.

En conclusion, le risque d’infections post-vaccinales dépend essentiellement du titre en
anticorps neutralisants a un instant donné, du niveau d’exposition au virus et des variants en
circulation (540,551). L’arrivée du variant omicron a entrainé un énorme bond du nombre de
cas d’infection post-vaccinale atteignant un pic au mois de janvier 2022, du fait de sa forte

contagiosité et de ses mutations d’échappement au systéme immunitaire. Ces infections sont
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aussi possibles aprés la troisi€me dose vaccinale, malgré une réduction du risque d’infections
et de leur sévérité par cette derniére (552,553). Les infections sont alors le plus souvent
bénignes chez les sujets immunocompétents du fait d’'une part de la protection vaccinale
accrue suite a la troisieme dose, et d’autre part de la sévérité moins importante des infections

impliquant le variant omicron.
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Conclusion et perspectives

L’'immunité adaptative développée aprés une premiére infection par le SARS-CoV-2 ou suite
a la vaccination est le facteur clé dans la protection contre la survenue de nouveaux épisodes
de COVID-19 et surtout contre leurs formes sévéeres. Au cours de ce travail, nous avons étudié
le développement, la persistance et les facteurs déterminants de cette réponse immunitaire

dans plusieurs contextes cliniques.

Dans une premiere partie, nous avons caractérisé la réponse immunitaire développée
secondairement a l'infection par le SARS-CoV-2 chez les adultes immunocompétents. Aprés
avoir montré qu’une réponse adaptative cellulaire pouvait étre développée isolément apres
exposition au virus sans anticorps détectables associés, nous avons suivi la réponse humorale
induite par la primo-infection sur une période de plus d’un an chez prés de 400 soignants
volontaires. Nous avons pu recruter ces participants majoritairement atteints de forme légere
de COVID-19 trés tot aprés le début de la pandémie du fait de la précocité et de l'intensité de
la premiere vague observée dans notre région du Grand Est. Grace a une mobilisation intense
et multidisciplinaire au sein des Hopitaux Universitaires de Strasbourg et a une collaboration
étroite rapidement mise en place avec I'Institut Pasteur, cette étude a été I'une des premiéres
a décrire une persistance des anticorps protecteurs dirigés contre le RBD jusqu’a plus d’'un an
apres l'infection, avec une différence de cinétiqgue observée en fonction du sexe. Une forte
réduction de 96,7 % du risque de nouvelle infection a été objectivée au cours de la période
étudiée, toutefois antérieure a 'émergence des variants delta et omicron, ces derniers étant
plus contagieux et associés a un risque de réinfection plus important. La stabilisation de la
décroissance des anticorps que nous avons constatée en fin de suivi suggére qu'’ils resteraient
détectables plusieurs années aprés linfection, méme en l'absence de réinfection ou de
vaccination. Des études de suivi sérologique menées sur le plus long terme permettraient en
théorie de vérifier cette hypothese, mais seraient compliquées a conduire en pratique. En effet,

la vaccination actuellement recommandée pour tous les adultes méme en cas d’antécédent
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de COVID-19 et la circulation intense du variant omicron rendent difficilement réalisable
d’évaluer cette immunité humorale plusieurs années aprés une primo-infection sans nouvelle
stimulation antigénique. Par ailleurs, il serait intéressant de mener des études similaires chez
des cohortes différentes de patients, en particulier chez des personnes précédemment
atteintes de forme sévére ou au contraire asymptomatiques, ou encore chez les enfants ou
les personnes d’age trés avanceé, afin d’évaluer si la persistance des anticorps est comparable
au sein de ces populations. Enfin, 'analyse des titres en anticorps neutralisants un an apres
linfection a souligné le bénéfice de la vaccination chez les personnes précédemment
infectées, avec un gain notable observé en particulier contre les variants portant des mutations

d’échappement au systéme immunitaire.

Dans un second volet, nous avons exploré la réponse adaptative développée apreés
vaccination contre le SARS-CoV-2 chez des patients immunodéprimés, traités par rituximab
OuU sous traitement immunosuppresseur suite a une transplantation pulmonaire. Malgré
I'administration de trois doses de vaccin a base d’ARNm, un défaut de réponse humorale a
été mis en évidence chez les patients avec une déplétion profonde en lymphocytes B circulants
consécutive a 'administration de rituximab moins de 6 mois avant la vaccination. Les patients
vaccinés plus a distance de leur traitement ont quant a eux tous séroconverti, et ce déja aprés
la seconde dose. Ces résultats incitent a retarder si possible la vaccination aprés
'administration de rituximab pour permettre la reconstitution des lymphocytes B, ou a adopter
a défaut une autre stratégie prophylactique a base d’anticorps monoclonaux. Néanmoins, tous
les patients ont développé une immunité cellulaire aprés vaccination, dont l'intensité était
totalement dissociée de la concentration en anticorps, contrairement & la corrélation que nous
avons observée chez les sujets immunocompétents entre ces deux pans de l'immunité
adaptative. |l serait a présent intéressant d’évaluer en vie réelle le niveau de protection conféré
par la vaccination chez les patients sous rituximab ayant développé une réponse cellulaire
isolée ou combinée a une réponse humorale, en vue d'une éventuelle adaptation des

recommandations relatives a la place de la vaccination chez ces patients.
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La réponse vaccinale était plus faible chez les patients transplantés pulmonaires, avec
seulement 37% de séroconversions constatées apres I'administration de trois doses de vaccin
a base d’ARNm. Les titres d’anticorps atteints étaient relativement faibles pour la majorité des
répondeurs sans antécédent de COVID-19, aucun n’ayant de pouvoir neutralisant contre le
variant omicron. Plusieurs facteurs prédictifs de réponse vaccinale ont été identifiés,
comprenant le type de vaccin, le traitement par mycophénolate et enfin la charge virale de
TTV, ce dernier paramétre ayant la plus forte valeur prédictive. Une charge virale supérieure
a 6,2 logio cp/mL était en effet associée a un défaut de réponse humorale avec une forte valeur
prédictive négative, que la mesure soit réalisée avant toute vaccination ou avant
I'administration de la troisiéme dose chez les patients séronégatifs aprés la seconde dose.
L’utilisation de ce marqueur pourrait donc guider les cliniciens dans leur choix de la stratégie
prophylactique a mettre en ceuvre contre la COVID-19 chez ces patients fragiles, en anticipant
ou non linstauration d’une protection efficace via 'administration d’anticorps monoclonaux.
Néanmoins, il reste a déterminer quelle proportion de patients transplantés pulmonaires
séroconvertissent suite a la dose de rappel actuellement recommandée et dans quelle mesure
la charge virale de TTV conserve son intérét dans ce contexte. En tout état de cause, la mise
en évidence de l'intérét de la charge virale de TTV dans la prédiction de la réponse vaccinale
participe a I'originalité de notre travail, confirme le potentiel de ce biomarqueur comme reflet
de I'état immunitaire global et ouvre la voie & un large champ d’études. A présent, la suite
logique serait d’évaluer ce marqueur chez d’autres populations de transplantés d’organe
solide, chez des greffés de cellules souches hématopoiétiques ou encore chez d’autres types
de patients immunodéprimés, tels que les patients dialysés, vivant avec le VIH, traités par
immunosuppresseurs pour un cancer ou encore pour une maladie auto-immune. Une autre
guestion posée pourrait étre dans quelle mesure la charge virale de TTV serait prédictive de
l'intensité de la réponse humorale a la vaccination chez les sujets immunocompétents. Enfin,
I'intérét de ce marqueur pourrait étre évalué dans la prédiction de la réponse a des vaccins

contre d’autres pathogénes.

234



La derniére partie de ce travail a consisté a explorer la réponse immunitaire humorale et
cellulaire contre plusieurs variants du SARS-CoV-2 chez deux patientes immunocompétentes
infectées moins de deux mois apres leur primo-vaccination compléte par vaccin a ARNm. Nous
avons mis en évidence deux mécanismes possibles permettant ces infections précoces, la
premiére patiente présentant une faible réponse immunitaire globale et la seconde une forte
réponse mais avec un défaut de neutralisation du variant beta responsable de son infection.
Cette étude a été conduite au printemps 2021, lorsque les infections post-vaccinales étaient
encore relativement rares avant I'émergence des variants delta et omicron. Ces infections sont
aujourd’hui bien plus courantes mais restent généralement peu sévéeres, grace a l'effet
protecteur des anticorps neutralisants et de 'immunité mémoire B et T développée suite a la

vaccination.

En conclusion, la répétition de la stimulation antigénique via I'administration d’'une dose de
rappel vaccinal, la survenue d’une infection post-vaccinale ou encore la vaccination des
individus précédemment vaccinés induit d’'une part une réponse humorale neutralisante de
spectre large avec une affinité accrue contre les variants du SARS-CoV-2, et renforce d’autre
part la réponse cellulaire qui participe a la protection contre les formes séveres de COVID-19.
Malgré une hétérogénéité interindividuelle de la réponse immunitaire a l'infection et a la
vaccination en fonction de différents facteurs tels que 'age, le sexe, la sévérité de la maladie
ou encore I'immunocompétence, la couverture vaccinale large de la population francaise
associée a la récente circulation virale intense du variant omicron tendent a accroitre le niveau
global d’'immunité de la population. Celle-ci nous fait entrevoir la fin de la pandémie avec un
virus qui entrainerait majoritairement des infections peu sévéres et deviendrait endémique a
'image des autres coronavirus saisonniers. Néanmoins, la situation reste a surveiller de prés
notamment du fait du défaut de vaccination observé dans d’autres pays et de I'émergence

possible de nouveaux variants.
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Rapid and accurate diagnosis is crucial for successful outbreak containment. During the current coronavirus
disease 2019 (COVID-19) public health emergency, the gold standard for severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) infection diagnosis is the detection of viral RNA. Additional diagnostic methods
oenabling the detection of current or past SARS-CoV-2 infection would be highly beneficial. We assessed
2 immunochromatographic lateral flow assays (LFA-1, LFA-2) and 2 enzyme-linked immunosorbent
assay kits (IgA/IgG ELISA-1, IgM/IgG ELISA-2) using 325 samples: serum samples from polymerase chain reac-

gf,y\,,wgrfsg tion-confirmed COVID-19 hospitalized patients (n = 55) and healthcare workers (n = 143) and 127 samples
SARS-CoV-2 from negative controls. Diagnostic performances were assessed according to days after symptom onset (dso)
Serological diagnosis and the antigenic format used by manufacturers. Clinical sensitivities varied greatly among the assays, showing
Humoral response poor mutual agreement. After 15 dso, ELISA-1 (Euroimmun) and LFA-1 (Biosynex) combining IgM and IgG detec-
tion showed the best performances. A thorough selection of serological assays for the detection of ongoing or past

infections is advisable.
© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.
1. Introduction implementation of this approach has been hampered by its time-

A novel coronavirus named severe acute respiratory syndrome coro-
navirus 2 (SARS-CoV-2) causing coronavirus disease 2019 (COVID-19)
has emerged as a major healthcare threat (World Health Organization
(WHO), n.d.. Laboratory testing for 2019 novel coronavirus (2019-
nCoV) in suspected human cases). At the beginning of the pandemic,
the main healthcare objective was to stop the spread of the virus. A
key aspect to achieve this goal was to ensure early and accurate infec-
tion diagnosis and appropriate quarantine for infected people. The
gold standard for identifying SARS-CoV-2 infection relies on the
detection of viral RNA by reverse transcription polymerase chain reac-
tion (RT-PCR)-based techniques. However, the large-scale routine

* Corresponding author. Tel.: +33-3-69-55-14-38; fax: +33-3-69-55-16-98.
E-mail address: samira.fafi-kremer@unistra.fr (S. Fafi-Kremer).
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consuming nature (most often 4-6 h) and shortages of materials. More-
over, the presence of sufficient amounts of the viral genome at the site
of sample collection is a prerequisite to allow genome detection. Miss-
ing the time window of active viral replication or low-quality sampling
can lead to false-negative results, which would allow infected patients
to spread the virus to their relatives and working environment. In
such conditions, additional diagnostic methods would be highly benefi-
cial to ensure timely diagnosis of all infected and recovered patients.
Combining RT-PCR with the screening of the onset and strength of the
humoral response against SARS-CoV-2 could enhance diagnostic
sensitivity and accuracy. There are now several studies describing the
kinetics of anti-SARS-CoV-2 IgM and IgG detection using laboratory en-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) tests, most reporting that
IgM is detectable as early as 5-14 days after the first clinical symptoms
(Guo etal., 2020; Liu et al,, 2020; Xu etal., 2020; Yong et al.,2020; Zhang
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1 | INTRODUCTION

Abstract

The clinical and social impacts of the COVID-19 epidemic on lung transplant (LTx) re-
cipients remain poorly known. We aimed to evaluate its social, clinical, and behavioral
consequences on the LTx patients followed in Strasbourg university hospital. A ques-
tionnaire was used to collect details concerning patients’ lifestyles, their protection
methods used to avoid COVID-19 contamination, and clinical infection-related infor-
mation for March 2020. A specific score was created to quantify patients’ contacts
and the associated risk of infectious contagion. Data were collected from 322 patients
(91.2%). A majority reported a higher application than usual of social distancing and
barrier measures. 43.8% described infectious-related symptoms and 15.8% needed
an anti-infective treatment. There was no difference in symptom onset according
to age, native lung disease, diabetes, or obesity. Nineteen patients were tested for
COVID-19, and four were diagnosed positive, all with a favorable outcome. The infec-
tion risk contact score was higher for symptomatic patients (p: 0.007), those needing
extra-medical appointments (p < .001), and those receiving anti-infective treatments
(p = .02). LTx patients reported a careful lifestyle and did not seem at higher risk for
COVID-19. Our score showed encouraging preliminary results and could become a

useful tool for the usual infection-related follow-up of the LTx patients.

KEYWORDS
COVID-19, lifestyle factors, lung transplantation, protective measures

on populations treated with immunosuppressive (IS) drugs remain

WILEY

In late December 2019, a new virus from the coronavirus family
(severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 [SARS-CoV-2])
was identified as a worldwide epidemic (coronavirus disease 2019
[COVID-19]). Although the clinical impact of the disease on immu-

nocompetent patients has been well described, its consequences

© 2020 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd

poorly understood, especially concerning solid organ transplant
(SOT) recipients.? To date, very few cases of lung transplant (LTx)
patients affected by COVID-19 have been reported.®® After lung
transplantation, a long-term maintenance 1S treatment is prescribed.
This can lead to an increased risk of infections, especially viral in-

fections, which are sometimes more severe than in the general

Clinical Transplantation. 2020;00:e14119.
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ABSTRACT

Very few cases of lung transplant patients affected by coronavirus disease 2019 (COVID-19)
have been reported to date. A 31-year-old patient who underwent bilateral lung
transplantation for cystic fibrosis in 2012 was admitted for severe acute lower limb pain. He
had a confirmed exposure to COVID-19 and a 3-week history of upper respiratory tract
infection. Whole-body computed tomography (CT) angiography revealed an occlusion of
the 2 common femoral arteries. CT angiography detected an intracardiac thrombus in
the left ventricle. Chest CT angiography showed ground-glass opacities consistent with
COVID-19.

A bilateral femoral surgical embolectomy using Fogarty catheter was successfully per-
formed. Specific reverse transcription polymerase chain reaction for severe acute respi-
ratory syndrome coronavirus 2 performed on an extracted thrombus was negative, but IgM
antibodies specific for COVID-19 were detected. Cardiac magnetic resonance imaging
demonstrated a subendocardial and almost transmural late gadolinium enhancement in the
mid and distal inferolateral and inferior wall segments, consistent with a nonrecent
myocardial infarction and an apical centimetric thrombus adjacent to the lesion. Throm-
bophilia laboratory tests found the presence of a positive lupus anticoagulant.

Treatment with low-molecular-weight heparin and aspirin was prescribed. On day 13, the
patient was discharged from the hospital.

This case underlines the need to be vigilant with respect to the thrombotic complications of
COVID-19 and raises the issue of thrombosis prevention in COVID-19 patients.

N late December 2019, the epidemic of a coronavirus

disease 2019 (COVID-19) broke out in Wuhan, China,
and then spread rapidly around the world. Although the
clinical impact of the disease has been well described
for immunocompetent patients, its consequences on
populations treated with immunosuppressive (IS) drugs are
still poorly understood, especially concerning solid organ
transplant (SOT) recipients. Very few cases of lung
transplant patients affected by COVID-19 have been
reported to date [1].

© 2020 Elsevier Inc. All rights reserved.
230 Park Avenue, New York, NY 10169

Transplantation Proceedings, 52, 2715-2718 (2020)

This article describes the case of a young lung transplant
patient with COVID-19 pneumonia, which was followed by
acute limb ischemia. We hypothesize that this complication
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1. Letter to the editor

A 59-year-old woman with grade 2 obesity and a history of
iodinated contrast media allergy, but without any other known
comorbidity, was admitted to the Strasbourg University Hospital
for severe dyspnea with a four-day history of fatigue, myalgia and
a fever of up to 41 °C. When paramedics arrived at her home, the
patient was in respiratory distress, Oxygen saturation was at 85%
under 15 L/min of nasal oxygen, which required an immediate oro-
tracheal intubation on-site.

Upon admission to the intensive care unit, oxygen saturation
was 95% under FiO2Z 100%. Breath sounds were bilateral with
bronchial rales, Laboratory tests revealed a slight neutrophilia
(8.13 g/L), lymphopenia (0.73 g/L), a high biological inflammatory
syndrome (C-reactive protein [CRP]: 114 mg/L). Prothrombin and
activated partial thromboplastin times were normal, Liver function
tests revealed a mild cytolysis (twice normal). The chest radiog-
raphy showed bilateral diffuse ground-glass opacities that were
consistent with a COVID-19 infection (Fig. 1A). A nasopharyngeal
swab, using RT-PCR, tested positive for the severe acute respiratory
syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2).

Initial management consisted of treatment with
lopinavir/ritonavir, combined with probabilistic intravenous
amoxicillin-clavulanic acid and spiramycin for 5 days, with
curative low-molecular weight heparin.

On day 7, two days after stopping antiviral and antibiotic
treatments, the patient's respiratory condition deteriorated. A
ventilator-associated pneumonia was suspected, despite negative
results on all bacteriological respiratory samples and blood cul-
tures. A nasopharyngeal swab and tracheal aspiration still revealed
positive RT-PCR results for SARS-CoV-2. The patient then began
7-day probabilistic treatment with piperacillin-tazobactam and
linezolid. Her respiratory status improved gradually, which enabled
extubation on day 13.

Abbreviations: CRP, C-Reactive Protein; CT, Computed Tomography; SARS-CoV-
2, Severe Acute Respiratory Syndrome Corenavirus 2.

https://doi.org/10.1016/j.resmer.2020.100776
2590-0412/© 2020 SPLF and Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

On day 14, a nasopharyngeal swab and expectorations, using
RT-PCR, tested negative for SARS-CoV-2.

On day 15, the patient was transferred to the pneumology
department for further care and treatment. She had fully recov-
ered rapidly, including the withdrawal of oxygen therapy, despite
the persistence of bibasilar rales, without any other respiratory
symptoms or fever. CRP decreased to 9.3 mg/L. Over the following
days, chest radiography follow-up demonstrated a partial regres-
sion of the ground-glass opacities that were initially observed.
Furthermore, diabetes mellitus was diagnosed during hospitaliza-
tion (fasting glycemia 1.43 g/L [normal range, 0.74-1.06], glycated
hemoglobin 6.7%).

Between days 8 and 25 of hospitalization, three specific
serologies for SARS-CoV-2 were performed, all of which strongly
demonstrated positive [gM and IgG levels (BIOSYNEX COVID-19 BSS
rapid test, Strasbourg, France). The symptoms’ onset had occurred
more than 10 days before the first serology, which can explain these
results.

After day 24, the patient was discharged from hospital. But the
day after, she experienced intermittent fever (peak temperature
of 39.5°C) and complained of a dry cough and abundant puru-
lent sputum production (“vomica”) with halitosis. Her CRP rose to
219 mg/L. Chest radiography revealed the presence of diffuse bilat-
eral ground-glass opacities and a rounded opacity surmounting the
right diaphragm. A chest computed tomography (CT) scan revealed
one pulmonary abscess (43 mm inner diameter) in the right lower
lobe. This was associated with subpleural ground-glass opacities
with basal and peripheral predominance and linear alveolar con-
densations, consistent with partially resolved moderate-to-severe
COVID-19 pneumania (involving approximately 50% of pulmonary
parenchyma) (Fig. 1B). One RT-PCR test for SARS-CoV-2 on a
nasopharyngeal swab returned weakly positive, but the next con-
trol samples remained negative,

All bacteriological cultures (expectorations, hemocultures),
aspergillus serology, and antigenemia that were performed were
negative. Maxillary sinuses and dental radiographies performed to
investigate an extra-thoracic infectious cause were normal. A spe-
cificclinical evaluation found a mild dysphagia, which was probably
secondary to the intubation.

Finally, the patient fully recovered after a 14 days-intravenous
treatment with piperacillin-tazobactam and levofloxacin, followed
with at home-treatment with amoxicillin-clavulanic acid and lev-
ofloxacin for seven more days (Fig. 2).

Clinical follow-up at one-month post-discharge revealed no
symptoms and chest radiography was normalized.

Several studies and clinical observations have put forth the
potential association between COVID-19 and high thrombotic
risk [1]. The main thrombotic manifestations described until
now include pulmonary embolism, acute coronary syndrome, and
stroke. In our case, we did not perform a V/Q lung scintigraphy,
believing that it would be hard to differentiate a pulmonary abscess
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exposure history to COVID-19, and adherence to strict hygiene standards during the first pandemic wave
in 1497 workers undergoing a SARS-CoV-2 serological test at our hospital, with a follow up of serology
result three months later.

Patients and Methods: A total of 1497 patients were enrolled from April 6 to May 7, 2020. Antibody
response to SARS-CoV-2 was measured, and COVID-19 exposure routes were analyzed according to SARS-
CoV-2 serological status.

Results: A total of 515 patients (34.4%) were seropositive, mainly medical students (13.2%) and assistant
nurses (12.0%). A history of COVID-19 exposure in a professional and/or private setting was mentioned
by 83.1% of seropositive subjects (P<0.05; odds ratio [OR]: 2.5; 95% confidence interval [CI]: 1.8-3.4).
COVID-19 exposure factors associated with seropositive status were non-professional exposure (OR: 1.9,
95% CI: 1.3-2.7), especially outside the immediate family circle (OR: 2.2, 95% CI: 1.2-3.9) and contact
with a COVID-19 patient (OR: 1.6; 95% CI: 1.1-2.2). Among professionally exposed workers, systematic
adherence to strict hygiene standards was well observed, except for the use of a surgical mask (P<0.05,
OR: 1.9, 95% CI: 1.3-2.8). Of those who reported occasionally or never wearing a surgical mask, nurses
(25.7%), assistant nurses (16.2%), and medical students (11.7%) were predominant.

Conclusion: Infection of staff members during the first pandemic wave in our hospital occurred after both
professional and private COVID-19 exposure, underlining the importance of continuous training in strict
hygiene standards.

1. Introduction in China's Hubei Province. This highly contagious virus, mainly
transmitted via droplets, is the causative agent of the Coron-

In early December 2019, the severe acute respiratory syn- avirus Disease 2019 (COVID-19) [ 1]. Given the current COVID-19
drome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) emerged in the city of Wuhan, pandemic, infection of medical and nursing staff is a common
occurrence. Shortly after the first wave of the pandemic, the occu-

pational risk of contamination among healthcare workers (HCWSs)

_ was well identified [2-4], with contamination rates ranging from
* Corresponding author at: Virology Laboratory and INSERM UMR.S 1109, Stras- 3.5% to 29% amongst hospitals in Wuhan [5].
bourg University Hospital, 3, rue Koeberlé, 67000 Strasbourg, France.
E-mail address: aurelie.velay@chru-strasbourg.fr (A. Velay).
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To the Editor

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is a life-threatening dis-
ease, especially for older individuals and people with multiple risk
factors. Geriatric environments are therefore at high risk of COVID-
19 outbreaks with increased mortality [ 1]. We describe an outbreak
of nosocomial COVID-19 in a long-term care facility (LTCF) in
Eastern France, starting 1 month after a double-dose vaccination
campaign with the BNT162b2 mRNA vaccine.

The 93 residents of the LTCF included 66 females and 27
males with a median age of 88 years (range 63—99 years), none
of them immunocompromised. Seventy residents (75.3%) and 38
HCWs (52.1%) were fully vaccinated with two doses of the
BNT162b2 mRNA vaccine on 25th January and 15th February
2021. Among the other 23 residents (24.7%) not vaccinated at the
beginning of the outbreak, 11 were not vaccinated due to the
residents’ decision, two received one dose of vaccine, and ten
received two doses on 9th April and 30th April each during the
outbreak.

Between 15th March and 6th May 2021, 40 subjects tested
positive for severe acute respiratory syndrome coronavirus 2

* Corresponding author. Martin Martinot, Hopitaux Civils de Colmar, 39 Avenue
de la Liberté, 68024 Colmar. France.
E-mail address: martin.martinot@ch-colmar.fr (M. Martinot).

https://doi.org/10.1016/j.cmi.2021.06.038

(SARS-CoV-2) infection using either rapid antigen detection
(n = 18) (Biosynex COVID-19 BSS IgG/IgM) and/or real-time reverse
transcriptase PCR (RT-PCR) tests (Biosynex) (n = 22) on nasopha-
ryngeal swabs. These COVID-19 cases included 24/93 residents
(25.8%) and 16/73 healthcare workers (HCWSs) (21.9%) (Fig. 1).
Positive residents were older and more frequently male than their
uninfected counterparts: age 91 years (range 72—99 years) and
87 years (range 63—97 years), and of these 10/24 (41.7%) and 17/69
(24.66%) were male, respectively. COVID-19 cases were more
frequent among residents who were not fully vaccinated (12/23,
52.2%) than among fully vaccinated residents (12/70, 17.1%). Resi-
dents who were vaccinated versus those not fully vaccinated were
asymptomatic (four versus two) or displayed mild (four versus
three), moderate (four versus four) or severe (none versus three)
symptoms. One unvaccinated 83-year-old' woman died 1 month
after being hospitalized, and a 98-year-old fully vaccinated female
resident died of sudden death.

Variant screening by RT-PCR (Seegene Inc., Seoul, Korea) and
Sanger sequencing of the spike protein gene identified the SARS-
CoV-2 « variant in all positive samples. Quantitative measure-
ment of anti-spike (S) [gG (Abbott SARS-CoV-2 IgG Il Quant assay)
was carried out for 79 residents on 6th April, including 62 fully
vaccinated residents who all except one displayed positive
serology. Three vaccinated residents were infected after that date
despite previous high anti-S IgG titres (1452, 4842 and 2861 AU/mL,
respectively) (Fig. 1).

To assess the effectiveness of the BNT162b2 mRNA vaccine, we
conducted a time-to-event analysis using a multivariate propor-
tional hazard Cox model with vaccination status, age, and gender as
covariates, The hazard of developing a SARS-CoV-2 infection was,
for fully vaccinated residents, 0.32 times that of subjects who were
not fully vaccinated (95%Cl 0.14—0.73, p 0.006). Male residents
were at significantly higher risk of developing COVID-19 (HR 2.79,
95%Cl 1.18—6.59, p 0.02), as were older subjects with an HR of 1.62
for a 5-year increase in age (95%Cl 1.16—2.27, p 0.005). The adjusted
hazard ratio (HR) for fully versus not fully vaccinated residents was

1198-743X/© 2021 European Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.
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We measured anti-spike (S), nucleoprotein (N), and neutral-
izing antibodies in sera from 308 healthcare workers with a
positive reverse-transcription quantitative polymerase chain
reaction result for severe acute respiratory syndrome corona-
virus 2 and with mild disease, collected at 2 timepoints up to
6 months after symptom onset. At month 1, anti-S and -N an-
tibody levels were higher in male participants aged >50 years
and participants with a body mass index (BMI) >25 kg/m”.
At months 3-6, anti-S and anti-N antibodies were detected in
99% and 59% of individuals, respectively. Anti-S antibodies and
neutralizing antibodies declined faster in men than in women,
independent of age and BMI, suggesting an association of sex
with evolution of the humoral response.

Keywords.  SARS-CoV-2; antibodies; sex-related differ-
ences; COVID-19.
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The duration of humoral immune responses to severe acute

respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) is debated.
Patients with severe coronavirus disease 2019 (COVID-19)
produce more antibodies than asymptomatic or mildly sympto-
matic individuals [1-3]. Some studies showed a rapid decrease
in convalescents regardless of disease severity, and others re-
ported stable antibody titers within the first 3 months [1-7].
Anti-spike (S) antibody amounts correlate with neutralization
capacity, since S is the main, if not unique, target for neutralizing
antibodies. Neutralizing antibody titers also vary depending on
the time post-onset of symptoms (POS) and disease severity
[1-3, 8]. Little is known about the influence of sex, age, or body
mass index (BMI) on the longevity of anti-SARS-CoV-2 anti-
bodies, particularly in mildly symptomatic individuals, who
represent the majority of COVID-19 cases.

MATERIALS AND METHODS

Study Design and Participants

We assessed the persistence of anti-SARS-CoV-2 antibodies in
sera from mild COVID-19 healthcare workers in Strasbourg
University Hospital. Three hundred eight donors with
reverse-transcription quantitative polymerase chain reaction
(RT-qPCR)-confirmed SARS-CoV-2 infection were enrolled
in the study, with samples longitudinally collected at month
1 (M1) (median, 31 days [range, 11-58 days]) and months
3 to 6 (M3-6) (median, 107 days [range, 78-172 days]) POS
(Supplementary Table 1).

SARS-CoV-2 RT-PCR testing on nasopharyngeal swabs was
performed at least 10 days before inclusion. Participants com-
pleted a questionnaire covering sociodemographic character-
istics, virological findings, and clinical data including myalgia,
difficulty of breathing, fever, asthenia, rhinitis/pharyngitis,
cough, headache, anosmia/dysgeusia, and diarrhea.

Ethics Committee Approval

Results are part of an ongoing prospective, interventional,
monocentric, longitudinal, cohort study enrolling staff from the
Strasbourg University Hospitals (ClinicalTrials.gov identifier
NCT04441684). The protocol was approved by the institutional
review board of Strasbourg University Hospitals.

Serological Assays

Commercial Assays. The Biosynex (COVID-19 BSS immu-
noglobulin G [IgG]/immunoglobulin M [IgM]) lateral
flow assay (LFA) detects IgM and IgG against the receptor-
binding domain with 99% specificity and 96% sensitivity after
22 days POS [9]. The EDI Novel Coronavirus COVID-19

BRIEF REPORT « JID 2021:224 (15 September) « 983
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ABSTRACT

Introduction: COVID-19 long-haulers, also
decribed as having “long-COVID"” or post-acute
COVID-19 syndrome, represent 10% of COVID-
19 patients and remain understudied.
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Methods: In this prospective study, we recrui-
ted 30 consecutive patients seeking medical
help for persistent symptoms (> 30 days)
attributed to COVID-19. All reported a viral ill-
ness compatible with COVID-19. The patients
underwent a multi-modal evaluation, including
clinical, psychologic, virologic and specific
immunologic assays and were followed longi-
tudinally. A group of 17 convalescent COVID-
19 individuals without persistent symptoms
were included as a comparison group.

Results: The median age was 40 [interquartile
range: 35-54] years and 18 (60%) were female.
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Strong antibody response after a first dose of a SARS-CoV-2
mRNA-based vaccine in kidney transplant recipients with a

previous history of COVID-19

To the Editor:

A recent study demonstrated that a single dose of a severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) mRNA-based
vaccine is sufficient to mount a robust immunological response in
immunocompetent subjects with a previous history of coronavirus
disease 2019 (COVID-19).2 While research has suggested that
immunocompromised kidney transplant recipients (KTRs) who re-
ceived mRNA-based vaccines show low immunization rates,®” the
question as to whether this also applies to KTRs with a past history
of COVID-19 remains unanswered. The aim of this study was to de-
scribe the results of immunization after one dose of the mRNA-1273
SARS-CoV-2 vaccine in KTRs who were already seropositive at base-
line because of previous exposure to SARS-CoV-2.

All KTRs (n = 41) tested positive for anti-SARS-CoV-2 antibodies
on the day of vaccination. Of them, 11 were diagnosed by chance
based on the results of serology testing. For the remaining 30 pa-
tients, the median interval between infection and vaccination was
306 days (interquartile range [IQR]: 171-316 days). The serological
response was assessed after a median of 28 days (IQR: 28-31 days)
from vaccination using the ARCHITECT IgG Il Quant test (Abbott).
Titers >50 arbitrary units (AUs)/mL were considered positive (de-
tection range: 6.8-80000 AUs/mL). This assay has been reported
to correlate with in vitro neutralization of SARS-CoV-2.' The study
protocol was approved by the local Ethics Committee (approval DC-
2013-1990), and written informed consent was obtained.

KTRs were mainly men (74%) with a median age of 59 years (IQR:
51-66 years). Maintenance immunosuppression was based on the use
of calcineurin inhibitors (95%), antimetabolites (86%), and steroids
(57%). According to the WHO classification, 22 patients were asymp-
tomatic or had mild disease and were managed at home. Nineteen
patients were hospitalized (13 with moderate COVID-19 and six with
critical/severe disease). Immunosuppression was reduced in 20 pa-
tients during the course of COVID-19. However, it was subsequently
reintroduced and all of the participants were regularly receiving their
immunosuppressive therapy at the time of vaccination.

The median baseline antibody titer was 842 AUs/mL (IQR:
249-2234 AUs/mL), with a significant postvaccination increase
being evident (median antibody titer: 22801 AUs/mL; IQR:
10768-78339 AUs/mL, p < 0.0001; Figure 1A). After vaccination,

KTRs who required hospitalization (n = 19) had a higher antibody
titer compared with those who were managed at home (n = 22; me-
dian antibody titer: 49531 AUs/mL vs. 14334 AUs/mL, respectively,
p = 0.04, Figure 1B). However, no significant differences in prevac-
cination antibody titers were observed between the two groups
(median antibody titer: 842 vs. 958 AUs/mL, respectively, p = 0.7).
For comparison purposes, we also analyzed the antibody response
of 22 health-care workers with a history of COVID-19 who received
either the BNT162b2 (n = 19) or the mRNA-1273 vaccine (n = 3).
This group mainly consisted of women (75%) with a median age of
47 years (IQR: 35-57 years). The antibody titer of health-care work-
ers after amedian of 19 days (IQR: 21-28 days) from vaccination did
not differ significantly (median antibody titer: 27191 AUs/mL; IQR:
9370-42729 AUs/mL, p = 0.34, Figure 1C) from that observed in
KTRs.

Despite their immunosuppression burden, KTRs with previous
exposure to SARS-CoV-2 showed a marked increase in antibody ti-
ters even after a single-dose vaccine. Notably, the postvaccination
antibody titers observed in these immunosuppressed patients were
similar to those of immunocompetent subjects. A preexisting B cell
memory in recovered individuals is likely to play a key role in this
phenomenonz—which suggests that the immune response of KTRs
to SARS-CoV-2 is similar to that observed inimmunocompetent indi-
viduals. This response is strikingly different from that described for
SARS-CoV-2-naive KTRs who received SARS-CoV-2 mRNA-based
vaccines.’® An “antigen dose” phenomenon may account for these
discrepancies.
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Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has spread widely,
causing coronavirus disease 2019 (COVID-19) and significant mortality. However, data
on viral loads and antibody kinetics in immunocompromised populations are lacking.
We aimed to determine nasopharyngeal and plasma viral loads via reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction and SARS-CoV-2 serology via enzyme-linked immuno-
sorbent assay and study their association with severe forms of COVID-19 and death in
kidney transplant recipients. In this study, we examined hospitalized kidney transplant
recipients with nonsevere (n = 21) and severe (n = 19) COVID-19. SARS-CoV-2 naso-
pharyngeal and plasma viral load and serological response were evaluated based on
outcomes and disease severity. Ten recipients (25%) displayed persistent viral shed-
ding 30 days after symptom onset. The SARS-CoV-2 viral load of the upper respiratory
tract was not associated with severe COVID-19, whereas the plasma viral load was
associated with COVID-19 severity (P = .010) and mortality (P = .010). All patients
harbored antibodies during the second week after symptom onset that persisted for
2 months. We conclude that plasma viral load is associated with COVID-19 morbidity
and mortality, whereas nasopharyngeal viral load is not. SARS-CoV-2 shedding is pro-
longed in kidney transplant recipients and the humoral response to SARS-CoV-2 does
not show significant impairment in this series of transplant recipients.

KEYWORDS
clinical research/practice, complication: infectious, immune deficiency, infection and infectious
agents - viral, infectious disease, kidney transplantation/nephrology

Abbreviations: CNI, calcineurin inhibitor; COVID-19, coronavirus disease 2019; CT, computed tomography; D, day after symptom onset; ICU, intensive care unit; Ig, inmunoglobulin; IL,
interleukin; KTR, kidney transplant recipients; MPA, mycophenolic acid; ROC, receiver operating characteristic; RT-PCR, reverse transcription-polymerase chain reaction; SARS-CoV-2,

severe acute respiratory syndrome coronavirus 2.
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Infection or a third dose of mRNA vaccine elicit
neutralizing antibody responses against SARS-CoV-2 in
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Transplant recipients, who receive therapeutic immunosuppression to prevent graft rejection, are
characterized by high coronavirus disease 2019 (COVID-19)-related mortality and defective response to
vaccines. We observed that previous infection with severe acute respiratory syndrome coronavirus 2
(SARS-CoV-2), but not the standard two-dose regimen of vaccination, provided protection against
symptomatic COVID-19 in kidney transplant recipients. We therefore compared the cellular and humoral
immune responses of these two groups of patients. Neutralizing anti-Receptor Binding Domain (RBD) IgG
antibodies were identified as the primary correlate of protection for transplant recipients. Analysis of virus-
specific B and T cell responses suggested that the generation of neutralizing anti-RBD IgG may have
depended upon cognate T-B cell interactions that took place in germinal center, potentially acting as a
limiting checkpoint. High dose mycophenolate mofetil, an immunosuppressive drug, was associated with
fewer antigen-specific B and T follicular helper (Tfh) cells after vaccination; this was not observed in
patients recently infected with SARS-CoV-2. Finally, we observed that, in two independent prospective
cohorts, administration of a third dose of SARS-CoV-2 mRNA vaccine restored neutralizing titers of anti-
RBD IgG in about 40% of individuals who had not previously responded to two doses of vaccine. Together,
these findings suggest that a third dose of SARS-CoV-2 mRNA vaccine improves the RBD-specific
responses of transplant patients treated with immunosuppressive drugs.

INTRODUCTION

In December 2019, an outbreak of apparently viral pneu-
monia of unknown etiology emerged in the city of Wuhan in
the Chinese province of Hubei (7). On 9 January 2020, the
World Health Organization (WHO) announced the discovery
of a novel coronavirus officially named severe acute respira-
tory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), which is the
pathogen responsible for coronavirus disease 2019 (COVID-
19). The disease quickly disseminated from Wuhan and as at
13 January 2022, more than 307 million cases have been con-
firmed in 218 countries (2), leading the WHO to consider

First release: 1 February 2022

WWWw.sclence.org/journal/stm

COVID-19 as the first pandemic triggered by a coronavirus.
Among the various alarms raised by the pandemic was its
impact on the population of patients receiving organ trans-
plants, whose COVID-19-related mortality was estimated at
about 20%, several magnitudes higher than that of the gen-
eral population (3-7). This vulnerable population of patients
was therefore prioritized for vaccination against SARS-CoV-2
by health authorities (8). However, prevention of allograft re-
jection requires life-long immunosuppression regimens,
which non-specifically inhibit T and B cells in transplant re-
cipients, resulting in reduced response rates to vaccines in

(Page numbers not final at time of first release) 1
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The SARS-CoV-2 B.1.617 lineage was identified in October 2020 in India' . Since then, it
has become dominant in some regions of India and in the UK, and has spread to many
other countries®. The lineage includes three mainsubtypes (B1.617.1, B.1.617.2 and
B.1.617.3), which contain diverse mutations in the N-terminal domain (NTD) and the
receptor-binding domain (RBD) of the SARS-CoV-2 spike protein that may increase the
immune evasion potential of these variants. B.1.617.2—also termed the Delta variant—
is believed to spread faster than other variants. Here we isolated an infectious strain of
the Delta variant from an individual with COVID-19 who had returned to France from
India. We examined the sensitivity of this strain to monoclonal antibodies and to
antibodies present insera fromindividuals who had recovered from COVID-19
(hereafter referred to as convalescent individuals) or who had received aCOVID-19
vaccine, and then compared thisstrain with other strains of SARS-CoV-2. The Delta
variant was resistant to neutralization by some anti-NTD and anti-RBD monoclonal
antibodies, including bamlanivimab, and these antibodies showed impaired binding
to the spike protein. Sera collected from convalescent individuals up to 12 months
after the onset of symptoms were fourfold less potent against the Delta variant
relativeto the Alpha variant (B.1.1.7). Sera from individuals who had received onedose
ofthe Pfizer or the AstraZeneca vaccine had abarely discernibleinhibitory effect on
the Delta variant. Administration of two doses of the vaccine generated a neutralizing
response in 95% of individuals, with titres three- to fivefold lower against the Delta
variant than against the Alpha variant. Thus, the spread of the Delta variant is
associatedwith anescape fromantibodies that target non-RBD and RBD epitopes of
the spike protein.

The SARS-CoV-2 Delta variant (B.1.617.2) has been detected in many
countries. It has become predominant in the Indian state of Maha-
rashtra and probably other Indian regions*, and represented 77%
of the sequenced viruses circulating in the UK between 2 June and
9 June 2021°. It has been classified as a variant of concern (VOC)

certainmonoclonal and polyclonal antibodies compared to the Alpha
variant7"%,

Isolation and characterization of the Delta variant

and is believed to be 60% more transmissible than the Alpha vari-
ant (B.1.1.7). Little is known about the sensitivity of the Delta variant
to the humoral immune response. Recent reports have indicated
that members of the B.1.617 lineage exhibit a reduced sensitivity to

We isolated the Delta variant from a nasopharyngeal swab of a symp-
tomatic individual a few daysafter his return toFrance fromIndia. The
viruswas amplified by two passageson VeroE6 cells. Sequences of the
swab and the outgrown virus were identical, and identified the Delta
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To the Editor—The severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 (SARS-CoV-2) emerged in China at the end of 2019 and spread
worldwide, leading to the current pandemic. During the first
pandemic wave in France, the northeastern region was one of
the first and most affected areas. Thus, healthcare workers
(HCWs) in the Strasbourg University Hospitals (SUH) were early
and intensively exposed to SARS-CoV-2. This exposure varied
between hospital departments, notably at the beginning of the
pandemic. Some departments were rapidly dedicated to the care
of SARS-CoV-2 patients, with earlier implementation and use of
personal protective equipment (PPE). In this study, we evaluated
SARS-CoV-2 seroprevalence in hospital staff according to
department in SUH.

From June 22, 2020, to November 1, 2020, SARS-CoV-2
serology was offered to all hospital staff at SUH. Each partici-
pant completed a questionnaire collecting data about their occu-
pational department and the onset of symptoms (ie, type of
symptoms and delay expressed in weeks between onset and
serum sampling time). Serum samples were tested using an immu-
nochromatographic lateral flow assay (Biosynex COVID-19 BSS,
Switzerland, Fribourg) detecting IgM and IgG directed against
the receptor binding domain of SARS-CoV-2 spike protein
(Supplementary Fig. 1 online). This assay was reported to have
overall estimated sensitivity of 93% and clinical specificity of 99%."

Univariable and multivariable analyses were performed using
R version 4.0.4 software (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria). Statistical significance was set at P < .05. Hospital
departments were grouped together according to staff exposure risk
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for multivariable analysis (see Supplementary Material online for stat-
istical analysis detail). This study was approved by the local ethics
review committee (record CE-2021-79).

In total, 5,694 HCWs participated in this study. Participant
characteristics and serological results of the cohort are presented
in Supplementary Table 1 (online). The mean age was 40.4 years
(SD, £11.7). In total, 482 participants had positive serology
(8.5%) and among them, 422 participants answered about the
onset of symptoms, including 48% of asymptomatic subjects
(Supplementary Fig. 2 and Supplementary Table 1 online). The
seropositive and symptomatic subjects predominantly reported
anosmia (29.2 %) and agueusia (27.2%).

The departments in the “geriatric group” showed the highest
seroprevalence rate (27.7%) (Supplementary Table 2 online) and
a strong association with seropositive status (OR, 5.3; 95% CI,
3.5-8.2; P < .05) (Supplementary Table 3 online and Fig. 1).
Seroprevalence rates in the frontline departments were all lower
than in the geriatric group: internal medicine department (which
contains the infectious disease department, 15%), department of
thoracic pathology (11.6%), anesthesia and reanimation depart-
ment (7.9%), and emergency departments (8.1%).

However, the seroprevalence rate of 8.5% was concordant with
those reported in the literature in Europe,? and we found a high
rate of asymptomatic infections (48%). Remarkably, working in
a geriatric department was associated with positive serology.
The high rate of seroconversion among staff in the geriatric depart-
ment contrasted with low seroconversion rates among staff in
departments on the frontline from the start of the pandemic.

Many contributing factors could explain this high seroprevalence.
First, the onset of 2 clusters of contamination in geriatric departments,
from the beginning of March 2020, led to contamination of care-
givers. At the onset of the pandemic, no guidelines were in place for
systematically wearing a surgical mask (ie, this obligation was
implemented on March 23, 2020). Second, even when the wearing

@ The Author(s), 2021. Published by Cambridge University Press on behalf of The Society for Healthcare Epidemiology of America
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Background: In March 2020, the COVID-19 out-
break was declared a pandemic by the World Health
Organization. Aim: Our objective was to identify risk
factors predictive of severe disease and death in
France. Methods: In this prospective cohort study, we
included patients 218 years old with confirmed COVID-
19, hospitalised in Strasbourg and Mulhouse hospitals
(France), in March 2020. We respectively compared
patients who developed severe disease (admission to
an intensive care unit (ICU) or death) and patients who
died, to those who did not, by day7 after hospitalisa-
tion. Results: Among 1,045 patients, 424 (41%) had
severe disease, including 335 (32%) who were admitted
to ICU, and 115 (11%) who died. Mean age was 66 years
(range: 20-100), and 612 (59%) were men. Almost 75%
of patients with body mass index (BMI) data (n=897)
had a BMI225kg/m?* (n=661). Independent risk factors
associated with severe disease were advanced age
(odds ratio (OR): 1.1 per1o-year increase; 95% Crl (cred-
ible interval):1.0-1.2), male sex (OR:2.1;95%Crl:1.5—
2.8), BMI of 25-29.9kg/m? (OR:1.8;95%Crl:1.2-2.7)
orz30 (OR:2.2; 95%Crl: 1.5-3.3), dyspnoea
(OR:2.5;95%Crl:1.8-3.4) and inflammatory param-
eters (elevated C-reactive protein and neutrophil
count, low lymphocyte count). Risk factors associated

www.eurosurveillance.org

with death were advanced age (OR:2.7 perio-year
increase; 95%Crl: 2.1-3.4),malesex(OR: 1.7;95% Crl: 1.1—
2.7), immunosuppression (OR:3.8;95%Crl:1.6-7.7),
diabetes (OR:1.7;95%Crl:1.0-2.7), chronic  kid-
ney disease (OR:2.3;95%Crl:1.3-3.9), dyspnoea
(OR:2.1;95%Crl:1.2-3.4) and inflammatory param-
eters. Conclusions: Overweightedness, obesity,
advanced age, male sex, comorbidities, dyspnoea and
inflammation are risk factors for severe COVID-19 or
death in hospitalised patients. Identifying these fea-
tures among patients in routine clinical practice might
improve COVID-19 management.

Introduction

An outbreak of pneumonia linked to a new coronavirus
termed severe acute respiratory syndrome coronavirus
2 (SARS-CoV-2) was first reported in Wuhan, China, in
December 2019 [1]. Coronavirus disease 2019 (COVID-
19), which is caused by this virus, then rapidly spread
globally resulting in a pandemic. On 13 March 2020,
the World Health Organization (WHO) declared Europe
the new epicentre of the pandemic, as more cases and
deaths were reported there at that time compared to
other areas of the world [2]. Among European coun-
tries, Italy, France, Spain and the United Kingdom
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Etude fonctionnelle de 'immunité adaptative
post-infectieuse et post-vaccinale
dirigée contre le SARS-CoV-2

Résumeé

L’immunité adaptative développée contre le SARS-CoV-2 apres infection ou vaccination est le
facteur clé dans la protection contre de nouveaux épisodes de COVID-19.

Au cours de ce travail, aprés avoir montré la possibilité d’'une réponse cellulaire sans anticorps
suite a I'exposition au virus, une étude de cohorte a révélé que les anticorps développés apres
infection évoluaient differemment en fonction du sexe et persistaient plus d’'un an. Un défaut de
réponse humorale a été observé chez des patients immunodéprimés traités par rituximab dans
les 6 mois précédents ainsi que chez des patients transplantés pulmonaires, en particulier ceux
avec une charge virale élevée de TTV reflétant une profonde immunodépression. Enfin, I'étude
de 2 cas d’infection post-vaccinale a souligné I'implication possible de différents mécanismes.
Ces résultats enrichissent nos connaissances de I'immunité dirigée contre le SARS-CoV-2,

cruciales dans la gestion de la pandémie et dans notre projection dans l'avenir.

Mots-clés : SARS-CoV-2, immunité adaptative, anticorps, COVID-19, vaccination

Abstract

The adaptive immunity developed against SARS-CoV-2 after infection or vaccination is the key
factor for the protection against other COVID-19 episodes.

In this work, after we showed that an isolated cellular response could be found without antibodies
after exposure to the virus, a cohort study revealed that antibodies induced by infection evolve
differently according to sex and persist more than one year. A lack of humoral response was
observed in patients treated by rituximab over the last 6 months and in lung transplant recipients,
particularly in those with a high TTV DNA load reflecting a deep immunosuppression. Finally, the
exploration of 2 cases of breakthrough infection in immunocompetent individuals highlighted the
possible involvement of distinct mechanisms.

These results improve our knowledge of the immunity directed against SARS-CoV-2, which is

crucial for the management of the pandemic and for our projection into the future.

Keywords: SARS-CoV-2, adaptive immunity, antibodies, COVID-19, vaccination




