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1 INTRODUCTION

L’année 2020 marque un tournant décisif de la médecine moderne. En effet, jusqu’en aout

2021, on dénombre plus de 4,5 millions de morts en lien avec la COVID-19 a travers le monde

(1).

Fin Décembre 2019, des cas de pneumonie d’étiologie indéterminée sont rapportés pres de
Wuhan, en Chine (2). Le génome de ce nouveau virus est séquencé et partagé le 10 Janvier
2020 par plusieurs scientifiques a travers le monde (3—6). Le 30 Janvier 2020, 1’Organisation

Mondiale de la Santé¢ (OMS), déclare 1’état d’urgence sanitaire internationale.

Trés rapidement, la pandémie se propage en France qui déclare ses premiers cas fin Janvier
(7). Baptis¢é SARS-CoV-2, pour Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2, le 11
Février 2020 (8), ce dernier atteint le niveau de pandémie un mois plus tard (9). L’état sanitaire
frangais devient rapidement catastrophique avec la nécessité de transferts nationaux et
internationaux de patients de réanimation. Le Grand-Est en France, a I’image de Wuhan en

Chine, est I’une des région les plus durement touchées par la pandémie (10).

La biologie pourrait se révéler un outil intéressant dans 1’évaluation de la gravité potentielle
d’une infection par le SARS-CoV-2, notamment par 1’utilisation de marqueurs simples, faciles
d’acces et peu cotiteux, mais souvent oubliés : les déterminants de la formule leucocytaire. Les
premicres études épidémiologiques tendent en effet a décrire la lymphopénie et 1’€osinopénie
comme marqueurs pronostiques de I’infection (11-15). La prise en compte et le suivi de la
lymphopénie pourraient offrir au praticien des ¢léments supplémentaires pour la détermination

de la sévérité, et permettre ainsi une prise en charge précoce et adaptée.

L’objectif principal de notre travail était d’évaluer la valeur pronostique de la lymphopénie

chez les patients admis aux urgences puis hospitalisés pour une infection 8 SARS-CoV-2.
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2 LYMPHOPENIE ET EOSINOPENIE DANS LA COVID-19

2.1 COVID-19 ET SARS-COV2

2.1.1 Caractéristiques virologiques

On estime qu’il existe 103! virus sur Terre, se présentant principalement comme des
phages infectant les bactéries (16). Par définition, les virus sont des parasites intracellulaires et
dépendent intégralement des ressources de leur hdte (17). Ces derniers sont capables de
manipuler le cycle cellulaire de I’hdte afin de répliquer leur génome. Le génome viral se

compose d’ARN ou d’ADN mono ou double brin selon les espéces (18).

Les coronavirus sont issus de la famille des Coronavidae de 1’ordre des Nidovirus
(19,20), représentés sur la figure 1. Décrits il y a plus de cinquante ans, leur nom fait référence

a I’aspect de couronne en microscopie ¢électronique (21).

(Order: Nidovirales |
—{Family; Coronaviridael
Genus: Coronavirus
Toravirus\Bafinivirus
L[ Family: Roniviridae |
Genus: Okarwnl_s]
L [Family: Arteriviridae |

Genus: Arterivirus |

Figure 1 : Relations phylogénétiques des nidovirus

Les coronavirus sont classés en 4 genres: Alpha-coronavirus, Beta-coronavirus,

Gamma-coronavirus, et Delta-coronavirus (22). Leur génome est le plus grand parmi les virus
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a ARN et compte entre 27 et 32 mille bases. Une protéine spécifique, notée (N) pour
Nucleocapsid protein, encapsule le code génétique du virus. On décrit aussi des protéines de

structure :

- Une protéine membranaire notée (M),
- Une protéine d’enveloppe notée (E),

- Une protéine Spike notée (S) déterminant le tropisme du virus.

Le nouveau virus, isolé dans des lavages broncho-alvéolaires de trois patients présentant
un syndrome de détresse respiratoire aigué€ et une exposition commune au marché de Wuhan,
appartient au genre des Beta-coronavirus (23) (voir figure 2). 1l est dénommé « 2019-nCoV »
provisoirement. Le 11 Février 2020, 1’Organisation Mondiale de la Santé annonce la

désignation officielle de la nouvelle maladie : COVID-19, provoquée par le SARS-CoV-2 (24).

A noter que les premiéres analyses génomiques du SARS-CoV-2 montrent 88% de
similarités avec le coronavirus-like (bat-SL-CoVZC45 et bat-SL-CoVZXC21), collectés en

2018 a Zhoushan en Chine, 79% avec le SARS-CoV et 50% avec le MERS (3).

Figure 2 : Visualisation du 2019-nCoV en microscopie électronique
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2.1.2 Caractéristiques clinico-biologiques de la COVID-19 :

Les coronavirus sont décrits depuis de nombreuses années comme étant responsables de
syndrome grippaux associant signes respiratoires et gastro-intestinaux. Les premiéres
descriptions remontent aux années soixante (25,26). Quatre des six coronavirus humains connus
depuis 2019 - 229E, OC43, NL63, et HKU1- sont pourvoyeurs de syndromes grippaux bénins
chez les immunocompétents (27). Les cinquieme et sixiéme coronavirus décrits ont mené a
deux épidémies séveres de syndrome de détresse respiratoire aigu€ : Le SARS-CoV en 2002
(28-30) et le MERS-CoV en 2012 (31). Les principaux symptomes de 1’épidémie chinoise de

2002 sont listés dans la figure 3 (32) :

Clinicul sympilom n (%)
Fever L0 { LU )
Contimued 14 (20)
Hemittent 6l | 36)
brregtular B (44 )
Patigue 179 (94
Cough 175 (92}
Shortness of hreath 175 (92]
[Headacne 1hé (61)
Myalgia 113 (60)
Palpituticn 98 (52)
Chills/zignr B9 (47)
[Hrriness 59 (47)
Drarrhoea 46 (24)
Chest pain 41 (22)
Blood-stuined spiitum 3{12)

Figure 3 : Signes cliniques de patients suspect d’infection a SARS-CoV a Guangzhou

Une lymphopénie est aussi décrite dans les premieres études (28).
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En Décembre 2019, le septiéme coronavirus, en lien avec un cluster de patients
présentant un tableau de pneumopathie d’étiologie indéterminée, est mis en évidence en Chine
(23). Les enquétes épidémiologiques dégagent un point commun : le marché de fruits de mer
de Wuhan. Les premicres études rapportent des atteintes respiratoires séveres avec toux,
syndrome grippal et dégradation de 1’état général au septieme jour aprés les premiers

symptomes.

Le délai d’incubation varie entre 3 et 6 jours pour une premiere étude portant sur une
famille de 6 personnes (5). Dans cette méme ¢tude, un des membres de la famille agé de 66 ans
présente une lymphopénie et est décrit comme plus symptomatique que les autres. En outre,
c’est aussi un des premiers travaux a rapporter une transmission interindividuelle possible. Une
¢tude ultérieure précise le délai d’incubation grace a I’analyse de 88 voyageurs
symptomatiques, et I’évalue a 6,4 jours (avec un intervalle allant de 2.1 a 11.1 jours -2.5°™¢ au
97.5%m¢ percentile-) (33). L’équipe du Dr Kritas a quant a elle rapporté une période d’incubation

allant de 1 a 14 jours (34).

La présentation clinique est similaire a celle des précédentes épidémies de SARS et
MERS incluant fiévre, dyspnée, et infiltration bilatérale du parenchyme pulmonaire a
I’imagerie (35,36). La mortalité dans la population générale semble moins importante comparée
aux deux coronavirus précédents : 9,6% pour le SARS (37) et 35% pour le MERS (38).

Cependant, les patients agés et comorbides restent plus séverement touchés.

Une des premieres études chinoises de 2019, portant sur 41 patients, explore les signes
cliniques. Cette derni¢re retrouve les symptomes suivants par fréquence décroissante : fievre
dans 98% des cas, toux dans 76%, dyspnée (55%), myalgies et fatigue (44%), expectorations

(28%), céphalée (8%), hémoptysie (5%), et diarrhée (3%). Sur le plan biologique, 63% des
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patients présentent une lymphopénie. Le taux de déces est évalué a 15% dans cette méme

cohorte (14).

Une étude rétrospective menée par 1’équipe du Pr Chen sur 99 patients en janvier 2020
décrit une symptomatologie similaire, et y ajoute certains ¢léments tels que la confusion, la
céphalée, la douleur thoracique ou les vomissements. En outre, une lymphopénie est retrouvée
chez 35% des patients. Le taux de déces est évalué a 11% dans cette cohorte. Les formes graves
de la COVID-19 se présentent surtout sous la forme de SDRA (Syndrome de Détresse
Respiratoire Aigu€) mais ils décrivent aussi des insuffisances rénales, hépatiques, CIVD

(Coagulation Intra-Veineuse Disséminée) (12).

Une série de 138 cas publiée par I’équipe du Dr Wang en Chine fait état de symptomes
similaires sur la période de janvier 2020, avec une lymphopénie concernant 70% des cas, et une

mortalité évaluée a 4.3% (13).

Enfin, I’équipe du Dr Guan en Chine explore les parametres clinico-biologiques d’une
cohorte de 1099 patients, et retrouve une lymphopénie dans 82% de I’échantillon. Le taux de

mortalité est ici calculé a 1,36% (39).

La mortalité est principalement liée a la défaillance respiratoire par SDRA (40).

Il existe cependant une forte proportion de porteurs asymptomatiques rendant la
gestion de I’épidémie complexe (41). Une estimation tres faible de I’ordre de 1% de mortalité
est retrouvée dans une étude épidémiologique chinoise datant de début 2020 sur plus de 72000
cas (42). Sur une cohorte de 24 cas contacts positifs asymptomatiques, 50% présentaient des
images scannographiques typiques (43). A noter que 20% d’entre eux ont présenté des signes

d’infection par la suite. Une lymphopénie est rapportée dans 16,7% des cas.
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Sur le plan biologique, il était déja décrit des lymphopénies dans 75% des cas d’infection
par le SARS (44). Une autre étude canadienne dirigée par 1’équipe du Dr Boot, portant aussi

sur le SARS, a mis en évidence une proportion de patients présentant une lymphopénie a 56%

(45).

Une méta-analyse sur un total de 11 études expose les principales anomalies biologiques
rencontrées dans les formes les plus défavorables d’infection a SARS-CoV-2 (46). Ces

derniéres sont énumérées ci-dessous :

- Augmentation des globules blancs, des polynucléaires neutrophiles, du lactate
déshydrogénase (LDH), des Alanines AminoTransférases, des Aspartates
AminoTransférases, de la bilirubine totale, de la créatinine, de la troponine, des D-
diméres, du Temps de Prothrombine (TP), de la Procalcitonine, de la protéine C-
réactive (CRP).

- Diminution des lymphocytes, de 1’albumine.

Dans cette méme méta-analyse, seule I’étude du Dr Zhang fait état d’une éosinopénie
comme marqueur de sévérité et décrite comme étant corrélée positivement avec la lymphopénie
(47). Dans sa cohorte de 140 patients malades de la COVID-19, I’éosinopénie est rencontrée

dans 53% des cas.

La lymphopénie fait partie des critéres diagnostiques utilisés dans 1’étude du Dr Chen
(12). La baisse du compte des lymphocytes s’intégre dans une stratégie préventive et d’aide au

diagnostic (48-50).

L’¢quipe du Dr Wang a étudié les caractéristiques des lymphocytes dans une cohorte de

60 patients atteints de la COVID-19 (51). Elle révéele une diminution des lymphocytes totaux,
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des CD4+, des CD8+, des cellules Natural Killers. Il existe une association forte entre le statut

inflammatoire et les CD8+ et le ratio CD4+/CD8+.

L’€osinopénie apparait plus tardivement dans les études comme critere d’aide au

diagnostic (49).

2.1.3 Marqueurs pronostiques

Antérieurement, le SARS-CoV ¢était connu pour induire une lymphopénie et une
déplétion lymphocytaire CD4+ et CD8+ proportionnelles a la sévérité de la maladie (52). Par

ailleurs, les organes hématopoiétiques se trouvaient aussi déplétés en lymphocytes.

Une ¢étude rétrospective monocentrique dirigée par 1’équipe du Dr Qin s’est intéressée
a I’évaluation de la lymphopénie dans la COVID-19 (53). Sur 452 patients, les cas les plus
séveres ont une lymphopénie plus marquée de manicre significative (0.8 vs 1.0 x10° ; p <
0.001). Un typage lymphocytaire effectué sur 44 patients met en évidence une diminution,
d’autant plus marquée avec la sévérité de la maladie, des cellules B, T et Natural Killer (NK).
En revanche, aucune dysfonction cellulaire n’a été décrite parmi les CD4+, CD8+ et NK. La
diminution des cellules T helper est plus importante dans les cas sévéres. Une tendance similaire

est rapportée avec les cellules T suppressor.

Cette méme étude a aussi mis en évidence une corrélation entre pronostic défavorable

et éosinopénie (0.0 vs 0.2% ; P <0.001).

Un autre travail portant sur 1’analyse épidémiologique de 12 cas début janvier 2020 en
Chine retrouve une corrélation linéaire entre le nombre de cycles de PCR et le nombre de

lymphocytes initiaux (r= 0,815 p=0,004) (54). L’aire sous la courbe du nombre de lymphocytes
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formes mineures, 8 séveéres et comprend un patient de 10 ans.
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Figure 4. Corrélation entre valeur Ct et lymphocytes — Courbe ROC lymphocytes pronostic

La profondeur de la lymphopénie initiale a montré une association avec le risque

d’admission en soins continus (55).

L’étude du Dr Wang révele une corrélation entre lymphocytes et sévérité de la maladie
(51). Les patients répondant au traitement présentent une augmentation des CD8+ et des
lymphocytes B. Inversement, la diminution des CD8+, des lymphocytes B et ’augmentation
du radio CD4+/CD8+ sont des facteurs prédictifs de mauvaise réponse au traitement. A noter

que les patients de cette étude recevaient des traitements antiviraux et immunomodulateurs.

D’autres recherches sur le SARS-CoV-2 décrivent un lien étroit entre sévérité de la
maladie et hyper-inflammation (53). Une combinaison de marqueurs est parfois utilisée comme
le ratio neutrophiles / lymphocytes (RNL) (56). Ce ratio s’avére utile au pronostic des patients

septiques (57). Les biomarqueurs associés a 1’évaluation de I’infection par le SARS-CoV-2
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incluent le RNL et le ratio lymphocyte / CRP (RLC) (58,59). Ces deux ratio ont un intérét

pronostique notable dans la prise en charge de la COVID-19 (61,62).

En outre, sur le plan hématologique, une thrombopénie est associée a un risque accru de

forme sévére (OR 5.1; 95% CI, 1.8 - 14.6) (61).

La CRP est également un marqueur pronostique majeur de la maladie (62).

D’autres parameétres biologiques ont permis par la suite une meilleure évaluation
pronostique des patients, tels que les D-dimeres. En effet, les D-dimeres semblent fortement
associés a la sévérité de la maladie (63). Les troubles de la coagulation paraissent aussi affecter

profondément le pronostic (64—66).

2.2 LYMPHOPENIE

2.2.1 Définition

La lymphopénie est définie chez I’adulte comme un nombre de lymphocytes inférieur a
1500 /mm? et chez I’enfant de moins de 8 mois inférieur a 4500 /mm? (67). A noter que les

seuils varient selon les laboratoires. Des valeurs inférieures a 1000 /mm? sont parfois utilisées.

2.2.2 Lymphocytes, genése et roles

Les lymphocytes sont divisés en trois grandes catégories :

- Les lymphocytes T dérivant de cellules souches hématopoiétiques pluripotentes issues

du thymus (68).

- Les lymphocytes B issues de la moelle osseuse et du foie feetal (69).
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- Il existe une autre catégorie de lymphocytes faisant partie de la réponse immunitaire
innée : les lymphocytes « Natural Killer » (LNK). Ces derniers ont par exemple la capacité

d’étre spontanément actifs contre les cellules cancéreuses et contre les cellules infectées par un

virus (70).

Une partie des lymphocytes se trouve dans la circulation sanguine, une autre se dirige
vers les organes lymphoides secondaires comme les ganglions lymphatiques, la rate, les
amygdales, et les tissus lymphoides associés aux muqueuses. Il est possible de différencier les
lymphocytes en sous-populations selon la présence de molécules spécifiques appelées « cluster

de différenciation » ou « CD ».

La majorité (80%) fait partie des lymphocytes T et exprime les CD2, CD3, CD5, et
CD7. Cet ensemble de lymphocytes T est encore divisé en deux catégories. D un coté, les LT
exprimant le CD4 ont une fonction de structuration de la réponse immunitaire au niveau des
lymphocytes B. De I’autre co6té, les LT exprimant le CD8 jouent un rdle cytotoxique direct. Les

lymphocytes T font donc partie du systéme immunitaire dit acquis.

En plus des lymphocytes T, les lymphocytes B expriment quant a eux les CD 19, 20 et

22. 1ls représentent entre 5 et 10% de 1’effectif.

2.2.3 Association entre phénomeénes immunologiques et fibrose

Les infections virales peuvent induire une réponse pro-inflammatoire par I’expression
de cytokines et de chemokines (71). Cela permet un recrutement d’agents cellulaires et de
facteurs anti-viraux contribuant aux premieres défenses contre I’infection virale. Le facteur NF-

kB a été trés étudié. Certaines interactions sont illustrées sur la figure 5 ci-dessous :
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Figure 5 : Relations entre agents infectieux et activation de facteurs inflammatoires

La réponse immunitaire de I’hote comprend I’interaction de multiples voies d’activation
moléculaires agissant en synergie pour la survie de I’organisme (72) . Trois aspects de la
réponse immunitaire sont décrits afin d’expliquer 1’atteinte dans le Syndrome de Détresse

Respiratoire Aigué (SDRA) :

- L’inflammation,

- La coagulation,

- La réparation tissulaire.

Les cytokines jouent un réle primordial tant sur le plan local que systémique (73). Par
exemple, I’interleukine 1 (IL-1) et la famille des Tumor Necrosis Factor (TNF) comptent
parmi les molécules clés de la réponse immunitaire de 1’hote. Les premieres cellules mises en

jeu dans la réponse immunitaire sont les macrophages et monocytes sanguins. Une fois dans
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le parenchyme pulmonaire, le TNF-a et IL-1[ agissent sur les cellules épithéliales, les
cellules stromales (fibroblastes et cellules endothéliales), sur la matrice extracellulaire et sur
le recrutement des cellules circulantes (plaquettes, neutrophiles, lymphocytes) afin d’induire

la seconde phase de relargage cytokinique.

En I’absence de signaux inhibiteurs, la production de médiateurs due a la réponse
immunitaire initiale maintient ’inflammation (74). Cela entraine une atteinte cellulaire, des
troubles de la coagulation, ainsi qu’une prolifération des cellules mésenchymateuses avec dépot
de matrice extracellulaire menant a la fibrose. La figure 6 illustre le mécanisme conduisant a la

fibrose (74).

I\

[ T T
capiliary

collagen
profferation synthesls

N F N

scar tissue formation

Figure 6 : Interactions entre macrophages, cellules endothéliales et fibroblastes

Certaines cytokines, appelées aussi « cytokines fibrotiques », entrainent directement la

prolifération des fibroblastes et/ou stimulent la production de la matrice extracellulaire (75,76).



32
Ces molécules particuliéres sont produites soit par les macrophages, soit par d’autres cellules
comme les lymphocytes et les cellules endothéliales. En effet, les lymphocytes T sont capables

de synthétiser des médiateurs comme le Fibroblast Growth Factor in vitro (77,78).

Une ¢étude in vivo a montré I’importance de la médiation cytokinique par les
lymphocytes T dans I’induction de fibrose hépatique aprés injection de bactéries
intrapéritonéales chez le rat (79). Par ailleurs, 1’absence de lymphocytes T fonctionnels ne

provoque pas de fibrose et n’induit pas de cytokine.

Il a donc été supposé que les défaillances d’organes rencontrées dans le SARS seraient

associées a une dysrégulation des cytokines et des chemokines (80,81).

De la méme maniére, on estime pour le SARS-CoV-2 que I’atteinte respiratoire est en

partie due au syndrome d’orage cytokinique (14,82).

Une étude chinoise multicentrique rétrospective sur 150 patients COVID comparant 68
cas de déces aux 82 survivants suggere que la mortalité serait liée a cet « orage cytokinique »

en réponse a I’infection virale (83).

Néanmoins, un autre travail publié dans Journal of the American Medical Association
remet en question cette hypothese (84). Les niveaux d’IL-6 rapportés chez les patients COVID
y sont en effet 10 a 20 fois inférieurs a ceux des patients atteints de SDRA non li¢ a la COVID-
19. L’atteinte respiratoire du SARS-CoV-2 serait plutét en rapport avec une dysfonction

endothéliale et les manifestations inflammatoires systémiques.
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Il existe une autre entit¢ hématologique connue sous le nom de syndrome
hémophagocytaire, décrit pour la premicére fois en 1939 par un pédiatre (85). C’est un désordre
immunitaire lié a un dysfonctionnement des lymphocytes Natural-Killer et lymphocytes T
cytotoxiques CD8+ pouvant conduire au décés. On retrouve des formes secondaires dites
« réactives » causées par une infection virale. Ce syndrome survient dans environ 3 a 4% des
sepsis (86). La présentation clinique typique comprend de la fievre, des cytopénies et une
atteinte respiratoire dans plus d’un cas sur deux (87). A noter que I’atteinte respiratoire est

péjorative avec un doublement de la mortalité (52,5% vs 20%).

Le profil cytokinique associ¢ aux formes séveéres de la COVID-19 ressemble au
syndrome hémophagocytaire : augmentation de I’IL2, IL7, granulocyte-colony stimulating
factor, interferon-y, inductible protein 10, monocyte chemoattractant protein 1, macrophage

inflammatory protein 1-a, et TNF-a (14).

2.2.4 Lymphopénie dans la COVID-19 et physiopathologie

En regard des premiéres études épidémiologiques a Hubei (12—14), des points clés de la
physiopathologie de I’infection par le SARS-CoV-2 se dégagent. En effet, les cas sévéres se
manifestent plutdt chez les patients comorbides a risque cardiovasculaire comme les
diabétiques ou ceux souffrant d’hypertension artérielle. D’autres manifestations incluant des
déficits immunitaires, une activation de la coagulation, des myocardites, insuffisance d’organes

et pneumopathies bactériennes secondaires sont largement décrites.

Dans la majorité des cas séveres ou des déces, une lymphopénie et un état pro-

inflammatoire sont rencontrés comme dans I’infection en 2003 par le SARS (88).

Sur le plan moléculaire, des mécanismes immuns cellulaires et humoraux sont

susceptibles d’expliquer la physiopathologie (89,90). En plus d’une stimulation macrophagique
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et lymphocytaire directe, des mécanismes immuns médiés par les lymphocytes B et T sont
décrits au moment de la réponse contre le SARS-CoV-2 (89-91). Le mécanisme immunitaire
comprend une phase de présentation antigénique du SARS-CoV-2 et d’activation des
lymphocytes B. Peut aussi survenir 1’implication des lymphocytes T helper (CD4+) et des
lymphocytes T cytotoxiques (CD8+). Les premiers sont en mesure de favoriser la présentation
antigénique aux différents effecteurs, tandis que les seconds agissent directement sur le virus.
Par ailleurs, les lymphocytes B produisent des anticorps permettant une neutralisation virale
(90). L’¢épuisement lymphocytaire parait donc €tre un point clé dans 1’évolution de la maladie

(92).

2.2.4.1 Apoptose directe

L’état de sepsis est connu pour induire une lymphopénie (93). L’immunosuppression
ainsi induite serait responsable d’une partie des déces (94,95). Cet état « d’immuno-dépression
post agression » implique a la fois les réponses immunitaires innées et adaptatives (93). La

principale hypothéese de cette lymphopénie repose sur 1’apoptose (96-98).

L’étude monocentrique rétrospective du Pr Chen rend compte de I’'impact du SARS-
CoV-2. Le virus envahit les cellules épithéliales de 1’arbre respiratoire permettant une extension
aux autres cellules, infectant ainsi les globules blancs, et particulierement les lymphocytes T
(12). A noter que les récepteurs ACE2, servant de porte d’entrée au virus, sont présents sur les
lymphocytes (99,100). Le déficit en cellules immunitaires et la lymphopénie décrites dans cette

méme étude suggerent une réponse immunitaire a médiation cellulaire (12,89).

Une étude portant sur le transcriptome de cellules infectées par le SARS-CoV-2 a permis

de mettre en évidence les nombreuses cytokines sécrétées au cours de la COVID-19 (101). Cette
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derniere suggere que la lymphopénie serait expliquée par I’activation de 1’apoptose et la voie

du Ps3.

Une ¢étude Iranienne a aussi mis en exergue une propension a I’apoptose des cellules
mononuclées chez les patients COVID, qui serait par ailleurs corrélée a la sévérité de la maladie

(102).

L’atteinte directe des lymphocytes est €également pourvoyeuse d’infections secondaires

majorant le risque de déces.

2.2.4.2 Atteinte des organes lymphoides et progéniteurs

Une étude antérieure menée par 1’équipe du Dr Chu sur le MERS-CoV montre que ce
virus infecte les cellules T périphériques et les organes lymphoides comme la rate et les tonsiles,

induisant par la suite I’apoptose des cellules T (103).

Ubiquitaire, le récepteur ACE2 est exprimé entre autre dans les tissus lymphoides, la
rate, la moelle osseuse, le thymus, et le foie (99). Par analogie, dans la COVID 19, I’infection
par le SARS-CoV-2 induirait une atteinte des organes lymphoides ainsi que des cellules souches

hématopoiétiques (104).

2.2.4.3 Cytokines et distraction lymphocytaire

Une étude récente sur le SARS-CoV-2 émet I’hypothése que 1’état pro-inflammatoire
dans les différents compartiments du corps serait a I’origine d’une distraction des lymphocytes

(105).
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Un article précédemment cité portant sur le transcriptome de cellules infectées par le
SARS-CoV-2 a permis de mettre en évidence les nombreuses cytokines sécrétées au cours de
la COVID-19 (101). Parmi ces derniéres, certaines peuvent attirer les lymphocytes selon leurs
distributions dans 1’organisme ; hypothése soutenue par certains auteurs (105) et analyses

d’autopsies montrant une infiltration lymphocytaire dans le parenchyme pulmonaire (106).

2.2.4.4 Inhibition métabolique lymphocytaire

Le bon fonctionnement métabolique lymphocytaire dépend de facteurs
cardiovasculaires et permet leur activation, prolifération et différenciation (107-109). Par
ailleurs, le lactate joue aussi un rdle prépondérant en altérant le fonctionnement des CD4 et
CDS (110). Le lactate inhibe notamment la mobilité des cellules CD4+ et bloque 1’efficacité

des fonctions cytolytiques des CDS8 (110).

Or, il est clairement mis en évidence que la COVID-19 induit une lactatémie (46,54,58)

et des perturbations endothéliales (111).

2.2.4.5 Lymphopénie et axe hypothalamo-hypophysaire

Initialement décrite dans I’infection a SARS-CoV, la lymphopénie était expliquée par
des mécanismes indirects comme une augmentation du niveau de cortisol plasmatique : le
niveau de cortisol ¢était directement corrélé a la profondeur de la lymphopénie et neutropénie
dans le SARS (112). De maniere générale, le cortisol induit une redistribution des cellules
circulantes dans les différentes parties du corps (113) et une lymphopénie. En effet, I’impact

négatif des glucocorticoides sur la lymphopoicse est clairement établi. (114).
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Sur le plan histologique, il a été mis en évidence que les surrénales, I’hypothalamus et
la glande pituitaire expriment aussi les récepteurs ACE2 (99,100). Par analogie de structure, il

pourrait donc exister une atteinte de ces organes dans la COVID-19.

De plus, des atteintes hypothalamo-hypophysaires sont décrites avec le SARS, menant
a un hypocortisolisme (115). Et de maniere plus générale, il a été montré qu’un état septique

prolongé est associé a une dysfonction de 1I’axe corticotrope (116).

En outre, il existe une entité appelée « Insuffisance Corticostéroidienne Associée a
I’Etat Critique » ou « Critical Illness-Related Corticosteroid Insufficiency » (CIRCI en
anglais), définie par une aberration de synthése et de sécrétion du cortisol ainsi que de I’activité
des cellules corticostéroidiennes qui est inappropriée pour les patients en état critique (117). Le
CIRCI est supposé se produire chez les patients en sepsis, en choc septique, et présentant une

pneumonie ou un SDRA (117).

Rejoignant cette idée, une étude récente sur le SARS-CoV-2 a montré que le niveau de
cortisol est plus faible chez les patients de réanimation atteints de la COVID-19 que les patients
hospitalisés en réanimation pour une autre étiologie (118). Cependant, les études mettent en
évidence une lymphopénie dans le SARS-CoV-2 ce qui ne correspond pas a un état consécutif

d’hypocorticisme.

La causalité¢ de I’axe corticotrope sur la lymphopénie dans la COVID-19 reste a

démontrer, mais pourrait &tre une piste intéressante.
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2.3  EOSINOPENIE

2.3.1 Définition

La part normale d’éosinophiles représente un faible pourcentage (entre 1 et 3%) des
leucocytes circulants, mais ce pourcentage peut grandement varier selon les pathologies

(119,120).

L’utilité de 1’observation des éosinophiles a longtemps €té axée sur 1’orientation
diagnostique d’infections parasitaires (121), d’allergies (122), d’hémopathies et de cancers

(123), ou méme de vascularites (124).

Une valeur basse d’éosinophiles a été suggérée, par Schilling dés 1929, comme
marqueur d’infection bactérienne (125). Une €osinopénie est effectivement rapportée en cas

d’état pro-inflammatoire (126) en particulier dans les situations de sepsis (127).

La valeur seuil inférieure a 10 cellules /mm?® semble un marqueur intéressant pour le
diagnostic et pronostic de sepsis aux urgences ou en réanimation (127—133), bien que le sujet
fasse encore parfois débat (134,135). La valeur seuil retenue dans la littérature ne fait pas
consensus mais une valeur inférieure a 10 cellules /mm? est fréquemment décrite (136). En cas

de stress, le mécanisme serait en partie expliqué par les glucorticorticoides et 1’adrénaline (136).

On retient le seuil supérieur égal a 350 cellules /mm? pour parler d’éosinophilie (118).

2.3.2 Eosinophiles, genése et roles

Comme les neutrophiles et les basophiles, les éosinophiles font référence a un sous-type

de granulocytes dérivant de la moelle osseuse (137). Leur nom vient de I’affinité particulicre
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de leur granules cytoplasmiques pour I’éosine (137). Ils ont été décrits la premicre fois en 1893

par docteur Zappert comme marqueur d’infection (138).

Sur le plan moléculaire, le développement des éosinophiles nécessite 3 facteurs de
croissance : GMCSF, I’'IL3 et ’ILS (139). Ce dernier est plus spécifique a la maturation
¢osinophilique, alors que les deux premiers peuvent agir sur les autres leucocytes (140). Chez
les souris, I’IL5 affecte aussi les lymphocytes ce qui reste incertain encore chez I’humain (141).
Chez I’humain, la stimulation par I’IL2 des cellules T de patients présentant une éosinophilie
induit la production d’IL5 par ces lymphocytes ce qui confirme le role majeur de cette

chemokine (142).

Les ¢éosinophiles jouent de multiples roles dont la production de médiateurs pro-

inflammatoires :

- Synthése de facteur d’activation plaquettaire suite a leur activation (143),

- Synthése de cyclo-oxygénase (144),

- Dégranulation des cellules mastocytaires par la peroxydase éosinophile (145),

- Synthese de molécules oxydatives puissantes majorant I’inflammation locale (146),

- Défense immunitaire principalement contre les parasites de type helminthe (147),

- Interaction lymphocytaire et présentation antigénique grace a la possibilité d’exprimer
le CD4 (148) ainsi que le complexe d’histocompatiblit¢ HLA-DR (149). Cela leur permet
d’induire une réponse lymphocytaire antigene-spécifique. Le Lymphocyte Chemoattractant
Factor (LCF) est une molécule produite par les lymphocytes T activés suite a leur stimulation
par de I’histamine (150) ou un antigene spécifique (151). Elle provoque, apres interaction avec

le CD4 des lymphocytes (152), une migration et activation de ces derniers (153). Par analogie
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structurelle, les CD4 sur les €éosinophiles peuvent induire les mémes effets. Les cellules T

activés par le LCF contribuent au recrutement des €osinophiles lors de réactions inflammatoires

(154).

De précédentes ¢tudes décrivaient une installation rapide et prolongée de 1’€osinopénie

dans un contexte inflammatoire (155,156).

2.3.3 Eosinopénie dans la COVID-19 et physiopathologie

L’éosinopénie a été rapportée dans les premicres études épidémiologiques dont celle de
Zhang qui décrivait 53% d’€éosinopénie a I’admission (définie comme inférieure a 20 cellules

/mm?) (47). A noter que la lymphopénie était corrélée a I’éosinopénie dans ce méme article.

L’équipe du Dr Du a aussi décrit sur une série de 85 déces imputés a la COVID-19, 81%

d’éosinopénie (seuil a 20 cellules /mm?) a I’admission.

Une étude américaine portant sur 50 patients tend a montrer une corrélation entre
I’€osinopénie et le pronostic (157). Celle-ci comparait 50 patients infectés par le SARS-CoV-2
a 50 patients ayant contract¢ la grippe. Dans le premier groupe, 60% présentaient une
¢osinopénie a 0 /mm? contre 16% pour la grippe. De plus, 86% des patients décédés de la

COVID-19 avaient une éosinopénie persistante contre 50% des survivants.

Une petit cohorte sur 10 patients COVID sous Lopinavir porte a croire que 1’€éosinopénie
pourrait étre un marqueur de suivi dans I’évolution de I’infection (158). En effet, le nombre

d’¢osinophiles augmente avec I’amélioration clinico-biologique.
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2.3.3.1 Déplétion en CD8 et hyper-inflammation

Il semblerait que 1’€¢osinopénie soit expliquée en partie par la déplétion en CD8 d¢ja
évoquée précédemment. En effet, I’'IL5, produit par les CDS, joue un role majeur dans la
prolifération des €osinophiles et donc sur I’inflammation et I’hyper-réactivité bronchique (151—

153).

2.3.3.2 Perturbation de I’éosinophilopoiese et de la médiation

Les cellules souches hématopoiétiques, précurseurs des globules blancs, posseédent le
récepteur ACE2, porte d’entrée du SARS-CoV-2 (104). Ceci expliquerait en partie
I’éosinopénie retrouvée dans 1’infection par ce virus. Des études décrivent aussi une atteinte
de la formation, du développement des éosinophiles ainsi que de leurs facteurs de médiation

(126,162).

Néanmoins, les éosinophiles ne semblent pas étre particulierement représentés dans le
parenchyme pulmonaire chez les patients COVID (163) méme dans les analyses post-mortem
(164). En revanche, les glucocorticoides sont reconnus pour induire une migration rapide des
¢osinophiles dans la moelle osseuse (165). Cela explique en partie 1’éosinopénie provoquée par

les corticoides.

Par ailleurs, I’'TFNT1 est connu pour induire une apoptose directe des €¢osinophiles (166).
Cependant, ce médiateur crucial dans la lutte contre les infections virales ne semblent pas
responsable de I’état pro-inflammatoire de la COVID-19 (167). En effet, les concentrations

plasmatiques retrouvées sont trop faibles pour induire de telles modifications.
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2.3.3.3 Majoration de charge virale et perturbation du rétrocontrble

Comme entrevu dans le paragraphe sur les généralités des éosinophiles, ces cellules
présentent une activité antivirale grace a des protéines cytoplasmiques (148,150). On peut donc
considérer qu’une €osinopénie entrainerait une baisse des défenses immunitaires et la charge

virale serait donc plus importante au fur et a mesure de 1’€osinopénie.

2.4 OBJECTIFS DE L'ETUDE

Ainsi, plusieurs facteurs pronostiques potentiels ont été dégagés dans I’infection a
SARS-CoV-2. Parmi les nombreux parametres biologiques explorés dans les études, certains
déterminants de la formule leucocytaire, I’éosinopénie et la lymphopénie, suscitent un intérét
certain. La lymphopénie, en particulier, semble un marqueur prometteur pour une évaluation
précoce de la sévérité de I'infection. Comme vu précédemment, la COVID-19 induit une
diminution du taux de lymphocytes circulants, par I’intermédiaire de différents mécanismes, et

la profondeur de la lymphopénie semble liée a la gravité.

L’objectif principal de notre étude était donc de déterminer 1’intérét pronostique de la
lymphopénie dans I’infection a SARS-CoV-2 en étudiant sa corrélation avec la sévérité et la

mortalité.
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3 MATERIEL ET METHODES

3.1 PATIENTS, CRITERES D’INCLUSION ET DE NON-INCLUSION

Nous avons réalisé une étude rétrospective, multicentrique au sein de 6 services d urgence
du Grand Est : Strasbourg, Colmar, Haguenau, Trevenans, Metz et Reims. Notre étude s’est
déroulée du 1" mars au 30 avril 2020. La région du Grand-Est a été fortement impactée par la
pandémie avec 3500 déces et plus de 12 000 infections par la COVID-19 sur cette période de

temps.

Etaient éligibles tous les patients admis aux urgences puis hospitalisés pour une infection
a SARS-CoV-2 durant ces deux mois. Les critéres d’exclusion étaient d’une part les situations
altérant la formule leucocytaire (169,170) : chimiothérapie, traitement immunosuppresseur,
prise de corticoide au long court, antibiothérapie avant admission, cancer ou pathologie
hématologique. Et d’autre part, les patients en soins palliatifs ou pour lesquels une limitation

thérapeutique a été instaurée.

3.2 RECUEIL DE DONNEES

Nous avons recueilli de maniere rétrospective les données a partir de supports
informatiques spécifiques aux services d’urgence, de médecine et de réanimation concernés.
Les données incluaient les parameétres anamnestiques, cliniques, biologiques, ainsi que les

informations relatives a la prise en charge et au devenir des patients.

Nous avons renseigné les traitements et les antécédents, notamment les pathologies
cardiovasculaires, le statut diabétique et 1’insuffisance rénale préexistante. L’autonomie de
chaque patient a été évaluée grace au score de Knaus (171), afin de classer les patients en deux

catégories : totalement autonomes si score de Knaus a 6, partiellement autonomes sinon.
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La sévérité de I’infection, définie dans notre étude par I’admission en réanimation, était
notre critére de jugement principal, et la mortalit¢ hospitaliere notre critére de jugement

secondaire.

Les paramétres biologiques recueillis comprenaient la créatinine, la CRP, les leucocytes
totaux, les lymphocytes ainsi que les €osinophiles. Concernant les lymphocytes, leur valeur
normale est comprise entre 1000 et 4000 cellules /mm? selon le laboratoire, la lymphopénie est
dite sévére si inférieure a 500 cellules /mm? (172—174). Concernant les éosinophiles, leur valeur
normale est comprise entre 100 et 400 /mm?, 1’éosinopénie est dite sévére si inférieure a
50/mm’et indétectable si égal a 0 /mm? (127,132,133). Par ailleurs, nous avons calculé la
variation du nombre de lymphocytes et d’éosinophiles entre le bilan d’admission, a 24 heures

de prise en charge et au dernier jour de prise en charge.

3.3 ETHIQUE

L’étude a été approuvée par le comité d’éthique loco-régional de I'université de
Strasbourg en France (référence CE : 2020-39), qui en accord avec la législation frangaise
permet de surseoir le consentement des patients dont les données sont recueillies de maniére

rétrospective.

3.4 ANALYSE STATISTIQUE

Les analyses statistiques comportaient une partie descriptive et une partie analytique.

L’analyse descriptive des variables qualitatives a été réalisée en déterminant pour chacune

I’effectif et la proportion dans 1’échantillon.
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L’analyse descriptive des variables quantitatives a constitué a donner pour chacune la
moyenne et son intervalle de confiance a 95%, 1’écart type, la médiane, le premier et troisiéme
interquartile. Les normalités des distributions ont été analysées en utilisant les tests de Shapiro—

Wilk ou de Kolmogorov—Smirnov via des diagrammes quantile-quantile.

Les comparaisons entre les variables qualitatives ont été réalisées grace au test du Chi2 ou
au test exact de Fischer pour les valeurs inférieures a 5. Pour chaque variable un rapport de cotes
et son intervalle de confiance a 95% ont été estimés. Nous avons également réalisé des courbes
ROC (Receiver Operating Characteristic) pour évaluer la performance de la lymphopénie dans la

prédiction de la sévérité et de la mortalité.

L’analyse inférentielle pour les variables quantitatives a été effectuée avec le test t-Student
lorsque la variable était gaussienne, ou le test de Mann Whitney Wilcoxon en cas

d’hétéroscédasticité ou de variables ne suivant pas la loi normale.

Les analyses multivariées ont été réalisées en utilisant un mod¢le de régression logistique

sur les variables pertinentes.

La valeur p < 0.05 a été choisie comme seuil de significativité.

Nous avons effectué les analyses statistiques en utilisant Shinystat et le logiciel R.
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4.1 CARACTERISTIQUES INITIALES DE LA POPULATION

Durant les deux mois d’inclusion, 49326 patients ont ét¢ admis dans les services des
urgences en prenant en compte tous les centres hospitaliers participant a cette étude. Parmi eux,
4470 ont été diagnostiqués avec une infection a SARS-CoV-2 par RT-PCR sur prélévement
nasopharyngé. 1738 patients présentaient des criteres d’exclusion, 1685 n’ont pas été

hospitalisés. Au total, 1047 patients ont été inclus dans 1’étude. Le diagramme des flux est

présenté sur la figure 7.

44856 autres diagnostics

49326 admission
aux urgences

797

1738 patients
avec critéres
d'exclusion

1047

inclus

1685 avec soins
ambulatoires

forme modérée

La majorité était de sexe masculin (617 soit 58.9%), I’age médian était de 69 ans, 714

patients (68.1%) avaient un IMC supérieur a 25 kg/m?.

250

forme sévére

Figure 7 : Diagramme des flux
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Concernant les antécédents, 598 (57.1%) avaient de I’hypertension artérielle, 280
(26.7%) un antécédent de diabéte, et 249 (23.8%) d’entre eux avaient une insuffisance rénale
préexistante. Sur le plan de ’autonomie, 803 (76.7%) étaient autonomes selon le score de

Knaus.

Les parameétres vitaux médians étaient les suivants : 134 mmHg de systolique, 74 mmHg
de diastolique, 88 battements par minute, 22 cycles respiratoires par minute, une saturation
transcutanée en oxygene a 92%, un débit d’oxygene nécessaire pour obtenir une saturation
supérieure a 95% a 2/L/min et une température a 37,7°C. Le délai médian du début des

symptomes était de 7 jours. 73% des patients étaient dyspnéiques.

Sur le plan biologique, 637 (60.8%) présentaient une lymphopénie inférieure a 1000

/mm? 4 I’admission et 816 (77.9%) présentaient une éosinopénie inférieure a 20 /mm?.

Sur I’ensemble des patients inclus, 351 (33.5%) présentaient une forme

scannographique modérée et 191 (18.2%) une forme sévere.

4.2 COMPARAISON ET CORRELATION SELON LA SEVERITE DE L’ INFECTION.

250 patients (soit 23.9%) ont été hospitalisés en réanimation, les 797 autres présentaient

une forme modérée et ont été hospitalisés en service conventionnel.

Les caractéristiques de la population et les données cliniques a 1’admission sont

comparées entre les deux groupes de sévérité dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Caractéristiques cliniques de la population infectée par SARS-CoV-2 et comparaison en fonction de la sévérité

Total des patients Sévérité moyenne Réanimation Odds Ratio P
(n=1047) (n="797) (n=250) (IC95%)
Caractéristiques générales
Age 69 (38-79) 70 (38 -82) 86 (38-72) <0.001
Age>T73ans 330324y 304 (38.1) 35(14.0) 0.26(0.17-0.39) <0.001
Sexe (H) 617 (58.9) 438 (35.0) 179 (71.6) 2.08 (1.51 -2:85) <0.001
IMC (kz'm2) 27.7(244-319) 27.5(242-318) 28(23-323) 0.014
Surcharge pondérale {IMC>23) 714 (68.1) 331 (66.6) 183 (75.2) 1.37(0.99-1.91) 0.05
Comorbidités
HTA 398 (57.1) 461(57.8) 137 (34.8) 0.88 (0.66-1.19) 0438
Diabéte 280 (26.7) 205(253.7) T3{30.0) 124(0:88-171) 0183
Tabagisme actif 46 (4.4) 34 (43) 12(4.8) 1.13:(0.52-223) 0.72
Insuffisance rénale 240(23.8) 207(26.0) 42(16.8) 0:38(0.39-084) 0.004
ATCD cardio-vascuolaires 363 (34.7) 295 (37.0) 68 (272) 0.64 (046 -087) 0.006
ATCD respiratorres 203 (19.6) 132(18.1) 33(212) 1.14 (078164 046
Partiellement autonome 244 (23.3) 225(28:2) 19 (7:6) 021 (0.12-034) <0.001
Présentation au SAU
Sp02 (%) 02 (88-93) 93 {89 -95) 88 {81-21) <0.001
SpD2 < 92% 518 (49.5) 325(40.8) 193 (77.2) 491 (351-693) <0.001
Tachypnee FR > 23 386 (36.9) 242(312) 137 (54.8) 267 (197-3.61) <0.001
Débit O2 pour Sp02>82% {L/'mimn’ 2¢(0-4) 2(0-3) 4(2-9) <0.001
Etat de choc 14(1.3) 7(0.9) 7(2.8) 325(0.96-10.96) 0.05
Tachycardie (FC > 100 bpm) 261 (24.9) 178:(22.3) 83{33.2) 7.73(1.25-2.38) <0:0¢1
Déla: d'appantion symptomes (j) 7(3-9) 6(3-9) T(4-873) 0.18

Variables quantitatives exprimées en médiane (Q1 - Q3), variables qualitatives en effectif (proportion %)

Dans le sous-groupe « réanimation », les patients étaient statistiquement plus jeunes (66

vs 70 ans), plutdt de sexe masculin (71,6% vs 55%) et avaient un IMC plus important (28 kg/m?

vs 27,5 kg/m?).

Au sein de ce méme groupe, 68 (27.2%) avaient des antécédents cardiovasculaires et 42

(16.8%) une insuffisance rénale.

Cliniquement,

les cas de réanimation présentaient davantage de symptomes

d’insuffisance respiratoire que les cas modérés. En effet, 40.8% patients avec une atteinte

modérée présentaient une saturation inférieure a 92% en air ambiant comparé a 77.2% des

patients de réanimation soit un OR a 4.91 (3.51 - 6.95).
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Le tableau 2 décrit les résultats paracliniques et le devenir des patients pour chaque groupe de

SEverite.

Tableau 2 : Données paracliniques et devenir de la population infectée par SARS-CoV-2, en fonction de la sévérité

Total des patients Séveérité moyenne Réanimation Odds Ratio P
(n=1047) (n=797) (n=230) (IC93%)
Biologie
Creahnine (umol/L) 79 (64 -99) 77 (63-98) 83 (70 - 1062.73) 0.978
Hemoglobine {2/dL) 13.7(12.5-1438) 1360(124-14.7) 13.90 (13 -15.2 <0.001
Plaguettes (GL) 184 (151 -248) 195 (153.-247) 1915(1422-2527 0413
CRP (mgl) 812(339-142.6; 67(33-128) 25(76.5-1921) <0.601
CRP > 100 427 (40.8) 278 (34.9) 148 (59.6) 275204 -3.73) <0.001
Lactate (mmoll) 12(09-16) 11(08-135) 13(1-17) <0.001
Silirubine totale (mz1) 6355(327-10.3) 65(33-104) £69(32-11) 0547
Leucoytes totaux (‘mm?) 360 (4850 - 8303) 6230 (4830 -8300) 7000 (4917-93517) 0.002
Eosinophiles (‘mm?) 0(0-10) 0(0-190) 0(0-90) 0.002
Eosinophiles < 20/mm? 816(77.9) 599(75.2) 217 (86.8) 217 (144333) <0.001
Nevtrophiles (‘mm?) 4939 (3430 - 6833) 4740 (3370 -6370) 465 (37325-8007% <0.001
Neutrophilez > 10000 mm?® 82(7.8) 265 30(12.90) 185(1.17-3.21) 0.007
Lymphocvtes {/mm?) 8§70 (620 -1200) 800 (840 - 1220) 780 (557.5-1110) 0.012
Lymphocytes < 300/mm?* 445 (42.8) 313 (393) 133 (53.2) 176 (1531 -236) <0.001
Lymphocytet < S00/mm? 144 (13.7) 87 (122) 47(18.8) 167 (1.11 - 2.48) 0011
Lymphocytes H24 (‘mm?) 950 (663 - 1300) 1010 (710 - 1380) 783 (370- 1100) <0.001
Delta lympho ~H24 {{mm?®) 60 (-150 - 300) 90 (-130-340) -20 (-170 - 1673) <0.601
Lymphocytes sortie H (/mm?®) 1340(970 - 1855) 1290 (930-1730) 595 (1132.5-2157.¢ <0.001
Delta lympho — scrite (:mm®) 410 (40 - 845) 330 (10-700) 760 (2423-1277.3) <0.001
Ateinte 3 la TDM :
Moderge (<23%) 351(33.5) 315(39.5) 36144 0.89(05-1.8) 0.5881
Severs (>30%) 191 (18.2) 89 (11.2) 102 {40.8) 88{52-157) <0.001
Traitements
Antsbiotigue 463 (44.2) 338423 124.(49.6) 133 (D.98-1.79) 0.03
Nbombre de jours sous oxygéns 7(3-18 S(1-8 20 (13 -30) <0001
Devenir
Surinfection bacterienne 147 (14 2430 123 (4923 31{19-3523) <0.001
Maiadie thrombo-2mboligue 62 (6.6) 26(33) 43(172) <0.601
1=TVP 19(1.8) 200.3) 17 (6:8) 31.7(8¢-2007) <0.001
I=EP 30{4.8) 24(3.0) 26 (10.4) 4(23-72) <0.001
Durée totale d'hospitalisation () 160(7-18) 9(6-12) 24(162-37) <0.001
Aortalire hospitaliers 1346 {13.9) 86 (10.8) 80 (243 26(1.8-38) <0.001

Variables quantitatives exprimées en médiane (QI - Q3), variables qualitatives en effectif (proportion %)

Biologiquement, a 1’admission aux urgences, la CRP supérieure a 100 mg/L était
présente chez 34.9% des patients avec atteinte modérée comparée a 59.6% des patients de
réanimation soit un OR = 2.75 (2.04 - 3.73). La valeur du lactate était légérement supérieure

parmi les cas les plus séveres, de maniére significative.
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Sur la premiére analyse réalisée a 1’admission, les lymphocytes étaient statistiquement
plus bas dans le groupe réanimation que dans le groupe de sévérité modérée : a 780 /mm?
versus 900 /mm?. Tandis que la valeur médiane des éosinophiles ne différait pas entre les
groupes, il y avait plus de patients présentant une éosinopénie inférieure a 20 /mm? dans le

sous-groupe réanimation avec un OR = 2,17 (1.44 — 3.35).

Sur le deuxieme prélévement réalisé a 24 heures de I’admission, les lymphocytes étaient
toujours significativement différents dans les deux groupes avec respectivement 1010 /mm?’et

785 /mm? dans les groupes modérés et sévéres.

Concernant la mesure du delta entre les deux valeurs de lymphocytes a H24, on note
une chute du taux de lymphocytes dans le groupe réanimation, avec respectivement un delta de

90 (-130 - 340) et -20 (-170 - 167.5) cellules entre les groupes modérés et séveres.

Par ailleurs, la valeur médiane des leucocytes totaux était significativement différente
entre les deux groupes : 6230 /mm? vs 7000 /mm? respectivement dans les groupes modérés et

Séveres.

Nous n’avons pas retrouvé de différence significative entre les groupes concernant la

bilirubinémie, la créatininémie et le taux de plaquettes.

La durée médiane de 1’oxygénothérapie €tait significativement différente entre les deux
groupes : 5 jours dans le groupe atteinte modérée et 20 jours dans le groupe réanimation ; p <

0.001.

En outre, les évenements thrombo-emboliques étaient plus fréquents dans le sous-groupe le

plus sévere (43 vs 36, p <0.001).
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La durée d’hospitalisation chez les patients admis en réanimation était significativement
plus longue : durée médiane de 24 jours versus 9 jours dans le sous-groupe modéré avec un
p<0.001. La mortalité était significativement plus importante dans le sous-groupe de patients
admis en réanimation avec 24% contre 10.8% de déces respectivement dans les sous-groupes

réanimation et sévérité modérée, et un OR a 2.6 (1.8 - 3.8).

Par ailleurs, nous avons étudié la performance de la lymphopénie comme marqueur
prédictif de la sévérité via une courbe ROC. L’aire sous la courbe (AUC) pour la lymphopénie

était de 52.9% (57% - 61.1%).

G0 a0
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0
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T T I I I
150 100 50 0 -50

Specificity (%)

Figure 8 : Courbe (ROC) pour la faculté des lymphocytes circulants a prédire la sévérité

Les résultats de I’analyse multivariée sont colligés dans le tableau 3 et illustrés par la
figure 9. Plusieurs variables influengantes de maniére indépendante ont pu étre mises en

évidence.
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Tableau 3 : Analyse multivariée des patients avec infection a SARS-CoV-2 en fonction de la sévérité

Odds Ratio (IC25%) g value
Caractéristiques générales
Age>T5anz 031 (0.23-0.69) 0.001
IMC > 30 kg/m? 1.27(0.83 - 1.93) 0271
Sexe (F) 0.73(047-113) 0.164
Comorbidités
Inzuffizance rénale 084 (049-14% 0319
HTA 1.07 (0.66 - 1.72) 0.777
Diabste 108 (0.68 -1.71) 0.735
Partieliement autonome 0:24 (0.12-0.46) <0001
Présentation au SAU
Sp02 <92% 437 (2.72-6.82) <0001
Tachvpnée FR > 25 cpm 165(1.08-254) 0.021
Atteinte a la TDM
sévers (=30%) 3.77(1.84 - 3.03) <0.001
Biologie
Creatimne > 100 smolL 1.34 (0,81 -2:21) 0.231
CRP > 100 mg'L 284(105-445) <0001
ymphopénie < 8§00/mm3 1.82(1.23-3.02) 0.004
Lymphopénte < 300 mm3 1.01 (0:58 - 1.74) 6978
PNN > 10000/mm3 195(0.95-321) 0.063
Eozsmopeme < 20/mm3 2.18 (1.24-3.827) 0.009
Différentiel lymphopénie nég H24 3.36(2.18-5.22) <0.001

Les facteurs associés a la sévérité de fagon significative dans notre étude étaient une
saturation inférieure a 92% avec un OR a 4.27 (2.72 - 6.82) ; une tachypnée > 25 cycles par
minute avec un OR a 1.65 (1.08 — 2.54) ; une atteinte scannographie sévere avec un OR a 3.77
(1.84 — 8.05) ; une CRP supérieure a 100 mg/L avec un OR a 2.94 (1.95 - 4.45); une
lymphopénie inférieure 8 800/mm?3avec un OR a 1.92 (1.23 - 3.02) ; une baisse des lymphocytes
a H24 avec un OR 4 3.36 (2.18 - 5.22) ainsi qu’une éosinopénie inférieure a 20 /mm? avec un

OR 42.18 (1.24 — 5.22).
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Sp02 < 92% | ° | 4,27[2,72;6,82]
TDM sévere (>50%) ' L | 3,77[1,84;8,05]
Différentiel lymphopénie nég H24 ' L 3 | 3,36[2,18;5,22]
CRP > 100 mg/L | ° | 2,94[1,95; 4,45 ]
Eosinopénie < 20/mm3 ' L { 2,18[1,24 ;3,97 ]
Lymphopénie < 800/mm3 —e— 1,92[1,23;3,02]
Age > 75 ans o 0,41[0,23;0,69]
Autonomie partielle 1o 0,24[0,12;0,46 ]
-3 2 -1 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figure 9 : Forest plot des facteurs de sévérité d’infection a SARS-CoV-2

Notre analyse montre des résultats paradoxaux concernant 1’age supérieur a 75 ans avec
un OR a 0.41 (0.23 - 0.69) et le degré de dépendance avec un OR a 0.24 (0.12-0.46) qui

apparaissent alors comme des facteurs protecteurs.

4.3 COMPARAISON ET CORRELATION SELON LA MORTALITE DE L’ INFECTION.

Les caractéristiques de la population et les données cliniques a I’admission sont comparées

entre survivants et non survivants dans le tableau 4.
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Tableau 4 : Caractéristiques cliniques de la population infectée par SARS-CoV-2 et comparaison en fonction de la survie

Total des patients Survivants Non survivants Odds Ratio p
(n=1047) (n=901) (n=146) {IC93%)
Caractéristiques générales
Age 69.(58-79) 67 (36-77) 78(70-86) <0.001
Age>73ans 338 (324 255(283) 84 (373 343(236-5) <0.001
Sexe (H) 617 (58.9) 529(38.7) 88 (60.3) 1.06 (0.75- 1.52) 0.722
IMC (kz'm2) 277(244-319) 27.7(243-32) 278(241-312) 0:618
Surcharge pondérale {IMC>23) 714 (682) 613 (68) 101 (69.2) 1.65(D.71 - 1.58) Q.78
Comorbidités
HTA 598 (37.1) 480 (344} 108 (74) 238(139-3.63) <0.001
Diabéte 280 (26.7) 237 (263) 43 (2935) 1.17(0.78- 1.74) 043
Tabagisme actif 46 (44) 240 4(27) 038 (0.15- 1.61) 0.29
Insuffisance rénale 242 (23.8) 195 (11.6) (57 212{143-312) <0.001
ATCD cardic-vasculaires 363 (347) 280 (32.2) 73 (50) 211 (146-3.09) <0.001
ATCD resprratorres 205 (19.6) 166 (184 38 (26.7) 161 (1.05-24% 0.028
Partiellement autonoms 244253) 186 (20.6) 58(32.7) 253(1.72-3.72) <0001
Présentation au SAU
Sp02 (%) 92 (88 -85 92 (88-93) 88 (80 -293) <0.001
Sp02<92% 518(49.5) 421 (467) 97 (66.4) 226(154-333) <0.001
Tachypnee FR > 25 386 (36.9) 328{(364) 38 (35.7) 1.15(0.79- 1.67) 0407
Débit O2 pour Sp02>92% (L 'min’ 2(0-4) 2(0-3) 32-9) <0.001
Etat de choc 14(1.34) g 5(34) 3.51(0.91 - 11.86) 0.03
Tachycardie (FC > 100 bpm) 2681 (24.9) 23025.3) 31(21L.2) 0.7 (0.5-1.22) 0.313
Déla: d'appantion symptdmies (j) 7(3-9) i3-9 3(2-7) <0001

Variables quantitatives exprimées en médiane (Q1I - Q3), variables qualitatives en effectif (proportion %)

Les non-survivants étaient significativement plus agés. En effet, 28% des survivants
avaient plus de 75 ans tandis que 57% des patients décédés avaient un age supérieur a 75 ans.

L’OR calculé est de 3.4 avec un IC95% a (2.36 - 5).

De plus, la moiti¢ des patients décédés présentaient aussi des antécédents
cardiovasculaires contre un tiers pour les survivants avec un OR a 2.11 (1.46 — 3.05). La
tendance est similaire pour les antécédents d’HTA avec un OR a 2.38 (1.59 — 3.63);
d’insuffisance rénale avec un OR a 2.12 (1.43 — 3.12) ; d’insuffisance respiratoire avec un OR

a 1.61 (1.05 — 2.45).
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En revanche, le tabagisme et I’autonomie semblaient étre des facteurs protecteurs. Le
tabagisme actif n’était toutefois pas significatif avec un OR = 0.58 (0.15 - 1.61). Quant a

I’autonomie, I’OR de la dépendance était calculé a 2.53 (1.72 - 3.72).

Cliniquement a I’admission, les patients décédés présentaient davantage de symptomes
respiratoires comparés au sous-groupe des survivants. La saturation en oxygene par mesure
transdermique inférieure a 92% a I’admission était trouvée chez 66% des patients décédés

versus 47% des survivants soit un OR a 2.26 (1.54 - 3.33).

Les résultats paracliniques et le devenir des patients sont comparés entre survivants et non

survivants dans le tableau 5.
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Tableau 5 : Données paracliniques et devenir de la population infectée par SARS-CoV-2, en fonction de la survie

Total des partients Survivants Non survivants Odds Ratio (IC95%) P
(n=1047) (n=2901) (n=146) {IC95%)
Biologie
Creatimne (umol’L) 79 (64-99) 76 (63 -93) 86 (77 - 146) <0.001
Hemoglcbine (27dL) 137(125-148)  138{126-148) 132(117-146) 0.067
Plaguettes (GL) 124 (151 -248) 196 (133-248) 181(1372-2422) 0.046
CRP (mgl) 812 (39-1426) 794G7-139) 100(589-1667) 9.002
CRP> 100 427 (40.8) 355(3%4) 72 (49.3) 1.5(1.04-2.16) 0.02
Lactate (mmoll) 12(06-16) 1.1(08-19) 14(i-19) <0.001
Bilirubine totale (mgT) 65 (33-10.6) 68(36-109) 35(1-9) 0.01
Leéucovtes totaux (‘mm?} 6360 (4850 - 8505) 3360 (4830 -8400 6420 (4987 -9260) 0.137
Eozinophiles (‘mm?) 0(0-10) 0(0-10) 0(0-10) 9275
Ecsnophiles < 20/mm? 816 (77.9) 705(782) 111 (76) 088 (0.58-137) 0.35
Nestrophiles (/mm®) 4930 (3430-6933) 1870 (3400 - 6800 5350 (3655 - 7900) 0021
Neutrophiles > 10000/mm?* 82(7.8) 63(7) 18(13) 1.99(1.62-3.5) 0.019
Lymphocytes (/mm®) 870 (620~ 1200) 890.(650-1220) 725(500- 1000) <0.001
Lymphocytes < 800:mm* 446 (42.6) 362 (30.0) 84 (57.5) 202 (1382283, <0.001
I ymphocytes < S00/mm? 144 (1337) 10122 34 (2333) 218(137-34)) <0.001
Lymphocytes H24 (/mm?*) 930 (665 - 1300) 290 (6920 -1350) 765(517-1080) <0.001
Delta lympho — H24 (/fmm?) 60 (-130 -300) 60 (-140-300)  13(-177-210) 0.03
Lymphocytes sortie H {/mm?) 1340 (970- 1855) 1410 (1100 - 1900 825 (302 - 1185) <0.001
Delta lvmpho — zorite (/mm?) 410 (40 - §43) 480 (100-900)  5(-127 -363) <0.001
Arteinte 2 la TDM :
Moderee (<25%) 331 (333) 313347 38 (26.1) 0:64 (038- 1.09) 0093
Sévars (>30%) 191 (18.2) 154 (17.1) 37(23.3) 126 (0.74-2.18) 0.4
Traitements
Antibiotique 463 (44.2) 38542.7) 78(334) 134 (1.07-222) 0.02
Nbombre de jousrs sous oxygena T3-14) 6(2-13) 8(3-158) 0,048
Devenir
Surinfection bacténenne 147 (14 111 (123) 6247 233 (147-3.62) <0.001
Maladie thrombo-emboliqus 69 (6.6) 39443 11(7.3) 021
1=TVP 19(1.8) 16 (1.3) 3¢) 120 (0.28-3:67) 0773
2=EP 50 (4.8) 39(43) 11(7.3) 1.81(0.86-3.50) 0084
Durée totale d'hosprtalisation (3) 10 (7-18) 10(7-18) 8{52-16.7) 0.058

Variables quantitatives exprimées en médiane (Q1 - Q3), variables qualitatives en effectif (proportion %)

Sur le plan biologique, nous retrouvons aussi des valeurs médianes plus séveres dans le
groupe des non-survivants : pour la créatinine (76 vs 96 ; p<0.001), la CRP (79 vs 100 ; p =

0.002) et le lactate (1.1 vs 1.4 ; p<0.001) comparées au groupe des survivants.
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La lymphopénie était également plus profonde. Les valeurs médianes des deux sous-
groupes étaient significativement différentes a respectivement 890 lymphocytes /mm? et 725
lymphocytes /mm?® dans les groupes survivants et décédés. En prenant le seuil de 500
lymphocytes /mm?, nous trouvons 12% des patients ayant un taux inférieur dans le sous-groupe

survivant comparés a 23% des patients dans le sous-groupe des décédés soit un OR a 2.18 (1.37

-3.41).

En outre, le compte des neutrophiles était plus important dans le sous-groupe des
décédés en comparaison avec le sous-groupe des survivants avec des valeurs médianes

respectives a 5350 et 4870 ; p = 0.021.

Les éosinophiles ne différaient pas de maniére significative avec des valeurs médianes

¢gales a 0 dans les deux groupes ; p = 0.275.

Les patients décédés recevaient plus d’antibiotiques ; OR = 1.54 (1.07 - 2.22) et une
oxygénothérapie plus longue avec une médiane a 8 jours dans le sous-groupe des décédés versus

6 jours pour le sous-groupe des survivants.

La durée d’hospitalisation ne variait pas entre les deux sous-groupes avec une valeur
médiane a 10 jours versus 9 jours respectivement pour les sous-groupes survivants versus

décédés et un p = 0.058.

Le tableau 6 et 1a figure 10 présentent les résultats de 1’analyse multivariée sur la survie.
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Tableau 6 : Analyse multivariée des patients avec infection a SARS-CoV-2 en fonction de la survie

Odds Ratio {IC93%) g value
Caractéristigues générales
Age>T75anz 1.05(1.02-1.07) <0001
IMC>30 kgm* 136(0.74-2.52) 0318
Sexe (F) 16(0.88-292) 0.122
Comorbidites
Insuffisance rénals 127 (067 -239) 0464
HTA 1.1 (056 -2:16) 0.78
Diabéte 0.7 (0,37 -133) 0272
Partiellement autonome 1.57(0.95-2.58) 0.073
Presentation au SAU
SpO2 <92% 1:85(1.18-2.92) 0.008
Tachypnée FR > 25
Atteinte au TDM
eritique (=73%) 327(1.29-822 0012
Biologie
Creatimine > 100 pmol’L 1.36 (0.72-2.55) 6.34
CRP> 100 mgL 129(0:72-2.32) 0385
Lymphopente < §00:mm3 210 (135-329) 0.001
Tymphopénie <500/mm3 1.95(1.03-3.72) 0.041
PNN> 10000:/mm3 1.67(0.75-3.72) 0.206
Eozmopénie < 20/mm3 0.65 (0.38-1.19) 0.107
Delta lymphopénia sortie <450 0053(538-1582) <0.001

Concernant I’analyse multivariée, aucune comorbidité ni parameétre biologique de notre
¢tude n’a été associ¢ de manicre significative a la mortalité, en dehors de 1’age avec un OR =
1.05 (1.02 — 1.07), d’une lymphopénie inférieure a 800 /mm? avec un OR 4 2.10 (1.35 — 3.29)
ou inférieure a 500 /mm> avec un OR a 1.95 (1.03 — 3.72), ainsi qu’un delta de lymphocytes

admission-sortie inférieur a 450 cellules avec un OR a 9.05 (5.38 — 15.82).
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Figure 10 : Forest plot des facteurs de mortalité liés a l'infection a SARS-CoV-2

Une différence de lymphocytes calculée entre 1’admission et la sortie inférieure a 450

cellules semble étre un facteur prédictif avec un OR = 9.05 (5.38 - 15.82).

Le delta a 24 heures d’hospitalisation est moins significatif avec des valeurs médianes

a 60 et 15 cellules respectivement dans les groupes survivants et décédés.
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Nous avons étudié la performance de la lymphopénie sur la prédiction de la mortalité

via une courbe ROC. L’aire sous la courbe (AUC) pour la lymphopénie est de 56.9% (61.9% -

66.9%).
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Figure 11 : Courbe (ROC) pour la faculté des lymphocytes circulants a prédire la mortalité
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S DISCUSSION

L’objectif principal de notre travail était d’étudier la lymphopénie comme marqueur

pronostique dans I’infection par le SARS-CoV-2.

La majeure partie des patients inclus dans notre ¢tude présentaient une lymphopénie et une
€osinopénie qui sont également retrouvées dans les études antérieures (12,14,47,51,157,175—
177). Notre avons aussi mis en évidence une corrélation entre la lymphopénie, 1’€osinopénie

et la sévérité/mortalité, lien déja suggéré par des études antérieures (58,178,179).

Concernant la valeur seuil de la lymphopénie, celle-ci varie selon les études entre

1100/mm3 (54,180,181) et 1500/mm3 (47).

5.1 MARQUEURS DE SEVERITE

Nos résultats en analyse multivariée mettent en évidence un risque majoré de transfert en
réanimation en cas de lymphopénie inférieure a 800 /mm?, d’éosinopénie inférieure a 20 /mm?,
de CRP supérieure a 100 mg/L, d’un différentiel de lymphocytes négatif a vingt-quatre heures
de prise en charge, d’une atteinte séveére a la TDM ainsi que d’une saturation transcutanée en

oxygene inférieure a 92%.

Le taux d’hospitalisation en réanimation varie selon les études entre 4.9% et 11.5% des
cas (182). Notre étude retrouve des résultats plus séveres avec 24% d’hospitalisation en
réanimation. L exclusion des patients ambulatoires implique une majoration de I’estimation de

la sévérité puisque la part des formes mineures a modérées est de facto minimisée.

L’association retrouvée entre sévérité de 1’infection et lymphopénie est cohérente avec

la plupart des données de la littérature (11,13,14,83,183—185). Une méta-analyse (183) sur pres
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de 5000 patients montre un lien étroit en la profondeur de la lymphopénie et la gravité de
I’infection OR =4.20 ; (3.46 - 5.09). Une autre méta-analyse chinoise (186) sur plus de 3000
personnes issus de 21 études confirme le lien entre la profondeur de la lymphopénie et la
sévérité de 'infection. A noter que ces deux méta-analyses comprennent parfois des études
similaires. La lymphopénie inférieure a 1500 /mm? est associée a un triplement (OR 4 2.99,
(1.31 - 6.82)) du risque de forme sévere selon une autre méta-analyse portant sur plus de 2000
patients (187). Une étude américaine (181) portant sur une cohorte de patients se présentant aux
urgences a aussi retrouvé une corrélation entre la profondeur de la lymphopénie et la
sévérité/mortalité. Les seuils de 1100 lymphocytes /mm? et 2000 lymphocytes /mm? sont
utilisés dans cette derni¢re étude afin de déterminer la gravité des patients infectés par la

COVID-19 avec une sensibilité respective de 72% et 94%.

Néanmoins, toutes les études ne s’accordent pas concernant la valeur pronostique de la
lymphopénie. Certaines ne mettent pas en évidence de lien statistiquement significatif avec la
sévérité de I'infection comme cette cohorte de 210 patients du Dr Pereyra, ou bien une plus
petite cohorte de 78 patients (180,188). Ces derniéres pourraient manquer de puissance en

raison de leur type d’analyse et du nombre de patients.

Concernant 1’€osinopénie, nos résultats sont la encore similaires aux données de la
littérature (157,175). A noter que I’étude du Dr Pereyra portant sur 210 patients ne montre pas

d’association significative entre 1’€osinopénie et la sévérité de I’infection (188).

La CRP est un marqueur corré¢lé a la gravité de I’infection par le SARS-CoV-2 aussi

retrouvé dans d’autres travaux (176,177,180,186,189).
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Le delta lymphocytaire que nous avons exploité dans notre travail est une variable déja
utilisée dans des études préliminaires afin d’estimer le pronostic (11). Cette étude de Tan et
coll. propose un seuil critique de lymphocytes a 20% pour les premieres mesures. Par la suite,
il est proposé un suivi une semaine apres le premier bilan biologique. Le compte lymphocytaire
du second prélevement parait conditionner 1’évolution. Une valeur supérieure a 20% semble
favorable tandis que des valeurs inférieures a 20% voire a 5% sont le reflet d’un pronostic plus
sombre. L’absence de retour a un compte normal lymphocytaire est aussi reconnu comme
facteur de risque de sévérité selon I’étude du Dr Sami d’aprés une analyse par flux cytométrique

(190).

Sur le plan iconographique, I’atteinte scannographique est corrélée a la gravité de la

maladie selon des études préliminaires (14,191-193).

Enfin la saturation en oxygeéne est un parametre clinique facilement accessible et
directement corrélée a I’hématose donc a la sévérité de [Datteinte respiratoire

(13,176,177,180,185).

Toutefois, certains résultats de notre analyse ne semblent pas en accord avec les autres

données de la littérature, comme 1’age ¢élevé et la dépendance.

De fait, tandis que les études antérieures présentent ces deux parametres comme des
facteurs de risque de sévérité, les OR calculés dans notre analyse sont inférieurs a 1 pour 1’age
supérieur a 75 ans et pour 1’absence d’autonomie complete. Cela peut s’expliquer par un

nombre important de refus d’admission en réanimation durant la période printaniere de 2020.

En effet, la saturation complete du systeme de santé francgais, surtout dans la région du

Grand-Est, a engendré un manque de lits considérable limitant fortement les hospitalisations en
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réanimation pour la tranche d’age des patients les plus agés et les plus dépendants. Bien que la
limitation thérapeutique ait été un facteur d’exclusion dans notre étude, le caractere rétrospectif
de l’analyse peut avoir conduit a inclure des patients récusés de réanimation faute
d’informations suffisantes mentionnées sur le dossier informatique. Or le critére de sévérité
¢tait basé sur le transfert ou non en réanimation. Des patients agés et dépendants ont ainsi pu
étre classés dans le groupe de patients « peu sévere » par exces, en raison d’une limitation

thérapeutique non recensée dans le dossier médical, source de biais lors de I’analyse.

Quant a la situation exceptionnelle de cette pandémie déclenchée par une nouveau virus
sans traitement curatif, cela explique 1’épuisement trés rapide, sur cette période de temps, des
ressources et de I’accessibilité aux soins entrainant une sélection des patients pouvant consulter

aux urgences.

D’autres facteurs de risque ont été¢ mis en exergue dans I’analyse univariée, tels que le
sexe masculin avec un OR a 2.08 (1.51 — 2.85), la surinfection bactérienne avec un OR a 31 (19
—52.3), ou la présence de maladie thrombo-embolique avec un a OR =31.7 ( 8.9 —200.7). Les
Odds Ratios de surinfection bactérienne et de maladie thrombo-embolique sont trés surestimés
en raison d’un faible nombre de patients. Le sexe masculin est aussi décrit comme facteur de
mauvais pronostic dans de nombreuses études (177,179,184,194—-196) et plus particulierement
les hommes présentant une calvitie marquée, probablement en rapport avec les hormones males
(197-199). La surinfection bactérienne est également un facteur de gravité reconnu dans la
littérature (200,201). Enfin, la maladie thrombo-embolique est aussi colligée dans les études

antérieures (65,66,184,202).



65

L’insuffisance rénale et les antécédents cardio-vasculaires pourraient sembler étre des
facteurs protecteurs de sévérité dans notre analyse, avec des OR respectivement a 0.58 (0.39 —
0.84) et 0.64 (0.46 — 0.87). Ces données ne concordent pas avec la littérature qui rapporte des
résultats opposés aussi bien pour I’insuffisance rénale (184,196,203,204) que pour les
antécédents cardiovasculaires (176,184,194,196,205). En raison du nombre important de
passages aux urgences et du profond remaniement de 1’organisation des services des urgences,
un défaut de recueil des antécédents a pu biaiser ce résultat. Un défaut de puissance de notre
¢tude peut aussi I’expliquer. Par ailleurs et notablement, de nombreux patients aux lourdes
comorbidités n’ont pas pu €tre admis en réanimation en raison du faible nombre de places

disponibles.

5.2 MARQUEURS DE MORTALITE

L’analyse statistique multivariée de notre travail montre que les facteurs suivants sont
associés a une majoration du risque de déces : age supérieur a 75 ans, une saturation en oxygene
transcutanée inférieure & 92% en air ambiant, une lymphopénie inférieure a 500 /mm?’ et
inférieure a 800 /mm?, une atteinte scannographique supérieure a 75%, et un delta lymphocytes

sortie inférieur a 450 /mm?.

Le taux de mortalité varie entre 1.8% et 3.4% selon une étude américaine (182), ce qui
contraste avec notre étude qui présente un pourcentage plus important a 13.9%. En réalité, les
pourcentages sont relativement disparates selon la méthodologie utilisée. Les plus anciennes
¢tudes peuvent par exemple évaluer la mortalité jusqu’a 45% selon les cohortes (83). Notre
¢tude exclue de I’analyse les cas ambulatoires par définition moins graves. Par ailleurs,

I’émergence d’une nouvelle maladie implique parfois une mésestimation fréquente du taux de
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mortalité. En effet, D’absence du décompte des patients peu symptomatiques ou

asymptomatique ou non testés influe grandement sur la mortalité dans le cas de la COVID-19

(206).

Les études antérieures ont déja montré que 1’age est un facteur de risque de mortalité

(13,176,177,180,182,191,196,207,208). Nos résultats sont en accord avec cette tendance.

A propos de I’hématose, la littérature rendait aussi des résultats similaires concernant
I’infection a la COVID-19 (191). Par ailleurs, 'utilisation du score SOFA comprenant la
saturation en oxygene est trés fréquente dans la gradation de la sévérité chez les patients

malades de la COVID-19 (176,177).

La lymphopénie est aussi un marqueur corrélé avec la mortalit¢ dans des études
antérieures (11,13,60,185,191,209). La méme méta-analyse (183) évoquée précédemment sur
pres de 5000 patients décrit des résultats similaires avec un OR 2 3.71 (1.63 - 8.44). Les malades
infectés par le SARS-CoV-2 avec une lymphopénie inférieure a 500 cellules / mm? ont douze
fois plus de risque de décéder selon cette méta-analyse. Une seconde méta-analyse chinoise

confirme aussi ce lien entre lymphopénie et mortalité (186).

L’atteinte scannographique était déja rapportée dans des études précédentes comme étant

associée a la mortalité dans I’infection a la COVID-19 (191-193).

L’absence de retour au compte normal de lymphocytes est également décrite dans la
littérature comme étant corrélée a la mortalit¢ (11). Le réle des lymphocytes dans la

structuration de la réponse immunitaire est clairement établi (53,92,210).
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Concernant 1’analyse univariée, certains facteurs de risque de mortalité ont été mis en
lumiére dans notre analyse comme 1’hypertension artérielle avec un OR a 2,38 (1.59 — 3.63),
I’insuffisance rénale préexistante avec un OR a 2.12 (1.43 — 3.12), les antécédents
cardiovasculaires et respiratoire avec des OR a 2.11 (1.46 — 3.05) et 1.61 (1.05 — 2.45), la
présence d’une hyperleucocytose a prédominance neutrophile avec un OR a 1.99 (1.09 —2.93),
I’utilisation d’antibiotiques avec un OR a 1.54 (1.07 — 2.22), et la survenue d’une surinfection

bactérienne avec un OR a 2.33 (1.47 —3.62).

L’ hypertension artérielle (176,179,184,194-196), I’insuffisance rénale
(184,196,203,204), les antécédents cardiovasculaires (176,179,184,196,205) et respiratoires
(176,184,194,196) ainsi que la polynucléose neutrophile (53,176,183,185,211,212) et
I’utilisation d’antibiotiques (213) sont des facteurs de risque de mortalité également retrouvés

dans les analyses antérieures.

Certains résultats ne s’accordent pas avec la littérature comme le facteur « diabéte » qui
n’est pas aussi significatif et pondérant dans la sévérité ni dans la mortalité comparé aux autres
études (196,214). La conception de notre travail, son objectif ainsi que des perturbations
induites par le virus lui-méme sur la glycémie (215) aux urgences et le contexte de collecte de

données en période de crise pourraient expliquer en partie ces différences.

5.3 FORCES ET LIMITATIONS

Notre étude comporte certaines limitations. Premieérement, la nature rétrospective de
I’étude implique des biais inhérents, avec notamment le risque de perte d’informations et de

manque de données. Deuxiémement, il faut noter de nombreuses exclusions en lien avec des
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pathologies modifiant certes la formule sanguine, mais courantes aux urgences et excluant de
fait un grand nombre de patients auxquels nous sommes confrontés quotidiennement. Pour la
méme raison, un nombre non négligeable de patients prenait des antibiotiques avant I’admission
aux urgences et a donc été exclu. Enfin, le dépassement des capacités d’accueil et de gestion
des hopitaux francais durant cette pandémie rend la collecte de données et 1’accessibilité aux

soins imparfaites.

A noter que des biais de mesures peuvent limiter 1’utilisation de 1’€osinopénie comme
marqueur de sévérité en raison d’une faible différence entre les groupes de sévérité variable

(216).

Les forces de notre étude comprennent son caractére multicentrique, I’effectif important
ainsi que sa méthodologie. Tous les patients s’étant présentés aux urgences ont été intégrés dans

I’analyse, permettant de limiter le biais de recrutement.

5.4 COMPREHENSION DE LA PHYSIOPATHOLOGIE

La physiopathologie de la lymphopénie et de 1’éosinopénie n’est pas clairement élucidée

a ce jour.

Plusieurs études suggerent une agression cellulaire directe du virus majoritairement
contre les cellules mononuclées (102). D’autres encore émettent I’hypothése d’une forte
interaction lymphocyte-€osinophile (156,157). Une atteinte des précurseurs hématopoiétiques

serait aussi en cause (104).

D’autres hypotheses sous-tendent I’impact éventuel des médiateurs pro-inflammatoires

dont I’IFN.
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En effet, une analyse longitudinale de la réponse immunitaire montre que les patients
avec un COVID sévere maintiennent un niveau inflammatoire relativement important et long
comparés aux patients moins séveres (211). Il est par ailleurs noté une augmentation et
persistance de I‘'IFN y parmi les patients avec une atteint sévere (211). Il en est de méme avec
I’'TL12, médiateur clé de la réponse immunitaire Thl, qui reste élevé chez les patients les plus

graves contrairement aux patients les moins séveres (211).

Au niveau intracellulaire, les lymphocytes CD4+ et CD8+ des patients avec atteinte
modérée sécretent autant d’IFN y que les patients avec une forme sévere. Une étude suggere
alors que la sécrétion d’IFN-y mise en évidence dans les formes séveres serait due aux cellules

non T ou aux cellules T non-circulantes intra-tissulaires (211).

Le fonctionnement adéquat de 1’axe corticotrope est essentiel pour permettre la survie
des patients en soins critiques (217). Le défaut de ce mécanisme de protection aussi connu sous
le nom « d’insuffisance corticotrope fonctionnelle » et est associé a un pronostic plus sévére
(218). La synthese des glucocorticoides endogenes est contrdlée par 1’axe corticotrope par
synthése de 1I’AdrenoCorticoTropine Hormone (ACTH) stimulant ainsi la production du
cortisol (219). Ses conséquences sur le systémes immunitaires sont multiples mais cette
hormone est surtout connue pour ses effets anti-inflammatoires, diminuant les fonctions
lymphocytaires (220) et éosinophiliques (126,162,165). Par ailleurs, certaines cytokines pro-
inflammatoires favorisent la production d’ACTH telles que le Tumor Necrosis Factor a,

I’interleukine-1, et I’interleukine-6 (221,222).

Or, comme évoqué précédemment, le SARS-CoV-2 provoque un état pro-inflammatoire

majeur pouvant induire une production accrue de cortisol initialement.
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On pourrait émettre aussi I’hypothése que I’infection du parenchyme surrénalien et
cérébral, par production du récepteur ACE2 (99,100), induit alors une sur-sollicitation de 1’axe
corticotrope puis son épuisement dans les formes sévéres. Ceci expliquerait alors en partie la
lymphopénie et 1’¢osinopénie causée par 1I’hypercorticisme initial ainsi que 1’hypocorticisme
secondaire (118) et I’efficacité des corticoides dans les formes les plus graves (223). Nonobstant
I’impact du virus sur les glandes endocrines mis en évidence dans les études (224), plusieurs
pistes physiopathologiques sont encore envisagées et restent a éclaircir. Pour exemple, les
patients aux antécédents d’atteinte hypothalamique sont plus a risque de développer des formes

séveres, que ce soit en lien avec un hyper ou hypo-corticisme (225).

5.5 PERSPECTIVES : SCORES COMPOSITES ?

Suite a nos résultats et considérant la littérature actuelle, nous avons vu qu’il existait
plusieurs marqueurs pronostiques intéressants dans la COVID 19, et parmi eux la lymphopénie.
Cette dernicre est corrélée avec la sévérité et la mortalité de I’infection, alors que I’€osinopénie
n’a montré une association qu’avec la sévérité. Le suivi du taux de lymphocytes est également

un élément pronostique déterminant.

Nous n’avons cependant considéré dans ce travail que des marqueurs pris isolément. Or
la combinaison de marqueurs pourrait permettre une évaluation pronostique plus fiable encore.
Certaines ont ¢té explorées dans d’autres travaux, a l’instar des ratio neutrophiles sur
lymphocytes, ou lymphocytes sur monocytes, ou lymphocytes sur CRP, ou plaquettes sur
lymphocytes, la CRP, les D-dimeres, le lactate, les LDH, la ferritine, la procalcitonine, les

interleukines 6 et 10 (59,60,61,63,178,186,226-228).
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Plusieurs scores clinico-biologiques ont été proposés, comme le « COVID-19 score »
basé sur la conscience, I’oxygénothérapie, la capacité vitale respiratoire, 1’utilisation d’amine,

et I’atteinte scannographique (229).

Un autre score clinico-biologique a été imaginé comme le « COMPASS-COVID-19 »

comprenant des données cliniques et la lymphopénie mais pas 1’€osinopénie (230).

L’¢quipe du Dr Linssen a mis au point un « SCORE HEMATOCYTOMETRIQUE »
utilisant en partie les lymphocytes sans tenir compte des €osinophiles avec un maximum de la

courbe ROC a 0.875 (95% CI 0.806 — 0.926) au troisieme jour des symptomes (172).

Dans la continuité des scores clinico-biologiques simples, le modéle final du « score de
Xie » a été utilisé relativement précocement en Chine. Ce dernier prenait en compte 4

paramétres : 1’age, le degré d’oxygénoréquérance, le LDH et les lymphocytes (232).

Notons aussi 1’existence du « score 4C de mortalité » évalué sur une cohorte de plus de

30 000 patients qui ne prend en compte ni les lymphocytes ni les €osinophiles(195).
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6 CONCLUSION

Au cours de I’infection par le SARS-CoV-2, I’ensemble du systéme immunitaire est

perturbé de manicre significative.

L’une des manifestations biologiques, €¢galement décrite dans de nombreuses affections,
comprend un couple de marqueurs tirés de la formule leucocytaire : la lymphopénie et

I’€osinopénie.

Notre étude met en lumiere la pertinence de I’analyse et du suivi des valeurs des

lymphocytes pour I’évaluation pronostique de la COVID 19.

Des valeurs inférieures a 500 lymphocytes /mm® a I’admission aux urgences
permettraient d’affirmer un risque d’évolution défavorable définie par un transfert en
réanimation, motivant une surveillance accrue. Par ailleurs, une ascension trop peu importante
des lymphocytes a vingt-quatre heures de prise en charge est aussi associée a la sévérité de

I’infection.

Ainsi, un suivi de la lymphopénie entre ’admission aux urgences et a vingt-quatre
heures de prise en charge constitue bien une aide a 1’évaluation pronostique et a I’orientation

du patient en cas d’infection par le SARS-CoV-2.

De plus, contrairement a 1’éosinopénie qui semble étre un marqueur pronostique de
sévérité uniquement, la lymphopénie a montré dans notre travail une association avec la sévérité

mais aussi avec la mortalité.

Une étude prospective avec utilisation de scores composites tels que des ratios ou des
associations de marqueurs pourrait permettre de confirmer nos résultats tout en dégageant des

¢léments davantage performants dans 1’évaluation du pronostic de cette infection.
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Introduction : Les systemes de santé du monde entier ont été déstabilisés par la pandémie de la
COVID-19 depuis le début de I’année 2020. Une évaluation précoce du pronostic de I’infection
reste un enjeu majeur. Les lymphocytes et éosinophiles sont des cellules du systéme
immunitaire jouant un role pivot dans les processus inflammatoires, dont les infections virales.
L’objectif principal de notre travail était d’évaluer la valeur pronostique de la lymphopénie chez
les patients hospitalisés pour une infection a SARS-CoV-2.

Méthode : Nous avons réalisé une étude rétrospective multicentrique sur une cohorte de patients
infectés par le SARS-CoV-2 qui étaient hospitalisés suite a un passage aux urgences sur la
période du 1¢" Mars au 30 Avril 2020. Les centres hospitaliers de cette étude sont situés dans le
Nord-Est de la France qui était un des épicentres de la pandémie en Europe.

Résultats : Nous avons colligé 1047 patients avec un diagnostic de la COVID-19 confirmé par
PCR nasopharyngée. 797 (76.1%) présentaient une forme modérée tandis que 250 (23.9%) ont
nécessité un transfert en soins de réanimation. Les valeurs médianes de lymphocytes étaient
significativement différentes a 1’admission entre les deux sous-groupes (p = 0.012). Une
lymphopénie inférieure a 800 /mm?était significativement associée a la sévérité avec un OR a
1.92 (p = 0.004). Des valeurs de lymphocytes inférieures a 500 /mm3 et a 800 /mm? ainsi qu’un
delta lymphocytes admission-sortie < 450 cellules étaient significativement associées a la
mortalité avec des OR respectifs a 2.10, p=0.001 et 9.05, p < 0.001. L’aire sous la courbe ROC
(Receiver Operating Characteristics) était respectivement de 52.9% (57% - 61.1%) et 56.9%
(61.9% - 66.9%) pour la lymphopénie comme marqueur de sévérité et de mortalité.

Conclusion : La lymphopénie est un paramétre biologique trés fréquemment retrouvé chez les
patients infectés par le SARS-CoV-2. L’analyse des valeurs a I’admission aux urgences et a
vingt-quatre heures de prise en charge pourrait contribuer a I’évaluation pronostique de la
COVID 19.
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