Evaluer 1’immunité naturelle anti-Covid : sérologie, immunité
cellulaire

[Source : AIMSIB]

Par Hélene Banoun, alias Emma Kahn

Résumé

— Il est important d’évaluer 1'immunité naturelle contre la Covid-19
elle est plus solide, plus durable et de meilleure qualité que
1’immunité vaccinale

Seule 1’'immunité adaptative humorale (anticorps) ou cellulaire peut étre
évaluée ; 1'immunité innée n’est pas mesurable. La sérologie est seule
pratiquée en routine, c’'est la mesure du taux d’anticorps. La mesure du
taux d’anticorps conduit a une sous estimation de la séroprévalence qui
est pourtant déja élevée et supérieure a 50% de la population dans la
plupart des pays. Les tests sont concus par rapport a la souche isolée
en 2019 en Chine et 1’étalonnage se fait par rapport a du sang de
convalescents prélevé avant juin 2020.

I1 existe une grande hétérogénéité des tests commerciaux disponibles. Un
pourcentage important de la population infectée peut présenter une
sérologie négative dans les mois suivant 1’infection. La recherche de
1’immunité cellulaire pourrait éliminer ces faux négatifs mais elle
n'est pas applicable en routine et colite cher.

Introduction

J’ai récemment montré que 1’immunité naturelle a la Covid-19 (suite a une
infection) était plus solide, plus durable et de meilleure qualité que
1’immunité vaccinale (1) Les raisons en ont été exposées récemment par Sonigo
et al (2). Avant 1’'introduction de la 3é dose, les autorités francaises
conseillaient une seule dose de vaccin pour les personnes déja immunisées
naturellement (3). Pour 1’instant la HAS ne prend pas position sur la
nécessité d’une seconde dose chez les personnes ayant déja été infectées par
la Covid (4) Il est donc important d’'évaluer les méthodes de mesure de
1’immunité naturelle acquise apres infection. Mais les personnes en bonne
santé peuvent aussi éliminer un virus grace a leur immunité innée non
spécifique : on ne sait pas évaluer cette immunité et il se peut que chez ces
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personnes aucune trace de leur rencontre avec le virus ne soit facilement
détectable. Dans la Covid, 1’'infection naturelle commence par les muqueuses
du naso-pharynx qui sont un sanctuaire immunitaire (2). L’immunité innée a ce
niveau peut suffire a éliminer les virus sans intervention importante de
1’immunité adaptative et donc sans production importante d’anticorps
spécifiques. De plus l’infection peut étre combattue grace a 1’immunité
croisée déja acquise contre les coronavirus de rhume banal (5). L’immunité
spécifique (adaptative) peut étre évaluée par la mesure des anticorps

circulants anti-SARS-CoV-2 et par la mesure de la mémoire cellulaire immune.
Rappel sur Immunité innée et immunité acquise

1- Immunité innée
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2- Immunité adaptative

Extraits d’une revue (7) : Le systeme immunitaire adaptatif prend le relais
si le systeme immunitaire inné ne parvient pas a détruire les germes. Il
cible spécifiquement le type de germe a 1l'origine de 1’infection. Mais pour
ce faire, il doit d’abord identifier le germe. Cela signifie qu’il est plus
lent a réagir que le systeme immunitaire inné, mais lorsqu’il le fait, il est
plus précis. Il a également l’avantage de pouvoir se « souvenir » des germes,
de sorte que la prochaine fois qu’un germe connu est rencontré, le systeme

immunitaire adaptatif peut réagir plus rapidement.

Grace a cette mémoire, certaines maladies ne peuvent étre contractées
qu’une seule fois dans la vie : Le systeme immunitaire adaptatif met
quelques jours (maximum 14 jours concernant la Covid) a réagir la
premiere fois qu’il entre en contact avec le germe, mais la fois
suivante, le corps peut réagir immédiatement. La deuxieme infection n’est
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I alors généralement méme pas remarquée, ou du moins elle est moins grave.

Le systéme immunitaire adaptatif repose sur les lymphocytes T, les

lymphocytes B et les anticorps présents dans le sang et les autres fluides
corporels.

Innate immunity
({rapid responsa)

Nature Reviews | Cancer

Used with permission from Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Cancer, 4, 11-22, copyright
2004.
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Les cellules de 1l’immunité innée et de l’immunité adaptative

-Les lymphocytes T ( appelés T car ils ont été découverts dans le thymus)
sont produits dans la moelle osseuse, puis se déplacent vers le thymus par la
circulation sanguine, ou ils arrivent a maturité.

Les cellules T ont trois fonctions principales

Elles utilisent des molécules pour activer d’autres cellules du systeme
immunitaire qui vont lancer le systeme immunitaire adaptatif (cellules T
auxiliaires).

Elles détectent les cellules infectées par des virus ou les cellules
tumorales et les détruisent (cellules T cytotoxiques).

Certaines cellules T auxiliaires deviennent des cellules T a mémoire
apres que l'infection a été vaincue. Elles peuvent « se souvenir » des
germes qui ont été vaincus et sont alors prétes a activer rapidement le
systeme immunitaire adapté en cas de nouvelle infection.

Les cellules T possedent des caractéristiques de détection sur leurs surfaces
qui peuvent s’attacher aux germes. Le systéme immunitaire peut produire en
quelques jours un type de cellule T correspondant a chaque germe présent dans
une infection.
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Ensuite, si un germe se fixe sur un lymphocyte T correspondant, ce dernier
commence a se multiplier, créant ainsi d’autres lymphocytes T spécialisés
dans ce germe. Comme seules les cellules qui correspondent au germe se
multiplient, la réponse immunitaire est spécifique.

-Les lymphocytes B (cellules B) sont fabriqués dans la moelle osseuse et y
mirissent pour devenir des cellules spécialisées du systeme immunitaire. Ils
tirent leur nom du « B » de « bourse de Fabricius », un organe que seuls
possedent les oiseaux et chez qui ils ont été découverts.

Les cellules B sont activées par les cellules T auxiliaires. Elles se
multiplient alors et se transforment en plasmocytes. Ces plasmocytes
produisent rapidement de tres grandes quantités d’anticorps et les
libérent dans le sang. Certaines des cellules B activées se transforment
en cellules mémoire et font partie de la « mémoire » du systeme
immunitaire adaptatif.

Les différentes cellules du systeme immunitaire adaptatif communiquent soit
directement, soit par l’intermédiaire de molécules solubles tels que les
cytokines (petites protéines).

-Les anticorps sont des glycoprotéines (composés formés de protéines et de
sucres ou glucides) qui circulent dans le sang. Ils sont produits par les
plasmocytes (cellules B) et sont spécifiques des antigénes des pathogénes
auxquels ils se lient.

Sérologie ou mesure des anticorps circulants dans
le sang

C’est la mesure des anticorps spécifiques produits contre le SARS-CoV-2,
virus responsable de la Covid-19

Rappel, séroprévalence :

J’ai donné récemment (1) quelques mesures de séroprévalence (proportion de la
population ayant des anticorps : 1/3 de la population au Kenya en novembre
2020, 25% en Inde en janvier 2021, 23% en France, 50% aux USA, 40% a
Madagascar). Depuis de nouvelles données sont sorties :Tchéquie : 51% de
séropositifs en février/mrs 2021, Estonie : 77% de positifs au 27 septembre
2021 (8). En Estonie, seuls les anticorps anti-N ont été mesurés et donc
cette étude ne prend bien en compte que 1’immunité naturelle (N n’est pas
incluse dans le vaccin) et ne peut comptabiliser les anticorps induits par le
vaccin.

Les tests disponibles

I1 existe différentes techniques de détection des anticorps et tous les tests
ne détectent pas des anticorps dirigés contre les mémes antigenes du SARS-



CoV-2 : en général il s’'agit des anticorps dirigés contre la protéine
S (spike), soit entiere, soit seulement le RBD (domaine de liaison du
récepteur), ou contre la nucléocapside N (protéine 1liée a 1'ARN du virus).

Les réponses immunes des personnes ayant rencontré le virus sont tres
hétérogénes et certaines peuvent ne pas produire d’anticorps contre 1’un
ou l’autre des antigenes du virus. De plus les mutations des variants
sont nombreuses sur le RBD de la spike, sur la spike entiere et en
moindre mesure sur la protéine N. Selon le variant auquel a été confronté
le patient, les anticorps produits pourraient donc ne pas étre détectés
par certains tests sérologiques.

o La HAS autorise 17 tests sérologiques (9).

o La Commission Européenne recense 588 tests de recherche d’'anticorps anti-
Covid avec la marque CE et 158 sans marque CE (10).

o Au 12 octobre 2021, la FDA autorise 89 tests (11)

L'OMS a rendu disponible un étalon international de référence pour le dosage
des anticorps anti-SARS-CoV-2. (12). Mais il est obtenu a partir de sang de
convalescents prélevés avant juin 2020, donc avant 1’émergence des

variants. Les sérums sont prélevés plus de 28 jours apres le début des
symptomes mais il n’est pas précisé la durée maximum aprés symptomes : il ne
donnera pas d’indication sur les prélevements effectués trop longtemps apres
1’'infection.

La mesure des anticorps neutralisants est pratiquée sur des souches de
2020 et pourrait ne pas étre reproductible avec les variants récents.
De tres fortes variations apparaissent entre les laboratoires qui testent
ces pools de sérums.

Aucun laboratoire francais n’a participé a cette évaluation.

Pour le pool a taux faible, tres peu de laboratoires utilisant des kits
commerciaux ont donné un résultat quantitatif : la moyenne et la
variabilité n’ont pu étre calculées.

Pour toutes ces raisons, il est donc difficile de se fier aux résultats
quantitatifs calculés a partir de cet étalon et rendus fin 2021, et
surtout pour les taux faibles d'anticorps.

Evaluation des tests sérologiques

Les performances de ces tests sérologiques varient considérablement, certains
tests étant loin de répondre aux critéeres de sensibilité et d’efficacité
proposés par la FDA. En particulier, certains tests sérologiques ont montré
que la sensibilité a un stade précoce de 1’infection est beaucoup plus faible
que celle a un stade avancé de l’'infection. (13)

On trouvera dans un article de revue (14), la description complete de tous
les tests sérologiques utilisés ainsi que toutes les causes nombreuses de



faux positifs (en particulier chez des malades atteints de maladies auto-
immunes) et faux négatifs.

Selon de récentes publications, le taux d’anticorps dépend de la sévérité
de la maladie: Les convalescents ayant présenté une forme bénigne de
Covid sont plus susceptibles d’avoir un taux d’'IgG indétectable apres
plusieurs mois. (15) (16)

Ceci confirme ce qui avait déja été publié en 2020 (5). Quelques études
montrant la corrélation entre sévérité de la maladie et taux d’anticorps

o 40% des asymptomatiques sont séronégatifs,

0 12,9% des symptomatiques aussi dans le début de la convalescence. (17)

o Selon Wu F. et al., 2020, 30% des rétablis ont un taux faible d’anticorps.
(18)

o Selon Toh ZQ et al., 2021, une proportion plus faible d’enfants
séroconvertit par rapport aux adultes [20/54 (37,0 %) contre 32/42 (76,2
%)]. (19). Ce phénomene n’est pas 1ié a la charge virale, qui est
similaire chez les enfants et les adultes [Ct moyen 28,58 vs 24,14 ].
L’age et le sexe n’ont pas non plus influencé la séroconversion ou
1’ampleur de la réponse des anticorps chez les enfants ou les adultes.
Chez les adultes (mais pas chez les enfants), les adultes symptomatiques
présentaient des taux d’anticorps trois fois plus élevés que les adultes
asymptomatiques. Des preuves d’immunité cellulaire ont été observées chez
les adultes qui ont séroconverti mais pas chez les enfants qui ont
séroconverti (mais on peut difficilement conclure étant donné le faible
effectif observé).

Selon Lui W et al (20) la maladie clinique ne garantit pas la
séroconversion et les laboratoires disposant de tests RT-PCR tres
sensibles sont plus susceptibles de détecter les non-répondants
sérologiques. Ces résultats fournissent une explication a la variabilité
déconcertante de la séroconversion dans les différentes cohortes. 36% de
leur cohorte représentaient des non-répondants sérologiques.

Selon Masia M et al, (21) 25 % des patients ont présenté des titres
d’anticorps indétectables. (20) Les patients qui n’ont pas séroconverti
présentaient des valeurs de seuil de cycle plus élevées pour la RT-PCR (38,0
contre 28,0 ), un délai plus court pour la clairance virale (3,0 contre 41,0)
et étaient plus susceptibles d’'avoir le SRAS-CoV-2 détecté uniquement sur des
échantillons de selles. Les non-séroconvertis présentaient également des
niveaux plus faibles de biomarqueurs inflammatoires sanguins a 1’admission et
une gravité moindre de la maladie. La sérologie a été effectuée pour les
anticorps anti-S1 et anti-N.

Le résultat dépend du temps écoulé entre 1’infection et le test sérologique :



Un pourcentage important de la population infectée peut présenter une
sérologie négative dans les mois suivant l’infection et la réponse
sérologique des IgG aux cibles du SARS-CoV-2 est hétérogene ; ces cibles
sont : la protéine spike et la protéine N (nucléocapside). Il y a
hétérogénéité de réponse selon les patients et pas seulement selon la
gravité de l’infection. (15)

Selon une étude internationale de mars 2021 (22), un an apres les

symptémes, 36% des IgG anti-S seulement persistent, 31% des IgG anti RBD,et
7% des IgG anti-N persistent; les IgM et IgA disparaissent rapidement. Une
modélisation permet d’étendre la durée d’observation de 1 an maximum jusqu’a
2 ans

Au bout de 6 mois, a peine la moitié (55% ) des IgG anti spike

persistent, 36% persistent 12 mois et 16% 24 mois. Moins de la moitié des
autres anticorps détectés 15 jours apres l'infection persistent (que ce
soient les IgG anti RBD, antiN, IgM antiS, RBD ou antiN, IgA anti S, RBD et
N)

Table 2: Estimated duration of antibody responses following SARS-CoV-2 infection. The percentage antibody level remaining over
time is compared to the measured antibody level 14 days after symptom onset. Estimates are presented as the population median,
with the 95% range due to inter-individual variation.

6 months 12 months 24 months

Spike IgG 55% (16%, 100%) 369% (119%, 94%) 16% (5%, 55%)
RBD IgG 439% (139%, 1009%) 319% (9%, 89%) 16% (5%, 48%)
Nucleocapsid IgG ~ 30% (8%, 92%) 7% (1%, 31%) 0.8% (0%, 7%)
Spike IgM 12% (1%, 52%) 6% (0%, 27%) 2% (0%, 9%)
RBD IgM 16% (4%, 51%) 9% (2%, 32%) 4% (1%, 16%)
Nucleocapsid lgM  23% (6%, 75%) 15% (4%, 50%) 7% (2%, 24%)
Spike IgA 21% (4%, 82%) 18% (4%, 67%) 12% (3%, 47%)
RBD IgA 12% (4%, 49%) 10% (3%, 38%) 6% (2%, 24%)

3% (0%, 13%)

0.6% (0%, 4%)

Nucleocapsid IgA 6% (1%, 30%)

Un des meilleurs tests selon une équipe francaise (23) serait le test chinois
Wantai dosant les anticorps totaux (IgG, IgM anti RBD de spike) : (24)

C’est un des tests les plus sensibles et spécifiques d’apres le fabricant
Bioscience. (25)

Les tests les plus utilisés détectent des antigenes différents avec des
sensibilités et des spécificités différentes : Selon une étude européenne, on
note des différences substantielles de sensibilité et de spécificité selon
les laboratoires et selon que les réactifs sont certifiés ou non, le manque
d’harmonisation est tres net. (26)

Selon une étude canadienne, seul un test commercial s’approche des standards
exigés par Health Canada (16)

Les tests ont été concus a partir des antigenes de la souche de référence
isolée a Wuhan en 2019
Depuis, le virus a énormément muté et certains antigenes des variants



circulants actuellement pourraient induire la synthese d’anticorps non
reconnus par les tests sérologiques, probleme évoqué par Banoun

(27). Certains tests pourraient donner des faux négatifs chez les personnes
infectées par des variants éloignés : cette éventualité est soulignée par la
FDA mais ne semble pas encore évaluée a ce jour (28).

Selon un récent rapport britannique (29), la séroprevalence mesurée par le
test Roche anti-N donne un maximum de 25 a 30% de séropositivité selon les
régions et les ages. Ce rapport note 1l'affaiblissement de la réponse des
anticorps N au fil du temps. Les niveaux d’anticorps N semblent étre plus
faibles chez les individus qui contractent 1'infection apres deux doses de
vaccination, comme expliqué précédemment (1) la vaccination peut endommager
la capacité du systeme immunitaire a répondre a l’infection.

De juin a septembre 2021, le profil des niveaux d’anticorps dans ces cohortes
diminue progressivement, ce qui correspond a un déclin. Au début de la
campagne de vaccination en décembre, les taux d’anticorps se situaient
généralement dans une fourchette de 0,8 a 1 000 UA/ml, alors qu’apres la
vaccination, les taux d’anticorps dépassent généralement 1 000 UA/ml. Les
taux d’anticorps sont globalement plus élevés chez les personnes qui ont déja
été infectées ; on s’attend a ce que la vaccination apres 1’'infection et la
réinfection apres la vaccination augmentent les taux d’anticorps existants.

L'idée actuelle est qu’il n’existe pas de niveau d’anticorps seuil
offrant une protection totale contre l’infection, mais qu’au contraire,
des niveaux d’anticorps plus élevés sont susceptibles d’étre associés a
une moindre probabilité d’infection.

Immunité cellulaire

C’est la recherche des cellules mémoires capables de reconnaitre
immédiatement le virus et de déclencher une réponse rapide Selon une étude
francaise du CHU de Strasbourg (30), la sérologie (détection des anticorps
spécifiques) pour détecter 1’infection par le SARS-CoV-2 n’est absolument pas
fiable : on observe une absence d’anticorps mais une solide immunité
cellulaire chez des personnes pauci ou asymptomatiques.

Cette immunité cellulaire peut étre évaluée par le test ELISpot ( interferon-
gamma (IFN-y) enzyme linked immunospot ) : dans cette étude, les cellules
mononucléées du sang périphérique sont prélevées et stimulées avec un pool de
peptides couvrant la protéine spike mais aussi les autres protéines
structurales et non structurales du SARS-CoV-2. Ensuite la synthese
d’interféron y par les cellules T stimulées a été mesurée. Des patients
contacts de personnes modérément atteintes de Covid ont développé des
symptomes du Covid. Ils sont séronégatifs mais présentent une immunité
cellulaire contre le SARS-CoV-2.

Les sérologies ont été effectuées avec 3 tests différents (dont 1’'une



utilisant la technique « lateral flow ») et les épitopes testés sont la
nucléoproteine et la proteine spike du SARS-CoV-2

Donc la réponse cellulaire est plus sensible que la sérologie. Un contact
asymptomatique développe aussi une réponse cellulaire. L’explication
pourrait étre que l’exposition a de faibles doses de virus pourrait
induire une breve réplication du virus chez ces contacts : 1’immunité
innée pourrait faire avorter une réplication correcte du virus.Concernant
la détection des personnes ayant été infectées par la Covid-19, la
recherche d’anticorps conduit donc a une sous-estimation de 1’exposition.
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Un réactif britannique existe et a été évalué également : T-Spot.Covid de
Oxford Immunotec Ltd est disponible au Royaume Uni (32) il a été évalué par
Public Health (Wyllie D et al., 2021) et par Kruse et al., 2021.

Conclusion

Avant 1'institution de la troisieme dose, les autorités de santé
recommandaient de n’injecter qu’une seule dose de vaccin aux personnes déja
infectées; elles demandaient donc de faire une sérologie avant injection mais
ceci n’était pas obligatoire. A ce jour aucune recommandation claire n’est
émise concernant une éventuelle seconde dose pour les personnes déja
infectées.

La sérologie (mesure du taux d’anticorps spécifiques anti-SARS-CoV-2) donne
des résultats hétérogenes selon les individus, le temps écoulé depuis
1’infection, la sévérité des symptomes observés lors de l’'infection, le
réactif utilisé, le laboratoire effectuant 1’analyse. Les taux faibles
d’anticorps sont difficilement interprétables, elle n’est donc pas suffisante
en cas de résultat négatif. Il est possible de mesurer 1’immunité cellulaire
spécifique anti-Covid mais ce test est cher et non remboursé.

Héléne Banoun
Octobre 2021
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