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Préambule 

L’histoire de l’humanité est marquée par la survenue de maladies infectieuses 

dont les conséquences sont à l'origine de grands bouleversements de nos 

civilisations. Depuis la peste noire à la fin de la période médiévale (ayant entraîné de 

profonds changements démographiques et sociaux qui préludent à la Renaissance), 

les évolutions de nos civilisations ont souvent été guidées par les différentes 

pandémies. L’ère de la médecine hippocratique en Grèce antique vit apparaître les 

premières descriptions et le concept de sepsis issu du mot grec “sepo”, (σηπω) 

signifiant une décomposition, un délabrement, une putréfaction des tissus1. Au-delà 

des constatations initiales, la théorisation des mécanismes aboutissant à ce 

phénomène fut initiée par Aulus Cornelius Celsus (25 av. J.-C.-50) et Claude Galien 

(129-200) qui décrivirent les signes d’inflammation (vasodilatation périphérique 

(rubor), fièvre (calor), douleur (dolor), augmentation de la perméabilité capillaire 

(tumor) et dysfonctionnements des organes (functio laesa))2. Ces premières théories 

ont fondé la pratique de la médecine jusqu’au XIXème siècle. Sous l’impulsion de 

Louis Pasteur (1822-1895), la création de la “théorie microbienne” permit un 

changement de paradigme dans la compréhension des maladies infectieuses, 

théorisant la responsabilité d’un agent pathogène comme origine du sepsis et 

conduisant à une infection systémique.  

De ces révolutions scientifiques ont émergé de nombreux concepts permettant 

aujourd’hui d’appréhender les infections comme une réaction inflammatoire faisant 

intervenir le système immunitaire contre un pathogène afin d’assurer la survie du 

malade. Néanmoins, si l’ampleur des réactions déclenchées est trop importante, la 

réponse immunitaire peut contribuer aux diverses lésions tissulaires et cellulaires 

participant aux défaillances des organes vitaux. Le contrôle de la réaction 

inflammatoire, permettant un retour rapide à l’état d’équilibre antérieur également 

défini comme homéostasie, fait toute la complexité du sepsis. Afin de limiter ces 

lésions, des mécanismes anti-inflammatoires vont ainsi concomitamment être mis en 

œuvre. Ces réactions contribuent au développement d’un état d’immunodépression 

post-septique dont les conséquences comprennent en premier lieu la survenue 

d’infections secondaires. Vouloir décrire tous les mécanismes impliqués dans 

l’immunodépression et la dysfonction d’organes qui font toute la gravité du sepsis 
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serait fastidieux. Au cours de cette introduction, nous approfondirons deux 

phénomènes qui nous semblent fondamentaux et que nous avons particulièrement 

étudié lors de ce travail de thèse :  

1. Les mécanismes à l’origine d’une dysfonction lymphocytaire 

2. L’atteinte pulmonaire liée au sepsis.  

Ainsi, ce travail de thèse intitulé “Dysfonctions lymphocytaires et 

perturbations immuno-métaboliques au cours des états infectieux sévères” 

s’articule en 2 axes : 

Le premier s’appuie sur des travaux expérimentaux comprenant le 

développement d’un modèle animal de sepsis. Dans un premier temps, certains 

mécanismes immunosuppresseurs mis en œuvre au cours du sepsis ont été 

objectivés. Ces mécanismes impliquent notamment des populations cellulaires 

immunosuppressives (cellules myéloïdes suppressives (Myeloid-Derived 

Suppressor Cells ou MDSC), lymphocytes T régulateurs) ainsi que la survenue de 

perturbations du métabolisme de l’arginine et de la respiration mitochondriale des 

lymphocytes T. D’autre part, ce modèle murin a permis la mise en évidence des 

conséquences du sepsis (notamment la survenue de lésions du parenchyme 

pulmonaire) ainsi que l’exacerbation de la susceptibilité à seconde agression 

infectieuse. Enfin les perspectives thérapeutiques suggérées par le déficit en arginine 

constaté ont pu être testées. La correction de ce déficit grâce à une supplémentation 

en citrulline (précurseur de l’arginine) a permis de limiter les conséquences d’une 

première agression septique sur ce modèle animal. 

Dans un second temps, la survenue de la pandémie secondaire aux infections 

à SARS-CoV 2 et les caractéristiques biologiques des patients atteints de formes 

sévères de COVID-19 comprenant la présence d’une lymphopénie profonde, 

semblable à celle observée au cours du sepsis bactérien, a motivé la réalisation d’un 

travail translationnel. Nous avons ainsi envisagé d’effectuer une caractérisation de 

ce phénomène ainsi qu’une exploration des mécanismes imputés dans un second 

axe de recherche. Ce travail ayant abouti à la réalisation d’un essai thérapeutique.  
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Introduction 

Chapitre I. Infections et mécanismes de défense 

1.1) Considérations physiologiques 

L’infection peut être définie par les évènements cliniques et biologiques 

entraînés par la rencontre d’un pathogène étranger avec l’organisme. La myriade de 

réactions biologiques survenant à la suite de cette rencontre va conditionner la 

dissémination systémique de ce pathogène ou son éradication. Afin de contenir 

localement l’infection, ce pathogène devra être reconnu par le système immunitaire 

de l’hôte. Un large panel de réactions immunologiques va alors survenir. La 

traduction clinique de ces réactions comporte la survenue de symptômes divers dont 

l’ampleur permet de déterminer la sévérité de l’infection. Lorsque cette infection est 

accompagnée de signes cliniques graves et/ou perturbations biologiques, celle-ci est 

alors dénommée sepsis ou choc septique selon la sévérité des symptômes.  

1.2) Définitions du sepsis 

 La définition couramment admise du sepsis est celle d’un syndrome 

inflammatoire généralisé secondaire à une infection3, cette définition élémentaire 

était initialement également associée à une classification fondée sur la sévérité 

comprenant 4 stades : le syndrome de réponse inflammatoire systémique (SIRS), le 

sepsis, le sepsis sévère et le choc septique.  

Le SIRS était défini par la présence d’au moins 2 critères parmi :  

• la Température > 38,3 °C ou < 36 °C  

• la Fréquence cardiaque > 90 b/min  

• la Fréquence respiratoire > 20 c/min ou PaCO2 < 32 mmHg  

• la Leucocytose > 12 000 ou < 4000/mm3 ou > 10 % de formes immatures  
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Le sepsis était alors défini par l'association de deux critères de SIRS et d'une 

infection présumée ou confirmée. Le sepsis sévère quant à lui répondait à la 

définition d’un sepsis compliqué d’une défaillance d’organe (pulmonaire, rénale, 

hépatique, hématologique et/ou neurologique). Enfin lorsque ce sepsis sévère était 

compliqué d’une hypotension artérielle réfractaire, celui-ci devait être considéré 

comme un état de choc septique.  

Bien que retranscrivant difficilement l'hétérogénéité des syndromes infectieux 

(spécificités des sites infectés ou des agents pathogènes etc…), cette définition 

permit l’introduction du concept de SIRS. La survenue d’un SIRS reflète l’importance 

de l’infection, échappant à une éradication locale de l’agent pathogène dont les 

conséquences se traduisent par des dysfonctions d’organes. Au-delà de la 

pertinence clinique discutable de cette définition, celle-ci permit également une 

standardisation diagnostique et thérapeutique constituant ainsi un outil scientifique 

sur lequel s’appuyer dans le cadre d’études axées sur le sepsis.  

Les évaluations de ces définitions ont néanmoins rapporté l’imparfaite précision 

des critères utilisés responsable d’une sensibilité4 et d’une spécificité médiocres 

quant à l’origine infectieuse de l’affection chez de nombreux patients5. Les faiblesses 

soulignées ont contribué à la constitution de nouvelles sociétés savantes et à 

l’élaboration de nouvelles définitions dont les objectifs comprennent de meilleures 

performances diagnostiques, une reproductibilité tout en gardant une pertinence, un 

pragmatisme et une simplicité clinique afin de faciliter leur mise en œuvre6. 

La dernière définition issue du consortium international intitulé “SEPSIS-3” 

épouse une description phénotypique de cette pathologie, le sepsis y étant défini 

comme une dysfonction de la réponse de l’hôte face à une infection responsable 

d’une défaillance d’organe mettant en jeu le pronostic vital7.  
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1.3) Épidémiologie 

La dernière estimation révélait une incidence mondiale de l’ordre de 48,9 

millions/an8. D’autre part, de récentes études épidémiologiques estiment que les 

états septiques graves représentent l’une des principales causes d’hospitalisation en 

réanimation (de l’ordre de 10 à 20% des hospitalisations)9,10. 

S’il est délicat d’évaluer l’incidence du sepsis, l’estimation des conséquences 

de cette pathologie sur le pronostic des patients se révèle être une tâche encore plus 

ardue tant les facteurs de confusion sont nombreux. La mortalité attribuable au 

sepsis s’élevait à 11 millions de personnes en 2017, représentant la cause principale 

de décès à l'hôpital11, alors que 20% de tous les décès à travers le monde 

survenaient au décours d’une pathologie infectieuse8.  

 

1.4) Répercussions cliniques : Mortalité précoce et tardive 

L‘étude de la dynamique de la mortalité attribuable au sepsis révèle une 

temporalité particulière comportant une mortalité précoce qui n’a cessé de diminuer 

au cours des dernières décennies9. Cette diminution de la mortalité précoce a 

cependant démasqué l’importance d’une morbi-mortalité tardive dont la survenue 

d’infections secondaires est la clé de voûte12,13 (Figure 1). Ce surrisque d'infections 

secondaires a amené les cliniciens et scientifiques à se questionner quant aux 

mécanismes imputables, et les premières pistes évoquées ont rapidement permis 

d’incriminer la survenue de dysfonctions immunitaires protéiformes dont l’exploration 

permet d’entrevoir les prémices d’une nouvelle révolution médicale.  

 

Nous étudierons les mécanismes à l’origine de cette mortalité tardive liée à une 
susceptibilité accrue aux infections secondaires et à la persistance de dysfonctions 
d’organes. 
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Figure 1. Dynamique de la mortalité au cours du sepsis.                                      
D’après Delano et al. 13.                                        

Cette dynamique est caractérisée par un pic de mortalité précoce essentiellement 
attribuable aux dysfonctions d’organes causées par la propagation de l’agent 
infectieux responsable d’une réponse immunitaire initiale exacerbée. Le second pic 
de mortalité survient plus tardivement. Ses origines sont attribuées à la persistance 
des dysfonctions d’organes dont les dysfonctions immunitaires favorisent la survenue 
d’infections acquises.  
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Chapitre II. Sepsis et choc septique 

2.1) Les protagonistes infectieux 

Différents agents pathogènes peuvent être responsables d’un sepsis. La 

diversité de ces pathogènes est un élément essentiel influençant le pronostic des 

patients. Déterminer le pathogène causal d’un sepsis est un enjeu crucial puisqu’il 

conditionnera l’utilisation d’un traitement anti-infectieux efficace. Les principaux types 

de pathogènes sont bactériens, viraux fongiques ou encore parasitaires (Table 1). 

Principaux pathogènes responsables de 
sepsis en réanimation 

Bactéries à Gram positif 37% 

Bactéries à Gram négatif 67.3% 

Bactéries anaérobies 3.5% 

Autres bactéries 1.7% 

Champignons 16.4% 

Virus 3.7% 

Parasites 0.8% 

Flore mixte 1.7% 

 

Tableau 1. Pathogènes responsables des infections chez les patients hospitalisés 
en réanimation. D’après Vincent et al. 14. 

 

Infections bactériennes 

Les infections dues à ces protagonistes représentent la première cause 

d’infections à travers le monde15. Bien que les études les plus récentes aient suggéré 

une incidence croissante d'organismes à Gram positif (probablement en raison d'une 

plus grande utilisation des procédures invasives et de la proportion croissante 

d'infections nosocomiales), la dernière étude européenne évaluant la prévalence des 

infections en soins intensifs (EPIC III) a objectivé la persistance d’une plus importante 
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prévalence de bactéries à Gram négatif (67.3 % contre 37 %)14. Au cours de cette 

étude les principaux sites des infections étaient également détaillés (Table 1). La 

localisation anatomique de l’origine du sepsis doit être considérée tant en raison des 

pathogènes impliqués que de son influence sur le pronostic des patients16. 

 

Site de l’infection 

Pulmonaire 60.1% 

Abdominal 18.3% 

Bactériémie 15.2% 

Génito-urinaire 10.8% 

Système nerveux central 3.9% 

Rénal 3.2% 

Liée à un cathéter 3.1% 

Autre 6.5% 

 

Tableau 2. Localisations des infections chez les patients hospitalisés en réanimation. 
D’après JL Vincent et al. 14 

 

 Infections virales 

Avant la survenue de la pandémie secondaire au SARS-CoV217, les études 

épidémiologiques rapportaient environ 1% des cas de sepsis comme attribuables à 

une origine virale18–20. Cependant, ce chiffre sous-estimait probablement la 

prévalence des sepsis viraux pour plusieurs raisons21. Tout d’abord la majorité des 

études épidémiologiques sur le sepsis excluait jusqu’à présent les cas d'origine virale 

ou ne précisait pas la proportion de ces étiologies. D’autre part, ces études ont 

essentiellement été conduites dans des régions géographiques comportant assez 

peu d’épidémies virales responsables de sepsis. Ainsi, une étude récente menée 

dans le sud-est asiatique objectivait des proportions grandement plus élevées de 
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sepsis d’origine virale. Ces infections virales représentaient, respectivement, 76% et 

33% en pédiatrie et chez l’adulte22.   

Enfin, ce sous-diagnostic des infections virales est également lié aux outils 

permettant l’identification des pathogènes viraux qui n'étaient que peu répandus 

jusqu’à présent.  

 

 Infections parasitaires et fongiques 

Parmi les agents infectieux responsables de sepsis, le paludisme domine 

largement les étiologies parasitaires. Selon le dernier rapport mondial sur le 

paludisme, il y a eu 229 millions de cas de paludisme en 201923. D’autres parasitoses 

peuvent être responsables de sepsis (leishmanioses, toxoplasmoses, 

trypanosomiases…) dont l’incidence mondiale est plus faible et surtout concentrée 

dans certaines zones géographiques (Afrique et Amérique du sud) ou survenant 

particulièrement chez des patients immunodéprimés (toxoplasmose). 

Les pathogènes fongiques quant à eux représentent entre 6 et 20% de 

l’ensemble des états septiques selon certaines estimations15,24,25. En tant qu'entité 

nosologique, les infections sanguines à Candida (candidémies) sont l'une des 

infections sanguines associées aux soins de santé les plus courantes24 et sont 

associées à une mortalité élevée26.  
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2.2) Les acteurs de la réponse immunitaire 

 Réponse innée 

La réponse inflammatoire innée comprend l’ensemble des mécanismes de 

défense n’impliquant pas une reconnaissance spécifique de l’agent pathogène 

impliqué. Les réactions mises en œuvre au cours de cette phase de la réponse 

immunitaire sont constituées de facteurs cellulaires (polynucléaires neutrophiles 

(PNN), macrophages/monocytes, lymphocytes Natural Killer (NK)) ainsi que de 

facteurs humoraux (activation du complément, défensines et collectines). 

 

Les polynucléaires neutrophiles  

Ces cellules, caractérisées par la présence de granules intra cytoplasmiques, 

vont particulièrement contribuer à cette réponse inflammatoire précoce grâce à 

diverses propriétés. La phagocytose permet notamment de détruire les pathogènes 

mais aussi de présenter aux lymphocytes T les antigènes permettant ultérieurement 

la réponse adaptative. Les PNN ont également des effets microbicides par le biais 

d'une sécrétion et d’une exocytose de médiateurs cytotoxiques tels que la 

myeloperoxidase, les ROS (reactive oxygen species ou espèces réactives de 

l’oxygène), les défensines, les perforines et les granzymes27,28. Enfin ces cellules 

vont entraîner la formation de NETs (Neutrophils Extracellular Traps) qui sont 

constitués de fibres extracellulaires d’ADN agissant en piégeant puis en détruisant 

certains microorganismes29.  

 

Les macrophages/monocytes 

Ces cellules myéloïdes ont également un rôle essentiel au sein de la réponse 

anti-infectieuse grâce à leurs propriétés phagocytaires et à leurs capacités de 

sécrétion de médiateurs pro-inflammatoires tels que les cytokines, les chimiokines, 

le monoxyde d’azote (ou Nitric Oxide: NO) et la production de radicaux libres30. Il 

existe plusieurs sous-populations monocytaires dont la polarisation est médiée par 

le milieu dans lequel elles se trouvent. Cette polarisation pourra orienter le type de 
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réponse inflammatoire exercée par ces cellules31. Localement les monocytes se 

différencient en macrophages et cellules dendritiques. Ces cellules contribuent 

également à la réponse adaptative par leur fonction de présentation des antigènes 

aux lymphocytes. 

D’autres acteurs cellulaires de la réponse immunitaire innée jouent parfois un 

rôle prépondérant tels que les NK ou encore les polynucléaires éosinophiles qui 

peuvent, tous deux, avoir des effets cytotoxiques sur les cellules infectées ou encore 

exercer des fonctions de présentation antigénique32–34. 

 

Les facteurs humoraux de la réponse innée 

La réponse innée est également constituée de facteurs solubles comprenant le 

système du complément. L’activation du complément (favorisant la génération des 

anaphylatoxines C3a et C5a, C4a et le complexe membrane-attaque) va faciliter la 

phagocytose des pathogènes (opsonisation) ainsi que la destruction des cellules 

infectées par interaction moléculaire en induisant des lésions cellulaires (complexe 

d’attaque membranaire). Par ailleurs, l’activation du complément va favoriser la 

libération de granzymes et la production ROS par les PNN35,36. 

 

 Réponse adaptative 

Cette phase de la réponse anti-infectieuse est orchestrée par les lymphocytes. 

Les 2 principaux types lymphocytaires sont les lymphocytes T, dont le marqueur 

spécifique est le TCR (T-cell receptor), et les lymphocytes B caractérisés par leur 

capacité à se différencier en plasmocytes permettant la réponse humorale 

(production d'anticorps). 

Lymphocytes T 

Les lymphocytes T, dont les 2 populations sont les lymphocytes T auxiliaires 

(CD4) ou cytotoxiques (CD8), ont un rôle essentiel au cours du sepsis bien que plus 

tardivement mis en jeu. L’activation des lymphocytes T survient grâce à une 
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interaction entre les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) et les TCR par le 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) formant la synapse immunologique. 

Cette interaction permet la différenciation du lymphocyte T naïf en cellule effectrice 

ainsi qu’une prolifération lymphocytaire (expansion clonale) avec spécificité 

antigénique. La maturation lymphocytaire leur permet alors de jouer pleinement un 

rôle d'orchestration de la réponse immunitaire à la croisée des chemins entre 

immunités cellulaire et humorale, immunités innée et adaptative. Le nombre et la 

durée de vie de ces cellules sont issus d’un équilibre entre la prolifération 

lymphocytaire (génération de nouvelles cellules et croissance de la population 

cellulaire) et la mort cellulaire dont les 2 principaux types sont la nécrose et l’apoptose 

lymphocytaire. 

A la différenciation des lymphocytes T effecteurs s’associe une activation de 

ces cellules permettant d'entraîner la clairance du pathogène. Les rôles joués par les 

lymphocytes T CD4 comportent une interaction avec les lymphocytes T CD8 

(cytotoxiques) permettant d’assurer la formation de CD8 fonctionnels.  

La différenciation lymphocytaire participe à la constitution d’un panel de 

cellules, des lymphocytes T naïfs (ayant la capacité de répondre aux nouveaux 

antigènes) aux cellules mémoires ou effectrices, permettant de moduler la réponse 

immunitaire contre les agents pathogènes. Les cellules effectrices sont caractérisées 

par une courte durée de vie alors que les cellules mémoires ont un potentiel de survie 

plus important permettant une expansion rapide et une activité majorée en cas de 

nouvelle exposition au même pathogène 37. Au-delà de cette dichotomie, il existe une 

hétérogénéité au sein même des populations mémoires et effectrices (Figure 2). Les 

différents panels lymphocytaires issus de cette hétérogénéité sont caractérisés par 

des localisations (sang, rate, ganglions lymphatiques, moelle osseuse…), des 

fonctions et des phénotypes différents38–40. L'environnement cytokinique et l’intensité 

des signaux induits par le TCR vont influencer la différenciation des lymphocytes T 

mémoires en 4 sous-types : 

- Les cellules souches mémoires “classiques” capables d'auto renouvellement. 

Ces cellules multipotentes constituent un réservoir de cellules T rapidement 

mobilisables en cas de nouvelle agression. 



 23 

- Les cellules centrales mémoires, essentiellement localisées dans les 

ganglions lymphatiques et dotées d’importantes capacités de proliférations et de 

production d’Interleukine (IL)-2. 

- Les cellules effectrices mémoires (EM), dont deux sous-populations sont 

décrites. EM classiques et EM exprimant le CD45RA (EMRA), plus matures et 

activées. Ces cellules, incapables de proliférer, sont caractérisées par une capacité 

de migration vers les tissus où elles participent essentiellement à la production 

cytokinique. Les lymphocytes T CD8 EM et EMRA ont également une forte capacité 

cytotoxique immédiate41. 

- Les lymphocytes T résidents mémoires (Trm) uniquement localisés dans les 

tissus et caractérisés par une longue durée de vie. 
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Figure 2. Diversité des sous-types de lymphocytes T CD8.                                   
         D’après Jandus C et al.39        

Caractérisation des 4 principaux sous-types de lymphocytes T CD8 mémoires selon 
leurs fonctions et leur phénotype chez la souris et l’humain. Tsmc: stem cell like 
memory T-cells; Tcm: central memory T-cells; Tem: effector memory T-cells; Trm: 
tissue resident T-cells. 

 

Les lymphocytes peuvent également se différencier en lymphocytes T, 

régulateurs essentiels au maintien de la tolérance périphérique, à la prévention de 

l'auto-immunité, de la survenue de maladies inflammatoires chroniques et dans le 

contexte d’une infection, limitant l’activation des cellules immunitaires42. 

Enfin, les lymphocytes T orientent également la réponse immunitaire grâce à 

leur capacité de synthèse cytokinique, comportant notamment la production 

d’interféron (IFN)-γ, d’IL-17, de Tumor Necrosis Factor (TNF)-α, et de Granulocyte-

macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) qui peut favoriser la destruction du 

microorganisme causal en stimulant la phagocytose.  
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Lymphocytes B 

Les lymphocytes B, caractérisés par la présence à leur surface du BCR (B cell 

receptor), forment une population cellulaire hétérogène dotée de différentes 

propriétés fonctionnelles et phénotypiques. Les fonctions des lymphocytes B 

comportent l’activation des lymphocytes T43, une fonction de synthèse cytokinique 

participant à la génération de la cascade cytokinique44 et sont les protagonistes de 

la réponse humorale par la production d'anticorps permettant de faciliter la 

phagocytose (opsonisation) et l’activation de la voie du complément. Par ailleurs, il 

existe un contingent de lymphocytes B aux propriétés anti-inflammatoires qualifiés 

alors de lymphocytes B régulateurs. Ces cellules, caractérisées par une capacité de 

production de cytokines anti-inflammatoires (IL-10 essentiellement), ont initialement 

été décrites au cours de maladies auto-immunes45. 

L’interaction entre les pathogènes impliqués et certains récepteurs de ces 

populations cellulaires permet l’initiation de la réponse anti-infectieuse. 

 

2.3) Concept de “danger” et sepsis 

La genèse de la réponse inflammatoire au cours d’une infection est attribuée à 

la détection moléculaire d’une agression. Des médiateurs moléculaires sont en effet 

libérés au cours des lésions tissulaires, qu’importe l’origine de ces lésions (sepsis, 

évidemment mais aussi traumatismes, brûlures ou encore ischémie et nécrose). 

Lorsque ces signaux ont une origine endogène ils sont appelés DAMPs 

(Damage associated molecular pattern)29. 

Lorsque les signaux de danger proviennent d’un organisme biologique, ils sont 

appelés PAMPs (Pathogen Associated Molecular Pattern). Les exemples de PAMPs 

comprennent le lipopolysaccharide (LPS, composant de la paroi cellulaire des 

bactéries à Gram négatif), l'acide lipotéichoïque, le peptidoglycane, les lipopeptides, 

les Receptor for advanced glycation end products (RAGE) ou encore les ADN 

viraux46. La détection de ces signaux de danger fait intervenir des récepteurs de 

reconnaissance des pathogènes nommés PRR (Pattern Recognition Receptors). 
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Ces PRR reconnaissent une grande variété de pathogènes grâce à une diversité de 

localisation (solubles, membranaires ou encore cytoplasmiques) et de structures. Il 

existe 4 grandes classes de PRR : les Toll Like Receptors (TLR), les Nucleotide-

binding oligomerization domain-like receptors (NLR), les C-type lectin receptors 

(CLR) et les Retinoic acid inducible gene 1-like receptors (RLR). DAMPs et PAMPs 

seront reconnus, selon leur nature, par les différents PRR. L’interaction PRR-PAMPs 

ou PRR-DAMPs entrainera alors l’activation de diverses voies de signalisation, 

contribuant au recrutement et à l’activation des cellules immunitaires (Figure 3). 
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Figure 3. Récepteurs cellulaires impliqués dans la reconnaissance des signaux 
de danger. D’après Hotchkiss et al.47.                                          

La reconnaissance par les cellules de l’hôte de PAMPs et de DAMPs est caractérisée 
par une activation des voies de signalisation de l’inflammation. Cette reconnaissance 
fait intervenir divers récepteurs cellulaires et intracellulaires illustrés ici (TLR, RAGE, 
RNA sensors…). Les voies de signalisation résultant de cette interaction convergent 
généralement vers l’activation de l’IRF (Interferon Regulatory Factor) (qui favorise la 
production d’IFN) de l’AP1 (activator protein 1) et de la voie NF-kB (nuclear factor-
kB) toutes deux responsables de l’activation précoce des gènes de l’inflammation 
(tels que ceux du TNF, de l’IL-1…).  

 

Les infections les plus sévères (choc septique) entrainent une dérégulation de 
la réponse inflammatoire dont les conséquences comportent la survenue de 
perturbations du système immunitaire et de dysfonctions d’organes. Nous allons les 
décrire dans une troisième partie. Tout d’abord la réponse cytokinique responsable 
d’une dysfonction immunitaire (nouveaux acteurs, altération des autres acteurs) puis 
nous décrirons les répercussions cliniques (choc, atteintes des autres organes et 
survenue d’infections secondaires). 
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Chapitre III. De l'homéostasie au déséquilibre 

3.1) Mécanismes cytokiniques du choc septique 

Les cytokines, ces messagers intercellulaires, sont de petits médiateurs 

protéiques dont la production est régulée par l’activation initiale des premiers acteurs 

de la réponse inflammatoire innée peu après la détection des agents pathogènes. 

Ces médiateurs peptidiques sont dotés de fonctions biologiques pléiotropes 

comprenant non seulement une activité anti-infectieuse propre mais aussi la capacité 

de recruter, d’activer et de faire migrer les cellules de l’immunité. L’interaction entre 

PAMPs (ou DAMPs) et PRR est responsable de l’activation de facteurs de 

transcription aboutissant à la synthèse précoce des cytokines pro-inflammatoires 

telles que le TNF-a, l'IL-6, l'IL-1 ainsi que les interférons47. Celles-ci vont à leur tour 

renforcer l’état d'activation des cellules immunitaires de l’organisme entraînant elle-

même la production de ces médiateurs. D’autre part, l’analyse du profil cytokinique 

de patients atteints de choc septique a révélé l’existence d’une production majorée 

de médiateurs anti-inflammatoires tels que l’IL-1048. Cet environnement cytokinique 

anti-inflammatoire est non seulement le témoin de l’activation de cellules 

immunosuppressives mais participe également à la survenue de dysfonctions des 

cellules de l’inflammation. 

 

3.2) Recrutement de nouveaux protagonistes : les cellules 

immunosuppressives 

Myeloid-Derived suppressor cells (MDSC) 

Ce contingent cellulaire découvert au cours des années 1970 a suscité un 

intérêt croissant au cours des dernières décennies. Initialement décrites au cours de 

néoplasies49, ces cellules dont l’origine est myéloïde, sont principalement 

caractérisées par leurs fonctions immunosuppressives. Chez les individus sains il 

existe une quantité infime de ces cellules, alors que chez les patients soumis à une 

agression (qu’elle soit tumorale, traumatique ou encore septique), le recrutement de 

ces cellules devient manifeste50,51. 
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Les descriptions phénotypiques de cellules murines, en cytométrie de flux, ont 

permis une subdivision des MDSC en deux sous populations selon l’expression de 

certains marqueurs de différenciation52:  

- Les M-MDSC pour Monocytic-MDSC issus des progéniteurs monocytaires 

définies comme étant CD11b+ Ly6Glow Ly6C+ chez la souris.  

- Les G-MDSC pour Granulocytic-MDSC issus des progéniteurs 

granulocytaires comme étant CD11b+ Ly6G+ et Ly6C- chez la souris et ayant une 

morphologie proche des granulocytes. 

Les principales théories de l’origine des MDSC comprennent : 

- La myélopoïèse d’urgence en réponse à l’inflammation, sous l’action de 

Granulocyte-Colony stimulating factor (G-CSF) et de Granulocyte Macrophage- CSF 

(GM-CSF), responsable de la migration de cellules immatures dans le sang 

périphérique où elles acquièrent leurs fonctions immunosuppressives53. 

- La reprogrammation ou dédifférenciation de cellules matures (monocytes pour 

les Monocytic-MDSC (M-MDSC)) secondaires à une stimulation répétée des TLR. 

- L’activation des PNN en MDSC polymorphonucléaires (PMN-MDSC) sous 

l’influence du microenvironnement inflammatoire aboutissant à la formation de 

Granulocytic-MDSC (G-MDSC). 

Ces cellules sont caractérisées par des fonctions immunosuppressives 

initialement découvertes dans le cadre de mécanismes visant à soutenir la 

croissance tumorale en limitant l’action des lymphocytes T53,54. Les mécanismes 

impliqués au cours du recrutement de ces populations sont exposés dans la figure 

4 et comprennent : 

- L’expansion de lymphocytes T régulateurs 

- L’induction de lymphocytes T anergiques, via l’expression de la protéine 

Programmed cell death 1 ligand (PD-L1) 

- Une diminution de la prolifération lymphocytaire 

- L’inhibition du recrutement et de l'activation lymphocytaire (notamment 

médiée par la production d’espèces réactives de l’oxygène) 

- Une majoration de l’apoptose lymphocytaire 
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- La métabolisation d’acides aminés (notamment de l’arginine essentiels à la 

croissance et à la différenciation lymphocytaire). 
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Figure 4. Mécanismes d’inhibition des fonctions lymphocytaires T par les 
MDSC. D’après Gabrilovich et al.55. 

a) Les MDSC induisent le développement de cellules T régulatrices (Treg) ou 
favorisent l’expansion des populations T régulatrices préexistantes. Les protéines de 
liaison au calcium S100A8 et S100A9 sont impliquées dans la chimiotaxie des 
MDSC. Ces effets sont médiés en partie par l'activation du récepteur des produits 
finaux de glycation avancée (RAGE). Concomitamment, S100A8 et S100A9 ainsi 
que gp91phox favorisent la production de ROS par les MDSC. 

b) Les MDSC privent les cellules T des acides aminés essentiels à leur 
croissance et à leur différenciation. 

c) Les MDSC libèrent des molécules oxydantes, telles que le peroxyde 
d'hydrogène (H2O2) et peroxynitrite (ONOO–). Le peroxynitrite provoque la nitration 
et la nitrosylation de composants du complexe de signalisation du récepteur des 
lymphocytes T (TCR) et l’H2O2 provoque la perte de la chaîne ζ du TCR, inhibant 
ainsi l’activation des lymphocytes T par le TCR. 

d) Les MDSC peuvent également interférer avec la migration et la viabilité des 
lymphocytes T.  
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Neutrophiles immatures 

Le sepsis est caractérisé par le recrutement massif de PNN matures et 

immatures sous l’action de cytokines pro-inflammatoires56,57. L’importante proportion 

de cellules immatures dans le sang circulant, également appelée myélémie, 

caractéristique des formes sévères de sepsis, s’associe à la survenue de 

dysfonctions immunitaires. Ces perturbations notables comprennent notamment de 

moindres capacités de migration des PNN (médiées par une diminution de 

l’expression membranaire du récepteur de chimiokine CH chemokine receptor-2 

(CXCR-2)58) sur le site de l’infection, des fonctionnalités dérégulées ainsi que la 

présence prolongée de NETs dans les tissus et dans le système vasculaire59,60.  

 

Lymphocytes T régulateurs 

Afin de maintenir l’homéostasie, l’expansion des lymphocytes T régulateurs au 

cours des états infectieux joue initialement un rôle bénéfique en limitant les 

dommages induits par une réaction pro-inflammatoire exacerbée tout en permettant 

le développement de la mémoire immunologique. Néanmoins, les mécanismes mis 

en œuvre peuvent participer à la survie et à la prolifération du pathogène responsable 

du sepsis et à la survenue de mécanismes anti-inflammatoires persistants dont les 

conséquences apparaissent plus tardivement. Ces cellules, dont la présence dans le 

sang est associée à une diminution des capacités de prolifération des lymphocytes 

T ainsi qu’à la survenue d’une anergie lymphocytaire61, sont également capables 

d’inhiber l’action des lymphocytes par l’intermédiaire de facteurs solubles (IL-10, 

Transforming Growth Factor-β (TGF-β)). Elles sont également capables d’induire 

directement l’apoptose des lymphocytes T effecteurs par l’action de granzymes. Ces 

cellules contribuent également aux perturbations métaboliques (déplétion en IL-2, 

inhibition médiée par l’adénosine 3’,5’ monophosphate cyclique (AMPc)) 

responsables d’une altération de la prolifération des cellules immunitaires. Enfin, ces 

cellules inhibent la maturation et les fonctions des cellules dendritiques42 (Figure 5).  
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Figure 5. Principaux mécanismes immunosuppresseurs médiés par les   
lymphocytes T régulateurs. D’après Vignali et al. 42. 

a) Production de cytokines anti-inflammatoires telles que l'IL-10, l'IL-35 et le    
TGFβ. 

b) Les lymphocytes T régulateurs favorisent l’apoptose lymphocytaire par leurs 
fonctions cytolytiques responsables de la formation de porines sous l’action des granzymes 
A et B. 

c) Induction d’une perturbation métabolique caractérisée par une privation en IL-2 
responsable d’une majoration de l’apoptose lymphocytaire et inhibition de la prolifération 
médiée par l’AMPc. 

d) Modulation de la maturation et des fonctions des cellules dendritiques par 
l’intermédiaire de l’expression du gène d’activation des lymphocytes (LAG3 : Lymphocyte 
Activation Gene 3) et de l’antigène 4 des lymphocytes cytotoxiques (cytotoxic T-lymphocyte 
antigen-4 : CTLA4). Les cellules dendritiques vont alors entrainer une privation en 
tryptophane, médiée par la libération d’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO).  
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Lymphocytes B régulateurs 

L’expansion de lymphocytes B peut survenir sous l’influence de divers stimuli, 

tels que l’activation des TLRs et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Parmi 

les cellules B, certaines sont caractérisées par leurs capacités à produire des 

cytokines immunorégulatrices. Ces lymphocytes, initialement décrits dans le 

contexte de maladies auto-immunes (sclérose en plaque) semblent jouer des rôles 

particuliers dans des situations larges comprenant notamment le contrôle des 

infections. Le premier mécanisme immunorégulateur dont sont dotées ces cellules 

est la production d’IL-10, formant une population depuis appelée “lymphocytes 

B10”62. D’autres médiateurs solubles comme l’IL-35 ou le TGF-β sont produits par 

ces cellules, favorisant le développement de lymphocytes T régulateurs et induisant 

une anergie lymphocytaire63,64. Plus récemment, l’exploration de l’augmentation de 

l’adénosine circulante au cours d’un modèle murin de péritonite a permis la 

découverte de l’expansion d’un sous-type de lymphocytes B, CD39hi, responsables 

d’une diminution des fonctions bactéricides des macrophages et d’une augmentation 

de la production d’IL-1065. 

Au-delà de l’émergence de nouvelles populations cellulaires, lorsqu'une 
infection est suffisamment sévère pour entraîner un SIRS, les cellules immunitaires 
vont rencontrer diverses évolutions touchant particulièrement les lymphocytes T et 
aboutissant à la survenue d’une lymphopénie profonde. 
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  3.3) Principaux mécanismes de la lymphopénie 

La lymphopénie, définie comme une diminution du nombre de lymphocytes au 

sein du sang circulant (inférieur à 1500/mm3), reflète les dysfonctions du système 

immunitaire adaptatif. Les diverses études s’attelant à évaluer l’évolution des 

populations lymphocytaires au cours des états infectieux ont constamment rapporté 

la survenue d’une lymphopénie dont la profondeur et la persistance sont corrélées à 

la sévérité des patients66–69. Les différents mécanismes aboutissant à cet état de 

lymphopénie comprennent essentiellement une majoration de la mort cellulaire par 

apoptose, une diminution de la capacité de prolifération de ces cellules ainsi qu’une 

séquestration au sein de certains organes sites de l’infection70,71. 

Apoptose lymphocytaire 

Évidences et mécanismes 

L'apoptose, terme issu du grec désignant la chute des feuilles d’un arbre en 

automne (phénomène biologiquement contrôlé), est une forme de mort cellulaire 

programmée dont les mécanismes sont étroitement régulés. Le sepsis, et plus 

encore le choc septique, sont caractérisés par un renforcement de l’apoptose des 

populations lymphocytaires. Cette apoptose, reconnue par les travaux de Richard 

Hotchkiss depuis le début des années 2000, détient un rôle clé au cours du sepsis. 

Les premières constatations de ce processus sont issues d’une étude menée en 

réanimation comparant des patients décédés d’un sepsis à d’autres pour lesquels la 

cause du décès n’était pas infectieuse72. Les autopsies réalisées chez ces patients 

révélaient, en effet, une apoptose lymphocytaire soutenue chez les patients 

septiques. D’autres travaux ultérieurs ont souligné la responsabilité prépondérante 

de ce mécanisme quant à la survenue de la lymphopénie caractéristique des états 

infectieux sévères69,73. 

L’exploration des mécanismes responsables de cette apoptose s’est appuyée 

sur les études humaines mais également sur l’utilisation de modèles animaux de 

sepsis permettant une évaluation fine des organes lymphoïdes primaires et 

secondaires (thymus, et rates essentiellement). La mise en évidence de l’implication 
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de différentes voies a ainsi été soulignée, comportant notamment une voie 

intrinsèque et une voie extrinsèque47. La signalisation de la voie intrinsèque, médiée 

par les mitochondries, survient via l’activation des protéines pro-apoptotiques de la 

famille B-cell Lymphoma 2 (Bcl-2) induisant au niveau de la membrane externe de la 

mitochondrie une perte de potentiel membranaire. Ceci conduit à une ouverture de 

pores responsable de la libération du contenu mitochondrial dans le cytosol 

(cytochrome C, procaspase-9, Apaf-1) favorisant l’activation de la caspase-974. La 

voie extrinsèque est activée par des “signaux de mort” (DAMPs, PAMPs, cytokines) 

activant les récepteurs membranaires (Fas, Tumor necorsis factor related apoptosis 

inducing ligand (TRAIL), TNF receptor-I et II). L’activation de ces récepteurs 

conduisent à l’activation de la caspase-8. Alors que la voie intrinsèque, ou voie 

mitochondriale, est activée par divers stimuli dont la production d’espèces réactives 

de l’oxygène. 

Les 2 types de caspases, dont l’activation va dépendre de nombreux facteurs, 

parfois intriqués, régulent l’activation de la caspase-3 dont l’activité protéase entraîne 

la fragmentation de l’ADN, étape cruciale du processus d’apoptose75. 

Par ailleurs, cette apoptose lymphocytaire va, au cours du sepsis, épargner les 

lymphocytes T régulateurs renforçant ainsi la proportion de ces cellules 

immunosuppressives parmi l’ensemble du contingent lymphocytaire. Cet 

échappement à l’apoptose lymphocytaire est médié par une surexpression de la 

protéine Bcl-276,77. 

Enfin, d'autres formes de morts cellulaires contribuant à la lymphopénie sont 

observées au cours du sepsis telles que la nécroptose et la pyroptose78. Ces formes 

de morts cellulaires étant marginales, nous ne nous sommes pas attelés à les évaluer 

au cours de nos travaux et nous ne les aborderons pas dans cette introduction.  

 

Conséquences de l’apoptose lymphocytaire 

 L’apoptose lymphocytaire va rapidement entraîner des perturbations du 

fonctionnement du système immunitaire représentées dans la figure 6. Outre la 

diminution des fonctions immunitaires induites par la lymphopénie, les lymphocytes 
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apoptotiques ont des effets immunosuppresseurs propres. Les cellules apoptotiques 

induisent, en effet, une anergie des macrophages et une tolérance à l’endotoxine 

médiée par la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGF-β)79,80. La 

phagocytose des lymphocytes apoptotiques par les macrophages et cellules 

dendritiques limite l’expression des molécules de co-stimulation entraînant une 

anergie ou encore une apoptose de ces cellules. Enfin, les lymphocytes apoptotiques 

induisent, sur les autres lymphocytes circulants, des effets immunosuppresseurs 

(diminution de leur activation, de leur différenciation, de la cytotoxicité et de la 

production d’anticorps ou encore induction de phénotypes régulateurs) contribuant, 

entre autres, à limiter leurs capacités à proliférer81.  

 

Figure 6. Conséquences de l’apoptose sur les fonctions immunitaires.   
D’après Hotchkiss et al.81 

L’apoptose provoque une immunosuppression par divers mécanismes :                           
- Déplétion des différentes cellules immunitaires (lymphocytes T, lymphocytes B, 
cellules dendritiques, cellules dendritiques folliculaires) responsable d’une perte des 
fonctions antimicrobiennes essentielles.                                                             
- Altération de l’immunité par l’induction d’une anergie et d’un phénotype anti-
inflammatoire (macrophages).   
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Diminution de la prolifération lymphocytaire 

Le nombre de lymphocytes circulants est issu d’un équilibre entre la 

prolifération et l’élimination de ces cellules. La lymphopénie septique semble 

également attribuable à une diminution de l’expansion clonale lymphocytaire82,83. Les 

mécanismes aboutissant à cette perte de fonction impliquent diverses voies. Des 

études ont démontré que les lymphocytes circulants de patients atteints de sepsis 

étaient caractérisés par l’expression de marqueurs d’épuisement cellulaire tels que 

le marqueur PD-1 (Programmed Cell Death-1) ou encore le marqueur CTLA484–86. 

L’induction de ces phénotypes est favorisée par l’émergence des lymphocytes 

régulateurs (T et B)61 responsables notamment d’une majoration de la production 

d’IL-10 et de l’adénosine par l’intermédiaire du récepteur A2aR87. 

Physiologiquement, la prolifération lymphocytaire est favorisée par une activation 

médiée par la présentation antigénique, rôle joué par les cellules dendritiques. Au 

cours d’une stimulation par du LPS, une diminution des capacités de présentation 

antigénique a été objectivée, limitant ainsi l’activation lymphocytaire et donc 

l’expansion clonale de ces cellules88. Par ailleurs, le recrutement de MDSC et de 

PNN immatures joue un rôle essentiel au cours de ce phénomène contribuant à la 

survenue d’une faillite métabolique impliquant notamment le métabolisme de 

l’arginine par une majoration de l’activité arginase-189. Ces cellules contribuent 

également à la survenue d’une privation cytokinique, notamment en IL-2 et en IFN-

γ90. 

Afin de limiter les conséquences de cette lymphopénie, des stratégies 

thérapeutiques expérimentales visant à limiter l’apoptose lymphocytaire ont été 

envisagées comprenant une inhibition des caspases ou encore l’utilisation d’IL-7 et 

d’anti-PD-183,91–93. Ces thérapeutiques ont montré des effets bénéfiques chez les 

animaux traités comprenant notamment une diminution de la susceptibilité aux 

infections secondaires dont la survenue s’inscrit dans le cadre du concept 

d’immunodépression associée au sepsis. 

Ces mécanismes immunologiques vont être à l’origine d’une mortalité 
tardive chez les patients hospitalisés en réanimation, essentiellement liée à 
l’acquisitions d’infections secondaires et de dysfonctions d’organes induites par le 
sepsis. 
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 3.4) Immunodépression associée au sepsis et mortalité tardive 

Évidences et théorisation du concept 

L’incidence majorée d’infections secondaires après une infection sévère a été 

largement démontrée12. L’étude de ces infections a révélé qu’elles impliquaient des 

pathogènes différents de ceux rencontrés au cours des infections communautaires 

des patients immunocompétents. L’écologie des infections acquises est en effet 

caractérisée par une forte proportion d’infections secondaires à des pathogènes peu 

virulents ou qualifiés d’opportunistes (Stenotrophomonas, Acinetobacter, 

Enterococcus, Pseudomonas, Candida ou encore Aspergillus)94–97. La survenue 

d’infections à ces pathogènes habituellement observés chez les patients sévèrement 

immunodéprimés, reflète les perturbations de l'immunité de l'hôte au cours de ces 

affections. 

Dans le sillage de ces infections nosocomiales bactériennes ou fongiques, les 

fondements de cet état d'immunodépression se sont également appuyés sur la 

constatation d’une fréquence accrue de réactivations de virus latents au cours de ces 

affections tels que les virus du groupe herpès (Herpès simplex virus, 

Cytomégalovirus, Varicelle Zona virus, Epstein-Barr virus)98–102. Ces réactivations 

étaient, là encore, associées à un assombrissement du pronostic des patients103. Il 

est vraisemblable qu’une minorité de ces patients présentaient une infection virale 

invasive alors que la majorité des réactivations de ces virus latents était imputable à 

la survenue de dysfonctions immunitaires. Ces constatations cliniques ont pavé le 

changement de paradigme de la réponse inflammatoire du sepsis. 

Cinétique et dualité de la réponse immunitaire 

La réponse immunitaire au cours des infections a longtemps été envisagée 

comme l’ensemble des réactions pro-inflammatoires ayant pour objectif la 

destruction du pathogène responsable de l’infection mais dont les conséquences 

peuvent aboutir aux défaillances d’organes. Les évidences cliniques des 

perturbations tardives du système immunitaire et la découverte de marqueurs 

biologiques d'immunodépression chez ces patients ont révélé que cette conception 

simpliste était incomplète. Un scénario séquentiel a alors été envisagé au sein duquel 

la survenue de mécanismes anti-inflammatoires compensateurs succède à la 
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réponse pro-inflammatoire initiale104,105. Finalement, la mise en évidence de la 

coexistence de mécanismes pro et anti-inflammatoires concomitants dès la phase 

précoce du sepsis a aboli ce concept séquentiel à la faveur d’un modèle plus 

complexe mêlant l’ensemble de ces réponses106 (Figure 7). Les implications 

cliniques qu’implique la dualité de la réponse inflammatoire sont essentielles et sont 

principalement composées de dysfonctions d’organes attribuables à l'excès de 

production de cytokines pro-inflammatoires ainsi qu’à un risque accru d’acquisition 

d’infections secondaires. 
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Figure 7. Dynamique de la réponse immunitaire et implications cliniques 
D’après Van der Poll et al.106                                                                      

Ce modèle conceptuel des trajectoires immunitaires objective la dualité de la réponse 
inflammatoire, composée simultanément de mécanismes pro et anti-inflammatoires. 
La réponse pro-inflammatoire exacerbée peut aboutir aux dysfonctions des organes 
vitaux et à un décès précoce. Alors que la réponde anti-inflammatoire va contribuer 
à la survenue de réactivations virales, d’infections secondaires et de dysfonctions 
chroniques d’organes, responsables d’une majoration de la morbi-mortalité induite 
par le sepsis.  

 

L’immunodépression acquise lors des états septiques va être à l’origine 

d’évènements cliniques qui vont influencer le séjour du patient : la persistance de 

dysfonctions d’organes et la survenue d’infections acquises.  
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3.5) Implications cliniques 

Dysfonction d’organes : physiopathologie et traduction clinico-biologique 

Au sein de la définition du sepsis du consortium SEPSIS-3, la présence de 

dysfonctions d’organes est la pierre angulaire du diagnostic de sepsis et de choc 

septique7. Afin d’évaluer les dysfonctions d’organes, cette définition s’appuie sur un 

score objectif développé initialement en 1996 afin de retranscrire la sévérité des 

patients de réanimation, le SOFA (Sequential Organ Failure Assessment)107. Le 

diagnostic de sepsis est retenu si le score SOFA est supérieur ou égal à 2. Au-delà 

du diagnostic de sepsis, l’évaluation séquentielle et objective des dysfonctions 

évaluées au sein du SOFA (Table 3) permet la quantification des dysfonctions 

d’organes et l’évaluation du pronostic des patients108. 

 

Score SOFA 

Score 0 1 2 3 4 

Respiratoire 

PaO2/Fi02 

≥400 <400 <300 <200 <100 

Coagulation 

Plaquettes (G/L) 
≥150 <150 <100 <50 <20 

Hépatique 
Bilirubine (μmol/L) 

<20 20-32 32-101 102-204 >204 

Cardiovasculaire        
Pression artérielle Moyenne 

(mmHg) 

≥70 <70 Dobutamine ou 
dopamine 

<5μg/kg/min 

Dobutamine 5-15 
ou adrénaline/ 
noradrénaline 

<0.1μg/kg/min 

Dobutamine >15 
ou adrénaline/ 
noradrénaline 
>0.1μg/kg/min 

Système nerveux central 
Score de Glasgow 

15 13-14 10-12 6-9 <6 

Rénal 
Créatininémie (μmol/L) 

<110 110-170 171-299 300-440 >440 

Tableau 3. Score SOFA (Sequential Organ Failure Assessment).                 
D’après Vincent et al.107 

L’évaluation séquentielle et objective des défaillances des principaux organes vitaux 
par ce score est un des fondements du diagnostic du sepsis.  
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La survenue de ces dysfonctions est intimement liée à une réponse pro-

inflammatoire exacerbée comportant notamment une sécrétion cytokinique majeure. 

Ces peptides participent à la survenue de lésions tissulaires. Les cytokines vont en 

effet contribuer à l’activation de l’endothélium vasculaire conduisant à une 

augmentation de la perméabilité capillaire109. Certaines cytokines entraînent des 

perturbations de la coagulation comprenant la survenue de microthromboses 

contribuant aux défects perfusionnels des différents organes responsables d’une 

hypoxie locale et d’une souffrance cellulaire globale. La traduction clinique de cette 

souffrance tissulaire dépend de l’organe touché mais elle comprendra de manière 

constante la survenue d’une hypotension artérielle définissant l’état de choc 

septique. Cette hypotension artérielle contribue également aux défaillances des 

autres organes vitaux en majorant les défauts de perfusion tout d’abord et enfin en 

renforçant l’inflammation systémique. L’évolution des patients souffrant de ces 

atteintes peut alors aboutir à un état de défaillance multiviscérale mettant en péril 

leur pronostic vital. 

Le SOFA permet ainsi une approche des conséquences du choc septique sur 

les organes vitaux. En effet, l’évaluation de la gravité d’un patient atteint d’un sepsis 

est communément réalisée en détaillant le fonctionnement pulmonaire (ou 

hématose), la coagulation (et notamment la survenue d’une thrombopénie), la 

présence d’une dysfonction hépatique, l’altération de la vigilance (la survenue d’une 

encéphalopathie) et enfin la présence d’une dysfonction rénale (Figure 8). Parmi 

dysfonctions d’organes induites, les lésions pulmonaires sont primordiales. Ces 

atteintes peuvent entraîner une hypoxémie dont l’ampleur définit la survenue d’un 

syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA) secondaire à une atteinte alvéolaire 

médiée notamment par un afflux de PNN110. L’exploration de ces lésions a bénéficié 

d’une attention rigoureuse au cours de nombreuses études cliniques et animales111. 

Ces travaux ont permis tout d’abord de souligner l’impact de cette défaillance 

respiratoire sur le pronostic des patients septiques112. D’autre part, ces études ont 

permis d’appréhender les mécanismes responsables de ces lésions soulignant 

l’implication, entre autres, des PNN113–115 ou encore du rôle essentiel des cytokines 

régulées par l’inflammasome (notamment l’IL-18)116. Enfin, une caractérisation 

anatomopathologique des lésions pulmonaires observées a pu être établie. Ces 

lésions sont composées d’un œdème alvéolo-interstitiel généralisé associé à une 
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destruction de l’épithélium squameux souvent recouvert de membranes hyalines et 

à une prolifération des cellules épithéliales de type II entraînant un épaississement 

de la membrane alvéolo-capillaire. Plus tardivement dans l’évolution du sepsis, sont 

décrites des lésions de fibroses accompagnées d’une destruction architecturale117. 

 

 

 

Figure 8. Principaux organes atteints au cours du sepsis.                                     
D’après Lelubre et al.118                                                      

La surveillance d’un patient atteint de sepsis s’appuie sur une évaluation rigoureuse 
des atteintes des différents systèmes de l’organisme comportant notamment une 
évaluation hémodynamique, neurologique, respiratoire, hématologique, rénale ou 
encore hépatique.  
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De la sévérité de l’infection initiale à la susceptibilité aux infections 

secondaires 

Comme nous l’avons décrit précédemment, la dysfonction immunitaire va 

exposer les patients aux infections acquises. L’étude de ces évènements est 

essentielle tant par leur fréquence qu’en raison de leur impact sur le pronostic des 

patients.  

 

Un événement crucial  

Les infections secondaires ont un impact majeur dans le parcours des patients 

septiques. Il est estimé que ces infections affectent entre 15 et 20% des patients 

atteints de choc septique12,119–121. La gravité du tableau initial est proportionnelle au 

risque d’infections nosocomiales. Les patients admis en réanimation sont 

particulièrement exposés à ces complications, d’abord en raison de la sévérité de 

leur état, mais également en raison du recours à des procédures vulnérantes 

(utilisation de cathéters, intubation, sondage urinaire…). L’ampleur des 

conséquences de ces infections est d’une évaluation plus délicate puisqu’elle 

implique une évaluation à plus long terme des patients. Il a cependant été établi que 

ces infections sont responsables de l’essentiel de la mortalité tardive attribuables au 

sepsis12,13,119.  

L’importance de ces infections tant par le poids de leurs incidences que par 

leurs conséquences sur le pronostic des patients font de la compréhension des 

mécanismes impliqués et de leur prévention les principaux défis des décennies à 

venir. 
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Figure 9. Mortalité attribuable aux infections acquises en réanimation.      
D’après Van Vught et al. 12     

Mortalité estimée chez les patients de réanimation selon la survenue d’infections 
secondaires.  

 

 

Physiologie et mécanismes immunitaires impliqués 

Des études cliniques translationnelles ont permis de dresser le portrait du 

fonctionnement immunitaire en fonction de la survenue d’infections nosocomiales. 

Les pionniers de ces explorations d’immunomonitoring122 ont ainsi rapporté que les 

patients développant des infections nosocomiales présentaient divers stigmates de 

dysfonctions immunitaires tels qu’une proportion de lymphocytes T apoptotiques 

significativement plus importante69, une lymphopénie persistante66, une diminution 

de l’expression monocytaire de l’antigène HLA-DR123,124, une diminution du nombre 

de cellules dendritiques circulantes120, une augmentation de l’expression 

lymphocytaire de PD-1 et enfin plus récemment un recrutement de MDSC51. Au cours 
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de cette étude ont été objectivées des associations entre l’expansion des MDSC et 

une inhibition de la prolifération lymphocytaire ainsi qu’avec la survenue d’infections 

nosocomiales. Les patients développant des infections nosocomiales présentaient 

également des concentrations plasmatiques de S100A12 et de G-CSF 

significativement plus élevées. Enfin ces patients avaient des concentrations 

plasmatiques en arginase-1 également plus élevées (dont l’essentiel de la production 

est attribuable aux G-MDSC).  

Ainsi, le choc septique est à l’origine d’une dysfonction des cellules du système 
immunitaire et plus particulièrement des lymphocytes T. Alors qu’il existe une 
association claire entre dysfonction lymphocytaire T, émergence des MDSC et 
survenue d’infections acquises, les mécanismes à l’origine de ces dysfonctions ne 
sont pas tous parfaitement identifiés. Si l’axe MDSC-lymphocytes T a d’abord été 
exploré dans le cancer et plus particulièrement dans le microenvironnement tumoral, 
plusieurs études laissent à penser que le choc septique est aussi marqué par des 
modifications métaboliques dont la correction pourrait permettre d’améliorer la 
morbidité et la mortalité du choc septique. Dans cette partie, nous explorerons plus 
particulièrement l’axe arginine-dysfonction mitochondriale.  
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Chapitre IV. Métabolisme et réponse immunitaire 

Les mécanismes mis en œuvre au cours de la réponse anti-infectieuse sont 

pourvoyeurs d’une importante dépense énergétique. Cette dépense énergétique 

nécessite la formation d’adénosine triphosphate (ATP) issue de différentes voies 

comprenant la glycolyse, la glycogénolyse, la néoglucogenèse et une dégradation 

protéique. Au-delà de la composante énergétique, l’activation et la prolifération des 

cellules immunitaires se déroulent sous l’influence de la biodisponibilité de certains 

acides aminés comme l’arginine. Les explorations menées dans les domaines de la 

cancérologie et du sepsis ont permis la mise en évidence de l’influence du 

recrutement des MDSC sur la biodisponibilité en arginine ainsi que du caractère 

crucial de cet acide aminé au bon fonctionnement lymphocytaire.  

 

4.1) Métabolisme de l'arginine et sepsis 

La L-arginine (arginine dans le reste de l’exposé) est un acide aminé semi-

essentiel (indispensable en période de croissance, elle peut prendre les 

caractéristiques d’acide aminé essentiel dans certaines situations au cours 

desquelles sa synthèse est insuffisante pour couvrir les besoins). Sa concentration 

cellulaire est issue de l’équilibre entre les apports nutritionnels, la synthèse de novo, 

la dégradation protéique et enfin la consommation d’arginine par l'organisme125. La 

synthèse d’arginine de novo est majoritairement issue de la citrulline (environ 60%). 

Cette conversion fait suite à l’action combinée des enzymes arginosuccinate 

synthetase (ASS) et argininosuccinate lyase (ASL). L’arginine alors produite peut 

être dégradée par 5 différents groupes d’enzymes : les arginases (au cours du cycle 

de l’urée), les Nitric Oxide synthases (NOS, dans le cadre de la production de NO), 

les arginine decarboxylases (ADC), les arginine:glycine amidinotransferases (AGAT) 

et les arginyl-tRNA synthetase (ArgRS)126 (Figure 10). 
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Figure 10. Principales voies impliquées dans le métabolisme de l’arginine. 
D’après Líndez et al.127 
 

La métabolisation de la L-arginine survient sous l’influence de 5 enzymes : Les NO 
Synthases (NOS), les arginases (ARG), l’arginine:glycine aminotransférase (AGAT) 
et l'Arginine décarboxylase (ADC) et les arginyl-tRNA synthetases (ArgRS). La L-
Citrulline est convertie en arginine par les argininosuccinate synthases 1(ASS1) et 
les argininosuccinate lyases (ASL).  

 

Au cours des états de stress en général, et particulièrement au cours du sepsis, 

l’équilibre entre la synthèse et l’utilisation de l’arginine va être confronté à 

d’importantes modifications qui aboutissent à une diminution de la biodisponibilité de 

cet acide aminé. Les mécanismes responsables de ce déséquilibre comprennent : 

- Une diminution de la synthèse de novo de l’arginine liée à une diminution des 

apports entéraux de ses précurseurs (citrulline et protéines essentiellement), les 

dysfonctions entérocytaires limitant l’absorption des précurseurs128,129 ou encore la 

survenue d’insuffisance rénale 130. 

- Une consommation excessive liée à une augmentation de l’activité des 

enzymes catabolisant l’arginine (NOS et Arginase principalement)51,131. 

Cet état d’hypoargininémie dont la profondeur est corrélée à la gravité des 

patient132 est ainsi communément décrit au cours des états infectieux.  
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 4.2) Arginine et dysfonctions lymphocytaire 

Le rôle de l’arginine au sein de la réponse immunitaire a bénéficié de 

nombreuses études consacrées aux perturbations métaboliques survenant au cours 

de néoplasies133. Ces explorations ont permis de souligner l’importance de cet acide 

aminé dans les processus d’échappement tumoral et au sein de la constitution du 

microenvironnement tumoral134–136. Les implications immunitaires de l’arginine sont 

nombreuses et touchent diverses populations cellulaires. Les premières descriptions 

des effets délétères d’un déficit en arginine, en 1968, soulignaient déjà le rôle 

essentiel de l’arginine au cours de l’activation et de la prolifération des 

lymphocytes137. D’autres études ultérieures confirmèrent ce phénomène127,138,139. 

Cet acide aminé régulant l’expression de la chaîne zêta, chaîne majeure de la 

signalisation du TCR140, devient un facteur limitant la prolifération de ces cellules en 

situation de carence. Il a également été démontré que la régulation de l'expression 

de CD3 ζ est un mécanisme important pour moduler l'activation138 et la différenciation 

des cellules T141. D’autres mécanismes médiés par la carence en arginine participent 

au déficit de prolifération lymphocytaire tels qu’une altération de la déphosphorylation 

de la cofiline qui intervient en augmentant la dynamique des réseaux d’actine142. Par 

ailleurs, des travaux expérimentaux ont permis d’observer que le déficit en arginine 

est associé à une diminution de la production d’IL-2143 ainsi qu’à une régulation des 

enzymes du cycle cellulaire (cyclines D1, D2, D3, Cycline dependant-kinases CDK4 

et CDK6) responsable d’un blocage du cycle cellulaire144.  Les conséquences 

lymphocytaires du déficit en arginine sont résumées au sein de la Figure 11. 

L’arginine influence également la maturation et les fonctionnalités des lymphocytes 

B et notamment la production plasmocytaire d'anticorps145. 
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Figure 11. Synthèse des effets immunosuppresseurs du déficit en arginine 
sur le fonctionnement lymphocytaire. D’après Líndez et al. 127 

Le déficit en arginine est responsable de dysfonctions lymphocytaires comprenant 
une diminution de la prolifération de ces cellules, une inhibition de l’expression du 
CD3 ζ, un arrêt du cycle cellulaire, une diminution de l’expression des molécules de 
stimulation CD25 et CD69 et d’une moindre production d’IL-2.  

 

Divers mécanismes au cours de processus pathologiques contribuent à limiter 

la biodisponibilité en arginine. Les travaux initialement menés dans le domaine de 

l’oncologie ont permis de découvrir le rôle essentiel des MDSC, notamment par leur 

activité arginase146. L’état d’inflammation exacerbé des patients admis en 

réanimation a également permis d’établir un lien entre l’expansion des MDSC et une 

diminution de la concentration en arginine147. Plus récemment, dans le cadre du 

sepsis, l’évaluation du rôle des MDSC proposée par Uhel et al. a permis de souligner 

les implications métaboliques du recrutement des MDSC objectivant notamment une 

corrélation entre ces cellules et l’activité arginase ainsi qu’une association avec la 

survenue de dysfonctions lymphocytaires51.  

Les études consacrées au fonctionnement mitochondrial au cours des 

pathologies cancéreuses ont également souligné l’importance du métabolisme de 

l’arginine rapportant la présence d’altération de la respiration mitochondriale au cours 
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des états de carence en arginine148–150. Néanmoins, l’évaluation des implications de 

la carence en arginine sur les dysfonctions mitochondriales du sepsis n’a, jusqu’à 

présent, jamais été effectuée. 

4.3) Fonctionnement mitochondrial et choc septique 

Les mitochondries, en tant que site principal de la production d'ATP par la 

chaîne respiratoire (phosphorylation oxydative), vont particulièrement contribuer à la 

réponse de l’organisme au cours du sepsis151. Ces organites contribuent non 

seulement à l'approvisionnement en énergie, à la biosynthèse et au métabolisme 

oxydatif cellulaire, mais servent également de plate-forme régulant les réponses 

immunitaires innées (telles que la production de ROS, la NETose) et acquises152,153. 

Le sepsis constitue donc un état au cours duquel le fonctionnement mitochondrial est 

essentiel. La survenue de dysfonctions et les dommages mitochondriaux induits par 

le sepsis sont une cause majeure des troubles du métabolisme cellulaire survenant 

au cours de cette pathologie. Ces dysfonctions mitochondriales sont causées par 

divers facteurs comportant notamment l’hypoxie induite par les défauts de perfusion 

tissulaire limitant alors les réactions de phosphorylation oxydative. Cette hypoxie va 

alors compromettre la production d’ATP154 et favoriser les voies de mort cellulaire 

(voie extrinsèque de l’apoptose). D’autre part, la génération en grandes quantités de 

NO, de monoxyde de carbone155, de sulfure d’hydrogène ou encore de radicaux 

libres inhibe directement la respiration mitochondriale156 et cause des dommages aux 

protéines structurelles mitochondriales157. Enfin, la réponse pro-inflammatoire 

exacerbée est responsable d’une diminution de la transcription des gènes impliqués 

dans la synthèse des protéines mitochondriales158.  

Ainsi, les liens entre biodisponibilité en arginine et dysfonctions 
immunologiques sont nombreux chez les patients sévères. Conceptuellement, la 
correction de l’hypoargininémie devrait avoir un effet bénéfique sur le pronostic des 
patients. Néanmoins, les essais cliniques ayant évalué ce traitement n’ont jamais 
objectivé de bénéfice, au contraire. Ces échecs soulèvent deux questions 
essentielles : la validité des modèles animaux utilisés au cours du sepsis ayant 
permis d'observer des effets bénéfiques et les caractéristiques des essais cliniques 
(immunonutrition et sepsis). Nous envisagerons ces 2 problématiques dans la partie 
suivante. 
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Chapitre V. Modèles expérimentaux de sepsis et échecs des essais 

cliniques 

Le recours aux modèles animaux afin d’explorer les mécanismes 

physiologiques survenant au cours des infections ont permis d’élucider une myriade 

de problématiques et d’envisager un large panel de thérapeutiques. La validité des 

conclusions issues de ces expérimentations dépend directement de la fiabilité du 

modèle utilisé. Divers modèles ont ainsi été développés afin de reproduire le plus 

fidèlement possible la physiopathologie du sepsis humain. 

5.1) Modèles animaux de sepsis 

Différents modèles animaux de sepsis ont été développés au cours des 

décennies passées. L’élaboration de ces modèles a pu faire appel à différentes 

espèces d’animaux, cependant les modèles murins ont largement dominé ce champ 

de recherche. Ainsi nous n’aborderons ici uniquement les modèles utilisant ces 

mammifères.  

 

 Stimulus septique  

Modèles basés sur l’endotoxine 

Depuis les premières descriptions des effets de l’injection de LPS chez les 

souris il y a près d’un siècle, les modèles d’endotoxinémie sont devenus un des piliers 

de la recherche animale sur le sepsis. L'injection à des souris de LPS purifié (« 

endotoxine »), soit par voie intrapéritonéale soit par voie intraveineuse, entraîne une 

activation systémique du système immunitaire inné. Le LPS, ce composant structurel 

de la paroi externe des bactéries à Gram négatif, est un PAMPs largement décrit qui 

est reconnu par les récepteurs TLR4 exprimés à la surface des monocytes, des 

macrophages et des cellules dendritiques entre autres159,160. Cette interaction va 

entraîner une activation massive de ces cellules, caractérisée par une production de 

cytokines pro-inflammatoires majeure impliquant notamment la production de TNF-

α, d'IL-6 et d'IL-1ß161. 
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Ce modèle présente les avantages d’être très simple, reproductible et 

modulable permettant d’induire des infections dont la gravité est prédéterminée, 

autorisant l’évaluation de différentes phases du sepsis en fonction de la sévérité 

induite. Néanmoins, cette simplicité comporte des limites inhérentes puisque 

l’activation de la seule voie du TLR4 ne reflète que partiellement la complexité des 

mécanismes survenant au cours du sepsis rendant la transposabilité des résultats 

obtenus à partir de ce modèle à l’Homme difficile.  

 

Ponction Ligature Caecale 

Le modèle de ponction ligature caecale ou CLP (Cecal Ligation and Puncture) 

a été développé en 1980 par l'équipe d'Irshad Chaudry162. Ce modèle est reconnu 

comme étant, à ce jour, le “gold standard” en recherche animale sur le sepsis en 

raison de ses propriétés réalistes, simples et de sa pertinence clinique163. Ce modèle 

consiste en la réalisation d’une laparotomie médiane sous anesthésie générale 

permettant d’identifier et d’extérioriser le caecum (Figure 12). Lequel est alors 

ligaturé puis ponctionné avant d’être réintroduit dans la cavité péritonéale. Il permet 

ainsi de combiner trois agressions à l’hôte : le traumatisme tissulaire lié à la chirurgie 

abdominale, la nécrose provoquée par la ligature du cæcum et l'infection 

plurimicrobienne secondaire à la fuite de la flore bactérienne intestinale dans le 

péritoine. Par ailleurs le caractère polymicrobien de l’infection induite permet de 

mieux approcher l'hétérogénéité des états infectieux observés chez l’humain164. Plus 

récemment, a été développé une variante de ce modèle baptisée Colon Ascendens 

Stent Peritonitis (CASP) dont l’objectif est de mimer plus justement une péritonite 

secondaire à une perforation intestinale (en opposition à la CLP qui induit des 

conditions plus proches de celles retrouvées lors de la survenue d’un abcès 

intrapéritonéal)165. 
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Figure 12. Modèle expérimental de Ponction Ligature Caecale.                       
D’après Buras et al. 166  

Le modèle CLP de sepsis est induit par laparotomie et exposition de la jonction 
entre le gros intestin et l’intestin grêle. L’intestin grêle rejoint le gros intestin au niveau 
de la valve iléo-cæcale (flèche bleue). Le caecum s'étend inférieurement comme une 
poche borgne. La ligature cæcale a lieu sous la valve iléocæcale dans un espace 
non obstruant (pointillés bleus). Le caecum ligaturé est ponctionné de part en part, 
ce qui permet aux matières fécales piégées de s'infiltrer dans la cavité péritonéale 
normalement stérile.  

 

Cecal Slurry Injection  

Le modèle de sepsis Cecal Slurry Injection est basé sur une injection intra-

péritonéale standardisée en quantité du contenu caecal issu d'un rongeur donneur 

mis en suspension dans un liquide167,168. La standardisation de la quantité de 

matières fécales injectée, et donc de l'inoculum bactérien, laisse à penser que ce 

modèle est plus reproductible que le CLP167. En revanche, contrairement au CLP, ce 

modèle ne permet pas d’induire de lésions tissulaires chirurgicales ou ischémiques. 

 

Autres modèles murins de sepsis 

D’autres modèles ont plus récemment été suggérés, basés sur des injections 

intraveineuses ou intrapéritonéales de bactéries. Diverses espèces bactériennes ont 

été utilisées pour ces modèles que ce soit des bactéries à Gram négatif (Escherichia 
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coli, Pseudomonas aeruginosa) ou alors à Gram positif (Staphylococcus aureus). 

L'ampleur de la réponse de l'hôte observée dans ces modèles dépend de la voie 

d'administration des bactéries, la voie intrapéritonéale montrant des réponses 

inflammatoires atténuées par rapport à la voie intraveineuse169.  

Par ailleurs, l’exploration spécifique d’autres voies de signalisation est possible, 

notamment par injection d’oligodésoxynucléotides (ODN) CpG agissant par la voie 

du TLR9170 ou par stimulation du TLR2 avec des agonistes lipopeptiques 

synthétiques chez des souris sensibilisées171. 

D’autres modèles ayant pour objectif de mimer la survenue d’infections extra-

digestives ont également été développés dont, notamment, les modèles de 

pneumopathie ou de sepsis urinaire. Les pneumonies peuvent être induites par 

instillation intranasale ou intratrachéale de bactéries ou encore par 

aérosolisation172,173 alors que les infections des voies urinaires sont induites par 

injections intravésicales de bactéries174. 

 

 

Design des modèles et explorations ciblées 

Le développement de ces divers modèles a permis non seulement d’essayer 

de s’approcher de la réalité clinique du sepsis mais à également autoriser une étude 

fine des mécanismes du sepsis en s’affranchissant de la composante temporelle. 

Ainsi, selon la gravité de l’agression septique ces modèles permettent l’évaluation de 

la mortalité précoce, grâce à l’utilisation de modèles pourvoyeurs d’une agression 

sévères, mais aussi l’exploration de la mortalité tardive après réalisation d’agressions 

plus légères et en apportant aux animaux expérimentés des traitements afin de lutter 

contre le sepsis induit. 
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Mortalité immédiate 

La dynamique de la mortalité au cours du sepsis chez l’humain étant 

caractérisée par la survenue de deux pics distincts précoce et tardif, les études 

animales se sont attelées à explorer ces 2 périodes. Historiquement, les modèles 

animaux de sepsis étaient associés à une mortalité élevée et précoce162. Une grande 

proportion des modèles animaux de sepsis permettant de quantifier l'inoculum utilisé 

afin de reproduire l’agression septique, il est possible de jauger la sévérité de 

l’infection initiale (modèles basés sur l’endotoxine, Cecal Slurry Injection, 

pneumopathies…). Au cours du processus de CLP, la sévérité de l’infection induite 

peut être ajustée en fonction du niveau de la ligature ou de la taille de la ponction, 

déterminant alors la mortalité attendue ainsi que sa temporalité163,175 (Figure 13). 

Une fois la mortalité attendue déterminée, les explorations menées au différents 

temps forts de la dynamique de ce processus vont autoriser l’exploration de diverses 

phases de la réponse anti-infectieuse et des conséquences de cette infection sur 

l’ensemble des organes. 

 

 

Figure 13. Localisations anatomiques des ligatures caecales au cours de la 
CLP et impact sur la mortalité induite. D’après Rittirsch et al. 163                                                                          

La localisation de la ligature au cours de la CLP va déterminer la sévérité de 
l’infection induite. Un sepsis de forte intensité est induit lorsque la ligature est 
proximale (ligne pointillée rouge) alors qu’une ligature plus distale (ligne pointillée 
verte) est responsable d’une moindre sévérité.  
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Mortalité tardive 

Fortes des constatations issues des études chez l’humain, les expérimentations 

animales dans le cadre du sepsis se sont attelées, plus récemment, à envisager les 

conséquences à plus long terme du sepsis176. Afin de répondre à ces 

problématiques, des modèles de sepsis moins sévères ont été développés et le suivi 

des sujets a été allongé177–179. D’autre part, afin de mimer au mieux les phénomènes 

observés chez l’humain, les modèles actuels comprennent également un aspect 

thérapeutique fondé sur l’utilisation d’antibiotiques et d’une réanimation 

hémodynamique180.  

Ainsi, l’utilisation d’un modèle humanisé a permis d’étudier les anomalies 

chroniques induites par le sepsis.  

L’étape suivante a été le développement de modèles permettant d’évaluer : 

- Les dysfonctions d’organes 

- L’acquisition d’infections secondaires 

 

Dysfonction d’organes  

L’importance du concept de dysfonctions d’organes au sein de la définition 

actuelle du sepsis7 rend l’évaluation de ces défaillances nécessaire au cours des 

modèles expérimentaux. Longtemps, les critères de jugement des études animales 

se sont focalisés sur la survie et les dosages de biomarqueurs181. Afin de pallier ces 

lacunes, l’évaluation de ces défaillances a récemment été préconisée182. Cette 

évaluation se doit d’être standardisée et elle s’appuie ainsi sur l’utilisation de scores. 

Parmi les organes requérant une évaluation, la caractérisation des lésions 

pulmonaires observées au cours des études animales s’appuie sur une évaluation 

anatomopathologique standardisée réalisée à l'aide du score de lésions pulmonaires 

(Acute Lung Injury score ou ALI score)183.   
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                                                                                                                                                 Score par champ 

Paramètres 0 1 2 

1. Neutrophiles dans l’espace alvéolaire Aucun 1-5 >5 

2. Neutrophiles dans l’espace interstitiel Aucun 1-5 >5 

3. Membranes hyalines Aucun 1 >1 

4. Débris protéiques remplissant les alvéoles Aucun 1 >1 

5. Épaississement septal alvéolaire <2x 2x-4x >4x 

Tableau 4. Analyses histologiques de poumons et score d’évaluation des 
lésions pulmonaires. D’après Matute-Bello et al. 183 

Photographies de lames histologiques de poumons objectivant la présence 
d’infiltrats neutrophiliques associés à des dépôts de fibrine                                                             
Score = [(20 x A) + (14 x B) + (7 x C) + (7 x D) + (2 x E)] / (nombre de champs x 
100).  

 

Enfin, l’évaluation de l’atteinte pulmonaire peut également être approchée par 

une analyse de la cellularité ou des cytokines du liquide broncho alvéolaire184. 
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Infections acquises  

L’utilisation de modèles animaux de sepsis a également permis d’explorer les 

facteurs favorisant le risque accru d’infections nosocomiales en limitant les biais de 

confusions imputables à l’hétérogénéité des infections nosocomiales et en contrôlant 

la composante temporelle de ces infections. En effet, afin d’évaluer la susceptibilité 

aux infections secondaires et les thérapeutiques envisageables pour prévenir ou 

limiter leurs conséquences, des modèles associant une première agression septique 

suivie par l’induction d’une seconde infection, sous le nom de “Two hit model” ou 

modèle à deux agressions, ont été développés173,185. Ces modèles permettent de 

mieux répondre aux nouveaux défis auxquels nous devons dorénavant nous 

mesurer. 

 

5.2) Limites des modèles 

La variété des modèles développés au cours du temps suggère les limites 

inhérentes à chaque modèle. La standardisation des modèles, tant dans les 

procédures que dans les individus utilisés, a longtemps été un objectif. Cependant 

cette stratégie “one size fits all” reflète mal l’hétérogénéité des états infectieux 

observés chez l’humain et explique probablement en partie les échecs des essais 

cliniques basés sur des résultats prometteurs issus des études animales186. Ces 

résultats contradictoires entre les études animales et humaines ont fait émerger des 

doutes quant à la pertinence clinique des modèles animaux et de nombreuses limites 

ont été soulignées pour expliquer ces résultats contradictoires entre les études 

animales et humaines187. Afin de limiter les écueils de ces modèles, des 

recommandations ont récemment été éditées ayant pour but la standardisation des 

modèles précliniques. Ces recommandations ont été définies comme le « Seuil 

minimal de qualité au cours des études pré-cliniques de sepsis » ou « Minimum 

Quality Threshold in Pre-Clinical Sepsis Studies » (MQTiPSS)188. L’objectif de ces 

recommandations a ainsi été de renforcer la valeur translationnelle des études 

animales sur le sepsis. Au-delà de la standardisation des modèles, la pertinence de 

l’utilisation de rongeurs est de plus en plus discutée. Ces animaux sont en effet 

caractérisés par des systèmes immunitaires qui diffèrent de ceux des humains sur 
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de nombreux aspects tels l’expression des gènes de l’inflammation ou encore la 

résistance aux effets toxiques de l’injection de LPS. 

Afin de limiter ces biais, l’utilisation de souris mixtes, d'âges différents (afin 

d’augmenter la variabilité inter-individuelle), élevées en animaleries, génétiquement 

modifiées189 ; la mise en place d’essais murins randomisés ou encore la mise au 

point de modèles faisant appel à d’autres espèces animales186, sont des méthodes 

ayant pour objectif de s’approcher plus près de la réalité clinique du sepsis et dont 

l’utilisation se démocratise progressivement.  

De ces modèles sont issus un certain nombre de concepts conduisant à 

l’émergence de pistes thérapeutiques. Nous ne décrirons pas les études (toutes 

négatives) immunomodulatrices, essayant de stimuler ou inhiber les réponses 

immunitaires impliquées dans le sepsis. Nous nous intéresserons, en revanche, 

plutôt aux essais cliniques s’appuyant sur l’apport d’immunonutriments en tentant 

d’expliquer la négativité des résultats.  

 

5.3) Immunonutrition : Déceptions thérapeutiques et arginine 

Les dernières décennies ont particulièrement été riches en essais cliniques 

menés chez des patients septiques dont les résultats étaient décevants. Les raisons 

évoquées afin d’expliquer ces résultats négatifs comprennent l’hétérogénéité des 

situations de sepsis chez l’Homme, l’absence de contrôle de la temporalité et les 

défauts de transposabilité des résultats entre animaux et humains190,191. 

L’immunonutrition, malgré les concepts et les essais précliniques prometteurs192,193, 

a particulièrement souffert de ces échecs. Cependant, l’interprétation de ces résultats 

doit être prudente du fait de nombreux problèmes méthodologiques soulignés par les 

experts dans plusieurs éditoriaux.  

Le premier problème réside dans l’inclusion de malades extrêmement 

hétérogènes (médicaux, chirurgicaux, infections communautaires, infections 

nosocomiales après plusieurs semaines d’hospitalisation…). Ces études ont en effet 

inclus des populations de patients extrêmement variées dont la trajectoire 

immunologique pouvait différer et donc pour lesquels les bénéfices attendus de ces 
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stratégies divergent. Cette hétérogénéité dans les bénéfices attendus (ou risques 

encourus) a pu limiter la puissance de ces essais et ne permet donc pas de conclure 

quant à l’efficacité de l’immunonutrition au cours du sepsis. 

Le second problème méthodologique réside dans l’utilisation de plusieurs 

pharmaconutriments en même temps. Ceci ne permet pas une évaluation rigoureuse 

des effets spécifiques de chaque immunonutriment194–196.  

 

L’étude spécifique de l’arginine dans le champ de l’immunonutrition a permis de 

démontrer que son administration entérale n'était pas délétère et augmentait la 

synthèse d'ornithine, suggérant une utilisation préférentielle de l'arginine par la voie 

des arginases, sans augmentation de la synthèse de NO ni effet sur les fonctions 

immunitaires. Cette thérapeutique ne semblait néanmoins pas permettre de corriger 

l’hypoargininémie197.  

 

 Perspectives offertes par la citrulline 

La citrulline, décrite pour la première fois il y a près de 70 ans à partir de la 

pastèque citrullus lanatus dont elle tient son nom, est un acide aminé non essentiel 

ayant un rôle prépondérant dans le métabolisme de l’arginine et du NO. Son 

utilisation thérapeutique est justifiée par des données récentes de la littérature 

démontrant un effet de la supplémentation en L-citrulline sur la synthèse de NO. La 

co-localisation cellulaire des ASS, des ASL et des NOS, permettrait tout d’abord, 

d’orienter l’utilisation de l’arginine synthétisée de novo à partir de la citrulline vers la 

voie des NOS plutôt que par la voie contrôlée par les arginases. D’autre part, 

l'importante métabolisation de l'arginine entérale par le foie et l’estomac limite sa 

biodisponibilité en tant que substrat pour la synthèse de NO alors que la citrulline est 

bien moins sujette à cette métabolisation. Ces mécanismes sont les raisons 

évoquées afin d’expliquer comment la citrulline permet une meilleure correction de 

l’hypoargininémie que l’arginine elle-même125,198,199. 

Contrairement à l'arginine ou à l'ornithine, qui induisent des effets secondaires 

gastro-intestinaux ainsi qu’une diarrhée osmotique à des doses élevées, la citrulline 

est bien tolérée200. Cette différence est importante car l’absorption intestinale de 

citrulline ne constitue pas une étape limitante, même à des posologies élevées201. 
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Ces données pharmacologiques ont été retrouvées sur des modèles animaux de 

traumatisme et de sepsis, représentant ainsi un réel intérêt en réanimation202–204. 

 

C’est pourquoi, dans cette première partie de travail de thèse, nous avons voulu 
développer un modèle de sepsis qui réponde aux recommandations récemment 
publiées. Puis, nous avons voulu démontrer qu’une supplémentation en citrulline 
pouvait restaurer les fonctions lymphocytaires et atténuer l’immunosuppression, 
notamment en corrigeant les dysfonctions mitochondriales et en augmentant la 
prolifération des lymphocytes T. 

 

Cependant, l’année 2020 a été marquée par l’émergence du SARS-CoV 2 dont les 
données cliniques et biologiques initialement rapportées (importance de la 
lymphopénie) sont proches de celles constatées au cours des sepsis bactériens. 
Alors que la majorité des laboratoires étaient contraints de drastiquement réduire 
leurs activités, nous avons rapidement initié un travail de recherche afin d’évaluer la 
fonction lymphocytaire au cours des formes graves de SARS- CoV2 et une 
éventuelle association avec les MDSC et l’arginine.    
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Chapitre VI. Approches immunologiques des infections 

secondaires au SARS-CoV2 

Le spectre des manifestations cliniques causées par ce virus (COVID-19) est 

étonnamment large et s'étend d'une maladie bénigne (ressemblant à un accès 

ordinaire de grippe ou même asymptomatique) à une pneumonie205. Ces derniers 

cas comportent un risque élevé d'évolution vers un SDRA, éventuellement fatal en 

cas d'aggravation et de défaillance de plusieurs organes206. Ces formes sévères sont 

caractérisées par d’importantes similitudes avec les sepsis d’origine bactérienne. 

 

6.1) COVID-19 et physiopathologie 

La pénétration de ce coronavirus au niveau des voies respiratoires survient 

grâce à sa protéine de surface (Spike) se fixant aux récepteurs de l’enzyme de 

conversion de l’angiotensine (Angiotensin Converting Enzyme 2 (ACE2)) des cellules 

de l'hôte207,208. Au-delà de sa réplication, le virus a un effet toxique direct sur les 

cellules des voies respiratoires entraînant une mort cellulaire, des lésions tissulaires 

et une inflammation locale impliquant une myriade de réactions immunitaires (Figure 

14). 

Dans la majorité des cas, le système immunitaire de l'hôte va permettre de 

contenir la propagation de ces virions. Néanmoins chez certains patients, la 

réplication virale est trop importante. Cela conduit alors à la diffusion à l’ensemble de 

l’arbre respiratoire du virus et à la survenue des lésions tissulaires. Une réaction 

inflammatoire exacerbée, notamment caractérisée par une importante sécrétion de 

cytokines, va alors survenir dont les conséquences peuvent être mortelles208. Ces 

constatations ont motivé l’évaluation des mécanismes immunosuppresseurs 

survenant au cours de ces infections tels que l’exploration de la lymphopénie, le 

recrutement de cellules immunosuppressives ou encore l’évaluation du profil 

immuno-métabolique de ces patients. 
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Figure 14. Physiopathologie des infections secondaires au SARS-CoV2.       
D’après Gupta et al. 207 

              

Le SARS-CoV-2 pénètre dans les cellules hôtes par l'intermédiaire d’une 
interaction entre de sa protéine spike et le récepteur ACE2. Les mécanismes des 
lésions caractéristiques du COVID-19 comprennent (1) des dommages cellulaires 
directs ; (2) une dérégulation du système rénine angiotensine aldostérone (RAAS: 
Renin-Angiotensin-Aldosterone-System) ; (3) des dommages aux cellules 
endothéliales et une inflammation vasculaire ; et (4) une dérégulation de la réponse 
immunitaire comportant une hyperinflammation, une inhibition de la signalisation de 
l'IFN par le virus, une lymphopénie et une production exacerbée de cytokines pro-
inflammatoires, en particulier IL-6 et TNF-α.  
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Les formes graves de SARS-COV2 vont présenter plusieurs caractéristiques 

proches voire similaires avec un sepsis bactérien telles que : 

- Une lymphopénie profonde 

- L’expansion de MDSC 

- Des perturbation du métabolisme de l’arginine 

- Un séjour en réanimation prolongé avec acquisition d’infections secondaires. 

 

 

 6.2) Lymphopénie et COVID-19 

Les premières descriptions des patients atteints d’infections à SARS-CoV2 ont 

permis de dresser aisément un portrait des manifestations clinico-biologiques de ces 

infections mais également d’identifier les facteurs de risque associés à la survenue 

de formes sévère209,210. Parmi les anomalies biologiques observées, la mise en 

évidence d’une lymphopénie profonde touchant particulièrement les populations des 

lymphocytes T CD8211 dont la persistance est associée à un assombrissement du 

pronostic des patients a précocement été décrite 209,212,213.  

Les mécanismes évoqués afin d’expliquer cette lymphopénie comprennent :  

- Les effets des cytokines. En effet, la lymphopénie semble corrélée aux taux 

d’IL-6, d’IL-10 et de TNF-α214,215. Les cytokines telles que le TNF-α ou l’IFN de type 

II peuvent inhiber la recirculation des lymphocytes T dans le sang en favorisant leur 

rétention dans les organes lymphoïdes et leur fixation à l’endothélium 

- Le recrutement de ces cellules au niveau du site de l’infection peut également 

réduire la quantité de lymphocytes dans le sang circulant. Les analyses des liquides 

broncho-alvéolaires des patients atteints de formes sévères objectivaient, en ce 

sens, une majoration de la proportion de lymphocytes T216. Quant aux analyses 

anatomopathologiques post-mortem, celles-ci confirmaient cette hypothèse en 

montrant une infiltration lymphocytaire massive des tissus pulmonaires217. 

- Un renforcement de la mort cellulaire par le biais de l’apoptose 

lymphocytaire218. 
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Par ailleurs, l’évaluation des lymphocytes de patients atteints de formes 

sévères a permis d’objectiver la présence fréquente de stigmates d’épuisement (ou 

exhaustion) tels que l’expression de T cell immunoglobulin and mucin domain-

containing protein 3 (TIM-3) ou PD-1215 ainsi qu’une altération de leurs fonctions219. 

Des mécanismes faisant intervenir d’autres populations cellulaires telles que 

les MDSC ont également été étudiés. 

 

6.3) MDSC au cours des infections graves à SARS-COV 2 

Parmi les perturbations immunitaires observées au cours du COVID-19, le 

recrutement dans le sang périphérique de populations immunosuppressives telles 

que les MDSC a rapidement été objectivé 220. Cette expansion a été décrite pour les 

M-MDSC ainsi que pour les G-MDSC et apparaissait corrélée avec la sévérité des 

patients. Une analyse des effets des M-MDSC réalisée par Falck-Jones et al. 221 a 

permis de décrire une inhibition de la prolifération et des fonctions des lymphocytes 

T, notamment de la production d’IFN-γ, médiée par l’activité arginase de ces cellules. 

La proportion de M-MDSC représentait plus de 90% de l’ensemble des cellules 

mononuclées circulantes chez les patients sévèrement atteints et décroissait au 

cours de la guérison. Était également objectivée au cours de cette étude une 

diminution de l'expression de la chaîne CD3ζ des lymphocytes T. L'émergence de 

G-MDSC a également été décrite au cours du COVID-19, là encore 

préférentiellement chez les patients sévères222. Ces cellules sont responsables d’une 

inhibition de la production d’IFN-γ médiée par une production de TGF-β et de iNOS 

ayant pour conséquence une probable diminution de la clairance virale. D’autres 

mécanismes immunosuppresseurs exposés dans la figure 15 participent aux 

dysfonctions immunitaires observées au cours des formes sévères de COVID-19. 

D’autre part, une augmentation marquée des G-MDSC Hexokinase+ a été 

observée exclusivement chez les patients présentant des formes modérées et 

sévères de COVID-19. L’expression de cette hexokinase implique la survenue de 

modifications métaboliques pouvant promouvoir l’apoptose lymphocytaire223. 
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Figure 15. Mécanismes immunosuppresseurs médiés par les MDSC au cours 
du COVID-19. D’après Rowlands et al.224       

 Les mécanismes médiés par les MDSC conduisant à un état 
d’immunosuppression au cours de ces infections comportent : une sécrétion de 
TGFβ et d'IL-10 induisant un programmation anti-inflammatoire des macrophages 
résidents (M2) ; une inhibition de la réponse lymphocytaire T par stimulation du 
récepteur TIM-3 ; la survenue d’une déplétion en arginine liée à une augmentation 
de l’activité arginase (ARG) par ces cellules et une augmentation de l’induction de 
lymphocytes T régulateurs.  
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6.4) Métabolisme de l’arginine 

La lymphopénie profonde et persistante ainsi que l’émergence de MDSC 

associées à une augmentation de l’activité arginase ont questionné cliniciens et 

scientifiques. La biodisponibilité en arginine est un facteur permettant de faire un lien 

entre ces constatations et dont l’évaluation permit d’observer la présence d’une 

hypoargininémie chez l’ensemble des patients, particulièrement prononcée au cours 

des formes sévères de COVID-19. De plus, un faible rapport L-Arginine/ornithine 

observé chez les patients COVID-19 indique une élévation de l'activité de 

l'arginase225. Ces perturbations suggèrent l'opportunité thérapeutique offerte par la 

correction de l’hypoargininémie. Un essai clinique contrôlé et randomisé évaluant les 

effets d’une supplémentation en arginine a ainsi été conduit226. Cet essai, conduit sur 

90 patients (45 patients recevant de l’arginine et 45 autres recevant un placebo), 

objectiva une diminution du recours à la ventilation mécanique et de la durée 

d’hospitalisation chez les patients bénéficiant de cette immunonutrition. Cet essai 

thérapeutique n’offrait, en revanche, aucune évaluation des fonctions 

immunologiques, du dosage plasmatique de l’arginine ou encore de la survenue 

d’infections secondaires. Alors que les dysfonctions de ces paramètres, au cours des 

formes sévères de COVID-19, semblent similaires à celles observées dans le cadre 

de chocs septiques secondaires à des infections bactériennes comprenant, 

notamment, une importante incidence d’infections secondaires. 

 

6.5) Infections acquises au cours du COVID-19 

Une importante proportion des perturbations observées chez les patients 

atteints de formes sévères de COVID-19 apparaissent similaires à celles décrites au 

cours des sepsis causés par des bactéries que ce soit sur un plan clinique, 

immunologique mais aussi métabolique. Les patients atteints de CODID-19 ont 

également une forte propension à développer des infections acquises. Ces infections 

secondaires se présentent préférentiellement sous la forme d’infections pulmonaires 

chez les patients sous ventilation mécanique (ou Pneumopathies acquises sous 

ventilation mécanique, PAVM)227–229. Les infections sanguines ont également été 

amplement décrites230,231. Les premières évaluations ont ainsi essentiellement 
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concerné les infections bactériennes dont l’impact sur le pronostic est désormais 

établi229,232. D’autres agents infectieux sont fréquemment rencontrés chez les 

patients atteints de formes sévères de COVID-19 tels que les agents fongiques. Des 

études de cohortes ont en effet décrit une proportion variant de 14 à 28% de patients 

en SDRA développant des aspergilloses pulmonaires96,233,234. L’incidence d’infection 

à mucorales s’est également révélée inhabituellement élevée235–237.  

Ces infections à champignons filamenteux, habituellement observées chez les 

patients très immunodéprimés, tels que les patients recevant des chimiothérapies, 

les greffés d’organes ou de cellules souches hématopoïétiques, suggèrent la 

présence de phénomènes immunosuppresseurs locaux ou systémiques. Ces 

phénomènes peuvent également être favorisés par les thérapeutiques initiées 

(corticoïdes et anti IL-6 principalement238,239) mais également par les mécanismes 

induits par l'infection à SARS-CoV2, tels que la lymphopénie ou encore les 

dysfonctions lymphocytaires219,240. Enfin, l’analyse de réactivations virales, 

notamment des virus de la famille des herpesviridae, a bénéficié de descriptions 

objectivant un important taux de réactivations (Cytomégalovirus, Herpes simplex 

virus, Epstein-Barr virus)241–243.  
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Objectifs 

La conception actuelle du sepsis en tant qu’entité composée concomitamment 

de réactions inflammatoires et anti-inflammatoires laisse entrevoir de nouvelles 

perspectives thérapeutiques. Afin de cibler au mieux les opportunités offertes, les 

phases préliminaires nécessaires sont composées d’études expérimentales ainsi 

que translationnelles. L’articulation de cette thèse en 2 axes distincts a permis 

d’aborder différents objectifs.   

Le premier travail a pour but le développement d’un modèle murin standardisé 

d’immunodépression post-septique permettant l’évaluation de la susceptibilité aux 

infections secondaires. Une évaluation du profil immunitaire des sujets septiques a 

ainsi été réalisée comportant notamment une approche des dysfonctions 

immunométaboliques (métabolisme de l’arginine) ainsi que l’évaluation des 

dysfonctions mitochondriales des lymphocytes T. Dans un second temps, les 

constatations issues de ce modèle ont permis d’envisager la correction des 

perturbations immunométaboliques et leurs traductions cliniques et immunitaires 

grâce à une supplémentation nutritionnelle par de la citrulline. 

Le second travail s’inscrit dans un projet de recherche translationnelle au cours 

duquel, à l’aube de la pandémie secondaire au SARS-COV 2, nous avons souhaité 

explorer les mécanismes immunosuppresseurs responsables de la lymphopénie 

caractéristiques des formes sévères du COVID-19. 

Ce travail de thèse est ainsi constitué de deux articles : 

● Article 1 : Effets bénéfiques de l'administration entérale de citrulline sur le 

dysfonctionnement mitochondrial des lymphocytes T induites par le sepsis 

(Proceedings of the National Academy of Sciences. Février 2022) 

 

● Article 2 : Le SDRA induit par le SARS-CoV-2 est associé à l'expansion de 

MDSC, au dysfonctionnement des lymphocytes et à un déficit en arginine. (Journal 

of Clinical Immunology. Avril 2021) 
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Les thématiques du sepsis, des infections secondaires et de 

l’immunomonitoring des patients critiques sont profondément ancrées dans le champ 

des explorations menées au sein du service de Maladies Infectieuses et Réanimation 

Médicale du CHU de Rennes ainsi qu’à l’UMR 1236 du laboratoire Suivi 

Immunologique des Thérapeutiques Innovantes à Rennes. Fort de cet héritage, la 

survenue de la pandémie liée au SARS-CoV 2 a été propice à l’exploration de ces 

thématiques donnant lieu à divers articles qui complètent cette thèse. Ces travaux 

sont présentés chronologiquement, selon leur date de publication, en annexe de ce 

travail. 

 

➢ Annexe 1: Le Balc'h P, Pinceaux K, Pronier C, Seguin P, Tadié JM, 
Reizine F. Herpes simplex virus and cytomegalovirus reactivations among 
severe COVID-19 patients. Crit Care. 2020 Aug 28;24(1):530. doi: 10.1186/s13054-
020-03252-3. PMID: 32859241; PMCID: PMC7453668. 

 

➢ Annexe 2: Reizine F, Pinceaux K, Lederlin M, Autier B, Guegan H, 
Gacouin A, Luque-Paz D, Boglione-Kerrien C, Bacle A, Le Daré B, Launey Y, 
Lesouhaitier M, Painvin B, Camus C, Mansour A, Robert-Gangneux F, Belaz S, Le 
Tulzo Y, Tadié JM, Maamar A, Gangneux JP. Influenza- and COVID-19-Associated 
Pulmonary Aspergillosis: Are the Pictures Different? J Fungi (Basel). 2021 May 
15;7(5):388. doi: 10.3390/jof7050388. PMID: 34063556; PMCID: PMC8156373. 

 

➢ Annexe 3: Reizine F, Liard C, Pronier C, Thibault V, Maamar A, 
Gacouin A, Tadié JM. Herpesviridae systemic reactivation in patients with 
COVID-19-associated ARDS. J Hosp Infect. 2022 Jan;119:189-191. doi: 
10.1016/j.jhin.2021.11.007. Epub 2021 Nov 17. PMID: 34800612; PMCID: 
PMC8596658. 
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Résultats 

Article 1: Sepsis induces early lymphocyte apoptosis through 

mitochondrial dysfunction and decreases arginine availability: beneficial 

effects of citrulline enteral administration  

Proceedings of the National Academy of Sciences. February 2022 

Résumé 

Introduction 

Les dysfonctions prolongées du système immunitaire au cours d’un sepsis sont 

associées à un assombrissement du pronostic des patients. Parmi les mécanismes 

identifiés, la survenue d’une lymphopénie ainsi que le recrutement de cellules 

immunosuppressives (MDSC) semblent jouer un rôle clé en contribuant notamment 

à une exacerbation du risque d’acquisition d’infections secondaires. A l’instar des 

mécanismes immunosuppresseurs responsables d’un échappement tumoral, ces 

troubles immunologiques semblent médiés par des perturbations du métabolisme de 

l’arginine.  

 

Méthodes 

Un modèle murin de double agressions septiques par ponction ligature cecale 

(Cecal Ligation and Puncture : CLP) puis par induction d’une pneumopathie à 

Staphylococcus aureus résistant à la méticilline a tout d’abord été développé. Ce 

modèle a pour but de retranscrire le plus fidèlement possible les mécanismes 

survenant au cours d’un sepsis humain. Ainsi, au-delà de l’agression initiale, les 

souris bénéficiaient d’une analgésie, d’une réanimation hémodynamique et de 

l’administration d’antibiotiques. Ce premier groupe de souris a été comparé à un 

groupe de souris traitées identiquement mais n’ayant pas subi de première agression 

septique (souris sham). Une évaluation phénotypique des populations cellulaires 

circulantes a été réalisée afin d’appréhender les mécanismes de l’immunodépression 

post septique, 5 jours après la réalisation de la CLP. A cette évaluation s’est associée 

une étude du fonctionnement mitochondrial des lymphocytes T, une analyse de 
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l’atteinte pulmonaire secondaire au sepsis ainsi qu’une évaluation du profil 

métabolique des sujets. Enfin la sévérité des infections secondaires a été analysée. 

Au cours d’une seconde série d’expérimentations, ces analyses ont été répétées 

après réalisation d’une CLP chez des sujets ayant bénéficié d’une supplémentation 

entérale par citrulline, ou par arginine ou encore par un placebo isoazoté. 

 

Résultats 

Dans un premier temps, nous avons développé un modèle répondant aux 

dernières recommandations dédiées aux études précliniques axées sur le sepsis 

telles que détaillées dans la table suivante.  

 
Recommandations Modèle animal développé 

Design de l’étude 1. Suivi de la survie  La survie a été évaluée et 
reflétait l’évolution clinique  

2. Initiation de l’intervention 
thérapeutique postérieure à 
l’agression septique 

Immunonutrition, 
réanimation 
hémodynamique et 
antibiothérapie initiés après 
l’agression septique 

3. Fournir autant 
d’information que possible 
sur le modèle et la 
méthodologie 

Toutes les informations sont 
fournies afin de permettre la 
reproduction du modèle 

Modélisation 
humaine 

4. Développement et 
validation de critères 
standardisés pour surveiller 
le bien-être des animaux 
septiques 

Le bien-être a été surveillé à 
l'aide de critères publiés 
pour garantir le bien-être 
des animaux. Ces critères 
ont été contrôlés 
quotidiennement 

5. Développement et 
validation de critères 
standardisés pour 
l'euthanasie des animaux 
septiques 

Des critères d'euthanasie 
ont été élaborés et validés. 
Ces critères ont été définis 
dans notre description de 
modèle lorsqu'elle a été 
soumise à notre comité 
institutionnel du bien-être 
animal. 

6. Analgésie recommandée 
pour le sepsis secondaires à 
une intervention chirurgicale 
conformément aux 
considérations éthiques 

De la buprénorphine était 
administrée 
systématiquement et si 
nécessaire en utilisant un 
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score d’évaluation de la 
douleur 

Type d’infection 7. L’utilisation de LPS n’est 
pas un modèle adapté pour 
reproduire le sepsis humain. 

Le sepsis a été induit par 
CLP permettant la libération 
de matières fécales dans la 
cavité péritonéale pour 
générer une réponse 
immunitaire exacerbée dont 
l’origine est polymicrobienne 

8. Les micro-organismes 
utilisés dans les modèles 
animaux doivent de 
préférence reproduire ceux 
que l'on trouve couramment 
dans le sepsis humain 

Les espèces de bactéries 
isolées à partir de souris 
CLP (sanguines et 
péritonéales) semblaient 
être comparables à celles 
isolées chez l'Homme. 

Insuffisance/ 
Dysfonction 
d’organes 

9. Le dysfonctionnement 
d'un organe/système est 
défini comme un écart par 
rapport à la normale mettant 
la vie en danger pour cet 
organe/système sur la base 
de preuves objectives 

L'administration précoce 
d'antibiotiques et la 
réanimation liquidienne ont 
entraîné une nette 
amélioration de la viabilité, 
étant donné que 80 % des 
souris traitées par 
méropénème ont survécu 
au moins 5 jours après la 
CLP, alors que celles sans 
antibiotiques ont subi une 
mortalité de 80 % dans les 
48 heures. 

10. Il n'est pas nécessaire 
que toutes les fonctions d'un 
organe/système individuel 
soient anormales pour qu'un 
dysfonctionnement 
organique soit présent 
11. Pour définir des preuves 
objectives de la gravité du 
dysfonctionnement d'un 
organe/système, un 
système de notation doit 
être développé, validé et 
utilisé  
12. Toutes les expériences 
ne doivent pas mesurer tous 
les paramètres de 
dysfonctionnement des 
organes, mais les modèles 
animaux doivent être 
pleinement exploités 

Notre modèle a étudié 
l'immunosuppression induite 
par le sepsis. Le 
dysfonctionnement 
immunitaire était donc 
entièrement surveillé. De 
plus, la sévérité de 
l'infection secondaire a été 
étudiée à l'aide d'approches 
microbiologiques et 
histologiques. 
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Réanimation 
hémodynamique 

13. La réanimation 
hémodynamique est 
essentielle 
14. Administrer la 
réanimation 
hémodynamique en fonction 
des exigences spécifiques 
du modèle 
15. Considérez le modèle 
de sepsis pour l’initiation et 
la poursuite de la 
réanimation 
hémodynamique 
16. La réanimation est 
recommandée par 
l'application de solutions 
cristalloïdes iso-osmolaires 

La réanimation 
hémodynamique a été 
utilisée conformément aux 
directives en utilisant des 
solutions cristalloïdes iso-
osmolaires (250 µL de 
solution saline à 0,9 % 
toutes les 24 h pendant 
5 jours après la chirurgie) 

Antibiothérapie 17. Les antimicrobiens sont 
recommandés pour les 
études précliniques évaluant 
les agents thérapeutiques 
potentiellement utilisables 
chez l’humain 
18. Les antimicrobiens 
doivent être choisis en 
fonction du modèle et du 
pathogène probablement  
19. L'administration 
d'antimicrobiens doit imiter 
la pratique clinique 

Des antimicrobiens ont été 
administrés dans les 24 
heures suivant la CLP, 
choisis en fonction de 
l'agent pathogène connu (25 
mg/kg de méropénème). 

 

Ce modèle nous a permis d’effectuer une caractérisation des fonctions 

immunitaires comprenant la mise en évidence d’un recrutement de contingents 

cellulaires immunosuppresseurs tels que les MDSC et les lymphocytes T régulateurs. 

La survenue d’une première agression septique était également associée à une 

diminution de l’index de prolifération lymphocytaire, d’un accroissement de 

l’apoptose lymphocytaire et de la gravité des pneumopathies secondaires 

(bactériologique et anatomopathologique). Ces perturbations étaient associées à 

une diminution de la biodisponibilité en arginine ainsi qu’à la présence de 

dysfonctions des mitochondries des lymphocytes T. A ces perturbations biologiques 

s’associait également une analyse clinique comprenant notamment une évaluation 

de l’atteinte pulmonaire (ALI) médiée par le sepsis ainsi qu’une plus importante 

susceptibilité aux infections secondaires. 
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Dans un second temps, nous avons évalué les effets d’une correction de 

l’hypoargininémie induite par le sepsis. La supplémentation nutritionnelle par 

citrulline a permis de restaurer la concentration plasmatique en arginine de manière 

efficace entraînant également une diminution du recrutement des MDSC, des 

lymphocytes T régulateurs et enfin de la proportion de lymphocytes T apoptotiques. 

L’analyse du fonctionnement mitochondrial et de la capacité à proliférer des 

lymphocytes T a objectivé une restauration de la capacité à proliférer in vitro ainsi 

que de la respiration mitochondriale. Ce régime immunomodulateur était également 

associé à une moindre susceptibilité aux pneumopathies secondaires. 

 

Conclusion 

Ces résultats soulignent le caractère crucial du métabolisme de l’arginine au 

sein des dysfonctions immunitaires post-septiques. Les bénéfices observés par 

l’apport de citrulline permettent d’envisager de nouvelles perspectives 

thérapeutiques au cours du sepsis. 
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Severe sepsis induces a sustained immune dysfunction associated

with poor clinical behavior. In particular, lymphopenia along with

increased lymphocyte apoptosis and decreased lymphocyte prolif-

eration, enhanced circulating regulatory T cells (Treg), and the

emergence of myeloid-derived suppressor cells (MDSCs) have all

been associated with persistent organ dysfunction, secondary

infections, and late mortality. The mechanisms involved in MDSC-

mediated T cell dysfunction during sepsis share some features

with those described in malignancies such as arginine deprivation.

We hypothesized that increasing arginine availability would

restore T cell function and decrease sepsis-induced immunosup-

pression. Using a mouse model of sepsis based on cecal ligation

and puncture and secondary pneumonia triggered by methicillin-

resistant Staphylococcus aureus inoculation, we demonstrated

that citrulline administration was more efficient than arginine in

increasing arginine plasma levels and restoring T cell mitochon-

drial function and proliferation while reducing sepsis-induced Treg

and MDSC expansion. Because there is no specific therapeutic

strategy to restore immune function after sepsis, we believe that

our study provides evidence for developing citrulline-based clinical

studies in sepsis.

citrulline j sepsis j mitochondria j T cell

Sepsis is a common cause of morbidity and mortality in
intensive care units (ICUs) (1). The initial proinflammatory

response associated with sepsis is essential for microbiological
clearance and involves the activation of the immune system.
However, sepsis induces as well a sustained immune dysfunc-
tion, also known as immuno-paralysis or immunosuppression,
which has been well characterized over the past years through
the functional analysis of immune cells and clinical evidences
such as high rates of ICU-acquired infections or the reactivation
of latent viruses (2, 3). In particular, lymphopenia along with
increased lymphocyte apoptosis and decreased lymphocyte pro-
liferation, enhanced circulating regulatory Tcells (Treg), and the
emergence of myeloid-derived suppressor cells (MDSC) have all
been associated in critically ill septic patients with persistent
organ dysfunction such as acute lung injury (ALI), nosocomial
infections acquisitions, and poor outcomes (4–6). Although
underlying mechanisms in MDSC-associated immunosuppres-
sion in severe infection remain to be exhaustively understood,

several data suggest that mechanisms involved in MDSC-
mediated T cell dysfunction shared some features with those
described in malignancies, including arginase-induced arginine
depletion that could be responsible for T cell mitochondrial dys-
function and enhanced apoptosis (7–11). Along these lines, in
specific catabolic conditions such as sepsis, de novo arginine syn-
thesis is not sufficient and becomes an essential amino acid.
Consequently, sepsis induces an arginine-deficiency state, and
arginine deficiency has been associated with an increased inci-
dence of nosocomial infection and mortality (12–15).

Arginine administration in septic patients might thus result
in better clinical outcomes. While immune modulating diets
containing arginine are conceptually appealing, data from clini-
cal trials and several meta-analyses have failed to produce con-
vincing evidence in sepsis (16). These results have been

Significance

Since sepsis induces a sustained immunosuppression respon-

sible for secondary infections acquisition and late mortality,

restoring immune function would result in a better outcome.

Given the role of arginine deficiency in T cell dysfunction,

the evaluation of restoring arginine availability in sepsis

has to be explored. Using an animal model of sepsis, we

demonstrated that increasing arginine availability enhanced

mitochondrial T cell function and decreased sepsis-induced

immunosuppression.
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confounded by grouping different formulas and different types
of patients together, introducing heterogeneity and perhaps
masking treatment effects (17, 18). Furthermore, early enteral
administration of arginine in critically ill patients mainly
enhanced ornithine synthesis, suggesting a preferential use by
the arginase pathway, while nitric oxide synthesis was barely
stimulated, and immune functions were unaffected (19).
Recently, several studies have found that supplementation with
citrulline, which is converted in arginine through the activity of
argininosuccinate synthase and argininosuccinate lyase and
does not undergo first-pass metabolism, was more efficient
than arginine to increase the plasma level of arginine (12).

Using a mouse model of sepsis with secondary infection, we
aimed to demonstrate that supplementation with citrulline was
more efficient than that with arginine to increase systemic argi-
nine availability. We also analyzed in detail how such supple-
mentation could improve Tcell function in blood and spleen and
alleviate immunosuppression in postsepsis conditions, notably by
increasing Tcell mitochondrial function and proliferation.

Results

Cecal Ligation and Puncture Induces Immunosuppression and

Arginine Depletion. We first evaluated whether a model of cecal
ligation and puncture (CLP) rescued by antibiotic treatment
could be relevant to address the question of sepsis-related argi-
nine depletion (Fig. 1A). As expected, CLP induced an increase
in peripheral blood and spleen T cell apoptosis in vivo and a
decrease in T cell capacity to proliferate in vitro in response to
stimulation by anti-CD3e/anti-CD28 antibodies, both features
classically associated with sepsis-related immune paralysis (Fig.
1 B–D). CLP did not impact T cell cycle progression (SI
Appendix, Fig. S3A). Lymphocytes are primarily using mito-
chondria to meet their energetic demands, and their clonal
expansion and optimal activation normally associate with a
switch to a metabolic phenotype with increased glycolysis and
mitochondrial oxygen consumption rate (OCR). An analysis of
peripheral blood CD3pos T cell mitochondrial mass by flow
cytometry using the MitoTracker Green probe did not find any
difference between CLP and sham mice. However, T cells iso-
lated 5 d after CLP exhibited a decrease in maximal mitochon-
drial OCR compared to T cells from sham mice (Fig. 1E). An
analysis of spleen Tcells further confirmed the decrease in max-
imal mitochondrial OCR and revealed a reduced adenosine tri-
phosphate (ATP) production after CLP (Fig. 1F). Moreover,
CLP induced an expansion of circulating regulatory T cells and
both granulocytic (G-) and myeloid (M-) MDSC at day 5 in the
CLP group compared to the sham group (Fig. 1G). Impor-
tantly, the plasma levels of arginine and citrulline were signifi-
cantly lower in the CLP group in association with an increased
arginase activity evaluated using the arginine-to-ornithine ratio
(Fig. 1H). Of note, CLP induced a significant decrease of
CD247/CD3 ζ expression on spleen T cells (SI Appendix, Fig.
S3B). Taken together, these data identify our CLP model as
appropriate to evaluate immunological consequences of sepsis-
induced arginine depletion.

CLP Induces ALI and Worsens the Secondary Infection. Since sepsis
is associated with secondary organ dysfunction, we evaluated
whether our CLP-induced sepsis was associated with ALI (Fig.
2A). Histological evidence of ALI were found after CLP in
mice (Fig. 2B). Since the purpose of this study was to develop a
clinically relevant “two-hit” model of sepsis that would reflect
delayed mortality because of secondary nosocomial infection,
we then performed experiments to demonstrate that sepsis
worsened the severity of secondary infection in a model of
methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA)-induced
pneumonia. Bacterial counts performed 12 h after pneumonia

initiation and determined by quantitative cultures of bronchoal-
veolar lavages (BAL) were higher in CLP mice compared to
sham mice (Fig. 2C). Moreover, MRSA systemic dissemination
after lung instillation was increased in the CLP group as shown
by higher bacterial counts in both spleen and kidneys homoge-
nates (Fig. 2C). The pathological examination of lung tissues 12
h after pneumonia initiation found a higher ALI score in CLP
mice compared to sham, with extensive cell infiltration and loss
of alveolar structure (Fig. 2D). As expected, survival rates were
lower in mice undergoing CLP compared to sham with a mor-
tality of 20.6% (22/107) within the first 5 d following CLP sur-
gery versus 1.8% (2/109) in sham-operated mice (P < 0.001,
Fig. 2E). Moreover, the mortality related to the secondary
pneumonia was also higher in the CLP group compared to the
sham group (63.6%, 7/11 versus 0%, 0/12, P = 0.002, Fig. 2F).
These data highlight the higher severity of MRSA-induced
pneumonia in mice surviving CLP.

Citrulline Administration after CLP Increases Plasma Arginine and

Restores Immune Function. We then explored the consequences
of enteral citrulline administration (150 mg/kg/day for 5 d) on
CLP-induced immune dysfunction (Fig. 3A). Citrulline adminis-
tration after CLP increased significantly both citrulline and
arginine plasma levels compared to placebo or arginine admin-
istration, whereas arginase activity was not different between
the three groups of mice (Fig. 3B). In agreement, the number
of Treg was lower in mice receiving citrulline compared to mice
receiving arginine or placebo after CLP (Fig. 3C). Furthermore,
MDSC subset analysis revealed a significant decrease in
M-MDSC number in the citrulline group compared to placebo
and arginine groups, while there were no differences between
the three groups when analyzing G-MDSC (Fig. 3C). Citrulline
administration induced a significant decrease in Tcell apoptotic
rate in vivo together with an increase in T cell proliferation
index under in vitro activation by anti-CD3e/anti-CD28 anti-
bodies (Fig. 3 D–F). Conversely, overcoming arginine defi-
ciency did not restore CD247/CD3ζ expression in T cells nor
did it affect their capacity to produce nitric oxide after in vitro
stimulation (SI Appendix, Fig. S3 B and C). We then evaluated
mitochondrial activity in T cells from CLP mice receiving or not
receiving arginine or citrulline. Noteworthy, isolated T cells from
mice receiving citrulline unlike arginine after CLP had a signifi-
cantly higher mitochondrial OCR compared to mice receiving
the placebo in the absence of the modification of mitochondrial
mass (Fig. 3G). When analyzing glycolysis activity, citrulline and
arginine restored extracellular acidification rate (ECAR) (SI
Appendix, Fig. S4 A and B). Citrulline administration also signifi-
cantly increased ATP production and maximal mitochondrial
OCR in spleen T cells (Fig. 3H). Of note, improved mitochon-
drial function was associated with increased expression of oxida-
tive phosphorylation (OXPHOS) complex subunits in spleen T
cells (SI Appendix, Fig. S4C). These data demonstrate that a
citrulline-enriched diet efficiently increases the plasma arginine
concentration and restores T cell metabolic and proliferative
functions after CLP.

Citrulline Administration Decreases CLP-Associated Lung Injury and

the Severity of Secondary Infection. Having highlighted the
immunological consequences of citrulline administration in sep-
tic mice, we next decided to evaluate its clinical impact (Fig.
4A). Lung histological examination revealed that CLP-induced
ALI was less severe in mice treated with citrulline, unlike argi-
nine, compared to mice receiving placebo (Fig. 4B). When
MRSA pneumonia was induced at day 5 after CLP, lung injury
was more pronounced in mice having received placebo or argi-
nine compared to citrulline (Fig. 4C). Additionally, bacteriolog-
ical cultures of BAL, spleen, and kidney homogenates found a
significant decrease in bacterial load in mice receiving the
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citrulline-enriched diet compared to placebo, whereas arginine
supplementation was not efficient (Fig. 4D). However, the ben-
eficial effect of citrulline administration on bacterial clearance
was not sufficient by itself for significantly extending the CLP
survival rate compared to arginine- or placebo-treated mice (SI
Appendix, Fig. S4D).

Discussion

Our study highlights a promising role for citrulline administra-
tion during sepsis to restore immune functions through main-
taining plasma arginine levels, preserving T cell mitochondrial
function, and decreasing the severity of sepsis-associated lung
injury and the severity of secondary infection.

Sham CLP
0

10

20

30

40

50

A
p
o
p

to
ti
c
 b

lo
o

d
 T

 c
e
ll
s
 (
%

)

Sham CLP
0

20

40

60

80

B
lo

o
d

 T
 c

e
ll
s
 g

ro
w

th
 (

c
p

m
 r

a
ti

o
)

Sham CLP
0

100

200

300

A
T

P
 (

n
M

)

A

B

E

F

G

H

C D

Fig. 1. The impact of sepsis on immune functions, metabolic disturbances, and mitochondrial properties. (A) Animals underwent CLP or sham laparotomy

and received antibiotic therapy and fluid resuscitation to create a clinically relevant sepsis model. The immune dysfunction following sepsis was studied 5

d after surgery. (B) T cell apoptosis was assessed by flow cytometry as the percentage of AnnexinVpos/DAPIneg CD3pos cells in peripheral blood (Left;

Sham n = 19; CLP n = 20) and spleen (Right, Sham n = 11; CLP n = 11). (C) Peripheral blood T cell growth was determined by the incorporation of [3H] thy-

midine after 48 h of in vitro stimulation by anti-CD3/anti-CD28 antibodies. The data are expressed as the ratios of the counts per minute (cpm) obtained

with stimulated versus nonstimulated T cells (Sham n = 19; CLP n = 20). (D) Spleen T cell proliferation was determined by CFSE dilution under in vitro stim-

ulation by anti-CD3/anti-CD28 antibodies. The data are expressed as the proportion (%) of proliferative T cells among living T cells (Sham n = 11; CLP n =

11). (E) Peripheral blood CD3pos T cell mitochondrial mass was analyzed by flow cytometry using MitoTracker probe (Left, Sham n = 20; CLP n = 11) while

maximal mitochondrial OCR was determined using Seahorse XF-24 extracellular flux analyzer (Right, Sham n = 5; CLP n = 5). (F) Spleen CD3pos T cell ATP

production (Left) and maximal mitochondrial OCR (Right) were defined by CellTiter-Glo Luminescent Cell viability assay and Seahorse XF-24 extracellular

flux analyzer, respectively (Sham n = 7; CLP n = 7). (G) The quantification of Treg (Sham n = 20; CLP n = 13) and monocytic and granulocytic myeloid-

derived suppressor cells (M-MDSC and G-MDSC, Sham n = 11; CLP n = 11) by flow cytometry within peripheral blood of CLP versus sham mice. (H) Plas-

matic amino acid concentrations were assessed by high-performance liquid chromatography (HPLC). Arginase activity was defined by the ornithine-to-arginine

ratio (Sham n = 10; CLP n = 14). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ns: nonsignificant.
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Although studies in animal models of sepsis have brought sev-
eral encouraging results, clinical trials failed to provide any evi-
dence for improved survival in critically ill septic patients. These
disappointing results have raised doubts about the clinical rele-
vance of such animal models, and numerous limitations have
been emphasized to explain discrepancies between animal and
human studies (20). Therefore, we first developed a relevant ani-
mal model of sepsis following recently published guidelines and
demonstrated that our model induced both immunological and
clinical markers that have been associated with immunosuppres-
sion, nosocomial infection acquisition, and outcome in septic
patients (21, 22).

It is well known that sepsis alters both innate and adaptive
immunity that is responsible for a high incidence of acquired
infection and persistent organ dysfunction (23, 24). In particu-
lar, increased T cell apoptosis, decreased T cell proliferation,
and MDSC emergence have all been associated with worse
outcomes and nosocomial infections (25, 26). We found in our
study an increased proportion of circulating MDSC after sep-
sis that is among the mechanisms involved in acquired immu-
nosuppression. Although suppressive effects of MDSC on T
cells are mainly characterized in the tumor microenvironment,
several studies have reported that MDSC also impacts T cell
function through arginase-1 activity and arginine deprivation

A

B

C

D

E F

Fig. 2. The impact of CLP on ALI and secondary infection severity. (A) Animals underwent CLP or sham laparotomy and received antibiotic therapy and

fluid resuscitation to create a clinically relevant sepsis model. Sepsis-induced ALI was evaluated 5 d after surgery. The second set of experiments studied

the severity of a secondary infection following sepsis (MRSA-induced pneumonia). The severity of the secondary infection was evaluated 12 h after pneu-

monia initiation. (B) The ALI score was determined by pathological examination of lung tissues 5 d after surgery in CLP and sham mice, and representative

images of lung tissues show the differences between sham and septic mice (Sham n = 6; CLP n = 6). (Scale bar, 100 μm.) (C) Bacterial counts were deter-

mined 12 h after the tracheal instillation of MRSA in sham and CLP mice by quantitative cultures of BALF (Sham n = 12; CLP n = 9), spleen, and kidney

(Sham n = 14; CLP n = 10) homogenates for 24 h. (D) The ALI score was determined by pathological examination of lung tissues 12 h after MRSA instilla-

tion in mice that underwent CLP or sham procedure (Sham n = 7; CLP n = 7). (Scale bar, 100 μm.) (E and F) The Kaplan–Meier survival curves of CLP versus

sham mice without (Left, Sham n = 107; CLP = 109) and with secondary pneumonia induction (Right, Sham n = 12; CLP n = 11). *P < 0.05; **P < 0.01;

***P < 0.001; ns: nonsignificant.
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in critically ill patients (8, 9, 27). MDSC comprises a heteroge-
neous population of immature myeloid cells. Two subsets
have been described which are both released from the bone

marrow and suppress both adaptive and innate immunity.
Although mechanisms responsible for MDSC-mediated immu-
nosuppression in sepsis remain to be exhaustively described,

A

B

C

D E F

G

H

Fig. 3. The effects of citrulline administration on post-septic immunoparalysis and mitochondrial dysfunctions. (A) The animals underwent CLP and

received antibiotic therapy and fluid resuscitation. From day 0 to 5, the mice were enterally fed by citrulline (150 mg/kg/day), arginine (150 mg/kg/day),

or an isonitrogenous placebo. The immune dysfunctions were studied 5 d after surgery. (B) Plasmatic amino acid concentrations were assessed by HPLC.

Arginase activity was defined by the ornithine-to-arginine ratio (Sham n = 10; CLP n = 14) (Placebo n = 10, Arginine n = 13, and Citrulline n = 13). (C) The

quantification of Treg and M-MDSC and G-MDSC by flow cytometry within peripheral blood of CLP mice (Placebo n = 14, Arginine n = 12, and Citrulline

n = 14). (D) T cell apoptosis was assessed by flow cytometry as the percentage of AnnexinVpos/DAPIneg CD3pos cells in peripheral blood (Placebo n = 15,

Arginine n = 15, and Citrulline n = 15) and spleen (Placebo n = 8, Arginine n = 8, and Citrulline n = 8) of CLP mice. (E) Peripheral blood T cell growth was

determined by the incorporation of [3H] thymidine after 48 h of in vitro stimulation by anti-CD3/anti-CD28 antibodies. The data are expressed as the

ratios of the counts per minute (cpm) obtained with stimulated versus nonstimulated T cells (Placebo n = 6, Arginine n = 7, and Citrulline n = 12). (F)

Spleen T cell proliferation was determined by CFSE dilution under in vitro stimulation by anti-CD3/anti-CD28 antibodies. The data are expressed as the

proportion (%) of proliferative T cells among living T cells. (Placebo n = 8, Arginine n = 8, and Citrulline n = 8). (G) Peripheral blood CD3pos T cell mito-

chondrial mass was analyzed by flow cytometry using MitoTracker probe (Left, Placebo n = 7, Arginine n = 4, and Citrulline n = 8), while maximal mito-

chondrial OCR was determined using Seahorse XF-24 extracellular flux analyzer (Right, Placebo n = 4, Arginine n = 4, and Citrulline n = 4). (H) Spleen

CD3pos T cell ATP production (Left) and maximal mitochondrial OCR (Right) were defined by CellTiter-Glo Luminescent Cell viability assay and Seahorse

XF-24 extracellular flux analyzer, respectively (Placebo n = 7, Arginine n = 7, and Citrulline n = 7). *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ns: nonsignificant.
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MDSC-induced arginine depletion through arginase-1 activity
has been clearly identified in septic patients. For instance, Uhel
et al. found that MDSCs producing arginase-1 were associated
with higher mortality and higher incidence of nosocomial infec-
tions in patients admitted for septic shock. Additionally, the
authors found that the depletion of MDSCs completely abro-
gated arginase-1 activity and increased both CD4pos and CD8pos

Tcell proliferation (28).
Arginase converts L-arginine to L-ornithine and urea. In

normal conditions, arginine is synthesized de novo and there-
fore not diet dependent (29, 30). However, enhanced arginase
activity during critically ill states is responsible for a significant
decrease in arginine availability that becomes essential once
endogenous arginine synthesis is exceeded (12). This arginine
deficiency strongly contributes to T cell dysfunction. The effects
of L-arginine starvation in regulating cell cycle in T cells have

been studied, and growing evidence shows that amino acid
availability by tumor cells producing arginase is a mechanism
by which tumor cells escape immune response (10, 31).
Although the role for arginine metabolism in regulating T cell
persistence and survival has been studied in T cell antitumor
function, several reports have demonstrated the impact of argi-
nine administration in T cell proliferation during active infec-
tion such as severe Covid-19. In sepsis, similar interactions
have been found between myeloid cells and T cells with an
important impact on the patient’s outcome (27, 28, 32).

The shortage of L-arginine inhibits T cell proliferation
through several mechanisms such as decreasing the expression
of CD3 ζ-chain or inducing blockage in cell cycle progression
(33). Furthermore, Geiger et al., using proteomics, metabolo-
mics, and functional approaches, have found that increasing the
usage of mitochondrial oxidative metabolism promotes T cell

A

B

C

D

Fig. 4. Citrulline mediated ALI‘s protection and improvement in secondary infection severity. (A) The animals underwent CLP or sham laparotomy and

received antibiotic therapy and fluid resuscitation to create a clinically relevant sepsis model. From day 0 to 5, the mice were enterally fed by citrulline

(150 mg/kg/day), arginine (150 mg/kg/day), or an isonitrogenous placebo. Sepsis-induced ALI was evaluated 5 d after surgery. The second set of experi-

ments studied the severity of a secondary infection following sepsis (MRSA-induced pneumonia). The severity of the secondary infection was evaluated

12 h after pneumonia initiation. (B) The ALI score determined by pathological examination of lung tissues 5 d after CLP, and representative images of

lung tissues show the differences between the three groups of mice (Placebo n = 9, Arginine n = 7, and Citrulline n = 9) (Sham n = 6; CLP n = 6). (Scale

bar, 100 μm.) The ALI scores were higher in placebo and arginine mice than in citrulline mice. (C) Bacterial counts were determined 12 h after the instilla-

tion of MRSA in mice by quantitative cultures of BALF, spleen, and kidney homogenates at 24 h was performed. Bacteriological secondary pneumonia

severity assessment showed lower MRSA concentrations in BALF (Placebo n = 8, Arginine n = 13, and Citrulline n = 13), spleen, and kidneys (Placebo n =

15, Arginine n = 21, and Citrulline n = 20) of citrulline-fed mice. (D) The ALI score was determined by the pathological examination of lung tissues 12 h

after the secondary infection initiation, and representative images of lung tissues show the differences between the three groups of mice (Placebo n = 7,

Arginine n = 8, and Citrulline n = 10). (Scale bar, 100 μm.) The ALI scores were higher in placebo and arginine mice than in citrulline mice. *P < 0.05, ***P

< 0.001; ns, nonsignificant.
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responses against pathogens (10, 34). Conversely, decreasing
L-arginine availability induced a drop in intracellular L-arginine
along with altered mitochondrial function highlighted by the sig-
nificant decrease in the OCR (10). We showed in this study that
increasing arginine availability was associated with increased
mitochondrial oxidative phosphorylation on the basis of the
OCR, along with enhanced proliferation and decreased T cells
apoptosis, although we failed to increase the expression of the
CD3 ζ-chain. As several studies have shown that mitochondrial
energy generation determined the survival and the effectiveness
of T cells, our findings are of importance since T cell prolifera-
tion inhibition has been associated with worse outcomes in septic
shock, and apoptotic cells induce immunosuppression (35).
Interestingly, L-arginine starvation could be responsible for T
cell proliferation inhibition by inducing the accumulation of
MDSCs (29). For instance, Fletcher et al. found that L-arginine
deprivation induced the accumulation of MDSCs, which inhib-
ited T cell proliferation in mice (36). These observations are in
line with the effect of increasing plasma arginine on the reduc-
tion of the circulating M-MDSCs observed in our model. Inter-
estingly, Fletcher et al. also found that de novo synthesis of
L-arginine occurs from L-citrulline. In a second step, they com-
pared the efficiency of L-citrulline versus L-arginine supplemen-
tation to relieve the proliferation arrest induced by increased
arginase-1 activity and found that only L-citrulline restored the
proliferation of Tcells cultured in the presence of arginase-1.

In humans, it has been demonstrated that L-arginine admin-
istration in critically ill patients does not improve immune func-
tions. Conversely, it has been suggested that immunonutrition
could be deleterious. These results have been confounded by
grouping different formulas and different types of patients
together. However, in selected patients such as such as patients
undergoing surgery, immune enhancing diets are beneficial,
and specific critically ill patients may benefit from the supple-
mentation of individual immunomodulating nutrients (16, 37).
In a previous study, we demonstrated that critically ill states
were associated with arginine deficiency and that early enteral
administration of L-arginine increased ornithine synthesis, sug-
gesting preferential use by the arginase pathway (19). Citrulline
is an amino acid that could be transformed into arginine by the
arginine–succinate synthase, and several studies have shown
that citrulline supplementation served as an arginine precursor
more productively than arginine itself in catabolic situations
such as sepsis for several reasons (38). Among those, citrulline
is not subject to first-pass metabolism, whereas arginine is
largely extracted in the liver, and arginine–succinate synthase
colocalizes with nitric oxide synthase (29, 39). Accordingly, in
our study, citrulline administration increased arginine plasma
levels in septic mice, while arginine did not. Noteworthy, the
enteral administration of higher doses of arginine or citrulline
such as 300 mg/kg has been found to induce adverse gastroin-
testinal effects without a significant increase in arginine plasma
concentration (40, 41). Since plasma citrulline concentration is
the primary factor which determines arginine production by the
kidneys, the authors suspected that arginine synthesis was prob-
ably saturated when using a high dose of citrulline.

Furthermore, we found that Treg were significantly decreased
upon the administration of citrulline. Treg suppress responses of
other effector T cell subsets and have been associated with mor-
tality in sepsis. Our results are in accordance with the demon-
strated effects of arginine depletion in boosting Treg in vitro as
well as in vivo since the depletion of arginine in vitro cell cul-
tures stimulates Treg generation which are unaffected by the
arginine-deficiency state (42, 43). Along these lines, Treg metab-
olism has been shown to be more resistant to sepsis-induced
apoptosis. Interestingly, as we found a significant decrease in
Treg and M-MDSC in the citrulline-treated group, our findings
emphasized the crosstalk between these two types of cells, as it

has been demonstrated that M-MDSCs support the expansion
of Treg while Treg modulate M-MDSC differentiation and func-
tion (44).

Lastly, we found that citrulline administration could diminish
CLP-induced ALI. Sepsis is the leading cause of acute respira-
tory distress syndrome (ARDS) and accounts for up to 30% of
the etiology of ARDS. The crucial role of T cells, mainly
CD4pos, to decrease both neutrophils lung infiltration and lung
cell apoptosis, two mechanisms that contribute to the develop-
ment of sepsis-associated lung injury, has been highlighted
(45). Furthermore, a strong association between low citrulline
levels and the presence of ARDS in sepsis patients suggests
that nitric oxide synthase (NOS) substrate deficiency might play
a role in the pathogenesis of ARDS (46). Therefore, limiting T
cell apoptosis and increasing NOS substrate could be responsi-
ble for limiting lung injury after sepsis.

While there is no specific therapeutic strategy to restore or
preserve immune function in patients with sepsis and alleviate
the risk of acquired infection, we believe that our study pro-
vides encouraging evidence to study in detail the potential ther-
apeutic interest of nutrients that impact arginine availability in
sepsis. Although results from animal studies should be cau-
tiously translated to humans, the next step should be a clinical
trial evaluating the immunologic and clinical impacts of citrul-
line administration in critically ill septic patients without preex-
isting immunosuppression.

Materials and Methods

Ethic Statement. All the experiments were approved by the Institutional

Animal Care and Use Committee of Rennes and by the French Ministry of

Education and Research in accordance with the European Convention for the

Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific

Purposes (Approval Autorisation de Projet Utilisant des Animaux !a des Fins

Scientifiques No. 9746–2017042717414943).

Study Design. The first step of our study was to characterize our model of

sepsis-induced immunosuppression following recently published recommen-

dations (47–49). For that purpose, we first performed experiments in mice to

illustrate sepsis-associated immunosuppression and CLP-induced ALI (Figs. 1A

and 2A). Since the purpose of this study was to develop a clinically relevant

“two-hit”model of sepsis that would reflect delayedmortality because of sec-

ondary nosocomial infection, we then performed experiments to demonstrate

that sepsis worsens the severity of secondary infection through a model of

MRSA-induced pneumonia (Fig. 2A). Then, we aimed to study the effect of

arginine or citrulline enteral administration (150 mg/kg) compared to isoni-

trogenous placebo on sepsis-induced immunosuppression and the severity of

secondary infection (Figs. 3A and 4A, respectively).

Recommendations guided CLP-induced sepsis. Animals (C57BL/6J mice [10-

wk-old females] purchased from Janvier Labs) underwent CLP or sham lapa-

rotomy as already reported (50). In brief, after buprenorphine subcutaneous

injection (100 μg/kg), a midline abdominal incision was made in animals

under isoflurane anesthesia. In animals that underwent CLP, the cecum was

exposed and ligated in the middle, below the ileocecal valve and punctured

once with a 21-gauge needle. A small amount of fecal material was

squeezed out of the cecum to induce polymicrobial peritonitis. The cecum

was then returned to the abdominal cavity, and the abdominal wall was

closed in layers. Antibiotic therapy (25 mg/kg meropenem) was initiated 6

h after CLP or sham surgery and administered by intraperitoneal injection

every 24 h for 5 d. Saline for fluid resuscitation was administered to create a

more clinically relevant sepsis model, as this is standard care for humans.

Buprenorphine for pain relief [based on mouse grimace scale score (51)] was

administrated within 6 h after CLP. The mice were monitored twice daily to

ensure that animal welfare was preserved.

ALI. Histological analysis was performed to assess the occurrence of sepsis-

induced ALI. The lungs were harvested 5 d after CLP and fixed with 4% para-

formaldehyde (PFA) to performhistologic analysis after hematoxylin and eosin

staining.Measurements of histological evidence of ALI (ALI score, SI Appendix,

Fig. S1A) were performed by a pathologist blinded of mice condition. The his-

tological evidence of ALI was as follows: the accumulation of neutrophils in

the alveolar or the interstitial space, the formation of hyaline membranes, the

presence of proteinaceous debris in the alveolar space (such as fibrin strands),

the thickening of the alveolar wall, and evidence of hemorrhage (52).
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Post-sepsis Immune Dysfunction.

Immune parameters. Post-septic immunoparalysis was first assessed by per-

forming biological analysis on the spleen obtained after euthanasia or whole

blood that was obtained by direct cardiac puncture under deep anesthesia

and placed in a sterile heparinized tube at day 5 after CLP or sham surgery.

Flow cytometry. The quantification of cellular populations was performed on

whole blood by using the following antibodies: CD25 (3C7), Ly6G (1A8), CD19

(1D3), CD335 (NKp46), Ter119 (TER-119), CD41 (MWReg30), CD11b (M1/70),

CD11c (HL3), Ly6C (AL-21), CD3e (145-2C11), and CD127 (SB/199) (Becton Dick-

inson). Erythrocytes were then lysed using Easylyse (Dako). The cells were

labeled with Di Aminido Phenyl lndol (DAPI) (Sigma-Aldrich) to exclude dead

cells, and precision count beads (BioLegend) were added after staining to

calculate the absolute number of cell subpopulations. Gating strategies are

displayed in SI Appendix, Fig. S2. A Fortessa ×20 flow cytometer (Becton Dick-

inson) was used to run all samples. The data were analyzed using Kaluza 2.

0 software.

Peripheral blood T Cell growth. Peripheral blood mononuclear cells (PBMC)

were isolated by centrifugation using Ficoll (Eurobio) density gradient. The

quantification of T cells was obtained by staining PBMC with a CD3e (145-

2C11) antibody (Becton Dickinson). A 96-well round-bottom plate was pre-

coated with an anti-CD3e (145-2C11, 5 μg/mL, eBioscience) for 2 h at 37 °C. T

cells (2.104 cells/well) were added and incubated for 48 h with an anti-CD28

antibody (37.51, 2.5 μg/mL, eBioscience) or complete media for control well in

a humidified environment with 5% CO2 at 37 °C. Then, [3H] thymidine was

added in the culture medium (1 μCi/well, PerkinElmer) 16 h before harvesting

cells on a fiberglass filter using an automated cell harvester (PerkinElmer).

Incorporated radioactivity was measured in a direct beta counter (Top Count,

PerkinElmer). The results were expressed as a proliferation ratio between

counts per minute measured in stimulated and nonstimulated wells for the

same sample.

Splenocyte T cell proliferation. The splenocytes were isolated, mashing

spleen with a plunger end of syringe into a 40-μm cell strainer. The erythro-

cytes were lysed using Easylyse (Dako). The cells were then labeled with 0.2

μM carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE; Intercom). A 96-well round-

bottom plate was precoated with an anti-CD3e (145-2C11, 5 μg/mL, eBio-

science) for 2 h at 37 °C. The T cells (105 cells/well) were added and incubated

for 72 h with an anti-CD28 antibody (37.51, 2.5 μg/mL, eBioscience) or com-

plete media for control well in a humidified environment with 5% CO2 at

37 °C. After 3 d of culture, the cells were harvested and labeled with CD4

(GK1.5), CD8 (53-6.7) antibodies (BD Biosciences), and FVS780 (BD Biosciences)

for cell viability. CFSE dilution was assessed by flow cytometry on a Fortessa

X-20, and results were analyzed withModFit LT software.

Amino acid quantification. Citrulline, arginine, and ornithine concentra-

tions were determined by ion-exchange chromatography. Arginase activ-

ity was evaluated by measuring the ratio between arginine and ornithine

concentrations.

Apoptotic analysis. To evaluate the proportion of apoptotic T cells, whole

blood or splenocytes were incubated with CD3e (145-2C11), CD4 (GK1.5), and

CD8 (53-6.7) antibodies (Becton Dickinson). The cells were then stained with

fluorescein isothiocyanate annexinV (Tau Technologies) and DAPI (Sigma-

Aldrich). AnnexinVpos/DAPIneg cells were considered apoptotic.

Mitochondrial Analysis.

Mitochondrial mass. Whole blood was first labeled with a CD3e (145-2C11)

antibody, and the erythrocytes were then lysed using Easylyse (Dako). The

quantification of mitochondrial mass into T cells was performed using the

MitoTracker Green probe (Invitrogen). The cells were incubated for 20 min at

37 °C before washing in phosphate-buffered saline (PBS) and running in a For-

tessa ×20 flow cytometer (Becton Dickinson).

Mitochondrial function. OCR and ECAR were measured using the Seahorse

XF-24 extracellular flux analyzer (Seahorse Bioscience). For peripheral T

cells, OCR was analyzed after 4 d of PBMC culture into complete media and

stimulated with anti CD3e/anti CD28. T cells were purified using Pan T Cell

Isolation Kit II (Miltenyi). The cells were pooled, counted, and 5.105 cells

per well were plated in Seahorse XFe24 cell culture plate (Agilent Technol-

ogies) pretreated with poly L-lysine. For spleen T cells, T cells were purified

from splenocytes using the Pan T Cell Isolation Kit II (Miltenyi) and were

seeded at 106 per well. The T cells were incubated for 45 min in a CO2-free

incubator in Seahorse XF Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Agilent

Technologies) supplemented with glucose (10 mM, Sigma-Aldrich), sodium

pyruvate (1 mM, Life Technologies), and glutamine (2 mM, Life Technolo-

gies). Mitochondrial respiration was performed using a Seahorse XF-24

extracellular flux analyzer and the Seahorse XF Cell Mito Stress Test Kit

(Agilent Technologies). The cells were treated with oligomycin (2 μM),

carbonyl cyanide 4-(trifluoromethoxy)phenylhydrazone (2 μM), and Rote-

none/Antimycin A (2 μM) at indicated time points.

ATP measurement. Intracellular ATP content was measured using CellTiter-

Glo Luminescent Cell viability assay (Promega). Briefly, cells (5.104) were incu-

bated with the CellTiter-Glo reagent for 10 min. Lysate was transferred to an

opaque multi-well plate, and luminescent signal was quantified at 540 nm

using the Polarstar Omega microplate reader (BMG Labtech). ATP content

was calculated using an ATP standard curve.

Cell cycle. Themice were injected with 20mg 5-ethynyl-20-deoxyuridine (EdU)

(Invitrogen) 24 h before euthanasia. The spleens were harvested, perfused

with Roswell Park Memorial Institute medium fetal bovine serum-10%, and

filtered at 70 μm. The erythrocytes were lysed using Easylyse (Dako), and the

cells were washed in PBS BSA-1%. A total of 0.5 × 106 cells were incubated

with CD3e antibody (145-2C11, Becton Dickinson) for 20 min at 4 °C. The cells

were washed in PBS bovine serum albumin-1% (BSA-1%) and fixed for

15 min at room temperature with Click-iT fixative (Click-iT Plus EdU Flow

Cytometry Assay Kit, Life Technologies). The cells were washed in PBS BSA-

1% and incubated with Click-iT saponin-based permeabilization and wash

reagent and Click-iT Plus reaction mixture for 30 min at room temperature.

The cells were washed with Click-iT saponin-based permeabilization and

wash reagent. The cells were resuspended in Click-iT saponin-based perme-

abilization and wash reagent with Dapi at 10 μg/mL and incubated for

20 min at room temperature before running the sample in a Fortessa ×20

flow cytometer.

Real-time qPCR. RNA was generated from splenocytes (Macherey–Nagel).

Complementary deoxyribonucleic acid synthesis was performed with the

SuperScript II reverse transcriptase and random primers (Thermo Fisher Scien-

tific). For qRT-PCR, we used assay-on-demand primers and probes and Taqman

Universal Master Mix (Thermo Fisher Scientific). Gene expression was mea-

sured using the StepOnePlus based on the ΔCt calculation method. B2M was

used as endogenous control (Mm00437762_m1, Thermo Fisher Scientific). For

each sample, relative expression to B2M were determined for CD3z

(Mm00446171_m1) and CD3e (Mm01179194_m1). The results are then pre-

sented as a ratio between CD3z and CD3e expression levels in order to normal-

ize for CD3 cell frequency between the samples.

NO measurement. To determine the NO concentration, the culture superna-

tant from PBMC stimulated by anti-CD3/anti-CD28 antibodies for 4 d was col-

lected and centrifuged at 1,500 × g for 10 min and conserved at !20 °C until

use. According to the manufacturer’s instructions, supernatants were quanti-

fied for nitrates by using the nitric oxide assay kit (Thermo Fisher Scientific).

Western blot analysis. The proteins were extracted from pelleted T cells

using the radioimmunoprecipitation assay extraction reagent (Fisher Scien-

tific). The soluble protein fraction was collected after centrifugation at

14,000 × g for 20 min (4 °C), and protein concentrations were determined

using the bicinchoninic acid Protein Assay Kit (Fisher Scientific) according

to the manufacturer's instructions. The lysates were combined with sample

buffer (50 mM Tris HCl [pH 6.8], 2% sodium dodecyl sulfate (SDS), 0.1% bro-

mophenol blue, 20% glycerol, and 0.1 M dithiothreitol), and resolved using

SDS-PAGE. Equal amounts of protein (10 μg) were separated on 4 to 12%

NuPage gradient gels (Fisher Scientific) via SDS-PAGE (polyacrylamide gel

electrophoresis) and transferred electrophoretically to polyvinylidene

difluoride membranes (Amersham) in N-cyclohexyl-3-aminopropanesul-

fonic acid buffer (Fisher Scientific) at 100 V for 90 min. A set of prestained

molecular mass standards (protein ladder) was run into each gel. The mem-

branes were incubated with blocking solution (5% blotting grade blocker;

Bio-Rad) dissolved in Tris-buffered saline-Tween buffer (50 mM Tris HCl [pH

8.6], 150 mM NaCl, and 0.1% Tween) for 60 min. These membranes were

incubated overnight at 4 °C with primary antibodies: Total OXPHOS Rodent

Western Blot Antibody Mixture (ab110413, Abcam) and β-actin (A5441,

Sigma). They were also incubated with the appropriate secondary antibody

coupled to horseradish peroxidase used at 1:2,500. The horseradish peroxi-

dase chemiluminescence was visualized using an enhanced chemilumines-

cence kit and the ImageQuant LAS4000 Biomolecular Imager digital imaging

system (GE Healthcare). The images generated as gel files were analyzed

using the corresponding ImageQuant TL software (GE Healthcare).

Secondary Infection Following CLP-induced Sepsis. The surviving mice were

anesthetized with isoflurane and held vertically by holding their upper incisor

teeth 5 d after CLP or sham surgery. The tongue was gently extended, and a

solution of 50 μL containing 5.107 colony forming unit MRSA strain (National

Collection of Type Cultures 12493) was slowly delivered above the trachea.

MRSA was selected because it is a gram-positive bacterium resistant to mero-

penem that is commonly responsible for nosocomial pneumonia that mainly

occurs within the first week of hospitalization (53).
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Bacterial dissemination. Themice were sacrificed by CO2 inhalation 12 h after

the induction of pneumonia. BAL was performed, as already reported, by can-

nulating the trachea and lavaging the lungs with 1 mL sterile saline, about

800 μL BAL fluid was recovered from each mouse (54). The spleen and kidneys

were harvested by sterile technique, weighed, and homogenized with a ster-

ile tissue grinder (Ultrathurax). Viable bacterial counts were determined in

bronchoalveolar lavage fluid (BALF), kidneys, and spleen after being seeded

on tryptic soy agar plates (Oxoid) and incubated at 35 °C under aerobic condi-

tions. MRSA colonies were counted after 24 h incubation. Growth was

calculated as colony-forming units/mL for BAL or as colony-forming units/g

for kidneys and spleen. The severity of pneumonia was quantified using ALI

score of lungs fixed with PFA 4% and harvested to perform a histologic analy-

sis of hematoxylin and eosin stained lung specimens (52). A survival study of

mice within 4 d following pneumonia initiation was performed.

Statistical Analysis. All data were analyzed with GraphPad Prism 9. Differences

among groups in flow cytometric analyses were evaluated by Mann–Whitney

U or Kruskal–Wallis tests as appropriate. The log-rank test was used for

comparing survival data. P values < 0.05 were considered statisti-

cally significant.

Data Availability. All study data are included in the article and/or SI Appendix.
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SI FIGURE LEGENDS 

Fig. S1.  

Lung Injury Scoring System 

 

Fig. S2.  

Gating strategy for the identification of mouse cell subsets (regulatory T-cells, neutrophils, 
monocytes, M-MDSC and G-MDSC) in whole blood. Doublets and dead cells (Dapi

pos
) were 

excluded before backgating of CD19/CD335/Ter119/CD41
pos

 cells (Lin). Regulatory T-cells were 
gated on Lin

neg
CD3

pos
 cells as CD25

pos
 and CD127

neg
. Neutrophils were defined as Lin

neg
Ly-

6G
pos

. Monocytes as Lin
neg

Ly-6G
neg

/CD11b
pos

/CD11c
neg

. MDSC subsets were defined on Lin
neg

 
and CD11b

pos
 after elimination of neutrophils and monocytes and based on Ly-6C and Ly-6G 

expression. 

 

Fig. S3.  

(A) Flow cytometry analysis of spleen T-cells cell cycle shows that CLP does not induce 
modification in cell cycle to compare with sham mice (n=14). 

(B) Expression of CD247/CD3z was determined by Q-PCR on purified spleen T cells. Results are 
presented as the ratio between CD3z and CD3e expression in order to normalize the data for the 
CD3pos cell frequency (Sham n=6; CLP n=6; Placebo n=6; Arginine n=6; Citrulline n=6). 

(C) Nitric Oxide concentrations were measured using the Griess reaction in the culture 
supernatants of peripheral PBMC stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies (Sham 
n=12; CLP n=12; Placebo n=9; Arginine n=9; Citrulline n=9) 

* p<.05 
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Fig. S4.  

(A) Extracellular acidification rate (ECAR) was measured in peripheral blood CD3
pos

 T-cells 
(Sham n=5; CLP n=5; Placebo n=4; Arginine n=4 and Citrulline n=4). 

(B) ECAR analysis of spleen T-cells (Sham n=7; CLP n=7; Placebo n=7; Arginine n=7 and 
Citrulline n=7). 

(C) Western Blot analysis of OXPHOS-related proteins in purified spleen T-cells (Placebo n=8, 
Arginine n=8, and Citrulline n=8). 

(D) Kaplan-Meier survival curves. Survival proportions were respectively of 85.5% (100/117), 
84.7% (100/118), and 91.5% (108/118) for placebo arginine and citrulline treated mice.   

* p<.05 
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Figure S1

Score per field

Parameter 0 1 2

1.Neutrophils in the alveolar space none 1-5 >5

2.Neutrophils in the interstitial space none 1-5 >5

3.Hyaline membranes none 1 >1

4.Proteinaceous debris filling the airspaces none 1 >1

5.Alveolar septal thickening <2x 2x-4x >4x

Score = [(20 x A) + (14 x B) + (7 x C) + (7 x D) + (2 x E)]/(number of fields x 100)
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Article 2: SARS-CoV-2-Induced ARDS Associates with MDSC Expansion, 

Lymphocyte Dysfunction, and Arginine Shortage 

Journal of Clinical Immunology. April 2021 

 

Résumé 

Introduction. 

L’essor des infections liées au coronavirus SARS-COV2 depuis janvier 2020 a 

bouleversé le paysage sanitaire mondial. Le spectre des manifestations cliniques 

causées par ce virus (COVID-19) est étonnamment large et s'étend d'une maladie 

bénigne (ressemblant à un accès ordinaire de grippe ou même asymptomatique) à 

une pneumonie. Ces derniers cas comportent un risque élevé d'évolution vers le 

syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA), éventuellement fatal en cas 

d'aggravation et de défaillance de plusieurs organes en raison de la survenue 

d’infections secondaires (bactériennes, fongiques ou encore virales). Les patients 

atteints de SDRA secondaires à ces infections virales semblent partager des 

caractéristiques clinico-biologiques avec les chocs septiques d’origine bactérienne 

telles qu'une lymphopénie profonde et précoce ainsi qu’une susceptibilité accrue aux 

infections secondaires. Parmi les anomalies biologiques observées au cours des 

infections sévères à SARS-CoV2, la mise en évidence d’une lymphopénie profonde 

dont la persistance est associée à un assombrissement du pronostic des patients a 

précocement été décrite. Cette carence des lymphocytes T pourrait perturber la 

réponse immunitaire chez certains patients, créant des brèches dans des populations 

précises de cellules immunitaires, dans la dynamique d'activation de la réponse à 

l'infection, et dans le répertoire immunitaire que notre organisme utilise et enrichit en 

permanence pour se défendre. L’exploration des mécanismes responsables de la 

survenue d’une diminution des lymphocytes a été le premier axe du projet COAL 

(COVID-19 Associated Lymphopenia). 
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Méthodes. 

Les caractéristiques cliniques et immunologiques de 26 patients atteints de 

COVID-19 (13 patients en SDRA et 13 patients présentant une pneumopathie sans 

critère de gravité) ont été analysées et comparées à 13 donneurs sains. Ces patients 

étaient indemnes d’immunodépression préalable et homogènes en termes d’âges, 

de sexe et de comorbidités. Les analyses réalisées ont compris des évaluations 

cliniques, radiologiques ainsi qu’immunologiques (phénotype des lymphocytes T par 

cytométrie de flux, quantification plasmatique en cytokines et en acides aminés) ainsi 

qu'une analyse selon la survenue d’infections nosocomiales. 

 

Résultats. 

Nous avons révélé qu'en l'absence de différence en termes de paramètres 

démographiques ou d'antécédents médicaux entre les deux groupes (soulignant 

l’homogénéité des patients atteints de COVID-19), les patients atteints de SDRA 

présentaient un nombre accru de cellules suppressives dérivées des myéloïdes 

(Myeloids Derived Suppressor Cells : MDSC) et un nombre réduit de lymphocytes T 

CD8 effecteurs mémoires par rapport aux patients hospitalisés pour une pneumonie 

modérée au COVID-19. Par ailleurs, l'expansion des MDSC secondaire à cette 

infection sévère était directement corrélée à la lymphopénie et à une augmentation 

de l'activité arginase. La lymphopénie était également corrélée à une diminution de 

la biodisponibilité en arginine. La capacité de prolifération des lymphocytes T in vitro 

apparaissait considérablement réduite chez les patients atteints de COVID-19 et 

semblait restaurée par une supplémentation en arginine. Enfin, la lymphopénie, ainsi 

que le recrutement de M-MDSC, étaient associés à la survenue d’infections 

nosocomiales. Ces caractéristiques biologiques soulignent le caractère « sepsis-

like » des formes sévères de COVID-19. 
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Conclusion. 

Cette étude souligne le rôle critique du recrutement des MDSC dans le SDRA 

secondaire aux infections à SARS-CoV 2. Ces résultats permettent d'envisager les 

perspectives thérapeutiques offertes par une supplémentation en arginine comme 

traitement adjuvant chez les patients de réanimation. La correction de 

l’hypoargininémie afin de réduire l'immunosuppression et de favoriser l'élimination du 

virus pourrait permettre une diminution de la durée de la ventilation mécanique, 

l'acquisition d’infections nosocomiales et la mortalité. 
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ORIGINAL ARTICLE

SARS-CoV-2-Induced ARDS Associates with MDSC Expansion,
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Abstract

Purpose The SARS-CoV-2 infection can lead to a severe acute respiratory distress syndrome (ARDS) with prolonged mechan-

ical ventilation and high mortality rate. Interestingly, COVID-19-associated ARDS share biological and clinical features with

sepsis-associated immunosuppression since lymphopenia and acquired infections associated with late mortality are frequently

encountered. Mechanisms responsible for COVID-19-associated lymphopenia need to be explored since they could be respon-

sible for delayed virus clearance and increased mortality rate among intensive care unit (ICU) patients.

Methods A series of 26 clinically annotated COVID-19 patients were analyzed by thorough phenotypic and functional inves-

tigations at days 0, 4, and 7 after ICU admission.

Results We revealed that, in the absence of any difference in demographic parameters nor medical history between the two

groups, ARDS patients presented with an increased number of myeloid-derived suppressor cells (MDSC) and a decreased

number of CD8pos effector memory cell compared to patients hospitalized for COVID-19 moderate pneumonia. Interestingly,

COVID-19-related MDSC expansion was directly correlated to lymphopenia and enhanced arginase activity. Lastly, T cell

proliferative capacity in vitro was significantly reduced among COVID-19 patients and could be restored through arginine

supplementation.

Conclusions The present study reports a critical role for MDSC in COVID-19-associated ARDS. Our findings open the possi-

bility of arginine supplementation as an adjuvant therapy for these ICU patients, aiming to reduce immunosuppression and help

virus clearance, thereby decreasing the duration of mechanical ventilation, nosocomial infection acquisition, and mortality.
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Introduction

Coronavirus disease 2019 (COVID-19) is an infectious dis-

ease caused by severe acute respiratory syndrome coronavirus

2 (SARS-CoV-2) which can lead to severe pneumonia with

acute respiratory distress syndrome (ARDS), responsible for

hospitalizations in intensive care unit (ICU) with an ICU mor-

tality rate reaching 30 to 60% [1, 2]. Among the factors asso-

ciated with this severe outcome, older age, comorbid condi-

tions, and an elevated body mass index have been constantly

reported [1–4]. Furthermore, lymphopenia and diminished vi-

ral clearance illustrated by persistent SARS-CoV-2 in the lung

have been associated with COVID-19 severity and poor prog-

nosis [5–7]. Viral clearance and the resolution of infection

involve a complex immune response initiated by resident cells

of the respiratory tract along with innate immune cells and is

ultimately resolved by adaptive immune cells. Like SARS-

CoV-1, SARS-CoV-2 uses ACE2 as a receptor for bronchial

epithelium cellular entry and activates inflammation through

multiple pathways, directly related to cytotoxicity and depen-

dent on innate immune cells [8, 9]. Although local immune

responses have not yet been explored in COVID-19, it is

known in severe respiratory viral infections that T cells cru-

cially contribute to virus clearance from infected lungs and

thus to a favorable outcome [5, 10]. In addition to delaying

virus clearance, lymphopenia and/or functional T cell defects

also favor secondary infections by opportunistic pathogens

inducing prolonged mechanical ventilation responsible for

late mortality [1, 11]. While sepsis is more often associated

with bacterial or fungal infections [12], COVID-19 can thus

feature “viral sepsis” with a pathologic host response charac-

terized by an important cytokine release, and critically ill as-

sociated immunosuppression rather than “typical” ARDS [13,

14]. Lymphopenia, a crucial component of severe COVID-19,

has in fact been noted in other severe respiratory viral infec-

tions, notably H1N1 influenza [15]. More broadly, immuno-

suppression in critically ill patients has been shown to be

associated with increased lymphocyte apoptosis, decreased

lymphocyte proliferation, and the striking emergence of

myeloid-derived suppressor cells (MDSC), all associated with

poorer outcome and nosocomial infections in ICU [16–18].

The underlying mechanisms of this MDSC-associated immu-

nosuppression in infectious diseases are still not fully under-

stood. However, various aspects of MDSC-mediated T cell

immunosuppression have been reported in other conditions

where MDSC are amplified, such as cancers and obesity

[19]. Moreover, during acute viral illness, MDSC have been

associated with chronicity in viral infections and poor clinical

outcome [20]. Whether and howMDSC, including monocytic

(M-MDSC) and granulocytic (G-MDSC) subsets, might be

involved in the pathogenesis of SARS-Cov-2 has not yet been

fully explored although emerging data reported that MDSC

might influence disease severity [21, 22].

The present study explores the potential relationship be-

tween MDSC expansion, lymphopenia, and lymphocyte dys-

function in the first week following admission to ICU among

COVID-19-associated ARDS patients.

Materials and Methods

Study Design, Patients, and Samples

This study was performed in the department of infectious

diseases and the intensive care unit (ICU) at Rennes

University Hospital. The study design was approved by our

ethic committee (CHU Rennes, n°18.101-2), and informed

consent was obtained from the patients. From late

March 2020 to May 2020, 26 consecutive patients with mod-

erate and severe acute respiratory distress syndrome (ARDS)

ormoderate pneumonia related to SARS-CoV2 infection were

prospectively enrolled and compared with 13 healthy donors.

Pregnant women, patients younger than 18 years old, patients

with malignancy, HIV-infected patients, and patients with

preexisting immune disorders or receiving immunosuppres-

sive agents were excluded. The presence of SARS-CoV-2 in

respiratory specimens (nasal and pharyngeal swabs or spu-

tum) was detected by real-time reverse transcription-

polymerase chain reaction (RT-PCR) methods. COVID-19

moderate pneumonia was defined as cases exhibiting fever

and respiratory symptoms with radiological findings of pneu-

monia. Severe and moderate ARDS were defined in accor-

dance with international guidelines [23]. The following data

were recorded: age, reason for admission, patient’s preexisting

condition (current smoking, diabetes, hypertension, cardio-

vascular disease, pulmonary disease, liver disease), obesity

(defined as a body mass index > 30 kg/m2), ICU and hospital

length of stay, mortality, the need for invasive mechanical

ventilation, the need for prone position ventilation, the need

for renal replacement therapy, and the need for vasoconstrictor

agent during ICU stay. The occurrence of nosocomial infec-

tions was also recorded [17, 24]. Initial clinical laboratory

measurement included a complete blood count and a serum

biochemical test. Lymphopenia was defined as an absolute

lymphocyte count under 1.5 cells/μL × 103. The Simplified

Acute Physiology Score (SAPS II) and the Sequential Organ

Failure Assessment (SOFA) score at admission to ICU were

used to assess severity [25, 26]. A senior radiologist who was

blinded to the other clinical information reviewed the CT

chest scans and classified lung injury as absent or minimal

(< 10%), moderate (10–15%), extensive (25–50%), or severe

(50–75%). Blood samples were collected within the first 24 h

following admission, 4 days (day 4) after admission and 7 days

(day 7) after admission when patients were still hospitalized.

The time lapse between sampling and initiation of laboratory

procedures was less than 1 h. Peripheral blood mononuclear
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cells (PBMC) were isolated by Ficoll density gradient, and

plasma samples were stored at − 80 °C until use.

Flow Cytometry

Quantification of monocytic populations was performed on fresh

whole blood. After staining, erythrocytes were lysed twice with

EasyLyse (Dako, Glostrup, Denmark) before washing in PBS.

Monocyte populations have been determined based on CD14

and CD16 expression. M-MDSC were defined as CD14pos

HLA-DRlow cells. Expression of PD-L1 has been determined

on three monocyte populations (CD14posCD16neg, CD14pos

CD16pos, and CD14lowCD16pos). G-MDSC and early-MDSC

(e-MDSC) were defined on fresh PBMC isolated after Ficoll

density gradient and were defined as CD45pos LinnegHLA-

DR l o wCD15 p o sCD11b p o s f o r G-MDSCs and as

CD45posCD3negLinnegHLA-DRlowCD15posCD33pos for e-

MDSC. Gating schemes for the monocyte populations and rep-

resentative staining panels of the MDSC populations are repre-

sented in the supplementary Figs. 1 and 2. PrecisionCount Beads

(Biolegend, San Diego, CA) were added after staining to calcu-

late the absolute number of cell subpopulations. B cells, NK

cells, and T cells were analyzed on whole blood by using

CD19, CD3, CD56, and CD16. Frequencies of cells were de-

fined by flow cytometry, and absolute counts were calculated

relative to the lymphocyte count defined on a cell counter before

processing. Naïve (N), central memory (CM), effector memory

(EM), and effector memory expressing CD45RA (EMRA) were

defined based on CCR7 and CD45RA expression, on CD4 and

CD8 cells. On each cell types, the expression of HLA-DR and

PD-1 was analyzed. All antibodies and fluorochromes are sum-

marized in supplementary Table 1. A Fortessa X20 flow

cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) was used

to run all samples. Data were analyzed usingKaluza 2.0 software

(Beckman Coulter, Brea, CA, USA).

Apoptotic Analysis

Whole blood was incubated with CD3 BV421 (Becton

Dickinson). Erythrocytes were then lysed twice using

Easylyse (Dako, Glostrup, Denmark). To evaluate the propor-

tion of apoptotic T cells, PE-conjugated active caspase-3 ap-

optosis kit (Becton Dickinson) has been used. Samples were

run in a Fortessa X20 flow cytometer (Becton Dickinson) and

data were analyzed using Kaluza 2.0 software (Beckman

Coulter).

T Cell Proliferation

PBMC isolated after Ficoll density gradient were labeled with

carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE, 200 nM;

interchim, Montluçon, France). The quantification of T cells

was obtained by staining PBMC with an anti-CD3 APC

antibody (Becton Dickinson). PBMC were seeded in 96-

well round-bottom plates at a concentration of 1 × 105 T cells

per well. Cells were cultured in RPMI 1640 supplemented

with 10% human AB serum (Biowest, Nuaillé, France) and

anti-CD3 and anti-CD28 monoclonal antibodies (0.6 μg/mL,

Sanquin, Amsterdam, Netherlands). When indicated, cells

were cultured in presence of the following chemical inhibitors

or their controls: (i) L-arginine (1 mM, Sigma-Aldrich, St

Louis, MO, USA) or with control D-arginine; (ii) coptisine

(an IDO inhibitor) (50 nM, Sigma-Aldrich, St Louis, MO,

USA) or vehicle; and (iii) PD-L1 blocking antibodies

(10 μM, ebioscience, San Diego, CA, USA) or IgG. After

4 days of culture, cells were harvested and labeled with FVS

780 (Becton Dickinson) for cell viability, CD2 PC7 and CD8

APC (Beckman Coulter), CD4 BUV496 and CD14 BV605

(Becton Dickinson). CFSE dilution was assessed on FVSneg

viable T cells by flow cytometry on Fortessa X20 (Becton

Dickinson) and results were analyzed with ModFit LT soft-

ware (Verity Software, Topsham, ME).

Cytokine and Amino Acid Quantifications

Plasma interleukin (IL)-6, IL-10, chemokine (C-C motif) li-

gand 2 (CCL2), chemokine (C-X-Cmotif) ligand 9 (CXCL9),

CXCL10, and granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF)

were measured using a Milliplex map magnetic bead kit

(EMD Millipore). Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) activ-

ity was evaluated by measuring kynurenine and tryptophan

levels and arginase activities by measuring ornithine and ar-

ginine concentrations by liquid chromatography coupled with

tandem mass spectrometry (LC MS-MS).

Statistical Analysis

Continuous variables were expressed as median (interquartile

range, IQR) and compared using the nonparametric Mann-

Whitney U test or the Kruskal-Wallis test or the Wilcoxon

matched-pairs for matched samples as appropriate. Dunn’s

correction tests were used if multiple comparisons were re-

quested. Qualitative data were compared using chi-square test

or Fisher exact test when required. Correlations between two

continuous variables were investigated using the Pearson’s

rank test. Tests were two-sided with significance set at α less

than 0·05. All data were analyzed with GraphPad Prism 8.4

(GraphPad Software, La Jolla, CA).

Results

Study Population

Twenty-six COVID-19 patients were included in this prospec-

tive study (13 with ARDS and 13 with moderate pneumonia).
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Representative CT scans are shown in Fig. 1 and their demo-

graphic and baseline characteristics in Table 1. Importantly,

there was no difference in demographic characteristics, in-

cluding comorbidities classically associated with COVID-19

severity, nor was there any difference in duration of symptoms

before inclusion between the two groups of patients, thus

making it possible to focus our analysis on the biological

parameters related to COVID severity. Complete clinical char-

acteristics at day 0, day 4 and day 7 are summarized in the

supplementary Table 2.

Of note, patients admitted in ICU received selected diges-

tive decontamination as already described [27]. In addition,

the patients received 3rd-generation cephalosporin for 1 week.

None received corticosteroids or experimental treatments.

Lymphopenia, Accumulation of Circulating MDSC,
and Susceptibility to Nosocomial Infections

To determine the systemic impact of SARS-COV-2 on im-

mune cells, a complete blood count was performed first. An

increase in leukocyte counts at day 4 and day 7 along with an

increased number of circulating neutrophils was noted among

COVID-19 ARDS patients compared to patients with moder-

ate pneumonia (Fig. 2A). By contrast, lymphopenia was ob-

served at admission for both groups of COVID-19 patients

and persisted until day 7 only for patients with ARDS

(Fig. 2A). This persistent lymphopenia was specifically relat-

ed to a T cell count decrease whereas NK and B cell counts

were not significantly affected (Fig. 2A). Conversely, circu-

lating monocytes were early and transiently reduced specifi-

cally among ARDS patients. Platelets counts were not affect-

ed by clinical status. By flow cytometry, we defined CD4 and

CD8 effector memory T cells to be decreased at day 4 and/or

day 7 while other CD4 and CD8 subsets were unaffected

(Fig. 2B and Supplementary Fig. 3). As in previous reports

[6], all of our patients exhibited lymphopenia at the time of

admission, predominantly due to a CD8 effector memory T

cell defect (CD8 EM). This anomaly persisted during the first

week after admission among ARDS patients.

In parallel, M-MDSC and G-MDSC were both enriched

among moderate and severe COVID patients at day 0 and

remained high until day 7 only in ARDS patients thus

Table 1 Demographic and baseline characteristics

All patients (n = 26) ARDS COVID (n = 13) Moderate COVID (n = 13) P value

Demographic characteristics

Age, years 55 (47–67) 58 (53–67) 54 (45–67) 0.19

Sex 18 (69) 10 (77) 8 (61) 0.67

Men 8 (31) 3 (23) 5 (39)

Women

Current smoking 0 0 0 > 0.99

Coexisting conditions

Any 15 (58) 7 (54) 8 (61) > 0.99

Diabetes 4 (15) 3 (23) 1 (8) 0.59

Hypertension 9 (35) 5 (38) 4 (31) 0.22

Cardiovascular disease 3 (11) 3 (23) 0 > 0.99

Obesity (BMI > 30) 9 (35) 4 (31) 5 (38) > 0.99

Clinical and biological baseline characteristics

Days from illness onset to dyspnea 10 (8–12) 10 (7–13) 10 (8–11) 0.989

Ratio of PaO2 to FiO2 214 (139–362) 140 (110–202) 357 (250–444) < 0.0001

SAPS II score on day 1 26 (17–35) 33 (19–39) 22 (13–28) 0.11

SOFA score on day 1 2 (1–9.5) 9 (2–10) 1 (0–1) < 0.0001

Outcomes

Secondary infections 7 (27) 7 (54) 0 0.007

Vasoconstrictive agents 7 (27) 7 (54) 0 0.007

CT analysis scoring

Moderate (10–15%) 4 (15) 0 4 (31) 0.003

Extent (25–50%) 15 (58) 6 (46) 9 (69)

Severe (50–75%) 7 (27) 7 (54) 0

Data are presented as median (IQR), n (%), P values comparing ARDS and moderate pneumonia cases are tested by Mann-Whitney U test (continuous

variables) or chi-square test (categorical variables).COVID-19 coronavirus disease; BMI bodymass index; IQR interquartile range; PaO2 arterial oxygen

tension; SAPS II Simplified Acute Physiology Score II; SOFA Sequential Organ Failure Assessment; CT computed tomography
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mirroring T cell lymphopenia (Fig. 2C). Interestingly, M-

MDSC and G-MDSC were inversely correlated with T cell

count suggesting that they could contribute to T cell dysfunc-

tion. Of note, circulating early-stage MDSC (e-MDSC) were

not affected by the ARDS status (data not shown). Among the

ARDS patients, seven were diagnosed with ventilator-

associated pneumonia (VAP) related to infection with

Aspergillus fumigatus (n = 5), herpes simplex virus (n = 4),

and Enterococcus faecalis (n = 1). Noteworthy, VAP occurred

after several days in ICU since median duration of mechanical

ventilation at infection was 6 days (2–10). This subgroup of

ARDS patients with secondary infections had a more marked

lymphopenia already detectable on the day of admission and a

higher M-MDSC count at day 7 (Fig. 2D). Conversely, G-

MDSC were not associated with secondary infection.

Altogether, these data indicate that COVID-19 was signifi-

cantly associated with lymphopenia at admission, mostly af-

fecting CD8 EM cells and to a lesser extent CD4 EM cells and

that T cell defect was correlated with M-MDSC expansion

and persists in patients with ARDS until day 7.

Cytokines Analysis

Since cytokine release syndrome (CRS) is a major challenge

in COVID-19 [5], various plasma cytokine levels were

evaluated in all our COVID-19 patients compared to

Healthy Donors (HD) (Fig. 3). Several factors were increased

in all COVID-19 patients, but to significantly higher levels in

the ARDS group: this included proinflammatory IL-6 and

anti-inflammatory IL-10, together with chemokines CCL2,

CXCL10, and CXCL9. Finally, only ARDS patients showed

increased G-CSF.

COVID-19 Is Associated with a Significant Decrease of
Arginine Concentration; Its Supplementation
Restores In Vitro T Cells’ Ability to Proliferate

The MDSC increase prompted us to evaluate the activity of

enzymes known to support their immunosuppressive activity.

Indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) is known to be expressed

in M-MDSC [19]. Accordingly, enhanced IDO activity was

found among COVID-19 patients, and it was predominant

among patients with ARDS and correlated with lymphopenia

(Fig. 4A). Additionally, we measured arginase activity, which

is expressed by e-MDSC, G-MDSC, and M-MDSC [28]. Our

results showed a prolonged decrease in plasma arginine levels

along with enhanced arginase activity among COVID patients,

particularly in the most severe forms. As for IDO, a correlation

between arginase activity and lymphopenia was observed

(Fig. 4A). Both IDO and arginase activity could negatively have

Fig. 1 CT scan from a patient

hospitalized for SARS-CoV-2

induced ARDS at admission (A)

and 7 days after (C). CT scan

from a patient hospitalized for

SARS-CoV-2-induced moderate

pneumonia at admission (B) and

9 days after (D)
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Fig. 2 SARS-CoV-2-induced acute respiratory distress syndrome

(ARDS) is associated with lymphopenia and an accumulation of

circulating myeloid-derived suppressor cells (MDSC) leading to a

higher susceptibility to nosocomial infections. A Blood count from 13

patients hospitalized for SARS-CoV-2 moderate pneumoniae (MP) and

13 patients hospitalized for SARS-CoV-2 ARDS (ARDS) 24 h after their

admission (D0), 4 days after (D4), and 7 days after (D7) and lymphocytes

subsets defined by flow cytometry from 13 healthy donors (HD), 13

patients hospitalized for SARS-CoV-2 MP, and 13 patients hospitalized

for SARS-CoV-2 ARDS. B CD4 and CD8 effector memory (EM) T cell

numeration by flow cytometry. C Peripheral monocytic-MDSC (M-

MDSC) and granulocytic-MDSC (G-MDSC) recruitment among ARDS

patients, moderate COVID cases, and HD. D Two groups were defined

according to the presence or absence of a nosocomial infection.

Lymphocyte count, M-MDSC, and G-MDSC recruitment according to

the acquisition of nosocomial infection. Nosocomial infections as defined

by the Centers for Disease Control and Prevention were screened among

patients hospitalized for a SARS-CoV-2 infection over 28 days after their

admission. Box and whiskers plot features are as follows: central line in

the box is the median, bottom line of the box is first quartile (25%), and

top line of box is third quartile (75%). Bottom of whiskers is minimum

value; top of whiskers is maximum value. Groups were compared using

Kruskal Wallis test with Dunn’s multiple comparison test (A, B, and C)

or Mann-Whitney U test (A and D) as appropriate. Pearson correlation

coefficients (rho) and P values are indicated for each correlation (C).

*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001
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a negative impact onT cell functions, andT cell proliferation is in

particular dependent on arginine supply [28, 29]. Functional as-

sessment of COVID-19 patient T cells accordingly showed a

decreased ability to proliferate in vitro, which predominated for

CD8 T cells, although no difference was found between both

groups of COVID-19 patients (Fig. 4B). Noteworthy, ability to

proliferate in vitro was significantly decreased at admission in

ARDS patients for CD4 and CD8 T cells (CD4 T cell: HD vs

COVID ARDS D0: 88.12 vs 80.9; p = 0.01; CD8 T cell: HD vs

COVID ARDS D0: 86.45 vs 77.57; p = 0.03) meanwhile a sig-

nificant decrease was observed only for CD8 T cells in patients

with moderate pneumonia (CD4 T cell: HD vs COVIDMP D0:

88.12 vs 86.68; p= 0.26; CD8 T cell: HD vs COVID MP D0:

86.45 vs 70.94; p = 0.01). An increased proportion of apoptotic T

cells among COVID-19 patients compared to healthy donors

(HD) was also observed (Fig. 4C). Interestingly, PD-1 and PD-

L1 exhaustion markers were also more strongly expressed in T

cells and monocytes, respectively, without any relationship with

COVID severity (Supplementary Fig. 4). In order to validate the

potential role of arginine deprivation in the T cell proliferation

defect, PBMC from ARDS patients were further cultured under

L-Arginine supplementation. This supplementation partially but

significantly restored the ability for T cell to proliferate. In con-

trast, neither the addition of IDO inhibitor nor the addition of anti

PD-L1 produced any restoration of T cell proliferation (Fig. 4D).

Discussion

Severe forms of COVID-19 with ARDS have been associated

with biological and clinical markers of acquired immunosup-

pression such as opportunistic bacterial infection, virus reac-

tivation, and invasive aspergillosis [1, 11, 30]. This immuno-

suppression constantly involves lymphopenia and an unbal-

anced innate vs adaptive immune response, thus delaying

pathogen clearance and promoting lung injury. However, the

basis for such a dysregulation remain poorly understood [5,

21, 31]. We found that COVID-19 was significantly associat-

ed with lymphopenia at admission, mostly affecting CD8 EM

cells, and that T cell defects were correlated with M-MDSC

expansion and decreased arginine level.

Reduced T cell number persisted during the first week after

admission among ARDS patients, confirming that lymphope-

nia is a marker of severity in COVID-19 [6, 32]. CD8 T cells

are essential for controlling the spread of the virus and for

limiting pulmonary damage and mortality, by eliminating in-

fected epithelial cells, thus decreasing virus replication [29,

33]. Autopsies of some patients with COVID-19 pneumonia

have evidenced interstitial inflammatory infiltrates dominated

by lymphocytes, suggesting that lymphopenia may result

from the migration of T cells to injured tissues [34].

Whereas infected T cells by SARS-CoV-2 has been

Fig. 3 SARS-CoV2 ARDS induces a significant increase among

inflammatory, chemoattractant, and immunosuppressive cytokines.

MDSC recruiting (IL-6, CCL2, G-CSF), chemoattractant (CXCL9,

CXCL10, CCL2), inflammatory (IL-6), and immunosuppressive (IL-

10) cytokine assessments were performed among the ARDS patients

(ARDS), the moderate COVID cases (MP), and the healthy donors

(HD). Box and whiskers plot features are as follows: central line in the

box is the median, bottom line of the box is first quartile (25%), and top

line of box is third quartile (75%). Bottom of whiskers is minimum value;

top of whiskers is maximum value. Groups were compared using Kruskal

Wallis test with Dunn’s multiple comparison test. *P < 0.05; **P < 0.01;

***P < 0.001; ****P < 0.0001
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documented, it is nevertheless unclear whether a direct cyto-

toxic effect might contribute to lymphopenia, unlike MERS-

CoV infection, in which the virus directly binds its receptor to

T cells [8, 9]. Our findings suggest that the diminished ability

of lymphocytes to proliferate and the enhanced apoptosis are

among contributing factors of change in lymphocyte count at

a

b c

d

Moderate Pneumonia ARDSHD

Control Treatment

Moderate Pneumonia ARDSHD
Moderate Pneumonia ARDSHD

*

**

*ns

*

ns
**

*

*

p=0.006 p=0.02 p<0.0001

D0 D4 D7

*** **

**

****

*

D0 D4 D7

*
ns

ns
***

*

D0 D4 D7

ns ns

ns
*

ns

J Clin Immunol



 105 

 

 

 

admission. The loss of normal T cell function could be related

to the MDSC expansion observed in the most severe forms of

COVID-19 with ARDS. Human MDSC belong to two major

t y p e s : g r a n u l o c y t i c ( G -MDSC , L i n n e gHLA -

DRnegCD33posCD11bpos) and monocytic (M-MDSC,

CD14posHLA-DRlow) [17]. Because monocyte and neutrophil

counts were increased among ARDS patients and were asso-

ciated with a decrease in effector memory T cells, we won-

dered whether an accumulation of circulating MDSC was

present among COVID-19 patients. The sustained expansion

of plasma MDSC in the first week of hospitalization observed

among COVID-19 patients was more pronounced in patients

with COVID-19-associated ARDS compared to patients with

moderate COVID-19 pneumonia. These cells considerably

impair the adaptive immune system by suppressing CD4 and

CD8 T cell activation and function, and they have been asso-

ciated with infection and mortality among septic patients [18,

19]. As found in the present study, up to 50% of COVID-19-

associated ARDS had a diagnosis of nosocomial infections

(ventilator associated pneumonia) during their ICU stay with

opportunistic pathogens or viral reactivations. These infec-

tions highlight the profound and sustained acquired immuno-

suppression among COVID-19-associated ARDS patients

which has previously been described among patients admitted

for septic shock [12, 18] .

In line with the increase in circulating MDSC, cytokines

involved in their recruitment and expansion (IL-6, CCL2, and

G-CSF) were found at higher concentrations in the plasma in

the most severe forms of COVID-19 [35]. Interestingly, an

increase in cytokines involved in the chemo-attraction of ac-

tivated T cells (CXCL9, CXCL10), myeloid cells (CXCL9,

CXCL10, CCL2), and monocyte polarization (CXCL9) was

detected among ARDS patients compared to patients with

moderate pneumonia, even at ICU admission, suggesting a

migration of myeloid and T cells from peripheral blood to

tissue [34]. Additionally, both inflammatory (IL-6) and immu-

nosuppressive (IL-10) cytokines were markedly present

among ARDS patients, the latter one being one of the major

mechanisms of immune suppression of MDSC [19]. It is

worth noting that both subsets of MDSC are released from

the bone marrow following various inflammatory or infec-

tious stimuli, such as IL-6 or G-CSF, which were found at

higher concentrations in the plasma in the most severe forms

of COVID-19 [5, 11, 36]. However, the suppressive activity

of MDSC requires not only factors that promote their expan-

sion but also factors that induce MDSC activation such as IL-

10 [19]. Several studies support the hypothesis that M-MDSC

could be involved in viral infection chronicity and also in

acute infections decreasing virus clearance and causing lung

injury [36]. Our finding highlights the important role of cyto-

kines in COVID-19 and may support cytokine-targeted ther-

apy to correct the profound defect in host immunity [37, 38].

Early M-MDSC expansion in COVID-19-associated

ARDS was associated with a decreased number of T cells that

could be explained by a decreased ability of lymphocytes to

proliferate since T cell apoptosis was barely enhanced. This

decreased ability of lymphocytes to proliferate has already

been found among critically ill septic patients and correlated

to a decreased availability of arginine [17]. Additionally, IDO

activity was increased at admission among COVID-19 pa-

tients and associated with disease severity. IDO is an intracel-

lular, non-secreted enzyme, which catabolizes the degradation

of tryptophan into kynurenine. Tryptophan catabolites have

immunomodulating effects, leading to the inhibition of T cell

activation, T cell death, and suppression of T cell effector

functions [39]. Besides interferon-γ, which is the most impor-

tant inducer of IDO, IL-6 can also stimulate IDO expression

by immune cells and MDSC [19, 39]. Although the relation-

ship between COVID-19 and IDO activity has not been stud-

ied yet, enhanced IDO activity appears to be associated with

lymphopenia as illustrated by the correlation found in our

study and should be suspected as a worsening parameter in

COVID-19 pneumonia.

Therapeutic interventions principally focus on targeting the

virus directly or diminishing the viral load in order to decrease

disease severity and ICU admissions [31, 32]. However,

�Fig. 4 SARS-CoV-2 ARDS induces a significant decrease in plasma

arginine concentration; its supplementation restores the ability of T-cells

to proliferate in-vitro. A Plasma arginine, ornithine, kynurenine, and

tryptophan concentrations were measured by liquid chromatography

coupled with tandem mass spectrometry among 13 healthy donors

(HD), 13 patients hospitalized for SARS-CoV-2 moderate pneumonia

(MP), and 13 patients hospitalized for SARS-CoV-2 ARDS (ARDS)

24 h after their admission (D0), 4 days after (D4), and 7 days after

(D7). Arginase activity was calculated using the ornithine/arginine ratio

and IDO activity was calculated using the kynurenine/tryptophan ratio. B

PBMC obtained at admission (D0), 4 days after admission (D4), and

7 days after (D7) from 14 patients hospitalized for a SARS-CoV-2

infection and from 7 HD were stimulated with anti-CD3/anti-CD28

monoclonal antibodies after CFSE labelling. The proportion of

proliferated T-cells were determined by flow cytometry. C Proportion

of apoptotic T cells was determined by flow cytometry using a

Caspase-3 staining among 26 patients hospitalized for a SARS-CoV-2

infection at admission (D0), 4 days after (D4), and 7 days after (D7) and

from 11 HD. Results are expressed by the percentage of Caspase3pos T

cells. D PBMC obtained from 7 patients hospitalized for a SARS-CoV-2

ARDS were stimulated with anti-CD3/anti-CD28 monoclonal antibodies

after CFSE labelling. Culture media were enriched with either L-arginine

(L-Arg) or with control D-arginine (D-arg), IDO inhibitor (Coptisine) or

vehicle (NT), PD-L1 biding antibody (aPD-L1), or its isotype (IgG). The

proportion proliferated T cells were determined by flow cytometry. Box

and whiskers plot features are as follows: central line in the box is the

median, bottom line of the box is first quartile (25%), and top line of box

is third quartile (75%). Bottom of whiskers is minimum value; top of

whiskers is maximum value. Groups were compared using Kruskal

Wallis test with Dunn’s multiple comparison test (A), Mann-Whitney U

test (A,B, andC) orWilcoxon test (D) as appropriate. Pearson correlation

coefficients (rho) and P values are indicated for each correlation (a).

*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001
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adjuvant therapeutic interventions are needed to limit the dys-

functional immune response observed among COVID-19 pa-

tients and to decrease the late mortality observed in ICU due to

persistent pulmonary inflammation and nosocomial infections

acquisition [40]. Arginine administration has been found to

maintain immune homeostasis, particularly with respect to T

cells and macrophage functions and a reversal of the alteration

in T cell function associated with trauma or surgery has been

demonstrated among patients receiving arginine-enriched diet

[41, 42]. Although there are no convincing results in patients

with sepsis [43], restoring arginine availability could restore

normal T cell function including their ability to proliferate, as

we found in the present study.

Our study has several limitations. Firstly, only a few patients

were included and we did not conduct sample size calculation.

This methodological issue could weaken our conclusions.

Secondly, we did not provide mechanistic information on how

arginine could restore T cell function. Although the immunosup-

pressive effects of MDSC mediated through arginine depletion

and lymphocyte mitochondrial dysfunction have been extensive-

ly studied in malignancies [28], mechanistic approaches should

be performed in COVID-19 patients to strengthen our conclu-

sions and develop therapeutic trials. Lastly, since T cell subpop-

ulations differ in their proliferation rates and metabolic profile

when activated, providing data regarding the capacity of purified

COVID-19 T cell subsets to proliferate would be mandatory to

definitively conclude on the qualitative versus quantitative T cell

alterations [28, 44, 45].

Conclusion

To summarize, COVID-19 is responsible for MDSC expan-

sion and T cell dysfunction, mainly CD8 T cells, through

arginine depletion. This dysfunction is sustained in ARDS

patients, the most severe form of COVID-19. Restoring argi-

nine availability could be of value to restore lymphocyte func-

tion and prevent patients from acquiring nosocomial infec-

tions during their ICU stay.
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Table E1: Antibodies used for flow cytometry 
 

Antibody Clone Fluorochrome Manufacturer Panel 

CD3 UCHT1 APC Becton Dickinson G-MDSC, M-MDSC 

CD15 W6D3 BV421 Becton Dickinson G-MDSC 

CD45 HI30 BV510 Becton Dickinson G-MDSC, M-MDSC 

CD11b D12 BV605 Becton Dickinson G-MDSC 

CD14 M5E2 FITC Becton Dickinson G-MDSC, M-MDSC 

CD19 HIB19 FITC Becton Dickinson G-MDSC 

CD20 2H7 FITC Becton Dickinson G-MDSC 

CD56 B159 FITC Becton Dickinson G-MDSC 

CD123 7G3 FITC Becton Dickinson G-MDSC 

CD279 EH12.1 PECF594 Becton Dickinson G-MDSC, M-MDSC, T-cell subset 

CD33 P67.6 PC7 Biolegend G-MDSC 

HLA-DR G46-6 BUV395 Becton Dickinson G-MDSC, M-MDSC 

CD16 3G8 A700 Becton Dickinson M-MDSC 

CD66b G10F5 BV421 Becton Dickinson M-MDSC 

CD335 9E2 BV421 Becton Dickinson M-MDSC 

CD274 MIH1 BV786 Becton Dickinson M-MDSC 

HLA-DR Immu-357 APC Beckman Coulter T-cell subset 

CD56 B159 V450 Becton Dickinson T-cell subset 

CD16 3G8 BV421 Becton Dickinson T-cell subset 

CD45-RA HI100 BV605 Biolegend T-cell subset 

Tim-3 F38-2E2 BV785 Biolegend T-cell subset 

CD233 3DS223H FITC Ebioscience T-cell subset 

CCR7 3D12 PC7 Becton Dickinson T-cell subset 

CD3 UCHT1 BUV395 Becton Dickinson T-cell subset 

CD4 SK3 BUV496 Becton Dickinson T-cell subset 

CD8 SK1 BUV805 Becton Dickinson T-cell subset 
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Table E2: Clinical characteristics at baseline, at D4 and Day 7  
 

 All patients  
(n=26) 

ARDS COVID 
(n=13) 

Moderate COVID  
(n=13) 

P value 

Baseline clinical and biological characteristics 

Temperature (°C)  38.4 (37.6-39.0) 39.0 

(38.4-39.4) 
37.8 

(37.2-38.1) 
0.011 

Heart rate (/min) 94 (84-103) 96 (88-105) 89 (75-102) 0.058 

Systolic pressure 104 (90-133) 93 (85-105) 125 (101-142) 0.005 

Days from illness onset to 
dyspnoea 

10 (8-12) 10 (7-13) 10 (8-11) 0.989 

Ratio of PaO2 to FiO2  214 (139-362) 140 (110-202) 357 (250-444) <0.0001 

SAPS II score on day 1 26 (17-35) 33 (19-39) 22 (13-28) 0.11 

SOFA score on day 1 2 (1-9.5) 9 (2-10) 1 (0-1) <0.0001 

Clinical characteristics at day 4 

Temperature (°C) 37.8 (37.1-38.9) 38.8 (38.1-39.0) 37.0 (36.9-37.4) <0.0001 

Heart rate (/min) 94 (84-103) 96 (88-105) 89 (75-102) 0.22 

Systolic pressure 112 (98-133) 102 (86-105) 127 (117-139) 0.01 

SOFA score on day 4 6 (1-9) 9 (7-11) 0 (0-1) <0.0001 

Clinical characteristics at day 7 

Temperature (°C) 
37.7 (37.1-38.2) 38.1 (37.7-38.4) 

37.1 

(37.0-37.4) 
0.02 

Heart rate (/min) 97 (88-102) 100 (93-112) 94 (87-97) 0.14 

Systolic pressure 114 (103-128) 109 (96-119) 123 (112-143) 0.13 

SOFA score on day 7 7 (1-8) 7 (7-8) 0 (0-0) 0.0002 

 

Data are presented as median (IQR), n (%), p values comparing ARDS and moderate  pneumonia cases are tested 

by Mann–Whitney U test (continuous variables) or Chi-square test (categorical variables) Abbreviations: PaO2, 

arterial oxygen tension;  SAPS II : Simplified Acute Physiology Score II; SOFA = Sequential Organ Failure 

Assessment 
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Figure E1
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Discussion 

Le sepsis est défini comme un dysfonctionnement d’organe secondaire à une 

réponse inappropriée de l'hôte envers une infection mettant en jeu le pronostic vital 

des patients. Bien que les dernières décennies aient été riches en avancées en 

termes de compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués, la 

survenue d’un sepsis demeure une des principales causes de décès avec une 

mortalité hospitalière évaluée à 30% dans sa forme la plus grave (choc septique). 

Les décès de patients au cours du sepsis peuvent être séparés en deux phases : 

une phase très précoce (décès dans les 24h après l’admission du patient) liée à de 

multiples facteurs (virulence de l’agent pathogène, caractéristiques de l’hôte) et une 

phase plus tardive (dans les semaines qui suivent l’admission du patient). Cette 

mortalité tardive n’est plus directement liée à l’agent pathogène responsable du 

sepsis mais aux conséquences immunologiques de cette infection grave. En effet, 

l’activation initiale du système immunitaire inné, étape incontournable de la clairance 

bactérienne, caractérisée par une sécrétion intense de médiateurs pro-

inflammatoires, est concomitamment associée à un état d’immunoparalysie, 

également appelé syndrome de réponse anti inflammatoire compensatrice (CARS), 

qui persiste au cours du temps. De nombreuses modifications du système 

immunitaire ont été décrites. Parmi celles-ci, trois phénomènes sont associés à une 

augmentation significative de la mortalité des patients et la survenue d’infections 

secondaires (ou infections nosocomiales) : une majoration de l’apoptose 

lymphocytaire, une diminution de l’index de prolifération lymphocytaire et un 

recrutement des MDSC. Fort de ces constatations, diverses équipes se sont attelées 

à explorer les mécanismes responsables de ces phénomènes. Les travaux initiés 

dans le domaine de la cancérologie ont ainsi permis d’établir de nombreuses 

similitudes avec le sepsis comprenant notamment la survenue de défaillances 

immunométaboliques impliquant un déficit en arginine. Afin d’appréhender les 

mécanismes des décès imputables aux sepsis, les études animales ont permis de 

grandes avancées dans la compréhension des phénomènes impliqués. 
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Qualités et limites de notre modèle animal de sepsis 

Au cours de ce projet nous avons opté pour un modèle murin de ponction 

ligature caecale. Au-delà de la simplicité et de l’utilisation très large de ce modèle 

(qualifié de gold standard) rendant reproductibles nos expérimentations, nous nous 

sommes efforcés de rendre le sepsis induit le plus proche possible de la réalité du 

sepsis humain. Les sujets subissant la première agression septique bénéficiaient en 

effet des thérapeutiques communément utilisées chez les patients hospitalisés pour 

une telle pathologie (réanimation hémodynamique, antibiothérapie, surveillance 

rapprochée). Le recours à l’ensemble de ces thérapeutiques nous a permis d’obtenir 

une mortalité proche de celle observée chez l’humain, de l’ordre de 20%. La seconde 

partie de ce modèle s’appuyant sur une infection respiratoire à Staphylococcus 

aureus est adaptée aux problématiques soulevées par les infections nosocomiales. 

Tout d’abord la temporalité (5 jours après la survenue de la CLP) reflète la cinétique 

de l’incidence des infections nosocomiales observées chez les patients hospitalisés 

pour un choc septique (survenue d’une pneumopathie nosocomiale tardive). Par 

ailleurs, les infections respiratoires secondaires sont prépondérantes tant en termes 

de fréquence que d’impact au sein de l’ensemble des infections nosocomiales.  

Notre modèle est néanmoins imparfait sur un certain nombre d’aspects. Tout 

d’abord, les évaluations des dysfonctions d’organes induites par le sepsis n’ont été 

que parcellaires. Nous n’avons, en effet, pas exploré les atteintes des grands 

systèmes de nos sujets en dehors d’une analyse précise et objective des lésions 

pulmonaires. Alors que d’autres modèles se sont attelés à explorer l’ensemble des 

dysfonctions, en évaluant notamment les paramètres hémodynamiques, 

respiratoires, rénaux ou encore hépatiques des sujets. Ici nos évaluations des 

conséquences du sepsis se sont consacrées à une description fine de l’analyse 

pulmonaire ainsi qu’à un suivi du poids et de la survie. D’autre part, le processus de 

CLP associe aux réactions immunitaires septiques des réactions liées à la nécrose 

caecale et à l’agression chirurgicale qui peuvent limiter les conclusions quant à la 

causalité exclusive du sepsis au sein des mécanismes observés. 
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De la réalité aux implications du déficit en arginine 

La régulation de la disponibilité des acides aminés essentiels et semi essentiels 

est l'un des mécanismes de régulation des fonctions immunitaires. La pénurie 

cellulaire en arginine est tout d’abord multifactorielle puisque issue d’une diminution 

de sa production (déficit d’apport et de synthèse) ainsi que d’une exacerbation de sa 

consommation (majoration de l’activité arginase). D’autre part, ses conséquences 

sont nombreuses et impliquent différents protagonistes. Au cours de ce travail nous 

avons axé nos explorations sur les conséquences lymphocytaires de ce déficit. Nos 

travaux ont permis tout d’abord d'objectiver la réalité de la diminution de la 

biodisponibilité en arginine au cours des états infectieux (qu’ils aient pour origine une 

infection bactérienne, au cours d’une CLP, ou encore virale dans le contexte du 

SDRA associé au COVID-19). Cet amenuisement de la quantité d’arginine est 

apparu associé à une augmentation de sa consommation (activité arginase) que l’on 

peut attribuer à une augmentation de la concentration des MDSC parmi les 

populations cellulaires circulantes. Concomitamment, le rôle de l’hypoargininémie au 

sein du CARS a pu être souligné notamment par le biais d’une majoration de 

l’apoptose lymphocytaire et d’une diminution de la capacité de ces cellules à 

proliférer in vitro. L'adéquation du modèle murin à la physiopathologie du sepsis chez 

l'Homme a souvent été mise en question, néanmoins notre étude sur les formes 

sévères de COVID-19 a permis d’objectiver des constatations similaires. Ces 

résultats permettent d’envisager le déficit en arginine en tant que cible thérapeutique 

au cours du sepsis. Afin de corriger ce déficit, nous avons eu recours à une 

supplémentation entérale en citrulline. Les avantages de cet immunonutriment, 

permettant notamment de mieux corriger l’hypoargininémie, font de la citrulline la 

thérapeutique idéale pour restaurer les dysfonctions induites par le déficit en 

arginine. Notre équipe a par ailleurs récemment envisagé l’utilisation cet acide aminé 

chez les patients non septiques de réanimation dans le cadre d’un essai clinique 

randomisé permettant de s’assurer de l’innocuité de cette thérapeutique. 
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Exploration mécanistique des dysfonctions lymphocytaires 

L’approche mécanistique de dysfonctions lymphocytaires médiée par 

l’hypoargininémie (majoration de l’apoptose et diminution de la capacité à proliférer), 

proposée au cours de ce travail, s’appuie sur une étude du fonctionnement 

mitochondrial. L’analyse des fonctions mitochondriales de ces cellules après 

l’induction d’une péritonite polymicrobienne dans le cadre d’une CLP nous a permis 

d’objectiver la présence d’altérations de la respiration mitochondriale alors que le 

nombre de ces organites n’apparaissait pas diminué. Ces résultats abondent en 

faveur d’un déficit mitochondrial plus qualitatif que quantitatif. Si de telles 

constatations ont déjà été faites dans le domaine de l'immunosuppression liée aux 

pathologies tumorales, la présence de ces dysfonctions au cours d’un sepsis est, en 

revanche, relativement novatrice. Les altérations de leurs fonctions peuvent ainsi 

contribuer à la faillite énergétique des lymphocytes T, responsable d’un 

accroissement de l’apoptose ainsi que d’une diminution de prolifération de ces 

cellules.  

Outre ces effets sur les populations lymphocytaires T, divers contingents 

cellulaires participant au CARS pourraient bénéficier d’une restauration du niveau 

d’arginine. Nous avons ainsi parallèlement évalué les conséquences de ce déficit sur 

le recrutement des lymphocytes B régulateurs spléniques (CD39+) après induction 

d’une CLP (Figure 16). Les résultats préliminaires de ce travail objectivent, là encore, 

une réduction de la concentration splénique de ces populations 

immunosuppressives.  
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Figure 16. Évaluation de la proportion de lymphocytes B spléniques CD39+ 

Le sepsis induit une expansion des cellules B spléniques CD39+.                                                
Une immunonutrition entérale par citrulline limite l’expansion de cette population 
imunosuppressive. 

 

 

La sélection des patients : Étape incontournable 

Parmi les thérapeutiques envisagées afin de limiter les conséquences du 

CARS, l'immunonutrition constitue une approche intéressante. L’apport de 

pharmaconutriments aux propriétés immunomodulatrices pourrait restaurer le déficit 

immunitaire acquis en réanimation. Malheureusement, l’essentiel des études 

conduites axées sur l’immunonutrition n’a apporté, jusqu’à présent, que des résultats 

non concluants. Cette stratégie, en réanimation, n'a ,pour le moment, pas démontré 

d'effet bénéfique sur les défaillances d'organes, l'acquisition des infections 

nosocomiales ni la mortalité. Cependant les nombreux écueils méthodologiques 

(utilisation de plusieurs pharmaconutriments, ensemble très hétérogène de patients) 

et l'absence de données cliniques ne permettent pas, jusqu’à présent, la moindre 

conclusion quant à l’utilité ou à la dangerosité d’une telle approche chez les patients 

admis en réanimation pour un sepsis. Nous nous sommes attachés à envisager 

l’immunonutrition sous un angle nouveau au cours de ce projet. Tout d’abord en 

standardisant cette approche tant dans le choix de la population étudiée (sepsis par 
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du modèle animal permettant l’obtention de sujets relativement homogènes) que 

dans les critères de jugements utilisés (composés d’analyses des fonctions 

immunologiques à un temps donné mais aussi des conséquences locales et 

systémiques des infections secondaires). L’ensemble des résultats exposés au cours 

de ce projet s’appuie sur des explorations réalisées chez des sujets (humains ou 

murins) pour lesquels l’agression septique est d’origine « communautaire » et 

relativement récente. Ces données ne sont donc pas applicables aux patients déjà 

hospitalisés depuis un certain temps admis secondairement en réanimation et 

plaident en faveur d’une sélection des patients (« communautaires uniquement ») 

afin d’évaluer les potentiels bénéfices de l’immunonutrition. Par ailleurs, bien 

qu’ayant réalisé nos expérimentations uniquement chez des sujets indemnes 

d’immunodépression préalable, les analogies entre les pathologies oncologiques et 

le sepsis suggèrent l’ampleur des bénéfices attendus chez les patients souffrant de 

pathologies hémato-cancérologiques développant un sepsis. 

 

 

La pandémie liée au SARS-COV2 : Une opportunité ? 

Au-delà du bouleversement sanitaire, la survenue de la pandémie de COVID-

19 constitue une opportunité au sein de l’exploration des mécanismes du sepsis et 

de ses perspectives thérapeutiques. Les explorations immunologiques d’une 

importante cohorte de patients relativement homogènes ont permis d’appréhender 

les mécanismes responsables de la lymphopénie caractéristique des formes sévères 

de COVID-19. Cliniciens et chercheurs ont alors précocement pu objectiver les 

nombreuses similarités entre sepsis bactérien et COVID-19. Cependant, à la 

différence d’une infection bactérienne, les traitements ayant pour but une destruction 

directe de l’agent pathogènes (antibiotiques dans les sepsis bactériens), même après 

2 années de recherches intensives, demeurent le maillon faible de l’arsenal 

thérapeutique contre le SARS-CoV-2. Découle de cette faiblesse, chez certains 

patients, la persistance d’une réplication virale et de lésions tissulaires (notamment 

pulmonaires) qui sont responsables d’un allongement du séjour de ces patients en 

unités de soins critiques et d’une augmentation de l’exposition au risque d’infections 
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nosocomiales. Ces infections sont attribuables à un large panel de pathogènes 

comportant notamment des pathogènes habituellement qualifiés d’opportunistes 

puisqu’ils ne deviennent pathogènes uniquement chez les patients dont le système 

immunitaire est sévèrement débilité (aspergilloses, mucormycoses). Si par le passé 

la mortalité attribuable à ces infections secondaires a pu être débattue, elle est 

aujourd’hui communément admise. Cette influence sur le pronostic des patients 

semble, en effet, dorénavant essentielle, a fortiori chez des patients exposés à une 

ventilation mécanique prolongée comme le sont les patients atteints de formes 

sévères de COVID-19. 

Les effets de la correction de l’hypoargininémie ont pu être approchés au cours 

de l’étude menée chez des patients atteints de COVID-19. Nous avons, en effet, 

observé une correction des défauts de prolifération lymphocytaire après 

enrichissement du milieu de culture en arginine suggérant un effet bénéfique attendu 

chez ces patients. Ces résultats nous ont ainsi amené à envisager un essai clinique 

d’immunonutrition au cours des formes sévères de COVID-19, s’appuyant sur un 

apport entéral de citrulline pendant 7 jours après l’admission en réanimation. Les 

résultats préliminaires de ce travail suggèrent une tendance à l’amélioration du score 

de défaillances d’organes (SOFA) ainsi qu’une diminution significative de la 

proportion de patients pour lesquels les PCR respiratoires détectant le SARS-CoV2 

demeuraient positives à J14 (Figure 17). Nous nous attelons actuellement à explorer 

les mécanismes de cette meilleure clairance virale.  

 

       

Figure 17. Evaluation de la clairance virale au cours du SDRA secondaire au 
SARS-CoV2 

Proportions de patients ayant des PCR respiratoires SARS-CoV2 positives à J14 
selon qu’ils aient ou non été traités par de la citrulline.  
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Conclusion et perspectives 
 
 
 
La conception des armes thérapeutiques au cours des pathologies 

néoplasiques a été bouleversée au cours des dernières décennies notamment grâce 

à l’essor de traitements visant à restaurer les fonctions immunitaires. Ces évolutions 

ont permis une amélioration drastique du pronostic des patients. Fort laisse à penser 

que le sepsis, partageant de nombreux mécanismes immunosuppresseurs avec les 

pathologies néoplasiques, pourrait également bénéficier de ce changement de 

paradigme. En effet, la stagnation des taux de mortalité au cours des états infectieux 

suggère la fin de l'ère de la quête du traitement qui éradiquera directement le 

pathogène impliqué. Nos travaux laissent entrevoir l’opportunité d’un soutien du 

système immunitaire et de la prévention du CARS.  

Outre une moindre clairance du pathogène responsable du sepsis comportant 

un risque inhérent d’aggravation de l’état du patient, nous avons pu observer que la 

susceptibilité exacerbée aux infections acquises est essentielle puisque 

fréquemment observée ainsi qu’affectant le pronostic des patients. Alors que les 

études se sont, jusqu’à présent, principalement consacrées à l’évaluation de la 

mortalité des patients septiques, l’ampleur des conséquences des infections 

secondairement acquises suggère la nécessité de considérer ces infections en tant 

que critère d’évaluation majeur des essais thérapeutiques de demain. 

Enfin la gestion uniforme du sepsis apparaît aujourd’hui moins adaptée à la 

complexité de ces patients hétérogènes. La place de l’immunonutrition au cours du 

sepsis pourra certainement s’intégrer dans une démarche de médecine 

personnalisée au cours de laquelle l’immunomonitoring de ces patients critiques joue 

un rôle essentiel. 
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Herpes simplex virus and cytomegalovirus
reactivations among severe COVID-19
patients
Pierre Le Balc’h1,2, Kieran Pinceaux1,2, Charlotte Pronier3, Philippe Seguin4, Jean-Marc Tadié1,2 and

Florian Reizine1,2*

Dear Editor,

The SARS-CoV-2 infection can lead to severe acute

respiratory distress syndrome (ARDS) with prolonged

mechanical ventilation (MV). Patients with coronavirus

disease 2019 (COVID-19) associated ARDS usually met

the diagnosis criteria for sepsis-associated immunosup-

pression as acquired infections, primarily bacterial and

fungal co-infections [1], are frequently encountered.

Such secondary infections are associated with late mor-

tality. Herpesviridae reactivation is common in non-

immunocompromised patients with prolonged MV and

could be responsible for increased mortality and longer

duration of MV in ICU [2, 3]. Although the diagnosis of

Herpesviridae pulmonary infection is challenging and

not consensual in critically ill patients, therapeutic strat-

egies are available to reduce morbidity and mortality [4].

As viral co-infections in these patients remain poorly in-

vestigated, we aimed to describe Herpesviridae pulmon-

ary reactivations in patients with COVID-19 ARDS.

Methods

We reviewed all virology results for patients admitted to

Rennes University Hospital (Rennes, France) for

COVID-19 ARDS between March 3, 2020, and April 15,

2020. SARS-CoV-2 infection was confirmed by polymer-

ase chain reaction (PCR). Patients mechanically venti-

lated longer than 7 days and who had negative PCR for

herpes simplex virus (HSV) and cytomegalovirus (CMV)

were included in the analysis. Herpes simplex virus and

cytomegalovirus replication were measured by quantita-

tive real-time PCR on tracheal aspirates twice a week for

each patient. Herpesviridae reactivation was defined as

two consecutive positive HSV or CMV PCR on tracheal

aspirates. The Mann-Whitney rank sum test was used to

compare non-parametric continuous variables, and

qualitative data were compared using Fisher’s exact test.

Statistical significance was defined as P < .05. PRISM ver-

sion 8 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) was

used to perform statistical analyses.

Results

A total of 38 patients were included. Table 1 shows the

demographic, clinical, and biological characteristics of

the included patients. The mean age was 59 years (inter-

quartile range (IQR), 54–71), and 27 (71%) were male.

Of these 38 patients, 18 (47%) presented at least one

viral pulmonary reactivation. Nine patients had HSV re-

activation alone, 2 presented CMV reactivation alone,

and 7 had co-reactivation. Herpesviridae infection was

diagnosed at a median of 9 days (IQR, 5–14). The me-

dian number of positive samples was 3 (IQR, 2–5).

Patients with Herpesviridae reactivation had signifi-

cantly longer duration of MV compared with patients

without Herpesviridae reactivation. Table 2 shows out-

comes of patients according to Herpesviridae reactiva-

tion status.

Discussion

Our findings suggest that Herpesviridae reactivations are

frequent in patients with COVID-19 ARDS, with higher

rates than those described in previous studies performed

in critically ill patients [2, 3]. This result was expected

since severe forms of COVID-19 ARDS are associated
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Table 1 ARDS COVID patient’s characteristics at ICU admission

All patients (n = 38) No Herpesviridae reactivation (n = 20) Herpesviridae reactivation (n = 18) P value

Demographic characteristics

Age, years 59 (54–71) 57 (48–69) 64 (55–72) 0.07

Sex

Men 27 (71) 15 (75) 12 (67) > 0.99

Women 11 (29) 5 (25) 6 (33)

BMI 24 (24–31) 27 (23–27) 26.9 (24–29) 0.78

Current smoking 2 (5) 1 (5) 1 (5) 0.94

Coexisting conditions

Any 19 (50) 10 (50) 9 (50) > 0.99

Diabetes 15 (40.5) 7 (35) 8 (44) 0.55

Cancer 3 (8) 2 (10) 1 (5) > 0.99

Clinical and biological baseline characteristics

White blood cell count (109/L) 10.1 (3.4–13) 7.8 (6–10.4) 11.2 (7.3–13.2) 0.07

Lymphocyte count (109/L) 0.74 (0.59–1.04) 0.79 (0.53–1.06) 0.83 (0.7–1.23) 0.29

Ratio of PaO2 to FiO2 106 (95–170) 90 (69–142) 116 (90–147) 0.15

SAPS II score on day 1 42 (31–58) 39 (29–61) 42 (33–55) 0.65

SOFA score on day 1 3 (2–7) 7 (2–9) 3 (2–7) 0.81

Data are presented as median (IQR: interquartiles), n (%). P values comparing the Herpesviridae reactivation and no Herpesviridae reactivation groups are tested by

the Mann-Whitney (continuous variables) or Fisher’s exact test (categorical variables)

Abbreviations: BMI body mass index, ICU intensive care unit, PaO2 arterial oxygen tension, FiO2 fraction of inspired oxygen, SAPS II Simplified Acute Physiology

Score, SOFA Sequential Organ Failure Assessment

Table 2 Treatments and clinical course of COVID-19 patients according to Herpesviridae status

All patients (n = 38) No Herpesviridae reactivation (n = 20) Herpesviridae reactivation (n = 18) P value

Antibiotics 38 (100) 20 (100) 18 (100) 0.99

Antiviral 32 (84) 16 (80) 16 (89) 0.66

Steroids 12 (32) 4 (20) 8 (44) 0.16

ECMO 3 (8) 1 (5) 2 (11) 0.49

Duration of NMB infusion 6 (3–11) 5 (3–8) 6 (3–11) 0.73

Renal replacement therapy 9 (24) 5 (25) 4 (22) 0.99

Prone positioning ventilation 21 (55) 11 (52) 10 (56) 0.24

Duration of mechanical ventilation 18 (13–25) 9 (6–14) 23 (18–39) 0.0001

Ventilator-free days at day 28 8 (0–15) 14 (7–20) 2 (0–3) 0.0008

Ratio of PaO2 to FiO2 on day 7 193 (135–248) 212 (160–260) 178 (135–195) 0.04

Ratio of PaO2 to FiO2 on day 14 216 (174–308) 280 (222–401) 186 (114–233) 0.01

SOFA score on day 7 7 (5–11) 7 (5–10) 10 (6–11) 0.19

SOFA score on day 14 7 (2–10) 3 (1–10) 7 (2–10) 0.39

Bacterial VAP 9 (24) 3 (15) 6 (33) 0.18

ICU length of stay 23 (16–34) 16 (12–24) 29 (24–47) 0.0001

Death in ICU 4 (10.5) 2 (10) 2 (11) 0.99

Data are presented as median (IQR: interquartiles), n (%). P values comparing the Herpesviridae reactivation and no Herpesviridae reactivation groups are tested by

the Mann-Whitney (continuous variables) or Fisher’s exact test (categorical variables)

Abbreviations: ECMO extracorporeal membrane oxygenation, NMB neuromuscular blockade, PaO2 arterial oxygen tension, FiO2 fraction of inspired oxygen, SOFA

Sequential Organ Failure Assessment, VAP ventilator-associated pneumonia, ICU intensive care unit
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with biological and clinical markers of acquired im-

munosuppression such as lymphopenia [1]. This state of

immunodeficiency probably plays a role in the occur-

rence of viral reactivations.

Among the most frequent risk factors for CMV and

HSV reactivation in the ICU patients, sepsis and pro-

longed MV have been described in several studies [5, 6].

COVID-19 patients develop typical clinical and bio-

logical manifestations of septic shock [1]. There is no

clear evidence that Herpesviridae reactivations induce

difficulties to wean patients from MV nor increase the

length of stay in COVID-19 patients, and our sample

size did not allow us to perform a multivariate analysis.

Larger studies are needed to explore such association.

However, previous observational studies [5, 6] showed

that Herpesviridae detection in the lower respiratory

tract is associated with poorer outcomes.

Finally, our results suggest that SARS-CoV-2 infection

could be a risk factor for Herpesviridae reactivation.

Rapid identification of these co-infections seems war-

ranted as it may impact the prognosis of infected pa-

tients. However, the direct consequences and the

usefulness of antiviral treatments for these Herpesviridae

infections remain factors that deserve to be investigated.
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Abstract: Invasive pulmonary aspergillosis (IPA) in intensive care unit patients is a major concern.

Influenza-associated acute respiratory distress syndrome (ARDS) and severe COVID-19 patients

are both at risk of developing invasive fungal diseases. We used the new international definitions

of influenza-associated pulmonary aspergillosis (IAPA) and COVID-19-associated pulmonary as-

pergillosis (CAPA) to compare the demographic, clinical, biological, and radiological aspects of IAPA

and CAPA in a monocentric retrospective study. A total of 120 patients were included, 71 with

influenza and 49 with COVID-19-associated ARDS. Among them, 27 fulfilled the newly published cri-

teria of IPA: 17/71 IAPA (23.9%) and 10/49 CAPA (20.4%). Kaplan–Meier curves showed significantly

higher 90-day mortality for IPA patients overall (p = 0.032), whereas mortality did not differ between

CAPA and IAPA patients. Radiological findings showed differences between IAPA and CAPA, with

a higher proportion of features suggestive of IPA during IAPA. Lastly, a wide proportion of IPA

patients had low plasma voriconazole concentrations with a higher delay to reach concentrations >

2 mg/L in CAPA vs. IAPA patients (p = 0.045). Severe COVID-19 and influenza patients appeared

very similar in terms of prevalence of IPA and outcome. The dramatic consequences on the patients’

prognosis emphasize the need for a better awareness in these particular populations.

Keywords: COVID-19; influenza; pulmonary aspergillosis; CAPA; IAPA; corticosteroids; acute

respiratory distress syndrome; CT-scan; voriconazole; therapeutic drug monitoring

1. Introduction

Invasive pulmonary aspergillosis (IPA) has been mainly described in patients with
severe neutrophil dysfunction, especially those with prolonged neutropenia [1]. Increasing
evidence shows that critically ill patients are at risk of IPA [2–4]. Risk factors for IPA
development in these critical patients are heterogeneous. Lower respiratory tract impair-
ment, prolonged mechanical ventilation, corticosteroid administration, or immunological
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dysfunction are often involved [2]. The diversity of the patient backgrounds is reflected by
their clinical and biological presentation and thus the criteria that should be used for case
definition. Generic consensus definitions, such as those of the European Organization for
Research and Treatment of Cancer/Mycosis Study Group Education and Research Con-
sortium (EORTC/MSGERC) or the AspICU [1,3,5], are sometimes not adapted to specific
groups of patients [6].

Influenza-associated pulmonary aspergillosis (IAPA) is an emerging complication of
influenza infection, often associated with Aspergillus tracheobronchitis [7], that markedly
increases influenza-associated mortality [8]. Commonly recognized elements of IAPA
include epithelial damage, NADPH-oxidase impairment and the modulation of immune
function directly due to the virus, although the pathogenesis is still unclear [7]. IAPA cases
exhibit atypical clinical features, which influence the results of diagnostic tests, such as
broncho-alveolar lavage (BAL) and serum galactomannan (GM) or respiratory sample
culture, as well as atypical radiological features [7]. This led to the recent proposition
of new criteria for IAPA case definition in intensive care unit (ICU) patients [7]. Unlike
IPA observed in immunocompromised patients, the radiological patterns of acute respi-
ratory distress syndrome (ARDS) patients are much more difficult to interpret and the
particularities of IPA imaging in these situations have thus far been only poorly evaluated.

The background of patients suffering from Coronavirus Disease 2019 (COVID-19) also
appears to be highly compatible with the occurrence of IPA [9]. ICU patients admitted
for severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) and influenza virus
infections share specific features, commonly described to increase the risk for ventilator
associated pneumonia [10] and particularly fungal diseases including ARDS, possible
corticosteroid administration, and systemic dysregulation of immune function [11]. The
incidence of COVID-19-associated pulmonary aspergillosis (CAPA) in ICU patients varies
according to the major national cohorts from the United Kingdom (14.1%), Italy (27.7%),
Germany (26.3%), the Netherlands (19.4%), and France (National MYCOVID clinical trial:
19.6% probable and possible CAPA) [12–16] and are similar to the rate of IAPA observed
in ICU cohorts (19%) from Belgium and the Netherlands [8]. Nevertheless, the situation
appears not to be strictly transposable between the two co-infections, as, for example,
Aspergillus tracheobronchitis is not commonly described in CAPA and serum GM is much
less frequently positive in CAPA than IAPA [1,7]. However, a more accurate comparison
between CAPA and IAPA has until recently been difficult due to the absence of a clear
CAPA case definition, as highlighted by some authors [15].

The recently published CAPA case definition [17] has made it possible to compare
patients suffering from IAPA and CAPA. This will improve our epidemiological knowledge
concerning CAPA, which is still incomplete, and represents the first step towards improving
the management of the COVID-19-associated fungal risk [18,19]. In this monocentric
retrospective study, we aimed to compare the demographic, clinical, radiological, and
biological features and outcomes of IAPA and CAPA cases in ICU applying the recently
proposed case definitions of CAPA.

2. Methods

2.1. Populations

All patients who were admitted from 20 September 2009 to 8 February 2020 to the
ICUs of the Rennes University Hospital for influenza-associated ARDS and underwent
a mycological analysis of BAL, tracheal aspirate, or sputum were included in the study
as “influenza patients” (n = 71). All patients who were admitted to the same unit for
COVID-19 from 3 March to 9 September 2020 were included as “COVID-19 patients”
(n = 49). The COVID-19 patients were strictly monitored for fungal infections twice weekly
based on tracheal aspirates, as detailed in a previous publication [20]. Influenza infection
and COVID-19 were confirmed by RT-PCR of respiratory samples or nasopharyngeal
swabs using the Influenza A/B r-geneTM (Argene®, bioMérieux, Marcy-l’Etoile, France)
and TaqPath™ COVID-19 (Thermo Fisher Scientific, Illkirch-Grafenstaden, France) assays.
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ARDS was defined according to international guidelines [21]. Epidemiological and clinical
data were collected during hospitalization. A blood count and biochemical check-up,
including the measurement of creatinine levels, were performed at the beginning of the
hospitalization for each patient. For statistical analysis, patients were classified following
the AspICU [3], IAPA [7], and CAPA [17] criteria when specified. Data presented in tables
and figures were extracted from each patient’s medical records. The simplified acute
physiology score (SAPS) II was assessed within 24 h following ICU admission and the
Sepsis-Related Organ Failure Assessment (SOFA) score was calculated on days 1 and 5.
This study conforms to the principles outlined in the Declaration of Helsinki and was
approved by the institutional ethics board of Rennes University Hospital, France (N 20-56).

2.2. Detection of Aspergillus in Respiratory Samples by Culture and PCR

Fungal culture was performed from respiratory samples in Sabouraud-Chloramphenicol
media, inoculated with 100 µL of pellets, and incubated for seven days at 30 �C and 37 �C.
Aspergillus isolates were identified at the genus level based on microscopic features. As-
pergillus fungi were then identified at the species level by MALDI-ToF mass spectrom-
etry after fungal colony extraction [22] using a MALDI Biotyper device (Bruker France,
Marne-la-Vallée, France) and the Mass Spectrometry Identification (MSI) database for the
identification of fungi [23].

The molecular detection of Aspergillus was also performed on respiratory samples after
DNA extraction. Briefly, 200 µL of a BAL pellet or other liquefied respiratory samples were
first incubated overnight at 56 �C with proteinase K (Qiagen France, Les Ulis, France). DNA
was then extracted using the manual QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen) or the automated
EZ1 Advanced XL system (Qiagen) using the EZ1 DSP Virus Kit (Qiagen). Aspergillus
qPCR assays were performed as previously described, targeting either an Aspergillus
mitochondrial gene or an Aspergillus 28S rDNA region [24], depending on the period
of inclusion.

2.3. Detection of Aspergillus Galactomannan (GM) in Blood and Respiratory Samples

GM measurement was performed in serum with an index cutoff > 0.5 and in BAL
with an index cutoff > 1 using the Platelia GM Aspergillus assay (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France) following the manufacturer’s recommendations. GM detection in non-
bronchoscopic lavage respiratory samples was performed using the sōna Aspergillus lateral
flow assay (LFA) (IMMY diagnostics, OK, USA), following the manufacturer’s recommen-
dations, due to the biological hazard for laboratory workers. Quantitative results were
obtained by reading the LFA with the sōna cube reader (IMMY diagnostics).

2.4. Imaging

Chest computed tomography (CT) scans of patients who developed IPA were analyzed
by a senior radiologist who was blinded to the IAPA or CAPA status. The following items
were categorized as absent or present as generally reported in the literature: diffuse reticular
or alveolar opacities, wedge-shaped segmental or lobar consolidation, well-circumscribed
nodules, halo signs, cavitation, air crescent signs, tree in bud, bronchial wall thickening,
and pleural effusion [1,3,7].

2.5. Therapeutic Drug Monitoring

Among patients treated with voriconazole, therapeutic drug monitoring was per-
formed after the initiation of this treatment. A plasmatic voriconazole trough concentration
(VTC) target between 2 and 6 mg/L was recommended as a voriconazole therapeutic range
in ICU IPA patients [25].

Trough concentrations (=Cmin), defined as concentrations measured 12 ± 2 h after
voriconazole administration, were measured from day 3 after the beginning of the treat-
ment, after achievement of steady-state. Blood samples were centrifuged at 3200⇥ g for
10 min, and then stored at �20 �C prior to being assayed. Voriconazole plasma concentra-
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tions were determined using a validated liquid chromatography tandem mass spectrometry
assay. The linearity range of the assay extends from 0.1 to 12 mg/L.

2.6. Statistical Analysis

Demographic and clinical characteristics of patients are presented as numbers and
percentages for categorical variables and medians and interquartile ranges (IQR, 25–75%)
for continuous variables. The Mann–Whitney U test was used for quantitative data and
qualitative data were compared using the Chi-square or Fisher test, as appropriate. Survival
curves were constructed until day 90 from the diagnosis of ARDS using the Kaplan–Meier
method and were compared using the log rank test. Two-sided tests were performed and
reached statistical significance when the p-value was <0.05.

All statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8.4 (GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA) and R Statistical Software 3.5.2 (R Foundation for Statistical Computing,
Vienna, Austria).

3. Results

Overall, 120 patients were included in the study, 71 admitted for severe influenza and
49 for severe COVID-19. Among them, 27 (22.5%) presented with COVID-19- (CAPA) and
Influenza- (IAPA) associated pulmonary aspergillosis. Among the 10/49 (20.4%) CAPA
patients, four were probable CAPA and six possible CAPA according to the most recent
consensual definitions by Koehler et al. [17]. Among the 17/71 (23.9%) IAPA patients, 13
fulfilled the definitions by Verweij et al. [7] and four the definitions by Blot et al. [3]. A com-
parative analysis of these two groups of IAPA patients showed no significant differences in
terms of background, severity, or outcome. Thus, we considered all 17 patients to constitute
the same IAPA group during this study. The IAPA diagnosis was based on at least one
positive GM result for the serum (n = 7/17, 41.1%) and/or BAL (n = 10/17 patients, 58.8%)
and/or a fungal culture of A. fumigatus from respiratory samples (n = 15/17, 88.2%). The
CAPA diagnosis was based on at least one positive GM result for serum (n = 3/10, 30%)
and/or an A. fumigatus-positive culture from a non-bronchoscopic lavage (n = 9/10 patients,
90%) and/or combined positivity of GM and A. fumigatus PCR in non-bronchoscopic lavage
(n = 1/10, 10%). Mycological arguments that allowed the IPA classification are presented
for each patient in Table S1.

Demographic and admission characteristics of the patients according to their as-
pergillosis status are summarized in Table 1. The median age was 59 years and 80 (66%) of
120 patients were men. There were no significant differences in demographic or admission
characteristics between patients with and without IPA. CAPA patients were significantly
older than IAPA patients (mean ages 72 and 58 years, p = 0.036). The proportion of im-
munosuppressed patients was numerically higher among patients with IPA (37%, 10/27)
than those without (20%, 19/93), but the difference did not reach statistical significance
(p = 0.076). Similarly, the frequency of immunosuppressed patients was lower among
CAPA patients (20%) than IAPA patients (47.1%) without reaching statistical difference.
Among recognized risk factors for IPA, solid cancers and hematological malignancies were
observed for 25.9% of IPA patients and 12.9% of patients without IPA (p = 0.13). A summary
of reported cases is presented in Table S2. The frequency of patients with neoplasia was
lower in CAPA (10%) than IAPA patients (35.3%), without reaching statistical difference.

The biological data at ICU admission are summarized in Table 1 and show that the
CAPA patients were globally less severely ill than the IAPA patients. The SOFA score on
day 1 was significantly lower for CAPA than IAPA patients (p = 0.012). Survival analysis at
day 90 showed higher mortality among all IPA patients (p = 0.042), whereas mortality did
not differ between those with CAPA and IAPA (Figure 1).
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Table 1. Characteristics of patients according to aspergillosis status.

All Patients
(n = 120)

All
Aspergillosis

Patients (n = 27)

Non
Aspergillosis

Patients (n = 93)
p Value

IAPA
(n = 17)

CAPA
(n = 10) p Value

Baseline characteristics

Age (years) 59 (52–67) 60 (52–69) 59 (52–67) 0.54 58 (52–63) 72 (57–77) 0.036
Male sex 80 (66.4%) 17 (63%) 63 (67.7%) 0.21 11 (64.7%) 6 (60.0%) >0.99

Current smoking 31 (26%) 10 (37%) 21 (22.6%) 0.13 9 (52.9%) 1 (10.0%) 0.12
Obesity 20 (16.6%) 4 (15.4%) 30 (32.3%) 0.09 3 (17.6%) 1 (10.0%) >0.99
Diabetes 33 (27.5%) 4 (14.8%) 29 (31.2%) 0.14 2 (11.8%) 2 (20.0%) 0.61

Alcoholism 20 (16.6%) 6 (22.2%) 14 (15.1%) 0.39 5 (29.4%) 1 (10.0%) 0.36
Immunodepression

(including
neoplasia)

29 (24.1%) 10 (37%) 19 (20.4%) 0.12 8 (47.1%) 2 (20.0%) 0.23

Neoplasia 19 (15.8%) 7 (25.9%) 12 (12.9%) 0.13 6 (35.3%) 1 (10.0%) 0.2
- Solid cancer 3 (2.5%) 1 (3.7%) 2 (2.2%) 0.53 1 (5.9%) 0 (0.0%) >0.99

- HM 16 (13.3%) 6 (22.2%) 10 (10.7%) 0.19 5 (29.4%) 1 (10.0%) 0.36

Chronic
obstructive
pulmonary

disease

17 (14.2%) 6 (22.2%) 11 (11.8%) 0.17 6 (35.3%) 0 (0.0%) 0.057

Chronic kidney
disease

10 (8.3%) 2 (7.4%) 8 (8.6%) >0.99 1 (5.9%) 1 (10.0%) >0.99

Cirrhosis 8 (6.7%) 4 (14.8%) 4 (4.3%) 0.07 4 (23.5%) 0 (0.0%) 0.26
ARDS etiology

NA NA NA- Influenza 71 (59.2%) 17 (63%) 54 (58.1%)
0.65- COVID-19 49 (40.8%) 10 (37%) 39 (41.9%)

Clinical and biological admission ICU data

Neutrophil

(109/L)
6.9 (3.9–11.4) 8.2 (3.8–13.2) 6.9 (4.1–11) 0.67 8.0

(3.6–17.7)
8.5

(4.1–11.0) 0.72

Lymphocyte

(109/L)
0.56 (0.32–0.87) 0.54 (0.36–0.72) 0.59 (0.32–0.93) 0.44 0.38

(0.29–0.55)
0.83

(0.72–0.92) <0.0001

Ratio of PaO2 to
FiO2 on day 1 98 (67–147) 98 (74–143) 105 (67–148) 0.96 86 (69–98)

143
(109–154) 0.01

SAPS II score on
day 1 44 (35–61) 48 (36–64) 43 (34–60) 0.22 58 (42–64) 40 (34–68) 0.48

SOFA score on
day 1 8 (5–10) 9 (5–12) 7 (4–10) 0.19 10 (7–13) 5 (2–8) 0.012

Clinical course data

Duration of
mechanical

ventilation (days)
18 (11–27) 23 (17–40) 17 (9–25) 0.038 23 (16–49) 23 (19–30) 0.56

ECMO 45 (37.5%) 13 (48.1%) 32 (34.4%) 0.19 12 (70.6%) 1 (10.0%) 0.004
SOFA score on

day 5 8 (6–12) 11 (7–14) 7 (5–11) 0.003 10 (6–14) 12 (8–13) 0.83

RRT use 37 (30.8%) 13 (48.1%) 24 (25.8%) 0.027 8 (47.1%) 5 (50.0%) >0.99
Corticosteroids

use 55 (45.8%) 19 (70.4%) 36 (38.7%) 0.004 12 (70.6%) 7 (70.0%) >0.99

- before day 7 45 (81.8%) 16 (84.2%) 29 (80.6%) 0.008 12 (100%) 4 (57.1%) 0.22
- after day 7 10 (18.2%) 3 (15.8%) 7 (19.4%) 0.14 0 (0.0%) 3 (42.9%) 0.04

ICU length of stay
(days)

22 (12–33) 25 (19–48) 19 (12–30) 0.044 29 (12–48) 24 (22–29) 0.97

Death in the ICU 28 (23.3%) 9 (33.3%) 19 (20.4%) 0.16 6 (35.3%) 3 (30.0%) >0.99
90-day survival 89 (74.2%) 16 (59.3%) 74 (79.6%) 0.032 9 (52.9%) 7 (70.0%) 0.44

Death in hospital 31 (25.8%) 12 (44.4%) 19 (20.4%) 0.012 8 (47.1%) 4 (40.0%) 0.45

Data are presented as medians (IQR: interquartiles) or n (%). p values comparing the invasive aspergillosis vs. no aspergillosis groups
and IAPA vs. CAPA were calculated using Mann–Whitney (continuous variables) and Fisher or Chi2 tests when appropriate (categorical
variables). AKI: acute kidney injury, PaO2: arterial oxygen partial pressure, SAPS II: Simplified Acute Physiology Score I, SOFA: Sequential
Organ Failure Assessment, HM: hematological malignancies, COVID-19: Coronavirus Disease 2019, ECMO: extracorporeal membrane
oxygenation; PaO2: arterial oxygen tension; FiO2: fraction of inspired oxygen; RRT: renal replacement therapy; ICU: intensive care unit; -
among neoplasia.
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Figure 1. Cumulative 90-day mortality from admission to the intensive care unit in the whole population (Top) and among

CAPA and IAPA patients (Below).

In this cohort, the duration of mechanical ventilation was higher for patients with
IPA (23 days [IQR 17–40] than those without (17 days [IQR 9–25], p = 0.038) (Table 1).
Renal replacement therapy was more frequent for IPA patients (p = 0.027) and supportive
therapy by extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) was less frequent for CAPA
than IAPA patients (p = 0.004). Patients who developed IPA were more frequently treated by
corticosteroids (70.4% vs. 38.7%, p = 0.004) and the frequency of such treatment was similar
for the CAPA and IAPA groups. The median ICU length of stay was longer for IPA patients
(25 days [IQR 19–48] vs. 19 days [IQR 12–30], p = 0.04). Finally, survival at 90 days after
ICU admission was 59.3% for those with IPA and 79.6% for those without an Aspergillus
infection (p = 0.032). Assessment of clinical and laboratory features at IPA diagnosis is
presented in Table 2. Of note, a trend pointing towards a longer median interval between
ICU admission and IPA diagnosis in CAPA (6 days [IQR 3–13]) was observed compared to
IAPA patients (3 days [IQR 2–5]; p = 0.14). Among patients treated by voriconazole, CAPA
patients experienced a trend towards a longer time to reach therapeutic range (VTC target:
2–6 mg/L) (7 days [IQR 6–32] vs. 4 days [2–8], p = 0.096). Therapeutic drug monitoring
of these patients showed a higher proportion of CAPA patients that obtained a delayed
voriconazole therapeutic range since at day 5 after the initiation of voriconazole, 83.3% of
CAPA patients and 33.3% of IAPA patients remained with a voriconazole dosage under
2 mg/L (p = 0.045). Similarly VTC appeared to be lower in CAPA patients (2.2 mg/L [IQR
1.1–4.4] vs. 3.9 mg/L [IQR 2–5.7]; p = 0.01).
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Table 2. Clinical and biological characteristics at CAPA and IAPA diagnosis.

All Aspergillosis
Patients (n = 27)

IAPA (n = 17) CAPA (n = 10) p Value

Temperature (�C) 38.2 (38.0–39.0) 38.0 (37.8–38.8) 38.9 (38.1–39.0) 0.19
Systolic pressure (mmHg) 92 (81–102) 92 (85–102) 90 (78–101) 0.95

Neutrophil count (109/L) 9.6 (4.5–16.5) 13.2 (5.5–19.5) 7.6 (4.0–10.3) 0.18

Lymphocyte count (109/L) 0.72 (0.51–1.03) 0.80 (0.50–1.22) 0.72 (0.55–0.80) 0.56
Ratio of PaO2 to FiO2 134 (102–179) 108 (86–165) 162 (147–208) 0.04

Septic shock 17 (63.0%) 12 (70.6%) 5 (50.0%) 0.41
Need for vasopressors 19 (70.4%) 12 (70.6%) 7 (70.0%) >0.99

Delay between admission and aspergillosis
onset (days)

4 (2–8) 3 (2–5) 6 (3–13) 0.14

Mechanical ventilation duration after
aspergillosis onset (days)

20 (9–36) 22 (8–46) 17 (11–23) 0.64

Antifungal therapy 25 (92.6%) 17 (100%) 8 (80%) 0.13
Time to VCZ therapeutic range (days) * 6 (4–9) 4 (2–8) 7 (6–32) 0.096

Delayed VCZ therapeutic range (>5 days) * 9/18 (50%) 4/12 (33.3%) 5/6 (83.3%) 0.045
VTC (mg/L) * 2.8 (1.5–5) 3.9 (2–5.7) 2.2 (1.1–4.4) 0.01

VTC min (mg/L) * 1.6 (0.5–3.8) 3.5 (1–5) 0.8 (0.2–0.8) 0.038
VTC max (mg/L) * 5.8 (4.5–7.2) 6.1 (5.4–7.6) 5.2 (3–7) 0.23

Antifungal treatment duration (days) 42 (14–42) 17 (14–47) 42 (37–42) 0.49

Data are presented as medians (IQR: interquartiles) or n (%). p values comparing IAPA vs. CAPA were calculated using Mann–Whitney
(continuous variables) and Fisher or Chi2 tests when appropriate (categorical variables). IAPA: Influenza Associated Pulmonary Aspergillo-
sis; CAPA: COVID-19 Associated Pulmonary Aspergillosis; PaO2: arterial oxygen partial pressure; FiO2: Fraction of inspired Oxygen; VCZ:
Voriconazole; VTC: Voriconazole Trough Concentration. * Among IPA patients, 19 were treated by voriconazole alone and 18 of them were
performed a watchful therapeutic drug monitoring, two patients were treated by isavuconazole, two others by voriconazole which was
switched for isavuconazole, one by voriconazole plus amphotericin B, and finally two patients did not receive any antifungal treatment.
The data concerning TDM monitoring displayed in this table are based on the results of the 18 patients who only received voriconazole and
for whom frequent monitoring could be performed.

Chest CT scans were performed for 24 of 27 patients between eight days before and
12 days after IPA diagnosis. Lung parenchyma abnormalities were present in all patients
(Table 3). A lower proportion of well-circumscribed nodules, tree-in bud, and bronchial
wall thickening was observed for CAPA than IAPA patients (0% vs. 42.9% [p = 0.024]
for well-circumscribed nodules, 0% vs. 50% [p = 0.014] for tree in bud, and 10% vs. 57%
[p = 0.03] for bronchial wall thickening). These different aspects are presented in Figure 2
and the comparison of CT-scan features of CAPA patients at admission and at diagnosis is
presented in Table S3.

Table 3. CT-scan analysis of IAPA and CAPA patients.

All Aspergillosis
Patients (n = 24)

IAPA (n = 14) CAPA (n = 10) p Value

Delay between ICU admission and CT scan 10 (4–15) 9 (4–15) 10 (3–15) 0.99
Delay between IPA diagnosis and CT scan 5 (0–9) 4 (0–9) 7 (0–9) 0.75

Diffuse reticular or alveolar opacities 24 (100%) 14 (100%) 10 (100%) 0.99
Wedge-shaped segmental or lobar

consolidation
17 (70.8%) 10 (71.4%) 7 (70.0%) 0.99

Well-circumscribed nodule(s) 6 (25.0%) 6 (42.9%) 0 (0.0%) 0.024
Halo sign 3 (12.5%) 2 (14.3%) 1 (10.0%) 0.68
Cavitation 5 (20.8%) 5 (35.7%) 0 (0.0%) 0.053

Air-crescent sign 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.99
Tree in bud 7 (29.2%) 7 (50.0%) 0 (0.0%) 0.019

Bronchial wall thickening 8 (33.3%) 8 (57.1%) 1 (10.0%) 0.03
Pleural effusion 9 (37.5%) 5 (35.7%) 4 (40.0%) 0.99

Data are presented as n (%). p values comparing influenza associated pulmonary aspergillosis (IAPA) vs. COVID-19 associated pulmonary
aspergillosis (CAPA). IAPA and CAPA groups were tested using Fisher’s exact test (categorical variables). CT-scan: computerized-
tomography scanner.
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Figure 2. Chest CT-scan of LAPA and CAPA patients. Chest CT scans in the axial plane (lung window: W1600/L-500 HU)

of three patients with LAPA (A–C) and three patients with CAPA (D–F). Typical CT findings in LAPA are unilateral or

bilateral areas of consolidation with air bronchogram (A,B), cavity formation (asterisks), tree in bud (white arrowheads),

bronchial wall thickening (white arrow), or occasionally nodules with halo signs (C, black arrows). Patients with CAPA

may exhibit non-specific CT findings, such as bilateral areas of ground-glass opacity and/or crazy paving (D), extensive

consolidations areas associated with peripheral traction bronchiectasis (E, black arrowheads), or, more rarely, unilateral

consolidation areas (F). Despite not being very specific for a SARS COV2 infection, findings observed in (D,E) pictures can

be seen frequently in severe COVID-19 patients.

Finally, a summary of similarities and differences between CAPA and IAPA are
presented in Table 4.
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Table 4. Summary of similarities and differences between CAPA and IAPA.

Similarities between CAPA and IAPA Differences between CAPA and IAPA

• Prevalence of IPA between COVID-19 and
influenza-associated ARDS

• Background of patients
• Similar clinical courses in ICU with a trend for a longer

median interval between ICU admission and IPA
diagnosis in CAPA

• Higher mortality than for patients without IPA among
both CAPA and IAPA patients

• Higher proportion of older patients among CAPA patients
• Lower day 1 SOFA score in CAPA patients
• Higher ratio of PaO2 to FiO2 in CAPA patients
• Lower proportion of ECMO among CAPA patients
• Therapeutic drug monitoring of voriconazole more

challenging for CAPA patients
• Lower proportion of patients presenting radiological

features suggestive of IPA among CAPA patients

4. Discussion

In this single-center study, 22.5% of patients admitted to the ICU for a severe viral infec-
tion, such as COVID-19 (20.4%) or Influenza pneumonia (23.9%), developed IPA. A similar
prevalence of IPA in ICU patients was observed in the two major representative series
of severe influenza (19.2% in a Dutch-Belgian multicenter study on 432 patients, [8]) and
COVID-19 patients (19.6% probable and possible CAPA in a French multicenter prospec-
tive study with 509 patients included [16]). Secondary fungal infections may have had an
impact on the prognosis for these patients, as the mortality rate, duration of mechanical
ventilation, and ICU length of stay were associated with the occurrence of IPA. To date,
only limited data are available on the comparison of IAPA and CAPA. In-hospital death
occurred for 47.1% and 40% of patients with IAPA and CAPA, respectively, vs. 20.4%
for patients without aspergillosis. Such a high mortality rate has already been observed
for IAPA vs. non IAPA ICU patients (51% vs. 28%, respectively, [26]). Bartoletti et al.,
among others, have reported similar mortality rates of 44% for CAPA patients vs. 19% for
non-CAPA patients during the COVID-19 pandemic [13]. Although the median age was
significantly higher for CAPA than IAPA patients, other demographic data and charac-
teristics of the patients at IPA diagnosis were comparable between the two populations.
Among them, immunosuppression was not statistically significantly different, but 47.1% of
IAPA patients were immunosuppressed vs. 20% of CAPA patients. Concerning biological
data, lymphopenia, the PaO2 to FiO2 ratio on day 1, and the SOFA score on day 1 were less
severe for the CAPA than IAPA patients.

IPA diagnosis in non-neutropenic ICU patients is challenging, as the clinical and
radiological features of IPA are not specific and can be affected by underlying conditions.
The radiological criteria of pulmonary mold diseases were recently revised in the consensus
definitions for invasive fungal disease [1]. The authors proposed to add a new more
sensitive item, defined as wedge-shaped lobar or segmental consolidation, to the classical
CT criteria (solid nodule, halo sign, cavitation, air-crescent sign). These updated criteria
were validated in a recent cohort analysis in which nodule and/or consolidation patterns
were observed in more than 98% of IPA patients, irrespective of their neutrophil status [27].
Nodule and consolidation patterns were present, alone or together, in our study in 83% of
cases (93% of IAPA and 70% of CAPA). Of note, although these updated criteria increase the
sensitivity of CT for the detection of aspergillosis, they concurrently decrease its specificity,
and there is currently no CT sign that is both sensitive and specific for aspergillosis. In the
present study, although radiological findings were generally considered to not be suggestive
of IPA during ARDS, a meticulous analysis showed several interesting differences between
the images, with well-circumscribed nodules, tree in bud, and bronchial wall thickening,
which were observed significantly more frequently in IAPA patients than CAPA patients.
Otherwise, the timing of imaging may also affect the sensitivity of such tools regarding IPA
diagnosis. It may be useful to perform new CT scans after the diagnosis of IPA in order to
increase the sensitivity.

Because of these non-specific features, mycological testing is of great value for the
screening of IPA in these patients. Compared to the AspICU classification, the main
advance of the new consensual IAPA and CAPA definitions is to fine-tune criteria and
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tools for respiratory samples. In the IAPA definition according to Verweij et al., posi-
tive tracheal aspirates and even positive sputum cultures are criteria for probable IAPA,
depending on the clinical presentation [28], and pulmonary or cavitating infiltrates [7].
Concerning CAPA, PCR and GM detection in respiratory samples are now included in the
definition by Koehler et al. and although positive BAL is a criterion for probable CAPA,
non-bronchoscopic respiratory samples are criteria for possible CAPA. The severity and
clinical outcome of IAPA and CAPA from this series relative to that of other ICU patients
highlights the relevance of these new definitions.

These specific conditions suggest that IPA is likely to be underdiagnosed in ARDS pop-
ulations [4], whereas recent evidence has suggested that critically ill patients, in particular
both severe influenza and COVID-19 patients, are populations at risk of IPA. Several mech-
anisms that may facilitate fungal infection have been identified, such as sepsis-induced
systemic immunosuppression due to severe influenza virus or SARS-CoV-2 infection [29].
Several recent studies reported profound lymphopenia in severe COVID-19 associated with
the expansion of myeloid derived suppressor cells, which may promote the acquisition
of secondary infections, as illustrated by the large proportion of COVID-19 patients that
develop respiratory reactivation of Herpes virus [30]. On the other hand, alveolar damage,
dysfunction of mucociliary clearance, and local immune disorders due to COVID-19 or
severe influenza pneumonia may also be key mechanisms involved in fungal invasion [8].
Finally, recent therapeutic strategies have emerged worldwide during the first months of
COVID-19 pandemic with the aim of reducing inpatient mortality, such as corticosteroids,
new antiviral drugs, or biotherapies. The recent RECOVERY trial [31] has positioned
corticosteroids as first-line therapeutic agents, with a demonstrated improvement of pa-
tient prognosis. Although such improvement with low-dose corticosteroids (i.e., 6 mg of
dexamethasone per day for 10 days) should be highlighted, we observed a significant asso-
ciation between corticosteroid use and the occurrence of IPA. Cohort studies have already
demonstrated that corticosteroids increase the risk of IPA in severe influenza patients [11],
emphasizing the need for enhanced awareness of IPA in these patients. Drug-drug inter-
actions also arise in this context. Dexamethasone was widely used in CAPA patients and
induces CYP2C9, which could decrease the VTC [32]. Thus, therapeutic drug monitoring
is a cornerstone for patient management, as we faced low concentrations of voriconazole
in this series with a significant delay to reach the optimal therapeutic range in CAPA vs.
IAPA patients. Since we faced difficulties reaching voriconazole therapeutic concentrations
in CAPA patients, the use of alternative antifungal treatments such as isavuconazole or
posaconazole could be envisaged in this specific population [33,34].

Our study had several limitations, including the sample size, which prevented multi-
variate analysis. Furthermore, during the first wave of the COVID-19 pandemic, broncho-
scopic explorations were considered as a source of exposure to SARS-CoV-2 for physicians
due to the risk of the aerosolization during this procedure. Thus, we performed such
investigations less frequently in COVID-19 patients; this risk has been debunked in re-
cent papers [35]. Hence, it was not always possible to identify bronchoscopic findings
suggestive of Aspergillus tracheobronchitis, such as epithelial plaques, pseudomembranes,
or ulcers.

The main strengths of this study included the standardized management of ARDS
and mycological testing of all patient samples, allowing an exhaustive laboratory data set.
Furthermore, this is one of the first studies to apply the new consensual criteria for both
IAPA and CAPA, whereas questions have been recently raised concerning the relevance of
other classifications in determining the true burden of disease [6].

In conclusion, ICU patients presenting with ARDS during COVID-19 are very similar
to those with severe influenza pneumonia in terms of the prevalence of IPA and outcome. It
is now possible to draw the archetype of such patients using the new clinical and biological
case definitions of IAPA and CAPA. Radiological findings of IPA in both populations using
the new criteria increased the sensitivity but still lack specificity. Nevertheless, they also
showed interesting differences between IAPA and CAPA. IAPA typically occurs earlier
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after ICU admission, in a more immunosuppressed and/or chronic respiratory disease
background than CAPA, which is mainly favored by advanced age, irrespective of the med-
ical background and with a lower rate of positivity of angioinvasion biomarkers. Finally,
reaching voriconazole trough concentrations remains challenging in CAPA patients and
emphasizes the importance of therapeutic drug monitoring. Future larger prospective stud-
ies may help in designing the most well-adapted personalized management to prevent IPA,
which represents a high burden of death in severe COVID-19 and Influenza pneumonia.
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pulmonary aspergillosis (CAPA). Table S3: Comparison of CT-scan features of CAPA petients at

admission and at diagnosis.
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Table S1. Mycological arguments for invasive pulmonary aspergillosis associated to influenza pneumonia (IAPA) and COVID-19 (CAPA) and classification. 

Patient Age/Sex Positive Respiratory Samples  Blood Samples 
IAPA Classifi-

cation 
CAPA Classifi-

cation 

#1  57/F 
Positive culture with A. fumigatus:  1 BAL and 1 TBA 

Positive BAL for: 1 x GM>1 ; 1 × A. fumigatus PCR 
1 x Positive GM>0.5 Probable IAPA*  

#2 
 

40/M 
Positive culture with A. fumigatus:  1 TBA 

Positive TBA for: 1 x A. fumigatus PCR 
Negative ( x 3) Putative IPA**  

#3 63/M 
Positive culture with A. fumigatus:  1 BAL and 1 TBA 

Positive BAL for: 2 x GM>1 ; 1 x A. fumigatus PCR 
1 x Positive GM>0.5 Probable IAPA  

#4  54/F 
Positive culture with A. fumigatus:  1 BAL and 1 TBA 

Positive BAL for: 1 x GM>1 ; 1 x A. fumigatus PCR 
Negative ( x 1) Probable IAPA  

#5 69/M 
Positive BAL for: 1 x GM>1  
Positive TBA for: 1 x GM>1 

Negative ( x 3) Probable IAPA  

#6 58/M 
Positive culture with A. fumigatus:  1 BAL 

Positive BAL for: 1 x GM>1 ; 1 x A. fumigatus PCR 
2 x Positive GM>0.5 Probable IAPA  

#7 67/F Positive BAL for: 1 x GM>1 2 x Positive GM>0.5 Probable IAPA  
#8 
 

49/M 
Positive culture with A. fumigatus:  1 TBA 

Positive TBA for: 1 x GM>1  
Negative ( x 4) Putative IPA  

#9 34/F 
Positive culture with A. fumigatus:  1 BAL 

Positive BAL for: 1 x GM>1 ; 1 x A. fumigatus PCR 
Negative ( x 2) Probable IAPA  

#10 
 

60/M 
Positive culture with A. fumigatus:  1 TBA 

Positive TBA for: 2 x GM>1 ; 2 x A. fumigatus PCR 
Negative ( x 5) Putative IPA  

#11 67/M 
Hyphae consistent with Aspergillus in a TBA  

Positive culture with A. fumigatus:  1 TBA 
Positive TBA for: 1 x A. fumigatus PCR 

Negative ( x 1) Probable IAPA  

#12 51/M 
Positive culture with A. fumigatus:  1 BAL 

Positive BAL for: 1 x A. fumigatus PCR 
Negative ( x 1) Probable IAPA  

#13 52/M 
Positive culture with A. fumigatus:  1 BAL 

Positive BAL for: 2 x GM>1; 1 x A. fumigatus PCR 
1 x Positive GM>0.5 Probable IAPA  

#14 63/F 
Hyphae consistent with Aspergillus in 1 TBA 

Positive culture with A. fumigatus:  1 TBA 
Positive TBA for: 1 x GM>1 

1 x Positive GM>0.5 Probable IAPA  

#15 57/F 

Positive culture with A. fumigatus:  1 BAL, 1 TBA and 1 spu-
tum 

Positive BAL for: 1 x GM>1; 1 x A. fumigatus PCR 
Positive TBA and sputum for: 1 x A. fumigatus PCR 

2 x Positive GM>0.5 Probable IAPA  

#16 62/M 

Hyphae consistent with Aspergillus in a 1 BAL, 1 TBA and 1 
sputum 

Positive culture with A. fumigatus:  1 TBA and 1 sputum 
Positive BAL for: 1 x GM>1 

Positive TBA and sputum for: 1x GM>1; 1 x A. fumigatus PCR 

Negative ( x 1) Probable IAPA  

#17  60/M 
Positive culture with A. fumigatus:  2 TBA 

Positive TBA for: 1 x GM>1 
Negative ( x 3) Putative IPA  

#18  48/F 
Positive culture with A. fumigatus:  1 TBA 

Positive TBA for: 5 x A. fumigatus PCR 
Negative ( x 1)  Possible CAPA 

#19 78/F 
Positive culture with A. fumigatus:  2 TBA 

Positive TBA for: 2 x A. fumigatus PCR 
1 x Positive GM>0.5  Probable CAPA 

#20 78/F 
Positive culture with A. fumigatus:  4 TBA 

Positive TBA for: 4 x GM>1.2 (2 x >4.5); 6 x A. fumigatus PCR 
Negative ( x 2)  Possible CAPA 

#21 71/M 
Positive culture with A. fumigatus:  1 TBA 

Positive TBA for: 1 x A. fumigatus PCR 
Negative ( x 2)  Possible CAPA 

#22 73/M 
Positive culture with A. fumigatus:  2 TBA 

Positive TBA for: 4 x GM>1.2 ; 5 x A. fumigatus PCR 
Negative ( x 1)  Possible CAPA 

#23 75/M 
Positive culture with A. fumigatus:  4 TBA 

Positive TBA for: 2 x A. fumigatus PCR 
Negative ( x 2)  Possible CAPA 

#24 53/M Positive TBA for: 1 x GM>1.2; 1 x A. fumigatus PCR Negative ( x 1)  Possible CAPA 
#25 46/F Positive culture with A. fumigatus:  1 sputum 1 x Positive GM>0.5  Probable CAPA 

#26 82/F 
Hyphae consistent with Aspergillus in a 1 BAL 

Positive culture with A. fumigatus:  1 TBA 
Positive TBA for: 3 x A. fumigatus PCR 

Negative ( x 1)  Probable CAPA 

#27 69/M 
Positive culture with A. fumigatus:  5 TBA 

Positive TBA for: 5 x GM>1.2 (5 x >4.5); 7 x A. fumigatus PCR 
2 x Positive GM>0.5  Probable CAPA 

GM: galactomannan. BAL: broncho-alveolar lavage ; TBA : tracheo-bronchial aspiration.* Probable IAPA: According to Verweij et al. (7). **Putative IPA: according to Blot et 
al. (3) 
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Table S2. Summary of reported cases of influenza associated pulmonary aspergillosis (IAPA) and COVID-19 associated pulmonary aspergillosis (CAPA). 

Case 
number 

Age/
Sex 

SAPS-II 
at ICU 
Admis-

sion 

Corticosteroids 
before IA 

Aspergillosis 
Risk Factors 

Delay be-
fore IPA, 

Days 

Aspergillosis 
Classification 

Radiological Evidence 
Antifungal 

Therapy 
Outcome 
(day 90) 

1 57/F 60 
Hydrocortisone, 

13d 

Chemother-
apy, breast 

cancer 
7 

Probable 
IAPA* 

Diffuse reticular or alveolar opacities 
well-shaped nodules 

Voriconazole, 
3d 

dead 

2 
  

40/M 22 
Hydrocortisone, 

5d 
Severe cirrho-

sis 
10 

Putative 
IPA** 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
pleural fluid, wedge-shaped infiltrate 

cavitation and tree in bud 

Voriconazole, 
17d 

alive 

3 63/M 82 
Hydrocortisone, 

5d 
n 4 

Probable 
IAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
Wedge-shaped infiltrate,  cavitation 

and tree in bud 

Voriconazole + 
isavuconazole, 

117d 
alive 

4 54/F 86 n n 3 
Probable 

IAPA 
Diffuse reticular or alveolar opacities 

and wedge-shaped infiltrate 
Voriconazole, 

60d 
alive 

5 69/M 65 n 
Hodgkin Lym-

phoma 
5 

Probable 
IAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities 
well-shaped nodules and cavitation 

Voriconazole, 
14d 

dead 

6 58/M 47 
Hydrocortisone, 

3d 
n 3 

Probable 
IAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities 
and wedge-shaped infiltrate 

Voriconazole, 
2d 

dead 

7 67/F 64 n Myeloma 3 
Probable 

IAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
wedge-shaped infiltrate, pleural fluid, 

well-shaped nodules, halo sign and 
tree in bud 

Voriconazole, 
9d 

dead 

8 49/M 61 
Hydrocortisone, 

9d 

 
Chronic lym-

phocytic leuke-
mia 

4 
Putative 

IAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
nonspecific infiltrates and consolida-

tion 

Voriconazole, 
54d 

alive 

9 34/F 47 
Methylpredniso-

lone, 20d 
n 2 

Probable 
IAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
wedge-shaped infiltrate, pleural fluid, 
well-shaped nodules and tree in bud 

Voriconazole, 
42d 

alive 
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10 
  

60/M 37 
Hydrocortisone, 

7d 
n 2 Putative IPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
nonspecific infiltrates and consolida-
tion, pleural fluid and wedge-shaped 

infiltrate 

Voriconazole, 
47d 

alive 

11 67/M 48 
Hydrocortisone, 

8d 

Corticosteroids 
+ TNF alpha 

inhibitors 
1 

Probable 
IAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities 
and tree in bud 

Voriconazole, 
14d 

dead 

12 51/M 58 
Hydrocortisone 
+ methylpredni-

solone, 5d 

Hodgkin lym-
phoma 

0 
Probable 

IAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
well-shaped nodules, halo sign and 

tree in bud 

Voriconazole, 
42d 

alive 

13 52/M 68 
Methylpredniso-

lone, 8d 
n 0 

Probable 
IAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
wedge-shaped infiltrate, well-shaped 

nodules and cavitation 

Voriconazole, 
17d 

alive 

14 63/F 59 n n 2 
Probable 

IAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
pleural fluid, wedge-shaped infiltrate 

and cavitation 

Voriconazole, 
5d 

dead 

15 57/F 32 
Hydrocortisone, 

20d 
Myeloma 2 Probable IPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
nonspecific infiltrates and consolida-

tion and wedge-shaped infiltrate  

Voriconazole, 
16d 

dead 

16 62/M 29 n n 9 
Probable 

IAPA 
Diffuse reticular or alveolar opacities, 
wedge-shaped infiltrate and cavitation 

Voriconazole + 
amphotericin B, 

42d 
alive 

17 60/M 42 n n 17 Putative IPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
nonspecific infiltrates and consolida-
tion, pleural fluid and wedge-shaped 

infiltrate 

Voriconazole, 
32d 

dead 

18 48/F 86 
Methylpredniso-

lone, 20d 
Lung trans-
plantation 

6 
Possible 
CAPA 

Nonspecific infiltrates and consolida-
tion and Wedge-shaped infiltrate  

Isavuconazole, 
42d 

alive 

19 78/F 81 
Hydrocortisone, 

7d 

Chronic 
myelo-mono-
cytic leukemia 

13 
Probable 

CAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities 
and nonspecific infiltrates and consoli-

dation  

Voriconazole, 
2d 

dead 

20 78/F 37 n n 4 
Possible 
CAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities 
and Wedge-shaped infiltrate 

Voriconazole, 
21d 

dead 

21 71/M 35 n n 13 
Possible 
CAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities, 
nonspecific infiltrates, consolidation, 
pleural fluid and wedge-shaped infil-

trate 

Voriconazole, 
42d 

alive 

22 73/M 34 
Methylpredniso-

lone, 7d 
n 21 

Possible 
CAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities 
and pleural fluid 

Isavuconazole, 
42d 

alive 

23 75/M 42 
Methylpredniso-

lone, 30d 
n 5 

Possible 
CAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities 
and Wedge-shaped infiltrate 

Voriconazole, 
42d 

alive 

24 53/M 17 n n 3 
Possible 
CAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities 
and wedge-shaped infiltrate 

none alive 

25 46/F 57 
Methylpredniso-

lone, 10d 
n 28 

Probable 
CAPA 

Nonspecific infiltrates and consolida-
tion and wedge-shaped infiltrate  

none alive 

26 82/F 72 
Hydrocortisone, 

10d 
n 1 

Probable 
CAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities 
and Wedge-shaped infiltrate and 

pleural fluid 

Voriconazole + 
isavuconazole, 

42d 
dead 

27 69/M 30 n n 1 
Probable 

CAPA 

Diffuse reticular or alveolar opacities 
and Nonspecific infiltrates and consol-

idation  

Voriconazole + 
isavuconazole, 

42d 
alive 

* Probable IAPA: According to Verweij et al. (7). **Putative IPA: according to Blot et al. (3). 
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Table S3. Comparison of CT-scan features of CAPA patients at admission and at diagnosis. 

 CT Scan at Admission 
(n = 9) 

CT Scan at CAPA Diagnosis 
(n = 10) P Value 

Typical COVID-19 pattern 7 (78%) 3 (30%) 0.07 
Diffuse reticular or alveolar opacities 7 (78%) 10 (100%) 0.21 

Wedge-shaped segmental or lobar con-
solidation 6 (66.7%) 7 (70.0%) 0.86 

Well-circumscribed nodule(s) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.99 
Halo sign 0 (0.0%) 1 (10.0%) 0.99 
Cavitation 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.99 

Air-crescent sign 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.99 
Tree in bud 0 (0.0%) 0 (0.0%) 0.99 

Bronchial wall thickening 1 (11.1%) 1 (10.0%) 0.99 
Pleural effusion 1 (11.1%) 4 (40.0%) 0.3 

Data are presented as n (%). P values comparing CT-scan analysis of CAPA patients at admission versus CT-scan of these patients at IPA diagnosis. CT-scan: computerized-tomography 
scanner . 
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Letter to the Editor

Herpesviridae systemic

reactivation in patients with

COVID-19-associated ARDS

Sir,

The clinical spectrum of severe acute respiratory syndrome

coronavirus-2 (SARS-CoV-2) infection can lead to acute respi-

ratory distress syndrome (ARDS), associated with immune

dysfunction and prolonged duration of mechanical ventilation

(MV) [1], both of which are responsible for the acquisition of

secondary infection [2]. Along these lines, ARDS and prolonged

MV are recognized risk factors for Herpesviridae systemic

reactivation (HSR), which may affect the outcome of critically

ill patients [3,4]. However, the burden of these infectious

events in patients with severe coronavirus disease 2019

(COVID-19) remains poorly explored. As such, we investigated

the clinical features of HSR in patients with COVID-19-

associated ARDS.

All consecutive ARDS patients with COVID-10 confirmed by

polymerase chain reaction (PCR) admitted to the medical

intensive care unit (ICU) of Rennes University Hospital between

12th March 2020 and 16th April 2021 were reviewed. Patients

monitored at least weekly for herpes simplex virus (HSV) and

cytomegalovirus (CMV) systemic replication by quantitative

real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) were analysed

retrospectively.

HSR was considered when viral DNA was detected by PCR

(lower limits of detection were 119 IU/mL for CMV with Altona

RealStar CMV assay and 165 copies/mL for HSV-1 with Altona

RealStar HSV assay). Respiratory samples for bacterial, fungal

and viral (CMV, HSV and SARS-CoV-2 RT-PCR) examinations

were collected at least weekly. Ventilator-associated pneu-

monia (VAP) was defined in accordance with international

guidelines [5].

ManneWhitney U-test was used to compare quantitative

data, and Chi-squared test or Fisher’s exact test, as appro-

priate, was used to compare qualitative data. All statistical

analyses were two-sided, and P<0.05 was considered to indi-

cate statistical significance. Analyses were performed using R

Version 4.0.4. The institutional ethical review board approved

the study (N 20-56).

One hundred and twenty-two patients with COVID-19-

associated ARDS were included in this study. Demographic

and clinical features are listed in Table I. The majority of

patients were male, and the median age was 66 years. HSR was

observed in 33 patients (27%), 27 patients experienced HSV

viraemia (21.9%), 13 patients experienced CMV viraemia

(10.7%), and seven patients had co-reactivation. Viraemia

occurred at a median of 12 days following ICU admission

(interquartile range 9e22). As shown in Table I, among patients

experiencing HSR, a high proportion also presented Herpes-

viridae respiratory reactivation, while such viral respiratory

reactivation was observed less often in patients without HSR

(87.9% vs 23.6%; P<0.001) (Table I). Patients with HSR were

lymphopenic and had positive respiratory RT-PCRs for SARS-

CoV-2 for longer durations. As shown in Table I, when ana-

lysing clinical courses, patients with HSR had a prolonged

duration of MV and longer ICU stay. Finally, higher rates of VAP

were observed among these patients.

In this single-centre study, 27% of patients admitted to the

ICU for COVID-19-associated ARDS developed HSR. This viral

reactivation appeared to be associated with prolonged dura-

tion of MV and longer ICU stay, which is consistent with previous

studies [3,4]. We previously showed that respiratory CMV and

HSV reactivations are often observed in critically ill COVID-19

patients [6]. Moreover, patients with sepsis, even immuno-

competent patients, are recognized as being at risk for viral

reactivation [7] that may be promoted by sepsis-induced

immunosuppression [8]. Although associated with immune

defects (i.e. prolonged lymphopenia and positive respiratory

SARS-CoV-2 RT-PCR), there is no clear evidence that viral

reactivation has a direct impact on patient outcomes in the

ICU. Viral reactivation could also be considered as a marker for

disease severity [7]. Furthermore, the pathophysiology of sys-

temic reactivation is debated. The lungs are known to be a

major site of Herpesviridae latency. As a high proportion of

patients developing systemic reactivation also experienced

previous (or concomitant) respiratory reactivation in this

study, it can be hypothesized that respiratory reactivation is

the first step before systemic dissemination, which may be

favoured by immunosuppressive mechanisms in patients with

sustained SARS-CoV-2 infection.

Finally, these results suggest that HSR is common in patients

with ARDS-associated COVID-19 and may influence the clinical

course of these critical patients. Direct clinical consequences

of systemic Herpesviridae reactivation and treatment of such

infections remain to be investigated.
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Severe infectious states are characterized by the 
occurrence of immune perturbations responsible 
for an exacerbation of the susceptibility to 
secondary infections. The development of a 
standardized murine model of double sequential 
infections (a sepsis followed 5 days later by an 
acquired infection) allowed us to explore the T-
cells disturbances showing an increase in 
apoptosis of these cells as well as a decrease in 
their capacity to proliferate in vitro. These 
dysfunctions were associated with the presence 
of an alteration of mitochondrial respiration. On 
the other hand, an increase in the concentration 
of regulatory T cells and MDSCs and a decrease 
in arginine concentration were observed. The 
correction of hypoargininemia by citrulline 
supplementation allowed the correction of all 
these perturbations as well as a decrease in the 
severity of secondary infections.  

In order to complete this experimental approach, 
we have initiated explorations in patients 
suffering from COVID-19, allowing us to observe, 
once again, the presence of lymphopenia 
correlated to the severity of the patients as well 
as T-cells dysfunctions associated with the 
occurrence of hypoargininemia and an increased 
risk of secondary infections. Finally, the 
presence of immunosuppressive cell populations 
was observed in severe patients. All these 
results underline the key role of arginine 
metabolism within the immunosuppressive 
mechanisms occurring during infectious states. 
The correction of hypoargininemia suggests new 
therapeutic perspectives to limit the 
consequences of immunosuppressive 
phenomena induced by sepsis. 

 

Les états infectieux sévères sont caractérisés par 
la survenue de perturbations immunitaires 
responsables d’une exacerbation de la 
susceptibilité aux infections secondaires. 
L’élaboration d’un modèle murin standardisé de 
double infections séquentielles (un sepsis suivi 5 
jours après d’une infection acquise) nous a 
permis d’explorer les perturbations 
lymphocytaires T objectivant une majoration de 
l’apoptose de ces cellules ainsi qu’une diminution 
de leurs capacités à proliférer in vitro. Ces 
dysfonctions étaient associées à la présence 
d’une altération de la respiration mitochondriale. 
D’autre part, ont été observées une augmentation 
de la concentration de lymphocytes T régulateurs 
et de MDSC ainsi qu’une diminution de la 
concentration en arginine. La correction de 
l’hypoargininémie par supplémentation en 
citrulline a permis la correction de l’ensemble de 
ces perturbations ainsi qu’une diminution 
 
 
 
 

de la sévérité des infections acquises. Afin 
d’approfondir cette approche expérimentale, 
nous avons initié des analyses chez les patients 
atteints de COVID-19 permettant d’observer, là 
encore, la présence d’une lymphopénie corrélée 
à la sévérité ainsi que des dysfonctions 
lymphocytaires T associées à la survenue d’une 
hypoargininémie et à une majoration du risque 
d’infections secondaires. Enfin, a pu être 
objectivée la présence de populations cellulaires 
immunosuppressives préférentiellement chez les 
patients sévères. L’ensemble de ces résultats 
souligne le rôle clé du métabolisme de l’arginine 
au sein des mécanismes immunosupresseurs 
survenant au cours des états infectieux. La 
correction de l’hypoargininémie laisse entrevoir 
de nouvelles perspectives thérapeutiques afin de 
limiter les conséquences des phénomènes 
immunosuppresseurs induits par le sepsis. 
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