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La transplantation rénale est aujourd’hui le traitement de choix de l’insuffisance rénale 

chronique terminale. Elle offre globalement une meilleure espérance et une meilleure qualité 

de vie. Néanmoins, les traitements immunosuppresseurs et les comorbidités des patients 

transplantés rénaux les exposent à des risques infectieux non seulement plus fréquents, mais 

plus graves aussi. Ce risque est présent tout au long de la transplantation. Actuellement, il est 

évalué par le clinicien en tenant compte du risque de rejet, de l'intensité de l'immunosuppression 

et d'autres facteurs qui peuvent contribuer à la sensibilité à l’infection chez le patient transplanté 

rénal.  

En règle générale, les infections surviennent chez 20 à 60 % des transplantés.1 Il s'agit de la 

2ème cause de mortalité après les causes cardio-vasculaires.2 Ces infections peuvent également 

avoir un impact sur la fonction du greffon rénal. Les infections bactériennes et virales post-

transplantation sont de loin les catégories d’infections les plus courantes. 

La prévention de ces infections se fait en pré-greffe et en post-greffe notamment par des 

traitements prophylactiques et les vaccinations spécifiques.3 Malgré un bénéfice clinique, les 

patients transplantés rénaux ont également la caractéristique d’avoir une moindre réponse 

vaccinale et une perte plus rapide de la protection liée au vaccin par rapport aux 

immunocompétents.4–6 Cette mauvaise réponse vaccinale s’explique par les comorbidités telles 

que l’insuffisance rénale chronique et le diabète, mais également l’immunosuppression.7   

Dans ce travail, nous avons étudié une infection virale opportuniste chronique par le BK 

polyomavirus (BKPyV) qui peut conduire à la perte du greffon rénal, puis nous avons abordé 

l’impact d’une infection virale aiguë par le Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 

(SARS-CoV-2) et les résultats de la vaccination anti-SARS-CoV-2 dans cette population. 
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I. Revue de la littérature sur le BKPy virus 

A. Historique et découvertes 

Le BKPyV est un virus de la famille des Polyomaviridae. Le polyomavirus murin (MPyV) est 

le premier virus mis en évidence de cette famille. Il a été découvert en 1953 par Ludwig 

Gross.8,9 La capacité de ce virus à induire des adénocarcinomes de la parathyroïde chez la souris 

est à l’origine du nom polyomavirus : « poly » signifiant plusieurs et « oma » signifiant 

tumeur.10 La découverte du BKPyV a été réalisée environ deux décennies plus tard  de façon 

quasiment concomitante avec un autre polyomavirus humain : le JC polyomavirus (JCPyV).11 

Les noms de ces deux virus correspondent aux initiales des noms des premiers patients chez 

qui les virus ont été isolés. Le BKPyV a été isolé dans les urines d’un patient transplanté rénal 

présentant une défaillance rénale dans un contexte de sténose urétérale au sein de l’hôpital St 

Mary à Londres.12 Ces urines contenaient des cellules urothéliales avec des inclusions virales. 

L’observation de ces cellules en microscopie électronique a permis de mettre en évidence des 

virions similaires au papillomavirus mais leur effet cytopathogène correspondait à celui des 

polyomavirus.12 

B. Classification 

Le BKPyV est donc un virus de la famille des polyomaviridae et du genre betapolyomavirus. 

Jusqu’en 2001, les polyomaviridae et les papillomaviridae, qui partagent de nombreuses 

caractéristiques structurelles mais ont des organisations génomiques très différentes, étaient 

classés ensemble dans la famille désormais obsolète des papovaviridae.13 Aujourd’hui, la 

famille  des polyomaviradae comporte au total 6 genres basés sur la séquence codant l’antigène 

T (Alphapolyomavirus, Betapolyomavirus, Gammapolyomavirus, 

Deltapolyomavirus, Epsilonpolyomavirus et Zetapolyomavirus) et 112 virus. La majorité de 

ces virus ont été découverts à partir des années 2000 grâce aux méthodes de séquençage à haut 

débit. Ils sont le plus souvent spécifiques de leur hôte. Les mammifères, les oiseaux et les 
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poissons sont les hôtes connus de ces virus.14 Les principaux polyomavirus humains sont 

représentés dans la figure 1. 

 

 

Figure 1. Arbre phylogénétique illustrant les relations entre les polyomavirus humains 

découverts à ce jour. D’après Ambalathingal et al.15 

C. Caractéristiques du virus 

1) Structures du BKPyV 

Le BKPyV est un virus nu à acide désoxyribonucléique (ADN). D’un diamètre de 40-45 nm 

(figure 2), il possède une capside icosaédrique de symétrie T = 7 composée de 

72 capsomères. Chaque capsomère est constitué d’un pentamère de la protéine majoritaire de 

capside VP1, associée sur la face interne à deux protéines minoritaires de capside (VP2 et 

VP3). Ces deux protéines possèdent un point de contact avec les histones et l’ADN du virus.16 

La protéine VP1 est la seule protéine exposée à la partie externe de la capside. La capside 

renferme un génome viral constitué d’une molécule d’ADN double brin circulaire de 5,1 kb 

compactée par les histones cellulaires sous la forme d’un mini-chromosome super enroulé.17 

La figure 3 est une représentation schématique du virus. 
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Figure 2. Microscopie électronique montrant des particules de BKPyV  

Les particules mesurent entre 45 et 55 nm de diamètre. D’après Wu et al.17  

 

Figure 3. Structure de cryo-électron microscopie du BKPyV.  

A, Vue externe avec la protéine VP1 ; B, Vue interne avec les protéines VP1, VP2 et VP3 

formant un capsomère ainsi que l’ADN double brin. D’après Helle et al.18 

2) Génome viral 

Les histones de la cellule (H2A, H2B, H3 and H4) permettent d’empaqueter le génome viral.19 

L’ADN double brin du BKPyV est un ADN circulaire qui est constitué de trois parties : 

● La région précoce qui code les protéines de la réplication  

o Antigène grand T (LTA)  
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o Antigène petit T (STA) 

o Antigène T tronqué 

● La région tardive qui code : 

o Les protéines structurales de la capside (VP1, VP2 et VP3) 

o Agnoprotéine  

● La région de contrôle non codante (Non-Coding Control Region, NCCR) 

La région NCCR, constituée d’approximativement 400 paires de bases, est composée de 5 

blocs : O, P, Q, R, S. Elle contient en son centre l’origine de réplication du génome (bloc O) 

ainsi qu’un promoteur bidirectionnel. La réplication peut donc se faire de manière 

bidirectionnelle vers la région précoce ou vers la région tardive.15 Les blocs P, Q, R et S 

contiennent les séquences promotrices et régulatrices des régions précoce et tardive avec de 

multiples sites de liaison de facteurs de transcription cellulaires de l’hôte.20,21 La région NCCR 

peut être archétype ou réarrangée. Les NCCR archétypes possèdent les blocs O, P, Q, R et S 

alors que dans les NCCR réarrangées, il existe des délétions et des réplications de certaines 

séquences durant la réplication à l’origine de nouveaux mutants.22 La majorité des 

réarrangements sont des duplications ou des triplications du bloc P. Des délétions peuvent 

survenir dans les blocs P, Q, R ou S mais elles concernent plus fréquemment une partie ou la 

totalité du bloc R. À l’inverse, les blocs P et S sont globalement préservés dans l’ensemble des 

variants.23 L’ensemble de ces modifications aboutissent à l’apparition ou la disparition de 

nouveaux sites de fixation des facteurs de transcription.24,25  

Les souches de BKPyV isolées chez des sujets immunocompétents possèdent quasi-

exclusivement des régions NCCR archétypes alors que les souches de BKPyV avec des NCCR 

réarrangées sont retrouvées chez l’immunodéprimé dans des situations pathologiques.26 Dans 

l’étude de Gosert et al., les NCCR réarrangées étaient plus fréquemment retrouvées dans le 



 

 

 

17 

plasma par rapport aux urines et étaient associées à un pic de virémie BKPyV plus important, 

qui dure plus longtemps et a un effet pathogène plus marqué.27 De plus, contrairement aux 

souches réarrangées, on observe que les formes archétypes de BKPyV se répliquent mal en 

culture cellulaire. L’hypothèse est que les réarrangements de la région NCCR constituent une 

adaptation du virus nécessaire à une croissance efficace dans divers types de cellules in vitro.23 

Ceci suggère que les NCCR réarrangées émergent chez le transplanté rénal et augmentent la 

réplication virale ainsi que l’effet pathogène du virus. Les modifications de la région NCCR 

sont à l’origine d’une augmentation de l’expression des gènes de la région précoce et une 

diminution de l’expression des gènes de la région tardive par rapport au virus portant une région 

NCCR archétype.24,27 Le défaut d’immunité T cytotoxique anti-LTA permettrait le 

développement de BKPyV avec des souches NCCR rearrangées.27 Ces souches auraient un 

impact sur le tropisme cellulaire et l’effet oncogène de la souche virale.28 

Les micros acides ribonucléiques (miARN) sont des ARN non-codants et courts qui ont la 

capacité de dégrader l’ARN messager ou d’inhiber la traduction de l’ARN messager. Ils ont 

donc la possibilité de réguler la réplication virale. Le BKPyV possède un pré-miARN BKPyV 

qui est scindé en deux miARN de 22 nucléotides [le miARN 3p (3p miR-B1) et le miARN 5p 

(5p miR-B1)], qui sont complémentaires de l'ARNm BKPyV LTA. Ils jouent un rôle dans la 

limitation de la réplication du BKPyV en contrôlant l’expression des gènes de la région précoce. 

Ceci permettrait la persistance virale au sein de l’hôte.29,30 
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Figure 4. Structure du génome du BKPyV.  

La transcription des régions codantes précoces et tardives se déroule de manière 

bidirectionnelle à partir de l'origine de réplication (ORI) dans la région de contrôle non codante 

(NCCR). Les régions d'épissage transcriptionnel sont représentées par des lignes pointillées. 

Les régions codantes précoces codent pour les protéines LTA, STA et l'agnoprotéine. Les 

régions codantes tardives codent pour les protéines structurales (VP1, VP2 et VP3). 

L'expression de miARN complémentaires à l'extrémité 3' de LTA s'est avérée impliquée dans 

le contrôle de la réplication du BKPyV. D’après Ambalathingal et al.15 

3) Protéines 

Grâce à l’épissage alternatif, le génome de la région précoce permet de produire les protéines 

LTA, STA et antigène T tronqué. La protéine LTA, d’un poids moléculaire de 80 KDa, possède 

695 acides aminés. La protéine STA, d’un poids moléculaire de 20 KDa, possède 172 acides 

aminés. Les 82 premiers acides aminés sont communs à la protéine LTA. L’antigène T tronqué, 

d’un poids moléculaire de 17 KDa, possède 136 acides aminés dont les 133 sont communs à la 

protéine LTA. 
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La LTA et l’antigène T tronqué possèdent un signal de localisation nucléaire (nuclear 

localization signal, NLS) et sont donc localisés dans le noyau. Ils permettent la réplication 

virale notamment via l’interaction avec la protéine co-chaperone Heat Shock cognate 70 

(HSC70).31 Elles favorisent l’entrée et la progression du cycle viral via l’interaction du motif 

105LXCXE109 avec les génes suppresseurs de tumeur tel que la protéine du rétinoblastome 

(pRb). Cette interaction provoque le déplacement des membres de la famille des facteurs de 

transcription E2F, qui activent ensuite la transcription des gènes impliqués dans la progression 

de la phase S et la synthèse de l'ADN.32–34 Contrairement à l’antigène T tronqué, la protéine 

LTA a une activité ADN hélicase qui est essentielle dans la réplication du génome viral. La 

protéine LTA reconnait la séquence GAGGC au niveau de l’origine de réplication et forme des 

hexamères en présence d’ATP. Les hexamères sont la forme permettant l’activité 

d’hélicase.35,36 La protéine STA est présente dans le noyau et le cytoplasme. Elle est impliquée 

dans la réplication virale et la progression du cycle cellulaire.37–39 

Le génome de la région tardive code pour les protéines de la capside et l’agnoprotéine. À partir 

de l’ADN de la région tardive, un pré-ARN messager est transcrit. Par la suite, par un épissage 

alternatif, deux ARN messagers sont transcrits : un ARN 16s qui code pour les protéines VP1 

et l’agnoprotéine et un ARN 18s qui code pour les protéines VP2 et VP3.18,40   

La protéine VP1 est constituée de 362 acides aminés, avec un poids moléculaire de 40,7 kDA. 

Les monomères de VP1 sont formés de feuillets béta antiparallèles reliés par 4 boucles situées 

sur la partie externe de la protéine (BC, DE, EF et HI) et d’une boucle située sur la partie interne 

(GH).41–43 Ces monomères vont s’assembler afin de former un pentamère grâce à l’interaction 

entre les boucles (figure 5). La partie N-terminale de la protéine se trouve dans la partie interne 

du virus et se lie à l’ADN viral44,45 alors que la partie C-terminale permet le lien entre les 

différents capsomères afin de former la capside virale.34, 35 
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Figure 5. Protéine VP1du BKPyV.  

A, Pentamère de la protéine VP1 ; B, Monomère de VP1. La boucle BC est représentée en 

rouge, la boucle DE en bleu, la boucle EF en vert, la boucle GH en orange et la boucle HIen 

magenta. D’après Furmaga J et al.43 

 

Les protéines VP2 (351 acides aminés ; 38 kDa) et VP3 (232 acides aminés ; 27 kDa) ne sont 

pas essentielles à l’assemblage et à la stabilité du virion mais elles sont nécessaires à 

l’infectiosité de la particule virale.46,47 En effet, la mutation du codon initial de ces protéines 

réduit l’infectiosité.48 La partie C-terminale commune aux deux protéines permet la liaison au 

pentamère de VP1 et possède aussi un site de liaison à l’ADN. Les trois protéines de la capside 

contiennent une séquence de localisation nucléaire afin d’être importées dans le noyau et VP2 

comporte un site putatif de myristoylation dans sa partie N-terminale. 

L’agnoprotéine est une protéine non-structurale de 8 kDa et 66 acides aminés. Durant la phase 

tardive de l’infection virale, elle est essentiellement retrouvée dans le cytoplasme mais une 

faible proportion est également dans le noyau.49,50 Cette protéine joue un rôle dans le cycle 

cellulaire. Une infectiosité diminuée a été observée en l’absence d’agnoprotéine.50 Cette 
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protéine pourrait jouer un rôle dans l’assemblage, la maturation et/ou la libération du virus. La 

délétion de la partie 5’ terminale du gène codant pour l’agnogène est à l’origine d’absence de 

libération des particules virales. Néanmoins, l’infectiosité était rétablie après trans-

complémentation du gène de l’agnoprotéine.51 Elle aurait également un rôle inhibiteur de la 

sécrétion de cytokines et d’interféron par les cellules infectées, permettant un échappement au 

système immunitaire.18 De plus, elle inhibe l’expression des gènes de la région précoce et 

tardive.27  

D. Cycle viral  

Les cellules tubulaires rénales et les voies urinaires sont les principaux sites de réplication du 

BKPyV. Néanmoins, le virus a été détecté dans d’autres types de cellules tels que les 

leucocytes.52 

L’infection d’une cellule nécessite l’attachement à la surface cellulaire et une interaction avec 

un récepteur fonctionnel avant une internalisation. Le site de fixation se trouve entre le feuillet 

béta C1 et la boucle BC de la protéine VP1. Les récepteurs du BKPyV appartiennent à la famille 

des gangliosides. Ce sont des glycosphingolipides présents à la surface de nombreuses 

populations cellulaires. Ils sont composés d’une chaine céramide et d’un oligosaccharide 

présentant un ou plusieurs acides sialiques.53 Ces acides sialiques sont liés en α (2,3) ou α (2,6) 

à la chaîne saccharidique principale et en α (2,8) à d’autres acides sialiques internes. Le motif 

α (2,8) est nécessaire à la fixation du virus à sa cellule cible.54 Les gangliosides GD1b et GT1b 

ont été initialement identifiés comme récepteurs du BKPyV puis d’autres gangliosides ont été 

identifiés comme GD2 et GD3.54,55 

L’internalisation se fait par la voie des cavéolines contrairement à d’autres polyomavirus 

comme le JCPyV qui utilise la voie des clathrines.56,57 En effet, l’inhibition de la voie des 

cavéolines par des agents déplétants du cholestérol, le méthyl-béta-cyclodextrine (MBCD) et 
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la nystatine (Nys) dans des cellules HRPTEC (human renal proximal tubular epithelial cells) 

a conduit à la baisse de l’infectiosité des cultures cellulaires.56 Le virus est ensuite transporté 

vers le réticulum endoplasmique via le système des microtubules.15 À ce niveau, il est 

partiellement décapsidé, créant une surface hydrophobe à l’origine de l’exposition des protéines 

VP2 et VP3. Ces dernières se lient à la membrane du réticulum endoplasmique menant à la 

libération dans le cytoplasme de la particule virale. Les NLS exprimés au sein de la capside 

mènent le virus vers le noyau. L’entrée dans le noyau se fait grâce aux protéines VP2 et VP3.41 

Les processus de transcription, traduction et réplication du génome viral nécessitent 

l’implication de la machinerie enzymatique cellulaire. Les régions codantes précoces sont 

transcrites avant le début de la réplication.15 Les facteurs de transcription cellulaires agissent 

sur le promoteur précoce situé dans la région NCCR et favorisent l'expression des protéines 

LTA et STA. Ces antigènes s'accumulent dans le noyau et aident à la réplication de l'ADN viral. 

Au cours du processus de réplication de l'ADN viral, la protéine LTA forme un complexe 

multimérique qui se lie à l'origine de la réplication et agit comme une hélicase pour faciliter la 

transcription des régions codantes tardives.35,36 Elle régule également le cycle cellulaire 

permettant l’entrée en phase S du cycle cellulaire par une action sur des gènes suppresseurs de 

tumeurs tels que les gènes pRb et p53.33,34 La protéine STA est impliquée dans la réplication 

virale et la progression du cycle cellulaire en inhibant l'activité enzymatique de la protéine 

phosphatase 2A notamment.18,37–39 Par la suite, les gènes de la région tardive sont transcrits puis 

leurs ARNm sont traduits en protéines des capsides VP1, VP2, VP3 et l’agnoprotéine dans le 

noyau. L'association de VP1 avec des protéines chaperonnes de la famille hsp70 dans le 

cytoplasme permettrait d’empêcher l'assemblage prématuré des virions.58 Le signal NLS de 

VP1 permet le transport des complexes VP1-VP2 et VP1-VP3 vers le noyau.59 À cet endroit, 

les particules virales se forment. Le mécanisme de libération des virions n’est pas clairement 

identifié mais il a été suggéré que l’accumulation de particules dans le noyau conduit à la lyse 
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de la membrane nucléaire et de la cellule.60 Cependant, une petite fraction des virions peut 

également être libérée dans l'environnement extracellulaire par sécrétion cellulaire. La figure 6 

représente de façon schématique le cycle viral.  

 

 

 

Figure 6. Modèle du cycle de vie du BKPyV.  

(1) Liaison des virions aux récepteurs gangliosides (en particulier GT1b et GD1b) ; (2) 

Internalisation par une endocytose médiée par la cavéole ; (3) Le virus passe ensuite des 

endosomes tardifs au réticulum endoplasmique ; (4) Décollement partiel de la capside 

permettant l'exposition d'une surface hydrophobe exposant VP2/VP3 qui se lie et s'intègre dans 

la membrane du réticulum endoplasmique, conduisant à la libération de virus partiellement non 

revêtus dans le cytosol ; (5) Transport du génome viral dans le noyau via le complexe de pores 

nucléaires grâce à un signal NLS dans les protéines VP2/VP3 ; (6) Expression des gènes 

précoce ; (7) Translocation des protéines LTA, STA et la protéine T tronquée (Tt) dans le noyau 

où elles servent à initier la réplication de l'ADN viral ; (8) Expression des gènes tardifs ; (9) 

Transfert de VP1, VP2 et VP3  dans le noyau où ils s'auto-assemblent pour former des capsides 

dans lesquelles l'ADN viral double brin nouvellement synthétisé est encapsidé ; (10) Libération 

LTA STA Tt 
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des virions après la lyse cellulaire ; (11) Cependant, une petite fraction des virions peut 

également être libérée dans l'environnement extracellulaire par sécrétion cellulaire. Adapté de 

Helle et al.18 

E. Histoire naturelle de l’infection à BKPyV 

La primo-infection se déroule généralement dans l’enfance. La voie de transmission reste 

incertaine. L’isolement du BKPyV dans les amygdales et les voies respiratoires d’enfants 

supposent une infection via les voies respiratoires.61,62 Une contamination orale par les aliments 

ou de l’eau contaminée est également possible.63,64 De façon plus rare, la transmission peut se 

faire via des transfusions, durant les grossesses par voie transplacentaire ou lors de la 

transplantation rénale.52,65–67 Le virus archétype serait la forme transmissible du BKPyV car sa 

structure NCCR peut donner lieu à tous les réarrangements connus et parce qu'il est isolé à la 

fois chez des personnes immunocompétentes et des personnes immunodéprimées.68 Cette 

primo-infection est souvent asymptomatique mais peut parfois être à l’origine d’une 

symptomatologie respiratoire. Le passage du virus dans le sang se ferait via les amygdales.52 Il 

infecterait les leucocytes puis se disséminerait vers les organes cibles tels que les reins et les 

voies urinaires.52 À ce niveau, le virus persiste mais ses mécanismes de persistance ne sont pas 

encore complétement élucidés. Le virus peut se réactiver de manière asymptomatique chez 5-

27 % des personnes immunocompétentes.69–71 Cette réactivation est détectée par une virurie. 

F. Épidémiologie  

La séroprévalence du BKPyV peut atteindre 98 % dans l’ensemble de la population.72 Elle 

dépend de l’âge. Dans une cohorte de 2222 personnes immunocompétentes du Colorado, la 

séroprévalence était basse entre 1 et 5 ans (38 %) et atteignait un pic de 87 % entre 21 et 50 

ans.73 Deux autres séries montrent que cette séroprévalence pouvait atteindre un maximum de 

91-98 % entre 5 et 9 ans selon les séries (figure 7).72,74 
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Figure 7. Séroprévalence par groupe d’âge du BKPyV, JCPyV et du virus simien 40 (SV40). 

Cohorte anglaise de 2435 patients. D’après Knowles et al.74  

G. Les génotypes et sérotypes BKPyV 

Il existe quatre génotypes BKPyV différents numérotés de I à IV. Ces quatre génotypes sont 

déterminés par le polymorphisme de la séquence de nucléotides 1744–1812 située au niveau de 

la boucle BC de la protéine de capside VP1.75 Cette séquence code les acides aminés 61 à 83 

de la partie N-terminale de la protéine VP1 (tableau I). Elle est à l’origine de sérotypes distincts. 
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Tableau I. Les polymorphismes nucléotidiques et les substitutions d'acides aminés du BKPyV, 

permettant de classer les différents BKPyV en quatre génotypes.  

Les nucléotides non discriminatoires ont été omis pour des raisons de simplicité. D’après 

Tremolada et al.76 

 

À partir des séquençages de VP1 et de la LTAg, des sous-groupes pour chaque génotype ont 

été déterminés.77 Les génotypes I et IV sont respectivement divisés en quatre (Ia, Ib1, Ib2, Ic) 

et six (IVa1, IVa2, IVb1, IVb2, IVc1 et IVc2) sous-groupes. La répartition géographique des 

génotypes et des sous-groupes est différente selon les régions. Alors que le sous-groupe Ia est 

surtout présent en Afrique, les sous-groupes Ib2 et IVc2 sont retrouvés en Europe. En Asie, de 

nombreux sous-groupes sont détectés : Ib1, Ic, IVa1, IVa2, IVb2 et IVc1 (figure 8).78,79 Une 

co-infection avec de multiples sous-groupes est possible chez des individus sains ou malades.80  
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Malgré les différences géographiques dans la prévalence du sous-type BKPyV, le sous-type Ib 

est le plus répandu chez 60 % à 80 %, suivi du sous-type IVa chez 10 % à 20 % dans des études 

incluant des donneurs de sang sains et des patients transplantés rénaux.69,81 

 

Figure 8. Répartition des génotypes de BKPyV et des sous-groupes de sous-type I dans les 

principales zones géographiques.  

Les fréquences des génotypes BKPyV (A) et les sous-groupes du génotype I (B) sont 

représentés par des couleurs différentes dans les camemberts. D’après Zheng et al.81 
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Des études in vitro ont montré que les différents sérotypes peuvent se lier aux cellules par des 

voies moléculaires différentes et ont un tropisme cellulaire spécifique. Le génotype IV a la 

possibilité d’infecter des lignées cellulaires via une voie indépendante des gangliosides 

contrairement aux autres génotypes.82 La capacité de réplication dans des cultures cellulaires 

est également différente selon le génotype.76 À ce jour, l’impact du génotype et du sous-type 

sur la pathogénie est débattu. Chez les transplantés rénaux, les charges virales urinaires étaient 

plus élevées chez les personnes infectées par le génotype Ia par rapport au génotype Ib.83 Une 

autre étude a révélé que l'infection par le génotype IV du BKPyV peut être liée à un risque plus 

élevé de néphropathie à BKPyV.84 Enfin, une infection par deux génotypes, notamment les 

génotypes I et II, était associée à un début précoce de la réplication virale, à une charge virale 

plus élevée et à un risque accru de néphropathie à BKPyV dans une étude rétrospective 

récente.85 À l’inverse, aucune corrélation n’a été mise en évidence entre le génotype et le 

caractère pathogène du virus dans d’autres études.86 

H. Réponse immunitaire anti-BKPyV  

La figure 9 illustre la réaction immunitaire innée et adaptative chez le sujet immunocompétent 

et le sujet immunodéprimé. 

1) Réponse immunitaire innée anti-BKPyV 

La réponse immunitaire innée est essentielle dans la défense antivirale. Vis-à-vis du BKPyV, 

les défensines et les cytokines jouent un rôle dans l’immunité anti-BKPyV. Les défensines sont 

de petits peptides qui forment des liaisons disulfures intramoléculaires. Ces peptides excrétés 

inhibent l’infection par des virus enveloppés et non-enveloppés. La 5-α-défensine humaine 

provoque l’agrégation des particules virales BKPyV et empêche l’attachement aux cellules, 

permettant ainsi d’inhiber l’infection virale.87 Ce peptide est retrouvé dans les voies urinaires, 

site préférentiel de réplication du BKPyV. De plus, l’interferon-γ inhibe le BKPyV en 
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empêchant la transcription virale.88 Néanmoins, des analyses à partir de puces à ADN des 

cellules HRPTEC infectées par le BKPyV ont montré une absence d’induction de l’expression 

de cytokines suggérant un mécanisme d’échappement du virus ou de son interaction avec les 

acteurs de l’immunité innée.89 

Les récepteurs KIR (killer-cell immunoglobulin-like receptors) des cellules « natural killer » 

ou NK jouent également un rôle dans l’immunité innée anti-BKPyV. Ces récepteurs ont soit la 

capacité d’activer ou d’inhiber l’activité des cellules NK. Les patients transplantés avec une 

néphropathie à BKPyV auraient un nombre moins important de récepteurs KIR activateurs, 

notamment les récepteurs KIR3DS1 par rapport à un groupe contrôle de patients transplantés.  

Cette étude suggère les effets protecteurs de l'activation des récepteurs KIR dans l'infection par 

le BKPyV et suggère une prédisposition génétique liée aux cellules NK au développement de 

la néphropathie associée au BKPyV.90 

Une étude a montré qu’un taux faible de cellules dendritiques circulantes en pré-transplantation 

et post-transplantation était un facteur de risque de développer une virémie BKPyV après la 

transplantation. Les cellules dendritiques permettent l’activation des lymphocytes T via leur 

rôle de cellules présentatrices d’antigènes.91 À partir de modèles murins de néphropathie à 

BKPyV, Drake et al. ont montré que le nombre de cellules dendritiques était corrélé à la réponse 

lymphocytaire T CD8+ anti-BKPyV. Une autre étude a montré une augmentation des cellules 

dendritiques myéloïdes dans les biopsies de néphropathie à BKPyV par rapport aux biopsies de 

rejets médiés par les lymphocytes T. Ces cellules étaient essentiellement localisées dans des 

zones de cellules tubulaires épithéliales infectées par le BKPyV. Le déficit en cellules 

dendritiques du sang périphérique dans la néphropathie à BKPyV pourrait s'expliquer par la 

migration de ces types de cellules vers le tissu rénal lésé ou infecté.92 L’activation des cellules 
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dendritiques jouerait un rôle important dans l’immunité anti-BKPyV mais le mécanisme de leur 

activation n’est pas élucidé.93,94 

D’un autre côté, l’immunité innée joue probablement un rôle dans la perte des greffons rénaux 

avec une néphropathie à BKPyV. La néphropathie à BKPyV est associée à une inflammation 

rénale en partie liée à une activation importante de l’immunité innée par l'expression accrue de 

cytokines et chémokines pro-inflammatoires telles que l'interleukine-6 ou l’interleukine-8 via 

l’activation du toll like receptor 3 (TLR3).95 Cette immunité activerait deux gènes pro-

inflammatoires, codant pour la pentraxine 3 (PTX3) et la molécule liée au CMH de classe I 

(MHC class I polypeptide-related sequence B, MICB) lors de l'infection par le BKPyV dans les 

cellules tubulaires proximales du rein.89 La PTX3 est une protéine inductible par les cytokines 

impliquées dans l'immunité innée et l'inflammation. La MICB est une protéine qui régule la 

réponse immunitaire innée en interagissant avec le récepteur NKG2D sur les cellules NK et les 

lymphocytes T cytotoxiques.89 

Le BKPyV possède également plusieurs mécanismes d’échappement au système immunitaire 

inné. Les corps nucléaires de la protéine de leucémie promyélocytaire (promyelocytic leukemia 

nuclear bodies, PML-NB) sont des structures nucléaires possédant des effets antiviraux contre 

les virus à ADN et à ARN. En provoquant la séparation de deux des principaux composants 

protéiques présents de manière constitutive dans les PML-NB, Daxx et SP100, le BKPyV 

empêcherait l’action des PML-NB.96 Récemment, une étude s'est intéressée au rôle de 

l'agnoprotéine dans l’échappement immunitaire qui agirait d'au moins trois manières 

complémentaires : (1) elle inactiverait la détection immunitaire et les effets inhibiteurs de 

l'interféron-β par la rupture du potentiel membranaire mitochondrial ; (2) elle accentuerait la 

synthèse des protéines virales via un flux autophagique accru, (3) elle faciliterait la libération 

des virions  du noyau en fragmentant le réseau mitochondrial entourant le noyau.97 
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Un autre mécanisme d’échappement au système immunitaire passerait par les miRNAs codés 

par le virus. Ces miRNAs reconnaissent le ligand ULBP3. Il s’agit d’un ligand excrété dans un 

contexte de stress qui est reconnu par les cellules NK via leur récepteur NKG2D. Les miRNAs 

empêchent donc l’action des cellules NK sur les cellules infectées.98 

2) Réponse immunitaire adaptative 

(a) Réponse immunitaire cellulaire 

L’immunité cellulaire T joue un rôle majeur dans le contrôle de l’infection à BKPyV. Chez 

l’immunocompétent, le taux de cellules T CD4+ spécifiques du BKPyV productrices 

d'interféron γ (IFNγ) était inversement corrélé à l’âge.99 En pré-transplantation, aucune 

association significative entre les réponses des lymphocytes T CD4+ et la survenue de virémie 

BKPyV en post-greffe n’a été retrouvée. Une des limitations est probablement la faible 

fréquence des cellules T spécifiques de BKPyV parmi les PBMC (de 10 à 100 fois inférieure à 

celle observée pour les cellules T spécifiques du cytomégalovirus ou du virus d'Epstein-Barr 

par exemple).100 En post-transplantation, la réponse immunitaire T a été associée à un meilleur 

contrôle de la virurie et de la virémie BKPyV.101–105 Son efficacité est dépendante des 

lymphocytes T polyfonctionnels.106 Elle est dirigée contre les trois protéines de la capside (VP1, 

VP2 et VP3) mais aussi contre les deux protéines LTA et STA que ce soit chez 

l’immunocompétent ou l’immunodéprimé.107–110 Peu de lymphocytes T sont dirigés contre 

l’agnoprotéine111 alors que les lymphocytes T spécifiques de VP1 et de la LTA sont 

prédominants.112,113 Selon un modèle mathématique, les réponses des lymphocytes T aux 

protéines structurelles de la capside bloqueraient la propagation du virus, tandis que les 

réponses aux protéines de régulation induiraient la mort des cellules infectées.114 

L’immunité T anti-BKPyV repose essentiellement sur les CD4+ même si une réponse CD8+ 

est également détectée.109,110,115 Les lymphocytes T CD8+ sont essentiellement dirigés contre 
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la protéine LTA alors que les lymphocytes CD4+ le sont contre la protéine VP1.104 Ces derniers 

stimuleraient la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IFNγ et  le facteur de nécrose 

tumorale TNFα, ainsi que la molécule cytotoxique granzyme B.116 La fréquence des 

lymphocytes T CD4+ helper augmente significativement avant et après la phase de clairance, 

tandis que la fréquence des lymphocytes CD4+ cytolytiques augmente pendant la phase de 

clairance.117 Les lymphocytes T CD8+ sont les principaux effecteurs cytolytiques capables de 

tuer les cellules infectées porteuses d’antigènes des leucocytes humains (human leukocyte 

antigen, HLA) de classe I. De nombreuses études ont essayé de déterminer les épitopes BKPyV 

restreints à certains HLA mais le faible taux de lymphocytes T CD8+ spécifiques au BKPyV 

rend cette démarche difficile. Plus récemment, Cioni et ses collègues ont utilisé des méthodes 

de bio-informatique associées à une stratégie d'expansion in vitro pour prédire les épitopes 9-

mer issus de la région des gènes précoces du BKPyV. Ces épitopes ont été spécifiquement 

cartographiés pour les 14 allèles HLA de classe I les plus courants en Europe et en Amérique 

du Nord. Leurs données montrent que ces épitopes sont conservés et certains ont une forte 

homologie avec le JCPyV. Cela indique que certaines cellules T spécifiques de BKPyV 

pourraient fournir une immunité croisée avec le JCPyV.118 

D’autres données montrent que l’immunité T est spécifique des génotypes BKPyV. Ceci est à 

l’origine de possibles infections multiples par différents génotypes chez un même individu. 

L'équipe de Hirsch a récemment étudié l'effet de la substitution d'acides aminés dans des 

clusters d'épitopes 9-mer immunodominants dans la protéine LTA. Bien que cette protéine soit 

hautement conservée, des échanges d'acides aminés (qu'ils soient à l'origine de modifications 

du génotype ou non) se produisent dans ces épitopes immunodominants, réduisent la capacité 

de liaison des HLA-A et HLA-B aux récepteurs T CD8+ et pourraient donc avoir un effet sur 

l'efficacité des lymphocytes T CD8+.119 
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Dans certaines situations, la réponse immunitaire T pourrait être délétère. Dans une cohorte de 

15 patients transplantés rénaux atteints d’une néphropathie à BKPyV, l’analyse des 

lymphocytes T CD4+ et CD8+ circulants a montré que la présence de lymphocytes T CD8+ 

spécifiques du BKPyV dans le sang périphérique peut représenter un risque de perte du greffon 

rénal. En effet, les deux patients avec des lymphocytes T CD8+ spécifiques détectables dans le 

sang ont perdu leur greffon.103 L’ampleur de l'immunité des lymphocytes T spécifiques au 

BKPyV et de l'inflammation tissulaire peut déterminer l'évolution clinique de l'infection par le 

BKPyV. Les lymphocytes T cytotoxiques spécifiques du BKPyV sont nécessaires pour 

contrôler la réactivation virale. Une clairance virale à un stade précoce permet de contenir 

l’inflammation du greffon et de prévenir la néphropathie à BKPyV. Cependant, lorsque la 

réponse des lymphocytes T cytotoxiques n'est pas en mesure de permettre la clairance virale, la 

réplication à long terme du BKPyV provoque une inflammation majeure. Les cellules T 

activées continuent alors à migrer dans la zone inflammatoire et, plutôt que de contrôler la 

réplication virale, elles attaquent les cellules du greffon qui présentent respectivement les 

antigènes du BKPyV ou du donneur. Ces lésions tissulaires aggravent l'inflammation au sein 

du greffon, ce qui accélère la prolifération du BKPyV et attire d'autres lymphocytes T 

cytotoxiques activés, aboutissant finalement à la néphropathie à BKPyV.120 De façon 

intéressante, l’équipe de Zeng et al. a analysé les récepteurs des lymphocytes T à l'aide d'un 

séquençage haut débit. Elle a révélé la présence de lymphocytes T spécifiques du virus dans 

des échantillons de biopsie de patients atteints de virémie ou de néphropathie à BKPyV mais 

surtout 7 à 8 fois plus de clones de lymphocytes T alloréactifs par rapport aux lymphocytes T 

spécifiques du virus. Ces observations suggèrent que la lésion tissulaire au cours de la 

néphropathie à BKPyV est principalement médiée par l'afflux des lymphocytes T déclenché à 

la fois par l'immunité alloréactive et l’immunité spécifique au virus.121 
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Figure 9. Réactivation BKPyV chez l’immunocompétent (a) et l’immunodéprimé (b) et réaction 

immunitaire. 

Les graphes illustrent les cinétiques de virurie, virémie, d'anticorps et de lymphocytes T. Les 

schémas illustrent la réplication et la réaction immunitaire au niveau du tubule rénal.  B, 

lymphocyte B ; DC, cellule dendritique ; MF, macrophage ; N, neutrophile ; NK, Natural killer. 

Lignes pointillées, niveaux extrapolés, lignes continues, niveaux documentés. D’après Kaur et 

al.122 
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(b) Réponse immunitaire humorale 

Comme la majorité des primo-infections BKPyV surviennent dans l’enfance, le taux de 

séroconversion dans la population est élevé. Des niveaux élevés d'anticorps sont corrélés à une 

activité plus élevée des lymphocytes T CD4+ spécifiques au BKPyV.99 Cette immunité est 

dirigée essentiellement contre des épitopes conformationnels de VP1 et dans une moindre 

mesure contre la protéine LTA.123 La cible de ces anticorps neutralisants ou ospsonisants est 

essentiellement la surface externe des virions. 

Chez la population des enfants transplantés rénaux, dans laquelle le taux de séroprévalence du 

BKPyV est moindre que chez les adultes, les patients séronégatifs étaient à plus haut risque de 

développer une réplication du virus.124,125 Mais l’immunité humorale, tout comme l’immunité 

cellulaire, est spécifique du génotype. Une étude de Pastrana et al. a montré que les sérums de 

donneurs sains ayant des anticorps neutralisants anti-génotype I n'avaient pas ou peu d’activité 

neutralisante contre les génotypes II et IV. Il est donc important dans une population avec une 

séroprévalence élevée d’étudier cette immunité pour chaque génotype de façon spécifique. 

Chez les adultes transplantés rénaux, un titre d’anticorps déterminé par méthodes ELISA à 

partir de VLP (viral-like particule) ou d’anticorps neutralisant (neutrlazing antibodies, NAb) 

était prédicteur d’une virurie et d’une virémie BKPyV.82,126–130 Un titre élevé d’anticorps du 

donneur et/ou un titre bas d’anticorps du receveur étaient associés à un risque accru de 

réplication du virus. 

Durant le suivi en transplantation, le titre des anticorps reste stable chez les patients non-

réplicatifs alors qu’il augmente chez les patients présentant une virurie associée ou non à une 

virémie.126,128,131 La réponse en anticorps était corrélée à l'intensité de l'infection. Les titres 

d'anticorps BKPyV ont atteint des niveaux plus élevés chez les receveurs virémiques par 

rapport aux patients viruriques non virémiques, et les niveaux d'anticorps les plus élevés ont été 
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observés chez les receveurs présentant une virémie soutenue.126 La cinétique des réponses des 

anticorps neutralisants différait d'un individu à l'autre. En effet, les patients développant une 

néphropathie avaient une augmentation plus lente des titres des NAb spécifiques au génotype 

du BKPyV (figure 10). De façon intéressante, il a été observé une augmentation des titres 

d’anticorps dirigés spécifiquement contre la souche réplicante mais aussi contre les autres 

génotypes.128 L'explication possible pourrait être que la réplication élevée du BKPyV stimule 

une gamme plus large de lymphocytes B mémoires existants capables de neutraliser différents 

génotypes de BKPyV et qui deviennent des plasmocytes sécréteurs d'anticorps, comme observé 

pour d'autres virus.132 

 

Figure 10. L'évolution des titres NAb dirigés contre la souche de réplication chez les patients 

viruriques, virémiques et ceux avec une néphropathie à BKPyV. 

Une réponse NAb retardée et faible est associée à une infection plus grave par le BKPyV. La 

distribution des titres des NAb est représentée par des barres colorées. D’après Solis et al.128 
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I. Principales pathologies liées au BKPyV  

1) La néphropathie à BKPyV 

(a) Pathogénie 

La néphropathie à BKPyV est une néphropathie tubulo-interstitielle chronique. Elle touche 

essentiellement les patients transplantés rénaux. Selon un modèle mathématique, la réplication 

du BKPyV est initiée dans les cellules épithéliales tubulaires rénales. Elle se dissémine vers les 

cellules urothéliales où elle s'amplifie. Par la suite, un reflux urétéral provoquerait de multiples 

sites d'infection dans le greffon. Ceci accélère progressivement la réplication intra-rénale 

jusqu'à ce qu'un état stable dynamique soit atteint dans les 2 mois.133 Plus de 90 % de la charge 

virale urinaire en BKPyV résulterait de la réplication urothéliale locale. La réplication du 

BKPyV dans les cellules épithéliales tubulaires contribuerait pour moins de 5 % à la charge 

totale dans l'urine, bien que la grande majorité du BKPyV intra-rénal semble être directement 

libérée dans l'urine. La charge plasmatique de BKPyV proviendrait de la réplication intra-rénale 

mais représenterait moins de 2 % de la réplication des cellules épithéliales tubulaires. Celle-ci 

contribue au moins à une fraction mineure aux charges urinaires de BKPyV via la filtration 

glomérulaire.133 Cette charge virale sanguine serait essentiellement constituée de fragments de 

génome non encapsidés.134 Les réplications du BKPyV dans les cellules épithéliales 

urothéliales et tubulaires doivent être considérées comme indépendantes, vraisemblablement 

régies par la dynamique locale de l'infection des cellules hôtes. En effet, les cinétiques de charge 

virale dans le plasma et l'urine étaient totalement discordantes.133 De plus, des études 

moléculaires ont détecté différents variants génomiques de la région NCCR en tant qu'espèces 

majoritaires virales réplicantes dans des échantillons de plasma et d'urine appariés.27 

La réplication du BKPyV dans les cellules épithéliales tubulaires rénales entraîne une lyse 

cellulaire. Cette lyse concernerait entre 1 à 10 millions de cellules tubulaires par jour. Les 

mécanismes de régénération de cette monocouche sont alors dépassés et conduisent à une 
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dénudation de la monocouche épithéliale dans le tubule. Ceci est suivi par une propagation de 

virus dans les tissus et la circulation sanguine, des infiltrats inflammatoires dans l'interstitium, 

une tubulite et un dépassement de la capacité de régénération des cellules épithéliales tubulaires 

entraînant une atrophie tubulaire et une fibrose interstitielle. Aujourd'hui, il est difficile de 

distinguer l'origine des dommages causés au greffon (figure 11).133 L'inflammation et la fibrose 

ne peuvent pas être facilement attribuées au virus ou à l'immunité antivirale ou anti-donneur. 

En revanche, les multicouches de cellules urothéliales restent largement intactes chez les 

patients transplantés rénaux malgré des charges virales urinaires élevées et donc sans 

dénudation, inflammation et signes cliniques concomitants.  

La réactivation du virus est très fréquente chez le transplanté rénal. Celle-ci s’exprime 

initialement par une virurie ou la présence de « decoy cells » dans 23 à 73 % des patients. Cette 

virurie peut évoluer vers une virémie dans 8 % à 62 % des cas et enfin vers une néphropathie à 

BKPyV dans à 1 à 10 % des cas.136–141 La majorité des réplications BKPyV débutent lors des 6 

premiers mois de la transplantation même si elles peuvent survenir de façon tardive en cas de 

majoration de l’immunosuppression.141 

Des cas de néphropathie à BKPyV touchant les reins natifs sont également décrits dans des 

populations de transplantés non-rénaux et d’immunodéprimés.142–144 Ces cas restent rares, 

potentiellement pour plusieurs raisons : primo la souche BKPyV provient majoritairement du 

donneur via le rein et les voies urinaires porteurs du virus, secundo la transplantation est à 

l’origine de lésions inflammatoires liées à la chirurgie et aux phénomènes d’ischémies-

reperfusions qui favorisent la réplication du virus, tertio cette pathologie est probablement sous-

diagnostiquée et non recherchée de façon systématique.144 
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Figure 11. Réplication BKPyV au niveau des cellules épithéliales tubulaires et l’urothélium 

vésical. D’après Hirsch et al.135 

(b) Les facteurs de risque de virémie BKPyV et de 

néphropathie à BKPyV 

Il existe de multiples facteurs de risque de virémie et de néphropathie à BKPyV. Ils peuvent 

être attribués au donneur, au receveur, au greffon rénal et à l’immunosuppression. Les 

principaux facteurs de risque sont listés dans la figure 12. L’âge du receveur145, le sexe 

masculin145, la durée du diabète146, un antécédent de transplantation rénale,145 ou d’hémodialyse 

et la durée de la dialyse147,148 sont des facteurs de risque liés au receveur. Les donneurs décédés 

et âgés exposent également à un risque plus élevé de réactivation du virus.145  

L'utilisation de sondes urétérales représente un risque de développer une virémie BKPyV et de 

néphropathie à BKPyV.149–151 Ce risque de réactivation augmente avec la durée de maintien des 

sondes.151 Les lésions des cellules tubulaires et urothéliales provoquées par cette dernière chez 
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un hôte immunodéprimé conduiraient à la réplication du BKPyV. Un temps d’ischémie froide 

prolongé est également un facteur de risque.152 

 

Figure 12. Facteurs de risque de réactivation BKPyV chez le transplanté rénal. 

 

Les transplantations ABO-incompatibles augmentent le risque de réplication du virus. Cette 

association s’explique en partie par une forte immunosuppression avec notamment le protocole 

de désensibilisation. En effet, ces traitements exposent à un sur-risque d’infection à BKPyV. 

Mais une étude rétrospective comparant des patients ayant bénéficié d’une désensibilisation 

pour une greffe ABO-incompatible versus une greffe HLA-incompatible retrouve un risque 

plus accru dans le groupe ABO-incompatible.153 De plus ce risque est plus important chez les 

receveurs qui avaient des titres d’anticorps anti-A et anti-B élevés avant le protocole de 

désensibilisation (titre des isoagglutinines ≥ 1 : 256). 
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Dans la littérature, de multiples études ont montré une association entre certains allèles HLA et 

un effet protecteur vis-à-vis de la réplication BKPyV d’autant plus qu’il y a un matching HLA 

entre le donneur et le receveur pour ces allèles (HLA-A2, HLA-B44, HLA-B51, HLA-Cw7 et 

HLA-DR15).154–156 

 

Figure 13. Mécanismes d’action des principaux immunosuppresseurs utilisés en transplantation 

rénale. Selon Halloran et al.157 

L’immunosuppression constitue un facteur de risque majeur de présenter une réplication du 

BKPyV. La majorité des traitements immunosuppresseurs utilisés en transplantation agissent 

sur les lymphocytes T au niveau de la synapse immunologique (l'interface entre une cellule 

présentatrice d'antigène, ou cellule cible, et un lymphocyte T, figure 13). Dans la majorité des 

situations, un traitement immunosuppresseur d’induction est mis en place. Il peut s’agir soit 

d’un traitement T-déplétant (constitué d’anticorps anti-lymphocytes T humains) soit alors d’un 

traitement non-déplétant (constitué d’anticorps anti-récepteurs de l’interleukine-2 appelés 

anticorps anti-CD25). Ces derniers agissent au niveau du signal 3 de la synapse immunologique. 
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Le traitement de maintenance est généralement composé d’un inhibiteur de la voie des anti-

calcineurines qui agissent au niveau du 1er signal (ciclosporine ou tacrolimus), des 

antimétabolites (mycophénolate mofétil ou MMF dans la majorité des cas) inhibant l’IMPDH 

(inosine 5’ monophosphate deshydrogénase) +/- associés à des corticoïdes. D’autres traitements 

immunosuppresseurs peuvent être utilisés tels que les inhibiteurs de mTOR (mammalian target 

of rapamycin) comme le sirolimus et l’evérolimus ou le bélatacept (molécule qui agit en 

bloquant le signal de costimulation des lymphocytes T).  

Un traitement d’induction par un agent T-déplétant augmente le risque de développer une 

virémie BKPyV tout comme le rituximab qui est un traitement B-déplétant.158–160 L’utilisation 

d’agents T-déplétant et B-déplétant est à l’origine de la baisse de l’immunité anti-BKPyV 

cellulaire et humorale.128,161 De la même manière, le tacrolimus est associé à un risque plus 

accru de réplication du BKPyV par rapport à la ciclosporine.158,162A l’inverse, les inhibiteurs 

de la voie des m-TOR sont associés à une moindre incidence de réplication virale.158,163164 Le 

poids global de l’immunosuppression joue également un rôle primordial. En effet, un taux 

résiduel de tacrolimus165,166 et une aire sous la courbe (area under the curve, AUC0-12h) de MMF 

élevés sont associés à une majoration du risque de réplication virale.141  

Les déterminants virologiques chez le donneur et le receveur sont essentiels pour établir le 

risque de réplication du virus. De plus en plus de données orientent vers une réplication de la 

souche BKPyV du donneur transmis via le greffon chez le receveur. En effet, le séquençage a 

révélé un virus identique entre les paires de donneurs et receveurs.67 De plus, des receveurs 

d’organe d’un même donneur ont une probabilité plus importante de présenter une réplication 

du BKPyV.154 Une virurie BKPyV chez le donneur au moment du don67,84,167,168 et un titre 

d’anticorps neutralisants ou non neutralisants élevé chez le donneur 128,131 majorent le risque de 

réplication du virus. L'intensité de la séroréactivité mesurée du donneur reflèterait la quantité 
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et/ou la virulence du BKPyV infectieux présent dans le greffon rénal infecté de manière 

persistante. De plus, une séronégativité BKPyV du receveur167,169 ou un titre d’anticorps 

neutralisants bas contre la souche du donneur128 constituent un risque de développer une virémie 

et une néphropathie à BKPyV. Dans la mesure où chaque génotype BKPyV représente un 

sérotype distinct82, l’analyse de la réponse humorale du receveur devrait être étudiée vis-à-vis 

de la souche du donneur afin d’évaluer le risque vis-à-vis du BKPyV. Malheureusement 

aujourd’hui, la majorité des études ne prennent pas en compte ce critère.    

2) Cystite hémorragique  

La cystite hémorragique liée au BKPyV est une pathologie qui touche essentiellement les 

patients greffés de cellules souches hématopoïétiques. Sa définition clinique se base sur trois 

critères 170 : 

● Un tableau clinique de cystite : dysuries, douleurs abdominales, urgenturies et 

pollakiuries 

● Une hématurie macroscopique  

● Une virurie BKPyV importante > 7 log10 copies/mL 

L’ensemble des critères diagnostiques doivent être présents. En effet, la réplication BKPyV est 

fréquente chez les patients ayant bénéficié d’une greffe de cellules souches hématopoïétiques. 

Elle est observée chez 50 à 80% des patients.171–173 De même, les cystites peuvent avoir d’autres 

étiologies que le BKPyV. Ces étiologies, telles que la réaction du greffon versus l’hôte (GVH) 

ou les cystites hémorragiques liées à d’autres virus comme l’adénovirus ou le 

cytomégalovirus171,172, doivent être systématiquement recherchées. La cystite hémorragique 

liée au BKPyV est une pathologie fréquente en greffe de cellules souches hématopoïétiques 

avec une incidence de 5 à 15 % environ 3 à 6 semaines après la greffe et est associée à une 

survie globale plus faible.172,174,175  
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Le mécanisme physiopathologique comprend trois étapes principales176 : 

● Le conditionnement pour la greffe surtout par le cyclophosphamide, le busulfan 

ou l’ifosfamide ou alors l’irradiation corporelle totale sont à l’origine d’une 

fragilité du tissu urothélial. L'hyperhydratation avec diurèse forcée et un 

traitement par mesna (administré en association avec du cyclophosphamide ou 

de l'ifosfamide) sont capables de réduire la toxicité mais des lésions urothéliales 

subcliniques et une raréfaction des couches urothéliales peuvent tout de même 

être observées.  

● Par la suite, face au traitement immunosuppresseur administré en prophylaxie 

de la GVH et des réponses systémiques à l’inflammation dues au 

conditionnement, une réactivation du BKPyV est observée.  

● Enfin, comme la régénération des cellules urothéliales est altérée après le 

conditionnement, la réplication importante du BKPyV entraîne une dénudation 

de l'épithélium vésical raréfié qui a pour conséquences des fuites d'urine, une 

inflammation et une hémorragie. L'inflammation peut être encore aggravée 

après la greffe en raison d'un syndrome inflammatoire lié à la reconstitution 

immunitaire 

3) BKPyV et oncogenèse  

Le pouvoir oncogène des polyomavirus est établi. En effet, comme cela a été évoqué 

précédemment, le terme « polyoma » vient du grec et signifie « multiples tumeurs ». Le premier 

polyomavirus isolé d’une souris était à l’origine de multiples carcinomes des glandes salivaires 

chez des souriceaux.8 De la même manière, le carcinome à cellules de Merkel est le premier 

cancer humain clairement lié aux polyomavirus (polyomavirus de Merkel).177 Aujourd’hui, le 

BKPyV est classé dans la catégorie 2B en tant que virus « possiblement carcinogène chez 
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l’homme » par le groupe de travail de l’Agence Internationale pour la Recherche contre le 

Cancer de l’Organisation mondiale de la Santé (OMS).178 In vitro, une transformation 

oncogénique des lignées cellulaires de rongeurs a été observée après une infection par le 

virus.176 De nombreux cas cliniques de cancer rénaux et des voies urinaires avec une intégration 

du génome du virus ont été décrits dans la littérature.179–182 De plus, les patients qui développent 

une virémie à BKPyV ou une néphropathie associée au BKPyV après une transplantation rénale 

ont un risque de cancer de la vessie de 4 à 11 fois plus élevé que les transplantés sans maladie 

à BKPyV.183–185 Le pouvoir oncogène serait lié à la région précoce codant les protéines de la 

réplication LTA et STA. De nombreux facteurs pourraient contribuer à ce phénomène mais ne 

sont pas encore précisément investigués : inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs p53 

et pRB par la protéine LTA du BKPyV, instabilité génomique liée au BKPyV, activation des 

voies de proliférations cellulaires, inhibition de l'apoptose cellulaire et induction de 

l'angiogenèse.176,186 

Trois mécanismes physiopathologiques hypothétiques sont mis en exergue pour expliquer ce 

pouvoir oncogène186 : 

● Un mécanisme direct persistant : le virus infecte une cellule épithéliale et, par 

l'expression d'oncogènes viraux et la promotion de l'instabilité du génome 

cellulaire, transforme la cellule. En l'absence de la mort cellulaire tumorale à 

médiation immunitaire, la cellule transformée se développe en une tumeur 

BKPyV-positive. 

● Un mécanisme direct transitoire (également connu sous le nom "hit-and-run") : 

l'instabilité du génome cellulaire médiée par le virus favorise l'accumulation de 

mutations, permettant éventuellement à une population de cellules tumorales de 

perdre l'expression d'oncogènes viraux. Les cellules exprimant des oncogènes 
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viraux sont ciblées par le système immunitaire conduisant à une tumeur BKPyV-

négative. Ce mécanisme sous-estimerait donc la fréquence des tumeurs BKPyV 

induites. 

● Un mécanisme indirect : BKPyV infecte une cellule endothéliale adjacente à une 

cellule épithéliale pré-cancéreuse. La cellule endothéliale infectée exprime des 

cytokines qui recrutent des cellules immunitaires favorisant la tumeur. La cellule 

épithéliale pré-maligne subit une transformation et se développe en une tumeur 

BKPyV-négative. 

 

Figure 14. Hypothèses physiopathologiques du pouvoir oncogène du BKPyV. D’après Starrett 

et al.186 
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4) Autres atteintes liées au BKPyV chez le transplanté 

rénal et le non-transplanté  

Le BKPyV peut être à l’origine de sténoses urétérales. Le virus a d’ailleurs été isolé pour la 

première fois chez un patient transplanté rénal avec sténose urétérale en 1971 et porte un nom 

provenant des initiales de cet individu.12 Depuis, d’autres cas ont été décrits chez la population 

de transplantés rénaux.187,188 Des sténoses urétérales peuvent aussi survenir chez des patients 

ayant une greffe de cellules souches hématopoïétiques et d’autres patients immunodéprimés.189 

Des études sur des modèles animaux ont montré que l’épithélium urétéral permet la réplication 

de certains polyomavirus. À la suite de l’inflammation et de l’apoptose des cellules de la paroi 

urétérale, le tissu serait remplacé par du tissu cicatriciel à l’origine de la sténose.190 

Des cas de méningo-encéphalites, de leucoencéphalopathies multifocales progressives ainsi  

que des cas de pneumonies ont été également rapportés, essentiellement chez des patients 

greffés de cellules souches hématopoïétiques et dans certains cas chez des patients présentant 

une infection au virus de l'immunodéficience humaine (VIH) au stade de syndrome 

d'immunodéficience acquise (SIDA) et même chez le transplanté rénal.191–195 De plus, une 

atteinte dermatologique associée à une cystite hémorragique chez un enfant greffé de moëlle196, 

une rétinite chez un patient infecté par le VIH197, et une  vasculopathie avec fuite capillaire et 

défaillance multiviscérale chez un transplanté rénal198 ont été décrits dans la littérature. 

J. Diagnostic de la néphropathie à BKPyV 

1) Diagnostic biologique  

Les méthodes de dépistage recommandées des pathologies liées au BKPyV reposent sur la 

détection des signes de réplication virale dans les urines et dans le plasma ou le sang total par 

une réaction en chaîne par polymérase (polymerase chain reaction, PCR) quantitative (qPCR) 

en temps réel. Le plasma est préféré au sang total car ce dernier présente une plus grande 
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variabilité de mesure. Des différences de charges virales de BKPyV supérieures à 0,5 log10 

copies/mL entre certains laboratoires utilisant des dosages commerciaux ou développés en 

laboratoire ont été observées.199,200 Les polymorphismes du BKPyV, à savoir le nombre et la 

position des mutations dans les gènes ciblés par l'amplification, sont apparus comme des 

sources majeures de variabilité inter-laboratoire. La diversité des méthodes de purification de 

l'ADN a également contribué à cette variabilité, en particulier pour les échantillons d'urine. De 

plus, le transport, le stockage, la congélation et la décongélation prolongés réduisent 

considérablement la charge plasmatique de BKPyV dans le plasma et doivent être évités.119,199 

La variabilité observée peut avoir des conséquences cliniques importantes. Si les charges de 

BKPyV sont sous-quantifiées ou indétectables, le risque de néphropathie à BKPyV est alors 

augmenté. À l'inverse, une surestimation des charges de BKPyV peut entraîner une réduction 

inappropriée de l'immunosuppression, risquant le rejet. L'utilisation de qPCR ciblant les régions 

hautement conservées des gènes codants (STA/LTA ou VP1/VP2/VP3) permet de réduire la 

variabilité.199 De plus, comme la charge plasmatique de BKPyV est principalement constituée 

d’ADN hautement fragmenté, l'utilisation d’amplicons d’une longueur inférieure à 100 paires 

de base réduirait également la sous-quantification de la charge de BKPyV.134 L'introduction 

d'un standard international de l'OMS pour le BKPyV est aussi une étape importante pour 

normaliser les tests du BKPyV entre les laboratoires. Cependant, la norme internationale OMS 

BKPyV se compose de plusieurs sous-populations de BKPyV, et la quantification virale varie 

jusqu'à 4 fois selon la région ciblée par les PCR. En effet, environ 70% de la population 

BKPyV- retrouvée dans le standard international présente des délétions dans la région codant 

la protéine LTA.201 

La virurie BKPyV précède le début de la virémie. La recherche de la virurie a une sensibilité 

élevée et une valeur prédictive négative proches de 100 %.136,202–204 Le dépistage des 

échantillons d'urine permet une détection plus précoce mais la valeur prédictive positive pour 
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la néphropathie à BKPyV n’est que de 40 %. La recherche d’une virémie BKPyV a une valeur 

prédictive positive plus élevée que la charge urinaire en BKPyV (aux alentours de 50 à 60 %).  

La recherche de « decoy cells » ou cellules leurres en cytologie urinaire est une méthode peu 

coûteuse. Sa valeur prédictive négative pour exclure la néphropathie à BKPyV est de près de 

100 %. Néanmoins, la valeur prédictive positive est faible à environ 25 %.204,205 Les decoy cells 

sont des cellules épithéliales infectées par le virus qui peuvent être trouvées dans l'urine. Ces 

cellules leurres doivent leur nom à leur forte ressemblance avec les cellules cancéreuses et 

peuvent, à ce titre, confondre le diagnostic d'une infection virale ou d'une malignité urothéliale 

(figure 15). Ces cellules présentent un grand noyau basophile contenant des inclusions 

intranucléaires. Cette méthode de dépistage de la réplication BKPyV est recommandée en cas 

d’indisponibilité de la qPCR. 

 

  

Figure 15. Illustration de Decoy cells.  

A Decoy cells, coloration de Papanicolaou, 400×.B Decoy cell, coloration de Papanicolaou, 

1000 ×. D’après Chantziantoniou et al.206 
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La visualisation de Haufen en microscopie électronique est une autre technique diagnostique 

(figure 16). Les Haufen sont des agrégats icosaédriques de particules de polyomavirus et de 

protéine de Tamm-Horsfall qui peuvent être détectés dans l'urine de patients transplantés rénaux 

atteints de néphropathie à BKPyV à l'aide d'une microscopie électronique à coloration négative. 

La présence de Haufen dans l'urine était fortement corrélée (coefficient kappa k à 0,98) avec la 

néphropathie à BKPyV avec une sensibilité et une spécificité > à 98 %.207, 208 De plus, les 

résultats du test quantitatif PyV-Haufen reflétaient la gravité de la maladie rénale avec un 

coefficient de corrélation de 0,84. Ces deux études menées dans un même centre nécessitent 

une confirmation par des études plus approfondies. 
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Figure 16. Agrégats tridimensionnels de polyomavirus en forme de cristaux, appelés Haufen, 

dans des échantillons d'urine.  

A, Un petit Haufen (neuf virions) ; B, Un grand Haufen (> 100 virions) ; C, Les Haufen sont 

riches en protéine Tamm-Horsfall (marquée par les points noirs représentant des particules 

d'or). A et B, coloration négative, microscopie électronique, contre-coloration à l'acétate 

d'uranyle ; C, marquage immunogold microscopie électronique avec un anticorps monoclonal 

de souris anti-humain Tamm-Horsfall, particules d'or de 5 nm. D’après Singh HK et al.207 

2) Diagnostic histologique  

Le diagnostic de certitude de la néphropathie à BKPyV repose sur l’analyse 

anatomopathologique du tissu rénal obtenu par une ponction-biopsie du greffon (PBG). Il s’agit 

de la méthode de référence. La PBG doit être envisagée principalement chez les patients 

présentant une insuffisance rénale ou des marqueurs indiquant un risque immunologique accru, 

tels que les patients hyperimmunisés, la présence d'anticorps anti-donneur (donor specific 

antibody, DSA), une greffe ABO incompatible, des antécédents de rejet ou de transplantation. 

En raison de la nature focale de la néphropathie à BKPyV au début de la maladie, le taux de 

faux négatifs peut aller jusqu'à 40 % des cas.209,210 Ce taux peut être réduit si au moins deux 

prélèvements sont effectués, de préférence au niveau de la médullaire rénale, réservoir 

important de l'infection à BKPyV. La réplication virale intra-rénale peut être mise en évidence 

par l’utilisation des techniques d’immunohistochimie employant des anticorps dirigés contre la 

protéine LTA du SV40, un polyomavirus simien présentant une forte homologie avec le 

BKPyV. Le spectre morphologique change avec le temps (figure 17). Les changements 

morphologiques associés à la néphropathie à polyomavirus ont été divisés en 3 stades 

caractérisant l'évolution de la maladie.211 Ces stades sont utilisés dans la classification de 

l'American Society of Transplantation.212  
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Figure 17. Biopsies en série chez un transplanté rénal avec une réactivation du BKPyV.  

A, La biopsie initiale montre des tubules avec des modifications cytopathiques (flèches). Le 

tubule montre un seul noyau nettement élargi mis en évidence par une coloration à 

l'immunoperoxydase pour polyomavirus ; B, Néphrite tubulo-interstitielle. La partie supérieure 

droite de l'image montre un parenchyme non atteint (astérisque). La partie inférieure gauche 

montre une inflammation chronique, une atrophie et des modifications cytopathiques virales ; 

C, Une biopsie ultérieure montre une atteinte diffuse de la néphrite tubulo-interstitielle à 

BKPyV. L'atrophie est plus importante ; D, Sept mois après le diagnostic, la biopsie montre 

une fibrose interstitielle étendue et une atrophie tubulaire, ainsi qu'une sclérose glomérulaire 

diffuse. Il existe de rares modifications cytopathiques virales résiduelles. D’après Drachenberg 

RC et al.211 

Lors du stade A de la maladie, des changements cytopathiques/cytolytiques liés au virus dans 

les tubules +/- associés à des infiltrats inflammatoires mineurs sont observés. Dans le stade B, 

les modifications liées au virus sont associées à une atteinte tubulaire plus sévère, une 

inflammation interstitielle focale ou diffuse, une tubulite, une fibrose interstitielle et une 

atrophie tubulaire. En fonction de l'étendue de la zone de biopsie affectée, le stade peut être 

subdivisé en sous-catégories B1, B2 et B3. Le stade C est caractérisé par une fibrose 
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interstitielle étendue avec une atrophie tubulaire et une inflammation interstitielle. Les 

modifications cytopathiques virales sont extrêmement rares, voire absentes. La seconde 

classification, proposée par le Banff Working Group on polyomavirus nephropathy, repose sur 

un score semi-quantitatif déterminant le nombre de cellules infectées par le BKPyV (polyoma 

virus load, pvl) et le score de fibrose interstitielle « ci » de Banff gradé chacun en trois classes 

pour définir trois stades.213 Les études initiales des deux classifications ont montré que la 

fonction rénale et le risque de perte du greffon étaient prédits par les stades. Malheureusement, 

les études de validation ont montré des résultats mitigés, seules quelques études soutiennent les 

conclusions initiales.214–217  

Le principal diagnostic différentiel de la néphropathie à BKPyV est le rejet cellulaire aigu.212 

Comme la néphropathie à BKPyV, il existe des lésions tubulo-interstitielles. La présence d'un 

effet cytopathique ou des cellules marquées au SV40 plaident en faveur d'une inflammation et 

d'une tubulite liées au BKPyV, mais leur absence dans un foyer d'inflammation interstitielle 

n'exclut pas une infection au BKPyV comme cause. L'artérite intimale ainsi que la 

vasculopathie chronique de l'allogreffe, qui peut être observée dans le rejet, ne peuvent 

généralement pas être associées à la néphropathie à BKPyV. Cependant, un cas de néphropathie 

à BKPyV avec une artérite intimale et un cas avec une vasculopathie généralisée à 

polyomavirus dans le muscle squelettique ont été rapportés.198,218 

3) Définitions diagnostiques et recommandations 

À partir des différents moyens diagnostiques, plusieurs définitions ont été établies :212  

● Néphropathie à BKPyV possible : virurie de haut niveau > 7 log10 copies/mL 

et/ou présence de decoy cells  

● Néphropathie à BKPyV probable : virémie > 3 log10 copies/mL pendant > 2 

semaines 
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● Néphropathie à BKPyV présumée :  virémie > 4 log10 copies/mL 

● Néphropathie à BKPyV prouvée : biopsie rénale montrant des modifications 

liées au virus 

En transplantation rénale, il est recommandé de réaliser un dépistage de la réplication BKPyV 

par qPCR tous les mois jusqu'au 9ème mois post-greffe, puis tous les 3 mois jusqu'à 2 ans après 

la greffe et lorsqu’une PBG est réalisée. Selon les centres de transplantation, une recherche de 

virurie, decoy cells et virémie peut être faite en 1ère intention. Si seuls des échantillons d'urine 

sont testés pour la surveillance de la charge de BKPyV, des tests de suivi dans le plasma doivent 

être envisagés lorsque les charges de BKPyV dans l'urine dépassent 7 log10 copies/mL ou si 

une suspicion clinique de néphropathie à BKPyV est élevée malgré une charge virale urinaire 

indétectable.212 En effet, il y a eu quelques cas isolés de patients développant une virémie sans 

virurie, mais cela est inhabituel. La figure 18, issue des recommandations de l’American Society 

of Transplantation, détaille la méthode de dépistage et de diagnostic de la néphropathie à 

BKPyV chez le transplanté rénal. 
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Figure 18. Dépistage et prise en charge des patients transplantés rénaux atteints de virurie 

BKPyV, de virémie et de néphropathie à BKPyV.  

Abréviation : c/mL, copies/mL ; CsA, cyclosporine-A ; DSA, anticorps spécifique du donneur ; 

EM, microscopie électronique ; HPF, champ haute puissance ; IgIV, préparations 

intraveineuses d'immunoglobulines ; MPA, acide mycophénolique ou équivalent ; PyV, 

polyomavirus ; Tac, tacrolimus ; LV, charge virale. *La biopsie du greffon doit être envisagée 

chez les patients présentant une fonction rénale non dégradée, si un rejet aigu concomitant 

(subclinique) est probable. ** Si la baisse de la virémie BKPyV plasmatique est < 1 log10 

copies/mL en moins de 4 semaines.  

K. Traitements de la néphropathie à BKPyV 

1) Baisse de l’immunosuppression   

A ce jour, la modification de l’immunosuppression est le seul traitement formellement efficace 

contre la néphropathie à BKPyV. Cette réduction permet de restaurer l’immunité anti-BKPyV 

nécessaire au contrôle de la réplication du virus. Dorénavant, la réduction de 

l’immunosuppression est recommandée au stade de néphropathie à BKPyV probable, présumée 

ou prouvée.212 Cette réduction de l’immunosuppression permet de réduire la virémie et 

conduirait à la régénération des cellules tubulaires.219  

Des données in vitro ont montré que des concentrations de tacrolimus supérieures à 6 ng/mL 

inhibent l’activation des lymphocytes T spécifiques du BKPyV de plus de 50 %, alors qu'une 

inhibition inférieure à 30 % a été observée avec des concentrations en dessous de 3 ng/mL. 

L'inhibition par la ciclosporine était supérieure à 50 % à des concentrations de 1920 ng/mL et 

inférieure à 30 % en dessous de 960 ng/mL, ce qui correspond à des niveaux cliniques de taux 

résiduels de 200 et 100 ng/mL, respectivement.220 Les concentrations de MMF jusqu'à 8 μg/mL, 

de léflunomide à 50 μg/mL ou de sirolimus à 64 ng/mL n'ont pas inhibé la production 

d'interféron-γ spécifique au BKPyV, mais l'expansion des cellules T dépendantes de l'antigène.  
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Sur des cultures cellulaires, la réplication du BKPyV est inhibée par l'acide mycophénolique et 

la ciclosporine.221–224 Les données sur les inhibiteurs de mTOR semblent contradictoires avec 

d’un côté un effet inhibiteur de la réplication du virus et de l’autre une possible majoration de 

cette réplication.223,225,226, tandis que le tacrolimus activait la réplication du BKPyV et inversait 

l'inhibition causée par le sirolimus.223 

In vivo, une méta-analyse 227 et de multiples études observationnelles ont rapporté une 

négativation de la virémie BKPyV dans 80 % à 100 % des cas après réduction de 

l’immunosuppression.137,219,228–230 Dans les néphropathies à BKPyV prouvées, une réduction 

plus importante est nécessaire pour obtenir la clairance virale.219 

Le moment du diagnostic (post-transplantation précoce ou tardive), l’importance de la virémie 

initiale, les circonstances de diagnostic (en tant que dépistage de routine ou en tant que 

diagnostic différentiel de dysfonctionnement du greffon), ainsi que le risque de rejet aigu 

guident la manière de réduire l'immunosuppression. Chez les patients traités par des inhibiteurs 

de la calcineurine et un antimétabolite, il existe deux stratégies de réduction212 : 

● Stratégie 1 : réduction initiale de la dose d'inhibiteur de la calcineurine de 25 % 

à 50 % en une ou deux étapes, suivie d'une réduction antiproliférative de 50 %, 

puis arrêt de l'antiprolifératif. 

● Stratégie 2 : réduction d'abord du traitement antiprolifératif de 50 %, ensuite 

réduction des inhibiteurs de la calcineurine de 25 % à 50 %, puis arrêt du 

médicament antiprolifératif. 

La prednisone orale est généralement baissée à 10 mg par jour ou moins. L'immunosuppression 

est en outre ajustée en fonction de la charge plasmatique de BKPyV et des modifications de la 

fonction rénale lors du suivi qui doit être réalisé au moins toutes les 2 semaines. Le 

remplacement du tacrolimus par la ciclosporine peut également être envisagé.231  
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Un rejet aigu et un DSA de novo peuvent se développer chez environ 10 % des patients après 

élimination de la virémie BKPyV.137,219,228,232–235 Ce risque est accru si l'immunosuppression 

est réduite plus rapidement.236  

2) Thérapies associées et adjuvantes 

(a) Les inhibiteurs de mTOR 

Les inhibiteurs de mTOR sont considérés comme un potentiel traitement anti-BKPyV.  

Certaines données in vitro ont montré que les inhibiteurs des mTOR pourraient inhiber la 

réplication virale. De plus, des études chez des transplantés rénaux recevant des inhibiteurs des 

anti-calcineurines et des corticostéroïdes ont montré une incidence plus faible de la virémie et 

de la néphropathie à BKPyV chez les patients recevant des inhibiteurs de la voie des mTOR 

par rapport au mycophénolate.164,237 Aujourd’hui, il existe peu de données indiquant un switch 

vers ce traitement après une réplication à BKPyV. Le plus grand essai randomisé contrôlé qui 

comporte 40 patients n’a pas montré une différence significative entre le switch du MMF à 

l'évérolimus et une réduction de la dose de MMF en ce qui concerne l’élimination de la virémie 

ou la réduction de 50 % de la virurie.238 Des études sur une cohorte plus large sont nécessaires 

pour confirmer ou infirmer ces données. 

(b) Immunoglobulines intraveineuses (IgIV) 

Les IgIV contiennent des titres élevés d'anticorps neutralisants contre le virus BKPyV, en 

particulier contre le génotype le plus courant (génotype I), et leur injection permet une 

augmentation significative du titre des anticorps neutralisants chez les greffés rénaux.82,239 De 

plus, ils possèdent des effets immunomodulateurs qui peuvent atténuer les effets lytiques des 

lymphocytes T cytotoxiques CD8+ antiviraux qui infiltrent le rein et contribuent aux dommages 

tubulaires « collatéraux » d'une réponse antivirale importante.240 Enfin, les IgIV ont le potentiel 

de prévenir le rejet suite à une réduction de l'immunosuppression. Dans une étude rétrospective 

comparative, sur 50 receveurs de reins atteints d’une néphropathie à BKPyV principalement au 
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stade histologique B (92 %), les patients traités par des IgIVs associées à la baisse de 

l'immunosuppression évoluaient plus vers une virémie négative (77,3 % versus 33,3 %, p = 

0,044) que les patients ayant juste eu une réduction de l'immunosuppression. À l'inverse, l'étude 

rétrospective comparative de Naef et al. ne montre pas de bénéfice des IgIVs dans la clairance 

virale et dans l’incidence des rejets. Mais il faut noter que les patients du groupe IgIV (n = 52) 

avaient une réduction plus importante de l'immunosuppression (n = 79).241 Des études 

randomisées contrôlées sont nécessaires pour confirmer ces résultats. 

(c) Cidofovir 

Le cidofovir est un analogue nucléosidique qui inhibe l'activité de l'ADN polymérase virale. Il 

a une activité in vitro contre le BKPyV. Mais ce dernier ne code pas d'ADN polymérase. 

L'activité in vitro du cidofovir contre le BKPyV serait liée à une diminution de l'activité 

métabolique de l'ADN cellulaire de l'hôte.242,243 Il est administré par voie intraveineuse et a des 

effets secondaires connus, notamment la néphrotoxicité, l'uvéite antérieure et la 

myélosuppression.242,244 Certaines études rapportent une stabilisation de la fonction rénale, 

alors que d'autres ne rapportent aucun bénéfice démontrable. Des taux sanguins maximaux de 

5 μg/mL ont été atteints, ce qui est inférieur à la concentration inhibitrice 90% du BKPyV(40 

μg/mL). La méta-analyse d'une étude de cohorte et de 11 séries de cas n'a trouvé aucun avantage 

du cidofovir dans la prise en charge de la réplication du BKPyV.227 

(d) Brincidofovir 

Le brincidofovir est le dérivé ester lipidique du cidofovir. 245–247 Son activité in vitro nécessite 

des concentrations 400 fois plus basses que le cidofovir.246 Il est également moins 

néphrotoxique que le cidofovir.245–247 

Dans des cultures de cellules urothéliales humaines primaires, un traitement pré-infection 

pendant seulement 24 h a réduit l'infectivité de la même manière qu'un traitement 2 à 72 h après 
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l'infection, tandis qu'un traitement combiné pré- et post-infection a une meilleure efficacité. 

L’utilisation de ce traitement a été rapportée chez un patient greffé de cellules souches 

hématopoïétiques présentant une néphropathie à BKPyV et une patiente pédiatrique 

transplantée du rein. Sous brincidofovir, la charge virale BKPyV a diminué sans négativation 

et la fonction rénale s’est stabilisée.248,249 Une étude multicentrique de phase 1/2, randomisée, 

en double aveugle, contrôlée versus placebo et à doses multiples sur l'innocuité, la tolérance et 

la pharmacocinétique du brincidovir chez des receveurs de greffe de cellules souches 

hématopoïétiques et rénales atteints de virurie BKPyV, a été achevée (NCT00793598).250 

Cependant, les résultats ne sont pas disponibles. 

(e) Leflunomide 

Le léflunomide est un agent antiprolifératif et immunosuppresseur utilisé à l'origine pour le 

traitement de la polyarthrite rhumatoïde. Le métabolite actif, le tériflunomide (A771726), 

inhibe la prolifération des lymphocytes T et B. In vitro, il a été observé que le léflunomide 

inhibe la réplication du BKPyV en modulant l'activité de la pyrimidine/tyrosine 

kinase/dihydroorotate déshydrogénase.243 L'effet inhibiteur in vitro était contrecarré par l'ajout 

d'uridine à des concentrations normalement trouvées in vivo.251 

Dans la prise en charge du BKPyV, il est pris par voie orale en remplacement de l'acide 

mycophénolique. Plusieurs études ont rapporté l'utilisation du léflunomide dans la néphropathie 

au BKPyV.252–259 Ces études présentent des résultats discordants sur la clairance virale. Mais 

ce sont des études observationnelles sans groupes contrôles. De plus, les patients avaient 

bénéficié d'une baisse de l'immunosuppression rendant l'interprétation des résultats difficile. 

Un essai contrôlé randomisé de phase 2 a évalué le FK778, un dérivé du léflunomide dans la 

néphropathie à BKPyV mais n'a montré aucun bénéfice. Le traitement par FK778 a diminué la 
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charge virale du BKPyV dans cette étude, mais il a été associé à un profil de rejet et une fonction 

rénale moins favorables et à une incidence plus élevée d'effets indésirables graves.260 

(f) Fluoroquinolones 

Les fluoroquinolones sont des antibiotiques qui ont montré une activité inhibitrice modeste sur 

la réplication du BKPyV in vitro. Cet effet inhibiteur est probablement médié par le blocage de 

la fonction hélicase de la protéine LTA du virus.261,262 Deux essais randomisés en double 

aveugle contrôlés contre placebo n'ont pas montré de bénéfice des fluoroquinolones dans la 

prévention de la réplication BKPyV.263,264 De même, un essai randomisé en double aveugle 

contrôlé n'a pas montré de réduction de la virémie BKPyV en utilisant la lévofloxacine pendant 

trois mois par rapport au placebo.265 De plus il existe un risque accru d'infections résistantes 

aux fluoroquinolones.264 

(g) Statines 

Par l'inhibition de la synthèse du cholestérol, les statines diminuent l'expression de la cavéoline-

1. La voie de l'endocytose cavéolaire est une étape critique pour l'entrée du BKPyV dans les 

cellules épithéliales tubulaires proximales rénales humaines. Une étude in vitro sur des cultures 

cellulaires épithéliales tubulaires proximales rénales humaines a constaté que le pourcentage de 

cellules infectées par le BKPyV et l'expression de l'antigène T étaient significativement 

diminués lorsqu’elles étaient exposées à la pravastatine.266 Néanmoins, l'ajout de la pravastatine 

72 heures après l'infection au BKPyV n'avait pas d'impact sur le pourcentage de cellules 

infectées. Par conséquent, les statines ne seraient pas efficaces une fois que l'infection est 

établie. De plus, l'exposition à la pravastatine dans cette étude in vitro était bien supérieure à la 

concentration sérique maximale de pravastatine chez l'homme (50 μM contre 0,1 μM, 

respectivement). De même, une étude rétrospective portant sur des transplantés de rein adultes 

atteints de virémie BKPyV a révélé que les statines à des doses maximisées pour les effets 
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hypocholestérolémiants n'empêchaient pas la progression de la virémie BKPyV vers la 

néphropathie à BKPyV.267 
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II. Conclusions et objectifs du travail de thèse concernant le 

BKPyV 

Cette revue de la littérature montre qu’en transplantation rénale, la réplication du BKPyV est 

une problématique majeure avec la survenue de néphropathie à BKPyV qui peut conduire à la 

perte du greffon. Comme nous l’avons vu, aucune thérapeutique n’a prouvé son efficacité sur 

le plan clinique malgré une efficacité in vitro de plusieurs molécules. La seule stratégie 

permettant le contrôle de la réplication du virus est la restauration de l’immunité anti-BKPyV 

via la baisse de l’immunosuppression. Mais cela expose le patient à un risque important 

d’immunisation contre le greffon rénal avec un risque de rejet.  

En transplantation rénale, dans la majorité des cas, le BKPyV qui se réplique est issu du donneur 

qui le transmet au receveur via le rein et les voies urinaires transplantés.67,128,167 Cette 

réplication se fait généralement les premiers mois de la greffe.136,141Un titre d’anticorps 

neutralisants faible contre la souche du donneur est un facteur de risque de réplication du 

BKPyV. Dans ce travail de thèse, nous évaluons l’impact d’un apport passif de NAb via des 

IgIV sur l’incidence de la virémie et de la néphropathie à BKPyV. 
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III. Les IgIV comme stratégie préventive de la réplication du 

BKPyV chez les transplantés de rein—Résultats d'une étude 

de preuve de concept 

A. Rationnel de l’étude 

Des travaux menés dans notre équipe ont montré qu’un titre d’anticorps neutralisants anti-

BKPyV ou NAb du donneur bas contre la souche du receveur présente un facteur de risque de 

réplication du virus chez le receveur. Un titre chez le receveur de NAb inférieur à 4 log10 de 

CI50 (concentration inhibitrice à 50 %) contre la souche du donneur au moment de la 

transplantation expose à un risque de virurie et de virémie à BKPyV plus important qu’un titre 

supérieur à 4 log10 de CI50.128 Par ailleurs, un autre travail de l’équipe ainsi que des données de 

la littérature montrent que l’ensemble des préparations d’IgIV testées contiennent une activité  

neutralisante anti-BKPyV contre les trois principaux génotypes (les génotypes I, II et IV).239,268 

En effet, les IgIV sont issues de dons de plasma de sujets sains et plus de 90 % de la population 

adulte est immunisée contre le BKPyV. L’injection de ces IgIV a conduit à une augmentation 

significative du titre d’anticorps neutralisants contre les trois principaux génotypes et surtout 

contre le génotype I (le plus répandu). L’effet de cette augmentation persistait 3 à 4 semaines 

après l’injection.239 Notre hypothèse de travail était qu’une augmentation du titre de NAb après 

l’injection d’IgIV chez les transplantés ayant un faible titre de NAb le jour de la transplantation 

aurait un effet protecteur vis-à-vis de la réplication BKPyV. 

Dans une étude rétrospective, qui fera l’objet de la première partie de la thèse et qui a fait l’objet 

d’une publication dans l’American Journal of Transplantation, nous avons étudié l’impact des 

IgIV dans la prévention de la virémie et de la néphropathie à BKPyV dans une cohorte de 

transplantés rénaux.  
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B. Principaux points de méthodologie  

1) Population d’étude 

Nous avons analysé rétrospectivement les dossiers cliniques de patients adultes ayant bénéficié 

d’une transplantation rénale au CHU de Strasbourg entre juillet 2012 et décembre 2017. Tous 

les patients avec un titre de NAb mesuré le jour de la transplantation (J0) ont été jugés éligibles. 

Les patients ayant une survie inférieure à 3 mois ou une survie du greffon inférieure à 3 mois 

ont été exclus de l’étude. Les patients avec des titres NAb inférieurs à 4 log10 de CI50 contre la 

souche du donneur (qui a été déterminée en mesurant les titres NAb dans les sérums du donneur) 

ont été considérés à haut risque. Lorsque l'échantillon du donneur n'était pas disponible, la 

souche réplicante était considérée comme référence pour les patients présentant une réplication 

du BKPyV. Ce choix a été motivé par le fait que la réplication du BKPyV a principalement 

pour origine le BKPyV provenant du donneur. Le génotype viral le plus courant (génotype I) a 

été pris comme référence pour les patients n’ayant pas présenté de réplication durant le suivi. 

Sur la base des titres des anticorps neutralisants à J0 et de la prescription d'une perfusion d'IgIV, 

les patients de l'étude (n = 174) ont été répartis dans les trois groupes suivants : (1) les patients 

avec de faibles titres de NAb ("patients à haut risque") qui ont reçu un traitement par IgIV pour 

un déficit immunitaire secondaire ou pour la prévention ou le traitement du rejet médié par les 

anticorps au cours des 3 premiers mois post-transplantation et avant la réplication du BKPyV 

(n = 44), (2) les patients avec des titres NAb faibles ("patients à haut risque") qui n'ont pas 

bénéficié d’un traitement par IgIV au cours de la première année de la transplantation (n = 41), 

et (3) les patients avec des titres NAb élevés (« patients à faible risque ») qui n'ont pas reçu 

d'IgIV (n = 89). Le déficit immunitaire secondaire a été défini par des niveaux d'IgG < 400 

mg/dL ou des niveaux d'IgG entre 400 et 800 mg/dL en présence d'une infection concomitante. 

Les patients à faible risque ayant reçu des IgIV au cours de la première année post-

transplantation n'ont pas été inclus dans l'étude (n = 65).   
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2) Test de neutralisation 

Les tests de neutralisation ont été réalisés sur des cellules HEK-293TT (human embryonic 

kidney, National Cancer Institute Tumor repository, Frederick, Maryland, USA). Les cellules 

HEK-293T sont générées après l’intégration du génome du polyomavirus SV40. Elles 

expriment de faibles quantités de la protéine LTA en raison d’un biais d’épissage en faveur de 

la protéine STA. Les cellules HEK-293TT sont issues des cellules HEK-293T après 

transfection par un plasmide codant la protéine LTA du SV40. Grâce à la forte expression de 

la protéine LTA du SV40, ces cellules ont la capacité de répliquer en grand nombre les 

plasmides contenant l’origine de réplication du SV40. Ces cellules étaient mises dans une 

plaque de 96 puits à raison de 30 000 cellules par puits. Les cellules étaient incubées pendant 2 

à 5 heures à 37 °C.  Le plasma du patient était décomplémenté. Il était ensuite dilué au 1/20ème 

puis sept dilutions en série au quart étaient réalisées. Ensuite, 25 µl de plasma aux différentes 

dilutions étaient mis en contact avec un volume de 100 µl de pseudovirions pour chacun des 

génotypes I, II et IV pendant 1 heure à 4 °C au sein d’une plaque de 96 puits. Les dilutions 

obtenues allaient du 1/100ème au 1/1638400ème. Les pseudovirions étaient formés par 

l’assemblage des trois protéines de la capside autour du plasmide codant la Gaussia luciférase. 

Les mélanges pseudovirions-plasma aux différentes dilutions étaient utilisés pour infecter les 

cellules HEK-293TT. Du plasma frais congelé (PFC) dilué de la même manière que le plasma 

du patient était utilisé comme contrôle positif. L’infectiosité d’un sérum séronégatif pour le 

BKPyV mis en contact avec des pseudovirions, au sein de deux puits, représentait le contrôle 

négatif. L’infectiosité des pseudovirions seuls au sein de trois puits était le témoin d’infectiosité. 

Après 3 jours d’incubation, la neutralisation était déterminée par luminescence après ajout de 

15 µl de substrat de Gaussia Luciférase dilué au 1/100ème avec 25 µl de surnageant de chaque 

dilution. La lecture se faisait par un luminomètre MicroBeta® Trilux (PerkinElmer®). La 

luminescence est proportionnelle à la réplication du plasmide de la Gaussia Luciférase et la 
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synthèse de la protéine Gaussia Luciférase. Cette synthèse dépend de la capacité d’infection 

des cellules par les pseudovirions et est donc inversement proportionnelle au titre de NAbs. Le 

titre de neutralisation correspond à la dilution de plasma qui inhibe l’infection d’au moins 50 

% par rapport au contrôle (CI50).  

C. Principaux résultats 

1) Cinétiques des NAbs sous IgIV 

Parmi les 44 patients à haut risque traités par IgIV, un total de 41 patients (93,2 %) a reçu une 

perfusion d'IgIV dans le cadre d'un déficit immunitaire secondaire à une dose de 0,4g/kg. Parmi 

eux, 28 (63,6 %) ont bénéficié de 3 perfusions d’IgIV. Les 12 (27,3 %) et 1 (2,3 %) patients 

restants ont reçu respectivement 2 et 1 perfusions d’IgIV. Trois patients (6,8 %) ont été traités  

par 3 perfusions d'IgIV à la dose de 2 g/kg en raison d'un traitement préventif ou curatif de rejet 

humoral. Les IgIV étaient administrées au cours des 3 premiers mois post-transplantation. La 

cinétique des titres des NAb a été étudiée uniquement chez les patients ayant reçu des IgIV en 

l'absence de virémie BKPyV (n = 41, figure 19). Cette approche a permis d'étudier l'impact des 

IgIV en l'absence de stimulation du système immunitaire (en raison de l'augmentation des titres 

des NAbs observée lors des virémies BKPyV). À J0, le titre moyen de BKPyV NAb était de 

3,06 log10 CI50 avec un écart type (0,56) log10 CI50. Avant la première injection d'IgIV, les titres 

de BKPyV NAb restaient inférieurs à 4 log10 CI50 chez tous les patients (moyenne : 3,07 [0,56] 

log10 IC50). Un mois après la greffe, alors que la majorité des patients (93 %) avaient déjà reçu 

la première injection d'IgIV, les titres moyens de NAb ont augmenté de manière significative à 

3,82 (0,61) log10 CI50 et sont restés à ces niveaux pendant les 2 mois suivants (p < 0,001). Une 

diminution des titres de NAb s'est produite par la suite, avec un retour aux niveaux initiaux 

entre 6 et 12 mois post-transplantation. Vingt-neuf des 32 patients (91 %) à haut risque du 

génotype I étaient capables d'atteindre un titre de NAb supérieur au seuil de 4 log10 CI50. Seuls 

2 patients sur 7 et 1 patient sur 2 parmi ceux à haut risque de réplication pour le génotype II et 
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génotype IV, respectivement, étaient capables d'obtenir un titre de NAb supérieur au seuil de 4 

log10 CI50 (figure 19). 

 

Figure 19. Cinétique des titres de NAb chez les transplantés rénaux ayant reçu des 

immunoglobulines intraveineuses. 

Les titres de NAb sont rapportés sous forme de moyennes et d'écarts types du jour de la 

transplantation au 12ème mois post-transplantation. Seules les données des patients qui n'ont pas 

présenté de virémie BKPyV sont prises en compte. Les courbes rouge, verte et violette 

représentent l'évolution des titres NAb moyens lorsque les souches ciblées étaient le génotype 

I (n = 32), II (n = 7) et IV (n = 2), respectivement. La ligne en pointillée indique le seuil de 

protection contre la réplication du BKPyV (4 log10 CI50). L'administration d'IgIV a augmenté 

de manière significative les titres de NAb au cours des 3 premiers mois post-transplantation - 

bien que cet effet ait été principalement limité aux NAb dirigés contre le génotype I et beaucoup 

moins prononcé pour les NAb contre les génotypes II et IV. NAb : anticorps neutralisants.  

2) Incidence de la virémie BKPyV et de la néphropathie 

à BKPyV par groupe 

Une virémie BKPyV a été observée chez 27 des 174 patients de l'étude (incidence totale à 1 an 

post-transplantation : 15,5 %) après une médiane de 64 jours à partir de la transplantation (écart 

interquartile 25ème-75ème centiles, EI : 47,5-128,5 jours). Les génotypes BKPyV I et IV ont été 

identifiés comme souches réplicatives chez 23 (85 %) et 4 (15 %) patients, respectivement, 



 

 

 

69 

alors qu'aucun cas n'a montré de réplication de génotype II. Malgré la réduction de 

l’immunosuppression, 12 patients ont évolué vers une néphropathie à BKPyV prouvée par une 

biopsie (incidence totale à 1 an post-transplantation : 6,9 %) après une médiane de 93 jours à 

partir de la transplantation rénale (EI : 78,5-125 jours).  

À 12 mois post-greffe, l'incidence de la virémie BKPyV dans le groupe à haut risque traité par 

IgIV (6,8 %, 3 patients sur 44) était similaire à celle observée dans le groupe à faible risque 

(10,1 %, 9 patients sur 88) et nettement inférieure à celle du groupe à haut risque non traité 

(36,6 % ; 15 patients sur 41 ; p < 0,001 ; figure 20). Parmi les 3 patients à haut risque traités 

par IgIV qui présentaient une virémie BKPyV, deux d'entre eux n'ont pas pu atteindre le seuil 

protecteur de 4 log10 CI50 avant le premier épisode de virémie. 

 

Figure 20. Courbes de Kaplan-Meier de la survie sans virémie BKPyV. 

À 12 mois post-transplantation, l'incidence de la virémie BKPyV dans le groupe à haut risque 

traité par IgIV (6,8 %) était similaire à celle observée dans le groupe à faible risque (10,1 %) et 

nettement inférieure à celle du groupe à haut risque non traité (36,6 % ; p < 0,001). IgIV, 

immunoglobuline intraveineuse.  

Des chiffres similaires sur l’incidence de la néphropathie à BKPyV ont été observés à un an 

post-transplantation (4,5 % [2 cas] dans le groupe à haut risque traité par IgIV, 2,2 % [2 cas] 
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dans le groupe à faible risque et 19,5 % [8 cas] chez les patients à haut risque non traités ; p = 

0,001 ; figure 21). 

 

 

Figure 21. Courbes de Kaplan-Meier de la survie sans néphropathie à BKPyV  

À 12 mois post-transplantation, l'incidence de la néphropathie à BKPyV dans le groupe à haut 

risque traité par IgIV (4,5 %) était similaire à celle observée dans le groupe à faible risque 

(2,2 %) et nettement inférieure à celle du groupe à haut risque non traité (19,5 % ; p = 0,001). 

NAb : anticorps neutralisants.  
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D. Discussion 

Dans notre étude, les IgIV ont augmenté les titres de NAb contre le génotype I du BKPyV 

(c'est-à-dire le génotype largement prédominant) au-delà du seuil de protection de 4 log10 IC50. 

De plus, l'immunisation passive avec des IgIV administrés en post-greffe immédiat était 

associée à une incidence significativement plus faible de la virémie BKPyV et de la 

néphropathie à BKPyV chez les transplantés à haut risque. Au total, 85 patients ont été identifiés 

comme étant à haut risque de réplication du BKPyV (sur la base de la présence d'un titre NAb 

<4 log10 IC50 le jour de la greffe).  À 12 mois après la greffe, l'incidence de la virémie dans le 

groupe à haut risque traité par IgIV (6,8 %) était similaire à celle observée dans le groupe à 

faible risque (10,1 %) et nettement inférieure à celle du groupe à haut risque non traité (36,6 

%). Deux des 3 patients à haut risque traités par IgIV qui présentaient des virémies BKPyV 

n'ont pas pu atteindre le seuil protecteur de 4 log10 IC50. De plus, les donneurs correspondants 

présentaient des titres de NAb élevés (5,74 et 5,38 log10 IC50, respectivement, contre une 

moyenne chez les autres donneurs de 4,31 [0,78] log10 IC50). En effet, une séroréactivité élevée 

du donneur représente également un facteur de risque de réplication du BKPyV, en particulier 

chez les receveurs avec de faibles titres de NAb.127–129 L'incidence de la néphropathie à BKPyV 

était faible dans le groupe à haut risque traité par IgIV (4,5 %). Ces chiffres sont similaires à 

ceux observés dans le groupe à faible risque (2,2 %) et nettement inférieurs à ceux des patients 

à haut risque non traités (19,5 %). Nos résultats actuels apportent un argument supplémentaire 

en faveur de l’importance des anticorps neutralisant le BKPyV et l’immunité B dans la 

prévention de la réplication du BKPyV. Dans une étude in vitro, Randhawa et al269 ont rapporté 

que les IgIV sont capables d'inhiber la réplication du BKPyV. L'effet inhibiteur était plus 

prononcé lorsque les immunoglobulines étaient co-incubées avec des virions BKPyV avant 

l'infection cellulaire expérimentale par rapport à leur utilisation pendant la phase d’infection. 
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Ces résultats in vitro suggèrent que les IgIV pourraient être plus utiles en tant que traitement 

préventif plutôt que curatif, alors que l'immunité des lymphocytes T est préférentiellement 

impliquée dans le contrôle de la réplication active du BKPyV.161,228,270 Les effets modulateurs 

potentiels des IgIVs ne peuvent pas être exclus et n’ont pas été étudiés dans notre travail. 

La méthodologie, les résultats et la discussion de l’étude sont détaillés dans la publication ci-

dessous.
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BK virus (BKV) replication occurs frequently in kidney transplant recipients (KTR), 
potentially leading to BKV-associated nephropathy (BKVAN) and graft loss. Patients 
with high titers of BKV-neutralizing antibodies (NAbs) are protected against BKV rep-
lication, and intravenous immunoglobulin (IVIg) infusion can increase NAb titers. We 
investigated whether early IVIg administration prevents BKV replication in patients 
with low NAb titers (<4 log10 against the BKV-specific genotype). Based on NAb titers 
on the day of transplantation, KTR followed in the Strasbourg University Hospital 
(n = 174) were retrospectively divided into the following 3 risk categories for BKV 
replication: (1) patients with low NAb titers (“high-risk”) who received IVIg for the first 
3 posttransplant months (n = 44), (2) patients with low NAb titers (“high-risk”) who did 
not undergo IVIg treatment (n = 41), and (3) patients with high NAb titers (“low-risk”) 
who did not receive IVIg (n = 89). At 12 posttransplant months, the incidence of BKV 
viremia in the high-risk group treated with IVIg (6.8%) was similar to that observed in 
the low-risk group (10.1%) and markedly lower than that of the untreated high-risk 
group (36.6%; P <  .001). Similar results were observed with regard to BKVAN. We 
conclude that IVIg may be a valuable strategy for preventing BKV replication.

K E Y W O R D S
antibiotic: antiviral, clinical research/practice, complication: infectious, infection and infectious 
agents – viral: BK/JC/polyoma, infectious disease, kidney transplantation/nephrology
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1  |  INTRODUC TION

BK virus (BKV) infections are still a major concern following kidney 
transplantation (KT), with BKV replication occurring in 30%-50% of 
all kidney transplant recipients (KTR). BKV-associated nephropathy 
(BKVAN) can affect up to 10% of BKV-infected KTR, potentially 
leading to kidney dysfunction and graft loss.1-3

No specific antiviral treatment is currently available against 
BKV infections.4-6 Regular screening of BKV viremia or viruria 
accompanied by a reduction of immunosuppressive therapy re-
mains the only viable strategy to control BKV replication.2,7,8 
Unfortunately, this approach proves successful only in 50%-80% 
of cases9 and does not eliminate the potential evolution to BKVAN. 
Moreover, it is associated with an increased risk of developing do-
nor-specific antibodies (DSA) and acute rejection.10-13 In this sce-
nario, novel strategies for preventing the deleterious effects of 
BKV are eagerly awaited.

Intravenous immunoglobulin (IVIg) administration has been em-
pirically proposed as a preemptive and supportive treatment against 
BKV infections. However, the available studies in the field should be 
interpreted cautiously because of major methodological limitations 
– including small sample sizes, the lack of a control arm, and the con-
comitant use of other antiviral strategies and/or a parallel reduction 
of immunosuppression.14-19

Humoral immunity plays a crucial role for the prevention of BKV 
replication in KTR, with high titers of BKV-neutralizing antibodies 
(NAb) having a protective effect. We have previously shown that 
NAb titers against the donor's BKV strain lower than 4 log10 IC50 at 
the time of transplantation (day 0) are associated with an increased 
risk of BKV replication following KT.20 Conversely, IVIg can exert 

a clinically relevant neutralizing activity against the most common 
BKV genotypes, with IVIg infusion resulting in increased NAb titers 
among KTR.21,22

In this study, we sought to investigate whether the preventive 
administration of IVIg may reduce the incidence of BKV viremia and 
BKVAN in high-risk KTR. Risk stratification was based on NAb titers 
against the donor's BKV strain measured on day 0.

2  |  PATIENTS AND METHODS

2.1  |  Study patients

We retrospectively reviewed the clinical records of adult patients 
who underwent KT in the Strasbourg University Hospital between 
July 2012 and December 2017. All cases with available NAb titers 
measured on day 0 were deemed eligible. Exclusion criteria were 
patient or graft survival lower than 3 months (Figure 1). In line with 
our previous methodology,20 patients with NAb titers below 4 log10 
IC50 against the donor's strain (which was determined by measuring 
NAb titers in the donor's sera) were considered at high-risk. When 
the donor's specimen was unavailable, the replicating strain was 
considered as reference for patients showing an active BKV replica-
tion. This choice was motivated by the fact that replicating BKV in 
KTR is mainly of donor's origin.20 The most common viral genotype 
(genotype I) was taken as reference for patients with a negative BKV 
DNA load.

Based on NAb titers on day 0 and the prescription of IVIg in-
fusion, the study patients (n  =  174) were divided into the follow-
ing 3 risk categories for BKV replication: (1) patients with low NAb 

F I G U R E  1  Flow of patients through the study. *Forty-one of the 44 high-risk patients who received IVIg were treated with low IVIg doses 
(for secondary immune deficiency), whereas 3 with high IVIg doses (2 with curative intent for antibody-mediated rejection and 1 for the 
occurrence of de novo DSA without concurrent antibody-mediated rejection). BKV, BK virus; D, donor; IVIg, intravenous immunoglobulin; KT, 
kidney transplantation; NAb, BKV-neutralizing antibodies; R, recipient [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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titers (“high-risk patients”) who received IVIg treatment for second-
ary immunodeficiency (SID) or for prevention or treatment of an-
tibody-mediated rejection (AMR) during the first 3 posttransplant 
months and before BKV replication (n = 44), (2) patients with low 
NAb titers (“high-risk patients”) who did not undergo IVIg treatment 
during the first year of KT (n = 41), and (3) patients with high NAb ti-
ters (“low-risk patients”) who did not receive IVIg (n = 89). Secondary 
immunodeficiency was defined either as (1) IgG levels <400 mg/dL 
or (2) IgG levels between 400 and 800  mg/dL in the presence of 
a concurrent infection. Low-risk patients who received IVIg during 
the first posttransplant year were not included in the study (n = 65). 
Ethical approval was granted from the local institutional review 
board (DC-2013-1990), and all participants provided written in-
formed consent.

2.2  |  Immunosuppressive regimens

Immunosuppressive therapy after KT consisted of an induction 
therapy with basiliximab or thymoglobulin based on the recipient's 
immunological risk. Patients with a panel reactive antibody (PRA) 
>20% and a history of ABO-incompatible kidney transplantation 
were treated by thymoglobulin. In the subsequent maintenance 
phase, the patient received a calcineurin inhibitor (ciclosporin or 
tacrolimus) in association with mycophenolate mofetil (MMF) or a 
mammalian target of rapamycin (mTOR) inhibitor (everolimus) and 
steroids. Target trough levels of tacrolimus were 10-12 ng/mL during 
the first 3 months, 8-10 ng/mL from month 4 to month 6, and 6-8 ng/
mL from month 6 to month 12. Target trough levels of ciclosporin 
were 150-200 ng/mL during the first 6 months and 125-150 ng/mL 
from month 6 to month 12. The target for the mycophenolic acid 
area under the concentration-time curve (AUC) from 0 to 12 hours 
at months 1 and 3 was 30-60 mg·h·L. Target trough levels of everoli-
mus were 3-8 ng/mL. All patients received 2 steroid pulses at a dose 
of 250 mg followed by 1 mg/kg/day oral steroids that were progres-
sively tapered during the first 4 posttransplant months. Steroid ad-
ministration at a dose of 0.1 mg/kg/day was continued in patients at 
high immunological risk or in those with a history of acute rejection.

2.3  |  Monitoring of BKV infections

Blood samples for assessing BKV viremia were collected at the fol-
lowing time points: day 0, every month in the first 6 posttransplant 
months, and every 3 months thereafter (until 1 year following KT). 
Measurements were performed using a BKV quantitative real-time 
polymerase chain reaction kit (BK Virus R-Gene kit, bioMérieux, 
Marcy-l'Étoile, France) with a 95% limit of detection of 2.4 log10 cop-
ies per mL. Allograft biopsies were performed in case of graft dys-
function, detection of DSA, or sustained BKV viremia (defined by the 
presence of 4 log10 copies per mL in 2 subsequent blood specimens). 
As of January 1, 2013, biopsies were performed systematically dur-
ing the third posttransplant month. BKVAN was diagnosed and 

classified according to the severity of virus-induced cytopathic ef-
fects, inflammatory infiltrates, tubular atrophy, fibrosis, and through 
immunohistochemistry using antibodies that cross-reacted against 
the large T antigen of the related simian polyomavirus (SV40 anti-
body; Calbiochem, San Diego, CA). BKV genotyping was performed 
in all BKV DNA-positive recipients as previously described.23

2.4  |  Neutralization assay

NAb titers were measured at day 0; at the third, sixth, and 12th 
posttransplant months; and at the onset of viremia. Additional meas-
urements at the first and second posttransplant months were per-
formed in patients who received IVIg infusions. In accordance with a 
previously described methodology,20 the neutralization assays were 
conducted using a BKV pseudovirion system that expressed the cap-
sid proteins of BKV genotypes I, II, or IV. This assay allows quantify-
ing titers of antibodies that functionally neutralize the infectivity of 
different BKV genotypes (each of which is a distinct neutralization 
serotype). The neutralization titer—which was defined as the sample 
dilution that resulted in a 50% inhibition of pseudovirion infectivity 
(IC50) – was expressed as log10 of IC50. Sera were considered non-
neutralizing when a 1:100 dilution (2.0 log10) did not produce a >50% 
reduction of the luminometric signal with respect to control condi-
tions (ie, without serum or in presence of a negative control that in-
duced a 50% neutralization of the reporter vector). A neutralization 
titer of 2.5 log10 IC50 was set as the threshold for quantification of 
antibody-mediated neutralization.

2.5  |  IVIg therapy

Patients received the following commercial IVIg preparations: 
Privigen®, 100  mg/mL (CSL Behring GmbH, Marburg, Germany); 
Octagam®, 100 mg/mL (Octapharma, Langenfeld, Germany); Clairyg®, 
50 mg/mL (LFB-Biomédicaments, Courtaboeuf, France); and Kiovig®, 
100 mg/mL (Baxter, Deerfield, IL). IVIg were infused either as a pre-
ventive or curative treatment of AMR or in patients diagnosed with 
SID. Patients received 0.4 g/kg IVIg doses every 3 weeks – with a total 
number of doses ranging from 1 to 3 – according to their IgG levels. 
Patients with de novo DSA, preformed DSA, or biopsy-proven AMR 
were treated with three 2 g/kg doses of IVIg every 3 weeks.

2.6  |  Data analysis

Continuous variables are presented as means (standard deviations 
[SDs]) or medians and interquartile ranges (25th–75th percen-
tiles). Categorical variables are given as counts and percentages. 
Three-group comparisons of continuous variables were performed 
using the Kruskal-Wallis test. Categorical variables were analyzed 
with the chi-square test or the Fisher's exact test, as appropriate. 
The Kaplan-Meier method (log-rank test) was used to plot BKV 
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viremia-free survival (using the day of first viremia as the date of 
index event) and BKVAN-free survival (using the day of graft biopsy 
as the date of index event). A multivariable Cox regression analysis 
was performed to identify independent predictors of BKV viremia. 
The following covariates were entered in the model: age (≤55 years 
vs >55  years), kidney transplantation rank (1 vs >1), treatment by 
antithymocyte globulin (vs basiliximab), treatment by everolimus (vs 
MMF), recipients NAb titers before transplantation (≤4 log10 IC50 
vs >4 log10 IC50), and patient groups (low-risk untreated, high-risk 
treated, and high-risk untreated).

3  |  RESULTS

3.1  |  Patient characteristics

Figure 1 depicts the flow of patients (n = 174) through the study. 
Donor BKV NAb titers or genotypes of replicating BKV were avail-
able for 133 cases (76.4%). Table 1 summarizes the general charac-
teristics of the study participants.

At day 0, 170 (97.7%) recipients and 120 (96.7%) donors were 
seropositive for at least 1 BKV genotype. BKV genotype I—alone or 

TA B L E  1  General characteristics of kidney transplant recipients (n = 174) stratified according to NAb titers at the day of transplantation 
and the infusion of intravenous immunoglobulin

High-risk, untreated 
(n = 41)

High-risk, treated with 
IVIg (n = 44)

Low-risk, untreated 
(n = 89) P

Age, years, median (25th-75th percentiles) 58.6 (50.2-64.4) 56.5 (48.4-66.3) 50.8 (39.3-62.1) .06

Men, n (%) 30 (73.1) 31 (70.5) 57 (64.0) .53

First kidney transplantation, n (%) 32 (78.0) 41 (93.2) 71 (79.8) .10

Living donor, n (%) 9 (22.0) 10 (22.7) 22 (24.7) .98

ABO-incompatible, n (%) 1 (2.4) 3 (6.8) 1 (1.1) .18

Cold ischemia time, min, median (25th-75th percentiles) 802 (383-1020) 841 (495-976.25) 678 (180-950) .44

HLA class I and II mismatch, median 
(25th-75th percentiles)

4 (3-5) 4 (3-5) 4 (3-5) .70

HLA sensitization, n (%) 12 (29.3) 10 (22.7) 31 (34.8) .35

Desensitization 0 0 0 1

Ureteral stenting, n (%) 41 (100) 44 (100) 89 (100) 1

Induction therapy

ATG, n (%) 24 (58.5) 21 (47.7) 36 (40.4) .16

Basiliximab, n (%) 17 (41.7) 23 (52.3) 53 (59.6) .16

Rituximab, n (%) 2 (4.9) 3 (6.9) 2 (2.3) .46

Maintenance therapy at D0

Tacrolimus, n (%) 22 (53.7) 23 (52.3) 46 (51.7) .98

Ciclosporin, n (%) 18 (43.9) 21 (47.7) 43 (48.3) .89

MMF, n (%) 41 (100) 39 (88.6) 88 (98.9) .01

Everolimus, n (%) 0 5 (11.36) 1 (1.05) .01

Steroids, n (%) 60 (97.6) 44 (100) 88 (98.9) .48

Donor NAb and/or replicative strain available, n (%) 29 (70.7) 39 (88.6) 65 (73.0) .08

Donor NAb at D0, median on log10 IC50 
(25th-75th percentiles)

4.6 (3.9-5.2) 4.3 (3.8-4.7) 4.7 (4.1-5.3) 0.20

Recipient NAb at D0, median on log10 IC50 
(25th-75th percentiles)

3.07 (2.32-3.63) 3.15 (2.64-3.55) 4.69 (4.34-5.09) <.001

Donor/recipient BKV genotype mismatch, n (%) 14/20 (70) 27/38 (71) 0/62 <.001

Outcome

Early rejection (within the first 3 posttransplant 
months), n (%)

3 (7.3) 7 (15.9) 9 (10.1) .45

Creatininemia at M12, median, µmol/L 
(25th-75th percentiles)

123.0 (106.0-149.1) 126.7 (114.8-160.7) 125.1 (98.8-154.6) .57

Graft loss at M12, n (%) 0 1 (2.3) 0 .49

Death at M12, n (%) 0 0 1 (1.1) 1

Abbreviations: ATG, antithymocyte globulin; D0, day of transplantation; IVIg, intravenous immunoglobulin; M12, 1 year from transplantation; MMF, 
mycophenolate mofetil; NAb, BKV-neutralizing antibodies.
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in combination with other genotypes—was detected in 138 (79.3%) 
recipients and 100 (83.3%) donors, respectively. Fifty-three (30.5%) 
recipients and 22 (18.3%) donors were seropositive for BKV gen-
otype II, whereas 22 (12.6%) recipients and 9 (7.5%) donors were 
seropositive for BKV genotype IV (Figure S1). Donor NAb titers at 
D0 did not differ significantly between the 3 patient groups.

3.2  |  IVIg administration increases BKV NAb titers 
in KTR

Among the 44 high-risk patients who were treated with IVIg, we 
identified 35 (79.5%), 7 (15.9%), and 2 (4.5%) cases in whom there 
was a high risk of replication for BKV genotype I, genotype II, and 
genotype IV, respectively. A total of 41 patients (93.2%) received IVIg 
infusion at a dose of 0.4  g/kg because of SID. Of them, 28 cases 
(63.6%) received 3 doses. The remaining 12 (27.3%) and 1 (2.3%) 
patients received 2 and 1 doses, respectively. Three (6.8%) patients 
received 3 IVIg infusions at a dose of 2 g/kg because of preventive or 
curative treatment of AMR, with IVIg being administered during the 
first 3 posttransplant months.

The temporal course of BKV NAb titers was studied only in 
patients who received IVIg in the absence of BKV viremia (n = 41, 
Figure  2). This approach allowed investigating the impact of IVIg 
when immune system stimulation was lacking (owing to the increased 
BKV NAb titers observed in KTR with BKV viremia). At day 0, the 

mean BKV NAb titer was 3.06 (0.56) log10 IC50. Before the first IVIg 
injection, BKV NAb titers remained below 4 log10 IC50 in all patients 
(mean: 3.07 [0.56] log10 IC50). At 1 posttransplant month, when the 
majority of patients (93%) had already received the first IVIg injection, 
the mean NAb titers significantly increased to 3.82 (0.61) log10 IC50 
and remained at these levels for the subsequent 2 months (P < .001). 
A decrease in NAb titers occurred afterwards, with a return to the 
initial levels between 6 and 12 posttransplant months.

Among these 41 patients, there was a high risk of replication for BKV 
genotype I, genotype II, and genotype IV in 32, 7, and 2 cases, respec-
tively. Twenty-nine of the 32 patients (91%) at high risk for BKV genotype 
I replication were capable of reaching a BKV NAb titer above the thresh-
old of 4 log10 IC50 in at least 1 occasion during the first 3 posttransplant 
months. The remaining 3 cases who were unable to achieve high NAb ti-
ters received 2 or 3 low-dose IVIg infusions. All of them showed markedly 
low titers before IVIg treatment (2.35 log10 IC50, 2.42 log10 IC50, and 
2.71 log10 IC50, respectively) – which increased after IVIg administration 
to 3.76 log10 IC50, 3.89 log10 IC50, and 3.89 log10 IC50, respectively. 
Only 2 and 1 patients among those with a high risk of replication for BKV 
genotype II and genotype IV, respectively, were capable of obtaining a 
BKV NAb titer above the threshold of 4 log10 IC50 (Figure 2).

In the 26 high-risk patients without IVIg and no BKV viremia, 
there were no significant differences in BKV NAb titers measured 
on the day of transplantation and 1 year thereafter (3.1 log10 IC50 
vs 3.2 log10 IC50, respectively, P = .20, Figure S2). Only 5 of these 
patients showed an increase of NAb titers >1.5 log10 IC50. Testing of 

F I G U R E  2  Temporal course of BKV NAb titers in kidney transplant recipients who received intravenous immunoglobulin. NAb titers 
are reported as means and standard deviations from the day of transplantation to the 12th posttransplant month. Only data from patients 
who did not show BKV viremia are presented. The assay used in the study measured the titers of BKV NAb directed against the donor's 
strain. When the donor's specimen was unavailable, the replicating strain was considered as reference for patients showing an active 
BKV replication. The most common viral genotype (genotype I) was taken as reference for patients with a negative BKV DNA load. The 
black, gray, and dotted curves depict the temporal course of mean NAb titers when the targeted strains had genotype I (n = 32), II (n = 7), 
and IV (n = 2), respectively. The dotted line indicates the protective threshold against BKV replication (4 log10 IC50). IVIg administration 
significantly increased BKV NAb titers during the first 3 posttransplant months – although this effect was chiefly confined to NAb directed 
against genotype I and much less pronounced for NAb against genotypes II and IV. BKV, BK virus; NAb, BKV-neutralizing antibodies
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BKV viruria was positive in 4 of these patients – potentially offering 
an explanation for this response.

3.3  |  IVIg administration decreases the 
incidence of both BKV viremia and BKVAN in KTR

BKV viremia was observed in 27 of the 174 study patients (total in-
cidence at 1 posttransplant year: 15.5%). In general, BKV viremia 
was an early event that occurred after a median of 64 days from KT 
(25th-75th percentiles: 47.5-128.5 days). The median peak viral load 
was 4.91 log10 copies per mL (25th-75th percentiles: 4.68-5.27 log10 
copies per mL). Six (22.2%) patients had a viremia duration shorter 
than 90 days. BK genotype I and IV were identified as the replicat-
ing strains in 23 (85%) and 4 (15%) patients, respectively, whereas 
no case showed genotype II replication. Of the 120 donor/recipi-
ent pairs with available data, 41 had a BKV genotype mismatch. 
The frequency of viremia was higher in presence of donor/recipient 
BKV genotype mismatch (17.1% vs 8.9%, respectively, P = .23), albeit 
not significantly so. The management of immunosuppression after 
the occurrence of BK viremia is depicted in Table  S1. Despite im-
munosuppressive reduction, 12 patients evolved to a biopsy-proven 
BKVAN (total incidence at 1 posttransplant year: 6.9%) – which oc-
curred after a median of 93  days from KT (25th-75th percentiles: 
78.5-125 days). The median peak viral load was higher in the sub-
set of patients with viremia who developed BKVAN compared with 

those who did not (5.29 log10 copies per mL vs 4.88 log10 copies per 
mL, respectively, P = .04).

At 12 posttransplant months, the incidence of BKV viremia in 
the high-risk group treated with IVIg (6.8%, 3 of 44 patients) was 
similar to that observed in the low-risk group (10.1%, 9 of 88 pa-
tients) and markedly lower than that of the untreated high-risk group 
(36.6%; 15 of 41 patients; P < .001; Figure 3). The 3 high-risk patients 
treated with IVIg who had evidence of BKV viremia underwent lon-
gitudinal analyses of BKV DNA loads and BKV NAb titers. The re-
sults revealed that 2 of them were unable to achieve the protective 
threshold of 4 log10 IC50 before the first viremia episode.

The median peak viral load was significantly lower in the high-
risk group treated with IVIg (4.16 log10  copies/mL) compared with 
the low-risk group (5.03 log10  copies/mL) and the untreated high-
risk group (4.97 log10 copies/mL, P  =  .025; Table  2). Patients who 
received IVIg were more frequently treated with everolimus than 
those who did not. Conversely, the use of MMF was less common 
in the former group (Table 1). Notably, multivariate analysis did not 
reveal significant associations between immunosuppressive thera-
pies and the incidence of BKV viremia (Table 3). The occurrence of 
BK viremia was independently associated with D0 Nab titers and 
patient group in multivariate analysis. Patients in the high-risk un-
treated group had a 24-fold increase in the risk of developing BK 
viremia compared with the low-risk group (Table 3).

Similar figures were observed with regard to the incidence of 
BKVAN at 12 posttransplant months (4.5% [2 cases] in the high-risk 
group treated with IVIg, 2.2% [2 cases] in the low-risk group, and 
19.5% [8 cases] in untreated high-risk patients; P = .001; Figure 4).

4  |  DISCUSSION

There are 2 principal findings from this study. First, IVIg were found 
to increase NAb titers against BKV genotype I (ie, the largely pre-
dominant genotype) over the protective threshold of 4 log10 IC50. 
Second, passive immunization with IVIg in the early posttransplant 
phase was associated with a significantly lower incidence of both 
BKV viremia and BKVAN in high-risk KTR.

We have previously shown that the anti-BKV antibody-medi-
ated neutralizing response in KTR plays a key role in the protection 
against BKV replication.20 We also demonstrated that NAb titers 
against the donor's strain measured before KT are clinically useful 
for risk stratification of BKV-related disease. In the current study, 
85 patients were identified as being at high-risk for BKV replica-
tion (based on the presence of a NAb titer <4 log10 IC50 at day 0). 
Because IVIg preparations contain high levels of BKV NAbs, we 
sought to assess whether among these patients, those receiving IVIg 
for SID or AMR early after KT may be protected against BKV replica-
tion.21,22 In the high-risk treated group, only 3 cases received high-
dose IVIg. These patients were not excluded from the analysis for 
the following reasons: (1) we have previously shown than BKV NAb 
titers against genotype I increased in a similar fashion after low or 
high IVIg doses22 (2) despite a higher burden of immunosuppression 

F I G U R E  3  Kaplan-Meier plots of BKV viremia-free survival 
in high-risk patients who did not undergo IVIg treatment (dotted 
curve), high-risk patients who received IVIg for the first 3 
posttransplant months (black curve), and low-risk patients who 
did not receive IVIg (gray curve). At 12 posttransplant months, the 
incidence of BKV viremia in the high-risk group treated with IVIg 
(6.8%) was similar to that observed in the low-risk group (10.1%) 
and markedly lower than that of the untreated high-risk group 
(36.6%; P < .001). BKV, BK virus; IVIg, intravenous immunoglobulin; 
KT, kidney transplantation
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caused by AMR and DSA treatment, the 3 patients did not have ev-
idence of BKV replication after IVIg infusion (ultimately supporting 
the potential utility of IVIg for preventing BKV replication); and (3) 
the rate of early AMR did not show significant intergroup differ-
ences. We examined the preventive role of IVIg in the first 3 post-
transplant months because BKV replication generally occurs early 
following KT.2,24,25 At 12 posttransplant months, the incidence of 
BKV viremia in the high-risk group treated with IVIg (6.8%) was 
similar to that observed in the low-risk group (10.1%) and markedly 
lower than that of the untreated high-risk group (36.6%). Two of the 
3 high-risk patients treated with IVIg who had evidence of BKV vire-
mia were unable to achieve the protective threshold of 4 log10 IC50. 
Moreover, the corresponding donors showed high BKV NAb titers 

(5.74 and 5.38 log10 IC50, respectively, vs a mean in other donors of 
4.31 [0.78] log10 IC50). Notably, a high donor seroreactivity can act 
as a risk factor for BKV replication especially in recipients with low 
BKV NAb titers.20,24 Although the donor's serotype was unavailable 
for the third patient, the recipient had a NAb titer of 4.69 log10 IC50 
at the date of first BKV viremia. The unavailability of urine samples 
does not allow excluding that BKV replication may have occurred 
before IVIg infusion. Another important finding from our study is 

TA B L E  2  Characteristics of patients with BKV viremia and/or BKV-associated nephropathy according to NAb titers at the day of 
transplantation and the infusion of intravenous immunoglobulin

High-risk, untreated 
(n = 15)

High-risk, treated with 
IVIg (n = 3)

Low-risk, untreated 
(n = 9) P

Incidence of BKV viremia at M12 of 
transplantation, n (%)

15 (36.6) 3 (6.8) 9 (10.1) <.001

Time to onset (d) 74 (50-136.5) 49 (42-56.5) 53 (47-112) .37

Peak viral load (log10 per mL) 4.97 (4.86-5.58) 4.16 (4.07-4.33) 5.03 (4.72-5.15) .025

Viremia shorter than 90, n (%) 3 (20) 0 3 (33.3) .62

Incidence of BKVAN at M12 of 
transplantation, n (%)

8 (19.5) 2 (4.5) 2 (2.2) .001

BKVAN stage, n (%) .91

A 5 (62.5) 1 (50.0) 1 (50.0)

B 3 (36.5) 1 (50.0) 1 (50.0)

C 0 0 0

Abbreviations: BKV, BK virus; BKVAN, BKV-associated nephropathy; M12, month 12.

TA B L E  3  Multivariate analysis of risk factors associated with the 
occurrence of BKV viremia in 174 kidney transplant recipients

Odds 
ratio

95% confidence 
interval P

Age (≤55 vs >55 y) 1.2 0.5-2.8 .6

Transplantation rank (1 
vs >1)

1.6 0.6-4.1 .37

ATG (vs basiliximab) 1.0 0.4- 2.5 .93

Everolimus (vs MMF) 0.4 0.04-4.2 .47

Patients groups

Low-risk, untreated 1 (ref)

High-risk, treated 
with IVIg

4.2 0.5-34.1 .18

High-risk, untreated 24.8 4.4-140.3 <.001

Recipient NAb levels at 
D0 (≤4 vs >4a )

6.5 1.3-33.1 .02

Abbreviations: ATG, antithymocyte globulin; BKV, BK virus; D0, day of 
transplantation; MMF, mycophenolate mofetil; NAb, BKV-neutralizing 
antibodies.
alog10 IC50. 

F I G U R E  4  Kaplan-Meier plots of BKV-associated nephropathy-
free survival in high-risk patients who did not undergo IVIg 
treatment (dotted curve), high-risk patients who received IVIg 
for the first 3 posttransplant months (black curve), and low-risk 
patients who did not receive IVIg (gray curve). At 12 posttransplant 
months, the incidence of BKV-associated nephropathy in the high-
risk group treated with IVIg (4.5%) was similar to that observed 
in the low-risk group (2.2%) and markedly lower than that of the 
untreated high-risk group (19.5%; P = .001). BKV, BK virus; NAb, 
BKV-neutralizing antibodies
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that the incidence of BKVAN was as low as 4.5% in the high-risk 
group treated with IVIg. Such figures are similar to those observed 
in the low-risk group (2.2%) and markedly lower than those of un-
treated high-risk patients (19.5%). For the sake of clarity, low-risk 
patients who received IVIg were not included in the current analysis. 
The incidence of BKV viremia (12.5% vs 10.1%, respectively, P = .66) 
and BKVAN (6.3% vs 2.2%, respectively, P = .48) was similar to that 
observed in low-risk untreated patients.

Our current results add to the growing amount of evidence 
showing that BKV-neutralizing antibodies and B cell immunity play 
a key role in the prevention of BKV replication. Conversely, T cell 
immunity is preferentially involved in the control of active BKV rep-
lication.20,24,26-28 Although this was a retrospective nonrandomized 
study, there were no major intergroup differences at baseline – the 
only exception being the use of everolimus (which was more fre-
quent for patients who received IVIg). It has been previously shown 
that mTOR inhibitors may be protective against BKV replication,29 
no firm conclusions can be drawn from our study owing to the small 
number of patients treated with everolimus (n = 6).

In an in vitro study, Randhawa et al30 reported that human im-
munoglobulin are capable of inhibiting BKV replication. Notably, 
the inhibitory effect was more pronounced when immunoglobulins 
were coincubated with BKV virions before experimental cell infec-
tion compared with their use in the postinfection phase. Altogether, 
these in vitro results suggested that IVIg may be more useful as a 
preventive – rather than curative – strategy. As far as published clin-
ical studies are concerned, the potential utility of IVIg administration 
in the management of BKV replication is still debatable owing to the 
concomitant use of other antiviral strategies and/or immunosup-
pression tapering. In addition, IVIg have been previously adminis-
tered with curative intent or even as a rescue treatment.14-19 To our 
knowledge, the current study is the first to demonstrate that IVIg 
infusion may be a valuable strategy for preventing BKV replication 
in KTR.

Our research has some strengths – including an accurate risk 
stratification for BKV replication based on the quantification of 
NAb titers against the 3 most common BKV genotypes and a high 
availability of donors’ samples. However, our study is limited by its 
retrospective design, the relatively small number of patients who 
received IVIg infusions, and the use of different IVIg doses and ad-
ministration schedule. These caveats notwithstanding, we provide 
proof-of-concept evidence that IVIg administration is capable of 
preventing BKV viremia and BKVAN in KTR with low NAb titers. A 
multicenter controlled randomized study (NCT 04222023) will start 
shortly in France to confirm these findings.
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Supplementary figure 1. Distribution of BKV serotypes at the day of 

transplantation. Serotype determination was performed according to NAb titers. The 

columns indicate the percentages of donors and recipients harboring different BKV 

serotypes, which were classified as follows: genotype I, genotypes I/II, genotypes 

I/IV, genotypes I/II/IV, genotype II, genotypes II/IV, genotype IV, and seronegative. 

Only four (3.3%) donors and four (2.3%) recipients were seronegative. BKV genotype 

I – alone or in combination with other genotypes – was detected in 138 (79.3%) 

recipients and 100 (83.3%) donors, respectively. Fifty-three (30.5%) recipients and 

22 (18.3%) donors were seropositive for BKV genotype II, whereas 22 (12.6%) 

recipients and 9 (7.5%) donors were seropositive for BKV genotype IV. 



 

 

 

 

Supplementary figure 2. Temporal course of BKV NAb titers in high-risk 

transplant recipients not treated with intravenous immunoglobulins. NAb titers 

are reported as means and standard deviations from the day of transplantation to the 

twelfth post-transplantation month. Only data from patients who did not show BKV 

viremia are presented. The assay used in the study measured titers of BKV NAb 

directed against the donor’s strain. When the donor’s specimen was unavailable, the 

replicating strain was considered as reference for patients showing an active BKV 

replication. The most common viral genotype (genotype I) was taken as reference for 

patients with a negative BKV DNA load. The red curve depicts the temporal course of 

mean NAb titers (n=26). The dotted line indicates the protective threshold against 

BKV replication (4 log10 IC50). BKV NAb titers during the 12 post-transplantation 

months remained steady (p=0.20). 



Supplementary table I. Patients management after BKV viremia occurrence 

according to the patient groups 

  
High-risk, 

untreated n=15 
High-risk,  

treated with IVIg, n=3  
Low-risk,  

untreated n=9 

CNI     

Ciclosporin dose reduction 6/7 1/1 2/3 

Tacrolimus dose reduction 3/8 2/2 4/6 

Switch tacrolimus-ciclosporin 3/8 0/2 2/6 

MMF     

MMF withdrawal 5/14 0/2 1/9 

MMF dose reduction 9/14 2/2 8/9 

Leflunomide introduction 2 0 1 

IVIg therapy 3 1 1 

CNI: calcineurin inhibitor; MMF: mycophenolate mofetil; IVIg, intravenous immunoglobulins 
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 Revue de la littérature sur le SARS-CoV-2 

A. Historique et classification 

Le virus du SARS-CoV-2 appartient à la famille des Coronaviridae, au genre betacoranavirus 

et au sous-genre Sarbecovirus.271  

La famille des Coronaviridae est organisée en 2 sous-familles, 5 genres, 26 sous-genres et plus 

d’une quarantaine d'espèces. Elle tire son nom, en partie, du fait que la surface du virus est 

entourée d'un anneau de projections qui ressemble à une couronne solaire lorsque les virus sont 

observés au microscope électronique (figure 22). Cet aspect est dû à la protéine « spike » (S). 

Il existe quatre principaux sous-groupes de coronavirus, appelés alpha, bêta, gamma et delta. 

La plupart des coronavirus infectent les animaux (les chauves-souris, les oiseaux et les 

mammifères), qui agissent comme des réservoirs et des hôtes intermédiaires. Ces virus peuvent 

parfois changer d'hôte et infecter les humains. 

Quatre coronavirus (human coronavirus NL63 (HCoV-NL63), HCoV-229E, HCoV-OC43 et 

HCoV-HKU1) sont endémiques chez l’Homme et infectent les voies respiratoires supérieures 

(figure 23). Ils sont responsables de 10 à 30 % des infections respiratoires hautes272 et sont à 

l’origine d’une symptomatologie respiratoire bégnine. Au cours des trois dernières décennies, 

trois coronavirus zoonotiques (severe acute respiratory syndrome coronavirus (SARS-CoV), 

Middle East respiratory syndrome coronavirus (MERS-CoV) et SARS-CoV-2 ont infecté des 

humains à partir de réservoirs animaux.273–276 

 

 

 

 

 



 

 

 

87 

 

Figure 22. Particule de SARS-CoV en microscopie électronique. 

La microscopie électronique à coloration négative montre une particule de SARS-CoV avec 

des projections de surface formant une couronne, une caractéristique des coronavirus. Source 

de l'image : C.D. Humphrey, CDC.277 

Le SARS-CoV a émergé en Chine et a provoqué une épidémie de pneumonies en 2003, tandis 

que le MERS-CoV est actuellement à l’origine d’épidémies intermittentes au Moyen-Orient. 

Le SARS-CoV-2, l'agent causal du Coronavirus disease 2019 (COVID-19), a été détecté pour 

la première fois dans la ville de Wuhan, en Chine, fin 2019 dans un groupe de patients atteints 

de pneumonie.276 Ces trois virus peuvent se répliquer dans les voies respiratoires inférieures 

chez l’Homme et provoquer un syndrome de détresse respiratoire aiguë (SDRA) 

potentiellement mortel. 

Le SARS-CoV-2 aurait été transmis à l’Homme à partir de chauves-souris via un hôte 

intermédiaire, tout comme le SARS-CoV avec lequel il partage 79 % d’homologie de séquence. 

Cet hôte intermédiaire domestique ou sauvage n’est toujours pas identifié.278 Les coronavirus 

sont généralement spécifiques d’une espèce et la transmission d'une espèce à une autre est rare. 

Néanmoins, certaines des espèces de coronavirus possèdent plusieurs hôtes, comme le SARS-

CoV et le MERS-CoV.279 Bien que les taux de mutation des coronavirus ne soient pas aussi 

fréquents que ceux des autres familles virales, les virus à ARN sont généralement plus sensibles 
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aux mutations que les virus à ADN.280 Une mutation majeure du virus SARS-CoV-2 pourrait 

être à l’origine d’une transmission à l'Homme par contact, manipulation ou consommation 

d'animaux infectés.278 

 
 

Figure 23. Taxonomie des coronavirus humains d’après l’ECDC (European Centre for Disease 

Prevention and Control).281  

B. Caractéristiques du virus 

Le SARS-CoV-2 est un virus enveloppé qui possède un génome d'ARN simple brin non 

segmenté de polarité positive d’environ 30 kb de longueur. Son diamètre mesure entre 50 et 

200 nm.282 Structurellement, il possède une enveloppe lipidique à double couche, comprenant 

la glycoprotéine « spike » (S), la protéine d'enveloppe (E), la glycoprotéine membranaire (M) 

et la protéine de nucléocapside (N). La figure 24 est une représentation schématique du virus. 
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Figure 24. Structure du virus SARS-CoV-2. 

1) Le génome viral 

Le génome viral possède 14 cadres de lecture ouverts (open reading frame, ORF) et codent 29 

protéines. Six ORF sont disposés dans l'ordre de 5' à 3' : la réplicase (ORF1a/ORF1b), la spike 

(S), l’enveloppe (E), la membrane (M) et la nucléocapside (N). De plus, une série d’ORF 

accessoires, qui codent pour des protéines accessoires (ORF3a, ORF3b, ORF6, ORF7a, 

ORF7b, ORF8b, ORF9b et ORF14), se situent entre ces gènes structurels (figure 25).283,284 

Environ les deux tiers de l'extrémité 5' du génome du SARS-CoV-2 correspond au gène de la 

réplicase et codent pour deux polyprotéines dont les séquences génétiques se chevauchent : 

pp1a et pp1ab. Ces deux polyprotéines sont découpées par deux protéases virales en 16 

protéines non structurelles (NSP), essentielles à la réplication et à la transcription virales.284 Le 

tiers restant du génome code les protéines structurales et accessoires. Au total, le virus possède : 

des protéines structurales, des protéines NSP et des protéines accessoires.  
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Figure 25. Organisation du génome du SARS-CoV-2. 

A, les domaines fonctionnels sont indiqués dans des rectangles. La première partie de l'ARN 

génomique du SARS-CoV-2, codant pour des protéines non structurelles (NSP), peut être 

directement traduite en deux polyprotéines, pp1a et pp1ab. Les deux polyprotéines sont clivées 

par des protéases virales pour générer 16 NSP et former la machinerie de réplication et de 

transcription. Les domaines qui ont une fonction importante au sein de chaque NSP sont 

indiqués dans la structure du génome. B, la seconde partie du génome ARN code 

principalement pour quatre protéines de structure : la protéine S, la protéine M, la protéine E et 

la protéine N. En plus de ces protéines structurales, plusieurs protéines accessoires sont 

également codées. D'après Yang et al.284 

 

2) Les protéines structurelles  

Les protéines structurelles comprennent la protéine N, la protéine S, la protéine M et la protéine 

E. Elles sont responsables de l'assemblage du virion et participent aussi à la suppression de la 

réponse immunitaire de l'hôte.  

b 
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(a) La protéine S 

La protéine S est une glycoprotéine transmembranaire. Elle forme des trimères d’environ 600 

KDa qui dépassent de la surface virale. Elle comprend approximativement 1200 à 1300 acides 

aminés. Cette protéine permet la fixation à la cellule hôte via la reconnaissance du récepteur 

cellulaire nommé enzyme de conversion de l'angiotensine 2 (angiotensin-converting enzyme 2, 

ACE2). Elle est constituée de deux sous-unités fonctionnelles, S1 et S2. Ces sous-unités sont 

responsables de la médiation de l'attachement aux cellules hôtes et de la fusion membranaire. 

Après le clivage par une furine lors de l'entrée virale dans les cellules hôtes, les sous-unités S1 

et S2 restent associées l'une à l'autre par des interactions non covalentes. La sous-unité S1 

s'enroule autour d'un triple axe, recouvrant la sous-unité S2 en dessous.285 

 La sous-unité S1 contient un domaine de liaison au récepteur (receptor binding domain, RBD) 

et un domaine N-terminal (N-terminal domain, NTD).286 Le domaine RBD est constitué d’une 

partie centrale de cinq feuillets β-antiparallèles, flanquée de chaque côté par une courte hélice. 

Entre les brins β4 et β7 antiparallèles se trouve le motif de liaison au récepteur (receptor binding 

motif, RBM) qui se compose de boucles et d'hélices α, ainsi que de courts brins β5 et β6. Le 

domaine RBM contient la plupart des sites de liaison du SARS-CoV-2 au récepteur ACE2. Le 

domaine RBD peut adopter deux états conformationnels distincts : l'état fermé ou « down state 

» et l'état ouvert ou « up state ».285 Dans l'état fermé, les angles RBD sont proches de la cavité 

centrale du trimère pour protéger les régions de liaison aux récepteurs, tandis que dans l'état 

ouvert, le RBD subit un mouvement conformationnel semblable à une charnière, exposant ses 

régions déterminantes pour reconnaître le récepteur ACE2 sur la membrane cellulaire de l'hôte. 

La conformation « up » est considérée comme étant moins stable que l'état « down ». Le plus 

souvent, un seul des trois domaines RBD est en configuration « up » dans les trimères de la 

protéine S. Le domaine NTD peut reconnaître des fragments de sucre lors de la fixation initiale 

et jouer un rôle important dans la transition de la conformation de la protéine S. La sous-unité 
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S2 comprend quatre régions structurales conservées : un peptide de fusion, deux répétitions 

heptades (heptad repeat 1 and 2, HR1 et HR2) et une région transmembranaire (figure 26).   

 

Figure 26. Représentation de la protéine S trimérique du SARS-CoV-2.  

Le domaine RBD, le domaine NTD, S1/S2 et S2 sont respectivement représentés en bleu, vert, 

rose et rouge. Adapté de Yang et Rao.284 

(b) La protéine E 

La protéine E est l'un des principaux composants membranaires du SARS-CoV-2.284,287 C’est 

une petite protéine de 8,5 kDa composée de 75 acides aminés. Il s’agit d’une porine sélective 

cationique, formant un canal à travers la membrane du réticulum endoplasmique-compartiment 

intermédiaire de Golgi (endoplasmic-reticulum–Golgi intermediate compartment, 

ERGIC).284,288 Dans le SARS-CoV, la protéine E intervient dans le bourgeonnement et la 

libération des virus.287 Les mutations abolissant l'activité du canal réduisent la pathogénicité.289 

La protéine E interagit avec la protéine PALS1 (protein associated with Lin-Seven 1). PALS1 

S1/S2 



 

 

 

93 

est une protéine cellulaire impliquée dans le maintien des jonctions serrées entre les cellules 

épithéliales. Les interactions entre la protéine E et PALS1 induiraient une relocalisation de 

PALS1 vers le site d'assemblage du virus et perturberaient les jonctions serrées favorisant la 

propagation du virus. De plus, la liaison PALS1-E modifie le trafic intracellulaire de la E-

cadhérine avec un changement de polarisation cellulaire à l’origine d’une dérégulation sévère 

de la réponse médiée par Th2 en raison d'une exposition accrue aux allergènes 

environnementaux. La transition mésenchymato-épithéliale se produit avec une modification 

significative du tissu épithélial et une production importante de chimiokines et de cytokines 

dans le site d’infection, favorisant l'infection des cellules voisines et améliorant potentiellement 

la transmission à d'autres individus.290 De plus, la protéine E participe à l'activation de 

l'inflammasome de l'hôte.291 

(c) La protéine N 

La protéine N possède deux domaines structuraux conservés, le NTD (N-NTD) et le C-terminal 

domain (protein N C-terminal domain, N-CTD). Le domaine N‐NTD existe sous forme de 

monomère, tandis que le domaine N‐CTD existe sous forme de dimère.284,292 C’est la seule 

protéine structurelle à l'intérieur du virion. Elle protège le génome viral et l'emballe dans un 

complexe ribonucléoprotéique.293 La protéine N joue également un rôle dans l'antagonisme de 

la réponse immunitaire de l'hôte par un mécanisme d’inhibition de la synthèse de l'interféron 

de type I notamment.294 Elle inhibe aussi les activités antivirales médiées par l'ARNi cellulaire 

grâce à sa liaison avec des ARN double brin.295  

(d) La protéine M 

La glycoprotéine M est responsable de l'assemblage des particules virales.296  



 

 

 

94 

3) Les protéines non structurelles 

(a) Les protéases virales 

Le clivage protéolytique des deux polyprotéines pp1a et pp1ab du coronavirus génère les 

différentes protéines virales indispensables pour former un complexe de réplication, nécessaire 

à la transcription et à la réplication du génome viral et des ARNm sous-génomiques. Ce clivage 

se fait grâce à des protéines virales. 

La NSP5, 3CL protéase ou la protéase principale (Main Protease, MPro) est une protéine de 

306 acides aminés constituée de trois domaines.297 La dimérisation est essentielle pour la 

fonction enzymatique de la protéine MPro. Elle clive les polyprotéines sur pas moins de 11 

sites pour libérer les NSP.298,299 Compte tenu de l'absence de protéine similaire chez l'Homme, 

ainsi que de l'importance fonctionnelle de la protéase principale dans le cycle de vie du virus, 

elle est une cible antivirale attrayante. 

La deuxième protéase, la papain-like protease (PLPro) ou la protéine NSP3, est la protéase 

responsable du clivage de la polyprotéine au niveau de trois sites permettant la libération de 

NSP1, NSP2 et NSP3.300 De plus, la protéine PLPro peut également cliver les protéines de 

l'hôte pour antagoniser la réponse immunitaire innée. Elle reconnaît et clive préférentiellement 

la protéine ISG15 (Interferon-stimulated gene 15) ce qui favorise la dégradation du facteur 

régulateur de l'interféron 3 (IRF3). Cela atténue les réponses de l'interféron de type I, facilitant 

l’échappement du virus au système immunitaire.301 

(b) Complexe de réplication et de transcription 

La réplication et la transcription des coronavirus sont régulées par un complexe de réplication 

et de transcription (replication-transcription complex, RTC) dont la protéine ARN polymérase 

ARN-dépendante (RNA-dependent RNA polymerase, RdRP) appelée également NSP12 joue un 

rôle central.302 Les fonctions de la protéine RdRP nécessitent des cofacteurs, notamment NSP7 
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et NSP8. Seule, la protéine RdRP a une faible activité polymérase. Lors de l'ajout des cofacteurs 

NSP7 et NSP8, l'activité polymérase de la NSP12 est grandement améliorée.303 Cette 

association forme le complexe holo-RdRp-ARN en se liant à l'ARN qui doit être répliqué 

(template-RNA) et à l’ARN amorce (primer-RNA).288 La protéine NSP13 est une hélicase qui 

interagit avec le complexe holo-RdRp-ARN, formant le complexe NSP13-réplication-

transcription (Nsp13-RTC) essentiel à la réplication et à la transcription.304,305  

Les protéines NSP13, NSP12, NSP14, NSP1 et NSP9 assurent l’acquisition de la coiffe des 

ARNm.306–310 Celle-ci est essentielle pour la traduction et la propagation virales, la protection 

de l'ARNm et l'évasion de la réponse immunitaire de l'hôte.311,312  

Un autre aspect important concernant le RTC est son mécanisme de relecture. La plupart des 

virus à ARN se répliquent avec des taux d'erreur estimés entre 10−3 et 10−5, ce qui entraîne 

environ une mutation par génome par cycle de réplication pour un génome typique d'environ 

10 kb.284,313 En revanche, le SARS-CoV-2, qui code la protéine NSP14 (une exonucléase avec 

une activité de relecture), peut maintenir un taux d’erreur inférieur lors de la réplication de son 

grand génome.314 

4) Les protéines accessoires  

Les protéines accessoires ORF ont des actions sur le cycle viral mais aussi sur l’immunité 

antivirale de l’hôte. 

La protéine ORF3a est une protéine membranaire de 274 acides aminés qui forme un canal 

ionique. Cette protéine serait impliquée dans la libération du virus, l'apoptose, l’activation de 

l’inflammasome et l'inhibition de l'autophagie.315 La protéine ORF7a interagit avec les 

monocytes CD14+. Elle possède une action immunomodulatrice et déclenche une réponse 

inflammatoire mais le mécanisme d'interaction de l'ORF7a avec le CD14+ reste inconnu.316 

Cette protéine est impliquée aussi dans les interactions virus-hôte et le trafic de protéines dans 
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le ERGIC.284 La protéine de l'ORF8 agit sur la signalisation IFN-I dans les cellules et a une 

activité de rétrocontrôle négatif sur le CMH-I. Son mécanisme d'action reste incertain.317  

La protéine d'ORF9a inhibe la réponse immunitaire de l’IFN-I en interagissant avec la sous-

unité du récepteur mitochondrial TOM70.318 

C. Cycle viral 

Le virus du SARS-CoV-2 pénètre dans les cellules hôtes via les récepteurs ACE2 par 

l’intermédiaire de la glycoprotéine S.319 Ce mécanisme d'entrée a été confirmé 

expérimentalement lorsque des anticorps monoclonaux anti-ACE2 ont été déployés dans des 

cultures cellulaires bloquant l'entrée virale.320 Chez l'Homme, la protéine ACE2 permet de 

convertir les peptides angiotensines I et II en angiotensine 1–9 et angiotensine 1–7.321 Le 

domaine RBM de la sous-unité S1 se lie au récepteur cellulaire, tandis que la sous-unité S2 

assure la fusion avec la membrane de la cellule hôte.322 Ces deux sous-unités sont séparées par 

le site S1-S2, qui contient un motif de clivage de la furine et est clivé par une sérine protéase 

transmembranaire de type II (Transmembrane Serine Protease 2, TMPRSS2).323,324 Ce clivage 

active les trimères de la sous-unité S2 pour fusionner les bicouches lipidiques du virus et de la 

cellule de l’hôte, libérant le complexe ribonucléoprotéique viral dans la cellule (figure 27). 

D'autres protéines de l’hôte, telles que la neuropiline-1, les protéoglycanes de sulfate 

d'héparine, les lectines de type C ou la furine, peuvent également agir comme cofacteurs pour 

l'entrée virale.325,326 Alternativement, dans certaines cellules, le SARS-CoV-2 est intériorisé 

dans les endosomes et, après un clivage médié par la cathepsine déclenché par un pH acide, les 

membranes virales fusionnent avec la membrane endosomale pour faciliter l'entrée de la 

nucléocapside dans le cytoplasme.327 
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Figure 27. Mécanisme d’entrée du SARS-CoV-2. 

La protéine S se fixe au récepteur ACE2 sur la cellule hôte en utilisant le domaine S1 (étape 1). 

Cela permet à TMPRSS2 de cliver la protéine S (étape 2), conduisant à l'activation du domaine 

S2 pour la fusion (étape 3). Le domaine S2 activé fusionne les bicouches lipidiques du virus et 

de la cellule hôte, conduisant à la libération du génome d'ARN dans la cellule hôte (étape 4). 

D’après Lamers et al.328  

 

Ensuite, ORF1a et ORF1b sont traduits par le ribosome de la cellule hôte. Ceci est à l’origine 

de la production des deux polyprotéines, qui peuvent ensuite être transformées en 16 NSP 

matures grâce aux deux protéases virales : la protéase MPro et la protéase PLPro. Ces NSP sont 

capables de s'assembler dans le RTC dont la RdRP est la protéine clé. La RdRP génère l'ARN 

génomique viral et plusieurs ARNm sous-génomiques, qui seront traduits en protéines virales. 

Les protéines traduites se transloquent dans les membranes du réticulum endoplasmique et 

transitent du réticulum endoplasmique à l’appareil de Golgi, où l'interaction avec l'ARN 

génomique encapsidé nouvellement produit entraîne un bourgeonnement dans la lumière des 

virions. Ces particules virales nouvellement formées sont ensuite libérées des cellules par 

exocytose (figure 28).278,284,329 
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Figure 28. Cycle viral du SARS-CoV-2. D’après Yang et al.284 

 

D. Tableaux cliniques du COVID-19 

L’infection par le virus du SARS-CoV-2 est à l’origine du COVID-19. Le virus est transmis 

par l’intermédiaire des gouttelettes ou des aérosols. En se liant aux cellules épithéliales des 

voies respiratoires, le SARS-CoV-2 commence à se répliquer et à migrer dans les voies 

respiratoires et pénètre dans les cellules épithéliales alvéolaires des poumons. 

La période d’incubation avant l’apparition des symptômes est en moyenne de 4 à 5 jours.330 

Dans la majorité des cas, l’infection provoque une atteinte bégnine à modérée. Les symptômes 

les plus fréquents sont à l’origine d’une atteinte respiratoire avec de la toux qui peut être 

associée à de la fièvre, des céphalées, des myalgies/arthralgies, une anosmie/agueusie et des 
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signes digestifs.282,331–333 Il existe également des cas d’atteinte asymptomatique mais aussi des 

atteintes sévères. La sévérité de la maladie est due au syndrome de relargage cytokinique (SRC) 

qui provoque un SDRA et parfois des défaillances multiviscérales. Les patients présentent alors 

une dyspnée sévère à l’origine d’une hypoxémie environ une semaine après le début des 

symptômes.332–334 Le SDRA est défini par une hypoxémie sévère et des opacités 

radiographiques bilatérales qui ne sont pas entièrement expliquées par une insuffisance 

cardiaque ou une surcharge hydrique et qui surviennent dans les 7 jours suivant l'exposition à 

des facteurs prédisposants connus.335 L’OMS a classé la pathologie en 5 classes 

(asymptomatique, bégnine, modérée, sévère et critique [tableau II]) 

Tableau II. Classification OMS des formes cliniques de COVID-19 

Classes Symptômes 

Asymptomatique  

Atteinte bénigne Patients symptomatiques répondant à la 

définition du cas de COVID-19, exempts de 

signes de pneumonie virale ou d’hypoxie. 

Atteinte modérée Signes cliniques de pneumonie (fièvre, toux, 

dyspnée, respiration rapide), mais aucun 

signe de pneumonie sévère. 

Atteinte sévère Signes cliniques de pneumonie associés à 

l’un des signes ou symptômes suivants : 

fréquence respiratoire > 30 respirations/min ; 

détresse respiratoire sévère ; ou SpO2 < 90% 

en air ambiant 

 

Atteinte critique - Syndrome de détresse respiratoire aiguë 

(SDRA) 

- État septique 

- Choc septique  

- Thrombose aiguë 

 

Le SARS-CoV-2 peut également entraîner des atteintes extra-pulmonaires : des symptômes 

gastro-intestinaux, des lésions cardiaques, rénales et hépatiques aiguës, des rhabdomyolyses, 

des encéphalopathies et des coagulopathies.336–343 L'expression de la protéine ACE2 est 
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présente dans de multiples organes : le cœur, les reins, les testicules, les poumons, les 

muqueuses nasales et orales et le nasopharynx, le tube digestif (sauf le côlon), la peau et les 

cellules endothéliales et musculaires lisses du cerveau.344 Il existe par ailleurs  des preuves d'une 

infection réplicative des entérocytes intestinaux345, qui expriment des niveaux plus élevés 

d'ACE2 que les cellules respiratoires.  

E. Facteurs de risque de COVID-19 sévère 

L'âge, le sexe masculin ainsi que les comorbidités (l'obésité, l'hypertension artérielle, 

l'insuffisance cardiaque, l'arythmie cardiaque, le diabète, l'insuffisance rénale chronique, un 

cancer actif et les maladies pulmonaires chroniques) sont des facteurs de risque bien établis 

pour le développement de COVID-19 sévère.346–350 Des études d'association à l'échelle du 

génome ont établi des associations entre les loci et le COVID-19 sévère. Plusieurs de ces loci 

correspondent à des associations précédemment documentées avec des maladies pulmonaires, 

des maladies auto-immunes ou inflammatoires telles que DPP9 et FOXP4. D'autres loci 

correspondent aux gènes des récepteurs de chimiokines tels que CXCR6 et CCR9 où sont 

impliqués dans la détection de l'interféron de type I.351–353  

F. Pathogenèse du SARS-CoV-2 

 Une réponse interféron I et III insuffisante à l’origine 

de COVID-19 sévère 

Les premières cellules ciblées par le SARS-CoV-2 lors d'une infection chez l'Homme sont 

probablement les cellules ciliées des voies respiratoires ACE2+TMPRSS2+ dans le 

nasopharynx ou la trachée.354–356 Ces cellules expriment des niveaux élevés d'ACE2 et de 

TMPRSS2 sur la membrane apicale malgré de faibles niveaux d'ARNm.354,355,357 Dans la 

plupart des cas de COVID-19, l'infection est probablement éliminée à ce stade par l'induction 

d'une réponse de type interféron I (interférons α/β) ou de type interféron III (interféron λ) et 

l'induction des réponses lymphocytaires B et T. Cependant, dans certains cas, le SARS-CoV-2 
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peut pénétrer profondément dans les poumons par l'inhalation de particules virales provenant 

des voies respiratoires supérieures, se propager progressivement en infectant les cellules des 

voies respiratoires distales le long de l'arbre trachéobronchique ou infecter directement les 

cellules des voies respiratoires inférieures. La dissémination du SARS-CoV-2 dans les voies 

respiratoires distales peut être secondaire à une réponse interféron de type I ou de type III 

retardée ou efficacement inhibée.328 Elle serait à l’origine de la gravité du COVID-19 avec un 

SRC qui provoquerait un SDRA pouvant être associé à une défaillance multiviscérale.358 En 

effet, la production d'IFN-I joue un rôle essentiel dans l’immunité antivirale dans les premiers 

stades de l'infection.359,360 Chez l’Homme, des cas de COVID-19 sévères ont été rapportés chez 

des patients présentant des auto-anticorps contre l'interféron361–363, des défauts innés de 

signalisation dans la voie des interférons362,364 et une faible induction de réponses locales et 

systémiques à l'interféron.365,366 Le vieillissement favoriserait une réponse interféron moins 

efficace.367 Les travaux effectués sur les coronavirus de souris ont montré que les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes (pCD) et l'interféron de type I dérivé des pCD sont cruciaux pour 

contrôler l'infection par le coronavirus.367 Les pCD sont spécialisées dans la production rapide 

de grandes quantités d'interféron de type I en réponse aux virus et sont considérées comme 

particulièrement importantes pour contrôler les infections virales pulmonaires.368 Chez 

l’Homme, la réactivité de ces pCD était altérée chez les patients atteints de COVID-19 

sévère.369 À l’inverse, les patients atteints de COVID-19 léger avaient des taux sanguins élevés 

d'IFNα et d'IFNλ à des moments précoces de l’infection.369 

L'initiation retardée de la réponse IFN-I augmentait l'hyperinflammation, en recrutant des 

monocytes et des macrophages dans des modèles murins de COVID-19 exprimant l'ACE2 

humain.370 Chez les souris BALB/c infectées par le SARS-CoV, une réponse IFN-I retardée 

mais considérable induit l'accumulation de monocytes et de macrophages et la production de 

cytokines pro-inflammatoires, entraînant une pneumonie mortelle, une hyperperméabilité 
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vasculaire et des réponses insuffisantes des lymphocytes T.371 Chez l’Homme, cette réponse 

retardée était associée à une charge virale SARS-CoV-2 sanguine élevée.365 

 Propagation de l’infection vers les voies respiratoires 

basses, SRC et SDRA 

Les réponses interféron de type I ou de type III retardées ou efficacement inhibées entraînent 

la propagation du virus vers les voies respiratoires inférieures. Les cellules ciliées des voies 

respiratoires inférieures sont alors la principale cible du SARS-CoV-2.372 L’infection 

entraînerait la perte des cils ce qui peut perturber le flux ascendant de mucus dans les voies 

respiratoires ramifiées,373 facilitant éventuellement la dissémination du virus dans les alvéoles. 

Une fois que le virus atteint les alvéoles, les cellules épithéliales alvéolaires de type 2 (AT2) 

seraient infectées car elles expriment les protéines ACE2 et TMPRSS2.328 L'infection par le 

SARS-CoV-2 de ces cellules conduit à l'induction d'une réponse à l'interféron de type I et de 

type III.  Les dommages alvéolaires peuvent être secondaires à un effet direct de l'infection des 

cellules AT2 ou un effet indirect causé par des réponses inflammatoires locales, qui peuvent 

entraîner une activation endothéliale.  

Les cellules AT2 adoptent un phénotype de progéniteur transitoire associé aux dommages 

(damage-associated transient progenitors, DATP), un état cellulaire AT2 associé aux lésions 

pulmonaires qui se caractérise par une incapacité à se différencier complètement en cellules 

AT2.374,375 Les patients présentent des signes d'hyperinflammation systémique avec une 

majoration de la libération de cytokines pro-inflammatoires, telles que l'interleukine-1 (IL-1), 

l'IL-6, l'IL-8 et le TNF, et des concentrations élevées de marqueurs inflammatoires  tels que la 

ferritine et la protéine C-réactive (CRP).282,376 En effet, les taux sériques d'IL-6, d'IL-8 et de 

TNF au moment de l'hospitalisation sont des prédicteurs puissants et indépendants de la survie 

des patients.376 Le SDRA, se caractérise par des lésions pulmonaires avec une inflammation, 

une hyperperméabilité vasculaire pulmonaire et par conséquent une perte de tissu pulmonaire 
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aéré. L'examen histologique des cas de SDRA a montré que la majorité des patients ayant un 

COVID-19 sévère présentaient des lésions pulmonaires histologiques communes de type « 

dommage alvéolaire diffus » (DAD).377 Il s’agit de lésions des cellules endothéliales et 

alvéolaires à l’origine d’une exsudation liquidienne et cellulaire, évoluant dans certains cas vers 

une fibrose interstitielle étendue.378 Le DAD est généralement caractérisé par une phase 

exsudative initiale comprenant un œdème alvéolaire, la mort cellulaire, la formation de 

membranes hyalines et une inflammation. La mort ou les dommages des cellules alvéolaires 

entraînent une dégradation de l'épithélium alvéolaire, ce qui déclenche la formation de 

membranes hyalines. Celles-ci sont constituées d’exsudats riches en fibrine qui empêchent 

l'accumulation de liquides dans les alvéoles mais limitent également les échanges d'oxygène.379 

La phase exsudative est suivie par une phase proliférative avec une hyperplasie des cellules 

AT2 pour tenter de régénérer les alvéoles. Dans certains cas, il peut y avoir une phase fibrotique 

avec une fibrose principalement dans les septa alvéolaires. La pathogénie du SARS-CoV-2 est 

schématisée figure 29. 
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Figure 29. Pathogénèse du SDRA dans le COVID-19.  

L'épithélium et l'endothélium endommagés entraînent une exsudation de liquide dans les 

alvéoles. La matrice extracellulaire sous-endothéliale exposée attire et active les plaquettes et 

initie la cascade de coagulation, conduisant au dépôt de fibrine. Dans le même temps, les 

cellules immunitaires ayant des phénotypes dysfonctionnels sont attirées, et peuvent favoriser 

davantage l'inflammation et la coagulation. Les neutrophiles, activés par les plaquettes, libèrent 

des pièges extracellulaires de neutrophiles (Neutrophil Extracellular Traps, NET) contenant du 

facteur tissulaire, favorisant la formation de microthrombi. Les macrophages dans les alvéoles 

peuvent adopter un phénotype profibrotique pro-inflammatoire et, lorsqu'ils sont infectés, 

peuvent entrer en pyroptose, tandis que l'hyperinflammation peut favoriser la PANoptose des 

cellules T. Les lymphocytes T CD16+ sont induits par l'activation du complément et favorisent 

les lésions des cellules endothéliales microvasculaires et la libération de chimiokines. Ceci 

conduit à un tissu pulmonaire hautement inflammatoire et inondé, altérant l'échange d'oxygène 

et conduisant à une hypoxémie. D’après Lamers et al.328 

 COVID-19 et hypercoagulabilité 

Lors de COVID-19 sévères, il existe un déséquilibre entre l'activation de la coagulation et 

l'inhibition de la fibrinolyse380 responsable de la formation de thrombi de fibrine. Ces derniers 
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obstruent les petits vaisseaux artériels (moins de 1 mm de diamètre) dans les cas les plus graves 

de COVID-19.381–384 L'état prothrombotique observé chez les patients atteints de COVID-19 

rappelle un processus connu sous le nom d'immunothrombose, dans lequel les systèmes 

immunitaire et de coagulation coopèrent pour bloquer les agents pathogènes et limiter leur 

propagation.385,386 Une grande variété de stimuli, tels que l'hypoxie, les cytokines, les 

chimiokines et les DAMPS peuvent déclencher une destruction de l’épithélium et de 

l’endothélium. Ces stimuli déclenchent une activation endothéliale et peuvent entraîner la mort 

des cellules endothéliales, ce qui a été observé dans les cas de COVID-19.387 Dans des 

conditions physiologiques, le facteur tissulaire se trouve à l'intérieur des cellules endothéliales 

et dans les tissus, mais lorsque l'endothélium est détruit, les facteurs de coagulation vasculaire 

peuvent interagir avec le facteur tissulaire, déclenchant la voie de la coagulation extrinsèque et 

conduisant finalement au clivage du fibrinogène en fibrine, un composant majeur des caillots 

et des membranes hyalines (figure 29).388 Les lésions tissulaires peuvent également déclencher 

la voie de la coagulation intrinsèque par l'activation du facteur XII par des stimuli tels que 

l'ARN extracellulaire, l'ADN et le collagène exposé.389 Les cellules immunitaires, attirées par 

les cytokines et les chimiokines, contribuent aussi à la coagulation.386 Les monocytes peuvent 

présenter le facteur tissulaire à leur surface.386,390 Les neutrophiles libèrent des pièges 

extracellulaires de neutrophiles (Neutrophil Extracellular Traps, NET) qui contiennent du 

facteur tissulaire et de l'ADN, stimulant la voie de la coagulation intrinsèque et extrinsèque. 

Les NET stimulent également la coagulation en recrutant des plaquettes, qui à leur tour peuvent 

libérer des cytokines pro-inflammatoires et stimuler la NETose (la formation de NET).391,392 

De plus, le SARS-CoV-2 peut déclencher l'activation du complément, en particulier la voie des 

lectines, conduisant à la génération du fragment de clivage C5a, qui augmente l'expression du 

facteur tissulaire par les neutrophiles.393,394 La formation de thrombi de fibrine est 

habituellement contrecarrée par la voie de la fibrinolyse. Cette voie est inhibée par l'inhibiteur 
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de l'activateur du plasminogène 1 (PAI1). L'expression de PAI1 est fortement augmentée dans 

le COVID-19, et des niveaux élevés de PAI1 sont associés à un état respiratoire plus 

mauvais.395,396 La figure 30 illustre ce mécanisme d’immunothrombose. 

 

Figure 30. Déséquilibre de la coagulation et de la fibrinolyse lors de COVID-19 sévères. 

D’après Lamers et al.328 

 

G. Réponse immunitaire  

1) Réponse immunitaire innée 

Les cellules immunitaires innées pourraient initier des réponses immunitaires à l'infection virale 

après avoir détecté des motifs moléculaires liés au virus (pathogen-associated molecular 

patterns, PAMPS) via leurs récepteurs de reconnaissance de motifs moléculaires (pattern 

recognition receptor, PRR) tels que les récepteurs de type Toll (toll-like receptors, TLR), les 

récepteurs de type RIG-I (RIG-I-like receptors, RLR) et les récépteurs de type NOD (NOD-like 

receptors, NLR).397–399 Cette reconnaissance induit l'activation des réponses IFN de types I et 

III, suivie de la libération de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires, fournissant ainsi 

une défense antivirale contre l'infection virale.400 Par exemple, l'ARN génomique et/ou l'ARN 

double brin généré pendant la réplication sont détectés par les récepteurs RLR tels que le gène 

I inductible par l'acide rétinoïque (Retinoic acid-inducible gene I, RIG-I) ou le gène 5 associé 
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à la différenciation du mélanome (melanoma differentiation-associated protein 5, 

MDA5).326,401 Néanmoins, dans le cadre du SARS-CoV-2 l’effet de RIG reste débattu avec des 

données montrant des résultats contradictoires sur la stimulation de la production de l’IFN 

I/III.326 Les IFN de type I et de type III se lient à leurs récepteurs puis activent les gènes ISG.402 

Des centaines d'ISG sont stimulés pour exercer des effets antiviraux en empêchant les virus 

d'entrer, de se répliquer et de bourgeonner.401 Les ISG et les cytokines pro-inflammatoires issus 

de l’activation de l’IFN de type I/III pourraient directement inhiber la réplication du virus, 

recruter et activer diverses cellules immunitaires. 

Le SARS-CoV-2 a développé plusieurs stratégies d'évasion pour contrer cette défense 

immunitaire innée. Il peut spécifiquement échapper aux réponses immunitaires innées 

antivirales en réduisant les niveaux d'IFN. L'infection par le SARS-CoV-2 limite la production 

d'IFN de types I et III aux niveaux post-transcriptionnels en empêchant la libération d'ARNm 

des sites de transcription et/ou en déclenchant la dégradation du transcrit dans le noyau.403 Le 

SARS-CoV-2 code également plusieurs protéines qui perturbent la voie de détection des RLR 

et les fonctions d'induction, de signalisation ou d'effecteur de l'IFN. Par exemple, la protéine 

PLPro inhibe l'activation de MDA5.404 De plus, les protéines ORF9b, N et M peuvent inhiber 

l'expression de l'IFN-β et des cytokines pro-inflammatoires en interférant avec les voies RIG-I 

et MDA5.405–408 ORF9b peut également bloquer le récepteur TLR3.409 ORF6 et ORF8 inhibent 

l'expression d'IFN-β et l'activation d'ISG.406 NSP1 et NSP14 et potentiellement d'autres 

protéines virales peuvent inhiber la traduction et empêcher l'expression des composants de la 

voie de signalisation IFN.410,411 
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2) Réponse immunitaire adaptative 

(a) Réponse immunitaire cellulaire T 

Des lymphocytes T spécifiques du SARS-CoV-2 sont observés chez la plupart des patients lors 

d'une infection aiguë.361,412,413 La réponse des lymphocytes T CD4+ et CD8+ est dirigée contre 

plusieurs antigènes différents du SARS-CoV-2, avec des réponses fortes particulièrement 

observées contre les protéines S et N.414–416 La prévalence et l'ampleur des réponses sont en 

corrélation avec le niveau d'expression de chaque protéine du SARS-CoV-2.417 La plupart des 

lymphocytes T CD4+ spécifiques du SARS-CoV-2 présentent un profil Th1. Ils présentent en 

majorité un phénotype CCR7+CD45RA− (mémoire centrale ; 50 à 60 %) et CCR7−CD45RA− 

(mémoire effectrice ; 25 à 40 %) pendant l'infection aiguë et au cours du suivi.415,416 Les 

lymphocytes CD8+ présentent un phénotype CCR7−CD45RA− (mémoire effectrice ; 40 à 60 

%) avec une capacité cytotoxique accrue, des niveaux élevés de marqueurs d'activation 

immunitaire (Ki-67, CD38, HLA-DR, CD69) et des réponses médiées par Th2 et Th17 

inférieures.413,415,416,418,419 Ce phénotype immunitaire est classique dans d’autres infections 

virales aiguës.420 

Initialement, la réponse lymphocytaire T était soupçonnée de jouer un rôle négatif dans la 

constitution du SRC. Néanmoins, les données ont montré que l’origine du SRC ne provient pas 

des cellules T, mais est très probablement dérivée de la lignée des cellules myéloïdes.421 

La réponse lymphocytaire T spécifique du SARS-CoV-2 aurait un impact sur la sévérité du 

COVID-19. Une réponse précoce des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ et des anticorps est 

corrélée avec un COVID-19 moins sévère.412 De même, les cellules CD4+ sécrétant de l'IFN-γ 

étaient moins fréquemment observées aux stades précoces (jours 1 à 15) et aux stades tardifs 

(jours 15 à 30) chez les patients ayant un COVID-19 modéré/sévère par rapport aux cas 

bénins.414 De façon intéressante, une réponse des lymphocytes T CD8+ précoce pourrait être à 
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l’origine d’une maladie asymptomatique.422 Certaines études ont également montré que le 

nombre des lymphocytes T n'était pas associé à la guérison dans les cas critiques de COVID-

19.413,423 En effet, les lymphocytes T spécifiques du SARS-CoV-2 dans les cas de COVID-19 

sévère peuvent avoir une fonctionnalité restreinte malgré un nombre élevé. Par exemple, le 

pourcentage total de lymphocytes T CD4+ polyfonctionnels spécifiques du SARS-CoV-2 

(produisant de l'IFN-γ, du TNF-α et de l'IL-2) était significativement plus faible chez les 

patients en soins intensifs que chez les convalescents.423 Une autre étude confirme l’importance 

de lymphocytes T CD4+ polyfonctionnels en montrant que le COVID-19 sévère n'est pas 

associé à la quantité des lymphocytes T CD4+ mais plutôt à une polyfonctionnalité et une 

capacité proliférative diminuée.424 Les données actuelles indiquent donc que l'induction 

précoce de lymphocytes T polyfonctionnels spécifiques du SARS-CoV-2 est en corrélation 

avec le contrôle viral et une maladie bénigne, tandis que l'activation retardée des lymphocytes 

T entraîne de mauvaises réponses fonctionnelles, une clairance basse du virus et, finalement, 

des réactions COVID-19 graves, potentiellement mortelles.425 

La plupart des patients convalescents présentent une réponse durable des anticorps et des 

lymphocytes T mémoires spécifiques au SARS-CoV-2 après un COVID-19.426 Les 

lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques du SARS-CoV-2 sont détectés ex vivo chez 100 % 

et 70 % des patients ayant eu un antécédent de COVID-19, respectivement.427 La demi-vie de 

ces lymphocytes est d'environ 200 jours.415 Les cellules T restent détectables pendant au moins 

6 à 12 mois post-infection.415,426,428–430 Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ conservent leurs 

caractéristiques polyfonctionnelles pendant plus de 180 jours. Alors que les cellules T CD4+ 

présentent des réponses fonctionnelles similaires contre les protéines structurelles et accessoires 

du SARS-CoV-2, les cellules T CD8+ montrent une reconnaissance préférentielle de la protéine 

de la nucléocapside.415,416 La réponse lymphocytaire T spécifique est plus faible chez les 

personnes ayant eu un COVID-19 asymptomatique.431 Ces lymphocytes T sont tout de même 
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polyfonctionnels avec une sécrétion coordonnée des cytokines pro-inflammatoires et 

régulatrices (IL-10, IL-6, IL-1β).429,432 De façon intéressante, plusieurs études ont montré que 

les individus séronégatifs fortement exposés au virus présentent une réponse T détectable et 

significativement plus forte que chez les personnes saines et non exposées.418,433,434 

Des infections antérieures par des coronavirus humains endémiques pourraient être à l'origine 

de réactions immunitaires croisées contre le SARS-CoV-2. Les lymphocytes T CD4+ mémoires 

réactifs contre le SARS-CoV-2 sont détectables ex vivo chez environ 20 à 50 % des personnes 

non exposées et détectables chez presque tous les individus après une expansion in vitro435 alors 

que les lymphocytes T CD8+ mémoires sont moins fréquemment détectés dans le sang 

périphérique.427 De plus, les lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques des coronavirus 

endémiques provenant de donneurs non exposés au SARS-CoV-2 montrent une réactivité aux 

antigènes du SARS-CoV-2 et vice versa.435–439 Par ailleurs, des clones partagés peuvent être 

détectés entre les cellules T spécifiques des coronavirus endémiques et du SARS-CoV-2 chez 

des individus non infectés.439,440 Ces cellules T CD4+ et CD8+ à réaction croisée sont 

généralement dirigées contre des épitopes hautement conservés des coronavirus.437,438,440–442 Ils 

semblent être bénéfiques dans le contrôle de l'infection. Des études montrent qu'une infection 

récente par un coronavirus endémique est associée à un COVID-19 moins grave et à une 

mortalité réduite.443 De plus, l’étude du sang périphérique d'individus avant et après une 

infection par le SARS-CoV-2 montre que les lymphocytes T CD4+ et CD8+ préexistants 

peuvent être mobilisés et multipliés après l'infection,440,444 mais ne semblent pas empêcher la 

génération d'une réponse cellulaire T primaire hautement polyclonale après infection.425,440 Une 

autre étude montre que les réponses des lymphocytes T CD8+ dirigées contre une région 

hautement conservée de la polymérase des coronavirus peuvent être détectées chez des 

individus non infectés et de manière plus importante chez les soignants exposés au SARS-CoV-

2, soignants qui n'ont pas été infectés par la suite.444 Ces réponses des lymphocytes T ciblent 
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une protéine qui s'exprime de façon précoce au cours du cycle viral, ce qui pourrait 

potentiellement écourter la réplication et prévenir l'infection.440 

Une des limitations des études s’intéressant à l’immunité cellulaire anti-SARS-CoV-2 est 

qu’elles ne prennent pas en considération « l’immunité spécifique aux tissus », en particulier 

dans les voies respiratoires supérieures et inférieures avec l’étude des lymphocytes T mémoires 

résidant dans les tissus. Ces cellules sont générées préférentiellement au site initial de 

l'infection, résident uniquement dans les tissus, ne circulent pas dans le sang périphérique. Ce 

sont des médiateurs cruciaux de protection contre l'exposition virale secondaire.445 

(b) Réponse humorale 

L'infection par le SARS-CoV-2 stimule la production rapide d'anticorps de types IgM, IgG et 

IgA. Ces anticorps peuvent être détectés dans le sérum dès la première semaine post-infection. 

Il s'agit d'anticorps dirigés contre les protéines S et N.432,446–448 La rapidité de ces réponses 

suggère que les anticorps ont une origine extra-folliculaire.449 Le pic des anticorps (neutralisants 

et non neutralisants) est mesuré 3 à 4 semaines post-infection.446,447 Ce taux diminue 

progressivement447,450, puis reste relativement stable pendant des mois.426,451 Les anticorps de 

type IgG sont plus stables que les anticorps IgM et IgA.446 Cette cinétique s'explique par la 

participation des plasmocytes à longue durée de vie issus du centre germinatif. Des titres 

d'anticorps neutralisants et non neutralisants plus élevés sont retrouvés chez les personnes 

atteintes de COVID-19 sévères.426,432,452 Ceci s'expliquerait par une charge virale élevée et 

persistante et donc une stimulation antigénique plus importante.453,454 

Les anticorps muqueux, et en particulier les IgA sécrétoires, dans les voies respiratoires peuvent 

jouer un rôle important dans la prévention de la transmission du SARS-CoV-2 par les voies 

respiratoires.454 Les IgA sécrétées sous forme de dimères ont une activité neutralisante plus 

importante que les IgA sériques monomères et les anticorps d'autres isotypes.455 Ces IgA 
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spécifiques du virus sont détectées dans la salive des individus infectés.446 Des anticorps IgA 

neutralisants dans les sécrétions nasales ont été également retrouvés chez des professionnels de 

santé séronégatifs, suggérant une réponse strictement locale dans le tissu lymphoïde associé au 

nasopharynx.456 Des niveaux significatifs d'anticorps anti-SARS-CoV-2, y compris des IgA 

neutralisants, persiste dans les liquides nasaux pendant des mois.457,458 Ils contribuent à la 

protection vis-à-vis des réinfections. La représentation schématique de cette réponse humorale 

est représentée en figure 31. 
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Figure 31. Réponse des lymphocytes B et des anticorps à l'infection par le SAR2-CoV-2.  

A, La réponse extrafolliculaire. Les lymphocytes B se différencient soit en plasmocytes à courte 

durée de vie, en cellules B mémoires avec peu de mutations, soit en participant à la réaction du 

centre germinal ; B, Réaction au centre germinatif : augmentation de l'affinité et différenciation 

potentiellement en plasmocytes à longue durée de vie pour sécréter des anticorps neutralisants 

de haute affinité (c–e) ; C, Dans les vaisseaux sanguins, les lymphocytes B mémoires rejoignent 

le système circulatoire en surveillance, et les plasmocytes migrent vers les sites inflammatoires 

pour lutter contre l'infection. D'autres anticorps, comme les anticorps à réaction croisée sécrétés 

par d'autres plasmocytes induits par une infection virale, contribuent à la clairance du SARS-

CoV-2 ; D, Dans les sites muqueux, en particulier dans les tissus nasaux, les IgA dimères 

protègent de l'invasion et de la réinfection par le SARS-CoV-2 ; E, Dans la moelle osseuse, des 
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plasmocytes à longue durée de vie résident et aident à maintenir les niveaux d'anticorps anti-

SARS-CoV-2 chez l'hôte. D’après Qi et al.448 

 

Les cellules B acquièrent des mutations du gène d'immunoglobuline augmentant l'affinité et se 

différencient potentiellement en plasmocytes à longue durée de vie grâce à l'action des 

lymphocytes T CD4+ helper au sein du centre germinatif. Ceci permet d'avoir des anticorps 

neutralisants persistants avec une affinité accrue, ce qui préviendrait les réinfections. Le 

compartiment mémoire spécifique à la protéine S ou au domaine RBD continue d'évoluer et de 

se renouveler au cours des mois suivant l'infection. Les anticorps exprimés sont issus de 

processus d'hypermutation somatique459,460 et ont une capacité neutralisante plus 

importante.461–463 Des plasmocytes spécifiques à la protéine S ont été trouvés dans des 

ponctions de moelle osseuse un an après l'infection par le SARS-CoV-2, et leur abondance est 

corrélée avec les titres d'anticorps anti-protéine S.464 

Les protéines S à la surface des particules du virus SARS-CoV-2 et des cellules infectées sont 

la principale cible des anticorps neutralisants. Le domaine RBD est la cible prédominante des 

anticorps neutralisants, suivi du domaine NTD. Les anticorps ciblant S2 sont faiblement 

neutralisants, bien que certains réagissent fortement contre de nombreux virus du sous-genre 

sarbecovirus.465,466 Il existe sept groupes majeurs d'anticorps neutralisants anti-RBD (RBD-1 à 

RBD-7 ; figure 32).467 Ces anticorps ciblent trois surfaces principales du domaine RBD, à 

savoir la face supérieure du domaine RBM, la face externe et la face interne cryptique. Les 

anticorps ciblant la partie RBM sont parmi les anticorps neutralisants les plus puissants contre 

le SARS-CoV-2 (RBD-1, RBD-2 et RBD-3).467 Tout en se chevauchant largement dans leurs 

sites de liaison sur la surface RBM, chaque groupe a une spécificité de liaison. RBD-1 se lie au 

centre du site de liaison ACE2, tandis que RBD-2 se lie vers le "sommet" et RBD-3 se place 

vers la surface plane du domaine RBM. Les anticorps ciblant la face externe (RBD-4 et RBD-
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5) font partie des anticorps neutralisants les plus larges et les plus puissants contre le SARS-

CoV-2.468 Les anticorps du groupe RBD-4 se lient vers le bord extérieur du RBM et bloquent 

ACE2, ceux du groupe RBD-5, cependant, ne bloquent pas ACE2, car ils se lient loin du 

domaine RBM. Les anticorps ciblant la face interne font partie des anticorps récemment classés 

dans les groupes RBD-6 et RBD-7. Ils sont relativement plus petits en nombre, ont un pouvoir 

neutralisant plus faible et se lient à des épitopes cryptiques opposés sur la surface externe, 

accessibles uniquement lorsque le RBD est dans la conformation « up ». Certains anticorps ont 

besoin d'au moins deux ou trois RBD dans la conformation « up ».469–471 

Environ un tiers des anticorps dirigés contre le SARS-CoV-2 ciblent la région NTD mais 

seulement 28,5 % de ces anticorps ont un effet neutralisant.472 Les anticorps anti-NTD 

présentent un pouvoir neutralisant plus faible. Ils n'entrent pas en compétition avec le récepteur 

ACE2 pour la liaison au domaine RBD, mais peuvent impliquer une interférence avec les 

changements conformationnels requis pour la fusion. Ils auraient également des actions 

médiées par le récepteur Fc.473 Les anticorps neutralisants anti-NTD sont classés en trois 

groupes (NTD-1 à NTD-3, figure 32). Les anticorps NTD-1 se lient sur le côté supérieur de 

NTD, couvrant l'extrémité N-terminale.474 Les anticorps NTD-2 se lient sur le côté avant, tandis 

que les anticorps NTD-3 se lient sur le côté gauche du NTD.467,475  

Les anticorps non-neutralisants peuvent contribuer à la protection via un mécanisme de 

cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (antibody-dependent cellular cytotoxicity, 

ADCC) et un mécanisme de phagocytose cellulaire dépendante des anticorps. Des activités 

ADCC sériques élevées ont été observées avec une cinétique similaire aux titres d'anticorps 

globaux chez des personnes atteintes de COVID-19.476–480. 

La réponse humorale semble protectrice contre le SARS-CoV-2, notamment vis-à-vis d’un 

risque de réinfection. Cependant, ces anticorps peuvent contribuer à l'exacerbation de la 
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maladie par un mécanisme de facilitation. À mesure que de nouveaux variants continuent 

d'émerger, les anticorps neutralisants contre les souches antérieures peuvent perdre leur 

puissance neutralisante et devenir des anticorps facilitants.481,482 Ce sont des anticorps non 

neutralisants qui fixent les virions. Les complexes se lient ensuite au récepteur Fcγ à la surface 

des macrophages et intériorisent le virus. 

Les cellules B mémoires à réaction croisée produites lors d'infections antérieures à coronavirus 

pourraient contribuer à une réponse humorale rapide (IgG et IgA en particulier) après une 

primo-infection par le SARS-CoV-2.483 Des anticorps cross-neutralisant le SARS-CoV et le 

SARS-CoV-2 ont été observés.484 De plus, des anticorps IgG anti-protéine S du SARS-CoV-2 

ont été détectés dans le sérum des donneurs naïfs d'infection par le SARS-CoV-2485,486, 

probablement en raison d'une réactivité croisée avec les coronavirus humains.487–489 Ces 

réactivités croisées sont probablement dues aux anticorps ciblant le domaine S2 hautement 

conservé de la protéine S, car le domaine S1 est beaucoup moins conservé, probablement en 

raison de la forte pression sélective exercée par le système immunitaire.465,466,490 Des titres 

élevés d'anticorps préexistants à réaction croisée seraient corrélés avec des manifestations 

cliniques plus légères lors d’une infection par le SARS-CoV-2 dans certaines études485,486,491, 

mais pas dans d'autres.487 Une autre étude a même montré que les titres d'IgG ciblant la protéine 

S du virus HCoV-OC43 étaient significativement plus élevés chez les patients atteints d'une 

maladie grave que chez les patients avec une forme bénigne aux jours 1 à 21 post-infection.492 

Les anticorps à réaction croisée avec une avidité plus faible pourraient entraîner des effets 

pathogènes en formant un complexe immun antigène-anticorps. Il pourrait également s'agir 

d'anticorps facilitants. 492 

L'infection par le SARS-CoV-2 entraîne une augmentation marquée des auto-anticorps 

circulants ciblant un large éventail d'auto-antigènes, notamment les protéines du complément, 
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les cytokines et les chimiokines493 en partie à cause de l'inflammation, de la libération d'auto-

antigènes liés à la mort cellulaire et du mimétisme moléculaire.494,495 Des études ont également 

révélé plusieurs cas de maladies auto-immunes induites par les anticorps après une infection 

par le SARS-CoV-2, notamment le lupus érythémateux disséminé496, le syndrome de Guillain-

Barré497,498 et le syndrome des agglutinines froides.499,500 
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Figure 32. Anticorps neutralisants dirigés contre le SARS-CoV-2 

A, Anticorps neutralisants dirigés contre RBD. Pour chaque groupe d'anticorps (RBD-1 à RBD-

7), l'empreinte d'un anticorps représentatif sur le domaine RBD est affichée. Le domaine RBM 

est souligné en rouge ; B, Anticorps neutralisants dirigés contre la région NTD. Pour chaque 

groupe d'anticorps (NTD-1 à NTD-3), une structure complexe représentative du trimère de 

protéine S lié par l'anticorps est montrée. RBD est coloré en cyan, NTD en violet et S2 en gris. 
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H. Mutation du SARS-CoV-2 et variants d’intérêt  

Les mutations du génome du SARS-CoV-2 notamment au niveau de la protéine S sont à 

l’origine de multiples variants. Les variants ayant un impact démontré sur la santé publique 

(augmentation de la transmissibilité, de la gravité de l’infection ou encore échappement 

immunitaire) sont identifiés et qualifiés de variants préoccupants (variants of concern, VOC). 

L’OMS identifie actuellement cinq VOC : alpha, bêta, gamma, delta et omicron.501 Les lignées 

Pango pour ces variants sont respectivement B.1.1.7, B.1.351, P.1, B.1.617.2 et B.1.1.529.502 

Les caractéristiques des VOC sont présentées dans le tableau III et la figure 33. Ces cinq VOC 

ont une transmissibilité accrue (avec une infectiosité et/ou une évasion immunitaire 

augmentées) par rapport à la souche « de type sauvage », en particulier le variant omicron.503–

505 Leur pathogénicité et la mortalité qu’ils engendrent peuvent être similaires, majorées ou 

diminuées par rapport à la souche sauvage.506  

 

Figure 33. Mutations de la protéine S dans les VOC.  

a, Mutation leur position relative dans les sous-unités S1/S2. b, Représentation visuelle de la 

position relative des mutations au sein de la protéine S. D’après Magazine et al.507 
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Tableau III. Caractéristiques des principaux variants (adapté de l’ECDC).506  

Dénomi-

nation 

OMS 

Lignage Mutations d'intérêt 

de la protéine S 

Impact sur la 

transmission 

Impact sur 

l'immunité 

Impact sur 

la sévérité 

Alpha B.1.1.7 N501Y, D614G, 

P681H 

Augmentée Similaire Augmentée 

Bêta B.1.351 K417N, E484K, 

N501Y, D614G, 

A701V 

Augmentée Augmentée Augmentée 

Gamma P.1 K417T, E484K, 

N501Y, D614G, 

H655Y 

Augmentée Augmentée Augmentée 

Delta B.1.617.2 L452R, T478K, 

D614G, P681R 

Augmentée Augmentée Augmentée 

Omicron BA.1 (X)* Augmentée Augmentée Diminuée 

Omicron BA.2 (Y)* Augmentée Augmentée Diminuée 

Omicron BA.4 L452R, F486V, 

R493Q 

Inconnu Augmentée Inconnu 

Omicron BA.5 L452R, F486V, 

R493Q 

Inconnu Augmentée Inconnu 

 

X*: A67V, Δ69-70, T95I, G142D, Δ143-145, N211I, Δ212, ins215EPE, G339D, S371L, 

S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S, Q498R, 

N501Y, Y505H, T547K, D614G, H655Y, N679K, P681H, N764K, D796Y, N856K, Q954H, 

N969K, L981F 

 

Y*: G142D, N211I, Δ212, V213G, G339D, S371F, S373P, S375F, T376A, D405N, R408S, 

K417N, N440K, S477N, T478K, E484A, Q493R, Q498R, N501Y, Y505H, D614G, H655Y, 

N679K, P681H, N764K, D796Y, Q954H, N969K 

Le dernier VOC (omicron) a un total de 34 mutations (30 mutations non-synonymes, 3 délétions 

et 1 insertion) par rapport à la protéine S de type sauvage, représentant 2,5 % de tous les acides 

aminés présents dans la protéine.508 Treize des seize mutations RBD associées au VOC sont 

présentes dans le variant omicron, dont dix se produisent exclusivement dans la séquence 

https://cov-lineages.org/lineage.html?lineage=B.1.1.7
https://cov-lineages.org/lineage.html?lineage=B.1.351
https://cov-lineages.org/lineage.html?lineage=P.1
https://cov-lineages.org/lineage.html?lineage=B.1.617.2
https://cov-lineages.org/lineage.html?lineage=BA.1
https://cov-lineages.org/lineage.html?lineage=BA.2
https://github.com/cov-lineages/pango-designation/issues/517
https://github.com/cov-lineages/pango-designation/issues/517
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définissant le variant omicron. Il existe plusieurs hypothèses sur l’origine de ce variant. La 

première hypothèse est que le variant omicron pourrait avoir circulé dans une population avec 

une surveillance et un séquençage viral insuffisants. La deuxième est qu’omicron ait pu 

accumuler des mutations chez un hôte non humain, puis s'être propagé à l'Homme. Cinq des 

mutations déterminantes d'omicron (K417, E484, Q493, Q498 et N501) se trouvent 

couramment dans les souches de SARS-CoV-2 adaptées à la souris, ce qui suggère que la 

souche peut avoir initialement évolué chez des animaux (par exemple murin) ensuite a été 

transmise et a évolué au sein de la population humaine.509 La troisième possibilité est que le 

variant omicron pourrait avoir évolué chez un patient infecté chroniquement par le COVID-19, 

comme un individu immunodéprimé qui a fourni un environnement approprié propice à 

l'adaptation à long terme du virus. Cette dernière hypothèse est la plus populaire concernant les 

origines du variant omicron.510–512 Cette théorie est en outre étayée par le fait que la souche a 

été identifiée pour la première fois chez un patient immunodéprimé en Afrique du Sud.513  

La majorité des mutations des VOC se situent au niveau du domaine RBD de la protéine S. De 

multiples études ont montré une résistance conférée par les mutations RBD vis-à-vis des 

anticorps issus de sérum humain en post-infection et post-vaccination504,514,515 De plus, la 

majorité des mutations dans cette région modifie soit la charge, soit l'hydrophobicité du 

domaine RBD, augmentant considérablement la probabilité d'évasion aux anticorps par 

l'intermédiaire d’une affinité modifiée d'épitopes ou des changements conformationnels locaux 

diminuant l'accessibilité aux épitopes.507 Ces mutations peuvent aussi avoir un impact 

considérable sur l'affinité de liaison de la protéine S pour le récepteur ACE2 et, donc, sur 

l'infectivité du virus. Sur seize mutations qui ont contribué à réduire la neutralisation des virus 

par les sérums post-vaccinaux, seules sept ont probablement conféré une affinité de liaison 

accrue de la protéine S pour le récepteur ACE2 (G339D, N440K, L452R, S477N, T478K, 

E484K et N501Y).  
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Quatorze des dix-huit mutations qui se produisent dans le NTD des VOC se produisent à 

proximité dans une région à laquelle se lient presque tous les anticorps neutralisants.475 Ce qui 

suggère que la résistance aux anticorps neutralisants (en particulier ceux trouvés dans les 

sérums post-vaccinés) ciblant le NTD joue un rôle important dans la pression de sélection 

positive.507 Cependant, deux mutations fréquentes de la région NTD se produisent en dehors de 

cette zone : T95I et Δ69–70. Celles-ci n'altéreraient pas la capacité neutralisante des anticorps 

mais augmenteraient l'infectivité 516,517 Les mutations qui se produisent en dehors des 

principaux sous-domaines NTD et RBD, dans le domaine S1, influencent également fortement 

l'infectivité et/ou la sensibilité du SARS-CoV-2 aux anticorps. Les changements d’acides 

aminés modifient la charge locale et/ou l'hydrophobicité, qualités qui augmentent 

considérablement la probabilité de modifier la structure locale des protéines et la fonction. La 

mutation D614G est la plus omniprésente de toutes les mutations SARS-CoV-2 connues de la 

protéine S, ayant eu lieu dans plus de 99 % de tous les cas séquencés de COVID-19 en 2022. 

La mutation D614G améliore considérablement l'infectivité du SARS-CoV-2.518 Elle modifie 

la conformation du RBD, augmentant son apparition dans un état « up » qui améliore l'affinité 

de liaison entre S et ACE2, ainsi que l'augmentation de l'accessibilité de la protéine S par la 

furine.519 Seules quatre mutations dans la région S2 se produisent couramment dans les VOC 

du SARS-CoV-2 autres que la récente souche omicron. Deux de ces 4 mutations (D950N et 

S982A) se situent dans le domaine HR1, ce qui suggère que des mutations dans cette région 

sont à l’origine d’une pression de sélection positive.507 

Des mutations dans d'autres gènes pourraient générer des variants avec une infectivité virale, 

une réplication et un potentiel d'évasion immunitaire accrus.520,521 Des études récentes ont 

rapporté que les modifications R203K/G204R de la protéine N sont associées à une réplication, 

une infectiosité et une transmissibilité virales élevées dans des modèles cellulaires et 
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animaux.522,523  Une délétion dans NSP1 (Δ500-532) est liée à de faibles taux plasmatiques 

d'IFN-β et à une charge virale élevée.524 

I. Diagnostic 

Le diagnostic précoce du COVID-19 permet une prise en charge précoce des patients, 

notamment à risque de forme sévère. Cela permet aussi d'éviter la propagation du virus dans 

l'entourage, d'autant que ce dernier pourrait comprendre des personnes à risque. Le diagnostic 

microbiologique est indiqué chez tous les patients symptomatiques suspects d'infection. Le 

dépistage de certaines personnes asymptomatiques peut également être important à des fins de 

santé publique ou de contrôle des infections. Il devra être réalisé en cas de contact étroit avec 

une personne atteinte de COVID-19, pour l’identification précoce de l'infection dans les 

établissements de vie collective qui hébergent des personnes à risque de maladie grave, pour le 

dépistage des patients hospitalisés, avant les interventions chirurgicales ou avant de recevoir un 

traitement immunosuppresseur. 

Le test d'amplification des acides nucléiques, le plus souvent par RT-PCR, pour détecter l'ARN 

du SARS-CoV-2 des voies respiratoires supérieures est le gold standard.525 Certains tests 

ciblent deux gènes ou plus : les gènes de la nucléocapside, de l'enveloppe et de la spike, et des 

régions ORF dont le gène RdRp.526 Ils montrent une sensibilité et une spécificité élevées. Dans 

une méta-analyse, la sensibilité regroupée pour la détection du SARS-CoV-2 à partir de 29 

études était de 96,2 % (IC à 95 %, 91,0 % à 98,4 %) et la spécificité était de 98,1 % (IC à 95 

%, 95,9 % à 99,2 %).527 La sensibilité des tests dépend probablement du type et de la qualité de 

l'échantillon testé, du délai par rapport à l’infection et du test. Les échantillons nasopharyngés, 

suivis par les échantillons salivaires et nasaux, ont la sensibilité la plus élevée au niveau des 

voies respiratoires supérieures, alors que la sensibilité des échantillons oropharyngés sur 

écouvillon est plus faible.528 Les prélèvements des voies respiratoires inférieures peuvent avoir 
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des charges virales plus élevées et être plus sensibles que les échantillons des voies respiratoires 

supérieures.529 Dans une méta-analyse, la durée moyenne de détection de l'ARN du SARS-

CoV-2 dans les voies respiratoires supérieures des patients variait entre 8 à 38 jours et dépendait 

de la sévérité de la maladie.530  

Divers tests d'amplification isotherme tels que l'amplification isotherme médiée par boucle 

(Loop-mediated isothermal amplification, LAMP) et l'amplification médiée par la transcription 

(transcription-mediated amplification, TMA) ont également été utilisés. Ces tests 

d'amplification isotherme sont sensibles et indépendants d'un cycleur thermique, ce qui les rend 

plus adaptés au développement d'essais rapides, à haut débit et à faible coût.526 

Certains variants ont un impact sur la capacité à détecter le gène S. Comme la majorité des tests 

ciblent deux ou trois gènes, la plupart détectent toujours l'ARN du SARS-CoV-2.  

Les tests antigéniques permettent de détecter les antigènes du virus, notamment la protéine N. 

Plusieurs techniques sont utilisées telles que les dosages immuno-enzymatiques (Enzyme-

Linked Immunosorbent Assay, ELISA) ou les dosages immunologiques par chimiluminescence 

(Chemiluminescence immunoassay, CLIA). Cependant, la plupart des détections d'antigènes à 

ce jour ont visé des méthodes permettant des tests rapides et faciles à utiliser, comme 

l’immunochromatographie (lateral flow assays, LFA). Des revues systématiques évaluant les 

performances des tests antigéniques indiquent qu’ils ont une spécificité très élevée mais sont 

généralement moins sensibles. Dans une autre étude sur 1098 échantillons appariés obtenus lors 

de tests sur un campus universitaire, la sensibilité et la spécificité des tests antigéniques relatifs 

à la RT-PCR étaient de 41 et 98 %, respectivement, chez les personnes asymptomatiques et de 

80 et 99 % chez les personnes symptomatiques.531 Ils peuvent être utiles lorsque les tests de 

détection d’ARN ne sont pas disponibles ou lorsque les délais d'exécution sont trop longs. La 

plupart des tests antigéniques ciblent la protéine N. De ce fait, les mutations de la protéine S 
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n'affecteraient pas la précision de ces tests antigéniques. Le variant omicron possède quatre 

mutations dans la protéine N mais celles-ci ne semblent pas affecter les performances des 

tests.532  

J. Prise en charge thérapeutique 

Dans cette section, les traitements spécifiques actuellement recommandés par l’OMS sont 

présentés. Nous abordons d’abord les traitements des formes asymptomatiques à modérées de 

COVID-19 puis les formes sévères. 

1) Forme asymptomatique à modérée 

Le traitement est indiqué chez les patients adultes atteints de COVID-19 léger à modéré et 

présentant un risque accru de progression vers une maladie grave (ex. l'âge avancé, une 

immunodépression, des comorbidités) 

 Le nirmatrelvir-ritonavir 

 Le nirmatrelvir-ritonavir est un traitement oral composé de deux molécules. Le nirmatrelvir 

bloque l'activité de la protéase MPro et la co-administration avec le ritonavir ralentit le 

métabolisme du nirmatrelvir afin qu'il reste actif dans l'organisme plus longtemps et à des 

concentrations plus élevées. La dose est de 300 mg de nirmatrelvir associés à 100 mg de 

ritonavir deux fois par jour pendant 5 jours. Il doit être initié dès que possible après le diagnostic 

de COVID-19 et dans les cinq jours suivant l'apparition des symptômes. 

Dans l'essai randomisé EPIC-HR qui comprenait 2 246 patients adultes non vaccinés présentant 

au moins un facteur de risque de COVID-19 grave, le nirmatrelvir-ritonavir, administré dans 

les trois jours suivant l'apparition des symptômes, a réduit le risque d'hospitalisation ou de décès 

à 28 jours de 89 % par rapport au placebo (0,7 % contre 6,5 %, différence de risque = -5,8, 

[IC95 % : -7,8 à -3,8]).533 Dans une étude observationnelle incluant plus de 180 000 adultes 

israéliens (vaccinés et non vaccinés) avec un test SARS-CoV-2 positif et des facteurs de risque 
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de progression vers une maladie grave, le traitement par nirmatrelvir-ritonavir a été associé à 

une diminution de la progression vers une maladie grave ou un décès à 28 jours par rapport à 

l'absence de traitement (Hazard ratio, [HR] = 0,54 [IC95 % : 0,39-0,75]).534 Cette étude a été 

réalisée au moment où le variant omicron était prédominant, ce qui suggère que le nirmatrelvir-

ritonavir conserve son efficacité contre ce variant. 

La dose doit être adaptée à la fonction rénale. Le nirmatrelvir-ritonavir est à la fois un inhibiteur 

des enzymes métaboliques tels que l'enzyme CYP3A (principalement en raison du ritonavir) 

ainsi qu'un substrat du CYP3A. Cela rend son utilisation difficile chez les patients transplantés 

traités par des inhibiteurs des calcineurines ou des inhibiteurs de mTOR. L'interaction entre le 

ritonavir et les médicaments dépendants du CYP3A peut entraîner une augmentation de l'aire 

sous la courbe et des concentrations sanguines de ces derniers entre 1,8 et 20 fois.535 Cela peut 

entraîner des effets secondaires dangereux de ces immunosuppresseurs, notamment une toxicité 

rénale, des convulsions ou un PRES syndrome (encéphalopathie postérieure réversible). Les 

sociétés savantes recommandent une utilisation prudente avec une adaptation posologique chez 

cette population.534,536 

 Remdesivir  

Le remdesivir, un analogue nucléotidique qui inhibe l'ARN polymérase du SARS-CoV-2, est 

une autre option de traitement. Il est administré à raison de 200 mg IV le 1er jour, suivi de 100 

mg IV par jour pendant deux jours. Il doit être initié dès que possible après le diagnostic et dans 

les sept jours suivant l'apparition des symptômes. Dans un essai contrôlé randomisé de 562 

patients ambulatoires non vaccinés (≥ 12 ans avec au moins un facteur de risque de progression 

vers une maladie grave ou ≥ 60 ans) atteints de COVID-19 léger à modéré, l’initiation d'un 

traitement IV de trois jours par le remdesivir dans les sept jours d'apparition des symptômes a 

réduit le risque d'hospitalisation liée au COVID-19 de 87 % par rapport au placebo (HR = 0,13 ; 
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[IC95 % : 0,03-0,59]). Aucun décès n'a été enregistré dans les deux groupes de l'étude. Bien 

que ces données ne puissent pas montrer un bénéfice sur la mortalité, une réduction des 

hospitalisations reste un résultat important pour les patients ainsi qu'une considération 

importante pour les systèmes de santé débordés.537  

 Les anticorps monoclonaux 

Les anticorps monoclonaux anti-SARS-CoV-2 sont également une alternative thérapeutique. 

De nombreux anticorps monoclonaux ou association d’anticorps tels que le casirivimab-

imdevimab et le bamlanivimab-etesevimab ou LY-CoV555 ont montré un bénéfice dans des 

essais randomisés avec une réduction du risque d'hospitalisation ou de décès associé au 

COVID-19 chez ces patients d'environ 70 à 85 % par rapport au placebo.538–541 

Cependant, les anticorps monoclonaux ont une activité variable contre les différentes variants 

du SARS-CoV-2, et la sélection des agents doit tenir compte de la sensibilité des variants en 

circulation. Actuellement, seul le bebtelovimab, qui n’est pas disponible en Europe, est efficace 

contre les variants omicron actuels BA.4/BA.5. L’association tixagevimab+cilgavimab 

conserve une activité partielle contre ces variants.504,542 

 Molnupiravir  

Le molnupiravir est un analogue nucléosidique qui inhibe la réplication du SARS-CoV-2. La 

dose recommandée est de 800 mg (quatre gélules de 200 mg) prises par voie orale toutes les 12 

heures pendant cinq jours. Il doit être initié dès que possible après le diagnostic de COVID-19 

et dans les cinq jours suivant l'apparition des symptômes. Aucun ajustement posologique n'est 

nécessaire en fonction de l'insuffisance rénale ou hépatique. Le molnupiravir a réduit le risque 

d'hospitalisation ou de décès d'environ 31 % (risque relatif [RR] = 0,69 [IC95 % : 0,48-1,01]) 

par rapport au placebo. Ce qui tendait vers la signification statistique sans l’atteindre.543 En 

France, l’accès précoce à ce traitement n'a pas été autorisé.544 
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2) Formes sévères 

(a) Dexaméthasone 

La dexaméthasone est recommandée pour les patients traités par de l'oxygène ou une assistance 

ventilatoire.545 Une dose de 6 mg par jour pendant 10 jours est recommandée. Dans deux méta-

analyses portant sur 1703 et 138 345 patients, les glucocorticoïdes avaient réduit la mortalité 

chez les patients atteints de COVID-19 sévère et n'étaient pas associés à un risque accru 

d'événements indésirables graves.546,547 En revanche, aucun bénéfice n'a été observé chez les 

patients qui n'avaient pas besoin d'oxygène ou d'assistance ventilatoire.548  

(b) Baricitinib et les inhibiteurs de JAK  

Le baricitinib est un inhibiteur de Janus kinase (JAK) utilisé pour le traitement de la polyarthrite 

rhumatoïde. Il agit sur le SRC qui implique des voies de transduction du signal médiées par 

JAK. Le baricitinib inhibe sélectivement (et de manière réversible) JAK1/JAK2, interrompant 

la synthèse de l'IL-2, l'IL-6, l'IL-10, IFN-gamma et le facteur de stimulation des colonies de 

granulocytes-macrophages. En plus des effets immunomodulateurs, il aurait des effets 

antiviraux potentiels par interférence avec l'entrée virale via la voie de l'endocytose.549 L’OMS 

recommande le baricitinib en association avec la dexaméthasone chez les patients présentant 

un COVID-19 sévère. Le baricitinib est administré à raison de 4 mg par voie orale une fois par 

jour pendant 14 jours maximum. Il n'est pas recommandé chez les adultes dont le débit de 

filtration glomérulaire estimé est ≤ 15 ml/min/1,73 m². Une réduction de dose est recommandée 

chez les patients dont le débit de filtration glomérulaire estimé est ≤ 60 mL/min/1,73 m².545 Une 

méta-analyse de dix essais randomisés montre une réduction de mortalité de 20 % à 28 jours 

avec un traitement inhibiteur de JAK.550 

(c) Anti-IL-6 et le tocilizumab 

Le tocilizumab inhibe le récepteur de l'IL-6. La production d'IL-6 endogène est induite par des 

stimuli inflammatoires et conduit à une variété de réponses immunologiques. L'IL-1β et le 
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TNFα, en particulier, sont les principaux activateurs de l'expression de l'IL-6. Une libération 

excessive d'IL-6 peut provoquer une tempête de cytokines, les niveaux d'IL-6 étant 

proportionnels à la gravité du SRC.551 Un inhibiteur de l'IL-6 (tocilizumab ou sarilumab) 

empêcherait les actions de l’IL-6 en l’empêchant de se fixer à son récepteur. L'OMS 

recommande l’utilisation d’un inhibiteur de l'IL-6 (tocilizumab ou sarilumab), en association 

avec un corticostéroïde, chez les patients atteints d'un COVID-19 sévère. Deux méta-analyses 

d’essais randomisés portant sur des patients hospitalisés pour COVID-19 montrent que la 

mortalité toutes causes confondues était plus faible chez ceux qui recevaient du tocilizumab par 

rapport au placebo ou au traitement standard.552,553 Plusieurs autres essais n'ont pas réussi à 

identifier un avantage en termes de mortalité ou un autre avantage clinique clair avec ces 

agents.554,555 Une des hypothèses pouvant expliquer cette différence est que les essais qui ont 

suggéré un bénéfice avec le tocilizumab ont rapporté des taux de mortalité globale légèrement 

plus élevés par rapport aux autres essais, reflétant potentiellement des populations plus 

gravement malades. Certains des essais négatifs peuvent également manquer de puissance 

statistique. 

Un bloqueur des récepteurs de l'IL-6 et le baricitinib ne doivent pas être administrés ensemble 

et doivent être considérés comme des alternatives. 

K. Vaccin anti-SARS-CoV-2 

Neuf vaccins sont approuvés par l’OMS et utilisés dans le monde.556 D’autres vaccins sont 

largement utilisés mais non approuvés à l’heure actuelle par l’OMS comme le vaccin Gam-

COVID-Vac. L’ensemble des vaccins actuellement utilisés reposent sur l’immunogénicité de 

la protéine S soit seule, soit associée à d'autres protéines virales présentes dans la particule 

virale dans le cas d'un virus inactivé. La protéine S est la cible principale des anticorps 

neutralisants. La puissance de ces anticorps dépend des interactions de haute affinité avec des 
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parties spécifiques de la structure tridimensionnelle complexe de la protéine S dans une 

conformation native.557  

Les vaccins anti-COVID-19 actuels sont divisés en deux catégories. La première catégorie 

comprend les vaccins à ARNm et à vecteur adénoviral. Ils possèdent le matériel génétique pour 

la biosynthèse de la protéine S dans les cellules de la personne vaccinée. Avec ce type de 

vaccins, la conception spécifique de séquences génétiques pour la formation et la présentation 

de la protéine S correctement repliée est au premier plan. La deuxième catégorie englobe les 

vaccins à base de protéines, c'est-à-dire les vaccins classiques à virus entier inactivé et les 

vaccins sous-unitaires, qui contiennent la protéine S en combinaisons avec des adjuvants. Il est 

nécessaire que le trimère de la protéine S ait une conformation semblable à celle du virus afin 

d’induire une réponse neutralisante efficace. Cette conformation peut être perturbée lors de la 

fabrication de vaccins conventionnels ou lorsque la protéine est exprimée dans les cellules du 

patient vacciné après vaccination avec un vaccin à ARNm ou à vecteur adénoviral. Certains 

fabricants ont introduit des mutations stabilisatrices destinées à empêcher la conversion 

structurelle par inadvertance de la protéine S labile. Pour stimuler l'immunité adaptative, en 

plus de l’immunogène spécifique de l'agent pathogène, un vaccin nécessite un adjuvant. Ce 

dernier stimule le système immunitaire inné et fournit le deuxième signal nécessaire à 

l'activation des lymphocytes T. Pour les vaccins possédant un matériel génétique, ce matériel 

peut servir à la fois d'immunogène et d’adjuvant, en raison des propriétés immunostimulantes 

intrinsèques de l'ARN et de l’ADN qui activent le système immunitaire inné. Les vaccins à base 

de protéines possèdent des adjuvants propres.558 
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1) Types de vaccins 

(a) Vaccins possédant du matériel génétique 

(i) Vaccins à ARNm 

Les vaccins à ARN contiennent des ARNm entièrement fonctionnels qui peuvent être traduits 

directement en protéine S. Les deux vaccins à ARNm actuellement largement utilisés sont 

Comirnaty (BioNTech-Pfizer) et Spikevax (Moderna). Ils contiennent des séquences 

optimisées en codons pour une expression efficace de l’ensemble de la protéine S.559 Les 

vaccins à ARNm sont constitués de complexes lipidiques sous la forme de nanoparticules 

lipidiques, qui non seulement offrent une protection contre la dégradation de l'ARNm dans les 

tissus, mais facilitent également l'absorption cellulaire et la libération dans le cytoplasme pour 

la traduction de l'ARNm (figure 34).560 Les composants utilisés comprennent des 

phospholipides, du cholestérol, des lipides cationiques spéciaux (ionisables) et du polyéthylène 

glycol (PEGylés).561 

 

Figure 34. Vaccin anti-SARS-CoV-2 à ARNm. 

 A, Vaccin à ARNm schématisé. UTR—région non traduite. B, Schéma d'une nanoparticule 

lipidique utilisée pour l'administration de vaccins à ARNm. PEG—polyéthylène glycol. 

D’après Heinz et al.561 
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(ii) Vaccins à vecteur adénovirus 

Actuellement, quatre principaux vaccins à vecteur viral sont utilisés : Convidecia (CanSino 

Biological Inc./Beijing Institute of Biotechnology), Janssen (Johnson & Johnson), Vaxzevria 

(Oxford-AstraZeneca) et Gam-COVID-Vac (The Gamaleya Institute Moscow). Ils utilisent 

comme vecteurs des dérivés de différents adénovirus : Convidecia - adénovirus humain 5562, 

Janssen - adénovirus humain 26563, Vaxzevria - adénovirus de chimpanzé Y25564 ; Gam-

COVID-Vac - adénovirus humain 26 pour la première dose et adénovirus humain 5 pour la 

seconde.565 Dans l’ensemble de ces vaccins, le gène E1 de l’adénovirus est remplacé par le gène 

codant la protéine S. La perte du gène E1 inhibe la possibilité de réplication du vecteur. De 

plus, il y a une délétion du gène E3 dans l’ensemble de ces vaccins.561 Ces vaccins vont produire 

la protéine S native dans les cellules du patient vacciné (figure 35). L'ADN adénoviral se dirige 

dans le noyau où il reste extra-chromosomique. Il nécessite la transcription en ARNm puis une 

traduction en utilisant la machinerie cellulaire. Seulement de rares cas d'épissage aberrant ou 

d'utilisation du site de polyadénylation ont été observés.566 Ceci est essentiel car pendant la 

réplication du SARS-CoV-2, le transcrit de la glycoprotéine S, comme tous les transcrits du 

SARS-CoV-2, sont fabriqués dans le cytoplasme en l'absence de machinerie d'épissage et de 

polyadénylation de l'hôte. L'épissage alternatif pourrait conduire à la formation d'une protéine 

S tronquée en C-terminal et donc soluble. De telles formes sécrétées pourraient se lier aux 

cellules endothéliales exprimant l'ACE2 et pourraient contribuer aux événements 

thrombotiques via un mécanisme médié par les anticorps, comme observé après la vaccination 

avec les vaccins à vecteur adénoviral COVID-19.567 Une immunité préexistante contre les 

vecteurs peut altérer la réponse vaccinale.568 Or, la séroprévalence contre l'adénovirus est 

importante dans la population.569 De plus, tous les vaccins à vecteur adénoviral sont 

susceptibles d'induire des réponses immunitaires contre les particules vectorielles mais les 

conséquences ne sont pas encore connues. 



 

 

 

133 

 

 

Figure 35.  Vaccin anti-SARS-CoV-2 à vecteur adénovirus. 

A, Représentation d'une particule de vaccin à vecteur adénoviral. E1 et E3 : gènes précoces 

d'adénovirus 1 et 3 ; B, Expression de la protéine S dans les cellules des individus vaccinés. 

Une perte plus ou moins importante de la partie S1 et la conversion de S2 en sa structure post-

fusion (S2*) peuvent se produire en l'absence de mutations stabilisatrices. D’après Heinz et 

al.561 

(b) Vaccins à base de protéines 

(i) Vaccins inactivés 

Trois vaccins à virus entier inactivés sont autorisés : Covilo (Sinopharm), Covaxin (Bharat 

Biotech) et CoronaVac (Sinovac). Pour ces trois vaccins, le virus est cultivé dans des cellules 

Vero et inactivé par la bêta-propiolactone.561,570 

A 

B 
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(ii) Vaccins sous-unitaires 

Il s’agit du vaccin NVX-CoV2373 (Novavax). Il se compose de la protéine S trimérique pleine 

longueur qui est produite sous forme de protéine recombinante dans les cellules d'insectes 

Spodoptera frugiperda à l'aide d'un système d'expression de baculovirus et contient des 

mutations pour stabiliser S2 (K986P et V987P) ainsi que pour supprimer le site de clivage de 

la furine (682-RRAS-685 remplacé par QQAQ).571 Ce vaccin contient un adjuvant à base de 

saponine.561 

2) Réponse immunitaire aux différents vaccins 

Il a été constaté que les vaccins à ARNm COVID-19 induisent la maturation des lymphocytes 

T CD4+ et CD8+ et la majorité des personnes vaccinées ont des réponses des lymphocytes T 

mémoires. Il s’agit d’une réponse de type Th1.572,573 La réponse neutralisante de ces vaccins 

était également robuste. Des réponses importantes et persistantes au niveau du centre germinatif 

spécifiques à la protéine S stimulées par les vaccins à ARNm COVID-19 étaient fortement 

corrélées à la production d'anticorps neutralisants.574,575 Les titres élevés d'anticorps 

neutralisants ont été détectés chez les adultes six mois après avoir reçu la deuxième dose.576 

Les vaccins à base de vecteur viral induisent des réponses lymphocytaires T spécifiques de la 

protéine S. Cette réponse est de profil Th1.577,578 Ces vaccins présentent également une réponse 

neutralisante importante.565,579 

Les vaccins inactivés ont également un taux de séroconversion important proche de 100 %.571 

Par contre, les résultats des essais cliniques de phase I/II de CoronaVac ont montré de faibles 

réponses des lymphocytes T spécifiques du SARS-CoV-2 exprimant l'IFNγ, suggérant une 

réponse des lymphocytes T type Th2.580 

Concernant le vaccin NVX-CoV2373, il présente également une réponse humorale importante 

avec un fort taux de séroconversion. L'évaluation des réponses cellulaires a montré des réponses 
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de cellules T CD4+ polyfonctionnelles spécifiques à l'antigène avec la production d'IFN-γ, d'IL-

2 et de TNF-α lors de la stimulation de la protéine S. Une réponse lymphocytaire Th1 a été 

observée.571 

Une étude récente a comparé la réponse immunitaire de quatre vaccins (Spikevax, Comirnaty, 

NVX-CoV2373 et Janssen) jusqu’à 6 mois après la vaccination dans une cohorte de 102 

patients. L’ensemble des patients présentaient des anticorps neutralisants. Six mois après 

l'immunisation, des titres d'anticorps neutralisants diminuaient progressivement pour les 

vaccins Spikevax, Comirnaty et NVX-CoV2373. Les titres étaient plus élevés pour le vaccin 

Spikevax, suivi dans l’ordre par les vaccins Comirnaty, NVX-CoV2373 et Janssen. L’ensemble 

des individus ayant bénéficié de l’un des quatre vaccins présentaient une réponse lymphocytaire 

T CD4+ spécifique. Alors que la cinétique des anticorps neutralisants était différente entre les 

vaccins à ARNm et à vecteur viral, la cinétique de réponse des lymphocytes T CD4+ était 

similaire entre les quatre vaccins. La hiérarchie de l'ampleur des lymphocytes T CD4+ 

mémoires était la suivante Spikevax > Comirnaty et NVX-CoV2373 > Janssen. Les deux 

vaccins à ARNm et Janssen ont induit des réponses de cellules T CD8+ comparables. Comme 

attendu pour un vaccin à base de protéines, les taux des lymphocytes T CD8+ après NVX-

CoV2373 étaient inférieurs à ceux des autres vaccins.581 

3) Impact des VOC sur les différents vaccins 

L’ensemble des vaccins actuellement utilisés sont affectés par les VOC, car ils sont tous 

produits à partir des souches originales de type sauvage de la phase précoce de la pandémie. 

Les sérums des personnes vaccinées conservent la capacité de neutraliser le variant alpha, bien 

qu'avec un effet légèrement réduit.582,583 Des tests de neutralisation utilisant des sérums de 

patients ayant eu le vaccin Vaxzevria ont montré une réduction de plus de 86 fois de l'activité 

de neutralisation contre le variant bêta.584 Après une vaccination par les vaccins Spikevax, 
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Cominrnaty et Covilo la réduction était beaucoup plus faible mais importante allant de 1,6 à 

8,6.585 Concernant le variant gamma, l'efficacité et la capacité de neutralisation ont été 

diminuées de 6,7 et 4,5 fois avec les vaccins Cominrnaty et Spikevax, respectivement.585 Vis-

à-vis du variant delta, Planas et al. ont montré que 95 % des patients vaccinés généraient des 

anticorps neutralisants contre le variant delta, mais la neutralisation était 3 fois plus faible après 

le vaccin Cominrnaty et 5 fois plus faible après le vaccin Vaxzevria que contre le variant 

alpha.515 Le variant omicron est caractérisé par un échappement important à la suite de la 

vaccination. La neutralisation d'omicron par les sérums des vaccinés est réduite de 20 à 85 

fois.586–588 Cependant, les patients qui ont reçu une dose supplémentaire ont présenté une 

neutralisation efficace.586,588 De plus, entre 70 % et 80 % des lymphocytes T CD4+ et CD8+ 

post-vaccination par le vaccin Cominrnaty ou Janssen avaient une activité contre le variant 

omicron. La réponse T générée après une vaccination présente une activité croisée 

importante.589  

Depuis début septembre 2022, les vaccins bivalents souche sauvage/variant BA.1 sont autorisés 

en Europe et aux États-Unis. Ces vaccins sont des versions adaptées des vaccins originaux 

Comirnaty (Pfizer/BioNTech) et Spikevax (Moderna).590,591 Une dose de rappel à l’aide de ces 

vaccins génèreraient une meilleure activité neutralisante contre les différents sous-variants 

d’omicron (dont les variants actuels BA.4 et le BA.5) par rapport à une dose de rappel d’un 

vaccin classique, selon les données préliminaires de plusieurs études randomisées.592,593   
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 Conclusions et objectifs du travail de thèse concernant le 

SARS-CoV-2 

Le SARS-CoV-2 a été à l’origine d’une pandémie mondiale qui a impacté l’ensemble de la 

population avec une surmortalité importante. Dans cette revue de la littérature, nous avons 

décrit le virus, son impact clinique dans la population, son évolution ainsi que l’évolution des 

thérapeutiques préventives et curatives. Depuis l’émergence du virus, l’élaboration de stratégies 

préventives et curatives de lutte contre le SARS-CoV-2 a permis d’améliorer le pronostic global 

du COVID-19. Néanmoins, les populations immunodéprimées sont plus vulnérables face à ce 

virus. Dans ce travail de thèse, nous nous intéressons à l’impact du SARS-CoV-2 dans la 

population des transplantés rénaux. En effet, face aux infections, ces patients immunodéprimés 

ont une susceptibilité plus importante, des tableaux cliniques qui peuvent être plus graves et 

une réponse aux thérapeutiques qui est différente de celle observée chez les individus 

immunocompétents. Ce travail concernant le SARS-CoV-2 chez le transplanté rénal s’articule 

en trois grandes parties. Dans la première partie, nous décrirons les caractéristiques du COVID-

19 et nous étudierons les facteurs de risque de sévérité et de mortalité, notamment l’impact du 

syndrome de relargage cytokinique. Dans la seconde partie, nous étudierons la réplication virale 

et la réponse sérologique à court et moyen termes chez le transplanté rénal infecté. Enfin, dans 

la troisième partie, nous étudierons la réponse vaccinale jusqu’à 4 doses de vaccins anti-SARS-

CoV-2 ainsi que les facteurs de risque de mauvaise réponse vaccinale. 
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 Les biomarqueurs du syndrome de relargage 

cytokinique prédisent la gravité et la mortalité de la maladie 

due au COVID-19 chez les transplantés rénaux 

A. Rationnel de l’étude 

En Alsace, les transplantés rénaux ont été fortement impactés par le COVID-19 lors de la 

première vague. Un rassemblement religieux en Alsace en février 2020 a été à l’origine d’une 

première vague de COVID-19 précoce et intense dans la région. Les patients transplantés 

rénaux n’ont pas été épargnés et à ce moment-là, aucune donnée n’était publiée dans la 

littérature. La morbi-mortalité dans cette population semblait importante et cela a été confirmé 

par la suite par les données de registres, notamment le registre français.594 Chez 

l’immunocompétent, les cas de COVID-19 sévère étaient caractérisés par une phase précoce de 

réplication du virus suivie d'une phase ultérieure indépendante du virus et immunodépendante. 

Cette dernière s'accompagne d'une composante inflammatoire exacerbée et est à l’origine du 

SRC décrit en introduction. L'évolution clinique du COVID-19 était généralement plus sévère 

chez les patients présentant des comorbidités.595 Dans ce contexte, les transplantés rénaux 

présentent une vulnérabilité particulière, en raison de leurs nombreuses comorbidités, laissant 

présager de manifestations graves pouvant conduire au décès. Cependant, l'impact de 

l'immunosuppression sur l'évolution clinique du COVID-19 était controversé. D'une part, les 

traitements immunosuppresseurs pourraient favoriser la réplication virale mais, d'autre part, 

l'immunosuppression pourrait atténuer ou même prévenir l'apparition de l’hyperinflammation 

induite par le SARS-CoV-2. L’étude monocentrique que nous avons menée avait comme 

premier objectif la caractérisation de la présentation du COVID-19 dans une population de 

transplantés rénaux. Nous avons également étudié les facteurs de risques de sévérité et de 

mortalité du COVID-19 chez le transplanté rénal, notamment l’impact des biomarqueurs du 

SRC. 
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B. Principaux résultats 

1) Caractéristiques des patients 

Au total, 49 adultes transplantés rénaux atteints de COVID-19 ont été inclus entre le 4 mars et 

le 7 avril 2020. Conformément aux données de la littérature publiée au moment de l’étude, la 

sévérité de la maladie a été classée comme suit : (1) maladie bénigne gérée en ambulatoire, (2) 

maladie non sévère nécessitant une hospitalisation mais sans besoin d’oxygénothérapie ou avec 

un besoin en oxygène maximal < 6 L/min, et (3) maladie sévère nécessitant une hospitalisation 

avec un besoin en oxygène > 6 L/min ou une ventilation mécanique. Parmi les 49 patients, 8 

(16,3 %) ont été pris en charge en ambulatoire, tandis que 41 (83,7 %) ont nécessité une 

hospitalisation. Chez ces derniers, un COVID-19 non sévère a été diagnostiqué chez 21 (51,2 

%) patients tandis que 20 (48,8 %) patients présentaient un COVID-19 sévère. Quatorze 

(34,2 %) transplantés ont été admis aux soins intensifs ou en réanimation après un intervalle 

médian de 9,5 jours depuis l'apparition des symptômes (EI : 7,5 à 11,8 jours). Parmi eux, 11 se 

sont améliorés après la ventilation mécanique. Trois cas ayant des besoins importants en 

oxygène (> 6 L/mn) n'étaient pas éligibles à l'admission en réanimation en raison de leur âge 

avancé et des comorbidités qu’ils présentaient. Le nombre de patients décédés a été de neuf, 

permettant d’évaluer le taux de mortalité à 30 jours à 19,5 %. 

2) Facteurs associés au COVID-19 grave et au décès 

Les patients avec un tableau clinique sévère étaient plus fréquemment âgés de plus de 60 ans 

(85 % versus 42,9 %, p = 0,01) et étaient plus fréquemment obèses (70 % versus 33,3 %, p = 

0,02). En ce qui concerne les symptômes, ils présentaient plus fréquemment une dyspnée (100 

% versus 42,9 %, p < 0,0001) et moins fréquemment une diarrhée (60 % versus 90,5 %, p = 

0,03). 
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À l'admission, les patients avec un tableau clinique sévère présentaient des taux de CRP, d'IL-

6, de polynucléaires neutrophiles et de hs (hypersensible)-troponine I plus élevés alors que la 

PaO2 était  plus faible. Les marqueurs inflammatoires étaient associés à la gravité de la maladie. 

L'analyse de la courbe ROC a révélé que le pic d'IL-6 était fortement associé à la fois au 

COVID-19 sévère (AUC = 0,921, p < 0,0001 ; figure 36 A) et à la mortalité (AUC = 0,821, p 

= 0,015). Le pic d'IL-6, qui s'est produit entre le J7 et le J19 après l'admission, était nettement 

plus élevé chez les patients atteints d'une forme sévère de la maladie (figure 36 B). De plus, les 

taux sanguins des marqueurs de l’inflammation (IL-6 au seuil de 65 ng/L et la CRP au seuil de 

100 mg/L) étaient associés à la sévérité du COVID-19 ainsi qu’à la mortalité liée au COVID-

19 (figure 36 C–F).  
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Figure 36. Associations entre les marqueurs inflammatoires sanguins et la sévérité ainsi que la 

mortalité du COVID-19.  

A, Courbe ROC de la gravité du COVID-19 en fonction des taux sériques IL-6. AUC = 0,921, 

p < 0,0001 ; B, Diagramme de dispersion des niveaux d'IL-6 (valeurs maximales) par rapport 

aux jours suivant l'apparition des symptômes chez les patients classés en fonction de la sévérité 

du COVID-19 ; C, Courbes de Kaplan-Meier de la survie sans COVID-19 sévère selon les taux 

d'IL-6. IL-6 > 65 ng/L (courbe rouge) vs IL-6 < 65 ng/L (courbe bleue), p < 0,0001 ; D, Courbes 

de Kaplan-Meier de la survie selon les niveaux d'IL-6. IL-6 > 65 ng/L (courbe rouge) vs IL-6 

< 65 ng/L (courbe bleue), p = 0,007 ; E, Courbes de Kaplan-Meier de la survie sans COVID-

19 sévère selon les niveaux de protéine C-réactive (CRP). CRP > 100 mg/L (courbe rouge) vs 

CRP < 100 mg/L (courbe bleue), p = 0,0004 ; F, Courbe de Kaplan-Meier de la survie selon les 

niveaux de CRP. CRP >100 mg/L (courbe rouge) vs CRP < 100 mg/L (courbe bleue), p = 0,041. 
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Les marqueurs de lyse cellulaire ont montré des associations similaires. L'analyse de la courbe 

ROC a révélé que les taux de hs-troponine I étaient associés à la mortalité (AUC = 0,920, p = 

0,0002). De plus, les taux des marqueurs de lyse cellulaire (hs-troponine I au seuil de 30 ng/L 

et de LDH au seuil de 300 UI/L) étaient associés à la sévérité du COVID-19 ainsi qu’à la 

mortalité liée au COVID-19 (figure 37 A–D). 

 

 

Figure 37. Associations entre les marqueurs sanguins de lyse cellulaire et la sévérité ainsi que 

la mortalité du COVID-19.  

A, Courbes de Kaplan-Meier de la survie sans COVID-19 sévère selon les niveaux de haute 

sensibilité (hs)-troponine I. Hs-troponine I > 30 ng/L (courbe rouge) vs hs-troponine I < 30 

ng/L (courbe bleue), p = 0,0002 ; B, Courbes de Kaplan-Meier de la survie selon les niveaux 

de hs-troponine I. Hs-troponine I > 30 ng/L (courbe rouge) vs hs-troponine I < 30 ng/L (courbe 

bleue), p = 0,0002 ; C, Courbe de Kaplan-Meier la survie sans COVID-19 sévère selon les 

niveaux de lactate déshydrogénase (LDH). LDH > 300 UI/L (courbe rouge) vs LDH < 300 UI/L 

(courbe bleue), p = 0,031 ; D, Courbe de Kaplan-Meier de la survie selon les niveaux de LDH. 

LDH > 300 UI/L (courbe rouge) vs LDH < 300 UI/L (courbe bleue), p = 0,038. 
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Figure 38. Associations entre les marqueurs sanguins de coagulation et la sévérité ainsi que la 

mortalité du COVID-19.  

A, Courbes de Kaplan-Meier de la survie sans COVID-19 sévère selon les niveaux de D-

dimères. D-dimères > 960 µg/L (courbe rouge) vs D-dimères ≤ 960 µg/L (courbe bleue), p = 

0,003 ; B, Courbes de Kaplan-Meier de la survie selon les niveaux de D-dimères. D-dimères > 

960 µg/L (courbe rouge) vs D-dimères ≤ 960 µg/L (courbe bleue), p = 0,029 ; C, Courbes de 

Kaplan-Meier de la survie sans COVID-19 sévère selon les niveaux de fibrinogène. Fibrinogène 

> 6 g/L (courbe rouge) vs fibrinogène < 6 g/L (courbe bleue), p = 0,016 ; D, Courbes de Kaplan-

Meier de la survie selon les niveaux de fibrinogène. Fibrinogène > 6 g/L (courbe rouge) vs 

fibrinogène < 6 g/L (courbe bleue), p = 0,05. 

 

En ce qui concerne les paramètres de coagulation, les taux de fibrinogène (seuil : 6 g/L) et des 

D-dimères (seuil : 960 ng/mL) étaient associés à la sévérité du COVID-19 ainsi qu’à la mortalité 

liée au COVID-19 (figure 38 A–D). Aucun des patients avec des taux de hs-troponine I < 

30 ng/L (n = 18), LDH < 300 UI/L (n = 13), D-dimères < 960 ng/mL (n = 11) et fibrinogène < 

6 g/L (n = 11) n’est décédé du COVID-19.  

Nos données indiquent que les biomarqueurs de l'inflammation, des lésions cardiaques et de la 

coagulopathie ont tous une signification pronostique dans cette entité clinique.  
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C. Principaux points de discussion 

Lors de la première vague de COVID-19, il était urgent de caractériser davantage l'évolution 

clinique et de stratifier le pronostic de COVID-19 dans les populations fragiles telles que les 

transplantés rénaux. Nous avons donc mené une première étude pour tenter de résoudre ces 

problématiques. 

Dans notre étude, les transplantés rénaux avec le COVID-19 étaient fréquemment âgés de plus 

de 60 ans et avaient d’importantes comorbidités. La présentation clinique était similaire à celle 

rapportée dans la population générale, la fièvre et la toux étant les 2 signes cliniques les plus 

fréquents.334,596 Cependant, la présence de diarrhée dans notre population était aussi fréquente 

que la toux (73,5 %) et sa prévalence était nettement plus élevée que celle décrite pour la 

population générale (3,8 % à 24 %).334,596 D'autres séries publiées  ont rapporté une prévalence 

élevée de symptômes gastro-intestinaux chez les transplantés (17 % à 55 %). Les patients 

transplantés d'organe solide présentent de façon générale un risque élevé de troubles gastro-

intestinaux, qui peuvent être exacerbés par les médicaments immunosuppresseurs. 

Le taux de mortalité du COVID-19 dans notre cohorte était de 16 % après un suivi médian de 

34 jours (mortalité à 30 jours chez les patients hospitalisés : 19,5 %). Ce résultat est cohérent 

avec de nombreux rapports sur les transplantés d'organes solides faisant état d'un taux de 

mortalité de 9 à 46 %, la plupart se situant entre 18 et 30 % lors de la première vague de 

COVID-19. Il est plus élevé par rapport à ce qui a été rapporté dans la population générale (1 % 

à 14 %).597,598 Les données d'une très grande cohorte de 17 millions de patients ont indiqué que 

les receveurs d'organes avaient un risque de décès ajusté 3,55 fois plus élevé.346 

Une observation intéressante de notre étude montre que les biomarqueurs inflammatoires (IL-

6 et CRP) prédisent la mortalité et sont liés aux formes sévères de COVID-19 chez les patients 

transplantés rénaux. Ces résultats indiquent un rôle clé des médiateurs pro-inflammatoires et 

du SRC dans la pathogenèse du COVID-19 sévère - Nous avons identifié un seuil optimal d'IL-
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6 de 65 ng/L pour prédire la maladie sévère et la mortalité - une valeur cohérente avec celle 

précédemment signalée comme étant associée à une insuffisance respiratoire (80 ng/L) chez les 

immunocompétents.599 La hs-troponine I, un biomarqueur spécifique des lésions myocardiques, 

peut également servir de marqueur précoce de la gravité de la maladie et de la mortalité. Ceci 

est cohérent avec la présence d'une atteinte cardiaque chez environ 20 % des patients 

hospitalisés atteints de COVID-19 lors de la première vague.600,601 Les mécanismes de 

l'implication cardiaque dans le COVID-19 sont multiples : lésions du tissu cardiaque médiées 

par les cytokines, déséquilibre entre l'apport et la demande d'oxygène, lésion ischémique due à 

une thrombose micro et/ou macrovasculaire, dysfonctionnement endothélial et troubles du 

myocarde, atteinte causée par l'invasion directe du SARS-CoV-2 dans les 

cardiomyocytes.387,602 

Les D-dimères sont un biomarqueur connu du COVID-19 sévère. Il reflète un risque 

thrombotique élevé.341 Nous avons constaté que l'IL-6 augmentait au début de la maladie 

sévère, tandis que les D-dimères atteignaient un pic dans la maladie grave. De plus, nous avons 

identifié une corrélation entre l'IL-6 et les D-dimères dans le COVID-19, une association qui 

reflète un lien potentiel entre l'inflammation et la thrombose. Des niveaux accrus d'IL-6 ont 

déjà été associés à l'hypercoagulation603, à la thrombose veineuse profonde604, et aux maladies 

cardiovasculaires.605 L'IL-6 est également capable d'induire l'agrégation et l'adhésion 

plaquettaires.606 

Ces résultats montrent que la gravité du COVID-19 chez les receveurs de rein semble être 

davantage liée au SRC favorisé par les comorbidités. Ils ont été confirmés à plus grande échelle 

dans les données du registre français.607 D’un autre côté, l'effet de l'immunosuppression sur la 

sévérité du COVID-19 est encore débattu.597 Les agents immunosuppresseurs, tels que les 

inhibiteurs de la calcineurine, les antimétabolites et les glucocorticoïdes, pourraient 

théoriquement être bénéfiques par un effet inhibiteur de la réplication virale observé in vitro.597 
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Des études comparant les résultats cliniques du COVID-19 chez les patients transplantés à des 

cohortes appariées de patients non transplantés présentant des comorbidités similaires ont 

montré une gravité similaire de l'infection et de la mortalité.608,609 L’étude du registre français 

comparant des transplantés rénaux à une cohorte de non transplantés ayant le COVID-19 a 

montré, dans une analyse multivariée, qu'être transplanté n'était pas indépendamment associé à 

la mortalité, alors que l'âge > 60 ans, les maladies cardiovasculaires, la dyspnée, la fièvre et le 

taux de créatinine > 115 µmol/L ont été retenus comme des facteurs de risque indépendants de 

décès.  Nombreuses de ces études concluent que l'immunosuppression à long terme ne semble 

pas augmenter le risque de développer des formes sévères de COVID-19 ; cependant, il 

convient de souligner que dans presque toutes ces études, le traitement immunosupresseur était 

diminuée lorsque les transplantés étaient hospitalisés, bien que de manière différente selon les 

études.  

Les résultats de notre étude ont indiqué que, chez les transplantés rénaux atteints de COVID-

19, des élévations des marqueurs biochimiques de l'inflammation, des lésions cardiaques et de 

la coagulation sont associées à une plus grande gravité et à une survie moins favorable. Ces 

données nous ont permis d'identifier les patients les plus à risque de complications liées au 

COVID-19 et d'adapter notre prise en charge, dans un contexte de tension hospitalière durant 

les vagues successives de COVID-19. 

La méthodologie, les résultats et la discussion détaillés de l’étude se trouvent dans la publication 

ci-dessous.
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INTRODUCTION
Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-
CoV-2) is a zoonotic beta-coronavirus that emerged from 
China in December 2019 and rapidly gave rise to a pan-
demic.1,2 Coronavirus disease 2019 (COVID-19) caused 
by SARS-CoV-2 has lower mortality than other diseases 
caused by related betacoronavirus strains – that is, SARS; 

caused by SARS-CoV and Middle East respiratory syn-
drome (MERS; caused by MERS-CoV). Unfortunately, the 
crude death tool of COVID-19 is already higher than that 
attributable to SARS and MERS combined3 because SARS-
CoV-2 has more rapid human-to-human spread.4

The clinical course of COVID-19 is generally more 
severe in elderly subjects and patients with comorbid 
conditions.5 However, the manifestations and prognosis 
of the disease in fragile immunocompromized patients 
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remain poorly investigated. In this context, kidney trans-
plant recipients (KTR) may be particularly vulnerable 
to severe manifestations and death because of their high 
comorbidity burden (ie, hypertension, diabetes, and car-
diovascular disease). However, the impact of immuno-
suppression on the clinical course of COVID-19 remains 
controversial.6 On the one hand, immunosuppressive 
drugs could promote viral replication but, on the other 
hand, immunosuppression may mitigate or even prevent 
the onset of SARS-CoV-2-induced hyperinflammation. 
There is indeed mounting evidence that a dysregulated 
inflammatory response is pathophysiologically linked to 
the hallmark features of COVID-19 – including the acute 
respiratory distress syndrome (ARDS) and the cytokine 
release syndrome (CRS).7 The occurrence of CRS in 
patients with COVID-19 – as reflected by increased 
interleukin (IL)-6 serum levels – is clinically associated 
with respiratory failure, ARDS, and severe outcomes.8 
Elevated serum levels of C-reactive protein (CRP) are 
also a marker of severe betacoronavirus infections.9,10 
However, the occurrence and prognostic impact of CRS 
in immunocompromised KTR with COVID-19 remains 
unclear.

This single-center study conducted in a well-character-
ized cohort of KTR from Alsace, Grand-Est, France, was 
designed to address this issue. Specifically, biomarkers of 
CRS were investigated in relation to the occurrence of 
severe COVID-19 and mortality.

MATERIALS AND METHODS

Study Population
The study sample consisted of 49 adult KTR with 

COVID-19 who were recruited in our transplant center 
between March 4 and April 7, 2020. COVID-19 was 
diagnosed in patients with clinical symptoms and positive 
reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 
results on nasopharyngeal swab specimens and/or typi-
cal lung lesions on chest computed tomography (CT). 
Patients presenting with fever, flu-like or respiratory symp-
toms, anosmia/ageusia, digestive disorders, and a known 
personal contact with a confirmed case were considered 
highly suspected for COVID-19. In accordance with the 
published literature,11-13 disease severity was categorized 
as follows: (1) mild disease manageable in an outpatient 
setting, (2) nonsevere disease requiring hospitalization but 
without oxygen requirement or oxygen need <6 L/min, and 
(3) severe disease requiring hospitalization with an oxy-
gen need >6 L/min or mechanical ventilation. Data were 
retrieved from digital medical records from the day of 
admission to the date of the last follow-up (April 30, 2020). 
The following variables were collected: patient character-
istics, symptoms and time of presentation, immunosup-
pressive therapy and management, laboratory parameters, 
chest CT findings, and administered drugs. High-dose ster-
oids included methylprednisolone or dexamethasone. The 
main study outcomes were as follows: death, intensive care 
unit (ICU) admissions, acute kidney injury (AKI), graft 
loss, venous thromboembolic events, as well as neurologi-
cal and myocardial complications. Ethical approval was 
granted by the local Institutional Review Board (approval 
number: DC-2013-1990).

Laboratory Diagnosis of SARS-CoV-2 Infection
Laboratory identification of SARS-CoV-2 was per-

formed by RT-PCR testing of nasopharyngeal swab speci-
mens according to current guidelines (Institut Pasteur, 
Paris, France; WHO technical guidance).14 The assay tar-
gets 2 regions of the viral RNA-dependent RNA polymer-
ase (RdRp) gene, and the threshold limit of detection was 
10 copies per reaction.

Serum Laboratory Markers
Laboratory follow-up examinations in hospitalized 

patients were performed in a standardized fashion. CRP, 
procalcitonin, lactate dehydrogenase (LDH), high-sensitiv-
ity (hs)-troponin I, D-dimer, and fibrinogen were measured 
with standard techniques. Serum IL-6 levels were quan-
tified with a chemiluminescent immunoassay (Lumipulse 
G600 II; Fujirebio, Tokyo, Japan).15 A total of 132 speci-
mens underwent IL-6 quantification (80 prospectively and 
52 retrospectively using stored serum samples). All labo-
ratory parameters were measured on admission and the 
peak values observed within the first 3 weeks of symptom 
onset were recorded. Routine biological monitoring was 
generally performed every 2 days during hospitalization. 
However, this time interval was modifiable at the physi-
cian’s discretion (ie, more or less frequently) by taking into 
account the clinical course of COVID-19 for each patient. 
Lymphopenia was defined as a lymphocyte count <1000/
mm3, eosinopenia as an eosinophil count <50/mm3, and 
thrombocytopenia as a platelet count <150 000/mm3.

Chest CT Imaging
When clinically feasible, all patients underwent chest CT 

imaging on admission. Repeated CT scans were performed 
when clinically indicated as it has been suggested that 
chest CT may have a higher sensitivity than RT-PCR.16 All 
CT images were interpreted by a single experienced chest 
radiologist. Typical CT findings—consisting of bilateral 
ground-glass opacities with peripheral distribution—were 
graded according to the European Society of Radiology 
and the European Society of Thoracic Imaging guide-
lines,17 as follows: no lesion, minimal lesions (<10%), 
moderate lesions (10–25%), important lesions (25–50%), 
severe lesions (50–75%), and critical lesions (>75%).

Statistical Analysis
Continuous data are given as medians and interquar-

tile ranges (IQR) and analyzed with the Mann-Whitney 
U test. Categorical variables are expressed as counts and 
percentages and compared with the Fisher exact test. The 
associations between hypoxia and laboratory markers of 
inflammatory markers, cell lysis, and coagulation were 
determined by calculating Spearman’s correlation coeffi-
cients (ρ). Receiver operating characteristic (ROC) curves 
were constructed to investigate serum biomarker levels in 
relation to disease severity and COVID-19-related mortal-
ity. Kaplan-Meier plots of severe COVID-19-free survival 
and COVID-19-specific survival were constructed accord-
ing to levels of inflammation markers (CRP and IL-6), 
cell lysis markers (LDH, hs-troponin I), and coagulation 
markers (D-dimer, fibrinogen). Comparisons of Kaplan-
Meier curves were performed with the log-rank test. Severe 
COVID-19 was defined as oxygen requirement >6 L/min, 
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need for ICU admission, or patient death. Patients were 
censored on the date of the last follow-up (April 30, 2020). 
All calculations were performed with GraphPad Prism 8.0 
(GraphPad Inc., San Diego, CA, USA). Two-tailed P values 
<0.05 were considered statistically significant.

RESULTS

General Characteristics of KTR With COVID-19
The general characteristics of the 49 KTR included in the 

study are shown in Table 1. Eight (16.3%) were managed 
in outpatient facilities, whereas 41 (83.7%) required hos-
pitalization. Most patients were Caucasian (n = 48, 98%), 
men (n = 37, 75.5%), and aged >60 years (n = 27, 55.1%). 
Hypertension was the most common comorbidity (n = 41, 
83.7%), followed by diabetes (n = 23, 46.9%), and obesity 
(n = 22, 44.9%). The median interval between transplanta-
tion and the onset of COVID-19 symptoms was 7.1 years 
(IQR: 2.9–14.4 y). At the time of COVID-19 diagnosis, 
the following immunosuppressive drugs were being used: 
calcineurin inhibitors (CNI), n = 42 (85.8%); mycophe-
nolate mofetil (MMF) or mycophenolic acid (MPA),  
n = 38 (77.6%); and mammalian target of rapamycin 
(mTOR) inhibitors, n = 11 (22.5%). The most common 
symptom at diagnosis was fever (n = 42, 85.7%), followed 
by cough (n = 28, 57.1%) and diarrhea (n = 27, 55.1%). 
Nineteen patients (38.8%) had dyspnea.

KTR With COVID-19 Who Did Not Require 
Hospitalization

Of the 8 KTR who did not require hospitalization, 
COVID-19 was confirmed by RT-PCR in 5 cases and 
seroconversion in 2 patients. The remaining case pre-
sented with highly suggestive clinical symptoms (ie, 
fever, anosmia/ageusia, respiratory, and digestive symp-
toms). Table  1 compares the general characteristics of 
patients who required hospitalization versus those who 
did not. Those in the latter group were younger and had 
a lower body mass index. Moreover, they less frequently 
received MMF/MPA (37.5% versus 85.4%, respectively, 
P = 0.01) but were more commonly treated with mTOR 
inhibitors (62.5% versus 14.6%, respectively, P = 0.01). 
Symptoms were milder, with a lower occurrence of fever 
and dyspnea.

KTR With COVID-19 Who Required Hospitalization
Most of the hospitalized patients (n = 41) were men 

(78.0%), aged >60 years (63.4%), and obese (51.2%). 
Interestingly, diarrhea (75.6%) occurred as frequently as 
cough (70.7%; Table 2). A total of 39 (95.1%) patients 
had an RT-PCR-confirmed diagnosis and 2 (4.9%) had 
highly suspected clinical symptoms and imaging results. 
Laboratory findings are illustrated in Table 3. Lymphopenia 
(n = 30/38, 79%) and eosinopenia were common on admis-
sion (n = 32/35, 91.4%), whereas 9 patients (22%) showed 
thrombocytopenia. Median serum creatinine levels were 
166 µmol/L (IQR: 130–231 µmol/L).

A total of 31 (75.6%) patients had a CT (median inter-
val from symptom onset: 7 d; IQR: 4–10 d). Lesions affect-
ing >50% of the lung parenchyma were observed in 13 
patients (42%; Figure S1, SDC, http://links.lww.com/TP/
C20).

With regard to the management of immunosuppression 
on admission (Table  4), MMF/MPA and mTOR inhibi-
tors were withdrawn in all patients. Scheduled belatacept 
administration was delayed in 1 of 2 cases. CNI were tem-
porarily withdrawn in 15 (36.6%) patients. Treatment 
for COVID-19 consisted of hydroxychloroquine in 15 
(36.6%) and azithromycin in 26 (65%) patients, respec-
tively (Figure  1). Lopinavir–ritonavir was given to 5 
patients only because of significant pharmacokinetic inter-
actions with CNI and mTOR inhibitors. High-dose corti-
costeroids were used to treat CRS in 14 cases (46.7%) who 
required oxygen therapy and in 9 patients before progres-
sion to severe stage. In the latter group, 5 had favorable 
outcomes and 4 progressed to the severe stage (of whom 
2 required mechanical ventilation and 1 died of disease). 
The anti-IL-6 receptor monoclonal antibody tocilizumab 
was used in 4 patients. Of them, 3 patients showed a rapid 
improvement whereas 1 died 6 days after injection. The 
individual clinical outcomes in relation to the temporal 
course of inflammatory markers and COVID-19 treat-
ments are illustrated in Figures S2a (CRP) and S2b (IL-6), 
SDC, http://links.lww.com/TP/C20.

Fourteen (34.2%) patients were admitted to ICU after 
a median interval from symptom onset of 9.5 days (IQR: 
7.5–11.8 d; Table  5). Of them, 11 improved follow-
ing mechanical ventilation. Three cases with severe oxy-
gen needs were not eligible for ICU admission because 
of advanced age and a significant burden of comorbidi-
ties. AKI was frequent (75.6%) but generally completely 
reversible (73.9%). There were no cases of graft loss. 
Other complications included mild-to-severe neurological 
manifestations (n = 16), deep vein thrombosis (n = 1), and 
myocarditis (n = 1). Nine patients died (Table 5) and the 
30-day mortality rate was 19.5% (Figure S3, SDC, http://
links.lww.com/TP/C20).

Factors Associated With Severe COVID-19 and 
Death

Among hospitalized patients, nonsevere and severe 
COVID-19 was diagnosed in 21 (51.2%) and 20 (48.8%) 
patients, respectively. Of the latter group, oxygen therapy 
≥6 L/min or mechanical ventilation was required on admis-
sion and at follow-up (between 1 and 15 d from admission) 
in 4 and 16 patients, respectively. The general characteris-
tics of patients with nonsevere and severe COVID-19 are 
shown in Table  2. Severe patients were more frequently 
aged >60 years (85% versus 42.9%, respectively, P = 0.01) 
and were more commonly obese (70% versus 33.3%, 
respectively, P = 0.02). With regard to symptoms, dyspnea 
was more frequent (100% versus 42.9%, respectively, P < 
0.0001) and diarrhea less common in severe than in non-
severe patients (60% versus 90.5%, respectively, P = 0.03).

On admission, severe patients had higher CRP, IL-6, and 
hs-troponin I levels, an increased neutrophil count, and a 
lower PaO2 (Table 3). There were no intergroup differences 
with regard to D-dimer, procalcitonin, LDH, creatinine 
levels, lymphocyte count, and SARS-CoV-2 nasopharyn-
geal viral load.

We next sought to investigate the temporal course of 
laboratory parameters—by taking into account their peak 
values—in relation to the clinical evolution of COVID-
19. Peak levels of CRP were significantly higher in KTR 
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TABLE 1.

Demographic and clinical characteristics of hospitalized and nonhospitalized patients at admission and during follow-up

 Entire cohort (n = 49) Nonhospitalized (n = 8) Hospitalized (n = 41) P

Men 37 (75.5%) 5 (62.5%) 32 (78%) 0.39
Age (y) 62.2 (52.3–67.8) 53.1 (50.8–57.7) 63.9 (55.2–69) 0.02
  >60 y 27 (55.1%) 1 (12.5%) 26 (63.4%) 0.02
Comorbidities
  BMI (kg/m2) 28 (23–32) 23 (21.8–26.5) 30 (24–33) 0.05
  <25 kg/m2 17 (34.7%) 5 (62.5%) 12 (29.3%) 0.08
  25–30 kg/m2 10 (20.4%) 2 (25%) 8 (19.5%)  
  >30 kg/m2 22 (44.9%) 1 (12.5%) 21 (51.2%)  
  Cardiovascular disease 18 (36.8%) 1 (12.5%) 17 (41.5%) 0.23
  Respiratory disease 9 (18.4%) 0 9 (22%) 0.32
  Obstructive sleep apnea 7 (14.3%) 0 7 (17.1%) 0.58
  Diabetes 23 (46.9%) 4 (50%) 19 (46.3%) 1
  Active cancer 1 (2%) 1 (12.5%) 0 0.16
  Hypertension 41 (83.7%) 7 (87.5%) 34 (82.9%) 1
  RAAS inhibitor use 21 (42.9%) 6 (75%) 15 (36.6%) 0.06
    ACE inhibitor use 12 (24.5%) 3 (37.5%) 9 (22%) 0.39
    ARB use 9 (18.4%) 3 (37.5%) 6 (14.6%) 0.15
ABO blood group system    0.06
  A 28 (58.3%) 5 (62.5%) 23 (57.5%)  
  B 6 (12.5%) 3 (37.5%) 3 (7.5%)  
  O 12 (25%) 0 12 (29.3%)  
  AB 2 (4.2%) 0 2 (4.9%)  
Primary nephropathy    0.2
  Diabetic nephropathy 6 (12.2%) 3 (37.5%) 3 (7.3%)  
  Chronic tubulointerstitial disease 10 (20.4%) 1 (12.5%) 9 (22%)  
  Polycystic kidney disease 7 (14.3%) 0 7 (17.1%)  
  Vascular nephropathy 5 (10.2%) 0 5 (12.2%)  
  Glomerular nephropathy 19 (38.8%) 4 (50%) 15 (36.6%)  
  Unknown 2 (4.1%) 0 2 (4.9%)  
First transplantation 44 (89.9%) 6 (75%) 38 (92.7%) 0.18
Interval from kidney transplantation (y) 7.1 (2.9–14.4) 7.78 (4.3–12.8) 7.1 (2.9–14.6) 0.86
Immunosuppressive therapy
Induction immunosuppression
  Anti-thymocyte globulin 25 (52.1%) 7 (87.5%) 18 (45%) 0.11
  Anti-CD25 20 (41.7%) 1 (12.5%) 19 (47.5%)  
  No induction 3 (6.3%) 0 3 (7.5%)  
Maintenance immunosuppression
  Tacrolimus 26 (53.1%) 4 (50%) 22 (53.6%) 1
  Ciclosporin 16 (32.7%) 2 (25%) 14 (34.2%) 1
  MMF/MPA 38 (77.6%) 3 (37.5%) 35 (85.4%) 0.01
  mTOR inhibitors 11 (22.5%) 5 (62.5%) 6 (14.6%) 0.01
  Azathioprine 1 (2%) 0 1 (2.4%) 1
  Steroids 28 (57.1%) 4 (50%) 24 (58.5%) 0.71
  Belatacept 2 (4.1%) 0 2 (4.9%) 1
  Eculizumab 2 (4.1%) 1(12.5%) 1 (2.4%) 0.3
Clinical signs at diagnosis
  Dyspnea 19 (38.8%) 1 (12.5%) 18 (43.9%) 0.13
  Cough 28 (57.1%) 4 (50%) 24 (58.5%) 0.71
  Fever 42 (85.7%) 4 (50%) 38 (92.7%) 0.01
  Myalgia 25 (52.1%) 4 (50%) 21 (52.5%) 1
  Headache 9 (18.8%) 1 (12.5%) 8 (19.5%) 1
  Diarrhea 27 (55.1%) 4 (50%) 23 (56.1%) 1
  Vomiting 7 (15.2%) 0 7 (17.1%) 1
  Anosmia/ageusia 11 (24.4%) 5 (50%) 7 (17.1%) 0.09
  Neurological manifestations 2 (4.1%) 0 2 (4.9%) 1
Clinical signs during follow-up
  Dyspnea 30 (61.2%) 1 (12.5%) 29 (70.7%) 0.003
  Cough 36 (73.5%) 5 (62.5%) 31 (75.6%) 0.42
  Fever 43 (87.8%) 4 (50%) 39 (95.1%) 0.004
  Myalgia 26 (53.1%) 4 (50%) 22 (53.7%) 1
  Headache 13 (26.5%) 1 (12.5%) 12 (29.3%) 0.66
  Diarrhea 36 (73.5%) 5 (62.5%) 31 (75.6%) 0.42
  Vomiting 7 (14.3%) 0 7 (17.1%) 0.58
  Anosmia/ageusia 12 (24.5%) 4 (50%) 8 (19.5%) 0.09
  Neurological manifestations 17 (34.7%) 1 (12.5%) 16 (39%) 0.14

Continuous variables are presented as medians (interquartile ranges), whereas categorical variables are given as counts (percentages).
ACE, angiotensin converting enzyme; ARB, angiotensin receptor blocker; BMI, body mass index; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid, mTOR: mammalian target of rapamycin; RAAS, 
renin–angiotensin–aldosterone system.
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aged >60 years (124 mg/L versus 55 mg/L, respectively,  
P = 0.019) and with overweight (101 mg/L versus 55 mg/L, 
respectively, P = 0.049). Similarly, peak levels of IL-6 were 
significantly higher in KTR overweight (68 ng/L versus 
27.5 ng/L, respectively, P = 0.02). Interestingly, peak val-
ues of inflammatory biomarkers showed strong associa-
tions with oxygen requirements—with maximum oxygen 

need being correlated with both peak IL-6 (ρ = 0.740,  
P < 0.0001) and CRP (ρ = 0.687, P < 0.0001). IL-6 con-
centrations were also associated with hs-troponin I, LDH, 
fibrinogen, and D-dimer levels (Table 6).

Peak inflammatory markers were also related to dis-
ease severity and clinical outcomes during hospitaliza-
tion (Table  3). ROC curve analysis revealed that peak 

TABLE 2.

Demographics and clinical characteristics of hospitalized patients according to disease severity

 Hospitalized patients (n = 41) Nonsevere patients (n = 21) Severe patients (n = 20) P

Men 32 (78%) 19 (90.5%) 13 (65%) 0.06
Age (y) 63.9 (55.2–69.0) 58.4 (50.9–64.3) 65.6 (63.2–70.6) 0.01
  >60 y 26 (63.4%) 9 (42.9%) 17 (85%) 0.01
Comorbidities
  BMI (kg/m2) 30 (24–33) 25 (23–32) 31 (27.5–33) 0.07
  <25 kg/m2 13 (31.7%) 11 (52.4%) 2 (10%) 0.02
  25–30 kg/m2 8 (19.5%) 4 (19.1%) 4 (20%)  
  >30 kg/m2 21 (51.2%) 7 (33.3%) 14 (70%)  
  Cardiovascular disease 17 (41.5%) 8 (38.1%) 9 (45%) 0.76
  Respiratory disease 9 (22.0%) 5 (23.8%) 4 (20%) 1
  Obstructive sleep apnea 7 (17.1%) 4 (19.1%) 3 (15%) 1
  Diabetes 19 (46.4%) 8 (38.1%) 11 (55%) 0.35
  Active cancer 0 0 0  
  Hypertension 34 (82.9%) 15 (71.4%) 19 (95%) 0.09
  RAAS inhibitor use 15 (36.5%) 7 (33.3%) 8 (40%) 0.75
    ACE inhibitor use 9 (21.9%) 3 (14.3%) 6 (30%) 0.28
    ARB use 6 (14.6%) 4 (19.1%) 2 (10%) 0.66
  Interval from kidney transplantation (y) 7.1 (2.9–14.6) 3.8 (2.1–12.6) 8.3 (5.6–14.7) 0.18
Immunosuppressive therapy
Induction immunosuppression
  Anti-thymocyte globulin 18 (43.9%) 10 (47.6%) 8 (42.1%) 0.9
  Anti-CD25 19 (46.3%) 9 (42.9%) 10 (52.6%)  
  No induction 3 (7.3%) 2 (9.5%) 1 (5%)  
Maintenance immunosuppression
  Tacrolimus 22 (53.6%) 10 (47.6%) 12 (60%) 0.54
  Ciclosporin 14 (34.2%) 7 (33.3%) 7 (35%) 1
  MMF/MPA 35 (85.4%) 19 (90.5%) 16 (80%) 0.41
  mTOR inhibitors 6 (14.6%) 4 (19.1%) 2 (10%) 0.66
  Azathioprine 1 (2.4%) 0 1 (5%) 0.49
  Steroids 24 (58.5%) 12 (57.1%) 12 (60%) 1
  Belatacept 2 (4.9%) 2 (9.5%) 0 0.49
  Eculizumab 1 (2.4%) 0 1 (5%) 0.49
Clinical symptoms during hospitalization
  Dyspnea 29 (70.7%) 9 (42.9%) 20 (100%) <0.0001
  Cough 31 (75.6%) 15 (71.4%) 16 (80%) 0.72
  Fever 39 (95.1%) 20 (95.2%) 19 (95%) 1
  Myalgia 22 (53.7%) 14 (66.7%) 8 (40%) 0.12
  Headache 12 (29.3%) 9 (42.8%) 3 (15%) 0.09
  Diarrhea 31 (75.6%) 19 (90.5%) 12 (60%) 0.03
  Vomiting 7 (17.1%) 5 (23.8%) 2 (10%) 0.41
  Anosmia/ageusia 8 (19.5%) 6 (28.6%) 2 (10%) 0.24
  Neurological manifestations 16 (39%) 8 (38.1%) 8 (40%) 1
O2

 need
  O

2
 need at admission (L/min) 0 (0–3) 0 (0–0) 2.5 (1.5–4) <0.0001

  Maximum O
2
 need (L/min) 5 (0–15) 0 (0–2) 15 (9.75–15) <0.0001

  O
2
 need (%) 30 (73.2%) 10 (47.6%) 20 (100%) 0.0002

Continuous variables are presented as medians (interquartile ranges), whereas categorical variables are given as counts (percentages).
ACE, angiotensin converting enzyme; ARB, angiotensin receptor blockers; BMI, body mass index; RAAS, renin–angiotensin–aldosterone system; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid, 
mTOR: mammalian target of rapamycin.
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IL-6 was strongly associated with both severe COVID-19  
(AUC = 0.921, P < 0.0001; Figure  2A) and mortality  
(AUC = 0.821, P = 0.015). Peak IL-6—which occurred 
between day 7 and day 19 after admission—was mark-
edly higher in patients with severe disease (Figure  2B). 
Further, there were clear associations between IL-6 (cut-
off: 65 ng/L), CRP (cutoff: 100 mg/L), and severe COVID-
19 and mortality (Figure  2C–F). Markers of cell lysis 
showed similar associations with outcomes. Specifically, 
ROC curve analysis revealed that hs-troponin I levels were 
associated with mortality (AUC = 0.920, P = 0.0002). 
Moreover, there were associations between hs-troponin I 
(cutoff: 30 ng/L) and LDH (cutoff: 300 UI/L) with severe 
COVID-19 and mortality (Figure 3A–D). With regard to 
coagulation parameters, we found associations between 
fibrinogen (cutoff: 6 g/L) and D-dimer (cutoff: 960 ng/
mL) with severe COVID-19 and mortality (Figure 4A–D). 
Notably, none of the patients with hs-troponin I <30 ng/L 

(n = 18), LDH <300 UI/L (n = 13), D-dimer <960 ng/mL  
(n = 11), and fibrinogen <6 g/L (n = 11) died of COVID-19.  
As expected, severe patients had more extensive lung 
involvement on chest CT than nonsevere patients (61.5% 
versus 27.8%, respectively, P = 0.07; Figure S1, SDC, 
http://links.lww.com/TP/C20).

Clinical Outcomes in Severe Versus Nonsevere 
Patients

At the time of analysis, the median follow-up time was 
42 days (IQR: 35.2–45 d). Patients with severe COVID-19  
had a higher risk of acute kidney injury (95% versus 66.7%, 
respectively, P = 0.04) and their mortality rate was as high 
as 42.9% (n = 9). All patients with nonsevere disease were 
successfully discharged as compared with 8 patients only 
(40%) in the severe group (P < 0.0001; Table 5).

TABLE 3.

Biochemical markers on admission and peak values in hospitalized patients according to disease severity

 n
Hospitalized  

patients (n = 41)
Nonsevere  

patients (n = 21)
Severe  

patients (n = 20) P

Biochemical markers on admission
  Interval from symptom onset (d)  4 (2–7) 3 (2–7) 7 (3.8–7.3) 0.10
  C-reactive protein (mg/L) 39 56 (24.5–94.7) 29.5 (41.8–61.5) 67 (54–187) 0.0018
  IL-6 (ng/L) 28 24.3 (16.5–53.3) 18.9 (12.6–45.4) 36.6 (21.9–70.2) 0.04
  Procalcitonin (µg/L) 28 0.17 (0.14–0.28) 0.16 (0.13–0.21) 0.21 (0.15–0.41) 0.26
  Ferritin (µg/L) 17 394.5 (165.3–924.8) 540.5 (300.3–912) 178.5 (164.8–1029.8) 0.80
  Albuminemia (g/L) 35 41 (38–42) 41 (40–44) 39.5 (37–41) 0.03
  High-sensitivity troponin I (ng/L) 32 20.5 (8.4–38.3) 6.6 (5.1–12) 40.5 (14.6–86.3) 0.01
  Lactate dehydrogenase (UI/L) 32 264.5 (199–340) 231 (179–340) 287 (242–330) 0.23
  Creatine phosphokinase (U/L) 33 101 (60–286) 88 (58.5–267.5) 143 (75–297.5) 0.60
  Creatininemia (µmol/L) 41 166 (130–231) 159 (130–200) 179 (138–251) 0.45
  Platelet count (/mm3) 41 181 000 (156 000–227 000) 188 000 (148 000–214 000) 177 500 (156 000–231 250) 0.66
  Neutrophil count (/mm3) 36 4010 (3077.5–5167.5) 3590 (2690–4520) 5140 (3840–5970) 0.02
  Lymphocyte count (/mm3) 38 635 (397.5–930) 660 (420–940) 630 (350–870) 0.88
  CD4 (/mm3) 24 256 (138.3–385.8) 256 (193.5–303) 221.5 (112.8–483.8) 0.84
  CD8 (/mm3) 24 138 (84.3–196.8) 153 (86.8–195) 138 (84.5–186) 0.71
  IgG (g/L) 28 8.5 (6.9–8.4) 8.3 (7–9.1) 8.7 (6.6–10.1) 0.80
  D-dimer (µg/L) 30 1020 (587.5–1460) 990 (615–1440) 1380 (735–1545) 0.56
  Fibrinogen (g/L) 29 6 (5–6.8) 5.7 (5–6.46) 6.6 (5.4–7.2) 0.16
  PaO₂ (mm Hg) 34 81.5 (73.12–96) 87.7 (81–101) 73.5 (62–82) 0.0088
  Viral load in nasopharyngeal  

swabs (log
10

 copies/reaction)
38 5.2 (3.8–6.7) 5.2 (3.7–6) 6.2 (4.6–7) 0.32

Biochemical markers at peak values
  C-reactive protein (mg/L) 39 94 (48–207) 55 (30.4–90.2) 174 (99.3–299) <0.0001
  IL-6 (ng/L) 34 51.7 (25.8–121.4) 27.5 (18.2–52.8) 131.7 (66.7–469.3) <0.0001
  Procalcitonin (µg/L) 32 0.31 (0.18–0.82) 0.22 (0.17–0.42) 0.48 (0.18–4.00) 0.23
  Ferritin (µg/L) 27 1128 (546–1630) 1128 (675–1602) 1027 (512–2621) 0.98
  Albuminemia (g/L) 32 34 (31.3–38) 35 (32.5–38.5) 32 (24–36) 0.044
  High-sensitivity troponin I (ng/L) 34 29.1 (8.8–44.3) 13 (6.6–29.5) 57.15 (34.2–92.7) 0.0003
  Lactate dehydrogenase (UI/L) 36 356.5 (267.3–504.3) 295 (226.5–420.5) 450 (337–549) 0.013
  Creatine phosphokinase (U/L) 34 153 (70.8–338.5) 97 (55.5–282.8) 185 (80.8–497) 0.16
  Neutrophil count (/mm3) 36 6215 (3593–9565) 4800 (2845–7340) 9400 (5970–10 850) 0.003
  D-dimer (µg/L) 34 1410 (837.5–2463) 960 (565–1755) 1830 (1315–3430) 0.019
  Fibrinogen (g/L) 34 6.7 (5.6–8.3) 6.15 (4.9–7.5) 7.82 (6.5–9) 0.016

Continuous variables are presented as medians (interquartile ranges), whereas categorical variables are given as counts (percentages).
IL, interleukin; Ig, immunoglobulin.
Reference levels for biochemical markers: IL-6 <4 ng/L; procalcitonin <0.05 µg/L; ferritin 22–322 µg/L; high-sensitivity troponin I <79 ng/L; lactate dehydrogenase 120–246 UI/L; creatine phospho-
kinase: 46–171 U/L; D-dimer <500 µg/L; fibrinogen: 2–4 g/L.
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DISCUSSION
There is an urgent need to shed further light on the 

clinical course and improve the prognostic stratification 
of COVID-19 in specific frail populations—including 
transplant recipients. We conducted the current study to 
address these issues and investigate whether biomarkers of 
CRS may predict outcomes.

Here, we show that KTR with COVID-19 was frequently 
aged >60 years and had a high burden of comorbidities. 
The clinical presentation was similar to that reported in 
the general population—with fever and cough being the 
2 most common clinical signs.18-20 However, diarrhea 
in our sample was as frequent as cough (73.5%) and its 
prevalence was markedly higher than that described for 
the general population (3.8%–24%).18-20 Notably, other 
published series of KTR have reported a high preva-
lence of gastrointestinal symptoms (17%–55%).21-24 It is 
thus possible that the gastrointestinal manifestations of 
COVID-19 can occur more frequently in KTR—in whom 
they may cause acute renal injury and severe electrolyte 
disturbances. SARS-CoV-2 proactively infects human gut 
enterocytes25 and can be detected in stools from patients 
with diarrhea in 73.3%–85.7% of cases.26,27 In our study, 

only 2 patients underwent search of SARS-CoV-2 in fecal 
samples and 1 of them tested positive.

A remarkable finding of our study is that patients who 
were taking MMF/MPA as immunosuppressive drugs were 
more likely to be hospitalized than those on mTOR inhibi-
tors. Whether this observation could be related to differ-
ent activities of these drugs on SARS-CoV-2 replication 
remains unclear. Although an in vitro investigation has 
shown that MPA inhibits MERS-CoV replication, studies 
on marmosets have linked MMF use with severe and even 
fatal disease.28,29 Preliminary data indicate that mTOR 
inhibitor may potentially be useful to tackle SARS-CoV-2 
infection.30

Overweight, age >60 years, and dyspnea at onset were 
associated with severe COVID-19 in our KTR, a finding 
in line with the general population.19,31,32 Nonetheless, 
KTR pose special challenges with regard to immunosup-
pression management. Because guidelines recommend 
reducing immunosuppressive therapy,33 MMF/MPA and 
mTOR inhibitors were withdrawn in all patients. Further, 
CNI were preferentially discontinued in severe patients. 
These results are largely in accordance with those of pre-
vious studies focusing on COVID-19 in KTR—in which 

TABLE 4.

Drugs given to hospitalized patients stratified according to disease severity

 Hospitalized patients (n = 41) Nonsevere patients (n = 21) Severe patients (n = 20)

Azithromycin 26 (65%) 15 (71.4%) 11 (57.9%)
Others antibiotics 41 (100%) 21 (100%) 20 (100%)
Azole 1 (2.5%) 0 1 (5.3%)
Lopinavir–ritonavir 5 (12.2%) 1 (4.76%) 4 (20%)
Hydroxychloroquine 15 (36.6%) 9 (42.9%) 6 (30%)
Tocilizumab 4 (9.8%) 1 (4.8%) 3 (15%)
High-dose corticosteroidsa 14 (34.2%) 5 (23.8%) 9 (45%)
Immunosuppressive drugs management
  MMF/MPA withdrawal 35/35 (100%) 17 (100%) 18 (100%)
  Calcineurin inhibitors withdrawal 15/36 (41.7%) 2 (11.8%) 13 (68.4)
  mTOR inhibitors withdrawal 6/6 (100%) 4 (100%) 2 (100%)
  Delayed belatacept administration 1/2 (50%) 1 0
aHigh-dose corticosteroids included intravenous dexamethasone and intravenous methylprednisolone. Continuous variables are presented as medians (interquartile ranges), whereas categorical vari-
ables are given as counts (percentages).
MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid; mTOR, mammalian target of rapamycin.

FIGURE 1.  Flow of the 49 patients through the study according to treatments and outcomes.
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antimetabolites and CNI were withdrawn in 68%–100% 
and 15%–22.9% of patients, respectively.21-23,34,35 In the 
present study, lopinavir-ritonavir was given to 4 patients 
only because of known pharmacokinetics interaction 
with CNI and mTOR inhibitors.34,36 The use of hydroxy-
chloroquine was less frequent in our cohort (36.6%) 
than in published reports (60%–95%)21,34,35,37,38 because 
of frequent treatment-related adverse effects in KTR and 
inconclusive evidence on its efficacy from the current 
literature.

An interesting observation from our study is that the 
inflammatory biomarkers IL-6 and CRP predict severe 
COVID-19 and COVID-19-related mortality in KTR, a 
finding in line with those previously obtained in the general 
and KTR population.18-21,39 These results point to a key 
role for proinflammatory mediators in the pathogenesis of 
severe COVID-19—which is currently conceptualized as 
a condition in which a dysregulated hyperinflammatory 
reaction of the host’s immune system to SARS-Cov-2 infec-
tion occurs.7,9,40 Here, we identified for the first time the 
optimal cutoff for IL-6 in the prediction of severe disease 
and mortality (65 ng/L)—a value in line with that previ-
ously reported to be associated with respiratory failure 
(80 ng/L).41 Interestingly, we also demonstrate that IL-6 

was higher in overweight patients—who are prone to 
develop severe COVID-19 manifestations. Adipose tissue 
is an immune organ capable of secreting IL-6,42,43 espe-
cially under hypoxic conditions.44 This observation offers 
a potential explanation for the severe disease course of 
COVID-19 in overweight/obesity.

Here, we provide pilot evidence that hs-troponin I—a 
biomarker specific for myocardial injury—may serve as 
an early marker of disease severity and mortality. This is 
in line with the presence of cardiac involvement in ~20% 
of hospitalized patients with COVID-19.45 The associa-
tion between IL-6 and hs-troponin I may also suggest a 
role for CRS in the pathogenesis of cardiac injury induced 
by SARS-CoV-2. Autopsy studies of patients with SARS 
caused by SARS-CoV found evidence of myocarditis 
and cardiomyocyte hypertrophy even though there was 
no direct evidence of viral RNA in the myocytes. These 
findings suggested that cardiac damage was not a direct 
consequence of cardiomyocyte infection.46 Further, IL-6 
signaling reduces basal cardiac contractility and is capable 
of inducing hypertrophy.47 Serum levels of IL-6 and IL-6 
gene polymorphisms have also been associated with myo-
carditis,48 endothelial dysfunction,49 and cardiovascular 
disease.50-55

TABLE 6.

Spearman’s correlation coefficients (ρ) between hypoxia-related parameters and laboratory variables (biomarkers of 
inflammation and cell lysis and coagulation parameters)

 CRP IL-6 LDH Hs-troponin I Fibrinogen D-dimer Maximum O2 need PO2 at admission

CRP – 0.743*** 0.645*** 0.583*** 0.801*** 0.344* 0.687*** –0.712***
IL-6 0.743*** – 0.502** 0.370* 0.654*** 0.493** 0.740*** –0.547**
LDH 0.645*** 0.502** – 0.292 0.626*** 0.368* 0.557** –0.345
Hs-troponin I 0.583*** 0.370* 0.292 – 0.396* 0.362* 0.598*** –0.505**
Fibrinogen 0.801*** 0.654*** 0.626*** 0.396* – 0.386* 0.646*** –0.611***
D-dimer 0.344* 0.493** 0.368* 0.362* 0.386* – 0.474** –0.152
Maximum O

2
 need 0.687*** 0.740*** 0.557** 0.598*** 0.646*** 0.474** – –0.507**

PaO
2
 on admission –0.712*** –0.547** –0.345 –0.505** –0.611*** –0.152 –0.507** –

*P < 0.05, ** P < 0.01, ***P < 0.001.
CRP, C-reactive protein; IL, interleukin; LDH, lactate dehydrogenase; hs, high-sensitivity.

TABLE 5.

Clinical outcomes of hospitalized patients according to disease severity

 Hospitalized patients (n = 41) Nonsevere patients (n = 21) Severe patients (n = 20) P

ICU admission 14 (34.2%) 0 14 (70%)a <0.0001
Delay from symptom onset to ICU (d) 9.5 (7.5–11.8) N/A 9.5 (7.5–11.8) N/A
Renal outcome
  AKI 31 (75.6%) 14 (66.7%) 19 (95%) 0.045
  Dialysis 4/31 (12.9%) 1 (4.8%) 3 (15%) 0.61
  Complete kidney recovery 19/23b (82.6%) 12 (85.7%) 7 (77.8%) 1
Patients outcome    <0.0001
  Discharge 31(75.6%) 21 (100%) 10 (50%)  
  Currently hospitalized 1 (2.4%) 0 1 (5%)  
  Death 9 (22%) 0 9 (45%)  
  Duration of hospitalization (d) 12 (7–18.5) 8 (5–13) 22.5 (18.3–28.8) 0.0001
  Interval from onset symptoms to death (d) 10 (8–16) N/A 10 (8–16) N/A
aICU admission was denied for 3 patients.
bOnly survivor’s patients were taken to account.
Continuous variables are presented as medians (interquartile ranges), whereas categorical variables are given as counts (percentages).
AKI, acute kidney injury; ICU, intensive care unit; N/A, not available.
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D-dimer is a known biomarker of severe COVID-19 
where it reflects a high thrombotic risk.56 We found that 
IL-6 increased early during the course of severe disease 
whereas D-dimer peaked in later phases. Further, we iden-
tified a correlation between IL-6 and D-dimer in COVID-
19—an association that reflects a potential link between 
inflammation and thrombosis. Increased IL-6 levels have 
been previously associated with hypercoagulation,57 deep 
vein thrombosis,58 and cardiovascular disease.59 IL-6 is also 
capable of inducing platelet aggregation and adhesion.60

Owing to the paramount role of CRS in the deterioration 
of respiratory state, 14 (34%) KTR received high-dose ster-
oids upon the identification of increased CRS biomarkers. 

The timing of steroids administration is probably para-
mount to optimize outcomes as data from observational 
studies have been conflicting. Large randomized controlled 
trials aimed at clarifying the benefits and risks of corticos-
teroids in COVID-19 are currently ongoing. IL-6 blockade 
with tocilizumab is another strategy to effectively tackle 
CRS and yielded promising results in small series of KTR 
and in the general population with COVID-19.35,39 Here, 
we show that 3 of the 4 patients with CRS who received 
tocilizumab had favorable outcomes. The patient who did 
not benefit from the drug received it in a late critical stage 
when ICU admission was denied. Despite a high mortality 
rate (32.5%), a recent observational study conducted in 80 

FIGURE 2.  Circulating levels of inflammatory markers are associated with COVID-19 severity and mortality. A, Receiver operating 
characteristic curve analysis of COVID-19 severity according to serum interleukin (IL)-6 levels. Area under curve (AUC) = 0.921,  
P < 0.0001. B, Scatter plot of IL-6 levels (peak values) against days from symptom onset in patients categorized according to COVID-19  
severity. C, Kaplan-Meier plots of severe COVID-19-free survival according to IL-6 levels. IL-6 >65 ng/L (red curve) vs IL-6 <65 ng/L 
(blue curve), P < 0.0001. D, Kaplan-Meier plots of COVID-19-free survival according to IL-6 levels. IL-6 >65 ng/L (red curve) vs IL-6 
<65 ng/L (blue curve), P = 0.07. E, Kaplan-Meier plots of severe COVID-19-free survival according to C- reactive protein (CRP) levels. 
CRP >100 mg/L (red curve) vs CRP <100 mg/L (blue curve), P = 0.0004. F, Kaplan-Meier plots of COVID-19-free survival according to 
CRP levels. CRP >100 mg/L (red curve) vs CRP <100 mg/L (blue curve), P = 0.041.
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KTR patients treated with tocilizumab concluded that this 
drug is potentially useful to attenuate the adverse conse-
quences of CRS in patients with severe COVID-19.61

Our data do not support a prognostic impact of viral 
load measured on admission in nasopharyngeal swabs. 
There are conflicting data on this topic in the literature 
with most40,62,63 but not all64 studies indicating a lack of 
association between viral load and disease severity and/or 

prognosis of COVID-19. Our findings from a well-charac-
terized cohort of KTR suggest that CRS biomarkers may 
be superior to viral load for predicting outcomes.

The mortality rate of COVID-19 in our KTR was 
16% after a median follow-up of 34 days (30-d mortal-
ity in hospitalized patients: 19.5%). Previous studies con-
ducted in KTR reported mortality rates between 6.66% 
and 33%.22,24,65,66 Such unfavorable mortality figures are 

FIGURE 3.  Circulating levels of cell lysis markers are associated with COVID-19 severity and mortality. A, Kaplan-Meier plots of severe 
COVID-19-free survival according to high-sensitivity (hs)-troponin I levels. Hs-troponin I >30 ng/L (red curve) vs hs-troponin I <30 ng/L 
(blue curve), P = 0.0002. B, Kaplan-Meier plots of COVID-19-free survival according to hs-troponin I levels. Hs-troponin I >30 ng/L (red 
curve) vs hs-troponin I <30 ng/L (blue curve), P = 0.0002. C, Kaplan-Meier plots severe COVID-19-free survival according to lactate 
dehydrogenase (LDH) levels. LDH>300 UI/L (red curve) vs LDH <300 UI/L (blue curve), P = 0.031. D, Kaplan-Meier plots of COVID-19-
free survival according to LDH levels. LDH>300 UI/L (red curve) vs LDH <300 UI/L (blue curve), P = 0.038.

FIGURE 4.  Circulating levels of coagulation markers are associated with COVID-19 severity and mortality. A, Kaplan-Meier plots of 
severe COVID-19-free survival according to D-dimer levels. D-dimer >960 µg/L (red curve) vs D-dimer ≤960 µg/L (blue curve), P = 0.003. 
B, Kaplan-Meier plots of COVID-19-free survival according to D-dimer levels. D-dimer >960 µg/L (red curve) vs D-dimer ≤960 µg/L (blue 
curve), P = 0.029. C, Kaplan-Meier plots of severe COVID-19-free survival according to fibrinogen levels. Fibrinogen >6 g/L (red curve) 
vs fibrinogen <6 g/L (blue curve), P = 0.016. D, Kaplan-Meier plots of COVID-19-free survival according to fibrinogen levels. Fibrinogen 
>6 g/L (red curve) vs fibrinogen <6 g/L (blue curve), P = 0.05.
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likely reflective of the significant comorbidity burden typi-
cal of this frail patient population.

To our knowledge, this study is one of the largest to 
describe the clinical course of COVID-19 in KTR, with a 
special focus on the prognostic significance of CRS bio-
markers. Our data indicate that biomarkers of inflamma-
tion, cardiac injury, and coagulopathy all have prognostic 
significance in this clinical entity. Taken together, our find-
ings suggest that anti-inflammatory strategies (eg, high-
dose steroids and IL-6 blockade) and anticoagulant 
therapy may serve as potential therapeutic tools to reduce 
disease severity and mortality in KTR with COVID-19.
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Figure S1. Scatter plot depicting the relationship between COVID-19 clinical 

severity and radiological severity on chest CT. When two chest CT scans were 

performed during hospital stay, the image with the highest radiological severity was 

considered for the purpose of analysis. 
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*Biological data are not available

AZ: azithromycin, CRP: C-reactive protein, CS: high steroids dose (intravenous 

dexamethasone and intravenous methylprednisolone), HC: hydroxychloroquine, IL-6: 

interleukin 6, LR: lopinavir-ritonavir 

Figure S2. Timeline for each hospitalized patient, which includes COVID-19 

treatment, the evolution of CRP (figure S2a) and IL-6 (figure S2b) over time, and the 

clinical outcome. Each line represents a patient, whereas one box denotes one day 

(days from the onset of symptoms). Gray boxes indicate the days before Covid-19 

diagnosis. White boxes denote the days required a hospitalization in a conventional 

unit. Orange boxes represent the days of hospitalization in an intensive care unit 

whereas red boxes represent the day of death. Green boxes denote days of follow-

up after hospital discharge. Vertical black lines denote the end of follow-up. 



Figure S3. Kaplan-Meier plot of COVID-19-free survival (30-day mortality 

rate: 19.5%). 
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 Évaluation virologique approfondie et réponse 

sérologique des transplantés rénaux atteints de COVID-19 

 Caractéristiques de la charge virale SARS-CoV-2  

1) Rationnel et objectifs de l’étude 

Après avoir observé une association entre les marqueurs du SRC et la sévérité ainsi que la 

mortalité du COVID-19 chez les transplantés rénaux, nous nous sommes intéressés à la 

cinétique de la réplication virale chez un hôte immunodéprimé et la réponse immunitaire 

sérologique vis-à-vis d’une infection naturelle par le SARS-CoV-2. De précédentes données 

montraient que la réplication de certains virus respiratoires était prolongée chez 

l’immunodéprimé.610 Une excrétion virale prolongée a des implications importantes pour la 

santé publique, en particulier en ce qui concerne l'isolement des patients et l’émergence 

potentielle de variants. De plus, l’impact d’une charge virale élevée et prolongée sur la sévérité 

de la maladie n’était pas connu. Nous avons, dans un premier temps, étudié les caractéristiques 

de la charge virale SARS-CoV-2 (charges virales initiales, pics et cinétique à moyen terme) au 

niveau nasopharyngé et sanguin dans une cohorte de transplantés rénaux. Nous avons analysé 

le lien entre ces charges virales et la sévérité ainsi que la mortalité liées au COVID-19. Nous 

avons également étudié la viabilité du virus retrouvé dans les prélèvements nasopharyngés chez 

les transplantés rénaux à moyen terme.  

2) Principaux résultats 

(a) Cinétique de la charge virale nasopharyngée 

Un total de 118 échantillons des voies respiratoires supérieures provenant de 40 transplantés 

rénaux a été analysé (médiane de 3 écouvillons par patient [EI : 2-3 écouvillons]). La charge 

virale médiane était de 5,17 log10 copies/réaction (EI : 3,80-6,69) au moment du diagnostic 

(entre J0 après l'apparition des symptômes et J14). Au total, 29 patients (74,4 %) avaient un pic 

de charge virale à l'admission. Parmi les patients avec un résultat RT-PCR initial positif (n = 
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37), aucun patient n'a présenté de clairance virale avant J21. Quinze (38,5 %) patients ont 

présenté une charge virale positive > 3 log10 copies/réaction après J10, et 10 patients (24,4 %) 

ont présenté une excrétion virale persistante après J30 (figure 39). 

 

Figure 39. Cinétique de la charge virale du SARS-CoV-2 au niveau nasopharyngé.  

Les patients sont stratifiés en fonction de la sévérité de la maladie : non sévère (bleu) et sévère 

(rouge). Les lignes épaisses montrent la tendance globale de la charge virale.  

(b) Viabilité du SARS-CoV-2 

À l'aide de cultures cellulaires, nous avons examiné la viabilité du virus dans un sous-groupe 

de 16 transplantés rénaux comprenant 40 échantillons nasopharyngés positifs pour le SARS-

CoV-2 en RT-PCR jusqu'à 39 jours après l'apparition des symptômes. Depuis l'apparition des 

symptômes jusqu'à 38 jours après, nous avons analysé une médiane de deux écouvillons 

nasopharyngés par patient (EI : 2–3,3). L'excrétion de SARS-CoV-2 viable a été identifiée dans 

un total de 17 écouvillons (42,5 %) issus de 9 patients (56,2 %). La plupart (56,2 %) des 

échantillons prélevés dans les 10 jours suivant l'apparition des symptômes présentaient des 

cultures virales positives. Du virus viable a été détecté dans 8 des 24 (33,3 %) échantillons 

prélevés au moins 10 jours après l'apparition des symptômes. De plus, une durée d'excrétion du 

SARS-CoV-2 viable > 3 semaines à compter de l'apparition des symptômes a été identifiée 
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chez quatre patients (25 % ; figure 40). Bien qu'aucun de ces quatre patients n'ait eu de COVID-

19 sévère, des charges virales (exprimées en seuil de cycle ou CT dans cette sous-étude) élevées 

ont été notées dans leurs prélèvements nasopharyngés à l'admission (24, 21, 16 et 17 CT), contre 

une médiane de 26 CT, EI : 23−30 Ct chez les 12 patients restants.  

 

Figure 40. Présence (points rouges) ou absence (points bleus) d'excrétion viable du SARS-CoV-

2 (sur la base des résultats de la culture virale) par rapport aux valeurs du seuil de cycle (cycle 

threshold, CT) et aux jours après l'apparition des symptômes. 

(c) Charge virale du SARS-CoV-2 et sévérité du 

COVID-19 

Dans la cohorte des 40 patients transplantés, la charge virale à l'admission n'était pas 

statistiquement différente entre les patients ayant un COVID-19 sévère et non sévère (6,22 log10 

copies/réaction vs 5,17 log10 copies/réaction, respectivement, p = 0,29) et n'était pas prédictive 

de la gravité de la maladie (aire sous la courbe ROC = 0,595, p = 0,31) à l'admission, au pic de 

la charge ou au cours de la maladie (figure 39). De plus, aucune corrélation n’a été mise en 

évidence entre la charge virale maximale et les marqueurs inflammatoires : l’IL-6 (ρ de 

Spearman = 0,041, p = 0,81) et la CRP (ρ de Spearman = 0,001, p = 0,99). Les patients sous 

corticothérapie et ne présentant pas de symptômes gastro-intestinaux présentaient une charge 

virale plus élevée. 
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Les charges virales sanguines SARS-CoV-2 ont été mesurées dans 73 échantillons de plasma 

provenant de 31 patients (21 dans le groupe non sévère et 10 dans le groupe sévère). Les charges 

virales plasmatiques positives variaient de 1 à 4,55 log10 copies/réaction. Trois patients avaient 

une ARNémie positive à l'admission et 8 ont montré au moins une ARNémie positive au cours 

de la période de suivi. Les patients sévères ont montré une fréquence plus élevée d'ARNémie 

par rapport aux patients non sévères (50 % versus 14,3 %, respectivement, p = 0,01, figure 41). 

De plus, l'ARNémie s'est avérée associée à la mortalité (figure 41). L'ARNémie était présente 

chez 3 des 4 patients non-survivants testés ; en revanche, seuls 5 des 29 (24 %) patients 

survivants testés avaient une ARNémie positive (p = 0,035). De plus, deux patients non 

survivants présentaient les charges virales les plus élevées (4,55 log10 copies/réaction et 4,26 

log10 copies/réaction), tandis que les autres patients présentaient une ARNémie plus faible (< 

2,16 log10 copies/réaction). Il n'y avait aucune corrélation entre l'ARNémie du SARS-CoV-2 et 

les charges virales nasopharyngées à l'admission (ρ de Spearman = 0,375, p = 0,13) et pendant 

le suivi (ρ = 0,159, p = 0,41). 



 

 

 

168 

 

Figure 41. Association de l'ARNémie SARS-CoV-2 positive avec la gravité et la mortalité du 

COVID-19.  

A, Courbe de Kaplan-Meier de la survie sans COVID-19 sévère selon l'ARNémie du SARS-

CoV-2. Présence d'ARNémie du SARS-CoV-2 (courbe rouge en pointillés) par rapport à son 

absence (courbe bleue continue), p = 0,01. B, Courbe de Kaplan-Meier de la survie selon 

l'ARNémie du SARS-CoV-2. Présence d'ARNémie du SARS-CoV-2 (courbe rouge en 

pointillés) par rapport à son absence (courbe bleue continue), p = 0,01.  
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 Séroconversion et cinétique de la charge virale SARS-

CoV-2 

 Rationnel et objectifs de l’étude 

Au moment de ce travail, les données sur la cinétique à court et moyen termes de la réponse 

des anticorps au SARS-CoV-2 après le COVID-19 dans la population immunodéprimée étaient 

rares. Il était important de savoir si cette population d'immunodéprimés présentait une 

séroconversion liée à l'infection, si la cinétique des anticorps était similaire ou moins favorable 

à celle observée chez l'immunocompétent. Un défaut de séroconversion ou un déclin rapide du 

titre d'anticorps pouvaient exposer à un risque de réinfection. Alors que les données sur une 

diminution des titres d'anticorps chez les patients immunocompétents étaient controversées. 

 Principaux résultats  

Dans un premier temps, nous avons décrit la réponse sérologique contre le SARS-CoV-2 chez 

35 transplantés rénaux hospitalisés pour COVID-19 jusqu'à 2 mois après l'apparition des 

symptômes. Nous avons étudié les titres d'anticorps IgM et IgG dirigés contre les protéines N 

et S à l'aide d'un test ELISA (DIA.PRO Diagnostic BioProbes Srl, Sesto San Giovanni, Italie). 

Les échantillons avec un rapport signal/seuil (S /CO) ≥ 1,1 étaient considérés comme positifs, 

≥ 0,9 et < 1,1 équivoques et < 0,9 négatifs. 

Au total, 116 échantillons provenant de 35 patients ont été analysés, avec une médiane de 3 

sérums testés par patient (EI : 2-4 sérums). Tous les survivants étaient séropositifs lors du suivi. 

Quatre non survivants avaient une sérologie négative au moment de leur décès, survenu à J7, 

J10, J15 et J16. Parmi les 25 échantillons testés avant J8, 6 (24 %) étaient séropositifs alors que 

tous les échantillons testés après J14 étaient séropositifs (figure 42). La cinétique des anticorps 

a montré qu'un titre stable d'anticorps IgG était maintenu jusqu'à J59, suggérant une persistance 
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de l'immunité au moins jusqu'à 2 mois après l'infection. Les titres d'anticorps IgM et IgG et un 

retard de séroconversion n'étaient pas corrélés à la gravité du COVID-19. 

 

Figure 42. Taux d’anticorps anti-SARS-CoV-2 positif selon le délai d'apparition des 

symptômes 

Taux d'IgM SARS-CoV-2 positifs (courbe rouge en pointillé avec triangles), IgG (courbe bleue 

en pointillés avec losange) et IgM ou IgG (courbe violette pleine) testés par un ELISA selon 

les jours depuis l'apparition des symptômes. Au total, 116 échantillons provenant de 35 patients 

ont été testés. À partir du 15ème jour (J15), tous les échantillons étaient positifs en IgM ou IgG.  

 

Ensuite, les titres d'anticorps ont été mesurés prospectivement dans la même cohorte jusqu'à 6 

mois après l'apparition des symptômes. Tous les patients survivants (n = 29) décrits dans notre 

précédente étude ont été inclus. Les IgM et IgG étaient détectables après une médiane de J17 

et ont atteint un pic à J37 (EI : 23-48) et J38 (EI : 30-50), respectivement (figure 43). Les pics 

d'IgG étaient positivement corrélés aux pics de la charge virale nasopharyngée (ρ de Spearman 

= 0,36, p = 0,05) et inversement corrélés à la durée de détection d’ARNm du SARS-CoV-2 

dans les prélèvements nasopharyngées (ρ de Spearman = −0,46, p = 0,001). Le pourcentage 

médian de déclin était de 83 % (EI : 70–91 %) pour les IgM et 68 % (EI : 32 %–83 %) pour les 
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IgG. Entre J145 et J190, la grande majorité des patients (n = 21, 72,4 %) sont restés séropositifs, 

deux ont eu des résultats IgG équivoques en l'absence d'IgM, et seulement six (20,7 %) ont 

présenté une sérologie négative. Les patients traités avec des inhibiteurs de la calcineurine et 

des stéroïdes ont montré une réduction plus prononcée des IgG, inversement corrélée au pic 

d'IgG (ρ de Spearman = -0,46, p = 0,001). Le pic et la cinétique des IgG ne différaient pas 

significativement selon la gravité du COVID-19 (figure 43). 

 

Figure 43. Cinétique des titres IgM et IgG SARS-CoV-2 testée par ELISA.  

Cinétique des titres IgM (A) et IgG (B) à partir du jour du début des symptômes (B). La 

cinétique de chaque patient (n = 29) est présentée en fonction de la sévérité du COVID-19 

(maladie non sévère : bleu ; maladie sévère : rouge). Les lignes épaisses indiquent la tendance 

du titre d’anticorps de l’ensemble de la cohorte. Les taux d'anticorps sont présentés sous forme 

de rapport signal/seuil mesuré (S/CO). La ligne en pointillées représente la valeur seuil (1,1) de 

séropositivité. 
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 Principaux points de discussion 

À l'aide de cultures cellulaires in vitro, nous avons constaté qu'une proportion importante de 

transplantés rénaux atteints de COVID-19 peut avoir une période d'excrétion prolongée du 

SARS-CoV-2 viable. L'utilisation des cultures cellulaires pour définir l'infectivité du virus a été 

critiquée car elle pourrait sur-exprimer la croissance virale et ne pas représenter véritablement 

la pathogenèse virale et la transmutabilité chez l'hôte humain.611 Mais des données de la 

croissance virale dans l'épithélium des voies respiratoires humaines ont finalement révélé une 

dynamique virale comparable et ont écarté cette hypothèse.612 Nous avons identifié quatre 

transplantés rénaux excrétant un SARS-CoV-2 viable plus de 3 semaines après l'apparition des 

symptômes (jusqu'à 38 jours). Bien qu'aucun de ces patients n'ait eu de COVID-19 sévère, ils 

ont montré des charges virales plus élevées dans leurs prélèvements nasopharyngés. De plus, 

ils présentaient une inflammation moins intense que les autres patients, peut-être en raison d'une 

réponse immunitaire réduite au SARS-CoV-2. Une revue systématique de la littérature 

concernant des données sur l'infectiosité du SARS-CoV-2 montrent que 95 % des échantillons 

ne sont plus viables après J15 dans la population générale, avec une médiane de 11 jours. En 

revanche, chez les patients hospitalisés en soins critiques et des individus immunodéprimés, 

l'excrétion virale viable pourrait durer jusqu'à 2 et 4 mois, respectivement, avec une médiane 

de 20 jours.613 Ce qui est en accord avec nos données. 

Étonnamment, nous avons identifié une excrétion viable du SARS-CoV-2 dans trois cas 

caractérisés par de faibles charges virales (Ct ≥ 35). Alors que la présence de virus viables est 

généralement inversement corrélée avec le Ct, ce n'est pas toujours le cas. Dans la revue de la 

littérature citée précédemment613, la limite supérieure du Ct associé à un virus cultivable avait 

une médiane de 30,5 (IC95 % : 26,3-34). Les Ct étaient plus élevés chez les patients 

immunodéprimés avec une médiane de 32,5 (IC95 % : 20–37,8). La présence de virus viable 

chez certains patients qui avaient une faible charge virale dans les écouvillons nasopharyngés 
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est surprenante. Une explication potentielle peut résider dans la présence d'une faible charge 

virale dans les voies respiratoires supérieures couplée à une charge plus élevée dans les voies 

respiratoires inférieures. Alternativement, un problème d'échantillonnage peut être supposé. 

Ces données ont eu un impact réel sur la prise en charge de nos patients transplantés. Nous 

avons prolongé les précautions d'isolement chez nos patients transplantés : (1) jusqu'à la 

résolution clinique des symptômes et une recherche du SARS-CoV-2 par RT-PCR dans des 

prélèvements respiratoires négative ou (2) au moins 30 jours à compter de l'apparition des 

symptômes lorsque le test RT-PCR n'est pas disponible. Il est également possible que 

l'excrétion prolongée de SARS-CoV-2 viable chez les patients immunodéprimés à faible 

pression immunologique puisse conduire à l'émergence de VOC comme discuté en 

introduction. 

La charge virale nasopharyngée n'était pas prédictive de la gravité de la maladie dans notre 

cohorte. Dans la littérature, les résultats sont discordants sur ce point. Une méta-analyse de 

trente-quatre études et de 1015 patients n'était pas concluante quant à la relation entre la gravité 

du COVID-19 et la charge virale, car un nombre similaire d'études soutenaient ou écartaient 

cette hypothèse.614 Il est essentiel de considérer que les valeurs de charge virale peuvent être 

affectées par des variables pré-analytiques, analytiques et post-analytiques telles que la 

technique de prélèvement, le type d'échantillon, les conditions de transport et de stockage, 

l'extraction d'acide nucléique et la méthode de détermination de la valeur Ct.615 

À l'inverse, dans notre étude, l'ARNémie est associée à la gravité de la maladie et à la mortalité 

chez les patients transplantés. Cependant, les données publiées sur le sujet sont mitigées. De 

nombreuses études chez l'immunocompétent rapportent la même observation365,616,617 mais 

certaines ne trouvent pas cette association.618,619 Le mécanisme physiopathologique de 

l'association entre la sévérité du COVID-19 et la charge virale plasmatique n'est toujours pas 
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clair ; l'une des hypothèse est que le SRC pourrait augmenter l'ARNémie par une augmentation 

de la perméabilité vasculaire, ou alors une charge virale sanguine importante pourrait 

déclencher la tempête de cytokines.616 La culture du SARS-CoV-2 à partir d’échantillons de 

sang présentant de faibles niveaux d'ARN du SARS-CoV-2 n'a pas été possible faisant 

suspecter la présence de particules virales non viables.620 

Concernant la réponse humorale, notre étude était la première décrivant l'évolution sur 6 mois 

des anticorps anti-SARS-CoV-2 dans une population immunodéprimée. L’ensemble des 

patients survivants ont présenté une séroconversion. Au total, 72,4 % présentaient des anticorps 

anti-SARS-CoV-2 jusqu'à 6 mois après COVID-19. La cinétique à moyen terme des anticorps 

était proche de celle observée chez les sujets immunocompétents.621 Une baisse initiale des 

titres d'anticorps n'implique pas nécessairement leur disparition. En conséquence, de faibles 

niveaux d'anticorps peuvent persister pendant plusieurs années, comme cela a déjà été observé 

pour le SARS-CoV. D'autres études ont montré que les transplantés rénaux sont capables de 

générer des taux sériques normaux d'IgM, d'IgA et d'IgG  et d’anticorps neutralisants anti-

SARS-CoV-2 lors de l'infection621–623, mais la cinétique de la réponse humorale est retardée par 

rapport à l’immunocompétent.621,624 Contrairement à nos données, certaines études ont montré 

que ces titres diminuent plus rapidement par rapport aux sujets immunocompétents.625,626 Notre 

test sérologique mesurait les anticorps anti-N et anti-S en combinaison, alors que ces études 

n'ont évalué que la cinétique des anti-N. Cette différence peut s'expliquer par le fait que les 

titres d’anticorps diminuent plus rapidement chez les transplantés par rapport aux 

immunocompétents en particulier ceux ayant une immunodépression plus élevée,626,627 

suggérant une plus grande sensibilité de la séroconversion et de la cinétique des anti-N à 

l'immunosuppression chronique. De plus, deux études récentes ont montré que malgré des taux 

de séropositivité similaires pour les deux antigènes S et N entre patients immunocompétents et 

patients transplantés, ces derniers ont montré des titres d'IgG anti-N significativement inférieurs 
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à ceux des patients immunocompétents.628,629 Le taux d'anticorps anti-S, qui est plus corrélé à 

l’activié neutralisante que le taux d’anticorps anti-N, persistait jusqu’à M9 dans une de ces 

études.629 Nous n’avons pas pu étudier la cinétique des anticorps dans notre cohorte au-delà de 

6 mois suite au début de la campagne de vaccination. 

Dans cette cohorte, nous n’avons pas eu la possibilité d’étudier l’immunité cellulaire. Dans la 

littérature, deux études multicentriques ont comparé la réponse immunitaire précoce et jusqu'à 

6 mois après un COVID-19 chez des patients transplantés rénaux versus 

immunocompétents.621,628 Comme la réponse sérologique, la réponse immunitaire cellulaire 

précoce est retardée chez le transplanté rénal par rapport à l’immunocompétent mais reste 

similaire. Le suivi jusqu’à M6, montre une persistance de façon comparable de cette réponse 

entre les deux populations.  L'analyse a été stratifiée selon la sévérité du COVID-19. De manière 

intéressante, la persistance et l'ampleur de cette réponse étaient principalement influencées par 

le degré de gravité clinique du COVID-19 ; ainsi, une forte proportion de patients 

asymptomatiques et certains patients convalescents légers ne présentaient aucune mémoire 

immunitaire adaptative détectable dans aucun compartiment biologique. La réponse 

immunitaire semble persister au moins jusqu’à 10 mois post-infection.630  

La méthodologie, les résultats et la discussion détaillés des trois manuscrits concernant ces 

résultats sont présentés ci-dessous.
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Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has spread widely, 
causing coronavirus disease 2019 (COVID-19) and significant mortality. However, data 
on viral loads and antibody kinetics in immunocompromised populations are lacking. 
We aimed to determine nasopharyngeal and plasma viral loads via reverse transcrip-
tion-polymerase chain reaction and SARS-CoV-2 serology via enzyme-linked immuno-
sorbent assay and study their association with severe forms of COVID-19 and death in 
kidney transplant recipients. In this study, we examined hospitalized kidney transplant 
recipients with nonsevere (n = 21) and severe (n = 19) COVID-19. SARS-CoV-2 naso-
pharyngeal and plasma viral load and serological response were evaluated based on 
outcomes and disease severity. Ten recipients (25%) displayed persistent viral shed-
ding 30 days after symptom onset. The SARS-CoV-2 viral load of the upper respiratory 
tract was not associated with severe COVID-19, whereas the plasma viral load was 
associated with COVID-19 severity (P  =  .010) and mortality (P  =  .010). All patients 
harbored antibodies during the second week after symptom onset that persisted for 
2 months. We conclude that plasma viral load is associated with COVID-19 morbidity 
and mortality, whereas nasopharyngeal viral load is not. SARS-CoV-2 shedding is pro-
longed in kidney transplant recipients and the humoral response to SARS-CoV-2 does 
not show significant impairment in this series of transplant recipients.

K E Y W O R D S
clinical research/practice, complication: infectious, immune deficiency, infection and infectious 
agents – viral, infectious disease, kidney transplantation/nephrology
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1  |  INTRODUC TION

In December 2019, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 
(SARS-CoV-2) emerged in China, and it has since spread widely across 
the world.1 The resulting coronavirus disease 2019 (COVID-19) has led to 
a high death toll. Scientific knowledge on SARS-CoV-2 has evolved rap-
idly since the outbreak, but little is known about responses to the virus in 
immunocompromised populations. Infection with respiratory viruses has 
been shown to be particularly concerning in transplant recipients due to 
prolonged viral shedding and a higher risk of complications.2,3 However, 
there have been no reports indicating whether SARS-CoV-2 infection 
presents the same risks for transplant recipients as other respiratory 
viruses. Determining viral loads and antibody kinetics in immunocom-
promised individuals is necessary to protect this highly immunocom-
promised population. Because prolonged viral shedding and/or a lack 
of protective immunity could lead to significant viral spread in patients’ 
environments, protective measures may need to be increased.

We thus conducted a retrospective cohort study in kidney transplant 
recipients (KTR) in Alsace, Grand-Est, France, to determine the dynamics 
of nasopharyngeal and plasma viral loads and SARS-CoV-2 serology and 
to study their association with mortality and severe forms of COVID-19.

2  |  PATIENTS AND METHODS

2.1  |  Study population

A total of 40 adult KTR hospitalized with COVID-19 were consecu-
tively recruited at our transplant center between March 4 and April 
7, 2020. COVID-19 was diagnosed in these patients based on their 
clinical symptoms and positive reverse transcription-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) results obtained using nasopharyngeal swabs and/
or typical lung lesions observed through chest computed tomography 
(CT). Patient characteristics were retrieved from digital medical records 
from the day of admission through the date of last follow-up (May 13, 
2020). Data for the following parameters were collected: demographic 
variables, symptoms and time of presentation, immunosuppressive 
therapy and management, laboratory parameters, chest CT findings, 
administered drugs, death, and intensive care unit (ICU) admissions. In 
accordance with the published literature,4-7 patients were considered 
to have severe COVID-19 in the presence of at least 1 of the following 
criteria: oxygen requirement >6 L/min; need for ICU admission; and 
death. The study protocol was reviewed and approved by the local 
Institutional Review Board (approval number: DC-2013-1990).

2.2  |  Virological diagnosis and follow-up of SARS-
CoV-2 infection

In keeping with the COVID-HUS study protocol (ClinicalTrials.gov 
identifier: NCT04405726), quantitative RT-PCR tests for SARS-CoV-2 
nucleic acid were performed using nasopharyngeal swabs and plasma 
samples obtained at admission and on a weekly basis during follow-up 

until discharge for all but 1 patient, whose nasopharyngeal swab was 
collected at another laboratory at the time of diagnosis. Afterward, na-
sopharyngeal swab testing was performed at 30, 45, and 60 days after 
the date of symptom onset. Primer and probe sequences targeted 2 re-
gions on the RNA-dependent RNA polymerase gene specific to SARS-
CoV-2. SARS-CoV-2 RNA was quantified using serial 10-fold dilutions 
of SARS-CoV-2 RNA transcript at a concentration of 109 copies/µL. 
The assay’s sensitivity was ≈10 RNA copies per reaction. A SARS-CoV-2 
RT-PCR result was considered positive when at least 1 of the targets 
was amplified (Supplementary Material).8 Viral clearance was defined 
as at least 1 negative RT-PCR test in nasopharyngeal swabs.

2.3  |  SARS-CoV-2 serological assessment

Immunoglobulin (Ig) M and IgG antibody responses to SARS-CoV-2 
recombinant nucleocapsid and spike antigens were tested using a 
commercially available enzyme-linked immunosorbent assay (DIA.
PRO Diagnostic BioProbes Srl, Sesto San Giovanni, Italy) according 
to the manufacturer’s instructions. Antibody levels are presented as 
measured absorbance values divided by the cut-off. The cut-off value 
was defined as the mean absorbance values of the 3 negative controls 
plus 0.250. IgM and IgG specificity and sensitivity reached an overall 
value of ≥98%. Seronegative patients were negative for IgM and IgG.

2.4  |  Statistical analysis

Continuous data are presented as medians and interquartile ranges 
(IQR) and were analyzed using the nonparametric Mann-Whitney U 
test. Categorical variables are expressed as counts and percentages 
and were compared using the Fisher exact test. The associations be-
tween maximum nasopharyngeal and plasma SARS-CoV-2 viral loads 
and clinical, demographic, and laboratory variables were determined 
using Spearman’s correlation coefficient (ρ) values. Receiver operat-
ing characteristic (ROC) curves were generated to investigate the viral 
loads in the upper respiratory tract and plasma with respect to disease 
severity and mortality. Survival plots of severe COVID-19-free survival 
and COVID-19-specific survival were graphically represented with 
Kaplan-Meier curves according to RNAemia (ie, positive plasma viral 
load), using the log-rank test to compare differences in survival. Patients 
were censored at the time of last follow-up. Statistical analyses were 
performed using GraphPad Prism 8.0 ( GraphPad Software, La Jolla, CA, 
USA). A P value < .05 (2-tailed) was considered statistically significant.

3  |  RESULTS

3.1  |  General characteristics of the study patients

A total of 40 patients were included in this study. Their demo-
graphic and clinical characteristics are presented in Table  1. 
The patients were mainly men (77.5%), with a median age 
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TA B L E  1   Demographics and clinical characteristics of patients according to disease severity

All patients (n = 40)
Nonsevere patients 
(n = 21) Severe patients (n = 19) P

Men 31 (77.5%) 19 (90.5%) 12 (63.1%) .06

Age, y 63.8 [54.6-68.2] 58.4 [50.9-64.3] 65.5 [62.6-69.9] .02

>60 y 25 (62.5%) 9 (42.9%) 16 (84.2%) .01

Comorbidities

BMI, kg/m2 29.5 [24-33] 25 [23-32] 31 [27-33] .07

<25 13 (32.5%) 11 (52.4%) 2 (10.5%) .02

25-30 8 (20%) 4 (19.1%) 4 (21.1%)

>30 20 (50%) 7 (33.3%) 13 (68.4%)

Cardiovascular disease 16 (40%) 8 (38.1%) 8 (42.1%) 1

Respiratory disease 9 (22.5%) 5 (23.8%) 4 (21%) 1

Obstructive sleep apnea 7 (17.1%) 4 (19.1%) 3 (15%) 1

Diabetes 19 (47.5%) 8 (38.1%) 11 (57.9%) .34

Active cancer 0 0 0

Hypertension 33 (82.5%) 15 (71.4%) 18 (94.7%) .09

RAAS inhibitor use 15 (37.5%) 7 (33.3%) 8 (42.1%) .75

ACE inhibitor use 9 (22.5%) 3 (14.3%) 6 (31.6%) .26

ARB use 6 (15%) 4 (19.1%) 2 (10.5%) .66

Interval from kidney transplantation (y) 6.6 [2.8-14.6] 3.8 [2.1-12.6] 7.7 [5.2-14.9] .22

Immunosuppressive therapy

Induction immunosuppression

Anti-thymocyte globulin 18 (43.9%) 10 (47.6%) 8 (42.1%) .9

Anti-CD25 19 (46.3%) 9 (42.9%) 10 (52.6%)

No induction 3 (7.3%) 2 (9.5%) 1 (5%)

Maintenance immunosuppression

Tacrolimus 21 (52.5%) 10 (47.6%) 11 (57.9%) .54

Cyclosporin 14 (35%) 7 (33.3%) 7 (36.8%) 1

MMF/MPA 34 (85%) 19 (90.5%) 15 (78.9%) .40

mTOR inhibitors 6 (15%) 4 (19.1%) 2 (10.5%) .66

Azathioprine 1 (2.5%) 0 1 (5.3%) .47

Steroids 23 (57.5%) 12 (57.1%) 11 (57.9%) 1

Belatacept 2 (5%) 2 (9.5%) 0 .49

Eculizumab 1 (2.5%) 0 1 (5.3%) .47

Clinical symptoms during hospitalization

Dyspnea 28 (70%) 9 (42.9%) 19 (100%) <.001

Cough 31 (77.5%) 15 (71.4%) 16 (84.2%) .46

Fever 38 (95%) 20 (95.2%) 18 (94.7%) 1

Myalgia 22 (55%) 14 (66.7%) 8 (42.1%) .20

Headache 12 (30%) 9 (42.8%) 3 (15.8%) .09

Diarrhea 31 (77.5%) 19 (90.5%) 12 (63.2%) .06

Vomiting 7 (17.5%) 5 (23.8%) 2 (10.5%) .41

Anosmia/ageusia 8 (20%) 6 (28.6%) 2 (10.5%) .24

Neurological manifestations 15 (37.5%) 8 (38.1%) 7 (36.9%) 1

Continuous variables are presented as median (interquartile range), whereas categorical variables are presented as count (percentage).
ACE, angiotensin converting enzyme; ARB, angiotensin receptor blockers; BMI, body mass index; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic 
acid; mTOR, mammalian target of rapamycin; RAAS, renin-angiotensin-aldosterone system.
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of 63.8  years (IQR: 54.6-68.2  years) and a median body mass 
index of 29.5 kg/m2 (IQR: 24-33 kg/m2). The median time after 
kidney transplantation was 6.6  years (IQR: 2.8-14.6  years). At 
the time of COVID-19 diagnosis, 35 (87.5%) patients were re-
ceiving calcineurin inhibitors (CNI). Mycophenolate mofetil or 
mycophenolic acid was being taken by 34 patients (85%), mam-
malian target of rapamycin inhibitors were being administered 
to 6 (15%) patients, and steroids were taken by 23 (57.5%) pa-
tients. The median interval between the onset of symptoms 

and COVID-19 diagnosis was 4  days (IQR: 3-7  days). All but 2 
patients had a fever. Respiratory (n = 34, 85%) and gastrointes-
tinal (n = 31, 77.5%) symptoms were the most common clinical 
manifestations. Twenty-one patients had a nonsevere clinical 
presentation, whereas 19 had a severe clinical course. During 
follow-up, the mortality rate was found to be 22.5% (9/40). The 
management of immunosuppression and the antiviral and im-
munomodulatory drugs administered to the study patients upon 
COVID-19 diagnosis are described in Table 2.

All patients 
(n = 40)

Nonsevere 
patients (n = 21)

Severe 
patients 
(n = 19)

Azithromycin 26 (65%) 15 (71.4%) 11 (57.9%)

Other antibiotics 40 (100%) 21 (100%) 19 (100%)

Azole antifungals 1 (2.5%) 0 (0%) 1 (5.3%)

Lopinavir-ritonavir 4 (10%) 1 (4.8%) 3 (15.8%)

Hydroxychloroquine 15 (37.5%) 8 (38.1%) 7 (36.9%)

Tocilizumab 4 (10%) 1 (4.8%) 3 (15.8%)

High-dose corticosteroidsa  14 (35%) 5 (23.8%) 9 (47.4%)

Management of immunosuppression

MMF/MPA withdrawal 34/34 (100%) 17 (100%) 15 (100%)

Calcineurin inhibitors withdrawal 15/35 (42.6%) 2 (11.8%) 13 (72.2%)

mTOR inhibitors withdrawal 6/6 (100%) 4 (100%) 2 (100%)

Delayed belatacept administration 1 (2.5%) 1 (4.8%) 0 (0%)

MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid; mTOR, mammalian target of rapamycin.
aHigh-dose corticosteroids included intravenous dexamethasone and intravenous 
methylprednisolone. Continuous variables are presented as medians (interquartile ranges), whereas 
categorical variables are given as counts (percentages). 

TA B L E  2   Drugs administered to 
hospitalized patients stratified according 
to disease severity

F I G U R E  1   Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 viral load distribution in nasopharyngeal swabs according to disease 
severity. A, Scatter plots with the medians (black lines) of the viral loads at admission in nonsevere (blue circles) and severe patients (red 
squares). B, Scatter plots with the medians (black lines) of the maximum viral loads during the follow-up in nonsevere (blue circles) and 
severe patients (red squares) [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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3.2  |  Viral load in nasopharyngeal swabs

A total of 118 upper respiratory specimens were analyzed (median 
of 3 swabs per patient [IQR: 2-3 swabs]). The median viral load 
was 5.17 log10 copies/reaction (IQR: 3.80-6.69) at diagnosis (be-
tween day 0 and day 14 after symptom onset). A total of 29 pa-
tients (74.4%) had their peak viral load at admission, and 2 patients 
hospitalized at D10 and D11 after symptom onset had negative 
RT-PCR results at admission and during the follow-up. In these 2 
cases, COVID-19 was initially diagnosed based on the presence 
of typical pulmonary lesions on chest CT and subsequently con-
firmed by positive SARS-CoV-2 serology tests. The viral load at 
admission was not statistically different between severe and non-
severe patients (6.22 log10 copies/reaction vs 5.17 log10 copies/
reaction, respectively, P =  .29) and was not predictive of disease 
severity (area under the ROC curve = 0.595, P = .31) at admission, 

at the peak of viral load (Figure  1A,B), or during the course of 
the disease (Figure 2). Recipient age (ρ = 0.23, P =  .16, Figure 3) 
and sex (P  =  .05) were marginally associated with the viral load. 
Notably, patients receiving steroid therapy and not presenting 
gastrointestinal symptoms displayed a higher viral load (Table 3). 
There was no correlation between the time from symptom onset 
and viral loads in nasopharyngeal swabs at admission (ρ = 0.261, 
P =  .11). Similar results were observed for SARS-CoV-2 RNAemia 
(ρ = 0.336, P = .15). Moreover, no correlation was evident between 
maximum viral load and inflammatory markers, including inter-
leukin (IL)-6 (ρ = 0.041, P = .81) and C-reactive protein (ρ = 0.001, 
P = .99). Among patients with an initial positive RT-PCR test result 
(n = 37), no patient showed a viral clearance before D21. Fifteen 
(38.5%) patients displayed a positive viral load >3 log10 copies/re-
action after D10, and 10 patients (24.4%) showed persistent viral 
shedding after D30 (Figure 2).

F I G U R E  2   Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 viral load kinetics analyzed using nasopharyngeal swabs. Patients are 
stratified according to nonsevere disease (blue) and severe disease (red). The thick lines show the trend in viral load using smoothing splines
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F I G U R E  3   Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 viral load distribution in plasma according to disease severity. A, Scatter 
plots with the medians (black lines) of the viral loads at admission in nonsevere (blue circles) and severe patients (red squares). B, Scatter 
plots with the medians (black lines) of the maximum viral loads during the follow-up in nonsevere (blue circles) and severe patients (red 
squares) [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]

 16006143, 2020, 11, D
ow

nloaded from
 https://onlinelibrary.w

iley.com
/doi/10.1111/ajt.16251 by C

ochrane France, W
iley O

nline L
ibrary on [16/10/2022]. See the T

erm
s and C

onditions (https://onlinelibrary.w
iley.com

/term
s-and-conditions) on W

iley O
nline L

ibrary for rules of use; O
A

 articles are governed by the applicable C
reative C

om
m

ons L
icense

www.wileyonlinelibrary.com


    |  3167BENOTMANE et al.

TA B L E  3   SARS-CoV-2 nasopharyngeal viral load in log10 copies/reaction according to demographic and clinical characteristics of 
hospitalized kidney transplant recipients (N = 39)

n Nasopharyngeal maximal viral load P

COVID-19 severity .23

Nonsevere disease 21 5.17 [3.80-6.61]

Severe disease 18 6.38 [4.88-7.21]

Recipient age, y .70

<60 24 5.26 [3.42-6.92]

≥60 15 5.88 [4.43-7.04]

Sex .05

Female 8 7.34 [5.74-8.02]

Male 31 5.17 [4.32-6.63]

BMI, kg/m2 .08

<30 20 6.50 [5.10-7.32]

≥30 19 4.90 [3.43-6.42]

Obstructive sleep apnea .57

No 32 5.81 [4.71-7.14]

Yes 7 4.44 [3.50-4.44]

Cardiovascular disease .84

No 23 6.01 [4.88-6.84]

Yes 16 5.04 [3.80-7.50]

Respiratory disease .31

No 24 6.26 [4.62-7.28]

Yes 15 4.90 [4.32-6.70]

Diabetes .11

No 21 6.01 [4.90-7.55]

Yes 18 5.04 [3.24-6.45]

Hypertension .84

No 7 5.17 [4.35-6.82]

Yes 32 5.81 [4.37-7.14]

RAAS inhibitor .17

No 25 6.38 [4.90-7.11]

Yes 14 6.88 [3.34-6.53]

Immunosuppressive induction therapy .20

Anti-thymocyte globulin 18 6.38 [2.59-7.61]

Anti-CD25 18 5.17 [3.96-6.45]

No induction 3 4.90 [3.85-6.07]

Immunosuppressive maintenance therapy

CNI .71

No 5 4.90 [4.42-7.76]

Yes 34 5.81 [3.96-7.00]

MMF/MPA .15

No 6 7.08 [6.34-7.81]

Yes 33 5.17 [4.21-6.66]

mTOR .92

No 33 5.61 [4.21-7.02]

Yes 6 5.92 [4.54-7.16]

(Continues)
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n Nasopharyngeal maximal viral load P

Steroids .03

No 17 4.87 [3.05-6.38]

Yes 22 6.50 [5.17-7.53]

Clinical symptoms

Dyspnea .23

No 12 4.79 [2.73-6.71]

Yes 27 6.15 [4.88-7.17]

Diarrhea .02

No 9 6.93 [6.38-7.41]

Yes 30 5.17 [3.80-7.83]

Positive RNAemia .35

No 18 5.17 [4.26-6.88]

Yes 9 6.61 [5.26-7.24]

Nasopharyngeal maximal viral load is presented as median (interquartile range).
BMI, body mass index; CNI, calcineurin inhibitor; COVID-19, coronavirus disease 2019; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid; mTOR, 
mammalian target of rapamycin; RAAS, renin-angiotensin-aldosterone system; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2.

TA B L E  3   (Continued)

F I G U R E  4   Association of positive SARS-CoV-2 RNAemia with COVID-19 severity and mortality. A, Kaplan-Meier plots of COVID-19-free 
survival according to SARS-CoV-2 RNAemia. Presence of SARS-CoV-2 RNAemia (dotted red curve) vs its absence (solid blue curve), P = .010. 
B, Kaplan-Meier plots of severe COVID-19-free survival according to SARS-CoV-2 RNAemia. Presence of SARS-CoV-2 RNAemia (dotted 
red curve) vs its absence (solid blue curve), P = .01. COVID-19, coronavirus disease 2019; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2 [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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3.3  |  SARS-CoV-2 RNAemia

SARS-CoV-2 loads were measured in 73 plasma samples obtained 
from 31 patients (21 in the nonsevere group and 10 in the severe 
group). Plasma viral loads ranged from 1 to 4.55 log10 copies/reac-
tion. Three patients had positive viremia at admission (Figure 3A) 
and 8 showed at least 1 positive RNAemia during the follow-up 
period (Figure 3B). Severe patients showed a higher frequency of 

RNAemia compared with nonsevere patients (50% vs 14.3%, re-
spectively, P = .01, Figure 4A). Moreover, RNAemia was found to 
be associated with mortality (Figure  4B). Accordingly, RNAemia 
was positive in 3 of the 4 nonsurvivors tested; in contrast, only 
5 of 29 (24%) tested survivors had positive RNAemia (P =  .035). 
Furthermore, 2 nonsurvivors harbored high viral loads (4.55 log10 
copies/reaction and 4.26 log10 copies/reaction), whereas other 
patients were characterized by low RNAemia (<2.16 log10 copies/
reaction). With regard to immunosuppressive therapy, patients 
receiving CNI tended to have more positive RNAemia albeit not 
significantly so (8/26 vs 0/5, respectively, P  =  .29). There were 
no correlations between SARS-CoV-2 RNAemia and viral loads in 
nasopharyngeal swabs both at admission (ρ = 0.375, P = .13) and 
during follow-up (ρ = 0.159, P = .41).

3.4  |  SARS-CoV-2 serological findings

A total of 116 samples from 35 patients were analyzed, with a me-
dian of 3 sera tested per patient (IQR: 2-4 sera). All survivors were 
seropositive at follow-up. Four nonsurvivors had negative serol-
ogy at their time of death, which occurred on D7, D10, D15, and 
D16. The 2 patients with a negative SARS-CoV-2 RT-PCR result 
had positive serology, with 1 patient showing positive serology at 
the time of diagnosis. Among the 25 samples tested before D8, 
6 (24%) were seropositive, whereas all samples tested after D14 
were seropositive (Figure 5). The kinetics of the antibodies showed 
that a stable titer of IgG antibodies was maintained until D59, sug-
gesting persistence of immunity for at least until 2  months after 
infection (Figure 6). Notably, IgM and IgG antibody levels and de-
lays in seroconversion were not correlated with COVID-19 severity 
(Figure 7A,B).

F I G U R E  5   Rate of positive SARS-CoV-2 IgM (dotted red curve with triangles), IgG (dotted blue curve with rhombus), and IgM or IgG (solid 
purple curve) tested by an ELISA according to the days from symptom onset. A total of 116 samples from 35 patients were tested. From 
day 15 (D15) onwards, all samples were positive for IgM or IgG. ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; SARS-CoV-2, severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2 [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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F I G U R E  6   SARS-CoV-2 IgM (hatched red plots) and IgG (filled 
blue plots) titers tested by an ELISA, according to the days from 
symptom onset. IgM and IgG levels increased significantly over time. 
Antibody levels are presented as the measured S/CO. The dotted 
line represents the cutoff value (1.1). The boxplots show medians 
(middle line) and first and third quartiles (boxes), whereas the 
whiskers indicate minimum and maximum values. ELISA, enzyme-
linked immunosorbent assay; SARS-CoV-2, severe acute respiratory 
syndrome coronavirus 2; S/CO, absorbance values divided by the 
cutoff [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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4  |  DISCUSSION

In this retrospective study conducted in a sample of 40 immuno-
compromised KTR hospitalized for COVID-19, we precisely de-
termined the temporal evolution of nasopharyngeal and plasma 
SARS-CoV-2 loads, as well as the serological response to the virus. 
All parameters were correlated with patient characteristics, disease 
severity, and clinical outcomes. In our study, the viral load in the 
respiratory specimens of most patients was at the peak at the time 
of diagnosis. This finding is in line with those previously reported 
for the general population.9-11 Based on the data we analyzed, the 
viral load at the time of diagnosis did not predict the severity of 
the disease. Moreover, viral loads were not related to inflamma-
tory markers that have been previously associated with COVID-19 
severity.12 Reports on the relationship between viral load and dis-
ease severity are contradictory; 3 studies showed no correlation 
between the severity of the disease and the viral load in respiratory 
specimens,10,11,13 whereas Liu et al14 described a higher viral load in 
patients with more severe disease.

In our immunocompromised population with a median follow-up 
of 53 days, the duration of viral detection in the respiratory tract was 
longer compared to that in the general population. More than a third 
of our patients displayed a high viral load after D10. Furthermore, 
almost a quarter of them still had viral shedding at D30; in contrast, 
in immunocompetent populations, the median duration of viral shed-
ding was 20 days.15 Isolation was stopped after 2 consecutively neg-
ative RT-PCR tests in nasopharyngeal swabs. Notably, this approach 
generally resulted in prolonged isolation periods. Only 8 of the 40 
study patients had evidence of 2 consecutively negative RT-PCR 
tests in nasopharyngeal swabs during follow-up (median duration: 
53  days). These figures seem longer that those reported for the 
general population. Notably, the Centers for Disease Control and 
Prevention recommend 10-day isolation for the immunocompetent 
population.16 Thus, even if a positive RT-PCR result does not indi-
cate an infectious virus, we should be cautious about viral spread in 
immunocompromised populations and extend isolation after a SARS-
CoV-2 infection.

SARS-CoV-2 RNAemia was positive in 32% of our KTR with 
COVID-19. To our knowledge, SARS-CoV-2 RNAemia in immunocom-
promised patients had not been previously described. Nonetheless, 
this finding is in accordance with what was observed in the general 
population (ranging from 10.4% to 41% positivity for RNAemia).12,15,17 
Our study shows that RNAemia is associated with disease severity 
and mortality in KTR patients. However, published data on the subject 
are mixed. In studies conducted by Huang et al15 and Zheng et al,17 
RNAemia was not associated with COVID-19 severity, whereas in the 
cohort study carried out by Chen et al,12 positive RNAemia was cor-
related with highly elevated IL-6 plasma level and was only detected 
in critically ill patients. In the study by Hadjadj et al,13 patients with 
severe and critical COVID-19 had higher plasma viral loads than those 
with mild and moderate disease. The pathophysiological mechanism 
of the association between COVID-19 severity and plasma viral load 
is still unclear; perhaps the cytokine storm that affects COVID-19 se-
verity could enhance RNAemia by causing increased vascular perme-
ability, or a significant viral load could trigger the cytokine storm.12

Regarding the SARS-CoV-2 humoral response, this is the largest 
study with the longest follow-up in an immunocompromised popu-
lation. All but 4 patients had positive serology during the follow-up. 
The 4 negative patients were tested early in the course of the disease 
and died shortly after. A total of 13 (43.3%) patients displayed positive 
serology before D15, supporting the potential usefulness of serology 
tests for acute diagnosis. All patients harbored SARS-CoV-2 antibodies 
from D15 onwards. Data on the serological response to SARS-CoV-2 
in immunocompromised populations remain scanty. In a study from 
the United States, 9 patients infected with SARS-CoV-2 after a solid 
organ transplant had positive IgG serology, with a delay of seroconver-
sion between D6 and D27.18 Zhao et al19 reported a delayed antibody 
response in a patient co-infected with COVID-19, HIV, and hepatitis C. 
In the general population, studies have reported seroconversion for 
all patients between the third and fourth week after symptom onset, 
which is concordant with our findings. These results suggest that the 
anti-SARS-CoV-2 humoral response is not significantly impaired in our 
immunocompromised population.20-22 Notably, the delay after trans-
plantation was long in our cohort, and only 1 patient had undergone 

F I G U R E  7   Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 IgM (A) and IgG (B) titers tested by an enzyme-linked immunosorbent 
assay according to the days from symptom onset and stratified by disease severity (severe [hatched red plots] vs nonsevere [filled blue 
plots]). IgM and IgG antibody levels did not differ according to disease severity (P > .05). Antibody levels are presented as the measured 
S/CO. The dotted line represents the cutoff value (1.1). The boxplots show medians (middle line) and first and third quartiles (boxes), 
whereas the whiskers indicate minimum and maximum values. S/CO, absorbance values divided by the cutoff [Color figure can be viewed at 
wileyonlinelibrary.com]
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depleting induction therapy during the year preceding COVID-19. The 
level of IgG remained steady until 2 months after onset of symptoms. 
Although the neutralizing effect of the antibodies was not studied 
here, it is encouraging that IgG levels are correlated with a neutralizing 
effect in the general population.10,20

To our knowledge, this is the first report that provides a pre-
cise assessment of SARS-CoV-2 virological and antibody response 
kinetics in an immunocompromised population, with a follow-up for 
2 months after symptom onset. However, several caveats need to be 
considered. First, the small sample size poses a limitation regarding 
the ability to generalize our conclusions. Second, the lack of data 
from some patients represents a potential bias. Finally, retrospec-
tive cohort studies are prone to unavoidable confounding or residual 
confounding on unmeasured variables.

In summary, our data indicate that (1) SARS-CoV-2 shedding 
from the upper respiratory tract is prolonged in KTR patients, indi-
cating the requirement for prolonged protective measures for these 
patients; (2) the SARS-CoV-2 plasma load is associated with COVID-
19 severity and mortality, whereas the viral load of the upper respi-
ratory tract is not; and (3) based on the presence of antibodies in all 
samples collected by us after the second week of symptom onset, 
the SARS-CoV-2 humoral response in our immunocompromised 
population does not show serious impairment and the antibodies 
persist until 2 months after COVID-19 symptom onset.
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1  |  INTRODUC TION

Immunocompetent individuals with non-severe coronavirus dis-
ease 2019 (COVID-19) may shed SARS-CoV-2 for up to 10 days.1,2 
Understanding whether immunocompromised kidney transplant 
recipients (KTRs) with COVID-19 may experience prolonged viral 
shedding has important public health implications, especially with 
respect to patient isolation. A previous study demonstrated that 
SARS-CoV-2 ribonucleic acid (RNA) was detectable for a longer 
period in nasopharyngeal swabs collected from KTRs than in those 
from immunocompetent individuals.3 However, the presence of 
SARS-CoV-2 RNA does not necessarily indicate that the virus is vital 
and infectious. As a result, limited data are available on the shedding 
dynamics of viable SARS-CoV-2 in KTRs. Here, we retrospectively 
investigated this issue using cell cultures of SARS-CoV-2 RT-PCR-
positive nasopharyngeal samples (n  =  40) obtained from 16 KTRs 
with symptomatic COVID-19 up to 39 days from symptom onset.

2  |  MATERIAL S AND METHODS

2.1  |  Study population

The study participants (n  =  16) were retrospectively recruited 
from among adult KTRs who were hospitalized with symptomatic 
COVID-19 at our transplant center between March 4 and April 15, 
2020. All KTRs had an objectively confirmed diagnosis of COVID-19 
based on positive testing of nasopharyngeal swabs by reverse 
transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR). KTRs who had at 
least two positive nasopharyngeal swabs (of which one collected at 
least 7 days after symptom onset) during the follow-up period were 
deemed eligible. Patient data were extracted from medical records 
on admission and during follow-up. Patients requiring high concen-
trations of oxygen (>6 L/min) or admitted to an intensive care unit 
were considered to have severe COVID-19. The study protocol com-
plied with the tenets of the Helsinki Declaration and was granted 
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ethical approval by the local Institutional Review Board (approval 
number: DC-2013-1990).

2.2  |  Reverse transcription-polymerase 
chain reaction

Quantitative RT-PCR testing for SARS-CoV-2 was carried out accord-
ing to the COVID-HUS study protocol (ClinicalTrials.gov identifier: 
NCT04405726) using nasopharyngeal swabs obtained at admission 
and, subsequently, on a weekly basis until discharge. Thereafter, RT-
PCR testing was performed at 30 and 45 days (±7 days) from the 
onset of symptoms. We used an in-house RT-PCR-based assay tar-
geting two different regions of the RNA-dependent RNA polymer-
ase (RdRp) gene in accordance with the WHO technical guidance. 
Viral loads were quantified using the cycle threshold (Ct) values of 
the RdRp gene.

2.3  |  Cell infection and assessment of viral 
cytopathic effect

Viral cytopathic effect assays were performed using the Buffalo 
green monkey kidney (BGMK) cell line (ATCC; PTA-4594). In brief, fil-
tered SARS-CoV-2 RT-PCR-positive nasopharyngeal samples (50 µL) 
were added in duplicate to BGMK cells seeded in a 96-well plate and 
cultured at 37°C for 72 h in a 5% CO2 atmosphere. Cultures were 
observed daily for cytopathic effects. On the third day, cells were 
fixed and probed with a recombinant rabbit anti-SARS-CoV-2 (2019-
nCoV) Spike S2 antibody (Interchim). Foci were counted on an AID 
ELIPSOT reader using the ELISPOT 8.0 software (AID Autoimmun 
Diagnostika GmbH) as previously described.4 All experiments were 
carried out in a biosafety level-3 laboratory.

3  |  RESULTS

The study sample consisted of 16 KTR (88% men; median age: 
63.3  years; interquartile range [IQR]: 54–68.7  years). The median 
body mass index was 24 kg/m2 (IQR: 23–30.8 kg/m2), whereas the 
median time elapsed from the date of transplantation to the diagnosis 
of COVID-19 was 3.8 years (IQR: 1.6–7.2 years). With respect of im-
munosuppressive drugs, 13 (81.3%) and 14 (87.5%) patients received 
calcineurin inhibitors (CNI) and mycophenolate mofetil/mycophenolic 
acid, respectively. Inhibitors of the mammalian target of rapamycin 
and steroids were given to 2 (12.5%) and 10 (62.5%) patients, respec-
tively. Only two patients presented with severe COVID-19. Clinical 
and demographic characteristics are summarized in Table 1.

From symptom onset until 38 days thereafter, we collected a me-
dian of two nasopharyngeal swabs per patient (IQR: 2–3.3). Viable 
SARS-CoV-2 shedding was identified in a total of 17 (42.5%) swabs 
and 9 (56.2%) KTRs showed at least one positive virus isolation. 
Most (9/16, 56.2%) samples collected within 10  days of symptom 

onset had positive viral cultures of SARS-CoV-2. Notably, a viable 
virus was detected in 8 of the 24 (33.3%) samples collected after 
at least 10 days from symptom onset. In addition, a length of via-
ble SARS-CoV-2 shedding >3  weeks from the onset of symptoms 
was identified in four KTRs (25%; Figure 1, panels A and B). While 
none of these four patients had severe COVID-19, high viral loads 
were noted in their nasopharyngeal swabs on admission (24, 21, 16, 
and 17 Ct), respectively; median in the remaining 12 patients: 26 
Ct, IQR: 23−30 Ct. Moreover, they showed lower C-reactive protein 
peak levels (36, 17, 5, 33 mg/L, respectively; median in the remaining 
12 patients: 62  mg/L, IQR: 44−96  mg/L,) and had a trend toward 
lower lymphocyte counts before COVID-19 (0.66, 0.85, 0.84, and 
0.88  ×  109/L, respectively; median in the remaining 12 patients: 
1.16 × 109/L, IQR: 0.85−1.94 × 109/L,). Other patient characteristics 
in relation to viable SARS-CoV-2 shedding duration are summarized 
in Table 1.

4  |  DISCUSSION

Using in vitro cell cultures, we demonstrate that a significant pro-
portion of KTRs with COVID-19 can have a prolonged SARS-CoV-2 
shedding period. A positive cytopathic effect in cell cultures can 
be considered as a surrogate for the presence of a viable virus 
with infectious potential. Previous studies have shown that viral 
shedding in immunocompetent subjects is generally limited to less 
than 10 days from symptom onset,1,2 although one report found a 
duration of up to 20 days.5 Another investigation suggested that 
the length of viral shedding in immunocompetent patients may be 
dependent on the severity of COVID-19—being as high as 32 days 
in those with severe clinical manifestations.6,7 Herein, we identi-
fied four KTRs with a shedding of viable SARS-CoV-2 longer than 
3 weeks from symptom onset (up to 38 days). While none of these 
patients had severe COVID-19, they showed higher viral loads 
in their nasopharyngeal swabs. Moreover, they had less severe 
inflammation—possibly as a result of a reduced immune response 
to SARS-CoV-2. In a patient with mild COVID-19 who had recently 
undergone heart transplantation, Decker et al.8 identified viral 
shedding after 21 days from symptom onset. Another study con-
ducted in 20 patients under immunosuppressive therapy for cancer 
reported prolonged viral shedding up to 61 days from the onset of 
symptoms.9 Currently, the European Center for Disease Prevention 
and Control guidelines for immunocompromised patients with 
COVID-19 recommend discontinuing isolation in the following con-
ditions: (1) clinical resolution of symptoms; (2) isolation for at least 
20 days from the onset of symptoms; or (3) two consecutive nega-
tive SARS-CoV-2 RT-PCR tests of respiratory specimens collected 
≥24 h apart. The Centers for Disease Control and Prevention guid-
ance regarding discontinuing transmission-based precautions in 
this population maintains that isolation should end (1) 20 days after 
the symptoms first appeared, (2) at least 24  h have passed  since 
last fever, and (3) when symptoms have improved.10,11 Based on the 
current data, we believe that an extension of isolation precautions 
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should be considered for KTRs. It is also possible that a prolonged 
shedding of viable SARS-CoV-2 in immunocompromised patients 
with a weak immunological pressure can lead to the emergence of 
viral variants.12–14 Surprisingly, we identified viable SARS-CoV-2 
shedding in three cases characterized by low viral loads (Ct ≥ 35). 
While the presence of a viable virus generally shows an inverse 
relationship with Ct, this is not invariably the case. For example, a 
previous study demonstrated a successful viral propagation in 5 of 
60 samples with Ct > 35,15 a finding which has been independently 

confirmed by another report (for 2 of the 74 specimens with 
Ct  >  35).16 The presence of positive cultures in certain patients 
who had a low viral load in nasopharyngeal swabs is surprising. A 
potential explanation may lie in the presence of a low viral load in 
the upper respiratory tract coupled with a higher load in the lower 
tract. Alternatively, a sampling issue can be hypothesized.

In conclusion, our results indicate that a significant proportion 
of KTRs can shed viable SARS-CoV-2 for at least 3 weeks. Based on 
these findings, we also suggest prolonging the isolation of KTRs with 

TA B L E  1  Clinical and demographic characteristics, management of immunosuppression, and antiviral and immunomodulatory therapies 
of kidney transplant recipients (n = 16)

Entire cohort (n = 16)
Viable SARS-CoV−2 
shedding <21 days (n = 12)

Viable SARS-CoV−2 
shedding >21 days (n = 4)

Men 14 (87.5%) 11 (91.7%) 3 (75%)

Age (years) 63.3 (54–68.8) 63.3 (57.3–68.7) 58.4 (44.3–68.8)

Comorbidities

BMI (kg/m²) 24 (23–30.8) 26.5 (23–33) 24 (22.5–24.3)

Cardiovascular disease 6 (37.5%) 5 (41.7%) 1 (25%)

Respiratory disease 6 (37.5%) 5 (41.7%) 1 (25%)

Diabetes 6 (37.5%) 5 (41.7%) 1 (25%)

Hypertension 13 (81.3%) 11 (91.7%) 2 (50%)

Interval from kidney transplantation (years) 3.8 (1.6–7.2) 4.9 (1.4–12.8) 2.9 (1.8–3.8)

Antithymocyte globulin 8 (50%) 5 (41.7%) 3 (75%)

Anti-CD25 8 (50%) 7 (58.3%) 1 (25%)

Tacrolimus 10 (62.5%) 8 (66.7%) 2 (50%)

Ciclosporin 3 (18.8%) 1 (8.3%) 2 (50%)

MMF/MPA 14 (87.5%) 11 (91.7%) 3 (75%)

mTOR inhibitors 2 (12.5%) 1 (8.3%) 1 (25%)

Steroids 10 (62.5%) 6 (50%) 4 (50%)

Belatacept 2 (12.5%) 2 (16.7%) 0

Dyspnea 9 (56.3%) 8 (66.7%) 1 (25%)

Cough 12 (75%) 9 (75%) 3 (75%)

Fever 15 (93.8%) 11 (91.7%) 4 (100%)

Myalgia 10 (62.5%) 7 (58.3%) 3 (75%)

Headache 6 (37.5%) 4 (33.3%) 2 (50%)

Diarrhea 14 (87.5%) 10 (83.3%) 4 (100%)

SARS-CoV−2 Cta  25 (22–29) 26 (23−30) 20 (16–24)

CRP peak, mg/L 46 (28.9–76.8) 61.5 (43.7–95.5) 24.8 (13.7–33.9)

Severe disease 2 (12.5%) 2 (16.7%) 0

Lopinavir/ ritonavir 1 (6.3%) 1 (8.3%) 0

Hydroxychloroquine 8 (50%) 5 (41.7%) 3 (75%)

Tocilizumab 2 (12.5%) 2 (16.7%) 0

CNI withdrawal 4/13 (30.1%) 3 (33.3%) 1 (25%)

MMF/MPA withdrawal 14/14 (100%) 11 (100%) 3 (100%)

mTORi withdrawal 2/2 (100%) 1 (100%) 1 (100%)

Continuous variables are presented as medians (interquartile ranges), whereas categorical variables are presented as counts (percentages).
Abbreviations: BMI, body mass index; CNI, calcineurin inhibitors; CRP, C-reactive protein; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid; 
mTORi, inhibitors of the mammalian target of rapamycin.
aSARS-CoV-2 cycle threshold measured in the nasopharyngeal swab obtained on admission.
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COVID-19 in the following conditions: (1) until clinical resolution of 
symptoms and negative SARS-CoV-2 RT-PCR testing of respiratory 
specimens or (2) after at least 30  days from symptom onset when 

RT-PCR testing is not available. The main caveats of the current study 
include the limited sample size and the lack of data concerning viral 
variants; therefore, our findings require confirmation in independent 
investigations.
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L E T T E R  T O  T H E  E D I T O R

Persistence of SARS-CoV-2 antibodies in kidney transplant 
recipients

To the Editor:
Data on the long- and middle-term dynamics of antibody response 
to SARS-CoV-2 after COVID-19 in the immunocompromised popu-
lation remain scanty while reports on a decrease in antibody titers 
in immunocompetent patients are controversial.1,2 We have previ-
ously described the serological response against SARS-CoV-2 in 
35 kidney transplant recipients (KTR) hospitalized for COVID-19 
until 2 months after symptoms onset.3 Here, antibody levels were 
prospectively measured in the same cohort for up to 6  months 
after symptom onset. Titers of IgM and IgG binding antibodies 
against SARS-CoV-2 recombinant nucleocapsid and spike antigens 
were quantified using a commercially available ELISA (DIA.PRO 
Diagnostic BioProbes Srl, Sesto San Giovanni, Italy).3 Samples with 
a signal to cutoff ratio (S/CO) ≥1.1 were considered positive, ≥0.9 
and <1.1 equivocal, and <0.9 negative. The study protocol was re-
viewed and approved by the local Institutional Review Board (ap-
proval number: DC-2013–1990).

All surviving patients (n  =  29) described in our previous study3 
(86% men; median age: 60.3  years; interquartile range [IQR]: 52.3–
66.8 years; median body mass index: 28 kg/m2 [IQR: 24–33 kg/m2]) 
were included in this follow-up. Eight patients had severe COVID-19 
(oxygen requirement >6 L/min; need for intensive care unit admission; 
and/or death), whereas the remaining 21 had a non-severe disease. 
Overall, 194 samples were analyzed (median number of sera per pa-
tient: 7; IQR: 5.5−8). All sera tested as of day 13 (D13) were positive. 
IgM and IgG were detectable after a median of D17 and reached a peak 
at D37 (IQR: 23–48) and D38 (IQR: 30–50), respectively (Figure 1A,B). 
IgG peak levels were positively associated with viral load peaks in 
nasopharyngeal swabs (Spearman's ρ  =  0.36, p  =  .05) and inversely 
correlated with the duration of positive RNA testing for SARS-CoV-2 
(ρ  =  −0.46, p  =  .001). The median percentage decline for IgM and 
IgG was 83% (IQR: 70–91%) and 68% (IQR: 32%–83%), respectively. 
Between D145 and D190, the vast majority of patients (n = 21, 72.4%) 
remained seropositive, two had equivocal IgG results in the absence 
of IgM, and only six (20.7%) were found to be seronegative. Patients 
treated with calcineurin inhibitors and steroids showed a more pro-
nounced IgG reduction (Table 1), which was inversely correlated with 
the IgG peak (ρ = −0.46, p = .001). IgG peak levels and kinetics did not 
differ significantly according to COVID-19 severity (Table 1).

To our knowledge, this is the first study to describe the 6-month 
evolution of SARS-CoV-2 antibodies in an immunocompromised 
population. While 20.7% of the study patients became seronega-
tive, 72.4% were found to display anti-SARS-CoV-2 antibodies up to 
6 months after COVID-19. Despite a prolonged period of viral shed-
ding in KTR,4 the antibody kinetics were close to those observed 
in immunocompetent subjects—with an antibody peak titer reached 
at approximately D40. An initial decline in antibody titers does not 
necessarily imply their disappearance. Accordingly, low antibody 
levels may persist for several years, as it was previously observed for 
SARS-CoV.2 Moreover, disappearance of binding antibodies is not in-
variably correlated with neutralizing antibodies, B-cell memory, and 
T-cell response.2 A recent study reported a reduction of antibody 
titers in two KTR without a corresponding decline in T-cell response 
2 months after COVID-19,5 but these results require confirmation by 
following a larger cohort for a longer period of time. In conclusion, 
our findings indicate that SARS-CoV-2 antibodies are present in the 
majority of KTR at 6 months after COVID-19. The presence of anti-
bodies against SARS-CoV-2 in KTR should be viewed as encouraging 
with respect to the possibility of eliciting of an immune response to 
vaccination in this clinical population. However, the question as to 
whether the 20% of patients who lost their antibodies may be at risk 
of being re-infected remains unanswered.
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FIGURE 1 1SARS-CoV-2 IgM and IgG titers kinetics tested by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). IgM (A) and IgG (B) titers 
kinetics from the day of symptom onset (B). Each patient's (n = 29) kinetic is presented in relation to COVID-19 severity (non-severe disease: 
blue; severe disease: red). The thick lines indicate the trend in viral load using smoothing splines. Antibody levels are presented as the 
measured signal to cutoff ratio (S/CO). The dotted line represents the threshold value (1.1) for seropositivity [Color figure can be viewed at 
wileyonlinelibrary.com]
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TA B L E  1  Anti-SARS-CoV-2 IgG peak levels and anti-SARS-CoV-2 IgG decrease rates according to demographic and clinical characteristics 
of hospitalized kidney transplant recipients with COVID-19 (n = 29)

N IgG peak level p IgG decrease rate p

Disease severitya 

Non-severe patient 21 10.0 [5.7–11.2] .66 68% [34–84] .56

Severe patient 8 10.0 [7.4–10.5] 59% [28–77]

Age, years

<60 14 8.4 [6.0–10.9] .63 71% [61–84] .09

≥60 15 10.3 [9.3–11.2] 45% [18–80]

Sex

Female 4 8.7 [6.3–10.3] .45 84% [69–86] .27

Male 25 10.3 [6.9–11.2] 63% [32–78]

Body mass index, kg/m2

<30 16 10.0 [7.3–11.3] .61 64% [33–80] .79

≥30 13 10.3 [5.5–10.8] 69% [32–83]

Cardiovascular comorbidity

No 18 10.3 [5.5–11.5] .98 71% [31–80] .91

Yes 11 10 [9.1–10.8] 61% [36–84]

Respiratory disease

No 22 9.9 [6.1–10.7] .23 73% [61–84] .01

Yes 7 11.1 [8.8–11.8] 23% [9–23]

Diabetes

No 18 10 [7.4–12] .82 64% [32–82] .43

Yes 11 10.3 [5–11] 73% [38–88]

HBP

No 7 10 [7.1–11.1] .85 68% [42–88] .63

Yes 22 10.1 [5.9–12.1] 66% [31–80]

Immunosuppressive induction therapy

Anti-thymocyte globulin 14 9.1 [6–12] .6 65% [32–85] .75

Anti-CD25 12 10.6 [8.5–11.4] 79% [35–79]

No induction 3 10 [8.7–10.6] 51% [40–73]

Immunosuppressive maintenance therapy

CNI

No 4 9.7 [8–10.3] .66 37% [17–54] .05

Yes 25 10.3 [6.9–11.2] 73% [34–84]

MMF/MPA

No 4 10.1 [9.4–10.4] 1 69% [55–79] .68

Yes 25 10 [5.7–11.2] 68% [31–83]

mTORi

No 24 10 [5.7–11.3] .75 68% [32–83] .84

Yes 5 10 [10–10.8] 63% [51–75]

Steroids

No 14 10.6 [9.1–12.1] .22 48% [24–74] .06

Yes 15 9.4 [5.6–12] 73% [62–88]

Clinical symptoms

Dyspnea

No 12 11.4 [6.6–11.4] .48 69% [32–82] 1

Yes 17 10 [7.4–10.8] 64% [35–82]

(Continues)
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N IgG peak level p IgG decrease rate p

Cough

No 8 6.6 [5–9.3] .08 69% [34–83] .72

Yes 21 10.3 [9.4–11.2] 64% [31–82]

Diarrhea

No 5 9.4 [7.4–9.7] .22 61% [38–74] .43

Yes 24 10.3 [6.6–11.3] 71% [32–85]

IgG peak is presented as the signal to cutoff ratio (S/CO) and is expressed as median (interquartile range). IgG decrease is summarized as the median 
percentage decline (interquartile range).
Abbreviations: CNI, calcineurin inhibitors; HBP, high blood pressure; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid, mTORi, mammalian 
target of rapamycin inhibitors.
aOxygen requirement >6 L/min; need for intensive care unit admission; and/or death. 

TABLE 1 (Continued)
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 Évaluation de la réponse vaccinale anti-SARS-CoV-2 

chez les transplantés rénaux  

A. Réponse vaccinale après deux ou trois doses de vaccins et 

analyse détaillée des facteurs prédicteurs de cette réponse  

1) Rationnel et objectifs de l’étude 

Comme nous venons de le voir, les patients ayant bénéficié d’une transplantation rénale ont un 

risque plus élevé de complications liées au COVID-19 avec des incidences accrues 

d'hospitalisation et de mortalité. Devant ce constat, les patients transplantés ont bénéficié d’un 

accès prioritaire à la vaccination en France et en Europe notamment.281,631 Malheureusement, 

ces patients immunodéprimés n'ont pas été inclus dans les essais cliniques d'efficacité des 

vaccins anti-SARS-CoV-2. Il était donc difficile d’anticiper la réponse vaccinale, d’autant plus 

que les premiers vaccins disponibles utilisaient des technologies qui n’étaient pas encore 

évaluées chez les patients immunodéprimés (vaccins à ARNm et vaccins à vecteur viral). Les 

données préliminaires publiées par de multiples équipes dont notre équipe avaient montré une 

faible réponse humorale après deux doses de vaccins (annexes).632,633 Ce constat a conduit les 

autorités sanitaires à autoriser une dose supplémentaire de vaccin.634 Cette dernière a permis 

d’améliorer la réponse vaccinale mais certains patients restaient toujours non-répondeurs 

(annexes).635,636 Il est important de noter que les transplantés présentaient des variations 

interindividuelles marquées dans l'ampleur et l'occurrence des réponses immunitaires aux 

vaccins, certains étant capables d'obtenir une protection humorale et à médiation cellulaire 

acceptables après deux doses, et d'autres étant incapables d'obtenir une réponse adéquate même 

après trois doses. Le but de cette vaste étude observationnelle monocentrique était d'identifier 

les facteurs prédictifs de la réponse sérologique au vaccin Spikevax (Moderna) chez les 

transplantés rénaux. Nous avons également conçu un score pour optimiser la prédiction de la 

réponse vaccinale et développé une stratégie de vaccination personnalisée basée sur la réponse 

humorale initiale. 
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2) Principaux points de méthodologies 

La population étudiée était constituée de transplantés rénaux suivis dans le service de 

transplantation rénale du CHU de Strasbourg. Les patients inclus avaient reçu au moins deux 

doses du vaccin Spikevax entre le 16 février 2021 et le 22 avril 2021. Les critères d'exclusion 

étaient les suivants : des données de suivi incomplètes, y compris une sérologie SARS-CoV-2 

manquante après la deuxième dose ; un antécédent de COVID-19 avant la première dose ; et 

une sérologie pré-vaccinale anti-SARS-CoV-2 positive. La survenue et la sévérité du COVID-

19 symptomatique après la vaccination ont été rapportées. 

La réponse vaccinale a été mesurée par une sérologie (ARCHITECT IgG II Quant test, Abbott, 

Abbott Park, IL, USA ; plage de détection : 6,8–80 000 AU/mL ; concordance positive : 99,4 

% ; concordance négative : 99,6 %). Les titres ont ensuite été convertis selon la norme de l'OMS 

et exprimés en BAU/mL. Les résultats de ce test sont corrélés avec la neutralisation in vitro de 

la souche ancestrale du SARS-CoV-2. Selon les instructions du fabricant, les patients avec des 

titres ≥ 7,1 BAU/mL étaient considérés comme séropositifs. Parmi eux, ceux qui avaient des 

titres < 143 BAU/mL étaient considérés comme des répondeurs modérés et ceux avec des titres 

≥ 143 BAU/mL étaient classés comme bons répondeurs. Ce seuil est corrélé à une efficacité 

vaccinale > 70 % et à la présence d'anticorps neutralisants contre les souches de SARS-CoV-2 

dominante avant l’ère delta.637,638 Les patients avec un titre < 7,1 BAU/mL étaient considérés 

comme séronégatifs. Dans ce dernier groupe, ceux qui avaient des titres < 1 BAU/mL étaient 

considérés comme non-répondeurs ; à l'inverse, ceux dont les titres étaient compris entre 1 et 

7,1 BAU/mL ont été classés comme répondeurs faibles. Les titres d'IgG anti-RBD ont été 

mesurés : (1) avant la première dose de vaccin, (2) un mois après chaque dose de vaccin et (3) 

trois et six mois après la dernière dose de vaccin. Dans un contexte de disponibilité limitée de 

vaccins durant la période d'étude, seuls les patients qui présentaient un titre d'anticorps inférieur 

à 143 BAU/mL après la deuxième dose de vaccin (c'est-à-dire ceux classés comme non 
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répondeurs, faibles et modérés) étaient éligibles pour recevoir une troisième dose selon le 

schéma vaccinal initial. 

3) Principaux résultats 

(a) Caractéristiques des patients et réponse sérologique 

après la première dose de vaccin  

Nous avons initialement identifié 734 patients qui avaient reçu au moins une dose de vaccin 

Spikevax. Après exclusion des patients ayant des antécédents de COVID-19 ou une 

séropositivité SARS-CoV-2 (n = 45) et ceux avec des données de suivi sérologiques 

incomplètes (n = 123), 566 transplantés ont été inclus (figure 44). Deux patients ont développé 

un COVID-19 symptomatique respectivement à J17 et J24 après la première dose de vaccin et 

deux autres ont développé le COVID-19 après la deuxième dose mais avant le bilan 

sérologique. Les 562 patients restants (âge moyen : 56,7 ± 13,1 ans) étaient majoritairement 

des hommes (61,2 %). Le délai de la transplantation était en moyenne de 9,4 ± 6,4 ans. Une 

triple immunosuppression avec une combinaison de tacrolimus, de MMF/MPA et de stéroïdes 

était administrée à 34,5 % des participants. 
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 Figure 44. Diagramme de flux.  

* Parmi les 13 patients qui ont développé le COVID-19 après la deuxième dose de vaccin, un 

a présenté une réponse modérée (titre d'anticorps : 99 BAU/mL), quatre étaient des répondeurs 

faibles et six des non-répondeurs. Deux transplantés ont été diagnostiqués avec un COVID-19 

avant l'évaluation sérologique dans un délai d'un mois et n'ont pas été inclus dans l'analyse.     

** Uniquement les patients avec une sérologie disponible après la troisième dose de vaccin. 

*** Parmi les quatre patients atteints de COVID-19, deux ont présenté une réponse modérée et 

un était non-répondeur un mois après la troisième dose. Le quatrième patient a développé le 

COVID-19 dans le mois qui a suivi l'administration du vaccin ; cependant, la sérologie n'était 

pas disponible. 

 

(b) Réponse sérologique après la deuxième dose de vaccin 

Un mois après la deuxième dose de vaccin, le taux de séropositivité était de 46,6 % (n = 262) ; 

mais seulement 125 patients (22,2 %) ont été classés comme bons répondeurs (figure 45). Les 

titres moyens d'anticorps ont augmenté de manière significative de 20,7 ± 218,9 BAU/mL à 

296,7 ± 1011 BAU/mL après la deuxième dose (p < 0,0001). Les titres étaient significativement 
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plus élevés chez les patients qui avaient déjà atteint la séropositivité après la première dose par 

rapport à ceux qui n'y étaient pas parvenus (1939 ± 2265,3 BAU/mL contre 79,6 ± 268,7 

BAU/mL, respectivement, p < 0,0001).  

 
 

Figure 45. Répartition des 562 transplantés rénaux selon la réponse sérologique évaluée un mois 

après les première, deuxième et troisième doses de vaccin.  

Les patients qui présentaient des titres < 1 BAU/mL ont été considérés comme non-répondeurs. 

À l'inverse, ceux dont les titres étaient compris entre 1 et 7,1 BAU/mL ont été classés comme 

répondeurs faibles. Les patients avec des titres entre 7,1 et 143 BAU/mL ont été considérés 

comme des répondeurs modérés ; et ceux avec des titres ≥ 143 BAU/mL ont été classés comme 

bons répondeurs. 

L'analyse multivariée (figure 46) a identifié les variables suivantes comme étant 

indépendamment associées à la séroconversion après la deuxième dose : traitement par 

MMF/MPA (Odds ratio [OR] = 0,29, [IC95 % : 0,15−0,56] ; p = 0,0002), traitement par 

tacrolimus (OR = 0,54, [IC95 % : 0,35−0,83] ; p = 0,005), traitement par bélatacept (OR = 0,18, 

[IC95 % : 0,04−0,86] ; p = 0,03), traitement par stéroïdes (OR = 0,58, [IC95 % : 0,38−0,88] ; 

p = 0,01), créatinine (pour chaque augmentation de 100 µmol/L : OR = 0,37, [IC95 % : 

0,25−0,55] ; p = 0,0001), délai depuis la transplantation (pour chaque diminution sur 10 ans : 

OR = 0,57, [IC95 % : 0,42−0,77] ; p = 0,0002) et l'âge (pour chaque augmentation sur 10 ans : 

OR = 0,82, [IC95 % : 0,69−0,97] ; p = 0,02). 
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Figure 46. Analyse multivariée des facteurs prédictifs de la séroconversion après deux doses de 

vaccin. 

L’odds ratio et son intervalle de confiance à 95% sont représentés pour chaque paramètre. 

 

Nous avons aussi constaté que les concentrations résiduelles de tacrolimus et de ciclosporine, 

ainsi que les doses de MMF/MPA, étaient plus faibles chez les patients ayant atteint la 

séroconversion (figure 47).  
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Figure 47. Impact des doses et concentrations résiduelles d’immunosuppresseurs sur la 

séroconversion après la seconde dose de vaccin. 

Concentration résiduelle de tacrolimus (A), concentration résiduelle de ciclosporine (B), dose 

de mycophénolate mofétil (MMF) (C) et dose de stéroïdes (D) selon le statut sérologique après 

la deuxième dose de vaccin. Les moyennes sont marquées en blanc pour chaque colonne ; le 

nombre de patients et les valeurs de p (test du χ2) sont également rapportés. 

 

Les variables associées à la réponse vaccinale ont été utilisées pour concevoir un score 

empirique de prédiction de la séroconversion (tableau IV). Le score final a montré une forte 

association avec la séropositivité (AUC de la courbe ROC = 0,752, p < 0,0001) et une bonne 

réponse à la vaccination (AUC de la courbe ROC = 0,785, p < 0,0001). Les patients avec un 

score de 15 ou plus étaient séronégatifs dans 76 % des cas.  
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C D 
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Tableau IV. Variables incluses dans le score de prédiction de la réponse sérologique à la 

vaccination. 

Variable Coefficient 

Bélatacept  5,6 

Tacrolimus  1,9 

MMF/MPA  3,4 

Steroides  1,7 

Créatinémie (pour chaque 100 µmol/L 

supplémentaire) 

2,7 

Age (par 10 ans) 1,2 

Délai depuis la transplantation (par 10 ans) -1,75 

Abbreviations: MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid. 

 

(c) Réponse sérologique après la troisième dose de vaccin 

Sur les 562 transplantés rénaux inclus dans l'étude, 349 ont reçu une troisième dose de vaccin. 

Les données sérologiques étaient disponibles pour 309 patients (figure 44). Avant la troisième 

dose, 140 (45,3 %) transplantés étaient classés comme non-répondeurs, 90 (29,1 %) comme 

faiblement répondeurs, 73 (23,6 %) comme modérément répondeurs et 5 (1,6 %) comme bons 

répondeurs. Après la troisième dose, le taux de séropositivité est passé de 25,2 % à 61,2 % (de 

78 à 189 patients) dont 101 patients (32,7 %) ont été classés comme bons répondeurs (figure 

45). Les titres moyens d'anticorps ont augmenté de manière significative de 142 ± 637 BAU/mL 

à 598 ± 864 BAU/mL (p < 0,0001). L'analyse multivariée (figure 48) a identifié les variables 

suivantes comme indépendamment associées à une plus faible probabilité de séroconversion 

après la troisième dose : traitement par tacrolimus (OR = 0,44, [IC95 % : 0,22−0,85] ; p = 0,02), 

traitement par bélatacept (OR = 0,03, [IC95 % : 0,003−0,32] ; p = 0,003), traitement par 

stéroïdes (OR = 0,4, [IC95 % : 0,21−0,77] ; p = 0,006), créatinine (pour chaque augmentation 

de 100 μmol/L : OR = 0,42, [IC95 % : 0,23−0,72] ; p = 0,002), le temps écoulé depuis la 

transplantation (pour chaque diminution sur 10 ans : OR = 0,38, [IC95 % : 0,23−0,62] ; p = 

0,0002) et l'âge (pour chaque période de 10 ans augmentation : OR = 0,62, [IC95 % : 

0,47−0,81] ; p = 0,0004). Inversement, un indice de masse corporelle plus élevé (pour chaque 
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1 m/kg2 : OR = 1,06, [IC95 % : 1,01−1,12] ; p = 0,01) et le sexe masculin (OR = 3,07, [IC95 

% : 1,7−5,5] ; p = 0,0002) étaient associés à une probabilité plus élevée de séroconversion.  

 

Figure 48. Analyse multivariée des facteurs prédictifs de la séroconversion après trois doses de 

vaccin.  

L’odds ratio et son intervalle de confiance à 95% sont représentés pour chaque paramètre. 

 

Ni les doses ni les concentrations minimales de médicaments immunosuppresseurs n'étaient 

associées à la réponse sérologique. 

(d)  Réponse globale dans l'ensemble de la cohorte 

Sur les 477 patients qui avaient des données sérologiques après la dernière dose de vaccin, le 

taux de séropositivité était de 69 % (n = 328) ; parmi eux, 221 (46,3 %) étaient de bons 

répondeurs. 
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(e) Cinétique des anticorps à six mois après la deuxième 

dose de vaccin 

La cinétique des anticorps anti-RBD a été évaluée chez 100 patients après un intervalle moyen 

de 97 ± 15 jours à compter de la deuxième dose de vaccin (M3). De M1 à M3, les titres moyens 

d'anticorps ont diminué de manière significative de 992,8 ± 1546 BAU/mL à 499,7 ± 788,6 

BAU/mL (p < 0,0001). Chez 38 patients, les titres moyens des anticorps ont aussi été évalués 

après un intervalle moyen de 183,6 ± 16,4 jours à compter de la deuxième dose de vaccin (M6). 

De M3 à M6, les titres moyens d'anticorps ont baissé de manière significative de 754,6 ± 673,3 

BAU/mL à 263,1 ± 598,1 BAU/mL (p = 0,01). 

(f) Cinétique des anticorps à trois mois après la troisième 

dose de vaccin 

La cinétique des anticorps anti-RBD a été évaluée chez 136 transplantés rénaux après un 

intervalle moyen de 109 ± 18 jours à partir de la troisième dose de vaccin (M3). De M1 à M3, 

les titres moyens d'anticorps ont diminué de manière significative de 401,7 ± 860,2 BAU/mL à 

296,1 ± 588 BAU/mL (p = 0,01). 

La méthodologie, les résultats et la discussion détaillés du manuscrit concernant ces résultats 

sont présentés ci-dessous. 
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Abstract: Kidney transplant recipients (KTRs) displays marked inter-individual variations in mag-
nitude of immune responses to anti-SARS-CoV-2 vaccination. The aim of this large single-center
study was to identify the predictive factors for serological response to the mRNA-1273 vaccine in
KTRs. We also devised a score to optimize prediction with the goal of implementing a personalized
vaccination strategy. The study population consisted of 564 KTRs who received at least two doses of
the mRNA-1273 vaccine. Anti-RBD IgG titers were quantified one month after each vaccine dose and
until six months thereafter. A third dose vaccine was given when the antibody titer after the second
dose was <143 BAU/mL. A score to optimize prediction of vaccine response was devised using the
independent predictors identified in multivariate analysis. The seropositivity rate after the second
dose was 46.6% and 22.2% of participants were classified as good responders (titers ≥ 143 BAU/mL).
On analyzing the 477 patients for whom serology testing was available after the second or third
dose, the global seropositivity rate was 69% (good responders: 46.3%). Immunosuppressive drugs,
graft function, age, interval from transplantation, body mass index, and sex were associated with
vaccine response. The devised score was strongly associated with the seropositivity rate (AUC = 0.752,
p < 0.0001) and the occurrence of a good antibody response (AUC = 0.785, p < 0.0001). Notably,
antibody titers declined over time both after the second and third vaccine doses. In summary, a high
burden of comorbidities and immunosuppression was correlated with a weaker antibody response.
A fourth vaccine dose and/or pre-exposure prophylaxis with monoclonal antibodies should be
considered for KTRs who remain unprotected.

Keywords: kidney transplant recipients; COVID-19; anti-SARS-CoV-2 mRNA vaccine; serological
response; prediction

1. Introduction

A history of kidney transplantation confers a higher risk of COVID-19-related com-
plications and poor outcomes, including hospitalization, intensive care unit admission,
and mortality [1,2]. While kidney transplant recipients (KTRs) have been prioritized for
anti-SARS-CoV-2 vaccination, immunocompromised patients were not included in pivotal
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efficacy trials of mRNA-based COVID-19 vaccines [3]. In addition, primary vaccination
campaigns in KTRs were started with limited experimental data on their efficacy and po-
tential complications on immunocompromised hosts. Several studies have shown that the
magnitude of antibody response after COVID-19 vaccination may be limited in KTRs [4–7]
and severe SARS-CoV-2 infections have been reported in vaccinated KTRs [8] While a
third dose of an mRNA vaccine may be useful in inducing a boost in immune response,
some patients are still unable to achieve a sufficient protection. Importantly, KTRs display
marked inter-individual variations in the magnitude and occurrence of immune responses
to mRNA-based vaccines, with some being able to obtain acceptable humoral and cell-
mediated protection after two doses and others unable to achieve adequate responsiveness
even after three doses [9–11] The aim of this large single-center observational study was to
identify the predictive factors for serological response to the mRNA-1273 (Spikevax; Mod-
erna) vaccine in KTRs. We also devised a score to optimize prediction of vaccine response
and developed a personalized vaccination strategy based on the initial humoral response.

2. Patients and Methods
2.1. Study Population

The study population consisted of KTRs followed on an outpatient basis in the De-
partment of Kidney Transplantation of the Strasbourg University Hospital (France). All
of the KTRs included in the current investigation had received at least two doses of the
mRNA-1273 vaccine between 16 February 2021 and 22 April 2021. Exclusion criteria were
as follows: incomplete follow-up data, including missing SARS-CoV-2 serology after the
second dose; a history of COVID-19 before the first dose; and a positive anti-SARS-CoV-2
pre-vaccination serology. Clinical and laboratory data were retrieved from digitalized med-
ical records and the following variables were collected: patient characteristics, presence
of comorbidities, transplantation-related data, and immunosuppressive drugs (including
trough levels and dosages). The occurrence and severity of symptomatic COVID-19 after
vaccination were carefully recorded. The study was registered at Clinicaltrials.gov (regis-
tration number: NCT04828460) and received ethical approval from the local Institutional
Review Board (approval number: CE-2021-9).

2.2. Monitoring of Serological Response and Vaccination Strategy

Anti-Receptor Binding Domain (RBD) IgG titers were quantified using the ARCHI-
TECT IgG II Quant test (Abbott, Abbott Park, IL, USA; detection range: 1–11,267 BAU/mL;
positive agreement: 99.4%; negative agreement: 99.6%). Titers where subsequently con-
verted according to the WHO standard and expressed in BAU/mL. The results of this
assay correlate with the in vitro neutralization of ancestral SARS-CoV-2. According to the
manufacturer’s instructions, patients with titers ≥7.1 and <7.1 BAU/mL were considered
as seropositive and seronegative, respectively. In the former group, those who harbored
titers < 143 BAU/mL were considered as moderate responders; conversely, those with
titers ≥ 143 BAU/mL were classified as good responders. This threshold was found to
correlate with the presence of neutralizing antibodies against ancestral strains and a vaccine
efficacy >70% [12] In the latter group, those who harbored titers < 1 BAU/mL were consid-
ered as non-responders; conversely, those with titers between 1 and 7.1 BAU/mL were clas-
sified as weak responders. Anti-RBD IgG titers were measured at the following time points:
(1) prior to the first vaccine dose, (2) one month after each vaccine dose, and (3) three
and six months after the last vaccine dose. Patients who showed an antibody titer below
143 BAU/mL after the second vaccine dose (i.e., those classified as non-, weak, and moder-
ate responders) were eligible to receive a third dose according to the initial vaccine scheme.

2.3. Statistical Analysis

Continuous data are summarized as means and standard deviations and their dis-
tribution was analyzed using the unpaired and paired Student’s t-tests, as appropriate.
Categorical variables are expressed as counts and percentages and the χ2 test was used for
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comparison. Receiver operating characteristic (ROC) curves were generated to investigate
the relationships between continuous variables and response to vaccination. To identify
the independent predictors of antibody response after the second and third vaccine doses,
univariate and multivariate logistic regression models were constructed. Factors associated
with response to the second vaccine dose vaccine response were used to devise an empirical
scale for the prediction of serological response (including both seropositivity and good
response). The coefficient for each variable was inversed (1 divided by odds ratio [OR]),
with the final score calculated as the sum of coefficients for each parameter. Data were
analyzed using GraphPad Prism 9.0 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA), with a
significance level set at p < 0.05 (two-tailed).

3. Results
3.1. Patients Characteristics and Serological Response after the First Vaccine Dose

We initially identified a total of 734 KTRs who had received at least one mRNA-1273
vaccine dose. After exclusion of patients with a previous history of COVID-19 or SARS-
CoV-2 seropositivity (n = 45) and those with incomplete serological follow-up data (n = 123),
the study sample consisted of 566 KTRs (Figure 1). Two patients developed symptomatic
COVID-19 at day 17 (D17) and D24 after the first vaccine dose, respectively and two others
developed COVID-19 after the second dose but before the serological assessment. The
remaining 562 patients (mean age: 56.7 ± 13.1 years) were predominantly men (61.2%). The
mean time elapsed from transplantation was 9.4 ± 6.4 years. Triple-drug immunosuppres-
sion with a combination of tacrolimus, mycophenolate mofetil (MMF)/mycophenolic acid
(MPA), and steroids was being administered to 34.5% of participants. The general charac-
teristics of the study patients are summarized in Table 1. One month after the first vaccine
dose, the mean antibody titer was 20.7 ± 218.9 BAU/mL. The observed rate of SARS-CoV-2
seropositivity was as low as 11.7% (n = 66/562, Figure 2).

Table 1. Patient characteristics according to the absence or presence of seroconversion after two
vaccine doses.

Entire Cohort
(n = 562)

SARS-CoV-2
Seronegative Patients

(n = 300)

SARS-CoV-2
Seropositive Patients

(n = 262)
p

Age (years) 56.7 (±13.1) 57.3 (±13) 56 (±12.3) 0.25
Male sex 344 (61.2%) 180 (60%) 164 (62.6%) 0.53
Comorbidities

BMI (kg/m2) 26.6 (±5.7) 26.7 (±5.8) 26.6 (±5.5) 0.86
Cardiovascular disease 148 (26.34%) 80 (26.7%) 68 (26%) 0.85
Diabetes 204 (36.3%) 127 (42.3%) 77 (29.4%) 0.001
History of cancer 98 (17.4%) 57 (19%) 41 (15.7%) 0.3
Hypertension 472 (84%) 254 (84.7%) 218 (83.2%) 0.64

Time from kidney transplantation (years) 9.4 (±6.4) 7.5 (±6.9) 11.6 (±8.6) <0.0001
First transplantation 474 (84.3%) 243 (81%) 231 (88.2%) 0.02
Living donor 106 (18.9%) 63 (21%) 43 (16.4%) 0.17
CNI <0.0001

Tacrolimus 328 (58.4%) 201 (67%) 127 (48.5%)
Cyclosporine 184 (32.7%) 76 (25.3%) 108 (41.2%)
No CNI 50 (8.9%) 23 (7.7%) 27 (10.3%)
Tacrolimus dose (mg) * 5.4 (±3.1) 5.8 (±3.4) 4.8 (±2.6) 0.03
Tacrolimus trough level (µg/L) ** 6.1 (±2) 6.3 (±2.1) 5.8 (±1.8) 0.02
Cyclosporine dose (mg) 151.1 (±55.7) 155.8 (±65.6) 147.8 (±47.6) 0.33
Cyclosporine trough level (µg/L) 81.3 (±35) 87.7 (±44.3) 76.9 (±25.9) 0.04

MMF/MPA 448 (79.7%) 269 (89.7%) 179 (68.3%) <0.0001
MMF/MPA dose (mg) *** 1225 (±525.3) 1310 (±521.4) 1097 (±506.3) <0.0001

mTOR inhibitors 89 (15.8%) 27 (9%) 62 (23.6%) <0.0001
mTOR inhibitors dose (mg) * 2.2 (±1.1) 2.1 (±0.9) 2.2 (±1.1) 0.51
mTOR inhibitors trough level (µg/L) 5.2 (±1.5) 5 (±1.5) 5.3 (±1.6) 0.38
Azathioprine 13 (2.3%) 0 13 (5%) <0.0001
Belatacept 18 (3.2%) 16 (5.3%) 2 (0.8%) 0.002
Steroids 344 (61.2%) 212 (70.7%) 132 (50.4%) <0.0001
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Table 1. Cont.

Entire Cohort
(n = 562)

SARS-CoV-2
Seronegative Patients

(n = 300)

SARS-CoV-2
Seropositive Patients

(n = 262)
p

Steroids dose (mg) * 6 (±2.1) 6.1 (±1.75) 5.8 (±2.6) 0.18
Tacrolimus + MMF/MPA + steroids 194 (34.5%) 142 (47.3%) 52 (19.9%) <0.0001
Serum creatinine (µmol/L) 135.3 (±55.9) 145.2 (±58.2) 124 (±50.9) <0.0001
Antibody titer before the second dose **** 146.4 (±1543.6) 7.5 (±3.3) 304.4 (±2249) 0.02

Data are expressed as means (±standard deviations) or counts (percentages), as appropriate. Abbreviations: BMI,
body mass index; CNI, calcineurin inhibitors; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid; mTOR,
mammalian target of rapamycin. * Missing data for one patient, ** Missing data for three patients, *** Missing
data for four patients, **** Missing data for two patients.
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Figure 1. Flow of patients through the study according to the serological response to the mRNA-
1273 (Spikevax; Moderna) vaccine. * Among the 13 patients who developed COVID-19 after the 
second vaccine dose, one displayed a moderate response (antibody titer: 99 BAU/mL), four were 
weak responders, and six non-responders. Two KTRs were diagnosed with COVID-19 before the 
serological assessment within one month and were not included in the analysis. ** Only patients 
with available serology after the third vaccine dose. *** Among the four patients with COVID-19, 
two displayed a moderate response and one was a non-responder one month after the third dose. 
The four patients developed COVID-19 in the month that followed vaccine administration; how-
ever, serology was unavailable 

Figure 1. Flow of patients through the study according to the serological response to the mRNA-
1273 (Spikevax; Moderna) vaccine. * Among the 13 patients who developed COVID-19 after the
second vaccine dose, one displayed a moderate response (antibody titer: 99 BAU/mL), four were
weak responders, and six non-responders. Two KTRs were diagnosed with COVID-19 before the
serological assessment within one month and were not included in the analysis. ** Only patients
with available serology after the third vaccine dose. *** Among the four patients with COVID-19,
two displayed a moderate response and one was a non-responder one month after the third dose.
The four patients developed COVID-19 in the month that followed vaccine administration; however,
serology was unavailable.

3.2. Serological Response after the Second Vaccine Dose

One month after the second vaccine dose, the seropositivity rate increased to 46.6%
(n = 262); notably, 125 patients (22.2%) were classified as good responders (Figure 2). The
characteristics of patients according to their immune response are presented in Tables 1 and S1.
The mean antibody titers increased significantly from 20.7 ± 218.9 BAU/mL to
296.7 ± 1011 BAU/mL after the second dose (p < 0.0001, Figure 3). Titers were significantly
higher in patients who had already achieved seropositivity after the first dose compared
with those who did not (1939 ± 2265.3 BAU/mL vs. 79.6 ± 268.7 BAU/mL, respectively,
p < 0.0001). Multivariate analysis (Table 2) identified the following variables as indepen-
dently associated with seroconversion after the second dose: treatment with MMF/MPA
(OR = 0.29, 95% confidence interval [CI] = 0.15−0.56, p = 0.0002), treatment with tacrolimus
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(OR = 0.54; 95% CI = 0.35−0.83, p = 0.005), treatment with belatacept (OR = 0.18, 95%
CI = 0.04−0.86, p = 0.03), treatment with steroids (OR = 0.58, 95% CI = 0.38−0.88, p = 0.01),
creatinine (for each 100 µmol/L increase; OR = 0.37, 95% CI = 0.25−0.55, p < 0.0001), time
from transplantation (for each 10-year decrease; OR = 0.57, 95% CI = 0.42−0.77, p = 0.0002),
and age (for each 10-year increase; OR = 0.82, 95% CI = 0.69−0.97, p = 0.02). We also
found that tacrolimus and cyclosporine trough levels, as well as MMF/MPA dosages, were
lower in patients who achieved seroconversion (Figure 4). Variables associated with vaccine
response were used to devise an empirical scale for predicting seroconversion (Table 3). The
final score showed a strong association with both seropositivity (AUC = 0.752, p < 0.0001,
Figure 5A) and good response to vaccination (AUC = 0.785, p < 0.0001, Figure 5B). Patients
with a score of 15 or higher were seronegative in 76% of cases.

J. Pers. Med. 2022, 12, x FOR PEER REVIEW 5 of 17 
 

 

 
Figure 2. Distribution of the 562 KTRs according to the serological response assessed one month 
after the first, second, and third vaccine doses. Patients who harbored titers < 1 BAU/mL were con-
sidered as non-responders; conversely, those with titers between 1 and 7.1 BAU/mL were classified 
as weak responders. Patients with titers between 7.1 and 143 BAU/mL were considered as moderate 
responders; conversely, those with titers ≥ 143 BAU/mL were classified as good responders. 

3.2. Serological Response after the Second Vaccine Dose 
One month after the second vaccine dose, the seropositivity rate increased to 46.6% 

(n = 262); notably, 125 patients (22.2%) were classified as good responders (Figure 2). The 
characteristics of patients according to their immune response are presented in Tables 1 
and S1. The mean antibody titers increased significantly from 20.7 ± 218.9 BAU/mL to 
296.7 ± 1011 BAU/mL after the second dose (p < 0.0001, Figure 3). Titers were significantly 
higher in patients who had already achieved seropositivity after the first dose compared 
with those who did not (1939 ± 2265.3 BAU/mL versus 79.6 ± 268.7 BAU/mL, respectively, 
p < 0.0001). Multivariate analysis (Table 2) identified the following variables as inde-
pendently associated with seroconversion after the second dose: treatment with 
MMF/MPA (OR = 0.29, 95% confidence interval [CI] = 0.15−0.56, p = 0.0002), treatment with 
tacrolimus (OR = 0.54; 95% CI = 0.35−0.83, p = 0.005), treatment with belatacept (OR = 0.18, 
95% CI = 0.04−0.86, p = 0.03), treatment with steroids (OR = 0.58, 95% CI = 0.38−0.88, p = 
0.01), creatinine (for each 100 µmol/L increase; OR = 0.37, 95% CI = 0.25−0.55, p < 0.0001), 
time from transplantation (for each 10-year decrease; OR = 0.57, 95% CI = 0.42−0.77, p = 
0.0002), and age (for each 10-year increase; OR = 0.82, 95% CI = 0.69−0.97, p = 0.02). We also 
found that tacrolimus and cyclosporine trough levels, as well as MMF/MPA dosages, were 
lower in patients who achieved seroconversion (Figure 4). Variables associated with vac-
cine response were used to devise an empirical scale for predicting seroconversion (Table 
3). The final score showed a strong association with both seropositivity (AUC = 0.752, p < 
0.0001, Figure 5A) and good response to vaccination (AUC = 0.785, p < 0.0001, Figure 5B). 
Patients with a score of 15 or higher were seronegative in 76% of cases. 

Thirteen patients developed symptomatic COVID-19 after the second vaccine dose 
(median interval from vaccination to disease onset: 34 days; range: 4−86 days). Assessment 
of serological response in a subgroup of eleven patients revealed that six were non-re-
sponders, four weak responders, and one a moderate responder (antibody titer: 99.7 
BAU/mL). Of the 13 patients, five required hospitalization and four presented with severe 
disease (oxygen requirements > 6 L/min). 

Figure 2. Distribution of the 562 KTRs according to the serological response assessed one month after
the first, second, and third vaccine doses. Patients who harbored titers < 1 BAU/mL were considered
as non-responders; conversely, those with titers between 1 and 7.1 BAU/mL were classified as
weak responders. Patients with titers between 7.1 and 143 BAU/mL were considered as moderate
responders; conversely, those with titers ≥ 143 BAU/mL were classified as good responders.

Table 2. Univariate and multivariate analysis of predictors factors for seroconversion after two
vaccine doses.

Univariate Odds Ratio
(95% Confidence

Interval)
p

Multivariate Odds
Ratio (95% Confidence

Interval)
p

Age (for each 10-year increase) 0.93 (0.81–1.05) 0.2 0.82 (0.69–0.97) 0.02
Male sex 1.12 (0.79–1.57) 0.53
Comorbidities
BMI (for each 1 kg/m2) 0.99 (0.97–1) 0.87
Cardiovascular disease 1.0 (0.66–1.41) 0.85
Diabetes 0.57 (0.4–0.81) 0.002 0.70 (0.45–1.06) 0.09
Cancer 0.79 (0.51–1.23) 0.29
Hypertension 0.9 (0.57–1.41) 0.63
Time from transplantation (for each 10-year decrease) 0.49 (0.38–0.61) <0.0001 0.57 (0.42–0.77) 0.0002
First transplantation 1.75 (1.1–2.8) 0.02 1.15 (0.66–2.02) 0.63
Living donor 0.74 (0.48–1.13) 0.17 0.87 (0.53–1.44) 0.60
TAC vs. CS or no CNI 0.46 (0.33–0.65) <0.0001 0.54 (0.35–0.83) 0.005
MMF/MPA 0.25 (0.16–0.39) <0.0001 0.29 (0.15–0.56) 0.0002
mTOR inhibitors 3.13 (1.93–5.1) 0.003 1.64 (0.82–3.27) 0.17
Azathioprine 32.5 (1.73–611.5) 0.02
Belatacept 0.14 (0.03–0.60) 0.008 0.18 (0.04–0.86) 0.03
Steroids 0.42 (0.3–0.6) 0.01 0.58 (0.38–0.88) 0.01
Serum creatinine (for each 100 µmol/L increase) 0.46 (0.31–0.65) <0.0001 0.37 (0.25–0.55) <0.0001

Abbreviations: BMI, body mass index; TAC, tacrolimus; CS, cyclosporine; CNI, calcineurin inhibitors; MMF,
mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid; mTOR, mammalian target of rapamycin.
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Figure 3. Antibody titer over time. Assessments were performed on the vaccination day (D0,
n = 562), one month (M1) after the first dose, and one month after the second dose (n = 562). White
dots represent individual values, whereas blue bars and the black lines indicate the means and
standard deviations, respectively. After the second dose, antibody titers increased significantly from
20.7 ± 218.9 BAU/mL to 296.7 ± 1011 BAU/mL (p < 0.0001).

Table 3. Variables included in the score for predicting serological response to vaccination.

Variable Coefficient

Belatacept 5.6
Tacrolimus 1.9
MMF/MPA 3.4

Steroids 1.7
Serum creatinine (for each 100 µmol/L increase) 2.7

Age (for each 10-year increase) 1.2
Time from transplantation (for each 10-year decrease) −1.75

Abbreviations: MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid.

Thirteen patients developed symptomatic COVID-19 after the second vaccine dose
(median interval from vaccination to disease onset: 34 days; range: 4−86 days). As-
sessment of serological response in a subgroup of eleven patients revealed that six were
non-responders, four weak responders, and one a moderate responder (antibody titer:
99.7 BAU/mL). Of the 13 patients, five required hospitalization and four presented with
severe disease (oxygen requirements > 6 L/min).

Examples

60-year old patient, 2 years post-transplantation, under tacrolimus/MMF/steroids,
serum creatinine 150 µmol/L.

7.2 − 0.4 + 1.9 + 3.4 + 1.7 + 4.1 = 18
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20-year old, 7 years post-transplantation, under belatacept/MMF/steroids, serum
creatinine 200 µmol/L.

2.4 − 0.8 + 5.6 + 3.4 + 1.7 + 5.4 = 17.7

35-year old, 11 years post-transplantation, under Cyclosporinee/everolimus, serum
creatinine 80 µmol/L.

3.6 − 1.9 + 0 + 0 + 2.2 = 3.9
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Figure 4. Tacrolimus trough level (A), Cyclosporine trough level (B), mycophenolate mofetil (MMF)
dose (C), and steroid dose (D) according to the serological status after the second vaccine dose. Means
are marked in white for each column; the number of patients and p values (χ2 test) are also reported.
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Figure 5. (A) Receiver operating characteristic (ROC) curve analysis of seroconversion (defined by
an antibody titer > 7.1 BAU/mL) after two vaccine doses according to the predictive scoring system.
The area under curve (AUC) for the score was 0.752 (p < 0.0001). (B) ROC curve analysis of good
response (defined by an antibody titer ≥ 143 BAU/mL) after two vaccine doses according to the
predictive scoring system. The area under curve (AUC) for the score was 0.785 (p < 0.0001).

3.3. Serological Response after the Third Vaccine Dose

Of the 562 KTRs included in the study, 349 received a third vaccine dose and 309 un-
derwent assessment of serological response. The characteristics of patients according to
their immune response are summarized in Tables 4 and S2. Before the third dose, 140
(45.3%) KTRs were classified as non-responders, 90 (29.1%) as weak responders, 73 (23.6%)
as moderate responders, and 5 (1.6%) as good responders. After the third dose, the seropos-
itivity rate increased to 61.2% (from 78 to 189 patients); notably, 101 patients (32.7%)
were classified as good responders. The mean antibody titers increased significantly from
142 ± 637 BAU/mL to 598 ± 864 BAU/mL (p < 0.0001, Figure 6). Multivariate analy-
sis (Table 5) identified the following variables as independently associated with a lower
likelihood of seroconversion after the third dose: treatment with tacrolimus (OR = 0.44,
95% CI = 0.22−0.85, p = 0.02), treatment with belatacept (OR = 0.03, 95% CI = 0.003−0.32,
p = 0.003), treatment with steroids (OR = 0.4, 95% CI = 0.21−0.77; p = 0.006), creatinine (for
each 100 µmol/L increase; OR = 0.42, 95% CI = 0.23−0.72; p = 0.002), time from transplanta-
tion (for each 10-year decrease; OR = 0.38, 95% CI = 0.23−0.62; p = 0.0002), and age (for
each 10-year increase; OR = 0.62, 95% CI = 0.47−0.81; p = 0.0004). Conversely, a higher
body mass index (for each 1 m/kg2; OR = 1.06, 95% CI = 1.01−1.12, p = 0.01) and male
sex (OR = 3.07 95% CI = 1.7−5.5, p = 0.0002) were associated with a higher probability of
seroconversion. Neither doses nor trough concentrations of immunosuppressive drugs
were associated with the serological response (Figure 7).

Table 4. Patient characteristics according to the absence or presence of seroconversion after three
vaccine doses.

Entire Cohort
(n = 309)

SARS-CoV-2
Seronegative Patients

(n = 120)

SARS-CoV-2
Seropositive Patients

(n = 189)
p

Age (years) 57.2 (±12.5) 59.1 (±13) 55.9 (±12.1) 0.02
Male sex 196 (63.4%) 62 (51.7%) 134 (70.9%) 0.0006
Comorbidities

BMI (kg/m2) 26.7 (±6) 26.1 (±5.6) 27 (±6.3) 0.17
Cardiovascular disease 77 (24.9%) 35 (29.2%) 42 (22.2%) 0.17
Diabetes 124 (40.1%) 52 (43.3%) 72 (38.1%) 0.36
Cancer 61 (19.7%) 28 (23.3%) 33 (17.4%) 0.21
Hypertension 265 (85.8%) 104 (86.7%) 161 (85.2%) 0.72

Time from kidney transplantation (years) 7.9 (±7.1) 6 (±6.2) 9.2 (±7.4) <0.0001
First transplantation 250 (80.9%) 94 (78.3%) 156 (82.5%) 0.36
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Table 4. Cont.

Entire Cohort
(n = 309)

SARS-CoV-2
Seronegative Patients

(n = 120)

SARS-CoV-2
Seropositive Patients

(n = 189)
p

Living donor 63 (20.4%) 20 (16.7%) 43 (22.8%) 0.2
CNI 0.001

Tacrolimus 201 (65.1%) 89 (74.2%) 112 (59.3%)
Cyclosporine 87 (28.2%) 20 (16.7%) 67 (35.5%)
No CNI 21 (6.8%) 11 (9.2%) 10 (5.3%)
Tacrolimus dose (mg) * 5.6 (±3.3) 6.2 (±3.6) 5.1 (±2.9) 0.02
Tacrolimus trough level (µg/L) * 6.2 (±2) 6.3 (±2) 6.1 (±2) 0.5
Cyclosporine dose (mg) 160 (±57) 185 (±56) 153 (±56) 0.03
Cyclosporine trough level (µg/L) 85.4 (±42.7) 98.1 (±31.3) 81.6 (±45) 0.07

MMF/MPA 266 (86.1%) 113 (94.2%) 153 (81%) 0.001
MMF/MPAs dose (mg) * 1253 (±507) 1290 (±529) 1225 (±490) 0.3
mTOR inhibitors 34 (11%) 6 (5%) 28 (14.8%) 0.01
mTOR inhibitors dose (mg) 2 (±0.9) 1.8 (±0.7) 2 (±0.9) 0.61
mTOR inhibitors trough level (µg/L) 5 (±1.6) 4.9 (±1.4) 5.1 (±1.6) 0.82
Azathioprine 3 (1%) 0 3 (1.6%) 0.17
Belatacept 12 (3.9%) 11 (9.2%) 1 (0.5%) 0.0004
Steroids 213 (68.9%) 99 (82.5%) 114 (60.3%) <0.0001
Steroids dose (mg) * 6.1 (±2.3) 6.2 (±1.8) 6.1 (±2.7) 0.58
Tacrolimus + MMF/MPA + steroids 137 (44.4%) 73 (60.8%) 64 (33.9%) <0.0001
Serum creatinine (µmol/L) 139 (±54.2) 150.3 (±62.6) 131.8 (±46.9) 0.003
Antibody titer before the third dose 142 (±637) 10.5 (±23.5) 226 (±804) 0.0003

Data are expressed as means (±standard deviations) or counts (percentages), as appropriate. Abbreviations: BMI,
body mass index; CNI, calcineurin inhibitors; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid; mTOR,
mammalian target of rapamycin. * Missing data for one patient.
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Figure 6. Antibody titer over time. Assessments were performed on the vaccination day (D0,
n = 309), one month (M1) after the first dose, one month after the second dose, and one month after
the third dose in the subgroup of KTRs who received three vaccine doses. White dots represent
individual values, whereas blue bars and the black lines indicate the means and standard deviations,
respectively. After the third dose, antibody titers increased significantly from 142 ± 637 BAU/mL to
598 ± 864 BAU/mL (p < 0.0001).
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3.4. Overall Response in the Entire Cohort 
Of the 477 patients who had serology data after the last vaccine dose, the seroposi-

tivity rate was 69% (n = 328); of them, 221 (46.3%) were good responders. 

3.5. Six-Month Antibody Kinetics after the Second Vaccine Dose 
The kinetics of anti-RBD antibodies was assessed in 100 KTRs after a mean interval 
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Figure 7. Mean tacrolimus trough level (A), Cyclosporine trough level (B), mycophenolate mofetil
(MMF) dose (C), and steroids dose (D) according to the serological response after the third vaccine
dose. Means are marked in white for each column; the number of patients and p values (χ2 test) are
also reported.

Four patients developed symptomatic COVID-19 after the third vaccine dose (interval
from vaccination to disease onset: 45, 101, and 113 days, respectively; the interval was
unknown for the remaining patient). Of them, three required hospitalization and two
were admitted to an intensive care unit; one ultimately died of disease. The serological
response was available for three of the four patients; the results revealed that one was
a non-responder (antibody titer: 1 BAU/mL) and the other two a moderate responder
(antibody titer: 40.4 BAU/mL and 8 BAU/mL).
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Table 5. Univariate and multivariate analysis of predictors factors for seroconversion after three
vaccine doses.

Univariate Odds Ratio
(95% Confidence

Interval)
p

Multivariate Odds
Ratio (95% Confidence

Interval)
p

Age (for each 10-year increase) 0.81 (0.67–0.98) 0.03 0.62 (0.47–0.81) 0.0004
Male sex 2.28 (1.42–3.68) 0.0007 3.07 (1.7–5.5) 0.0002
Comorbidities
BMI (for each 1 kg/m2) 1.03 (0.99–1.07) 0.18 1.06 (1.01–1.12) 0.01
Cardiovascular disease 0.69 (0.41–1.17) 0.17 1.31 (0.68–2.52) 0.42
Diabetes 0.81 (0.51–1.28) 0.36
Cancer 0.67 (0.4–1.23) 0.21
Hypertension 0.89 (0.45–1.70) 0.72
Time from transplantation (for each 10-year decrease) 0.46 (0.30–0.67) 0.0002 0.38 (0.23–0.62) 0.0002
First transplantation 1.31 (0.73–2.32) 0.36
Living donor 1.47 (0.83–2.7) 0.2 1.49 (0.72–3.05) 0.28
TAC vs. CS or no CNI 0.51 (0.30- 0.83) 0.0078 0.44 (0.22–0.85) 0.02
MMF/MPA 0.26 (0.10–0.58) 0.002 0.27 (0.06–1.16) 0.08
mTOR inhibitors 3.30 (1.41–9.07) 0.01 1.4 (0.3–6.78) 0.68
Belatacept 0.05 (0.003–0.28) 0.005 0.03 (0.003–0.32) 0.003
Steroids 0.32 (0.18–0.55) <0.0001 0.4 (0.21–0.77) 0.006
Serum creatinine (for each 100 µmol/L increase) 0.53 (0.33–0.81) 0.005 0.42 (0.23–0.72) 0.002

Abbreviations: BMI, body mass index; TAC, tacrolimus; CS, cyclosporine; CNI, calcineurin inhibitors; MMF,
mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid; mTOR, mammalian target of rapamycin.

3.4. Overall Response in the Entire Cohort

Of the 477 patients who had serology data after the last vaccine dose, the seropositivity
rate was 69% (n = 328); of them, 221 (46.3%) were good responders.

3.5. Six-Month Antibody Kinetics after the Second Vaccine Dose

The kinetics of anti-RBD antibodies was assessed in 100 KTRs after a mean interval
of 97 ± 15 days from the second vaccine dose (M3). From M1 to M3, mean antibody
titers decreased significantly from 992.8 ± 1546 BAU/mL to 499.7 ± 788.6 BAU/mL
(p < 0.0001, Figure 8a). The number of good responders at M1 and M3 was 72 and 62,
respectively. In 38 patients, mean antibody titers were also assessed after a mean interval of
183.6 ± 16.4 days from the second vaccine dose (M6). From M3 to M6, mean antibody titers
decreased significantly from 754.6 ± 673.3 BAU/mL to 263.1 ± 598.1 BAU/mL (p = 0.01,
Figure 8a). With the exception of one patient, all KTRs were good responders at both M3
and M6.

3.6. Three-Month Antibody Kinetics after the Third Vaccine Dose

The kinetics of anti-RBD antibodies were assessed in 136 KTRs after a mean interval
of 109 ± 18 days from the third vaccine dose (M3). From M1 to M3, mean antibody titers
decreased significantly from 401.7 ± 860.2 BAU/mL to 296.1 ± 588 BAU/mL (p = 0.01,
Figure 8b). The number of good responders at M1 and M3 was 48 and 45, respectively.
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Figure 8. Antibody titers over time. (A) Assessments were performed on the vaccination day
(D0), one month (M1) after the first dose, one month after the second dose, three months (M3)
after the second dose (n = 100), and six months (M6) after the second dose (n = 38). White dots
represent individual values, whereas blue bars and the black lines indicate the means standard
deviations, respectively. In the subgroup of 100 patients, antibody titers decreased significantly from
992.8 ± 1546 BAU/mL at one month to 499.7 ± 788.6 BAU/mL at three months (p < 0.0001). A
further decrease was observed between three and six months in the subgroup of 38 patients (from
754.6 ± 673.3 BAU/mL to 263.1 ± 598.1 BAU/mL, respectively). (B) Assessments were performed
on the vaccination day (D0), one month (M1) after the first dose, one month (M1) after the second
dose, one month (M1) after the third dose, and three months (M3) after the third dose in a subgroup
of 136 patients. White dots represent individual values, whereas blue bars and the black lines
indicate the means and standard deviations, respectively. Antibody titers decreased significantly
from 401.7 ± 860.2 BAU/mL at M1 to 296.1 ± 588 BAU/mL at M3 (p = 0.01).

4. Discussion

In the present study, we examined the humoral response elicited by two and three
doses of an anti-SARS-CoV-2 mRNA-based vaccine in a large single-center cohort of KTRs.
Both the seroconversion rate and the magnitude of the antibody response were taken into
account. We also investigated the main predictors of humoral response and the antibody
kinetics over time.

Of the 562 KTRs who were monitored after two vaccine doses, the seropositivity rate
was as low as 46.6% and the antibody response was generally weak. While immunosup-
pressive therapy with belatacept and antimetabolites was independently associated with a
less pronounced antibody response, tacrolimus and steroids may have produced synergistic
effects. Moreover, a lower immune response was associated with elevated through levels of
calcineurin inhibitors and high MMF/MPA doses, as well as older age and a reduced kidney
function. These findings are in keeping with published data showing that the seroconver-
sion rates of solid organ transplant (SOT) recipients who had received two mRNA-based
vaccine doses ranged between 30% and 48% [6,7,13,14] However, a seronversion rate as
low as 6% has been described for SOT recipients being treated with belatacept [15,16]. The
use of antimetabolites has been shown to reduce the humoral response to vaccination in
a dose-dependent fashion both in SOT and non-SOT recipients [7,17,18]. However, the
potential impact of CNI through levels on antibody response remains controversial [7,19].
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In this study, we found that a third vaccine dose given to KTRs who were originally
classified as non- or weak responders increased the seroconversion rate to 69% in the
entire cohort. Previous investigations conducted in SOT patients have administered the
third dose without specifically taking into account the response to the previous two doses.
Their findings revealed that the booster elicited enhanced T cell and neutralizing antibody
responses [10,11,20,21]. The observed seroconversion rates (62−69%) are in accordance
with those reported in our study [11,20,21]. We also found that a lower antibody response
was independently associated with the use of immunosuppressive drugs (i.e., belatacept
and tacrolimus), kidney dysfunction, a longer interval from transplantation, female sex,
and age. Conversely, MMF/MPA doses and CNI through levels were not. These data are
generally consistent with those reported in the literature. Masset et al. [20] have previously
shown a lower antibody response in female recipients as well as in patients with kidney
dysfunction and lymphopenia. Another study found that age, kidney dysfunction, MPA,
belatacept, and a low lymphocyte count were associated with an impaired response to
vaccination [11].

In addition to seroconversion rate, we also focused on the magnitude of antibody
response. This was motivated by the observation that COVID-19 occurred even in some
KTRs who successfully seroconverted. Patients with titers ≥ 143 BAU/mL were considered
as good responders because this cutoff has been shown to correlate with the appearance
of neutralizing antibodies against the main variants of concerns at the time of study [22]
and has been associated with a vaccine protection >70% [12,23] While the frequency of
good responders increased from 22.2% to 46.5% after the third dose, more than 50% of the
study participants still failed to achieve adequate protection. The increase rate of good
responders after each vaccine dose and the satisfactory response observed in KTRs with a
previous history of COVID-19 (even after a single administration) suggested a significant
effect of the antigen dose [24]. Several strategies have been proposed to increase the
effectiveness of anti-SARS-CoV-2 vaccines among people who are immunocompromised.
In this regard, a fourth dose can improve immunogenicity especially in the subset of
patients who experienced a weak response after the third dose [25] Another strategy
to provide protection is the use of anti-SARS-CoV-2 monoclonal antibodies. Transient
immunosuppression reduction may also improve the immune response to vaccination,
albeit at the expense of an increased rejection risk. In a small cohort of 29 KTRs, a fourth
dose of SARS-CoV-2 vaccine administered during MMF/MPA hold was associated with
a seroconversion rate as high as 76% [26] A randomized clinical trial to evaluate this
strategy is currently ongoing [27] In patients with rheumatic and musculoskeletal diseases,
a temporary hold of MMF increased the humoral response to SARS-CoV-2 vaccination from
65% to 92% [18].

In the current study, we were able to devise a scoring system to predict the response
of KTRs after two vaccine doses. When the score was >15, 76% of our patients were unable
to mount an adequate humoral protection. Thus, this scale can be used to identify KTRs
who are in need of additional protection strategies. Antibody kinetics was assessed at M3
after the second and third doses and, in a subgroup of patients, until M6 after the second
dose. The results revealed that antibody titers decreased by approximately 50% at M3,
followed by another 50% decline between M3 and M6. In a study of 312 patients in whom
antibody kinetics was assessed at M3 and M6 after the second dose, the seropositive rate
at 6 months remained stable (61%) [28,29]. Our results on the antibody kinetics after the
third dose are in line with those of Kamar et al. [30] who found decreased antibody titers
at M3. However, these findings are different from those reported for KTRs with a history
of COVID-19—who were able to maintain a steady antibody response at M6 [31]. The
observed antibody decline in vaccinated KTRs calls to offer booster doses either according
to antibody titers or at regular intervals (e.g., every six months).

One of the strengths of our study was the inclusion of a large cohort of KTRs in whom
the kinetics of the antibody response was thoroughly analyzed after two and three vac-
cine doses. Moreover, we were able to identify several variables that were independently
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associated with an increased risk of inadequate humoral protection. We also correlated
the occurrence of COVID-19 with the inability to mount a sufficient response to vaccina-
tion. Our findings may have relevant implications to devise individualized vaccination
strategies following the second dose. However, we were unable to evaluate both antibody
neutralizing activity and T-cell responses.

In conclusion, a third dose vaccine dose was found to elicit a more pronounced
antibody response against SARS-CoV-2 in KTRs. While these findings suggest an antigen
dose effect on immunogenicity, a satisfactory protection was achieved in less than a half
of the study participants. A high burden of comorbidities and immunosuppression was
correlated with a weaker antibody response. A fourth vaccine dose and/or pre-exposure
prophylaxis with monoclonal antibodies should be considered for KTRs who remain
unprotected after three doses. Since protective antibodies decreased over time, further
studies are necessary to investigate the benefits and timing of booster doses.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https:
//www.mdpi.com/article/10.3390/jpm12071107/s1, Table S1. Patient characteristics according to
the antibody response after two vaccine doses (non-responders, weak responders, and moderate
responders vs. good responders). Table S2. Patient characteristics according to the antibody re-
sponse after three vaccine doses (non-responders, weak responders, and moderate responders vs.
good responders).
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Supplementary Table S1. Patient characteristics according to the antibody response after two vaccine 

doses (non-responders, weak responders, and moderate responders versus good responders) 

 

 
Antibody titer 

<143 BAU  

(n = 437) 

Antibody titer 

>143 BAU  

(n = 125) 

p 

Age (years) 56.9 (±12.7) 55.9 (±14.6) 0.51 

Male sex 262 (60%) 82 (66%) 0.25 

Comorbidities    

BMI (kg/m²) 26.6 (±5.72) 26.7 (±5.59) 0.83 

Cardiovascular disease 114 (26%) 34 (27%) 0.8 

Diabetes 174 (40%) 30 (24%) <0.01 

Cancer 80 (18%) 18 (14%) 0.31 

Hypertension 370 (85%) 102 (82%) 0.41 

Time from kidney transplantation (years) 7.97 (±7.06) 14.5 (±9.08) <0.001 

First transplantation 363 (83%) 111 (89%) 0.12 

Living donor 86 (20%) 20 (16%) 0.35 

CNI   <0.001 

Tacrolimus 285 (65%) 43 (34%)  

Ciclosporin 119 (27%) 65 (52%) - 

No CNI 33 (7.6%) 17 (14%) - 

Tacrolimus dose (mg)* 5.47 (±3.19) 4.75 (±2.67) 0.12 

Tacrolimus trough level (µg/L)** 6.17 (±1.99) 5.71 (±1.83) 0.14 

Ciclosporin dose (mg) 154 (±57.8) 146 (±51.6) 0.34 

Ciclosporin trough level (µg/L) 85.0 (±39.2) 74.5 (±24.3) 0.027 

MMF/MPA 370 (85%) 78 (62%) <0.001 

MMF/MPAs dose (mg)** 1262 (±525) 1046 (±491) <0.001 

mTOR inhibitors 60 (14%) 29 (23%) 0.011 

mTOR inhibitors dose (mg)* 1262 (±525) 1046 (±491) <0.001 

mTOR inhibitors trough level (µg/L) 5.02 (±1.45) 5.62 (±1.67) 0.11 

Azathioprine 5 (1.1%) 8 (6.4%) <0.01 

Belatacept 17 (3.9%) 1 (0.81%) 0.14 

Steroids 292 (67%) 52 (42%) <0.001 

Steroids dose (mg)* 6.11 (±2.13) 5.36 (±1.86) <0.01 

Tacrolimus+MMF/MPA+steroids 177 (41%) 17 (14%) <0.001 

Serum creatinine (µmol/L) 139 (±57.6) 122 (±47.1) <0.001 

Antibody titer before the second dose **** 1.24 (±1.11) 88.8 (±459) 0.035 

Data are expressed as means (± standard deviations) or counts (percentages), as appropriate. 

Abbreviations: BMI, body mass index; CNI, calcineurin inhibitors; MMF, mycophenolate mofetil; 

MPA, mycophenolic acid; mTOR, mammalian target of rapamycin. 

 

*Missing data for one patient, **Missing data for three patients, ***Missing data for four patients, 

****Missing data for two patients. 

 

 



 

Supplementary Table S2. Patient characteristics according to the antibody response after three vaccine 

doses (non-responders, weak responders, and moderate responders versus good responders) 

 

  

Antibody titer 

>143 BAU  

(n = 101) 

Antibody titer 

<143 BAU  

(n = 208) 

p 

Age (years) 56.6 (±10.9) 57.5 (±13.3) 0.5 

Male sex 80 (79%) 117 (56%) <0.001 

Comorbidities    

BMI (kg/m²)  27.6 (±5.82) 26.2 (±6.04) 0.05 

Cardiovascular disease 22 (22%) 56 (27%) 0.33 

Diabetes 39 (39%) 85 (41%) 0.7 

Cancer  19 (19%) 42 (20%) 0.77 

Hypertension 89 (88%) 176 (85%) 0.41 

Time from kidney transplantation 

(years) 
10.3 (±8.20) 6.75 (±6.14) <0.001 

First transplantation 88 (87%) 162 (78%) 0.052 

Living donor 20 (20%) 43 (21%) 0.86 

CNI   <0.001 

Tacrolimus 49 (49%) 152 (73%) - 

Ciclosporin 45 (45%) 42 (20%) - 

No CNI 7 (6.9%) 14 (6.7%)  

Tacrolimus dose (mg)* 4.98 (±2.77) 5.76 (±3.41) 0.11 

Tacrolimus trough level (µg/L)** 6.30 (±2.11) 6.16 (±1.92) 0.69 

Ciclosporin dose (mg) 154 (±61.9) 164 (±56.1) 0.4 

Ciclosporin trough level (µg/L) 79.3 (±52.4) 92.0 (±28.0) 0.16 

MMF/MPA 84 (83%) 182 (88%) 0.3 

MMF/MPAs dose (mg)* 1277 (±492) 1240 (±513) 0.58 

mTOR inhibitors 12 (12%) 22 (11%) 0.73 

mTOR inhibitor dose (mg) 1.83 (±0.72) 2.09 (±0.95) 0.54 

mTOR inhibitor trough level (µg/L) 5.42 (±1.87) 4.81 (±1.36) 0.41 

Azathioprine 2 (2%) 1 (0.48%) 0.25 

Belatacept 1 (0.99%) 11 (5.3%) 0.11 

Steroids 54 (53%) 159 (76%) <0.001 

Steroids dose (mg)* 6.23 (±3.21) 6.10 (±1.89) 0.77 

Tacrolimus+MMF/MPA+steroids 28 (28%) 109 (52%) <0.001 

Serum creatinine (µmol/L) 127 (±44.5) 145 (±57.3) <0.01 

Antibody titer before the third dose 57.3 (±152) 2.20 (±3.5) <0.001 

Data are expressed as means (± standard deviations) or counts (percentages), as appropriate. 

Abbreviations: BMI, body mass index; CNI, calcineurin inhibitors; MMF, mycophenolate mofetil; 

MPA, mycophenolic acid; mTOR, mammalian target of rapamycin. 

 

 *Missing data for one patient, **Missing data for three patients. 
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B. Réponse sérologique après une première dose d'un vaccin 

à base d'ARNm du SARS-CoV-2 chez des transplantés rénaux 

ayant des antécédents de COVID-19 

1) Rationnel et objectifs de l’étude 

Avant l'émergence des variants delta et omicron, de multiples études ont montré qu'une seule 

dose d'un vaccin à base d'ARNm est suffisante pour déclencher une réponse immunologique 

robuste chez les sujets immunocompétents ayant un antécédent de COVID-19.639,640 Les 

autorités de santé françaises avaient alors recommandé un schéma vaccinal avec une unique 

dose de vaccin chez cette population sauf dans la population immunodéprimée pour laquelle il 

était toujours recommandé d'administrer deux doses de vaccins dans un contexte de pénurie 

vaccinale.641 D'un côté les données de la littérature montrent que les transplantés présentent de 

faibles taux d'immunisation après une vaccination, mais d'un autre côté la réponse humorale à 

l'infection semble satisfaisante. Le but de cette étude était de décrire les résultats de 

l'immunisation après une dose du vaccin Spikevax chez les transplantés rénaux qui étaient déjà 

séropositifs en raison d'une exposition antérieure au SARS-CoV-2. 

2) Principaux points de méthodologies 

Les transplantés rénaux ayant une sérologie positive le jour de la 1ère dose de vaccin ont été 

inclus. La réponse sérologique a été évaluée un mois après la vaccination à l'aide du test 

ARCHITECT IgG II Quant (Abbott). Les titres > 7,1 BAU ont été considérés comme positifs 

(plage de détection : 1–11 267 BAU/mL). Nous avons également comparé cette réponse à celle 

de 22 employés du CHU de Strasbourg ayant des antécédents de COVID-19 qui ont reçu soit 

le vaccin Comirnaty (n = 19) soit le vaccin Spikevax (n = 3). 

3) Principaux résultats 

Un total de 41 patients a été inclus. Parmi eux, 11 ont été diagnostiqués sur la base des résultats 

des tests sérologiques. Pour les 30 patients restants, une infection COVID-19 symptomatique 
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avait déjà été rapportée. L'intervalle médian entre l'infection et la vaccination était de 306 jours 

(EI : 171-316 jours). Au total, 22 patients étaient asymptomatiques ou avaient une maladie 

bénigne et ont été pris en charge à domicile. Dix-neuf patients ont été hospitalisés (13 avec un 

COVID-19 modéré et six avec une maladie critique/sévère). L'immunosuppression a été réduite 

chez 20 patients au cours du COVID-19. Cependant, elle a été réintroduite par la suite et tous 

les participants recevaient régulièrement leur traitement immunosuppresseur au moment de la 

vaccination. Le titre médian d'anticorps à l'inclusion était de 119 BAU/mL (EI : 35,1-314,6 

BAU/mL), avec une augmentation significative après la vaccination (titre médian d'anticorps : 

3211 BAU/mL ; EI : 1517-11 033 BAU/mL, p < 0,0001). Après la vaccination, les transplantés 

qui avaient nécessité une hospitalisation avaient un titre d'anticorps plus élevé que ceux qui 

avaient été pris en charge à domicile (titre médian d'anticorps : 6976 BAU/mL contre 2019 

BAU/mL, respectivement, p = 0,04). Le titre d'anticorps des employés hospitaliers après une 

médiane de 19 jours (EI : 21 à 28 jours) après la vaccination n'a pas différé de manière 

significative (titre médian d'anticorps : 3830 BAU/mL ; EI : 1320 à 6018 BAU/mL, p = 0,34, 

figure 49) de celui observé chez les transplantés. 

 



 

Figure 49. Titres d'anticorps anti-RBD IgG après une dose du vaccin ARNm 

Comparaison entre les transplantés (n = 41 ; couleur rouge) et les employés hospitaliers (n = 

22 ; couleur bleue). Les lignes noires indiquent les titres médians d'anticorps observés dans les 

deux groupes. La ligne en pointillés indique le seuil de séropositivité (7,1 BAU/mL). 

 

La méthodologie, les résultats et la discussion détaillés du manuscrit concernant ces résultats 

sont présentés ci-dessous. 
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L E T T E R  T O  T H E  E D I T O R

Strong antibody response after a first dose of a SARS-CoV-2 
mRNA-based vaccine in kidney transplant recipients with a 
previous history of COVID-19

To the Editor:
A recent study demonstrated that a single dose of a severe acute 
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) mRNA-based 
vaccine is sufficient to mount a robust immunological response in 
immunocompetent subjects with a previous history of coronavirus 
disease 2019 (COVID-19).1,2  While research has suggested that 
immunocompromised kidney transplant recipients (KTRs) who re-
ceived mRNA-based vaccines show low immunization rates,3-5 the 
question as to whether this also applies to KTRs with a past history 
of COVID-19 remains unanswered. The aim of this study was to de-
scribe the results of immunization after one dose of the mRNA-1273 
SARS-CoV-2 vaccine in KTRs who were already seropositive at base-
line because of previous exposure to SARS-CoV-2.

All KTRs (n = 41) tested positive for anti-SARS-CoV-2 antibodies 
on the day of vaccination. Of them, 11 were diagnosed by chance 
based on the results of serology testing. For the remaining 30 pa-
tients, the median interval between infection and vaccination was 
306 days (interquartile range [IQR]: 171−316 days). The serological 
response was assessed after a median of 28 days (IQR: 28−31 days) 
from vaccination using the ARCHITECT IgG II Quant test (Abbott). 
Titers >50 arbitrary units (AUs)/mL were considered positive (de-
tection range: 6.8–80000 AUs/mL). This assay has been reported 
to correlate with in vitro neutralization of SARS-CoV-2.1 The study 
protocol was approved by the local Ethics Committee (approval DC-
2013–1990), and written informed consent was obtained.

KTRs were mainly men (74%) with a median age of 59 years (IQR: 
51–66 years). Maintenance immunosuppression was based on the use 
of calcineurin inhibitors (95%), antimetabolites (86%), and steroids 
(57%). According to the WHO classification, 22 patients were asymp-
tomatic or had mild disease and were managed at home. Nineteen 
patients were hospitalized (13 with moderate COVID-19 and six with 
critical/severe disease). Immunosuppression was reduced in 20 pa-
tients during the course of COVID-19. However, it was subsequently 
reintroduced and all of the participants were regularly receiving their 
immunosuppressive therapy at the time of vaccination.

The median baseline antibody titer was 842 AUs/mL (IQR: 
249−2234 AUs/mL), with a significant postvaccination increase 
being evident (median antibody titer: 22801 AUs/mL; IQR: 
10768−78339 AUs/mL, p  <  0.0001; Figure  1A). After vaccination, 

KTRs who required hospitalization (n =  19) had a higher antibody 
titer compared with those who were managed at home (n = 22; me-
dian antibody titer: 49531 AUs/mL vs. 14334 AUs/mL, respectively, 
p = 0.04, Figure 1B). However, no significant differences in prevac-
cination antibody titers were observed between the two groups 
(median antibody titer: 842 vs. 958 AUs/mL, respectively, p = 0.7). 
For comparison purposes, we also analyzed the antibody response 
of 22 health-care workers with a history of COVID-19 who received 
either the BNT162b2 (n = 19) or the mRNA-1273 vaccine (n = 3). 
This group mainly consisted of women (75%) with a median age of 
47 years (IQR: 35−57 years). The antibody titer of health-care work-
ers after a median of 19 days (IQR: 21−28 days) from vaccination did 
not differ significantly (median antibody titer: 27191 AUs/mL; IQR: 
9370−42729 AUs/mL, p  =  0.34, Figure  1C) from that observed in 
KTRs.

Despite their immunosuppression burden, KTRs with previous 
exposure to SARS-CoV-2 showed a marked increase in antibody ti-
ters even after a single-dose vaccine. Notably, the postvaccination 
antibody titers observed in these immunosuppressed patients were 
similar to those of immunocompetent subjects. A preexisting B cell 
memory in recovered individuals is likely to play a key role in this 
phenomenon2—which suggests that the immune response of KTRs 
to SARS-CoV-2 is similar to that observed in immunocompetent indi-
viduals. This response is strikingly different from that described for 
SARS-CoV-2-naïve KTRs who received SARS-CoV-2  mRNA-based 
vaccines.3-5 An “antigen dose” phenomenon may account for these 
discrepancies.

DISCLOSURE
The authors of this manuscript have conflicts of interest to disclose 
as described by the American Journal of Transplantation. Dr Caillard 
reports personal fees and nonfinancial support from Novartis, 
nonfinancial support from Sanofi, and nonfinancial support from 
Astellas, unrelated to the current study. The other authors have no 
conflict of interest to disclose.

DATA AVAIL ABILIT Y S TATEMENT
Data supporting the findings from this study are available from the 
corresponding author upon reasonable request.

© 2021 The American Society of Transplantation and the American Society of Transplant Surgeons.

 16006143, 2021, 11, D
ow

nloaded from
 https://onlinelibrary.w

iley.com
/doi/10.1111/ajt.16764 by C

ochrane France, W
iley O

nline L
ibrary on [16/10/2022]. See the T

erm
s and C

onditions (https://onlinelibrary.w
iley.com

/term
s-and-conditions) on W

iley O
nline L

ibrary for rules of use; O
A

 articles are governed by the applicable C
reative C

om
m

ons L
icense

www.amjtransplant.com
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1111%2Fajt.16764&domain=pdf&date_stamp=2021-07-23


    | 3809AJT
LETTER TO THE EDITOR

Ilies Benotmane1,2

Gabriela Gautier -Vargas1

Floriane Gallais2,3

Pierre Gantner2,3

Noëlle Cognard1

Jérôme Olagne1

Aurélie Velay2,3

Françoise Heibel1

Laura Braun-Parvez1

Jonas Martzloff1

Peggy Perrin1

Bruno Moulin1,2

Samira Fafi-Kremer2,3

Sophie Caillard1,2

1Department of Nephrology and Transplantation, Strasbourg 
University Hospital, Strasbourg, France

2Inserm UMR S1109 Labex Transplantex, Fédération de 
Médecine Translationnelle, Strasbourg University, Strasbourg, 

France
3Department of Virology, Strasbourg University Hospital, 

Strasbourg, France

Correspondence
Ilies Benotmane, Department of Nephrology and 

Transplantation, Strasbourg University Hospital, Strasbourg, 
France.

Email: Ilies.benotmane@chru-strasbourg.fr

F I G U R E  1 (A) Kinetics of anti-Spike IgG antibody titers before and after one dose of the mRNA-1273 SARS-CoV-2 vaccine in 41 kidney 
transplant recipients (KTRs) who were already seropositive before vaccination. The dotted line (50 AUs/mL) denotes the cutoff for positivity. 
The blue lines indicate the antibody titers observed in each KTR. (B) Anti-Spike IgG antibody titers after one dose of the mRNA-1273 SARS-
CoV-2 vaccine in hospitalized (n = 19; red color) and home managed KTRs (n = 22; blue color). The black lines denote the median antibody 
titers observed in the two groups. Antibody titer was significantly higher in hospitalized patients (median antibody titer: 49531 AUs/mL 
vs. 14334 AUs/mL, respectively, p = 0.04). (C) Anti-Spike IgG antibody titers after one dose of the mRNA-1273 SARS-CoV-2 vaccine in 
KTRs (n = 41; red color) and health-care workers (n = 22; blue color). The black lines denote the median antibody titers observed in the two 
groups. The antibody titer of health-care workers and KTRs did not differ significantly (median antibody titer: 27191 AUs/mL vs. 22801 
AUs/mL, p = 0.34) [Color figure can be viewed at wileyonlinelibrary.com]
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C. Amélioration de la capacité de neutralisation du variant 

delta après une quatrième dose du vaccin Spikevax SARS-CoV-

2 chez le transplanté rénal 

1) Rationnel et objectifs de l’étude 

Bien que la réponse anticorps après une vaccination anti-SARS-CoV-2 chez les sujets 

immunocompétents semble suffisante pour neutraliser le variant delta, l'efficacité semble être 

3 à 5 fois inférieure à celle observée contre le variant alpha.515,535 Par ailleurs, comme nous 

l’avons vu précédemment, les schémas vaccinaux standards sont en proie à une faible 

immunogénicité chez les sujets immunodéprimés. En juin 2021, les autorités sanitaires 

françaises ont approuvé la possibilité d’administrer une quatrième dose de vaccin aux 

transplantés d'organes solides qui avaient une faible réponse après une troisième dose. Le but 

de cette étude est de décrire la cinétique des anticorps neutralisants contre la souche delta avant 

et après une quatrième dose du vaccin Sipekevax chez des transplantés rénaux ayant montré 

une faible réponse anticorps après 3 doses précédentes. Nous avons également évalué la 

corrélation entre cette activité neutralisante et les titres d'anticorps anti-RBD. Cette étude a été 

réalisée en collaboration avec l’institut Pasteur.  

2) Principaux points de méthodologie 

Les patients avec une réponse sérologique faible (titre d'IgG < 143 BAU/mL.) un mois après la 

troisième dose étaient éligibles pour une quatrième injection de 100 μg de Spikevax. Les titres 

d'IgG anti-RBD ont été quantifiés à l’aide du kit sérologique ARCHITECT IgG II Quant 

(Abbott, Abbott Park, Illinois, États-Unis).  

La neutralisation des virus vivants (souche delta) a été étudiée à l'aide d'une lignée cellulaire S-

Fuse. Les cellules U2OS-ACE2 GFP1-10 et GFP-11, aussi appelées cellules S-Fuse étaient 

utilisées. Ces cellules expriment ACE2 et GFP1–10 ou GFP11. Lorsqu’elles fusionnent à la 

suite d’une infection par le SARS-CoV-2, elles expriment la protéine GFP (protéine 
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fluorescente verte). L'infection a été donc quantifiée en mesurant le nombre de cellules GFP+. 

Les cellules ont été mélangées (rapport 1 : 1) et ont été distribuées dans des puits à hauteur de  

8 × 103 cellules par puits dans une plaque μClear à 96 puits (Greiner Bio-One). Les sérums ont 

été inactivés pendant 30 min à 56 °C avant utilisation. Les souches delta SARS-CoV-2 ont été 

incubées avec des sérums dilués en série durant 15 min à température ambiante et ajoutées aux 

cellules S-Fuse. Dix-huit heures plus tard, les cellules ont été fixées avec 2 % de 

paraformaldéhyde, lavées et colorées avec Hoechst (dilution 1 : 1000, Invitrogen). Les images 

ont été acquises avec un microscope confocal à haut contenu Opera Phenix (PerkinElmer). Les 

zones GFP+ ont été quantifiées à l'aide du logiciel Harmony (PerkinElmer). Le pourcentage de 

neutralisation a été calculé en utilisant le nombre de syncytia comme valeur avec la formule 

suivante : 100 × (1 – (valeur 'avec sérum' − valeur en 'non-infecté’) / (valeur en 'sans sérum' − 

valeur en 'non- infecté')). L'activité neutralisante contre la souche delta a été exprimée comme 

la concentration capable d'inhiber 50 % de l'inoculum viral (dilution inhibitrice 50, DI50 ; limite 

de détection : 7,5). Une DI50 > 30 était considérée comme positive. Ce seuil a été utilisé car la 

dilution la plus faible utilisée pour ce test chez les individus immunocompétents est de 1 : 30 - 

résultant en un seuil de détection DI50 de 30. Afin d'améliorer la comparabilité, nous avons 

appliqué le même seuil à la population étudiée. Lors de l'analyse de patients immunodéprimés 

avec une faible réponse humorale, une dilution supplémentaire a été étudiée (1 : 7,5) pour 

identifier un titre DI50 neutralisant plus précis. Les titres d’IgG anti-RBD et l'ID50 neutralisant 

ont été quantifiés un mois après les troisième et quatrième doses de vaccin. Afin d'exclure une 

immunité naturelle, les titres d'IgG de la protéine N anti-SARSCoV-2 ont été mesurés un mois 

après la quatrième dose de vaccin. 

3) Principaux résultats 

Soixante-sept transplantés rénaux ayant une faible réponse humorale après 3 doses du vaccin 

Spikevax ont reçu une quatrième dose. L'intervalle médian entre la troisième et la quatrième 
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dose était de 68 jours (EI 63–82 jours). Après la quatrième dose, la médiane du titre anti-RBD 

a augmenté de manière significative (p < 0,0001) de 13 BAU/ml (EI 2,6–66,3 BAU/ml) à 112,5 

BAU/ml (EI 13,5–260 BAU/ml) (figure 50). En parallèle, les titres médians de DI50 ont 

augmenté significativement (p = 0,0001) de < 7,5 (EI < 7,5–15,1) à 47,1 (EI < 7,5–284,2). 

Seulement 16 % des patients (n = 11) présentaient des anticorps neutralisants contre la souche 

delta avant la quatrième injection. Ce pourcentage est passé à 66 % (n = 44) après la 4ème dose. 

Les patients avec des anticorps neutralisants indétectables après la troisième dose étaient moins 

susceptibles de voir augmenter leur capacité neutralisante après la quatrième dose (variation 

médiane d'un facteur 1,1 [EI 1–7,5] contre 6,3 [EI 2–15,9] ; p = 0,01). Les patients sous 

tacrolimus, MMF et des stéroïdes ont affiché des titres DI50 neutralisants inférieurs (titres DI50 

médians 25,6 contre 140,6 ; p = 0,01). Les titres DI50 neutralisants contre le variant delta étaient 

positivement corrélés aux titres anti-RBD (Pearson r2 = 0,54 ; p < 0, 0001 ; figure 50). Pour des 

titres anti-RBD > 143 BAU/ml après la quatrième dose, la spécificité, la sensibilité, la valeur 

prédictive positive et la valeur prédictive négative pour détecter une activité neutralisante 

étaient de 92,9 %, 74,3 %, 93,6 % et 72,2 %. 
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Figure 50. Réponse post-quatrième dose du vaccin Spikevax  

(a) Titres d'anticorps anti-RBD après les troisième et quatrième doses du vaccin Spikevax chez 

67 transplantés rénaux. Un titre de > 7,1 BAU/ml a été considéré comme positif (ligne 

pointillée), tandis qu'un titre de < 143 BAU/ml a été considéré comme reflétant une faible 

réponse humorale (ligne noire). Les pourcentages de patients avec des titres supérieurs à 143 

BAU/ml avant et après la quatrième dose sont indiqués dans le graphique. Les lignes bleues 

représentent les patients avec un titre > 143 BAU/ml, tandis que les lignes rouges indiquent les 

patients avec un titre < 143 BAU/ml après la quatrième dose. (b) Dilution inhibitrice 

neutralisante 50 (DI50) contre le variant delta après les troisième et quatrième doses du vaccin 

Spikevax chez 67 greffés rénaux (limite de détection 7,5 ; ligne pointillée). Une DI50 

neutralisante > 30 a été considérée comme positive (ligne noire). Les pourcentages de patients 

présentant une activité neutralisante contre le variant delta avant et après la quatrième dose sont 

indiqués dans le graphique. Les lignes bleues représentent les patients avec une DI50 

neutralisante > 30, tandis que les lignes rouges indiquent les patients avec une DI50 

neutralisante < 30 après la quatrième dose. (c) Diagramme de dispersion et ligne de régression 

montrant une corrélation positive significative entre les titres d'anticorps anti-RBD (log 

BAU/ml) et le DI50 contre la souche delta (log ID50) avant et après la quatrième dose de 

Spikevax chez 67 greffés rénaux (Pearson r2 = 0,54 ; p < 0,0001). La ligne pointillée parallèle 

à l'axe y représente le seuil pour un titre DI50 neutralisant positif (30), tandis que la ligne 

pointillée parallèle à l'axe x représente le seuil pour un titre d'anticorps IgG RBD faible (143 

BAU/ml). 

 

La méthodologie, les résultats et la discussion détaillés du manuscrit concernant ces résultats 

sont présentés ci-dessous. 
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R esearch has suggested that even 3 doses of severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 mRNA-based vac-
cines might be unable to elicit a sufficient immune

response in immunocompromised kidney transplant recipi-
ents.1,2 Although the antibody response mounted by the Pfizer
andAstraZeneca vaccines in immunocompetent subjects seems
sufficient to neutralize the Delta variant,3 the effectiveness ap-
pears 3- to 5-fold lower than that observed against the Alpha
variant.4,5 In addition, standard vaccination schemes are beset
by low immunogenicity in immunocompromised subjects,
who remain prone to develop severe coronavirus disease 2019
(COVID-19).3 The purpose of this study is to describe the ki-
netics of the neutralizing antibody response against the Delta
strain before and after a fourth dose of the mRNA-1273 (Mod-
erna) vaccine in kidney transplant recipients who had experi-
enced a weak antibody response after 3 previous doses. We
also assessed the correlation between this neutralizing activity
and levels of IgG against the receptor-binding domain (RBD)
of the spike protein.

RESULTS

Sixty-seven kidney transplant recipients (median age 56.6
years; interquartile range [IQR] 47–64.6 years; n¼ 41 [61.2%]
men) showed a weak humoral response after 3 doses of
the mRNA-1273 vaccine and received a fourth dose
(SupplementaryMethods). None of these patients had a history
of COVID-19 and displayed anti–nucleocapsid antibodies. The
median interval from transplantation to the fourth dose was 6.1
years (IQR 2.2–11.4 years). As for immunosuppressive therapy,
97% of the study patients were being treated with calcineurin
inhibitors, 82% with mycophenolate mofetil, 76% with ste-
roids, and 18%withmammalian target of rapamycin inhibitors
(Table 1). The median interval between the third and fourth
doses was 68 days (IQR 63–82 days). After the fourth dose, the
median anti-RBD titer increased significantly (P < 0.0001)
from 13 binding antibody units (BAUs)/ml (IQR 2.6–66.3
BAUs/ml) to 112.5 BAUs/ml (IQR 13.5–260 BAUs/ml)
(Figure 1a). In parallel, median inhibitory dilution 50 (ID50)
titers increased significantly (P ¼ 0.0001) from <7.5
(IQR <7.5–15.1) to 47.1 (IQR <7.5–284.2). Although only
16% of patients (n ¼ 11) harbored neutralizing antibodies
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against the Delta strain before the fourth injection, this per-
centage raised to 66% (n ¼ 44) afterward (Figure 1b). Patients
with undetectable neutralizing antibodies after the third dose
were less likely to have their neutralizing capacity increased
after the fourth dose (median fold change 1.1 [IQR 1–7.5] vs.
6.3 [IQR 2–15.9]; P ¼ 0.01). Of the 9 patients who were sero-
negative after the third dose, only 1 displayed a strong anti-RBD
IgG response (>143 BAUs/ml) and 2 were able to neutralize the
Delta variant after the fourth dose. Additionally, 81% of patients
with a weak immune response after the third dose displayed a
strong anti-RBDIgGresponse after the fourth injection.Notably,
63.8% of themwere able to neutralize the Delta variant after the
fourth dose. Interestingly, patients under combined therapywith
tacrolimus,mycophenolatemofetil, and steroids displayed lower
neutralizing ID50 titers (median ID50 titers 25.6 vs. 140.6; P ¼
0.01). Neutralizing ID50 titers against the Delta variant were
positively correlatedwith anti-RBD titers (Pearson r2¼ 0.54;P<
0.0001; Figure 1c). Once the anti-RBD titer exceeded 143 BAUs/
ml after the fourth dose, the specificity, sensitivity, positive
predictive value, and negative predictive value for detecting
neutralizing activity were 92.9%, 74.3%, 93.6%, and 72.2%,
respectively. Neither major adverse events nor graft rejections
were observed after the fourth dose. One patient, who lacked
neutralizing activity after the fourth injection (ID50 titer <7.5),
developed symptomatic COVID-19 caused by the Delta variant
19 days after receiving the fourth dose.

DISCUSSION

In this cohort of 67 kidney transplant recipients who showed
a low immune response after 3 doses of the mRNA-1273
(Moderna) vaccine, a fourth dose significantly increased the
neutralizing response against the Delta variant. Specifically,
the proportion of patients harboring neutralizing antibodies

against the Delta strain rose significantly from 16% to 66%.
In our study, men displayed higher neutralizing ID50 titers
than did women. Although this observation has no obvious
pathophysiological explanations, it is in accordance with the
results published by Masset et al.6 after the third dose. Patients
with ahistory of cellularor antibody-mediated rejectionwere less
likely to display a neutralizing antibody response. This may be
attributed to a higher burden of immunosuppression imple-
mented in response to the rejection episodes. Only 2 published
studies have focused on the effect of a fourth vaccine dose in
patients who had undergone solid organ transplantation. In a
small cohort of 18 solid organ transplant recipients, Alejo et al.7

found that 8 patients with a negative or low response after the
third dose developed high antibody titers after the fourth in-
jection, a result in line with our current data.7 Moreover, 6 of the
10 patients who already had high positive titers after 3 doses
showed additional boosting after the fourth injection. This
report did not provide data on the neutralizing activity, which
has been shown to be highly predictive of immune protection
against symptomatic severe acute respiratory syndrome coro-
navirus 2 infection.8 In another cohort of 37 patients, Kamar
et al.9 assessed antibody response, neutralizing activity, andT-cell
response; a slight improvement of humoral response was
observed. In the work by Kamar et al.,9 86% of the study patients
(32 of 37) had no immune response after 3 doses. Conversely,
87%of our study participants (58 of 67) showed aweak antibody
response after 3 doses. This may at least in part explain the dis-
crepancies between the 2 investigations.

This is, to our knowledge, the first study to assess the effect
of a fourth dose vaccine by taking into account the neutral-
izing activity against the Delta variant. Previous research has
focused on the response of solid organ transplant recipients
after a third vaccine dose.1,6 Although improvements have

Table 1 | General characteristics of the study patients according to the neutralizing ID50 titers after the fourth dose

Characteristic
Entire cohort
(N [ 67)

Neutralizing ID50 below 30
(n [ 28)

Neutralizing ID50 above 30
(n [ 39) P

Age, yr 56.6 (47–64.6) 53.1 (45–64.6) 57.6 (50.6–64.6) 0.29
Male sex 41 (61.2) 12 (42.9) 29 (74.4) 0.01
BMI, kg/m2 25.6 (22.3–29.6) 24.3 (22.2–28.9) 26.6 (22.7–29) 0.48
Comorbidities

Cardiovascular disease 19 (28.4) 8 (28.5) 11 (28.2) 0.59
Diabetes 27 (39.3) 10 (35.7) 17 (43.6) 0.61
Hypertension 53 (79.1) 21 (75) 32 (82) 0.56

Time from kidney transplantation, yr 6.1 (2.2–11.4) 5.1 (1.8–11.1) 7.5 (2.5–11.3) 0.32
First transplantation 54 (80.6) 23 (82.1) 31 (79.5) 1
Deceased donor 55 (82.1) 22 (78.6) 33 (84.6) 0.54
CNI 0.2

Tacrolimus 51 (76.1) 24 (85.7) 27 (69.2)
Cyclosporine 14 (20.9) 3 (10.7) 11 (28.2)
No CNI 2 (3) 1 (3.6) 1 (2.6)

MMF/MPA 55 (82) 24 (85.7) 31 (79.5) 0.74
mTOR inhibitors 12 (17.9) 4 (14.3) 8 (20.5) 0.74
Steroids 51 (76.1) 24 (85.7) 27 (69.2) 0.15
Tacrolimus þ MMF/MPA þ steroids 35 (52.2) 19 (67.9) 16 (41) 0.05
Serum creatinine (mmol/l) 132 (106.2–162.5) 131.3 (100.2–157.8) 132 (115.3–162.6) 0.61
History of graft rejection 15 (22.4) 12 (42.8) 3 (7.7) 0.002

BMI, body mass index; CNI, calcineurin inhibitor; ID50, inhibitory dilution 50; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid; mTOR, mammalian target of rapamycin.
Data are expressed as median (interquartile range) or n (%).
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Figure 1 | (a) Anti–receptor-binding domain (RBD) antibody titers after the third and fourth doses of the mRNA-1273 (Moderna)
vaccine in 67 kidney transplant recipients. A titer of >7.1 binding antibody units (BAUs)/ml was regarded as positive (dotted line), whereas a
titer of <143 BAUs/ml was considered to reflect a weak humoral response (black line). The percentages of patients with titers above 143 BAUs/ml
before and after the fourth dose are shown in the graph. Blue lines represent patients with a titer of >143 BAUs/ml, whereas red lines denote
patients with a titer of <143 BAUs/ml after the fourth dose. (b) Neutralizing inhibitory dilution 50 (ID50) against the Delta variant after the third and
fourth doses of the mRNA-1273 (Moderna) vaccine in 67 kidney transplant recipients. Neutralizing antibodies were expressed as the concentration
capable of inhibiting 50% of the virus inoculum (ID50; limit of detection 7.5; dotted line). A neutralizing ID50 of>30 was considered as positive (black
line). The percentages of patients showing neutralizing activity against the Delta variant before and after the fourth dose are shown in the graph.
Blue lines represent patients with a neutralizing ID50 of>30, whereas red lines denote patients with a neutralizing ID50 of <30 after the fourth dose.
(c) Scattergram and regression line showing a significant positive correlation between anti-RBD IgG antibody titers (log BAUs/ml) and neutralizing
ID50 against the Delta strain (log ID50) before and after the fourth dose of the mRNA-1273 (Moderna) vaccine in 67 kidney transplant recipients
(Pearson r2 ¼ 0.54; P < 0.0001). The dotted line parallel to the y axis represents the cutoff for a positive neutralizing ID50 titer (30), whereas the
dotted line parallel to the x axis represents the cutoff for a weak RDB IgG antibody titer (143 BAUs/ml).
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been observed for both B- and T-cell responses, a significant
proportion of nonresponders (30%–50%) was reported. In a
double-blind, randomized, placebo-controlled trial of a third
dose of mRNA-1273 vaccine, Hall et al.2 found a higher
neutralizing activity in the vaccine group versus the placebo
group (median percent virus neutralization 71% vs. 25%,
respectively). These observations suggest the existence of an
“antigen dose effect,” indicating that stronger immune stimuli
are required to improve vaccine immunogenicity. There have
been previous reports of better immunogenicity after addi-
tional vaccine doses or higher vaccine dosing in immuno-
compromised patients.S1,S2 Although a consensus threshold
for COVID-19 seroprotection has not been defined yet,
higher antibody titers have been correlated with a reduced
risk of symptomatic infections.S3,S4 These data, coupled with
our findings, indicate that a fourth vaccine injection is
beneficial in transplant recipients who show a weak response
after 3 doses. It is nonetheless concerning that a fourth in-
jection was still unable to elicit neutralizing antibodies against
this variant in approximately one-third of our study sample.
These patients should maintain strict sanitary protection
measures and/or be considered as candidates for higher
vaccine doses or prophylactic administration of monoclonal
anti–severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 anti-
bodies. Although immunosuppressive modulation during
vaccination could be another alternative to improve vaccine
response, this approach should be weighed against the risk of
developing acute rejection. No data are currently available on
the cost-effectiveness of this strategy.

In summary, our data indicate that a fourth mRNA-1273
vaccine injection in kidney transplant recipients with a

weak antibody response after 3 previous doses improves
serum neutralization against the Delta variant.
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Supplementary Methods 

The serological response after the third vaccine dose was monitored in our entire kidney 

transplant cohort. Patients with a weak serological response one month after the third dose 

were eligible for a fourth injection of 100 μg of the mRNA-1273 (Moderna). Anti-SARS-

CoV-2 spike protein receptor-binding domain (RBD) IgG titers were measured with an 

ARCHITECT IgG II Quant test (Abbott, Abbott Park, IL, USA). Results in Arbitrary Units 

(AU)/mL specific of this assay were converted into Binding Antibody Units (BAUs)/mL 

adapted to the WHO standard for SARS-CoV-2 immunoglobulin by multiplying them by the 

factor 0.142 (assay range: 1–11360 BAUs/mL). The sequence used for RBD was from the 

WH-Human 1 coronavirus. In light of previous data showing that IgG titers >100 BAUs/mL 

(704 AUs/mL) were associated with the presence of neutralizing antibodies against the wild-

type virus and its common variants (alpha, beta, and gamma),S5 titers <100 BAUs/mL were 

considered to reflect a weak humoral response. We also considered titers between 100 

BAUs/mL and 143 BAUs/mL (1000 AUs/mL) as weak, thus posing an indication for a fourth 

vaccine dose. This decision was motivated by the willingness to protect frail patients who 

displayed titers slightly above 100 BAUs/mL against COVID-19. Neutralization of live 

viruses (delta strain) was investigated using a reporter cell line (S-Fuse cells)  as previously 

described.4 Following SARS-CoV-2-induced formation of syncytia, a GFP signal 

proportional to virus infectivity is generated. The percentage of neutralization was calculated 

using the number of syncytia according to the following formula: 100 × (1 − (value with 

serum − value in ‘noninfected’)/(value in ‘no serum’ − value in ‘noninfected’)). Neutralizing 

activity against the delta strain was expressed as the concentration capable of inhibiting 50% 

of the virus inoculum (inhibitory dilution 50, ID50; limit of detection: 7.5). A neutralizing 

ID50>30 was considered as positive.  This threshold was used since the lowest dilution used 

for this assay in immunocompetent individuals is generally 1:30 – resulting in an ID50 



detection threshold of 30.4 On analyzing immunocompromised patients with a weak humoral 

response, an additional dilution was studied (1:7.5) to identify a more precise neutralizing 

ID50 titer. In an effort to improve comparability, we applied the same threshold to the study 

population. Anti-RBD IgG and neutralizing ID50 were quantified one month after the third 

and fourth vaccine doses, respectively. In order to rule out natural immunity, anti-SARS-

CoV-2 nucleocapsid protein IgG titers were measured with an ARCHITECT SARS-CoV-2 

IgG assay (Abbott) one month after the fourth vaccine dose.  Continuous data are presented as 

medians and IQR and analyzed using the nonparametric Mann-Whitney U or Kruskal Wallis 

tests (for unmatched pairs) and the Wilcoxon signed rank tests (for matched pairs). 

Categorical variables are expressed as counts and percentages and compared using the 

Fisher’s exact test. The Pearson’s correlation coefficient (ρ) was used to express the 

correlation between neutralizing ID50 and IgG levels against the RBD. All calculations were 

performed using GraphPad Prism, version 8.0 (GraphPad Inc., San Diego, CA, USA). A two-

sided P value < .05 was considered statistically significant. The study protocol was approved 

by the local Ethics Committee (identifier: DC-2013–1990) and written informed consent was 

obtained from all participants. 
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D. Discussion globale sur la vaccination 

Dans ce travail, nous avons étudié la réponse humorale secondaire à l’administration d’un 

vaccin ARNm anti-SARS-CoV-2 (Spikevax) jusqu'à quatre doses dans une grande cohorte 

monocentrique de transplantés rénaux jusqu'à quatre doses. Le taux de séroconversion et 

l'ampleur de la réponse ont été analysés. Nous avons également étudié l'activité neutralisante 

après les 3ème et 4ème doses contre le variant delta (variant dominant au moment de l'étude) dans 

une partie de la cohorte. Nous avons analysé les principaux prédicteurs de la réponse humorale 

et de la cinétique des anticorps au fil du temps. 

Sur les 562 patients qui ont été suivis après deux doses de vaccin, le taux de séropositivité n'était 

que de 46,6 % et la réponse anticorps était généralement faible. Ces résultats sont cohérents 

avec les données publiées montrant que les taux de séroconversion des transplantés d'organe 

solide qui ont reçu deux doses de vaccin à ARNm variaient de 30 % à 48 %.632,633,642,643 Dans 

notre travail, nous avons trouvé qu'une troisième et une quatrième doses de vaccin administrées 

à des patients faiblement répondeurs améliorent la réponse vaccinale, permettant à environ 50% 

des séronégatifs d'obtenir une séroconversion à chaque dose. Dans la littérature, des doses 

supplémentaires de vaccins chez les transplantés améliorent les réponses humorale et cellulaire 

avec des taux de séroconversion similaire à nos résultats.636,644–647  

Cette faible réponse vaccinale expose à un risque de COVID-19 potentiellement grave. Une 

enquête multicentrique du registre français décrit 55 patients greffés qui se sont présentés avec 

le COVID-19 après une médiane de 22 jours post-vaccination à 2 doses : 15 (27 %) ont nécessité 

une hospitalisation pour oxygénothérapie. Parmi eux, 6 ont été admis dans une unité de soins 

intensifs et 3 sont décédés.648 Une étude tchèque portant sur 2101 greffés rénaux montre une 

réduction significative du COVID-19 chez les transplantés vaccinés (par rapport aux 

transplantés non vaccinés) mais l'incidence du COVID-19 chez les transplantés vaccinés reste 

plus élevée par rapport à la population générale.649 
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Pour cette raison, en plus de la séroconversion, nous nous sommes intéressés aux titres 

d'anticorps. Les patients avec des titres ≥ 143 BAU/mL étaient considérés comme bons 

répondeurs car ce seuil était corrélé à l'apparition d'anticorps neutralisants contre les principaux 

variant préoccupants au moment de l'étude (ère pré-delta) selon les données de notre 

laboratoire637 et était associé à une protection vaccinale > 70 %.638,650 Alors que le taux des 

bons répondeurs était passée de 22,2 % à 46,5 % après la troisième dose, plus de 50 % des 

participants de l'étude n’avaient toujours pas obtenu une protection considérée comme 

optimale. Lors de la campagne de vaccination pour la 4ème dose, qui a coïncidé avec 

l'émergence du variant delta caractérisé par un échappement à l'immunité naturelle et vaccinale, 

ce seuil de 143 BAU/mL était remis en question.515 Nous nous sommes donc intéressés à 

l'activité neutralisante contre ce variant. La proportion de patients porteurs d'anticorps 

neutralisants contre la souche delta a significativement augmentée passant de 16 % à 66 %. Le 

seuil de 143 BAU/mL gardait une bonne valeur prédictive positive pour prédire la présence 

d’anticorps neutralisants. L'augmentation du taux de bons répondeurs après chaque dose de 

vaccin et la réponse satisfaisante observée chez les transplantés ayant des antécédents de 

COVID-19 (même après une seule administration) suggèrent un effet significatif de la dose 

d’antigène. 

À l’inverse de la réponse humorale, la réponse cellulaire est plus fréquente après la vaccination 

des transplantés. Parmi quatorze études comprenant des données sur l'immunité des 

lymphocytes T, la plupart ont trouvé une meilleure réponse cellulaire T par rapport à la réponse 

humorale.651 Une étude montre que la prévalence des transplantés avec des lymphocytes T 

réactifs aux protéines S détectables était comparable à celle des témoins sains mais l’ampleur 

de cette réponse reste moins importante.652 Ces données suggèrent qu'une proportion de 

transplantés rénaux pourraient ne pas parvenir à une réponse humorale adéquate, mais 

pourraient développer des réponses cellulaires T réactives aux protéines S robustes. La présence 
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de cellules T anti-protéine S en l'absence d'anticorps spécifiques pourrait fournir un certain 

niveau de protection contre l'infection par le SARS-CoV-2 en limitant l'étendue de la réplication 

virale. 

Dans notre cohorte, les traitements immunosuppresseurs, notamment par le bélatacept et les 

antimétabolites étaient indépendamment associés à une réponse humorale moins prononcée. 

Les taux résiduels élevés d'inhibiteurs de la calcineurine et des doses élevées de MMF/MPA 

avaient également un impact sur la réponse humorale spécifiquement en post 2ème dose. Dans 

la littérature, un taux de séroconversion aussi faible que 6 % a été décrit chez les transplantés 

traités par bélatacept.653–655 Le bélatacept peut inhiber les lymphocytes T helper qui expriment 

CD28 de manière constitutive, les empêchant de fournir une aide aux cellules B et entraînant 

une réponse humorale défaillante. Ce blocage de la co-stimulation perturbe aussi le lien entre 

les lymphocytes B et le T folliculaire helper, ce qui réduit la formation de centres germinatifs.7 

De nombreuses études ont montré que l'utilisation d'antimétabolites réduit la réponse humorale 

à la vaccination de manière dose-dépendante chez les transplantés et les non 

transplantés.633,656,657 L'effet antiprolifératif du MMF à forte dose peut entraver la réaction du 

centre germinatif et être ainsi à l'origine de l'absence de réponse post-vaccinale.658 L'impact 

potentiel des inhibiteurs de la calcineurine reste controversé.633,659  

Les comorbidités notamment l'âge, le délai de greffe et une fonction rénale réduite étaient 

également associées à une moindre réponse vaccinale. Ces données sont cohérentes avec celles 

rapportées dans la littérature.651 

À partir de ces facteurs de risque de non-réponse, nous avons pu concevoir un score clinique 

simple pour prédire la réponse des transplantés rénaux après deux doses de vaccin. Lorsque le 

score était > 15, soixante-seize pour cent (76 %) de nos patients étaient incapables d'avoir une 
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protection humorale adéquate. Ainsi, cette échelle peut être utilisée pour identifier rapidement 

les transplantés rénaux qui nécessitent des stratégies de protection supplémentaires. 

En plus des doses vaccinales supplémentaires, plusieurs stratégies ont été proposées pour 

augmenter l'efficacité des vaccins contre le SARS-CoV-2 chez les personnes 

immunodéprimées. La réduction transitoire de l'immunosuppression peut améliorer la réponse 

immunitaire à la vaccination, mais au prix d'un risque accru de rejet. Un essai clinique 

randomisé pour évaluer cette stratégie est en cours.660 Dans une récente étude de 76 transplantés 

rénaux sans réponse sérologique après au moins trois vaccinations contre le COVID-19, le 

MMF/MPA a été suspendu chez 43 patients sélectionnés 5 à 7 jours avant la vaccination et 

pendant 4 semaines supplémentaires après la vaccination. La réponse vaccinale mesurée par 

une sérologie et les anticorps neutralisants était plus importante chez les patients ayant suspendu 

l'anti-métabolite. Chez ces patients, aucun épisode de rejet aigu n'est survenu pendant le suivi 

à court terme. Cependant, la résurgence d'anticorps anti-HLA antérieurs spécifiques au donneur 

a été détectée chez 7 patients.661 Pour les patients sous bélatacept, le vaccin administré le plus 

à distance de la perfusion de bélatacept pourrait améliorer l'immunogénicité.662 Le type de 

vaccin a également un impact sur la réponse vaccinale. Les vaccins à ARNm montrent un plus 

grand taux de séroconversion, notamment le vaccin Spikevax qui possède une dose d'antigène 

plus importante.651 Quant à la vaccination hétérologue, celle-ci n'a montré un bénéfice que si le 

schéma initial ne comportait pas de vaccin à ARNm.663–665 

La cinétique des anticorps a été évaluée à M3 après les deuxième et troisième doses et, dans un 

sous-groupe de patients, jusqu'à M6 après la deuxième dose. Les résultats ont révélé que les 

titres d'anticorps ont diminué d'environ 50 % à M3, puis ont encore diminué de 50 % entre M3 

et M6. Dans une étude portant sur 312 patients chez qui la cinétique des anticorps a été évaluée 

à M3 et M6 après la deuxième dose, le taux de séropositivité à 6 mois est resté stable (61 %). 
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666,667 Nos résultats sur la cinétique des anticorps après la troisième dose sont en accord avec 

ceux de Kamar et al qui ont trouvé des titres d'anticorps diminués à M3.668 Cependant, ces 

résultats sont différents de ceux rapportés pour les transplantés ayant des antécédents de 

COVID-19, qui ont pu maintenir une réponse anticorps stable jusqu’à M6.  

La baisse observée des anticorps chez les transplantés vaccinés appelle à proposer des doses de 

rappel soit en fonction des titres d'anticorps, soit à intervalles réguliers (par exemple, tous les 

trois à six mois). 
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Troisième partie : 

conclusions et 

perspectives 
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Dans ce travail, nous nous sommes intéressés à deux infections virales dans une population 

immunodéprimée constituée de transplantés rénaux : une infection virale opportuniste 

chronique (BKPyV) qui cible essentiellement le transplanté rénal et peut conduire à la perte du 

greffon et une infection communautaire aiguë par le SARS-CoV-2 qui montre la vulnérabilité 

des immunodéprimés. 

Notre étude sur le BKPyV apporte une preuve de concept sur l’intérêt des IgIV dans la 

réplication du BKPyV chez le transplanté rénal. Par un apport passif d’anticorps neutralisants 

via des IgIV, nous avons constaté une augmentation significative du titre d’anticorps 

neutralisants associée à une baisse de l’incidence de la virémie BKPyV et de la néphropathie à 

BKPyV chez des patients ayant de faibles taux d’anticorps neutralisants. Cependant, notre étude 

présente des limites par son design rétrospectif et le nombre relativement faible de patients. 

Pour cette raison, une étude prospective multicentrique randomisée dans le cadre d’un 

programme hospitalier de recherche clinique (PHRC) national (BKANIG) menée par notre 

équipe vient de débuter. Le but de cette étude est de confirmer ces résultats. Les patients ayant 

un faible titre de NAb BKPyV contre la souche du donneur le jour de la greffe seront 

randomisés soit dans le groupe « traitement par IgIV » soit dans le groupe contrôle non traité. 

Les patients traités bénéficieront de trois perfusions d’IgIV à trois semaines d’intervalle à partir 

de J10 de la transplantation. La cinétique des NAb, l’incidence de la virémie et de la 

néphropathie à BKPyV seront étudiées et comparées entre les deux groupes.   

Nos travaux sur le SARS-CoV-2 nous ont permis, tout d’abord, de caractériser le COVID-19 

chez le transplanté rénal. L’analyse des données cliniques et biologiques des premiers patients 

transplantés rénaux atteints du COVID-19 nous a permis de montrer que les comorbidités sont 

associées à la sévérité de l’infection et à la mortalité liée à celle-ci chez le transplanté. Le 

syndrome de relargage cytokinique était à l’origine de la gravité de la maladie. Le suivi des 
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marqueurs de ce syndrome nous a permis de stratifier le risque d’évolution de nos patients vers 

les formes graves de COVID-19 et d’avoir une prise en charge plus personnalisée et adaptée à 

chaque patient. Nous avons également analysé les paramètres virologiques. Ceci nous a permis 

de constater qu’après une infection par le SARS-CoV-2, les transplantés rénaux avaient une 

charge virale élevée dans les voies respiratoires hautes sur une durée plus importante. L’étude 

à partir de cultures virales a montré la présence de virus viable à plus de 30 jours après le début 

des symptômes. Ceci a eu pour effet une durée d’isolement de nos patientes plus longue afin 

d’éviter la propagation du virus. L’autre conséquence possible est que cette excrétion virale 

prolongée favoriserait l’émergence des nouveaux variants. Avant la disponibilité de la 

vaccination, nous avions étudié la réponse sérologique post-infection de nos patients dans le 

but de savoir s’ils étaient protégés après un COVID-19. Cette réponse sérologique était 

satisfaisante et persistante jusqu’à au moins 6 mois après l’infection. 

Enfin, nous nous sommes intéressés à la réponse vaccinale anti-SARS-CoV-2 dans une large 

cohorte monocentrique. Nous avons constaté que malgré quatre doses de vaccins, la réponse 

humorale restait insuffisante. Les comorbidités et l’immunosuppression sont les principaux 

facteurs de mauvaise réponse. Nous avons développé un score qui permet d’aider à la prédiction 

de la réponse vaccinale. 

Notre travail sur les transplantés rénaux et le COVID-19 s’est poursuivi au-delà de cette thèse. 

Nous nous intéressons aux anticorps monoclonaux spécifique du SARS-CoV-2 utilisés en tant 

que thérapie prophylactique en pré-exposition et en curatif. Ces préparations sont utilisées chez 

les transplantés à risque de formes sévères de COVID-19 et non-répondeurs à la vaccination. 

Depuis l’émergence du variant omicron, l’Evusheld est utilisé. Nous étudions son efficacité 

clinique et virologique, sa cinétique et les éventuels effets délétères. Certains de ces travaux se 

sont déjà concrétisés et d’autres sont en cours d’achèvement.  
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Annexes 

Principales publications sur la thématique concernant le BKPyV et le SARS-CoV-2 

chez le transplanté rénal 
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ABSTRACT BK polyomavirus (BKPyV)-associated nephropathy (BKPyVAN) is one of
the major causes of kidney graft dysfunction, and there are no BKPyV-specific antivi-
ral therapies available. BKPyV neutralizing antibodies (NAbs) play key roles in pro-
tecting against BKPyV replication and represent a potential therapeutic or preventive
strategy. In this study, we evaluated NAb titers in intravenous immunoglobulin (i.v.
Ig) preparations and in kidney transplant recipients (KTR) before and after i.v. Ig ad-
ministration. NAb titers directed against major BKPyV genotypes were measured us-
ing a BKPyV pseudovirion system. Thirty-three KTR receiving high (1 g/kg of body
weight/day; n � 17) or low (0.4 g/kg/day; n � 16) i.v. Ig doses were included. Median
NAb titers in i.v. Ig preparations ranged from 5.9 log10 50% inhibitory concentration
(IC50) for genotype I to 4.1 log10 IC50 for genotype IV. A mean of 90% of patients
(range, 88% to 100%) displaying low or negative BKPyV NAb titers against genotype
I reached 4 log10 IC50 after the first i.v. Ig administration. This value was reached by
a mean of 44% (range, 13% to 83%) and 19% (range, 0% to 38%) of patients against
genotype II and genotype IV, respectively. The benefit of i.v. Ig administration per-
sisted until the following course of treatment (day 22 � 7 days) for genotypes I and
II, and no cumulative effect was observed through the three doses. Our findings
demonstrate that i.v. Ig administration results in a significant increase in BKPyV NAb
titers in KTR. These in vitro and in vivo pharmacokinetic data provide the rationale
for a proof-of-concept study investigating the efficacy of i.v. Ig for the prevention of
BKPyV infection in KTR.

KEYWORDS BK nephropathy, BK virus, intravenous immunoglobulin, kidney
transplantation, viral infection

BK polyomavirus (BKPyV)-associated nephropathy (BKPyVAN), one of the worrisome
causes of kidney graft dysfunction, is a growing medical problem as the population

of transplant recipients continues to increase (1, 2). BKPyVAN arises from the use of
highly potent immunosuppressive drugs (3–5). Disruption of the balance between
BKPyV replication and host immune control is generally viewed as a key element of viral
pathogenesis (6). BKPyV replication occurs in 40% to 50% of kidney transplant recipi-
ents (KTR), followed by BKPyVAN in up to 10% of KTR (7). When nephropathy develops,
it leads to graft dysfunction and graft loss in up to 50% of patients (7, 8).

At present, there are no available BKPyV-specific antiviral therapies. A range of
therapeutic agents have been studied for the ability to treat polyomavirus infections,
including leflunomide, quinolones, and cidofovir, with variable success (9). Limited
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treatment modalities exist, and the most widely accepted intervention is reduction of
immunosuppressive therapy after confirmation or presumption of BKPyVAN (10, 11).
Unfortunately, this approach is not always successful and increases the risk of acute
rejection (5% to 25%) and donor-specific antibody (DSA) emergence (12, 13). Given the
incomplete success of preemptive and supportive strategies for BKPyV-associated
diseases, there is an urgent need to develop anti-BKPyV therapies. Human intravenous
immunoglobulin (i.v. Ig) forms the basis of immunopreventive and immunotherapeutic
strategies against many important human viral infections (14–18). Randhawa et al.
demonstrated that commercial preparations of i.v. Ig (Privigen and Cytogam) contain
potent neutralizing antibodies that are capable of neutralizing all major BKPyV geno-
types in vitro (19). In a recent study, we showed that BKPyV neutralizing antibodies
(NAbs) play a key role in protection against BKPyV replication in kidney transplant
recipients (20). A NAb titer against the donor’s strain lower than 4 log10 50% inhibitory
concentration (IC50) before transplantation was significantly associated with BKPyV
replication after transplantation (hazard ratio [HR] � 1.88; 95% confidence interval
[CI] � 1.06 to 3.45; P � 0.03). Taken together, these data suggest that i.v. Ig
administration may help to prevent BKPyV replication in vivo. In this study, we
evaluated the capacities of three commercial i.v. Ig preparations (Privigen, Clairyg,
and Octagam) to increase BKPyV NAb titers in vivo in KTR treated with low (0.4 g/kg
of body weight/day) or high (1 g/kg/day) i.v. Ig doses.

RESULTS
High titers of BKPyV genotype-specific NAbs in i.v. Ig preparations. Forty-three

commercial i.v. Ig batches were tested: Privigen, n � 25; Octagam, n � 9; and Clairyg,
n � 9 (see Tables S1, S2, and S3 in the supplemental material). All the i.v. Ig preparations
tested contained NAbs against the three major BKPyV genotypes. The NAb titers
ranged from 5.1 to 6.7 log10 IC50 against genotype I, from 4.4 to 5.5 log10 IC50 against
genotype II, and from 3.6 to 4.8 log10 IC50 against genotype IV. In agreement with the
results of the Kruskal-Wallis tests (see Fig. S1A, B, and C in the supplemental material),
Bayesian modeling of the posterior distributions of the NAb titers according to the
BKPyV genotype and commercial preparation showed a 99% probability that the NAb
titers were higher for genotype I than for genotype II or genotype IV (Fig. 1). Octagam
showed lower BKPyV NAb titers against genotype I (�0.5 log10) than Clairyg or Privigen,
with a probability of 96% (Fig. 1).

All the batches were tested in triplicate, and variations within the same i.v. Ig batch
were evaluated by calculating the mean intrabatch coefficient of variation (CV). All of
the commercial preparations showed intrabatch CV lower than 10% for the tested
BKPyV genotypes. Batch-to-batch variations within manufacturers were also evaluated
(see Tables S1, S2, and S3) and showed CV lower than 10%.

The neutralizing effect of i.v. Ig (Privigen) was confirmed in a culture system of
human renal proximal tubule epithelial cells (hRPTEC) infected by infectious BKPyV
strains (genotype I, genotype II, or genotype IV). A final 1/100,000 dilution of i.v. Ig led
to mean inhibition rates of 87% for genotypes I and II and 80% for genotype IV (see Fig.
S2A and B in the supplemental material).

KTR sera post-i.v. Ig administration efficiently neutralize BKPyV genotypes.
Thirty-three KTR were enrolled in the study, including 17 treated with 1 g/kg/day i.v. Ig
for 2 days every 3 weeks (�7 days) for antibody-mediated rejection (AMR group; n �

17) and 16 treated with 0.4 g/kg/day i.v. Ig for secondary immunodeficiency syndrome
(SIDS group; n � 16) every 3 weeks (�7 days). Patients’ characteristics are described in
Table 1 for both the AMR and the SIDS groups. Patients who received high doses of i.v.
Ig for AMR or low doses for SIDS displayed low urinary protein excretion. The median
proteinuria/creatinuria ratios were about 0.21 g/g (range, 0.07 to 0.81 g/g) and 0.45 g/g
(range, 0.12 to 1.85 g/g) in AMR and SIDS patients, respectively. Only two patients in the
SIDS group displayed proteinuria/creatinuria ratios above 1 g/g. IgG levels were avail-
able for most of the patients before i.v. Ig infusion, with a median of 6.4 g/liter (range,
2.2 to 11.5 g/liter). After i.v. Ig infusion, IgG levels were available mostly for SIDS
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patients, with a median of 8.9 g/liter (range, 7 to 11.7 g/liter). BKPyV DNA load moni-
toring was performed monthly for all patients for up to 12 months of follow-up, every
3 months during the second year after transplantation, and then every 6 months.
During this period, no patient displayed BKPyV replication in the group receiving high
doses of i.v. Ig. Among those receiving low doses of i.v. Ig, 3 out of 16 developed BKPyV
viruria: 1 patient who was highly immunosuppressed developed transient viremia
(56 days); 2 patients remained viruric. Among them, one patient harbored a BKPyV of
genotype II, for which i.v. Ig is hardly efficient.

At day 0, NAb titers against each BKPyV genotype were similar between the AMR
and the SIDS groups (P value � 0.16 for genotype I; P value � 0.14 for genotype II; P
value � 0.08 for genotype IV; Mann-Whitney test, � � 5%). Overall, the percentages of
patients displaying BKPyV NAb titers lower than 4 log10 IC50 were 64% (21/33) for
genotype I and 91% (30/33) for genotype II and genotype IV. Among these patients,
9.5% (2/21) showed negative BKPyV NAb titers (�2.5 log10 IC50) against genotype I,

FIG 1 Posterior distributions of the BKPyV NAb titers according to the genotype and commercial
preparation by Bayesian modeling. The density of Pr describes the continuous probability distribution of
the BKPyV NAb titers according to the genotype and commercial preparation. The BKPyV NAb titer
distribution values are depicted according to the BKPyV genotype (I, II, and IV) and for each commercial
preparation (Privigen, Octagam, and Clairyg). There was no overlap between genotypes, reflecting higher
titers for genotype I, followed by genotype II and genotype IV, for each commercial preparation. The
highest anti-BKPyV genotype I NAb titers were obtained for Privigen and Clairyg.

TABLE 1 Patients’ characteristicsa

Characteristic

Value for patients with i.v. Ig for:

AMR (n � 17) SIDS (n � 16)

Median age (yr) (range) 42.2 (18.0–72.6) 58.3 (17.7–69.5)
Male [n (%)] 9 (52.9) 12 (75)
1st graft [n (%)] 15 (88) 16 (100)
Living donor [n (%)] 2 (12) 4 (25)
No. of HLA mismatches [mean (range)] 3.4 (1–5) 3.9 (0–6)
Delay (mo) between graft and first i.v.

Ig injection [median (range)]
19.1 (0.8–134.7) 0.8 (0.7–1.6)

aPatient cohort, n � 33.
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33% (10/30) against genotype II, and 53% (16/30) against genotype IV (see Tables S4,
S5, and S6 in the supplemental material).

Analysis of NAb titers the day after the first injection (day 1) in the AMR group
showed a median increase of �1.3 log10 IC50 (range, 0.5 to 1.8) for genotype I, �0.9
log10 IC50 (range, 0.2 to 2.4) for genotype II, and �1.1 log10 IC50 (range, 0.2 to 2.5) for
genotype IV (see Tables S4, S5, and S6). In the SIDS group, the NAb titer increase was
�1.3 log10 IC50 (range, 0.4 to 2.0) for genotype I, �0.9 log10 IC50 (range, 0 to 1.1) for
genotype II, and �0.3 log10 IC50 (range, 0 to 1.0) for genotype IV (see Tables S4, S5, and
S6). Subsequent to the first injection, 90% (19/21) of patients reached a NAb titer of at
least 4 log10 IC50 against genotype I, including 100% of the patients in the AMR group
and 88% in the SIDS group; 44% (12/27) against genotype II, including 83% (10/12) in
the AMR group versus 13% (2/15) in the SIDS group; and 18.5% (5/27) against genotype
IV, including 38% (5/13) in the AMR group and no patients (0/14) in the SIDS group.
According to Bayesian modeling of the posterior distributions of the NAb titers before
and after i.v. Ig injection, the observed increases were not relevantly different between
the two groups for genotype I (probability of a 0.5 log10 increase [Pr], �0.75). However,
this increase was higher in the AMR group than in the SIDS group for both genotype
II (Pr � 0.92 versus 0.05, respectively) and genotype IV (Pr � 0.94 versus 0, respectively)
(Fig. 2).

In both AMR and SIDS patients, BKPyV NAb titers against genotypes I and II
remained stable over two i.v. Ig injections (Fig. 3). The decrease observed was lower
than or equal to �0.5 log10 IC50 (for genotype I, the AMR median was �0.5 log10 IC50

and the SIDS median was �0.4 log10 IC50 [P value, 0.44]; for genotype II, the AMR
median was �0.4 log10 IC50, and the SIDS median was �0.3 log10 IC50 [P value, 0.0925];
Mann-Whitney test, � � 5%).

DISCUSSION

Human i.v. Ig is not only a source of passive immunity, but also a powerful
immunomodulatory and anti-inflammatory agent. These molecules are therefore
widely used in solid organ transplantation (i.e., for HLA and ABO blood group antibody
desensitization, treatment of AMR, or treatment of SIDS) (21–25).

In this study, we showed that (i) i.v. Ig contained high NAb titers against the major
BKPyV genotypes, (ii) NAb titers were similar between batches of the same commercial
preparation but differed depending on the i.v. Ig supplier, and (iii) i.v. Ig administration
increased BKPyV genotype-specific NAb titers in KTR.

The three i.v. Ig types tested contained high NAb titers against BKPyV genotypes I
and II and only low titers against genotype IV. Since i.v. Ig preparations are derived from
pooled human plasma from thousands of donors, this result may reflect the prevalence
of BKPyV genotypes in the healthy population. This is true for BKPyV genotype I, which
is known to be the most prevalent. However, NAb titers against BKPyV genotype II were
higher than expected. Similar findings were reported by Pastrana et al. in healthy
donors and by Randhawa et al. in i.v. Ig, where the genotype II seroprevalence was
below that of genotype I but higher than that of genotype IV (19, 26, 27). In a
longitudinal study, we also demonstrated that the genotype II seroprevalence in KTR
was approximately 10-fold higher than the PCR-based prevalence (28). This difference
cannot be explained by the PCR results because our PCR assay was able to detect and
adequately quantify all of the BKPyV genotypes (29); the difference also cannot be
explained by cross-reactivity because genotypes I and II have low sequence homology
in the major NAb epitope, which is the VP1 BC loop. On the other hand, the
difference suggests that genotype II may be prone to clearance from the genito-
urinary tract or have low reactivation potential; further research is warranted to
address this observation.

NAb titers were similar between batches but were different between the commer-
cial i.v. Ig preparations. Octagam showed lower NAb titers against genotype I (�0.5
log10) than Privigen and Clairyg. The impacts of the manufacturing techniques and
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FIG 2 Posterior distributions of the BKPyV NAb titers before and after i.v. Ig injection according to the
genotype and type of patients by Bayesian modeling. The density of Pr describes the continuous

(Continued on next page)
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donor characteristics on the antibody concentrations in the three commercial prepa-
rations remain to be determined.

The results of the in vivo experiments were consistent with the in vitro data.
Administration of i.v. Ig either at low (0.4 g/kg/day) or high (1 g/kg/day) doses to KTR
significantly increased the BKPyV NAb titers in KTR sera by up to 2.4 log10 units against
genotype I, and only high doses led to NAb titer increases, up to 1 log10 unit, against
genotype II and genotype IV. In KTR, we (20) and others (30) have shown that NAb titers
increase after the onset of BKPyV replication and that an early and effective neutralizing
response against the replicating strain (mainly of donor origin) prevents the develop-
ment of viremia. We therefore defined a cutoff value of 4 log10 IC50 at transplantation
as a protective NAb titer against BKPyV replication, supporting the potential benefit of
administering NAbs as a preventive strategy against BKPyV infection (20). In the present
study, 64% of patients displayed low or negative BKPyV NAb titers against genotype I
before i.v. Ig administration, and 90% of these patients reached the value of 4 log10 IC50

after the first administration. This value was reached against genotype II in 83% of
patients treated with high doses of i.v. Ig and in only 13% of patients treated with low
i.v. Ig doses. As expected, only a few treated patients were able to reach the 4 log10 IC50

value against genotype IV. These results strongly suggested that i.v. Ig could be used
at a dose of 0.4 g/kg/day to reach the cutoff value of 4 log10 IC50 for BKPyV NAbs
against genotype I. Due to their paucity in i.v. Ig preparations, only high doses of i.v. Ig
may induce protective NAb titers against genotypes II and IV.

FIG 2 Legend (Continued)
probability distribution of BKPyV NAb titers before and after i.v. Ig injection according to the genotype
and the patient group (AMR or SIDS). The BKPyV NAb titer distribution values are depicted according to
the BKPyV genotype (I [A], II [B], and IV [C]) before and after i.v. Ig injection for both SIDS (blue) and AMR
(red) patients. The observed NAb titer increases were not relevantly different between the two groups
of patients for genotype I (probability of a 0.5 log10 increase [Pr], �0.75). However, the increase was
greater in the AMR group than in the SIDS group for both genotype II (Pr � 0.92 versus 0.05, respectively)
and genotype IV (Pr � 0.94 versus 0, respectively).

FIG 3 Dynamics of posterior means of NAb titers over time according to BKPyV genotype in patients
receiving successive i.v. Ig administrations. The estimated means of BKPyV NAb titers are depicted
according to the BKPyV genotype (I, II, and IV) for both SIDS and AMR patients. There was no cumulative
effect of i.v. Ig administration for any genotype.
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The benefit of i.v. Ig administration persisted until the next injection (i.e. 22 days �

7 days) in the two groups. This lasting effect of i.v. Ig administration for genotype I
suggested that one injection per month over the first 3 months posttransplantation
could restore humoral protection during this period—the time of highest risk for BKPyV
reactivation—and beyond. The beneficial effect of i.v. Ig administration was not main-
tained for genotype II in the SIDS group and for genotype IV in both the SIDS and AMR
groups.

Human i.v. Ig has been used as an empirical therapy against BKPyV infection;
however, currently available studies are not easy to evaluate because of the absence of
controlled arms. All such studies used i.v. Ig therapy after the occurrence of BKPyV
viremia and/or BKPyVAN, associated or not with a concomitant treatment intervention
(14–18). To our knowledge, this is the first time that i.v. Ig was considered to be a
potential tool to prevent postgraft BKPyV infection in KTR.

In summary, our study has provided in vitro and in vivo pharmacokinetic data
showing that i.v. Ig administration resulted in an increase in BKPyV NAb titers in kidney
transplant recipients, reaching a protective threshold for at least two of the three major
genotypes. The immunomodulatory effects of i.v. Ig may be beneficial and may provide
an optimal balance between rejection and viral reactivation risks. The potential cost
of this preventive strategy is estimated to be around €3,000 (for SIDS, in an adult
weighing 70 kg). The cost of i.v. Ig therapy could vary greatly according to the country
and is closer to $12,000 in the United States. However, these estimated costs should be
considered in comparison to the cost generated by a patient hospitalization due to
BKPyV disease complications (around €4,698 [$6,109] for 1 day of hospitalization)
and/or the tremendous cost of graft loss and return to dialysis (31). Overall, although
limited by the small sample size (164 samples from 33 patients) and the retrospective
design of the study, our findings provide a rationale for a proof-of-concept study
investigating the efficacy of i.v. Ig for the prevention of BKPyV infection in kidney
transplant recipients.

MATERIALS AND METHODS
Study population. Kidney transplant recipients who were BKPyV seronegative or displayed low NAb

titers (�4 log10 IC50) against at least one BKPyV genotype and received i.v. Ig therapy were enrolled in
this study. Every 3 weeks (�7 days), all the KTR received a dose of 1 g/kg/day of i.v. Ig over 2 days for AMR
proved by allograft biopsy and/or detection of DSAs, or a dose of 0.4 g/kg/day for SIDS. Blood samples
were collected in the AMR group before and 1 day after each i.v. Ig administration and in the SIDS group
before and 1 to 7 days after each i.v. Ig administration. We assigned day 0, day 22, and day 44 as the days
before i.v. Ig administration and day 1, day 23, and day 45 as the days after i.v. Ig administration. BKPyV
replication was monitored using BKPyV quantitative real-time PCR (BK Virus R-Gene kit; bioMérieux,
Marcy l’Etoile, France) in urine and blood samples collected at the time of transplantation, monthly for
all patients for up to 12 months of follow-up, every 3 months during the second year after transplan-
tation, and then every 6 months. To ensure that variations in BKPyV NAb titers were due only to i.v. Ig
administration and not to recipient immune humoral responses upon viral reactivation (20), only
non-replicative recipients were included in the study. Gamma globulin titers were tested in all KTR at
10 days, 3 months, and 1 year and yearly after transplantation. The research protocol was approved by
the institutional review board of Strasbourg University Hospitals under reference number CPP-EST
DC-2013-1990.

I.v. Ig preparations. Three i.v. Ig preparations (human immunoglobulin derived from healthy human
subjects) were tested: (i) Privigen, 100 mg/ml (CSL Behring GmbH, Marburg, Germany); (ii) Octagam,
100 mg/ml (Octapharma, Lachen, Switzerland); and (iii) Clairyg, 50 mg/ml (LFB-Biomédicaments, Les Ulis,
France). Privigen was used in 30 patients (14 AMR and 16 SIDS), Octagam in 1 patient (AMR), and Clairyg
in 2 patients (AMR).

Neutralization assay. Neutralization assays were performed using a BKPyV pseudovirion system
expressing the capsid proteins of BKPyV genotype I, II, or IV, as previously described (20, 26). The assay
enabled the quantification of antibody titers that functionally neutralized the infectivity of the various
BKPyV genotypes, each of which is known to be a distinct neutralization serotype (26). BKPyV genotype
III was not represented in our study because genotype III represents less than 1% of BKPyV isolates in
Europe and several studies have suggested that BKPyV genotypes II and III may belong to the same
genotype (20, 32). The neutralization titer was defined as the sample dilution that yielded 50% inhibition
of pseudovirion infectivity (IC50) and was expressed as the log10 of the IC50. Sera were considered
nonneutralizing if the 1:100 dilution (2.0 log10) did not lead to a reduction of at least 50% of the
luminometric signal relative to the control condition without serum or with the negative control (i.e., 50%
neutralization of the reporter vector). A neutralization titer of 2.5 log10 IC50 was set as the threshold of
antibody-mediated neutralization quantification. To minimize any variation, a single pseudovirion stock
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was produced for each genotype, aliquoted, and used for all experiments. The neutralizing effect of i.v.
Ig (Privigen) on pseudovirions was confirmed in a culture system that used primary cells (hRPTEC), the
infectious BKPyV strain Dunlop (genotype Ia), and patient-derived BKPyV strains (genotype I, genotype
II, and genotype IV). The infectivity rates were measured by real-time PCR (Light Cycler 480; Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), and the GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
gene was used as a reference gene for normalization of the quantitative-PCR data. Each genotype was
tested in duplicate, and two sets of experiments were performed.

Statistical analyses. Statistical analyses were performed using GraphPad (San Diego, CA, USA) Prism
6 software. The distributions of continuous data were compared using nonparametric Mann-Whitney and
Kruskal-Wallis tests when comparing groups of patients or i.v. Ig preparations, and Wilcoxon signed-rank
tests were used for paired comparisons. The distribution of categorical variables was compared using
chi-square or Fisher’s exact tests.

We used Bayesian methods (33–35) to estimate the posterior probability distribution of the BKPyV
NAb titers (mixed linear models) with noninformative priors using two different models aimed at (i)
comparing NAb titers against the different BKPyV genotypes in commercial preparations and (ii)
assessing the dynamics of individuals’ NAb titers over time according to the i.v. Ig dosing and the
baseline titer. The probability of a substantially increased NAb titer (i.e., a NAb titer of �4 log10 IC50) was
calculated from the posterior distributions. Statistical interpretation of the Bayesian analysis was ex-
pressed as the probability (Pr) of observing a difference in the NAb titer greater than 0.5 log10 IC50

between two commercial preparations, two genotypes, two groups, or two time points. The 0.5 threshold
corresponded to the standard deviation of the neutralization assay and was considered clinically
relevant. All Bayesian analyses were performed with JAGS using the rjags package in R version 3.1.1.

SUPPLEMENTAL MATERIAL
Supplemental material for this article may be found at https://doi.org/10.1128/AAC

.00393-19.
SUPPLEMENTAL FILE 1, PDF file, 0.4 MB.

ACKNOWLEDGMENTS
We thank Christopher B. Buck for expression plasmids for VP1, VP2, and VP3 and the

National Cancer Institute Tumor Repository for 293TT cells.
This work was supported by grants from the Hôpitaux Universitaires de Stras-

bourg (Recherche Non-Interventionnelle [RNI] 2016, no. 6368), the Agence Nationale
de la Recherche (ANR), Laboratoire d’Excellence TRANSPLANTEX (ANR-11-LABX-0070_
TRANSPLANTEX), and Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale (UMR_S
1109).

We have no conflicts of interest to disclose.

REFERENCES
1. Hirsch HH, Snydman DR. 2005. BK virus: opportunity makes a pathogen.

Clin Infect Dis 41:354 –360. https://doi.org/10.1086/431488.
2. Hariharan S. 2006. BK virus nephritis after renal transplantation. Kidney

Int 69:655– 662. https://doi.org/10.1038/sj.ki.5000040.
3. Hirsch HH, Knowles W, Dickenmann M, Passweg J, Klimkait T, Mihatsch

MJ, Steiger J. 2002. Prospective study of polyomavirus type BK replica-
tion and nephropathy in renal-transplant recipients. N Engl J Med
347:488 – 496. https://doi.org/10.1056/NEJMoa020439.

4. Hirsch HH, Randhawa P, AST Infectious Diseases Community of Practice.
2013. BK polyomavirus in solid organ transplantation. Am J Transplant
13(Suppl 4):179 –188. https://doi.org/10.1111/ajt.12110.

5. Hirsch HH, Vincenti F, Friman S, Tuncer M, Citterio F, Wiecek A, Scheuer-
mann EH, Klinger M, Russ G, Pescovitz MD, Prestele H. 2013. Polyoma-
virus BK replication in de novo kidney transplant patients receiving
tacrolimus or cyclosporine: a prospective, randomized, multicenter study.
Am J Transplant 13:136 –145. https://doi.org/10.1111/j.1600-6143.2012
.04320.x.

6. Borni-Duval C, Caillard S, Olagne J, Perrin P, Braun-Parvez L, Heibel F,
Moulin B. 2013. Risk factors for BK virus infection in the era of thera-
peutic drug monitoring. Transplantation 95:1498 –1505. https://doi.org/
10.1097/TP.0b013e3182921995.

7. Kuypers DR. 2012. Management of polyomavirus-associated nephropa-
thy in renal transplant recipients. Nat Rev Nephrol 8:390 – 402. https://
doi.org/10.1038/nrneph.2012.64.

8. Wadei HM, Rule AD, Lewin M, Mahale AS, Khamash HA, Schwab TR, Gloor
JM, Textor SC, Fidler ME, Lager DJ, Larson TS, Stegall MD, Cosio FG,
Griffin MD. 2006. Kidney transplant function and histological clearance

of virus following diagnosis of polyomavirus-associated nephropathy
(PVAN). Am J Transplant 6:1025–1032. https://doi.org/10.1111/j.1600
-6143.2006.01296.x.

9. Barth H, Solis M, Lepiller Q, Sueur C, Soulier E, Caillard S, Stoll-Keller F,
Fafi-Kremer S. 2017. 45 years after the discovery of human polyomavi-
ruses BK and JC: time to speed up the understanding of associated
diseases and treatment approaches. Crit Rev Microbiol 43:178 –195.
https://doi.org/10.1080/1040841X.2016.1189873.

10. Schaub S, Hirsch HH, Dickenmann M, Steiger J, Mihatsch MJ, Hopfer H,
Mayr M. 2010. Reducing immunosuppression preserves allograft func-
tion in presumptive and definitive polyomavirus-associated nephropa-
thy. Am J Transplant 10:2615–2623. https://doi.org/10.1111/j.1600-6143
.2010.03310.x.

11. Menter T, Mayr M, Schaub S, Mihatsch MJ, Hirsch HH, Hopfer H. 2013.
Pathology of resolving polyomavirus-associated nephropathy. Am J
Transplant 13:1474 –1483. https://doi.org/10.1111/ajt.12218.

12. Mayr M, Nickeleit V, Hirsch HH, Dickenmann M, Mihatsch MJ, Steiger J.
2001. Polyomavirus BK nephropathy in a kidney transplant recipient:
critical issues of diagnosis and management. Am J Kidney Dis 38:E13.

13. Hirsch HH, Babel N, Comoli P, Friman V, Ginevri F, Jardine A, Lauten-
schlager I, Legendre C, Midtvedt K, Muñoz P, Randhawa P, Rinaldo CH,
Wieszek A, ESCMID Study Group of Infection in Compromised Hosts.
2014. European perspective on human polyomavirus infection, replica-
tion and disease in solid organ transplantation. Clin Microbiol Infect
20(Suppl 7):74 – 88. https://doi.org/10.1111/1469-0691.12538.

14. Sener A, House AA, Jevnikar AM, Boudville N, McAlister VC, Muirhead N,
Rehman F, Luke PP. 2006. Intravenous immunoglobulin as a treatment

Velay et al. Antimicrobial Agents and Chemotherapy

August 2019 Volume 63 Issue 8 e00393-19 aac.asm.org 8

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 h
ttp

s:
//j

ou
rn

al
s.

as
m

.o
rg

/jo
ur

na
l/a

ac
 o

n 
16

 O
ct

ob
er

 2
02

2 
by

 1
93

.5
4.

11
0.

61
.

https://doi.org/10.1128/AAC.00393-19
https://doi.org/10.1128/AAC.00393-19
https://doi.org/10.1086/431488
https://doi.org/10.1038/sj.ki.5000040
https://doi.org/10.1056/NEJMoa020439
https://doi.org/10.1111/ajt.12110
https://doi.org/10.1111/j.1600-6143.2012.04320.x
https://doi.org/10.1111/j.1600-6143.2012.04320.x
https://doi.org/10.1097/TP.0b013e3182921995
https://doi.org/10.1097/TP.0b013e3182921995
https://doi.org/10.1038/nrneph.2012.64
https://doi.org/10.1038/nrneph.2012.64
https://doi.org/10.1111/j.1600-6143.2006.01296.x
https://doi.org/10.1111/j.1600-6143.2006.01296.x
https://doi.org/10.1080/1040841X.2016.1189873
https://doi.org/10.1111/j.1600-6143.2010.03310.x
https://doi.org/10.1111/j.1600-6143.2010.03310.x
https://doi.org/10.1111/ajt.12218
https://doi.org/10.1111/1469-0691.12538
https://aac.asm.org


for BK virus associated nephropathy: one-year follow-up of renal allo-
graft recipients. Transplantation 81:117–120. https://doi.org/10.1097/01
.tp.0000181096.14257.c2.

15. Sharma AP, Moussa M, Casier S, Rehman F, Filler G, Grimmer J. 2009.
Intravenous immunoglobulin as rescue therapy for BK virus nephropa-
thy. Pediatr Transplant 13:123–129. https://doi.org/10.1111/j.1399-3046
.2008.00958.x.

16. Anyaegbu EI, Almond PS, Milligan T, Allen WR, Gharaybeh S, Al-Akash SI.
2012. Intravenous immunoglobulin therapy in the treatment of BK viremia
and nephropathy in pediatric renal transplant recipients. Pediatr Transplant
16:E19–E24. https://doi.org/10.1111/j.1399-3046.2010.01384.x.

17. Vu D, Shah T, Ansari J, Naraghi R, Min D. 2015. Efficacy of intravenous
immunoglobulin in the treatment of persistent BK viremia and BK virus
nephropathy in renal transplant recipients. Transplant Proc 47:394 –398.
https://doi.org/10.1016/j.transproceed.2015.01.012.

18. Kable K, Davies CD, O’Connell PJ, Chapman JR, Nankivell BJ. 2017.
Clearance of BK virus nephropathy by combination antiviral therapy
with intravenous immunoglobulin. Transplant Direct 3:e142. https://doi
.org/10.1097/TXD.0000000000000641.

19. Randhawa P, Pastrana DV, Zeng G, Huang Y, Shapiro R, Sood P, Puttara-
jappa C, Berger M, Hariharan S, Buck CB. 2015. Commercially available
immunoglobulins contain virus neutralizing antibodies against all major
genotypes of polyomavirus BK. Am J Transplant 15:1014 –1020. https://
doi.org/10.1111/ajt.13083.

20. Solis M, Velay A, Porcher R, Domingo-Calap P, Soulier E, Joly M, Meddeb
M, Kack-Kack W, Moulin B, Bahram S, Stoll-Keller F, Barth H, Caillard S,
Fafi-Kremer S. 2018. Neutralizing antibody-mediated response and risk
of BK virus-associated nephropathy. J Am Soc Nephrol 29:326 –334.
https://doi.org/10.1681/ASN.2017050532.

21. Jordan SC, Tyan D, Czer L, Toyoda M. 1998. Immunomodulatory actions
of intravenous actions of intravenous immunoglobulins (i.v. Ig): Potential
applications in applications in solid organ transplant recipients. Pediatr
Transplant 2:92–105.

22. Casadei DH, del C Rial M, Opelz G, Golberg JC, Argento JA, Greco G,
Guardia OE, Haas E, Raimondi EH. 2001. A randomized and prospective
study comparing treatment with high-dose intravenous immunoglobu-
lin with monoclonal antibodies for rescue of kidney grafts with steroid-
resistant rejection. Transplantation 71:53–58. https://doi.org/10.1097/
00007890-200101150-00009.

23. Jordan SC, Tyan D, Stablein D, McIntosh M, Rose S, Vo A, Toyoda M, Davis
C, Shapiro R, Adey D, Milliner D, Graff R, Steiner R, Ciancio G, Sahney S,
Light J. 2004. Evaluation of intravenous immunoglobulin as an agent to
lower allosensitization and improve transplantation in highly-HLA sen-
sitized adult patients with end stage renal disease: Report of the NIH
IG02 trial. J Am Soc Nephrol 15:3256 –3262. https://doi.org/10.1097/01
.ASN.0000145878.92906.9F.

24. Vo AA, Lukovsky M, Toyoda M, Wang J, Reinsmoen NL, Lai CH, Peng A,
Villicana R, Jordan SC. 2008. Rituximab and intravenous immune glob-
ulin for desensitization during renal transplantation. N Engl J Med
359:242–251. https://doi.org/10.1056/NEJMoa0707894.

25. Perez EE, Orange JS, Bonilla F, Chinen J, Chinn IK, Dorsey M, El-Gamal Y,
Harville TO, Hossny E, Mazer B, Nelson R, Secord E, Jordan SC, Stiehm ER,
Vo AA, Ballow M. 2017. Update on the use of immunoglobulin in human
disease: a review of evidence. J Allergy Clin Immunol 139:S1–S46.
https://doi.org/10.1016/j.jaci.2016.09.023.

26. Pastrana DV, Ray U, Magaldi TG, Schowalter RM, Çuburu N, Buck CB.
2013. BK polyomavirus genotypes represent distinct serotypes with
distinct entry tropism. J Virol 87:10105–10113. https://doi.org/10.1128/
JVI.01189-13.

27. Randhawa PS, Schonder K, Shapiro R, Farasati N, Huang Y. 2010.
Polyomavirus BK neutralizing activity in human immunoglobulin
preparations. Transplantation 89:1462–1465. https://doi.org/10.1097/
TP.0b013e3181daaaf1.

28. Solis M, Meddeb M, Sueur C, Domingo-Calap P, Soulier E, Chabaud A,
Perrin P, Moulin B, Bahram S, Stoll-Keller F, Caillard S, Barth H, Fafi-
Kremer S, French BKV Study Group. 2015. Sequence variation in ampli-
fication target genes and standards influences interlaboratory compar-
ison of BK virus DNA load measurement. J Clin Microbiol 53:3842–3852.
https://doi.org/10.1128/JCM.02145-15.

29. Sueur C, Solis M, Meddeb M, Soulier E, Domingo-Calap P, Lepiller Q,
Freitag R, Bahram S, Caillard S, Barth H, Stoll-Keller F, Fafi-Kremer S. 2014.
Toward standardization of BK virus monitoring: evaluation of the BK
virus R-gene kit for quantification of BK viral load in urine, whole-blood,
and plasma specimens. J Clin Microbiol 52:4298 – 4304. https://doi.org/
10.1128/JCM.02031-14.

30. Pastrana DV, Brennan DC, Cuburu N, Storch GA, Viscidi RP, Randhawa PS,
Buck CB. 2012. Neutralization serotyping of BK polyomavirus infection in
kidney transplant recipients. PLoS Pathog 38: 1078 –1084. https://doi
.org/10.1371/journal.ppat.1002650.

31. Gilis L, Morisset S, Billaud G, Ducastelle-Leprêtre S, Labussière-Wallet H,
Nicolini FE, Barraco F, Detrait M, Thomas X, Tedone N, Sobh M, Chidiac
C, Ferry T, Salles G, Michallet M, Ader F, Lyon BK Virus Study Group. 2014.
High burden of BK virus-associated hemorrhagic cystitis in patients
undergoing allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. Bone
Marrow Transplant 49:664 – 670. https://doi.org/10.1038/bmt.2013.235.

32. Luo C, Bueno M, Kant J, Randhawa P. 2008. Biologic diversity of polyo-
mavirus BK genomic sequences: implications for molecular diagnostic
laboratories. J Med Virol 80:1850 –1857. https://doi.org/10.1002/jmv
.21281.

33. Wijeysundera DN, Austin PC, Hux JE, Beattie WS, Laupacis A. 2009.
Bayesian statistical inference enhances the interpretation of contempo-
rary randomized controlled trials. J Clin Epidemiol 62:13–21. https://doi
.org/10.1016/j.jclinepi.2008.07.006.

34. Spiegelhalter DJ, Myles JP, Jones DR, Abrams KR. 1999. Methods in
health service research. An introduction to Bayesian methods in health
technology assessment. BMJ 319:508 –512. https://doi.org/10.1136/bmj
.319.7208.508.

35. Adamina M, Tomlinson G, Guller U. 2009. Bayesian statistics in oncology.
a guide for the clinical investigator. Cancer 115:5371–5381. https://doi
.org/10.1002/cncr.24628.

BKPyV Neutralization in Kidney Transplants Antimicrobial Agents and Chemotherapy

August 2019 Volume 63 Issue 8 e00393-19 aac.asm.org 9

D
ow

nl
oa

de
d 

fr
om

 h
ttp

s:
//j

ou
rn

al
s.

as
m

.o
rg

/jo
ur

na
l/a

ac
 o

n 
16

 O
ct

ob
er

 2
02

2 
by

 1
93

.5
4.

11
0.

61
.

https://doi.org/10.1097/01.tp.0000181096.14257.c2
https://doi.org/10.1097/01.tp.0000181096.14257.c2
https://doi.org/10.1111/j.1399-3046.2008.00958.x
https://doi.org/10.1111/j.1399-3046.2008.00958.x
https://doi.org/10.1111/j.1399-3046.2010.01384.x
https://doi.org/10.1016/j.transproceed.2015.01.012
https://doi.org/10.1097/TXD.0000000000000641
https://doi.org/10.1097/TXD.0000000000000641
https://doi.org/10.1111/ajt.13083
https://doi.org/10.1111/ajt.13083
https://doi.org/10.1681/ASN.2017050532
https://doi.org/10.1097/00007890-200101150-00009
https://doi.org/10.1097/00007890-200101150-00009
https://doi.org/10.1097/01.ASN.0000145878.92906.9F
https://doi.org/10.1097/01.ASN.0000145878.92906.9F
https://doi.org/10.1056/NEJMoa0707894
https://doi.org/10.1016/j.jaci.2016.09.023
https://doi.org/10.1128/JVI.01189-13
https://doi.org/10.1128/JVI.01189-13
https://doi.org/10.1097/TP.0b013e3181daaaf1
https://doi.org/10.1097/TP.0b013e3181daaaf1
https://doi.org/10.1128/JCM.02145-15
https://doi.org/10.1128/JCM.02031-14
https://doi.org/10.1128/JCM.02031-14
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002650
https://doi.org/10.1371/journal.ppat.1002650
https://doi.org/10.1038/bmt.2013.235
https://doi.org/10.1002/jmv.21281
https://doi.org/10.1002/jmv.21281
https://doi.org/10.1016/j.jclinepi.2008.07.006
https://doi.org/10.1016/j.jclinepi.2008.07.006
https://doi.org/10.1136/bmj.319.7208.508
https://doi.org/10.1136/bmj.319.7208.508
https://doi.org/10.1002/cncr.24628
https://doi.org/10.1002/cncr.24628
https://aac.asm.org


3438  |  	 amjtransplant.com� Am J Transplant. 2019;19:3438–3439.© 2019 The American Society of Transplantation 
and the American Society of Transplant Surgeons

 

DOI: 10.1111/ajt.15648  

L E T T E R  T O  T H E  E D I T O R

Letter to the Editor concerning “Cytomegalovirus prevention 
strategies and the risk of BK polyomavirus viremia and 
nephropathy”

To the Editor:
Based on a post hoc analysis, Reischig et al reported that prophy‐

laxis with valganciclovir was a risk factor for BK virus (BKV) replica‐
tion in kidney transplant (KT) recipients.1 The authors speculate that 
ganciclovir could inhibit BKV‐specific T‐cell immunity.

We believe that these conclusions may be unwarranted because 
of several potential caveats. First, the samples were collected 
during a long period (2003‐2012) and the frequency of collection 
was highly heterogeneous. Second, patients who received valganci‐
clovir prophylaxis were more frequently treated with induction 
therapy and tacrolimus—two well‐known risk factors for BKV repli‐
cation. Conversely, the same patients have less frequently received 
sirolimus, which may instead act as a protective factor.2 Finally, 
donors in this group were older and more likely to be expanded‐
criteria donors—two factors that further increase the risk of BKV 
infection.

In an effort to further clarify this issue, we analyzed the data‐
set of patients who underwent kidney transplantation in our 

center during 2017. BKV replication was monitored with quantita‐
tive real‐time PCR (BKV R‐Gene kit, bioMérieux), using a threshold 
of 267 IU/mL of whole blood. BKV monitoring was performed twice 
per month until M3 and once a month until M12. In cytomegalo‐
virus (CMV)–positive recipients, CMV monitoring was performed 
once a week until M3, twice per month until M6, and once a month 
until M12. In CMV‐D−/R−, CMV monitoring was performed once 
a month. The incidence of BKV replication was assessed in 22 
CMV‐negative recipients (with CMV‐positive donors) who received 
valganciclovir prophylaxis (duration: 200 days) vs 85 CMV‐positive 
recipients and D−/R− cases who were managed with preemptive 
strategy.

There were no intergroup differences in terms of baseline char‐
acteristics (Table 1). The incidence of BKV replication at M12 did 
not differ according to the CMV prophylaxis strategy: prevalence of 
viremia in the former and latter group was 9.41% vs 9.09%, respec‐
tively, P = .9. The incidence of BKV viremia was higher in the study by 
Reischig et al compared with that reported herein. We believe that 

 
Preemptive strategy 
(n = 85)

Valganciclovir prophylaxis 
(n = 22) P

Male sex 53 (62) 15 (68) .61

Age, y 53.0 (14.5) 56.6 (13.2) .28

Deceased donor 63 (74) 19 (86) .46

First transplantation 75 (88) 19 (86) .73

Cold ischemia time, min 747.5 (475.5) 788.0 (391) .81

Induction therapy

Thymoglobulin 42 (49) 10 (45) .74

Basiliximab 43 (51) 12 (55) .74

Rituximab 4 (5) 1 (5) 1

Maintenance therapy

Ciclosporine 46 (54) 10 (45) .47

Tacrolimus 39 (46) 12 (55) .47

MMF 82 (96) 19 (86) .10

Everolimus 3 (4) 3 (14) .10

Corticoids 85 (100) 22 (100) 1

Continuous variables are presented as means (standard deviations), whereas categorical data are 
given as counts (percentages).
MMF, mycophenolate mofetil.

TA B L E  1   Baseline characteristics of 
patients according to the CMV prevention 
strategy
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this discrepancy may be at least in part explained by two factors. 
First, the duration of follow‐up in the research by Reischig et al was 
longer compared with our report (3 vs 1 year, respectively). Second, 
we implemented a preventive strategy based on a close monitoring 
of BKV viruria and BKV‐neutralizing antibody (NAb) titers.

In both group, NAb titers were investigated to cast light on the 
potential role of specific B‐cell immunity against BKV. In our cohort, 
valganciclovir did not have an impact on NAb titers—which has been 
described as a protective factor against BKV replication.3 NAb levels 
from the day of transplantation to M3 were similar in both groups, 
suggesting that valganciclovir does not interfere with BKV specific 
B‐cell immunity (Figure 1). However, we have to acknowledge that 
our cohort is smaller with shorter follow‐up compared with the 
Reischig et al cohort.

In light of our data and given the potential caveats inherent 
in the study by Reischig et al, we believe that no firm conclusions 
can be drawn on the role of valganciclovir as a risk factor for BKV 
replication.

DISCLOSURE

The authors of this manuscript have no conflicts of interest to dis‐
close as described by the American Journal of Transplantation.

KE Y WORDS
clinical research/practice, infection and infectious agents – 
viral: BK/JC/polyoma, infection and infectious agents – viral: 
Cytomegalovirus (CMV), infectious disease, kidney transplantation/
nephrology

Ilies Benotmane1,2,3

Morgane Solis2,3

Bruno Moulin1,3

Samira Fafi‐Kremer2,3

Sophie Caillard1,3

1Service de Nephrologie et Transplantation, Hôpitaux Universitaires de 
Strasbourg, Strasbourg, France

2Laboratoire de Virologie, Hôpitaux Universitaires de Strasbourg, 
Strasbourg, France

3Inserm UMR S1109, LabEx Transplantex, Fédération de Médecine 
Translationnelle de Strasbourg (FMTS), Université de Strasbourg, 

Strasbourg, France

Correspondence
Ilies Benotmane

Email: ilies.benotmane@chru-strasbourg.fr

ORCID

Ilies Benotmane   https://orcid.org/0000-0001-9113-2479 

Samira Fafi‐Kremer   https://orcid.org/0000-0003-3886-7833 

R E FE R E N C E S

	1.	 Reischig T, Kacer M, Hes O, et al. Cytomegalovirus prevention strat‐
egies and the risk of BK polyomavirus viremia and nephropathy. Am J 
Transplant. 2019;8:2578‐2596.

	2.	 Berger SP, Sommerer C, Witzke O, et al. Two‐year outcomes in de 
novo renal transplant recipients receiving everolimus‐facilitated cal‐
cineurin inhibitor reduction regimen from the TRANSFORM study. 
Am J Transplant. https​://doi.org/10.1111/ajt.15480​. [published online 
ahead of print 2019].

	3.	 Solis M, Velay A, Porcher R, et al. Neutralizing antibody‐mediated 
response and risk of BK virus‐associated nephropathy. J Am Soc 
Nephrol. 2018;29:326‐334.

F I G U R E  1   Neutralizing antibody 
(NAb) titer levels on the day of kidney 
transplantation (D0) and in the third 
posttransplant month in patients treated 
with the preemptive strategy vs patients 
who received valganciclovir prophylaxis. 
No significant intergroup differences 
were evident. Mean NAb titer levels are 
represented by bars and bar errors refer 
to standard deviation [Color figure can be 
viewed at wileyonlinelibrary.com]
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INTRODUCTION
As of the beginning of 2020, solid organ transplant recipi-
ents have been immensely impacted by the coronavirus 
disease 2019 (Covid-19) pandemic.1-3 In this scenario, pop-
ulation-based surveys of anti-severe acute respiratory syn-
drome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) antibodies can provide 
valuable insights into the dynamics and control of infection 
rates and are paramount to understand the course of the 
pandemic.4 Unfortunately, SARS-CoV-2 testing during the 
initial wave of Covid-19 was limited by shortage of reagents 
and screening kits. This issue, coupled with the potential 

occurrence of asymptomatic infections, may have lead to 
underestimating the real prevalence of the disease.5,6

There are efforts underway to gain further insight 
into the seroprevalence of anti-SARS-CoV-2 antibod-
ies to assess the potential achievement of herd immu-
nity. However, published serologic surveys conducted 
between January 2020 and July 2020 have shown a con-
sistently low seroprevalence across continents—includ-
ing Europe (Switzerland, 10.8%4; Spain, 4.6%5; United 
Kingdom, 8.2%6; Italy, 11%7; Belgium, 6.9%8; Germany, 
0.97%9; France, 3.1%–10%10; and Iceland, 0.8%),11 
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Asia (China, 3.2%–3.8%),12 and America (Canada, 
0.55%13; United States, 1%–6.9%).14,15 Another issue 
is that the rate of asymptomatic infections—which was 
initially calculated based on pilot reports from China 
and passengers on the Diamond Princess cruise ship16—
is markedly higher than that initially believed (40%–
45% versus 15%–18%, respectively).17

Attempts to better understand the seroprevalence of 
anti-SARS-Cov-2 antibodies in specific clinical settings are 
currently ongoing. Because reliable data on SARS-CoV-2 
seroprevalence in immunosuppressed kidney transplant 
recipients (KTRs) remain scarce, we sought to shed further 
light on this issue by conducting a single-center study in 
a kidney transplant center located in one of the France’s 
highest risk zone (Grand Est) for Covid-19 during the first 
French lockdown. Specifically, the purpose of this study 
was 2-fold, that is, to examine the seroprevalence of anti-
SARS-CoV-2 antibodies in our KTR population and to 
identify the rate of asymptomatic Covid-19 infections in 
this sample of immunosuppressed patients. To achieve 
these goals, we used a survey approach coupled with sys-
tematic investigation of SARS-CoV-2 serology.

MATERIALS AND METHODS
All KTRs included in the study—who had been trans-

planted at the Department of Nephrology, Strasbourg 
University Hospital (Grand Est, France) before March 6, 
2020—that is, before the first French lockdown (man-
dated on March 17, 2020)—were asked to undergo SARS-
CoV-2 serology either in a private laboratory facility or 
in our center. Only patients with a functioning graft were 
deemed eligible. While different ELISA (ELISA) kits were 
used for serology testing (see Supplementary List S1, SDC, 
http://links.lww.com/TP/C199), all of them were formally 

approved by French health authorities after validation of 
their performance.18 Acquisition of data on anti-SARS-
CoV-2 antibodies terminated on September 15, 2020. In 
parallel, the following survey (see Supplementary Survey 
S1, SDC, http://links.lww.com/TP/C199) was sent by either 
email or postal service on June and August 2020:

	1.	Did you experience infectious symptoms between January 
and June 2020 and, if yes, of what type?

	2.	 Did you have contact with a Covid-19 confirmed case and, 
if yes, was the contact person within your household or 
not?

	3.	 Did you undergo nasopharyngeal swab testing and, if yes, 
what were the laboratory results?

The study was approved by the local institutional review 
board (approval number: DC-2013-1990).

RESULTS
Of the 1390 KTRs who received the survey, 1025 

returned the questionnaire (response rate: 74%). Findings 
concerning infection symptoms and contact tracing are 
summarized in Figure S1 (SDC, http://links.lww.com/TP/
C199). Results of SARS-CoV-2 serology were available for 
780 respondents (76%; Figure 1), among whom 48 had 
anti-SARS-CoV-2 antibodies (total seroprevalence: 6.2%). 
Of the 48 seropositive KTRs, 9 did not experience infec-
tion symptoms (prevalence of asymptomatic Covid-19: 
18.7%). Thirty-five of the 48 seropositive KTRs (73%) 
had previously received a diagnosis of Covid-19. Of them, 
31 had positive reverse transcription polymerase chain 
reaction (RT-PCR) testing of nasopharyngeal swabs and 
2 presented typical lung CT imaging findings. The remain-
ing 2 cases had highly suggestive clinical symptoms (eg, 
anosmia/ageusia) or reported a household contact with a 

FIGURE 1.  Flow of kidney transplant recipients through the study. Covid-19, coronavirus disease 2019; KTR, kidney transplant 
recipient; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2. 
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confirmed case. Four patients with a confirmed diagnosis 
of Covid-19 had negative serology testing. Among the 38 
patients who were diagnosed with Covid-19, 7 were man-
aged at home, 21 were hospitalized in a conventional unit, 
and 10 were directly admitted or subsequently transferred 
into an intensive care unit.

Thus, the seroprevalence among KTRs with known 
Covid-19 was 89.7% (35/39; Figure 1). We identified 13 
patients (1.7% of the entire cohort) who had a positive 
SARS-CoV-2 serology in the absence of known disease. 
Of them, 5 reported infection symptoms between the end 
of January and April 2020. Notably, 4 of these 5 patients 
had a contact with a known Covid-19 case. The remaining 
8 cases remained asymptomatic during the 6 mo before 
the termination of the survey. Of these 5 KTRs, only 1 
reported a contact with a known Covid-19 case during an 
outpatient visit. Based on these findings, the frequency of 
completely asymptomatic Covid-19 in our cohort of KTRs 
was 1.1% (9/780).

The reciprocal interrelations between self-reported 
symptoms, contact tracing, positive RT-PCR testing of 
nasopharyngeal swabs, and positivity for anti-SARS-CoV-2 
antibodies in the 780 study patients are summarized in 
Figure 2. The prevalence of anti-SARS-CoV-2 antibodies 
was higher in symptomatic than in asymptomatic patients 
(23% versus 1.5%, respectively) and in those who had a 
contact with a known Covid-19 case compared with those 
who did not (33% versus 3.6%, respectively; Table 1). As 
expected, the seroprevalence was higher for patients who 
reported a household contact (44%) than for those with 
a known no-household contact (eg, friends, relatives, col-
leagues, or other patients; 22%).

The sensitivity and specificity of different infection 
symptoms for diagnosing Covid-19 in our cohort of KTRs 
during the ongoing Covid-19 pandemic are shown in Table 
S1 (SDC, http://links.lww.com/TP/C199). While fever 
and diarrhea had the highest sensitivity for a diagnosis 

of Covid-19, the maximum positive predictive value was 
observed for ageusia/anosmia.

DISCUSSION
Our findings demonstrate that the overall SARS-CoV-2 

seroprevalence in KTRs living in one of the France’s high-
est risk zone for Covid-19 during the first French lockdown 
was as low as 6.3%. While this study specifically focused 
on an immunocompromised population, it also served to 
compare the frequency of anti-SARS-CoV-2 antibodies with 
that reported for French immunocompetent subjects. In 
this regard, the following adjusted seroprevalence estimates 

FIGURE 2.  Venn diagrams summarizing the reciprocal interrelations between clinical symptoms, contact with a confirmed case of 
Covid-19, positive RT-PCR testing of nasopharyngeal swabs, and results of SARS-CoV-2 serology. A, Interrelations between clinical 
symptoms, positive RT-PCR testing of nasopharyngeal swabs, and SARS-CoV-2 serology. B, Interrelations between clinical symptoms, 
contact with a confirmed case of Covid-19, positive RT-PCR testing of nasopharyngeal swabs, and SARS-CoV-2 serology. Covid-19, 
coronavirus disease 2019; RT-PCR, reverse transcription polymerase chain reaction; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome 
coronavirus 2. 

TABLE 1.

Results of SARS-CoV-2 serology according to presence or 
absence of symptoms, history of contact with a confirmed 
case, and results of RT-PCR testing of nasopharyngeal 
swabs

 Positive serology (n = 48) Negative serology (n = 732)

Symptoms (n = 780)
Yes 39 (23%) 133 (77%)
Noa 9 (1.5%) 599 (98.5%)
Contact with a confirmed caseb (n = 779)
Yes 22 (33%) 44 (67%)
No 26 (3.6%) 687 (96.4%)
RT-PCR testing (n = 152)
Positive 31 (91%) 3 (9%)
Negativec 7 (5.9%) 111 (94.1%)

Data are summarized as counts (percentages).
aIncluding 1 case of known Covid-19 diagnosed by nasopharyngeal swab.
bUnknown data, n = 1.
cIncluding 5 cases diagnosed with Covid-19 based on CT findings or typical clinical symptoms 
coupled with contact with a confirmed case.
Covid-19, coronavirus disease 2019; CT, computed tomography; RT-PCR, reverse transcription 
polymerase chain reaction; SARS-CoV-2, severe acute respiratory syndrome coronavirus 2.
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have been recently published: 10.0% for Ile de France, 
9.0% for Grand Est (the same region in which our study 
was conducted), and 3.1% for Nouvelle Aquitaine10—with 
the first 2 areas being zones of high SARS-CoV-2 circula-
tion. These results suggest that SARS-CoV-2 seroprevalence 
may be lower for KTRs compared with the general French 
population. It is not possible, however, to conclude whether 
the frequency of anti-SARS-CoV-2 antibodies in immuno-
compromised hosts is invariably lower than that of immu-
nocompetent subjects because the reported seroprevalence 
for the general population vary widely between 0.9% (in a 
nationwide study from Iceland)11 and 11% (in some high-
risk areas in Italy).7

Further clarification of SARS-CoV-2 seroprevalence in 
specific clinical populations can also assist in our under-
standing of antibody response against the virus. For exam-
ple, a recent United States nationwide study reported a 
mean seroprevalence of 8% in patients undergoing dial-
ysis—albeit with marked geographic differences (from 
1.9% in Missouri to 33.6% in New York City).19 Dialysis 
patients are at increased risk for Covid-19 because they 
need to visit a healthcare facility 3 times per wk. Other 
studies conducted in New York City and London reported 
a global seroprevalence of respectively 16.6% and 10.3% 
in KTRs—which is significantly higher than that observed 
in the present investigation.20,21 This can be explained by 
the lower frequency of symptomatic cases of Covid-19 in 
our cohort (versus 132 cases out of 1475 KTRs reported in 
the US study)20 and the lower population density in France.

On analyzing the occurrence of asymptomatic Covid-19 
in our sample, we found that KTRs comprised less asymp-
tomatic cases than those observed in the general popula-
tion. Specifically, 18.7% of seropositive KTRs and 1.1% 
of the entire cohort were asymptomatic. A recent review 
of 16 studies involving patients with positive RT-PCR test-
ing of nasopharyngeal swabs reported a 40%–45% rate 
of asymptomatic SARS-CoV-2 infection (range, 30.8%–
87.9%).17 A multicohort analysis conducted by Carrat et 
al7 showed that anti-SARS-CoV-2 antibodies are present 
in 3.7% of French asymptomatic patients. The results 
reported by Azzi et al20 in a transplant population from 
New York City revealed that asymptomatic patients had 
a seroprevalence of 6.5%. Prompt implementation of pro-
tective measures (eg, social distancing and use of facial 
masks) in our KTRs could have significantly mitigated 
virus spread (even in a high-risk zone) and likely had an 
effect on the observed seroprevalence rate.

In our study, the presence of anti-SARS-CoV-2 antibod-
ies appeared to be associated with a clinical diagnosis of 
Covid-19, a contact with a known Covid-19 case (espe-
cially within the household), and the presence of infec-
tion symptoms like fever and ageusia/anosmia. Household 
exposure is known to markedly increase the risk of SARS-
CoV-2 transmission. In a study conducted in Iceland, 
Gudbjartsson et al11 observed that subjects with household 
exposure had a 5.2-fold increased likelihood of being sero-
positive than those with other exposure types. We found 
that, of our KTRs who reported a household contact with 
a known Covid-19 case, 34% had anti-SARS-CoV-2 anti-
bodies. Because a similar frequency was described in the 
Spanish serosurvey (37.4%),2 we believe that active pre-
vention and control measures to limit virus spread should 
be vigorously implemented for the KTR population.

There are several limitations to this study. First, serolog-
ical testing was not conducted in a centralized laboratory; 
however, all of the ELISA kits used for serology were for-
mally approved by French health authorities and displayed 
good performances.18 Second, anti-SARS-CoV-2 antibod-
ies were searched after a median of 3 mo from symptom 
onset, and a limited number of KTRs were tested between 
6 and 8 mo. On analyzing the dynamics of serological 
response in healthcare personnel, Patel et al22 found that 
58% of subjects had antibodies below the detection thresh-
old at 60 d from appearance of symptoms. Thus, the cross-
sectional nature of our study could be associated with a 
bias related to the transient nature of antibodies. Even 
so, 72.4% of our KTRs were found to display anti-SARS-
CoV-2 immunoglobulin G up to 6 mo after symptomatic 
Covid-19.23 Third, sole reliance on serology for estimat-
ing the rates of SARS-CoV-2 infection in our population 
has inherent caveats. Indeed, it has been demonstrated 
that some patients, particularly those with a household 
contact with a known Covid-19 case, could develop T-cell 
immunity without simultaneous humoral protection.24 It 
is also possible that patients with previous exposure to 
seasonal coronaviruses could have developed cross-reac-
tive T-cell immunity against SARS-CoV-2, which can make 
them more likely to have pauci- or asymptomatic infec-
tions without an accompanying humoral response.25,26 
Fourth, it would have been interesting to measure neutral-
izing antibodies, which are probably the most effective in 
conferring protective immunity against the virus. Thus, 
implementation of Covid T cell and neutralizing antibod-
ies detection tests could help clarify the global response 
of our patients against SARS-CoV-2. Unfortunately, these 
high-end assays are expensive and time consuming, ulti-
mately being unsuitable for routine use in a large num-
ber of patients. Finally, a key prerequisite for inclusion in 
the study was the ability to respond to the survey; thus, 
patients who died of Covid-19 were not represented in our 
report. In general, the mortality rate from the disease in 
our KTRs approached 20%.

Despite these limitations, our findings indicate that 
KTRs with Covid-19 are capable of developing an effec-
tive humoral response against SARS-CoV-2. Although the 
study was conducted in one of the France’s highest risk 
zone for Covid-19 during the first French lockdown, the 
overall seroprevalence was as low as 6.3%. Moreover, 
we found that asymptomatic cases of Covid-19 among 
KTRs were uncommon (1.1% of the entire cohort and 
18.7% of seropositive KTRs). Further research is needed 
to examine more rigorously the hypothesis of protection 
conferred by anti-SARS-CoV-2 neutralizing antibodies, as 
well as to clarify the potential occurrence of specific cel-
lular immunity.
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Antibody Response After a Third Dose
of the mRNA-1273 SARS-CoV-2 Vaccine
in Kidney Transplant Recipients With Minimal
Serologic Response to 2 Doses
Studies have reported low seroconversion rates (58% after
the second dose) in solid organ transplant recipients who
received a messenger RNA (mRNA) SARS-CoV-2 vaccine.1,2

Based on this evidence, the French National Authority for
Health issued a recommendation in April 2021 to administer
a third vaccine dose in immunosuppressed patients who
did not respond after 2 doses. We examined the antibody
responses of kidney transplant recipients who did not
respond to 2 doses and received a third dose (100 μg) of the
mRNA-1273 (Moderna) vaccine.

Methods | All kidney transplant recipients followed up in the
outpatient Kidney Transplantation Department of Strasbourg
University Hospital between January 20, 2021, and June 3,
2021, with a negative history for COVID-19 and SARS-CoV-2
antispike IgG levels less than 50 arbitrary units (AU) per milli-
liter on the day of the first vaccine injection and 1 month after
the second dose were included. All patients received a third
vaccine dose between April 9, 2021, and May 12, 2021. The
study protocol was approved by the local ethics committee
and written informed consent was obtained.

Anti–receptor-binding domain IgG response after the
third vaccine dose was assessed using the ARCHITECT IgG II
Quant test (Abbott). According to the manufacturer, titers
greater than 50 AU/mL were considered positive (detection
range, 6.8–80 000 AU/mL; positive agreement, 99.4%; nega-
tive agreement, 99.6%). The results of this assay have been

Table. Association Between Patient Characteristics, Immunosuppression, and Antibody Titers After the Third Dose of a SARS-CoV-2 mRNA Vaccine
in 159 Kidney Transplant Recipients

Variables
Sample,
No. (%)

Antibody titers,
mean (SD)

Adjusted mean difference
(95% CI)a P value

Age, y

≤60 93 (58.5) 720.64 (1436.17)
−94.10 (−214 to 26) .73

>60 66 (41.5) 777.77 (1974.04)

Sex

Male 98 (61.6) 1009.70 (1967.29)
280.22 (−240.59 to 801.03) .29

Female 61 (38.4) 318.06 (910.83)

BMIb

<25 72 (45.3) 790.28 (1532.48)
98.57 (−394.18 to 591.32) .69

≥25 87 (54.7) 706.34 (1791.95)

Time from transplantation, y

>3 102 (64.2) 882.33 (1847.79)
166.69 (−346.26 to 679.64) .52

≤3 57 (35.8) 497.45 (1288.08)

Donor type

Living donor 36 (22.6) 596.54 (1273.02)
7.69 (−586.47 to 601.86) .98

Deceased donor 123 (77.4) 787.61 (1777.45)

Immunosuppression maintenance therapy

Tacrolimus + MMF/MPA + steroids 84 (52.8) 316.72 (797.73)
−697.28 (−1193.00 to −201.56) .006

All other regimens 75 (47.2) 1223.31 (2198.86)

Serum creatinine, mg/dL

<1.47 81 (50.9) 766.84 (1305.64)
153.26 (−350.37 to 656.89) .55

≥1.47 78 (49.1) 721.00 (1995.83)

Antibody titers after the second vaccine dose,
AU/mL

>6.8 and <50 64 (40.3) 1426.88 (1947.30)
894.89 (377.41 to 1410.37) .001

≤6.8 95 (59.7) 284.55 (1281.55)

Abbreviations: AU, arbitrary units; BMI, body mass index; MMF, mycophenolate
mofetil; MPA, mycophenolic acid; mRNA, messenger RNA.

SI conversion factor: To convert creatinine values to mmol/L, multiply by 88.4.
a Model adjusted for sex, BMI, donor type, time from kidney transplantation,

serum creatinine level, triple immunosuppression (tacrolimus + MMF/MPA +
steroids), and antibody titers after the second dose.

b Calculated as weight in kilograms divided by height in meters squared.
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shown to correlate with in vitro neutralization of SARS-
CoV-2.3 Mean differences adjusted for the factors in the
Table were calculated using general linear models. All calcu-
lations were performed using GraphPad Prism version 8.0
(GraphPad) and SPSS version 2020.0.0 (IBM). P < .05
(2-sided) was considered statistically significant.

Results | One month after the second dose, 159 kidney trans-
plant recipients had IgG levels less than 50 AU/mL. The
median age was 57.6 years (interquartile range [IQR], 49.6-
66.1 years), 61.6% were men, and the median time from
transplantation was 5.3 years (IQR, 1.9-11.1 years) (Table).
Ninety-five patients (59.7%) had no antibody response
after 2 doses (titers <6.8 AU/mL), and 64 patients (40.3%)
showed a response below the positivity limit (titers, 6.8-
49.9 AU/mL). The third dose was injected a median of 51
days (IQR, 48-59 days) after the second dose. The antibody
response was measured a median of 28 days (IQR, 27-33
days) after the third vaccine injection, and 78 patients
(49%) had antibody levels greater than 50 AU/mL (median
antibody titers of responders, 586 AU/mL; IQR, 197.2-
1920.1 AU/mL) (Figure). Patients who had a weak response

after the second dose were more likely to develop an anti-
body response after the third dose compared with those
without an antibody response (81.3% vs 27.4%, respectively;
mean adjusted difference of antibody titers, 894.89 AU/mL
[95% CI, 377.41-1410.37 AU/mL]; P = .001). Patients taking
tacrolimus, mycophenolate, and steroids were less likely to
develop anti–SARS-CoV-2 antibodies than those treated
with other regimens (35% vs 63%, respectively; mean
adjusted difference of antibody titers, −697.28 AU/mL
[95% CI, −1193.00 to −201.56 AU/mL]; P = .006). Other vari-
ables associated with the titers of antibodies are shown in
the Table. No severe adverse events were observed after the
third dose.

Discussion | This study found that a third dose of mRNA-1273
vaccine induced a serologic response in 49% of kidney
transplant recipients who did not respond after 2 doses. The
findings in this large group of kidney transplant recipients
are in accordance with other studies of solid organ trans-
plant recipients.4,5 However, 51% of the patients did not
develop anti–SARS-CoV-2 antibodies after the third dose,
especially those receiving triple immunosuppression. The
possibility that patients developed cellular immunity
capable of conferring protection against severe disease was
not assessed. However, the occurrence of severe COVID-19
in some vaccinated transplant recipients may suggest a lack
of immunity.6

Limitations of this study include that detailed B-cell and
T-cell studies were not performed and that the antibody level
that correlates with protection is unknown.

In conclusion, the use of a third dose of vaccine may be
considered in organ transplant recipients.
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Figure. Anti–Receptor-Binding Domain (RBG) IgG Antibody Titers
Measured 28 Days After the Third Dose of mRNA-1273 SARS-CoV-2
Vaccine in 159 Kidney Transplant Recipients
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mRNA indicates messenger RNA.
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Change in Saliva RT-PCR Sensitivity Over the Course
of SARS-CoV-2 Infection
While real-time reverse transcriptase–polymerase chain
reaction (RT-PCR) on nasopharyngeal swabs is the current
standard for SARS-CoV-2 detection, saliva is an attractive
alternative for diagnosis and screening due to ease of

collection and minimal sup-
ply requirements.1,2 Studies
on the sensitivity of saliva-

based SARS-CoV-2 molecular testing have shown consider-
able variability.3 We conducted a prospective, longitudinal
study to investigate the testing time frame that optimizes
saliva sensitivity for SARS-CoV-2 detection.

Methods | Between June 17, 2020, and February 15, 2021, a
convenience sample of individuals exposed to a household
member with RT-PCR–confirmed SARS-CoV-2 within 2
weeks were recruited from Children’s Hospital Los Angeles
and nearby community testing sites into the Household
Exposure and Respiratory Virus Transmission and Immu-
nity Study (HEARTS). Paired nasopharyngeal and saliva
samples were collected every 3 to 7 days for up to 4 weeks
or until 2 negative nasopharyngeal test results. RT-PCR for
SARS-CoV-2 N1 and N2 genes was performed; cycle thresh-
old less than 40 defined a positive result. A nasopharyngeal
N1 cycle threshold of 34 or less was defined as high viral

load.4 Detailed specimen collection and RT-PCR methods
are reported in the eMethods in the Supplement.

Saliva sensitivity was calculated using nasopharyngeal-
positive RT-PCR as the reference standard. COVID-19
onset was defined as the earlier date between first symptom
(collected by questionnaire daily) or first RT-PCR positivity.
Pre- and postsymptomatic were defined as asymptomatic
time points before and after a symptomatic interval, respec-
tively. Saliva sensitivity by week of collection and between
symptomatic and asymptomatic individuals were com-
pared using the χ2 test or the Fisher exact test. Generalized
estimating equations were used to determine clinical
characteristics (Table) associated with saliva sensitivity in
nasopharyngeal-positive pairs while accounting for
repeated samples from the same individuals. Analyses were
performed using SPSS version 27.0 (IBM Corp) with a
2-sided P < .05 considered significant. Written informed
consent was obtained from participants. The study was
approved by the institutional review board of Children’s
Hospital Los Angeles.

Results | We tested 889 paired nasopharyngeal swab-saliva
samples from 404 participants, of which SARS-CoV-2 was
detected in 524 nasopharyngeal (58.9%) and 318 saliva
(35.7%) specimens. SARS-CoV-2 was detected in both speci-
mens in 258 pairs (29.0%). Of the 256 nasopharyngeal
SARS-CoV-2–positive participants (63.4%), the mean age
was 28.2 years (range, 3.0-84.5 years); 108 (42.2%) were
male. Participants returned for a median of 3 visits (inter-
quartile range, 2-4). Ninety-three participants (36.3%) were
asymptomatic throughout their infection; 126 (77.3%) of 163
symptomatic individuals reported mild severity.

Saliva sensitivity was highest in samples collected dur-
ing the first week of infection at 71.2% (95% CI, 62.6%-
78.8%) but decreased each subsequent week (Figure, A).
Participants who presented with COVID-19–associated
symptoms on the specimen collection day during week 1
of infection had significantly higher saliva sensitivity com-
pared with asymptomatic participants (88.2% [95% CI,
77.6%-95.1%] vs 58.2% [95% CI, 46.3%-69.5%]; P < .001).
Saliva sensitivity remained significantly higher in sympto-
matic participants in week 2 (83.0% [95% CI, 70.6%-91.8%]
vs 52.6% [95% CI, 42.6%-62.5%]; P < .001). No difference
was observed more than 2 weeks after COVID-19 onset
(Figure, B). Sensitivities did not significantly differ for
never-symptomatic (34.7% [95% CI, 27.3%-42.7%]),
presymptomatic (57.1% [95% CI, 31.7%-80.2%]), and post-
symptomatic (42.9% [95% CI, 36.8%-49.1%]) time points
(P = .26).

For each day after COVID-19 onset, the odds ratio for sa-
liva detection was 0.94 (95% CI, 0.91-0.96) compared with the
previous day (P < .001) (Table). Participants presenting with
COVID-19–associated symptoms at the time of specimen col-
lection or with high nasopharyngeal viral loads had 2.8 (95%
CI, 1.6-5.1; P < .001) and 5.2 (95% CI, 2.9-9.3; P < .001) higher
odds of having a saliva-positive RT-PCR result compared with
those with asymptomatic presentation or low nasopharyn-
geal viral loads, respectively.
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C O R O N A V I R U S

Infection or a third dose of mRNA vaccine elicits 
neutralizing antibody responses against SARS-CoV-2 
in kidney transplant recipients
Xavier Charmetant1†, Maxime Espi1†, Ilies Benotmane2,3,4†, Véronique Barateau1, 
Francoise Heibel2, Fanny Buron5, Gabriela Gautier-Vargas2, Marion Delafosse5, Peggy Perrin2, 
Alice Koenig1,5,6, Noëlle Cognard2, Charlène Levi5, Floriane Gallais3,4, Louis Manière5, 
Paola Rossolillo7, Eric Soulier4, Florian Pierre4, Anne Ovize8, Emmanuel Morelon1,5,6, 
Thierry Defrance1, Samira Fafi-Kremer3,4, Sophie Caillard2,3,4‡, Olivier Thaunat1,5,6*‡

Transplant recipients, who receive therapeutic immunosuppression to prevent graft rejection, are characterized 
by high coronavirus disease 2019 (COVID-19)–related mortality and defective response to vaccines. We observed 
that previous infection with severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2), but not the standard 
two-dose regimen of vaccination, provided protection against symptomatic COVID-19 in kidney transplant recipients. 
We therefore compared the cellular and humoral immune responses of these two groups of patients. Neutralizing 
anti–receptor-binding domain (RBD) immunoglobulin G (IgG) antibodies were identified as the primary correlate 
of protection for transplant recipients. Analysis of virus-specific B and T cell responses suggested that the generation 
of neutralizing anti-RBD IgG may have depended on cognate T-B cell interactions that took place in germinal 
center, potentially acting as a limiting checkpoint. High-dose mycophenolate mofetil, an immunosuppressive 
drug, was associated with fewer antigen-specific B and T follicular helper (TFH) cells after vaccination; this was not 
observed in patients recently infected with SARS-CoV-2. Last, we observed that, in two independent prospective 
cohorts, administration of a third dose of SARS-CoV-2 mRNA vaccine restored neutralizing titers of anti-RBD IgG 
in about 40% of individuals who had not previously responded to two doses of vaccine. Together, these findings 
suggest that a third dose of SARS-CoV-2 mRNA vaccine improves the RBD-specific responses of transplant 
patients treated with immunosuppressive drugs.

INTRODUCTION
In December 2019, an outbreak of apparently viral pneumonia of 
unknown etiology emerged in the city of Wuhan in the Chinese 
province of Hubei (1). On 9 January 2020, the World Health Orga-
nization (WHO) announced the discovery of a novel coronavirus 
officially named severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 
(SARS-CoV-2), which is the pathogen responsible for coronavirus 
disease 2019 (COVID-19). The disease quickly disseminated from 
Wuhan, and as of 13 January 2022, more than 307 million cases have 
been confirmed in 218 countries (2), leading the WHO to consider 
COVID-19 as the first pandemic triggered by a coronavirus.

Among the various alarms raised by the pandemic was its impact 
on the population of patients receiving organ transplants, whose 
COVID-19–related mortality was estimated at about 20%, several 

magnitudes higher than that of the general population (3–7). This 
vulnerable population of patients was therefore prioritized for vac-
cination against SARS-CoV-2 by health authorities (8). However, 
prevention of allograft rejection requires lifelong immunosuppression 
regimens, which nonspecifically inhibit T and B cells in transplant 
recipients, resulting in reduced response rates to vaccines in general 
(9, 10). As expected, several recent publications have documented 
that immunosuppressed transplant recipients develop mitigated 
immune responses following the standard two-dose regimen of 
vaccination with either of the two approved SARS-CoV-2 mRNA 
vaccines (11–15).

Although insufficiency of vaccinal protection in transplant 
recipients has emerged as a concern due to accumulating reports of 
severe COVID-19 in vaccinated patients (16, 17), the underlying im-
mune mechanisms explaining this problem are still elusive (15, 18). 
In an attempt to determine the relative contribution of humoral and 
T cell immunity in conferring protection against COVID-19 and 
understand immunosuppression-induced defects after SARS-CoV-2 
vaccination, we undertook a prospective translational study that 
compared recently infected and vaccinated transplant recipients.

RESULTS
Infection conferred increased protection against 
symptomatic COVID-19 to transplant recipients relative 
to vaccination
The incidence of COVID-19 was monitored in all 873 renal trans-
plant recipients of Strasbourg University Hospital and compared 
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between those with previous history of infection with SARS-CoV-2 
(group “infected,” n = 137) and those who received the standard 
two-dose regimen of vaccination with mRNA-1273 (group 
“vaccinated,” n  =  736). The clinical characteristics of this large 
epidemiological cohort are provided in table S1. Strikingly, whereas 
none of the recently infected patients developed symptomatic 
reinfection, 20 vaccinated patients developed COVID-19 (Fig. 1; 
log-rank test, P  =  0.0286). Of note, this observation was made 
during the follow-up period of recently infected patients, which was 
significantly longer than that of vaccinated patients [289 days, inter-
quartile range (IQR) [119; 333] versus 79 days, IQR [56; 210]; 
P < 0.0001, Mann-Whitney test].

The total absence of symptomatic reinfection in renal transplant 
recipients with previous history of COVID-19 is unexpected and 
conflicts with the results of previously published studies in the 
general population (19–22). However, in contrast with the previously 
published studies, of which two were conducted in health care 
workers (highly exposed to SARS-CoV-2) using systematic PCR 
(polymerase chain reaction) screening to define reinfection, our 
approach only allowed to capture symptomatic reinfections in a 
population particularly prone to strictly comply to social distancing 
rules (23). We concluded that SARS-CoV-2 infection confers pro-
tection against symptomatic COVID-19 to immunocompromised 
transplant recipients.

Mechanistic study population details
Comparison of cellular and humoral immune responses developed 
by recently infected and vaccinated transplant patients offers a 
unique opportunity to determine which immune effector(s) is asso-
ciated with protection against COVID-19 in this vulnerable population 
(3–7). The COVATRHUS cohort (Covid-19 Vaccine in Transplant 
Recipients, Hopitaux Universitaires de Strasbourg) was therefore 
established to prospectively collect synchronous serum and peripheral 
blood mononuclear cell (PBMC) samples from renal transplant 
recipients diagnosed with COVID-19  in the absence of previous 

vaccine injection (group infected, n  =  21; mean sampling time: 
30.6 ± 6.9 days after the onset of symptoms) or vaccinated with two 
doses of mRNA-1273 (group vaccinated, n  =  29; mean sampling 
time: 14.7 ± 3.7 days after the second dose, or 42.8 ± 3.8 days after 
initial contact with the antigen). This time point for analysis was 
chosen on the basis of previous studies, which reported that, in 
recently infected renal transplant patients, both the cellular and 
humoral responses against SARS-CoV-2 were clearly detectable 
between 25 and 37 days, although cell functionality (especially 
cytokine secretion) could still evolve thereafter (24).

The clinical characteristics of the COVATRHUS cohort are 
presented in table S1. With the exception of a shorter time after trans-
plantation in infected patients and a slightly different comorbidity 
profile of vaccinated patients, the rest of the clinical characteristics of 
COVATRHUS patients are similar to that of the epidemiological cohort. 
Recently infected and vaccinated patients from the COVATRHUS 
cohort had similar clinical profiles (table S1). Of note, the severity 
of COVID-19  in infected patients was mainly mild/moderate 
(16 of 21, 76%), and most of them did not require hospitalization 
(14 of 21, 67%).

SARS-CoV-2–specific cellular immunity is comparable 
in previously infected and vaccinated transplant recipients
Virus-specific CD8+ T cells reduce disease severity and promote 
recovery in many respiratory infections, including those driven by 
coronaviruses (25, 26), by eliminating infected cells. Optimal genera-
tion of these cytotoxic effectors depends upon the help provided by 
the T helper 1 (TH1) CD4+ T cells (27). We observed that no differ-
ence in the total count of CD4+ and CD8+ T cells was observed 
between vaccinated and recently infected patients (Fig. 2, A and B). 
Cytotoxic CD8+ T cells directed against the spike protein of SARS-
CoV-2, identified by the coexpression of CD69 and CD137 (28), 
could be detected in the circulation of both vaccinated and recently 
infected patients (Fig. 2C). However, only recently infected patients 
had CD8+ T cells directed against the other proteins of the virus 
(nucleocapsid and membrane). This finding was expected because 
nucleocapsid and membrane proteins are not included in the 
vaccine formulation (Fig. 2, C and D). There was no difference in 
spike protein–specific CD8+ T cells in the circulation of patients 
with recent infection versus vaccinated patients (Fig. 2D). The 
result remained the same when all specificities (spike, nucleocapsid, 
and membrane) were added together to better take into account the 
difference of repertoire between the two groups (Fig. 2E). The func-
tionality of these SARS-CoV-2–specific CD8+ T cells was demon-
strated by their ability to produce interferon- (IFN-) upon in vitro 
stimulation (Fig. 2F). The frequency of IFN-–producing SARS-
CoV-2–specific CD8+ T cells was similar between vaccinated and 
recently infected patients (Fig. 2G).

SARS-CoV-2–specific CD4+ T cell responses were monitored 
using the same approach as above (28); OX40 and CD137 were used 
as surface activation–induced markers on CD4+ T cells (Fig. 2H). 
Comparison of CD4+ and TH1 responses of vaccinated and recently 
infected patients resulted in the same conclusions as for CD8+ T cell 
responses (Fig. 2, I to L).

Thus, although the repertoire of the cellular immune response 
directed against SARS-CoV-2 is wider in recently infected patients 
(Fig. 2, C, D, H, and I), the minimal increase in cellular effectors 
(P = 0.240 for CD8+ T cells, Fig.  2E; P = 0.158 for CD4+ T cells, 
Fig. 2J) is unlikely to account alone for the marked advantage in 
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Fig. 1. Infection confers better protection against symptomatic COVID-19 
than vaccination in transplant recipients. Protection against COVID-19 was 
compared between renal transplant recipients with previous history of infection 
with SARS-CoV-2 (group “infected,” gray curve) and those who received the standard 
two-dose regimen of mRNA-1273 (group “vaccinated,” black curve). The follow-up 
started at the time of COVID-19 symptom onset for infected patients and at the 
time of the second vaccine administration for the vaccinated patients. Cumulative 
incidence in the two groups was plotted using the Kaplan-Meier method. Data 
were analyzed by a log-rank test; P = 0.0286.
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terms of protection against symptomatic COVID-19 
observed in this group as compared with vacci-
nated transplant recipients. Another argument 
in favor of this hypothesis is the fact that some 
recently infected patients had barely detectable 
virus-specific T cells, suggesting that their pro-
tection was due to other types of immune effec-
tors, a hypothesis also supported by a recently 
published experimental study (29).

Presence of neutralizing IgG correlates 
with protection against COVID-19 
in transplant recipients
Beside cellular effectors, the adaptive immune system also generates 
antibodies against SARS-CoV-2. As expected, antibodies directed 
against viral nucleocapsid (not included in the vaccine formulation) 
were exclusively detected in patients from the recent infection 
group (Fig. 3A), but only in half of them (11 of 19, 58%). In contrast, 
almost all (20 of 21, 95%) recently infected transplant recipients 
developed anti-RBD (receptor-binding domain) IgG (immuno-
globulin G) (Fig. 3B). The spike glycoprotein mediates virus entry 

into target cells using the angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) 
receptor, and it has been shown that antibodies directed against the 
RBD can block viral infection of human cells in vitro and counter 
viral replication in vivo (30–34). Despite the fact that anti-RBD IgG 
titers were lower than those observed in a cohort of 30 vaccinated 
healthy volunteers (35), serum isolated from recently infected 
transplant recipients still efficiently block pseudo-virus entry in human 
cells in vitro (Fig. 3C). A positive correlation between anti-RBD IgG 
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Fig. 2. SARS-CoV-2–specific cellular immunity was com-
parable in previously infected and vaccinated transplant 
recipients. (A and B) CD4+ (A) and CD8+ (B) T cells were 
enumerated in the circulation of recently infected (n = 21; 
open squares) and vaccinated (n = 29; open circles) transplant 
recipients. (C to L) CD8+ T cells (C to G) and CD4+ TH1 cells 
(H to L) directed against the spike (S), nucleocapsid (NCAP), 
and membrane (VME) proteins of SARS-CoV-2 were enu-
merated in the circulation of recently infected and vaccinated 
transplant recipients. Data were background-subtracted 
against DMSO-negative control. (C) Flow cytometry profiles 
of a representative patient of each group. Median percentage 
and IQR are indicated. (D) The count of CD8+ T cells specific 
to each viral protein is plotted for each patient. (E) For each 
patient, the total number of virus-specific CD8+ cytotoxic 
T cells is plotted. (F) Concatenated flow cytometry profiles 
of the two groups of patients. Median percentage and IQR 
are indicated. FSC-A, forward scatter area. (G) The propor-
tion of IFN-–producing SARS-CoV-2–specific CD8+ cytotoxic 
T cells is plotted for each patient (infected patients, n = 7; 
vaccinated patients, n = 18). (H) Flow cytometry profiles of a 
representative patient of each group. Median percentage 
and IQR are indicated. (I) The count of TH1-polarized CD4+ 
T cells specific to each viral protein is plotted for each patient. 
(J) For each patient, the total number of virus-specific 
TH1-polarized CD4+ T cells is plotted. (K) Concatenated flow 
cytometry profiles of the two groups of patients. Median 
percentage and IQR are indicated. (L) The proportion of 
IFN-–producing SARS-CoV-2–specific TH1 CD4+ T cells is 
plotted for each patient (infected patients, n = 7; vaccinated 
patients, n = 18). The bars indicate the median. Data were 
analyzed using a Mann-Whitney test; not significant (ns), 
P > 0.05; *P ≤ 0.05; ****P < 0.0001.
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titer and the result of the in vitro neutralization assay was demon-
strated (Fig. 3D). In contrast with recently infected patients, the 
humoral response of the vaccinated group against RBD was hetero-
geneous, and most patients (17 of 29, 59%) failed to generate detectable 
anti-RBD IgG after two doses of vaccine (Fig. 3B). This defect was 
even more clear in the context of a pseudo-virus neutralization 
assay, in which only 21% of vaccinated patients had neutralizing 
antibody response against the pseudo-virus (6 of 29; Fig. 3C).

These findings led us to hypothesize that the lack of protection 
against COVID-19 in some vaccinated transplant recipients may be 
due to insufficient generation of neutralizing anti-RBD antibodies. 
To test this theory, we retrieved the 14 available serum samples 
collected after the two doses of mRNA-1273 but before COVID-19 
diagnosis for the vaccinated patients of the epidemiological cohort. 
In line with our hypothesis, only 2 of 14 (14%) patients had detectable 
circulating anti-RBD IgG antibodies after the standard scheme of 
vaccination and none of these serum samples were able to block 

the entry of pseudo-virus in human cells 
in vitro (Fig. 3E). Thus, the 29 vaccinated 
transplant recipients were distributed 
into the group “responder” (n = 6 of 29, 
21%) or “nonresponder” (n = 23 of 29, 
79%) to vaccine according to whether or 
not serum collected after two doses of 
mRNA-1273 vaccine showed neutraliz-
ing capacity against pseudo-virus in vitro. 
Clinical and biological characteristics 
of these two groups are similar and pre-
sented in Table 1.

Generation of neutralizing 
antibodies after vaccination was 
associated with evidence of 
germinal center–derived  
B cell responses
The immunologic dogma has long held 
that the generation of IgG against protein 
antigen was dependent upon complex 
interactions between antigen-specific 
B cells and cognate CD4+ T follicular 
helper (TFH) cells that take place in spe-
cialized structures of secondary lym-
phoid organs called germinal centers 
(36, 37). However, this has been chal-
lenged by a number of studies (38–41). 
It is now clear that IgG can be generated 
during extrafollicular responses (which 
are sometimes independent of T cells).

To characterize where IgG response 
to COVID-19 mRNA vaccine develops, 
RBD-specific B cells were enumerated 
in the circulation of vaccinated patients 
and their expression of CD21, CD11c, 
CD27, and IgD was determined by flow 
cytometry (Fig.  4,  A  to  C). Previous 
studies have demonstrated that the 
extrafollicular differentiation pathway 
generates an atypical population of 
antigen-experienced B cells that is 

referred to as type 2 double-negative (IgD−CD27−). The latter is 
characterized by high expression of CD11c and low to negative 
expression of CD21 (42, 43). As such, they differ from their conven-
tional germinal center–derived counterparts, which are mostly 
CD27+. As expected, RBD-specific B cells were found in both higher 
proportion and number in the circulation of responders than non-
responders to vaccine (Fig.  4B). B cells expressing a germinal 
center–associated phenotype represented the vast majority (about 
90%) of RBD-specific B cells in the circulation of responders to vac-
cine (Fig. 4C). Furthermore, their number correlated well with both 
the anti-RBD IgG titers (Fig. 4D) and the in vitro viral neutraliza-
tion capacity of their serum (Fig. 4E).

Generation of neutralizing antibodies after vaccination is 
associated with circulating spike protein–specific TFH cells
Because the humoral response to SARS-CoV-2 correlated with abun-
dance of B cells expressing a germinal center–associated phenotype, 
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Fig. 3. Anti–SARS-CoV-2–specific humoral immunity elicited by infection and vaccination differs in transplant 
recipients. (A and B) The titers of IgG antibodies directed against the nucleocapsid protein (A) or receptor-binding 
domain (B) of SARS-CoV-2 were measured in the circulation of recently infected (n = 21; open squares) and vaccinated 
(n = 29; open circles) transplant recipients. A.U., arbitrary units; B.A.U., binding antibody units. (C) The neutralizing 
capacity of patients’ serum was compared between recently infected (n = 21; open squares) and vaccinated (n = 29; 
open circles) transplant recipients. Neutralizing titers are presented as the log10 of the dilution inhibiting 50% of 
target infection [log10(IC50)]. Neg indicates no evidence of neutralizing antibodies. For (A) to (C), the bars indicate 
median values. Pie charts are used to compare proportions. (D and E) The values of anti-RBD IgG titers and neutralizing 
capacity of the serum were log-transformed and plotted. (D) Results for the patients of the COVATRHUS cohort who 
were infected (n = 21; open squares) or vaccinated (n = 29; open circles) are plotted. The relation between the two 
variables was analyzed with a nonlinear regression model using a four-parameter slope. The result of Spearman 
correlation test is shown on the graph. The pie charts represent the proportion of patients with (white) anti-RBD IgG 
among those with or without neutralizing humoral response. (E) Results for the 14 patients from the epidemiological 
cohort, who developed COVID-19 after vaccination, are plotted. Dotted lines indicate the threshold of positivity of 
each assay. Mann-Whitney tests were used to compare antibody or neutralizing titers in (A) to (C), and Fisher’s exact 
test was used to compare proportions in (A) to (D); *P ≤ 0.05 and ****P < 0.0001.
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we speculated that a TFH defect may be contributing to the lack of 
generation of neutralizing antibodies observed in some vaccinated 
transplant recipients, a hypothesis justified by the detrimental impact 
of maintenance immunosuppression on TFH functions (9, 36, 44). 
Although TFH cells act within germinal centers in secondary lym-
phoid organs, recent studies have demonstrated that human blood 
CXCR5+CD4+ T cells are counterparts of TFH. This population con-
tains specific subsets that differentially support antibody secretion 
and can be identified on the basis of their profile of chemokine 
receptor expression (45). In line with these studies, the three subsets 
of TFH, TFH1 (CXCR3+CCR6−), TFH2 (CXCR3−CCR6−), and TFH17 
(CXCR3−CCR6+) could be identified and enumerated by flow 
cytometry in the circulation of vaccinated patients (Fig. 5A). No 
difference was observed regarding the total count of CD4+ T cells, 
TFH, or any of the TFH subsets between responders and nonresponders 
(Fig. 5B). However, in line with our hypothesis, all subsets of spike 
protein–specific CD4+ T cells were found in higher quantity in the 

circulation of responders than nonresponders (Fig. 5, C and D). 
Moreover, a positive correlation between the total number of spike 
protein–specific TFH and the neutralizing capacity of the sera was 
observed (Fig. 5E). This observation remained true when subanalyses 
were conducted separately with the three different subsets of TFH 
(fig. S1). Last, a strong positive correlation was also observed 
between the number of germinal center–derived RBD-specific B cells 
and that of cognate TFH cells (Fig. 5F), further emphasizing the im-
portance of bidirectional interactions between these partners within 
the germinal center for an efficient response to SARS-CoV-2 vaccine.

High mycophenolate mofetil dose was associated 
with reduced vaccine response in vaccine recipients
The dynamic of germinal center reactions, in which antigen-specific 
B and T cells proliferate, is the major determinant controlling the 
humoral immune response after vaccination against SARS-CoV-2 in 
healthy volunteers (46, 47). The reduced count in both spike 

Table 1. Characteristics of vaccinated patients. IQR, interquartile range; BMI, body mass index; NA, not available; CNI, calcineurin inhibitor; MMF/MPA, 
mycophenolate mofetil/mycophenolic acid; imTOR, inhibitor of the mechanistic target of rapamycin; CRP, C-reactive protein. 

n (%) or median [IQR]
Nonresponders Responders P*

N = 23 N = 6

Age (years) 61.2 [45.8; 70.1] 47.7 [41.2; 61.7] 0.254

Male 14 (61) 4 (67) >0.999

BMI 24.9 [23.8; 29.4] 23.8 [20.2; 24.5] 0.138

Comorbidities

  Cardiopathy 15 (65) 6 (100) 0.138

  Diabetes 3(13) 0 (0) >0.999

Time since transplantation (years) 7.0 [1.6; 15.9] 10.4 [3.5; 24.6] 0.414

Donor type >0.999

  Deceased 20 (87) 5 (83)

  Living 3 (13) 1 (17)

Induction therapy 0.453

  Anti-thymocyte globulins 13 (57) 4 (67)

  Basiliximab 8 (35) 1 (17)

  No induction 1 (4) 1 (17)

  NA 1 (4) 0 (0)

Maintenance immunosuppression

  CNI (yes) 22 (96) 6 (100) >0.999

  MMF/MPA (mg/day) 1000 [500; 1000] 250 [0; 625] 0.014

  Steroids (mg/day) 5.0 [0.0; 5.0] 2.5 [0.0; 5.0] 0.358

  imTOR (yes) 1 (4) 2 (33) 0.100

  Belatacept (yes) 1 (4) 0 (0) >0.999

Biological data

  Lymphocytes (G/liter) 1.16 [0.99; 1.38] 1.99 [1.45; 2.66] 0.069

  Monocytes (G/liter) 0.55 [0.41; 0.79] 0.51 [0.44; 0.70] 0.723

  CRP (mg/liter) 4.0 [4.0; 5.8] 4.5 [4; 10.6] 0.570

  Albumin (g/liter) 43 [42; 46] 44 [43; 45] 0.874

  Creatinine (M) 134 [97; 183] 131 [97; 237] 0.859

*Qualitative variables were compared using a Fisher or chi-square test, and quantitative variables were compared using a Mann-Whitney test.
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protein–specific B and TFH cells observed in nonresponders to vaccine 
therefore provides a potential explanation for the defect of genera-
tion of anti-RBD IgG and, in turn, the lack of viral neutralization 
capacity of their serum. We next asked what distinguished non-
responders from responders in our vaccinated cohort. Among the 
immunosuppressive drugs used in maintenance regimen, some block 
the activation of T cells (calcineurin inhibitor), whereas others, such as 
mycophenolate mofetil, act by blocking the proliferation of adaptive 
immune effectors. Although responders and nonresponders to vaccine 
were similarly exposed to calcineurin inhibitors, nonresponders 

received significantly more mycopheno-
late mofetil (250 mg/day, IQR [0; 625] 
versus 1000 mg/day, IQR [500; 1000] 
in responders versus nonresponders; 
P = 0.014; Fig. 6A).

This result suggests that the antipro-
liferative effect of high-dose mycophe-
nolate mofetil may impede germinal 
center reaction and thereby be the cause 
of the lack of response after two doses 
of mRNA-1273 vaccine observed in 
some transplant recipients. However, 
despite the fact that recently infected 
patients received the same (high) dose 
of mycophenolate mofetil at the time of 
infection as nonresponders to vaccine 
(Fig. 6A), they generated higher numbers 
of virus-specific germinal center–derived 
B cells (Fig. 6B) and TFH (Fig. 6C), and 
consequently neutralizing anti-RBD IgG 
antibodies, as do responders to vaccine 
(Fig. 6, D and E).

A third dose of mRNA vaccine 
improved neutralizing anti-RBD 
IgG responses in a subset of prior 
vaccine nonresponders
Our last observation led us to ask 
whether the potential negative impact of 
high-dose mycophenolate mofetil could 
be overcome by further immunogenic 
stimulation than the standard vaccina-
tion scheme, such as the one provided to 
the patients by infection with live virus. 
In line with this hypothesis, vaccinated 
patients without neutralizing anti-RBD 
IgG after two doses of mRNA-1273 did 
generate neutralizing anti-RBD IgG 
after infection (Fig. 7, A and B). On the 
basis of these results, we tested the 
impact of an additional dose of vaccine 
on the humoral response of 17 of the 
23 transplant patients that were non-
responders to the standard two-dose 
vaccine regimen for mRNA-1273. In ac-
cordance with our hypothesis, not only we 
observed an increase in anti-RBD IgG 
titers after the third dose of vaccine 
(Fig. 7C) but also 41% of the serum 

samples (7/17) efficiently block pseudo-virus entry in human cells 
in vitro (Fig. 7D).

We next validated these findings in an independent, external 
cohort. A third dose of the other currently approved mRNA SARS-
CoV-2 vaccine (BNT162b2) was administered to a cohort of 62 renal 
transplant recipients from Lyon University Hospital that did not 
have neutralizing anti-RBD IgG after two doses of vaccine. In 
accordance with our previous results with mRNA-1273, we observed 
a similar increase in anti-RBD IgG titers in these nonresponders after 
the third dose of vaccine (Fig. 7E), and serum from 39% (24 of 62) 
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antigen-experienced B cells and the titer of anti-RBD IgG (D) or the viral neutralization capacity of the serum (E). The 
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of recipients efficiently blocked pseudo-virus entry in human cells 
in vitro (Fig. 7F).

DISCUSSION
Although antibody titers and their ability to neutralize the virus are 
emerging as correlates of protection against COVID-19 in healthy 
individuals (48–50), there is still an urgent need to understand the 
relative contribution of humoral and T cell immunity in conferring pro-
tection to immunosuppressed populations (18), in particular trans-
plant patients, who are both at high risk of death due to COVID-19 
(3–7) and poor responders to mRNA vaccines (11–14, 51).

Taking advantage of the observation 
that a previous infection by SARS-
CoV-2, but not the standard two-dose 
scheme of vaccination, provided pro-
tection against symptomatic COVID-19 
to transplant recipients, we designed a 
translational study to compare the adap-
tive immune responses of these two 
groups of patients. The results of this 
study suggest that germinal center–
derived anti–SARS-CoV-2–neutralizing 
IgG may be a critical component of the 
adaptive immune response associated 
with protection against symptomatic 
COVID-19 in transplant recipients. Our 
data also suggest that the negative im-
pact of mycophenolate mofetil on re-
sponse to vaccine may be overcome 
by increasing antigen exposure with a 
third dose.

Newer studies have challenged a long-
standing dogma in immunology, which 
considered switched antibodies directed 
against protein antigens (such as spike 
protein) a hallmark of germinal center 
reactions. For example, recent experi-
mental works have demonstrated that 
T cell–independent IgG class switching 
can also occur, in particular against cer-
tain outer membrane proteins of patho-
gens (39, 40). Additional studies have 
shown that, during T cell–dependent 
humoral response, IgG class switch-
ing is triggered before differentiation 
into germinal center B cells (38). Last, 
it has been demonstrated that IgG class 
switching can also take place during an 
extrafollicular (and thus germinal center–
independent) differentiation pathway 
that is promoted by inflammatory con-
ditions (41), including in the particular 
setting of severe COVID-19 (52). Our 
observation that the generation of virus-
neutralizing IgG in responders to vacci-
nation correlated with both the number of 
antigen-specific germinal center B cells 
and TFH cells may indicate that the 

response to SARS-CoV-2 mRNA vaccine requires germinal center 
reactions in renal transplant recipients, as has been recently reported 
for immunocompetent healthy volunteers (46).

Interestingly, serum neutralization capacity and antigen-specific 
germinal center B cells after vaccination correlate not only with the 
number of antigen-specific TFH1 cells, the subset predominantly 
produced after vaccination in healthy participants (53, 54), but also 
with the two other TFH subsets (TFH2 and TFH17). These popula-
tions are thought to be the most efficient to drive antibody genera-
tion (9, 45). This latter finding, which conflicts with the negative 
correlation recently reported after infection between the number of 
TFH17 cells and the neutralizing antibody response (55), could 

CXCR5

C
D

3

C
D

3

CD4 CXCR3

C
C

R
6

TFH1TFH2

TFH17

CD25

FS
C

-A
A B

C Activated with spike-derived peptides

T CD4+ TFH TFH1 TFH2 TFH17

103

104

105

106

N
o.

 o
f c

el
ls

 (/
m

l)

R
es

po
nd

er
N

on
re

sp
on

de
r

Responders
Nonresponders

TFH1 TFH2 TFH17

0

103

104

105

102

101

T CD4+ TFH TFH1 TFH2 TFH17

N
o.

 o
f s

pi
ke

 
pr

ot
ei

n–
sp

ec
ifi

c 
ce

lls
 (/

m
l)

D

* * ***

101 102 103 104 105

103

102

101

10

No. of spike protein–specific TFH cells (/ml)

N
o.

 o
f G

C
-d

er
vi

ed
 

R
B

D
+  B

 c
el

ls
 (/

m
l)

Spearman r = 0.6078
P = 0.0075

E

*

Gated on
Live cells CD4+ T cells TFH cells

17.88%
[4.65; 38.65]

2.12%
[0.69; 5.90]

1.17%
[0.68; 3.08]

2.90%
[1.30; 9.58]

0.0%
[0.0; 3.53]

0.51%
[0.17; 2.04]

1

2

3

4

5

101 102 103 104 105

Lo
g 10

50
(IC

   )

Spearman r = 0.4796
P = 0.0098 

Neg

0

F

No. of spike protein–specific TFH cells (/ml)
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and nonresponders (n = 22; open circles) after two doses of SARS-CoV-2 mRNA vaccine. (A) Representative flow 
cytometry profiles with the gating strategy used to identify the three subsets of TFH cells: TFH1 (blue), TFH2 (green), 
and TFH17 (orange). (B) The counts of circulating CD4+ T cell subsets are plotted for each patient. (C and D) Spike 
protein–specific cells were enumerated among each CD4+ T cell subset for each vaccinated patient. Data were 
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responders (upper row) and responders (lower row). Median percentage and IQR are indicated. (D) The counts of 
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indicate that efficient germinal center response to infection and 
vaccination requires different TFH subpopulations.

It is not clear what factors impair germinal center reaction in 
nonresponders to SARS-CoV-2 mRNA vaccine. We observed that 

transplant patients without viral neu-
tralizing IgG after two doses of vaccine 
were exposed to a higher dose of myco-
phenolate mofetil, an immunosuppressive 
drug that acts by blocking proliferation of 
activated B and T lymphocytes (56, 57). 
This observation is supported by other 
independent studies, which have also 
reported an association between expo-
sition to mycophenolate mofetil and 
lower antibody responses (44, 58, 59), 
including to SARS-CoV-2 vaccines (11, 14). 
On the basis of these findings, it is tempt-
ing to speculate that a reduction (or sus-
pension) of the maintenance dose of 
mycophenolate mofetil before vaccina-
tion might help obtain better response 
rates. On the other hand, this non–antigen-
specific attitude might increase the risk of 
generation of donor-specific antibodies 
(9), which is the first cause of late allograft 
loss (60) through accelerated chronic 
vascular rejection (61, 62).

On the basis of the observation that 
recently infected patients successfully 
generated viral neutralizing IgG despite 
a high dose of mycophenolate mofetil, 
similar to that of nonresponders, we 
hypothesized that an additional expo-
sure to viral antigen in the form of a 
third dose of vaccine could improve a 
patient’s protection without requiring 
the reduction of maintenance immuno-
suppression. In line with this hypothe-
sis, administration of a third dose of 
mRNA vaccine resulted in the generation 
of neutralizing anti-RBD IgG in about 
40% of individuals who did not respond 
to the standard two-dose course of 
vaccination. This result was further 
validated in a larger independent pro-
spective cohort with the other approved 
SARS-CoV-2 mRNA vaccines and has 
been reported by independent groups 
(15,  63–66). Furthermore, our group 
recently reported that a fourth dose of an 
mRNA-based vaccine produces a satis-
factory antibody response in some kid-
ney transplant recipients who did not 
respond adequately after three previous 
doses (67).

In addition to increasing the number 
of vaccinations, another possibility to 
increase vaccine immunogenicity is to 
increase the amount of antigen provided 

in each dose. This strategy has been successfully tested in trans-
plant recipients with protein-based vaccines against influenza 
(68, 69). In this regard, note that several studies have already re-
ported higher antibody titers in healthy patients vaccinated with 
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Fig. 6. High mycophenolate mofetil dose was associated with evidence of poorer vaccination-induced germinal 
center reactions. (A) Polar plots were used to compare maintenance immunosuppression regimens for nonresponders 
(n = 23; left) and responders (n = 6; middle) to two doses of SARS-CoV-2 mRNA vaccine, and patients previously infected 
with SARS-CoV-2 (n = 21; right). Median values are plotted. MMF, mycophenolate mofetil; CNI, calcineurin inhibitor. 
Target indicates the target residual blood concentration of calcineurin inhibitor. < and > symbols indicate residual 
blood concentrations of calcineurin inhibitor below or above the target, respectively. (B) The bar graph (left) shows 
the number of RBD-specific antigen-experienced B cells thought to be derived from germinal center (blue) and extra-
follicular (purple) responses of each recently infected patient (n = 8; open squares). The proportions of RBD-specific 
antigen-experienced B cells likely derived from germinal center and extrafollicular responses in recently infected 
patients are shown in the pie chart (right). (C) SARS-CoV-2–specific TFH subsets were enumerated in the circulation of 
nonresponders (n = 22; open circles) and responders (n = 6; black circles) to two doses of SARS-CoV-2 mRNA vaccine, 
as well as for patients recently infected with SARS-CoV-2 (n = 18; open squares). (D) The titers of anti-RBD antibodies 
were measured in the circulation for nonresponders (n = 23; open circles) and responders (n = 6; black circles) to two 
doses of SARS-CoV-2 mRNA vaccine, as well as for patients recently infected with SARS-CoV-2 (n = 21; open squares). 
(E) The neutralizing capacity of patients’ serum was compared for nonresponders (n = 23; open circles) and responders 
(n = 6; black circles) to two doses of SARS-CoV-2 mRNA vaccine, as well as for patients recently infected with SARS-CoV-2 
(n = 21; open squares). Neutralizing titers are presented as log10(IC50). Bars indicate the median. Data were analyzed 
by Mann-Whitney tests; ns, P > 0.05; *P ≤ 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; ****P < 0.0001.
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mRNA-1273 (which contains 100 g of mRNA) than in those 
that received BNT162b2 (30 g of mRNA) (70), although whether 
one vaccine is more effective than the other in this cohort remains 
to be evaluated.

The process of adapting vaccination regimens has limits. A frac-
tion of transplanted patients will likely not be able to generate an 
efficient antibody response whatever the vaccination scheme. In 
this cohort, protection against COVID-19 might depend on infusion 
of cocktails of therapeutic or prophylactic monoclonal antibodies 
(mAbs). This primary prevention strategy has been successfully 
tested in people with household exposure to SARS-CoV-2 with the 
combination of casirivimab and imdevimab (REGEN-COV) (71). 
In this study, mAb infusion reduced the risk of developing symp-
tomatic and asymptomatic COVID-19 and also reduced the dura-
tion of symptoms. Further studies evaluating this strategy of passive 
immunization in organ transplant recipients are essential to pro-
tecting this at-risk population.

This study has several limitations. First, only a limited number 
of patients were enrolled (n = 50), the immune response of whom 
was analyzed at only a single time point. Second, the impact of 
vaccination or infection on the various immune cell subsets was 
analyzed in peripheral blood instead of the secondary lymphoid 
organs (spleen and lymph nodes), where immune responses actually 
develop. This limitation made it impossible to directly evaluate the 
formation of germinal centers in responders to vaccines and during 
mild-to-moderate COVID-19 disease. Third, these data were 
collected before the emergence of the omicron variant, which is 
currently the dominant circulating variant of concern. Last, we did 
not directly test the hypothesis that stopping mycophenolate mofetil 
would allow for better expansion of antigen-specific B and T cells 
and thereby an improved response rate to vaccination. Thus, future 
studies to investigate causal relationships between these parameters 
are needed.

In conclusion, our study suggests that the protection of renal 
transplant recipients against severe COVID-19 depends upon the 

germinal center–dependent generation of virus-neutralizing IgG 
antibodies. In contrast with SARS-CoV-2 infection, which efficiently 
drives protective humoral response, the standard two-dose regimen 
of mRNA vaccine might be insufficient in some transplant patients 
treated with immunosuppressive drugs. Thus, these patients may 
require additional booster dose(s) of mRNA vaccine.

MATERIALS AND METHODS
Study design
A monocentric epidemiological cohort of kidney transplant patients 
was used to retrospectively compare the incidence of symptomatic 
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Fig. 7. Infection after vaccination or a third dose of mRNA vaccination improves 
SARS-CoV-2–specific antibody responses. (A) Anti-RBD IgG titers were measured 
before and after SARS-CoV-2 infection in individuals who received two doses (2D) 
of mRNA vaccine (n = 6). (B) Virus neutralization capacity of the serum was mea-
sured after SARS-CoV-2 infection in transplant recipients who did not respond to 
two doses of mRNA vaccine (n = 6). Percentages indicate the fraction of individuals 
with (83%) or without (17%) measurable neutralizing titers after two doses of 
vaccine and SARS-CoV-2 infection. (C) A discovery cohort (mRNA-1273 vaccine; 
n = 17) was used to compare anti-RBD IgG titers after the second (2D) and third 
(3D) dose of mRNA vaccine in the same patients; these patients were considered 
nonresponders after two doses of mRNA-1273 vaccine. (D) Virus neutralization 
capacity of the patients’ serum was measured after the third dose (n = 17). Percentages 
indicate the fraction of individuals with (41%) or without (59%) measurable neu-
tralizing titers after three doses of mRNA-1273 vaccine. (E) An external validation 
cohort (BNT162b2 vaccine; n = 62) was used to compare anti-RBD IgG titers after the 
second (2D) and third (3D) dose of mRNA vaccine in those who were nonresponders 
to two doses of BNT162b2 mRNA vaccine. (F) Virus neutralization capacity of the 
patients’ serum was measured after the third dose (n = 62). Percentages indicate the 
fraction of individuals with (39%) or without (61%) measurable neutralizing titers 
after three doses of BNT162b2 vaccine. Wilcoxon test, *P < 0.05 and ****P < 0.0001.
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SARS-CoV-2 infections in patients vaccinated against SARS-CoV-2 
with two doses of mRNA vaccine versus patients with a previous 
history of COVID-19. A cohort of 50 patients (21 recently infected 
and 29 vaccinated, COVATRHUS cohort) was extracted from this 
initial cohort for in-depth retrospective analysis of their cellular and 
humoral immune responses against SARS-CoV-2. The impact of a 
third dose of mRNA vaccine was first evaluated in the nonresponders 
of COVATRHUS cohort (n = 23) and then in an external validation 
cohort (n = 62) in a prospective observational study.

Characteristics of study populations
The incidence of SARS-CoV-2 infections was monitored since the 
beginning of the pandemic, in the entire cohort of kidney transplant 
recipients at the University Hospital of Strasbourg, France, and 
compared between patients with a previous history of COVID-19 
and those who received the two doses of mRNA-1273. The follow-up 
started at the time of COVID-19 symptom onset for the infected 
patients. For vaccinated transplant recipients, because the protec-
tion conferred by mRNA vaccine is operant as early as 12 days after 
the first injection in the general population (72), the follow-up 
started at the date of the second dose of vaccine. The Kaplan-Meier 
method was used to compare COVID-19 incidence in the two popula-
tions. Data were censored at either date of death or 10 October 2021. 
Furthermore, to ensure the accuracy of the comparison, infected 
patients who did not develop reinfection before immunization were 
censored at the time of their first mRNA vaccine injection. Also, 
because in France a systematic third vaccine dose was proposed to 
all transplant recipients from April 11th onward, vaccinated patients 
who did not develop COVID-19 before their third dose of vaccine 
were censored at the time of the third vaccine injection.

The COVATRHUS cohort was used to analyze immune mecha-
nisms involved in protection against COVID-19. Twenty-nine 
patients, naive for SARS-CoV-2 infection, were prospectively re-
cruited from the cohort of kidney transplant recipients of the Uni-
versity Hospital of Strasbourg. According to the recommendations of 
the French health authority, they received two doses of mRNA-1273 
(Moderna) SARS-CoV-2 vaccine. A third vaccine injection of mRNA-
1273 SARS-CoV-2 vaccine was offered to all patients who did not 
develop viral neutralizing IgG after the second dose.

Vaccinated patients were compared to 21 patients retrospectively 
recruited among adult kidney transplant recipients of the University 
Hospital of Strasbourg, who were diagnosed with COVID-19 
between 1 November 2020 and 31 January 2021. The diagnosis of 
COVID-19 was based on positive testing of nasopharyngeal swabs 
by reverse transcription PCR (RT-PCR). The study protocol com-
plied with the tenets of the Helsinki Declaration and was approved 
by the Institutional Review Board (approval number: 18/21 03, 
Comité de Protection des Personnes Ouest IV Nantes) and registered 
on clinicaltrial.gov as NCT04757883. Clinical, demographic, and 
laboratory data were collected at the time of the first vaccine injection 
or at the time of the COVID-19 diagnosis. Severity of COVID-19 was 
graded as asymptomatic, mild, moderate, severe, critical, or death 
following the first WHO recommendations dated 27 May 2020. 
The immune response after vaccination or infection was assessed at 
day 14 after the second dose of vaccine or 1 month after symptom 
onset, respectively.

An external validation cohort consisted of nonresponders to 
two doses of BNT162b2 vaccine (Pfizer-BioNtech). These indi-
viduals were part of a cohort of kidney transplant recipients of 

Lyon University Hospital, France. The study protocol was ap-
proved by the local Institutional Review Board (approval number: 
2020-A02918-31).

Assessment of cellular immune responses directed against 
SARS-CoV-2
PBMCs were collected and isolated by centrifugation on a Ficoll 
density gradient. The cells were then frozen in fetal calf serum 
supplemented with 10% dimethyl sulfoxide (DMSO; Sigma-Aldrich). 
SARS-CoV-2–specific CD8+ T cells and CD4+ T cells were identi-
fied as previously described (9, 28). Briefly, after thawing, cells were 
concentrated at 107 cells/ml in complete medium [RPMI 1640 
GlutaMAX medium (Invitrogen) supplemented with 10% fetal calf 
serum, 25 mM Hepes (Invitrogen), and penicillin/streptomycin 
(10 U/ml; Invitrogen)] and left to rest overnight at 37°C and 5% CO2 
in a 96-well round-bottom plate at 106 cells per well. The next 
day, the RPMI 1640 medium was changed, and the cells were 
cultured for 24 hours in the presence of peptide pools derived from 
the viral spike, nucleocapsid, and membrane proteins (PepMix, JPT 
Peptides Technologies GmbH). The pools contained overlapping 
peptides covering the entire sequence of the indicated viral protein 
antigens. The final concentration of the peptides was 1 g/ml. Cells 
cultured with DMSO (Sigma-Aldrich) alone (1:250) were used as 
negative controls. Cells were then rinsed and incubated at room 
temperature with the relevant fluorescent antibodies for 30 min: 
CD3 (UHCT1, Brilliant Violet 421, dilution 1:80, BD Biosciences, 
catalog no. 562426, RRID: AB_11152082), CD8 [SK1, allophycocyanin 
(APC)–H7, dilution 1:80, BD Biosciences, catalog no. 560179, 
RRID: AB_1645481], CXCR3 (1C6, Alexa Fluor 488, dilution 1:10, 
BD Biosciences, catalog no. 558047, RRID: AB_397008), CXCR5 
(RF8B2, Alexa Fluor 647, dilution 1:80, BD Biosciences, catalog no. 
558113, RRID: AB_2737606), CCR6 [11A9, phycoerythrin (PE)–
cyanine (Cy) 7, dilution 1:80, BD Biosciences, catalog no. 560620, 
RRID: AB_1727440], CD25 (2A3, PE, dilution 1:50, BD Biosciences, 
catalog no. 341011, RRID: AB_2783790), CD4 [SK3, peridinin-
chlorophyll-protein (PerCP)–Cy5.5, dilution 1:20, BD Biosciences, 
catalog no. 332772, RRID: AB_2868621, or Alexa Fluor 488, dilution 
1:10, BioLegend, catalog no. 344604, RRID: AB_1937227], CD69 
(FN50, PE/Dazzle 594, dilution 1:150, BioLegend, catalog no. 310942, 
RRID: AB_2564277), CD137 (4B4-1, Alexa Fluor 647, dilution 1:20, 
BioLegend, catalog no. 309824, RRID: AB_2566258), and a Fixable 
Viability Dye (eBioscience, eFluor 510, dilution 1:500). Cells were 
fixed with 2% methanol-free formaldehyde.

For IFN- staining, surface antigen–stained cells were incubated 
for 30  min at 4°C in Fixation/Permeabilization buffer (Foxp3/
Transcription Factor Staining Buffer Set from eBioscience). The 
cells were then rinsed and incubated with anti–IFN- fluorescent 
antibody (4S.B3, PE, dilution 1:10, BD Biosciences, catalog no. 554552, 
RRID: AB_395474) in the permeabilization buffer according to 
manufacturer instructions. Of note, these experiments were performed 
without brefeldin A. Samples were acquired on a BD LSR Fortessa 
4L flow cytometer (BD Biosciences).

Assessment of humoral immune responses directed  
against SARS-CoV-2
IgGs directed against the receptor-binding domain (anti-RBD IgG) 
of the spike glycoprotein of the SARS-CoV-2 were detected by a 
chemiluminescence technique, using the Maglumi SARS-CoV-
2S-RBD IgG test (Snibe Diagnostic) on a Maglumi 2000 analyzer 
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(Snibe Diagnostic), according to the manufacturer’s instructions. 
This test displays clinical sensitivity and specificity of 100 and 
99.6%, respectively. Following WHO recommendation (73), titers 
are expressed as binding antibody units per milliliter (BAU/ml); the 
correction factor for Maglumi was 4.33.

The Abbott anti–nucleocapsid (N) IgG assay is an automated 
chemiluminescence microparticle immunoassay (CMIA) conducted 
and interpreted according to manufacturer guidelines. A sample-
to-calibrator relative light unit index of ≥1.4 is considered positive, 
an index of ≥0.49 to <1.40 is considered borderline, and an index of 
<0.49 is considered negative. This CMIA displays clinical sensitivity 
and specificity of 96.5 and 99.2%, respectively (74).

Neutralization assays were performed as follows: 3 × 104 293T-ACE2 
(provided by O. Schwartz laboratory, Institut Pasteur) were plated 
in 96-well plates. Serum samples were sequentially diluted and 
incubated with D614G spike-pseudotyped lentiviral particles (pro-
vided by Rossolillo laboratory, Institut de Génétique et de Biologie 
Moléculaire et Cellulaire) for 1 hour at 37°C. The mixes were then 
added to cells. After 72 hours, the intracellular luciferase signal was 
measured with Bright-Glo luciferase assay system using a luminescence 
Counter MicroBetaTriLux 1450LSC (PerkinElmer). The percentage of 
neutralization was calculated as follows: 100 × (1 − (mean(luciferase 
signal in sample duplicate))/(mean(luciferase signal in virus alone))). 
The results are reported as the log10 of the dilutions that inhibit 50% 
of the infection of the targets [log10(IC50)].

SARS-CoV-2 RBD-specific B cells were identified as previously 
reported (75). Briefly, biotinylated recombinant RBD domain of 
SARS-CoV-2 RBD (Miltenyi Biotec) was tetramerized with either 
streptavidin-PE (BD Biosciences) or streptavidin-APC (BioLegend). 
Cryopreserved PBMCs were centrifuged, suspended in PEB buffer 
(phosphate-buffered saline plus 0.5% bovine serum albumin and 
2 mM EDTA), and incubated with Fc receptor block (Miltenyi 
Biotec) for 15 min at 4°C (dilution 1:10). Next, cells were washed in 
PEB and stained for 30 min in brilliant stain buffer at 4°C in the dark 
using the following antibodies: anti-CD3 (clone SK7, APC-Fire810, 
dilution 1:25, BioLegend, catalog no. 344858, RRID: AB_2860895), 
anti-CD11c (clone 3.9, Brilliant Violet 785, dilution 1:20, BioLegend, 
catalog no. 301644, RRID: AB_2565779), anti-IgD (clone IA6-2, Brilliant 
Violet 605, dilution 1:50, BioLegend, catalog no. 348232, RRID: 
AB_2563337), anti-CD19 (clone LT19, PE-Vio770, dilution 1:50, 
Miltenyi Biotec, catalog no. 130-113-170, RRID: AB_2733209), 
anti-CD27 (clone M-T271, PerCP-Vio700, dilution 1:50, Miltenyi 
Biotec, catalog no. 130-113-632, RRID: AB_2784096), anti-CD38 
(clone REA572, VioBright fluorescein isothiocyanate, dilution 1:25, 
Miltenyi Biotec, catalog no. 130-113-433, RRID: AB_2726165), 
anti-CD20 (clone 2H7, Brilliant Violet 421, dilution 1:25, BD 
Biosciences, catalog no. 562873, RRID: AB_2737857), and anti-
CD21 (clone B-ly4, Brilliant Ultra-Violet 496, dilution 1:100, BD 
Biosciences, catalog no. 750614, RRID: AB_2874746), together with 
both PE- and APC-conjugated recombinant RBD tetramers. Cells 
were washed in PEB and resuspended in a PEB dilution (1:500) of 
the fixable viability dye eFluor 780 (eBioscience, eFluor 780, dilution 
1:500). They were next washed and fixed at 4% paraformaldehyde 
for 20 min at 4°C in the dark before a final wash and resuspension 
for analysis. Samples were then acquired on a Cytek Aurora spectral 
flow cytometer equipped with five lasers operating on 355, 405, 488, 
561, and 640 nm using the SpectroFlo V2.2.0 (Cytek) software. Data 
were analyzed using FlowJo10.6.1 software (Becton Dickinson). 
Because our interest was on the ongoing humoral immune response 

(antigen-experienced B cells), we excluded naive B cells (CD19+ 
CD20+ IgD+ CD27−) from analysis.

Statistical analysis
Raw, individual-level data for experiments where n < 20 are presented 
in data file S1. All the analyses were carried out using GraphPad 
Prism v8.0. Qualitative variables were expressed as percentages and 
compared with the chi-square test or Fisher’s exact test when the 
conditions of application of chi-square were not met. Because of the 
lack of normal distribution of some variables in the epidemiological 
cohort or small sample size in the mechanistic cohort, quantitative 
variables were all expressed as median ± IQR and compared using 
Mann-Whitney test. Paired data were compared using Wilcoxon 
test. All tests were two-sided. Incidence data were analyzed by 
Kaplan-Meier plot and compared using a log-rank test. Nonlinear 
regression was performed to study the correlation of continuous 
quantitative variables.
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Infection or a third dose of mRNA vaccine elicits neutralizing antibody responses
against SARS-CoV-2 in kidney transplant recipients
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Protecting transplant recipients
Recipients of kidney transplants are placed on immunosuppressive drugs, which, while prevent rejection of their
graft, also put them at increased risk of infections with viruses such as SARS-CoV-2. Here, the authors compared the
immune response elicited by SARS-CoV-2 infection and vaccination in kidney transplant recipients. Infection elicited a
broader response to SARS-CoV-2 associated with fewer cases of reinfection. The authors also observed a subset of
individuals that did not respond to two doses of mRNA vaccine, potentially due to exposure to the immunosuppressive
drug, mycophenolate mofetil. A subset of nonresponders who received a third dose of mRNA vaccine developed
antibodies comparable to responders to two doses, suggesting that populations with immunosuppression should be
prioritized for booster vaccine doses.
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OBSERVATIONS: CASE REPORTS

Antibody Response to a Fourth Messenger RNA COVID-19
Vaccine Dose in Kidney Transplant Recipients: A Case Series

Background: Kidney transplant recipients receiving immuno-
suppressive drugs have impaired immune responses to messen-
ger RNA (mRNA) COVID-19 vaccines (1). Consequently, despite
standard vaccination with mRNA vaccines, many of these patients
remain at high risk for severe disease during the ongoing pan-
demic. The U.S. Food and Drug Administration has authorized
immunocompromised people to receive a third dose of mRNA
vaccine after the standard 2-dose regimen to further boost protec-
tion, and French health authorities approved a third dose on 11
April 2021. Subsequent studies found that approximately 50% of
patients who did not respond after a second dose seroconverted
after a third dose, which produced an overall seroconversion rate
of about 65% (2, 3). Antispike IgG titers above 143 binding anti-
body units (BAU) per milliliter correlate with the presence of neu-
tralizing antibodies (the most widely accepted marker of disease
protection) against the wild-type virus and the Alpha, Beta, and
Gamma variants, but neutralization of the Delta variant requires
higher antispike IgG titers (4). Therefore, patients with low titers of
antispike IgG may remain insufficiently protected. In June 2021,
French health authorities approved offering a fourth vaccine dose
to recipients of solid organ transplants who had a weak response
after a third dose.

Objective: To investigate whether a fourth dose of an
mRNA-based anti–SARS-CoV-2 vaccine would increase antispike

IgG titers in kidney transplant recipients who showed a weak se-
rologic response after 3 doses.

Case Report: A fourth dose of mRNA vaccine (BNT162b2
[Pfizer], n= 34; mRNA-1273 [Moderna], n= 58) was given to 92
kidney transplant recipients from 3 independent French univer-
sity hospitals (Strasbourg, Lyon, and Nantes) who had antispike
IgG titers less than 143 BAU/mL 1 month after a third dose. All
had measurements of antispike IgG titers 2 to 6 weeks later
(median, 29 days [interquartile range, 26 to 34 days]). The
Table shows the characteristics of these patients.

There were no safety concerns with the fourth vaccine dose.
After a median of 29 days, median antispike IgG levels increased
from 16.4 BAU/mL (interquartile range, 5.9 to 62.3 BAU/mL) to
145 BAU/mL (interquartile range, 27.6 to 243 BAU/mL) (Figure)
and 50% of patients reached the threshold of 143 BAU/mL.
Patients who reached this threshold had a longer interval between
their transplant and fourth vaccine dose and were less frequently
treated with steroids (Table). The percentage of patients who had
antispike IgG titers above 143 BAU/mL after the fourth dose was
48% for the BNT162b2 vaccine and 52% for the mRNA-1273
vaccine, and patients who received the mRNA-1273 vaccine had
higher IgG titers (median, 150 vs. 122 BAU/mL). Only 1 patient
was subsequently diagnosed with mild COVID-19, and he had an
antispike IgG level of 28 BAU/mL 1 month after his fourth vaccine
dose.

Discussion: Our study indicates that a fourth dose of
an mRNA-based vaccine produces a satisfactory antibody
response in some kidney transplant recipients who did not
respond adequately after 3 previous doses, and it supports the

Table. Characteristics of 92 Kidney Transplant Recipients Who Received a Fourth Dose of mRNA Vaccine Against SARS-CoV-2,
According to Their Subsequent Levels of IgG Antibody Against the Spike Protein

Characteristic Entire Cohort
(n = 92)

IgG >143 BAU/mL After
4 Doses (n = 46)

IgG <143 BAU/mL After
4 Doses (n = 46)

Median age (IQR), y 55.9 (47.1–64.2) 57.5 (49.9–64.6) 53 (45.6–61.9)
Male sex, n (%) 64 (69.5) 35 (76) 29 (63)
Median BMI (IQR), kg/m2 26.3 (22.8–30.2) 26.6 (22.2–29.1) 25.3 (22.8–30.6)
Comorbid conditions, n (%)
Cardiovascular disease 28 (30.4) 13 (28.3) 15 (32.6)
Diabetes 30 (32.6) 16 (34.8) 14 (30.4)
Hypertension 76 (82.6) 37 (80.3) 38 (82.6)
History of cancer 20 (21.7) 9 (19.6) 11 (23.6)

Median time from kidney transplant (IQR), y 5.5 (2.3–11.4) 7.2 (3–11.7) 4.5 (1.6–11.1)
First transplant, n (%) 79 (85.8) 37 (80.4) 42 (91.4)
Deceased donor, n (%) 77 (83.6) 37 (80.4) 40 (86.9)
Medication use, n (%)
Calcineurin inhibitors

Tacrolimus 70 (76) 32 (69.6) 38 (82.6)
Cyclosporine 17 (18.5) 11 (23.9) 6 (13)
None 5 (5.4) 3 (6.5) 2 (4.3)

MMF/MPA 74 (80.4) 36 (78.3) 38 (82.6)
mTOR inhibitors 16 (17.4) 9 (19.6) 7 (15.2)
Steroids 59 (64.1) 23 (50) 36 (78.3)

Median serum creatinine level (IQR)
μmol/L 132 (113.3–162.7) 136.2 (121.9–164.5) 131.5 (100.7–159.3)
mg/dL 1.49 (1.28–1.84) 1.54 (1.38–1.86) 1.49 (1.14–1.80)

Type of vaccine, n
mRNA-1273 (Moderna) 58 30 28
BNT162b2 (Pfizer) 34 16 18

Median delay between third and fourth vaccine dose (IQR), d 68 (61–74.7) 68 (63–76) 63 (56.7–73.2)
Median antispike IgG titer after the third dose (IQR), BAU/mL 16.4 (5.9–62.3) 35.6 (14.7–83.3) 9.5 (3.6–21.7)

BAU = binding antibody units; BMI = body mass index; IQR = interquartile range; MMF = mycophenolate mofetil; MPA = mycophenolic acid;
mRNA = messenger RNA; mTOR = mammalian target of rapamycin.

This article was published at Annals.org on 11 January 2022.
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use of a fourth vaccine dose for these patients. We have shown in
an unpublished study that kidney transplant recipients with previ-
ous COVID-19 had higher antispike IgG titers than uninfected
recipients who were vaccinated. Assuming that the difference can
be attributed to a higher antigen dose with infection than with vac-
cination, those results also support the use of additional, repeated
doses of vaccine for kidney transplant recipients who do not
respond adequately to standard vaccination. Prophylactic infusion
of monoclonal anti–SARS-CoV-2 antibodies can be offered to
patients who do not respond adequately to additional vaccine
doses (5). For example, in our experience, only 10% of patients
who did not respond (<1 BAU/mL) after the third dose were able
to reach antispike IgG titers above 143 BAU/mL after a fourth
dose. It would have been interesting to examine T-cell immunity
after repeated vaccine doses in these patients, but the assays are
time-consuming, which makes it challenging to implement them
during routine practice. Finally, we recognize that an increase in
antispike IgG titers does not invariably provide protection from

infection and disease, which is why we encourage longitudinal
studies with a sufficient duration of follow-up to evaluate the risk
for COVID-19 in patients like these after additional vaccine doses.
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Titers are expressed in BAU after calibration to the World Health
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Abstract
The cilgavimab−tixagevimab combination retains a partial in vitro neutralizing activ-
ity against the current SARS-CoV-2 variants of concern (omicron BA.1, BA.1.1, and 
BA.2). Here, we examined whether preexposure prophylaxis with cilgavimab−tixa-
gevimab can effectively protect kidney transplant recipients (KTRs) against the omi-
cron variant. Of the 416 KTRs who received intramuscular prophylactic injections of 
150 mg tixagevimab and 150 mg cilgavimab, 39 (9.4%) developed COVID-19. With the 
exception of one case, all patients were symptomatic. Hospitalization and admission 
to an intensive care unit were required for 14 (35.9%) and three patients (7.7%), re-
spectively. Two KTRs died of COVID-19-related acute respiratory distress syndrome. 
SARS-CoV-2 sequencing was carried out in 15 cases (BA.1, n = 5; BA.1.1, n = 9; BA.2, 
n = 1). Viral neutralizing activity of the serum against the BA.1 variant was negative 
in the 12 tested patients, suggesting that this prophylactic strategy does not provide 
sufficient protection against this variant of concern. In summary, preexposure proph-
ylaxis with cilgavimab−tixagevimab at the dose of 150 mg of each antibody does not 
adequately protect KTRs against omicron. Further clarification of the optimal dosing 
can assist in our understanding of how best to harness its protective potential.

K E Y W O R D S
clinical research/practice, infection and infectious agents—viral, infection and infectious 
agents—viral: SARS-CoV-2/COVID-19, infectious disease, solid organ transplantation

1  |  INTRODUC TION

Transplant recipients are at high risk of COVID-19-related 
death.1 Currently, the serum SARS-CoV-2 neutralizing capacity 

is considered the most reliable correlate of protection in this 
vulnerable population.2 However, due to therapeutic immuno-
suppression, a significant fraction of transplant recipients fail 
to mount a protective antibody response despite reinforced 
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TA B L E  1  General characteristics of kidney transplant recipients (n = 39) who developed COVID-19 after preexposure prophylaxis with  
tixagevimab and cilgavimab

Patient 
#

Sex Age 
(y)

Time 
elapsed 
from KT 
(y)

eGFR (ml/
min/1.73 m2)

Cardiovascular 
disease

Diabetes Hypertension BMI History 
of 
rejection

CNI MMF/
MPA

Steroids imTOR Belatacept Rituximab T 
depleting 
therapy

Number 
of vaccine 
doses

Time from 
casirivimab–
imdevimab 
injection to 
cilgavimab–
tixagevimab 
injection (d)

Time from 
last dose 
vaccine 
injection to 
COVID-19 
(d)

Time from 
cilgavimab–
tixagevimab 
injection to 
COVID-19(d)

Upper 
respiratory 
symptoms

Fever, 
headache, 
myalgia, 
chills

Lower 
respiratory 
symptoms

HA ICU Death Variant IgG RBD 
(BAU/mL)

Neutralizing 
capacity 
against 
Omicron 
BA.1

2 M 72.3 1.1 33 0 0 1 27.4 0 0 1 1 0 1 0 0 3 28 160 16 No Yes Yes Yes Yes Yes BA1.1

3 F 60.1 4.6 35 0 1 1 19 1 TAC 1 0 0 0 0 NA 3 138 263 5 Yes No No Yes No No

35 M 57.5 0.19 71 0 0 1 26.5 0 TAC 1 1 0 0 0 1 4 * 162 57 Yes No Yes Yes No No 2771** Negative

7 M 60.2 1.5 50 0 1 1 27.1 0 TAC 1 1 0 0 0 0 4 71 214 35 No Yes Yes Yes No No

34 F 56.2 13.3 45 0 0 1 29.1 0 CSA 1 0 0 0 0 0 2 * 229 62 Yes Yes No Yes No No 522

13 M 73.4 0.24 35 1 0 1 29 0 TAC 1 1 0 0 0 0 3 * 141 30 No Yes No Yes No No 1775 Negative

30 F 71.6 1.1 24 0 0 1 29.6 0 0 1 1 0 1 0 0 3 28 222 28 Yes Yes No Yes Yes Yes BA.1 5128**

33 M 79.6 1.4 19 1 0 1 24.1 0 TAC 0 1 0 0 0 0 3 28 273 16 Yes Yes No Yes No No

36 M 75.4 7.4 28 1 1 1 24.3 0 TAC 1 1 0 0 0 0 3 51 252 32 No Yes Yes Yes No No BA1.1 2785

18 M 74.6 4.4 36 1 0 0 24.9 1 0 1 1 0 1 0 0 3 26 306 42 Yes Yes No Yes No No BA1.1 9442** Negative

21 M 62.0 10.6 60 1 1 0 31.3 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 41 152 26 Yes No No Yes Yes No BA.1

22 M 67.9 2.6 26 1 1 1 21.7 0 0 1 1 0 1 0 1 2 28 280 12 Yes Yes No Yes No No BA1.1

23 M 68.9 2 14 1 1 1 34.1 0 CSA 0 1 0 0 0 0 2 51 351 36 No Yes Yes Yes No No BA.1 4241** Negative

24 F 74.3 8.7 18 1 0 1 29.2 1 CSA 1 1 0 0 0 1 3 62 190 22 No Yes Yes Yes No No BA.1 3786** Negative

1 M 48.46 0.1 51 0 1 1 30.7 0 TAC 1 1 0 0 0 0 2 * 327 5 No Yes Yes No No No BA1.1 2458 Negative

4 F 23.3 1.6 98 1 1 1 20 0 TAC 1 1 0 0 0 0 3 57 276 10 No Yes Yes No No No BA1.1 10932** Negative

5 M 56.0 4.8 66 0 1 1 29.6 0 CSA 1 0 0 0 0 1 3 84 265 18 Yes Yes No No No No

6 F 77.6 12.9 59 0 1 1 27.4 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 * 257 5 No Yes No No No No BA1.1 1790 Negative

8 F 38.5 18.2 31 0 0 0 22 1 TAC 1 1 0 0 0 1 4 51 207 9 Yes Yes No No No No

9 M 29.5 7.3 60 0 0 1 20.4 1 0 1 1 0 1 0 1 3 33 228 12 Yes No No No No No

10 M 51.9 3.17 59 0 0 1 17.6 1 TAC 1 1 0 0 0 1 3 23 291 37 Yes Yes No No No No 6800** Negative

11 F 72.8 3.2 56 0 0 1 19.2 0 TAC 1 1 0 0 0 0 3 108 265 36 Yes No No No No No BA.1 5686** Negative

12 M 63.4 1.1 33 1 0 1 30.3 1 0 1 1 0 1 0 0 3 63 201 12 Yes No No No No No

14 M 38.7 32.9 49 0 0 0 24.6 1 TAC 1 1 0 0 0 NA 4 * 167 21 Yes Yes No No No No 3420 Negative

27 M 61.3 3.8 58 0 0 0 22.5 0 TAC 1 1 0 0 0 0 4 * 49 5 Yes Yes No No No No

28 F 70.0 1.6 25 0 0 1 26.1 1 TAC 1 1 0 0 0 0 3 * 225 6 Yes Yes No No No No

29 F 57.7 4.7 46 0 1 1 31.9 1 TAC 1 1 0 0 0 1 3 28 243 12 Yes Yes No No No No

31 M 51.3 2.2 46 1 0 1 32 0 0 1 1 0 1 0 1 3 * 321 40 No Yes No No No No 1581

32 F 72.4 1.5 37 0 0 1 18 0 TAC 1 0 0 0 0 1 3 31 211 1 Yes Yes No No No No 3570**

38 F 51.3 14 61 1 1 1 32.5 1 TAC 1 1 0 0 0 1 3 * 302 22 Yes No No No No No

39 M 63.9 16.5 50 0 0 1 33.5 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 * 314 47 Yes No No No No No

15 F 79.8 1.1 82 0 0 1 31.6 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 * 93 9 Yes Yes No No No No

16 M 52.8 4.3 56 1 0 1 22.8 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 69 295 32 Yes Yes No No No No BA1.1 5182** Negative

19 M 56.0 4.6 36 1 1 1 26.4 0 CSA 1 1 0 0 0 1 4 * 201 12 Yes No No No No No

20 M 49.0 2.3 24 0 1 1 38.4 1 0 1 1 0 1 0 0 2 41 222 4 No Yes No No No No BA1.1

37 F 56.2 1.5 55 1 1 1 28.2 1 TAC 1 1 0 0 0 0 3 56 288 46 Yes No No No No No BA.2 5212**

25 M 56.0 2.9 31 0 1 1 28.39 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 77 259 20 No Yes No No No No

26 F 53.5 2.6 44 0 0 1 20.9 0 TAC 1 1 0 0 0 1 2 30 230 34 Yes Yes No No No No

17 F 19.7 2.3 87 0 0 1 29 0 TAC 1 1 0 0 0 0 3 * 82 6 No No No No No No

Note: Orange background: hospitalized patients; yellow background: symptomatic patients managed out of hospital; white background:  
asymptomatic patient.
Abbreviations: BMI, body mass index; CNI, calcineurin inhibitor; CSA, cyclosporine; d, days; eGFR, estimated glomerular filtration rate; F, female;  
HA, hospital admission; ICU, intensive care unit; KT, kidney transplantation; M, male; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid;  
mTOR, mammalian target of rapamycin; NA, not available; TAC, tacrolimus; y, years.
*Patients who did not receive casirivimab–imdevimab prior to cilgavimab–tixagevimab; **Patients who received casirivimab–imdevimab prior to  
cilgavimab–tixagevimab (uninterpretable anti-RBD IgG levels).
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TA B L E  1  General characteristics of kidney transplant recipients (n = 39) who developed COVID-19 after preexposure prophylaxis with  
tixagevimab and cilgavimab

Patient 
#

Sex Age 
(y)

Time 
elapsed 
from KT 
(y)

eGFR (ml/
min/1.73 m2)

Cardiovascular 
disease

Diabetes Hypertension BMI History 
of 
rejection

CNI MMF/
MPA

Steroids imTOR Belatacept Rituximab T 
depleting 
therapy

Number 
of vaccine 
doses

Time from 
casirivimab–
imdevimab 
injection to 
cilgavimab–
tixagevimab 
injection (d)

Time from 
last dose 
vaccine 
injection to 
COVID-19 
(d)

Time from 
cilgavimab–
tixagevimab 
injection to 
COVID-19(d)

Upper 
respiratory 
symptoms

Fever, 
headache, 
myalgia, 
chills

Lower 
respiratory 
symptoms

HA ICU Death Variant IgG RBD 
(BAU/mL)

Neutralizing 
capacity 
against 
Omicron 
BA.1

2 M 72.3 1.1 33 0 0 1 27.4 0 0 1 1 0 1 0 0 3 28 160 16 No Yes Yes Yes Yes Yes BA1.1

3 F 60.1 4.6 35 0 1 1 19 1 TAC 1 0 0 0 0 NA 3 138 263 5 Yes No No Yes No No

35 M 57.5 0.19 71 0 0 1 26.5 0 TAC 1 1 0 0 0 1 4 * 162 57 Yes No Yes Yes No No 2771** Negative

7 M 60.2 1.5 50 0 1 1 27.1 0 TAC 1 1 0 0 0 0 4 71 214 35 No Yes Yes Yes No No

34 F 56.2 13.3 45 0 0 1 29.1 0 CSA 1 0 0 0 0 0 2 * 229 62 Yes Yes No Yes No No 522

13 M 73.4 0.24 35 1 0 1 29 0 TAC 1 1 0 0 0 0 3 * 141 30 No Yes No Yes No No 1775 Negative

30 F 71.6 1.1 24 0 0 1 29.6 0 0 1 1 0 1 0 0 3 28 222 28 Yes Yes No Yes Yes Yes BA.1 5128**

33 M 79.6 1.4 19 1 0 1 24.1 0 TAC 0 1 0 0 0 0 3 28 273 16 Yes Yes No Yes No No

36 M 75.4 7.4 28 1 1 1 24.3 0 TAC 1 1 0 0 0 0 3 51 252 32 No Yes Yes Yes No No BA1.1 2785

18 M 74.6 4.4 36 1 0 0 24.9 1 0 1 1 0 1 0 0 3 26 306 42 Yes Yes No Yes No No BA1.1 9442** Negative

21 M 62.0 10.6 60 1 1 0 31.3 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 41 152 26 Yes No No Yes Yes No BA.1

22 M 67.9 2.6 26 1 1 1 21.7 0 0 1 1 0 1 0 1 2 28 280 12 Yes Yes No Yes No No BA1.1

23 M 68.9 2 14 1 1 1 34.1 0 CSA 0 1 0 0 0 0 2 51 351 36 No Yes Yes Yes No No BA.1 4241** Negative

24 F 74.3 8.7 18 1 0 1 29.2 1 CSA 1 1 0 0 0 1 3 62 190 22 No Yes Yes Yes No No BA.1 3786** Negative

1 M 48.46 0.1 51 0 1 1 30.7 0 TAC 1 1 0 0 0 0 2 * 327 5 No Yes Yes No No No BA1.1 2458 Negative

4 F 23.3 1.6 98 1 1 1 20 0 TAC 1 1 0 0 0 0 3 57 276 10 No Yes Yes No No No BA1.1 10932** Negative

5 M 56.0 4.8 66 0 1 1 29.6 0 CSA 1 0 0 0 0 1 3 84 265 18 Yes Yes No No No No

6 F 77.6 12.9 59 0 1 1 27.4 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 * 257 5 No Yes No No No No BA1.1 1790 Negative

8 F 38.5 18.2 31 0 0 0 22 1 TAC 1 1 0 0 0 1 4 51 207 9 Yes Yes No No No No

9 M 29.5 7.3 60 0 0 1 20.4 1 0 1 1 0 1 0 1 3 33 228 12 Yes No No No No No

10 M 51.9 3.17 59 0 0 1 17.6 1 TAC 1 1 0 0 0 1 3 23 291 37 Yes Yes No No No No 6800** Negative

11 F 72.8 3.2 56 0 0 1 19.2 0 TAC 1 1 0 0 0 0 3 108 265 36 Yes No No No No No BA.1 5686** Negative

12 M 63.4 1.1 33 1 0 1 30.3 1 0 1 1 0 1 0 0 3 63 201 12 Yes No No No No No

14 M 38.7 32.9 49 0 0 0 24.6 1 TAC 1 1 0 0 0 NA 4 * 167 21 Yes Yes No No No No 3420 Negative

27 M 61.3 3.8 58 0 0 0 22.5 0 TAC 1 1 0 0 0 0 4 * 49 5 Yes Yes No No No No

28 F 70.0 1.6 25 0 0 1 26.1 1 TAC 1 1 0 0 0 0 3 * 225 6 Yes Yes No No No No

29 F 57.7 4.7 46 0 1 1 31.9 1 TAC 1 1 0 0 0 1 3 28 243 12 Yes Yes No No No No

31 M 51.3 2.2 46 1 0 1 32 0 0 1 1 0 1 0 1 3 * 321 40 No Yes No No No No 1581

32 F 72.4 1.5 37 0 0 1 18 0 TAC 1 0 0 0 0 1 3 31 211 1 Yes Yes No No No No 3570**

38 F 51.3 14 61 1 1 1 32.5 1 TAC 1 1 0 0 0 1 3 * 302 22 Yes No No No No No

39 M 63.9 16.5 50 0 0 1 33.5 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 * 314 47 Yes No No No No No

15 F 79.8 1.1 82 0 0 1 31.6 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 * 93 9 Yes Yes No No No No

16 M 52.8 4.3 56 1 0 1 22.8 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 69 295 32 Yes Yes No No No No BA1.1 5182** Negative

19 M 56.0 4.6 36 1 1 1 26.4 0 CSA 1 1 0 0 0 1 4 * 201 12 Yes No No No No No

20 M 49.0 2.3 24 0 1 1 38.4 1 0 1 1 0 1 0 0 2 41 222 4 No Yes No No No No BA1.1

37 F 56.2 1.5 55 1 1 1 28.2 1 TAC 1 1 0 0 0 0 3 56 288 46 Yes No No No No No BA.2 5212**

25 M 56.0 2.9 31 0 1 1 28.39 0 TAC 1 1 0 0 0 1 3 77 259 20 No Yes No No No No

26 F 53.5 2.6 44 0 0 1 20.9 0 TAC 1 1 0 0 0 1 2 30 230 34 Yes Yes No No No No

17 F 19.7 2.3 87 0 0 1 29 0 TAC 1 1 0 0 0 0 3 * 82 6 No No No No No No

Note: Orange background: hospitalized patients; yellow background: symptomatic patients managed out of hospital; white background:  
asymptomatic patient.
Abbreviations: BMI, body mass index; CNI, calcineurin inhibitor; CSA, cyclosporine; d, days; eGFR, estimated glomerular filtration rate; F, female;  
HA, hospital admission; ICU, intensive care unit; KT, kidney transplantation; M, male; MMF, mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid;  
mTOR, mammalian target of rapamycin; NA, not available; TAC, tacrolimus; y, years.
*Patients who did not receive casirivimab–imdevimab prior to cilgavimab–tixagevimab; **Patients who received casirivimab–imdevimab prior to  
cilgavimab–tixagevimab (uninterpretable anti-RBD IgG levels).
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vaccination schemes.3,4 In this scenario, the use of anti-SARS-
CoV-2 monoclonal antibodies for preexposure prophylaxis has 
recently gained traction. The casirivimab–imdevimab combina-
tion has been shown to confer satisfactory protection against 
the delta variant.5,6 However, both casirivimab–imdevimab and 
other antibodies have limited neutralizing activity against the 
current variants of concern (omicron sublineages BA.1, BA.1.1 
and BA.2). In contrast, the cilgavimab–tixagevimab combination 
retains a partial in vitro neutralizing activity against omicron.7–9 
Based on these data, health authorities have authorized the use 
of cilgavimab–tixagevimab for preexposure prophylaxis in immu-
nocompromised patients with a weak anti-SARS-CoV-2 antibody 
response after vaccination. However, the amount of clinical pro-
tection provided by this strategy remains poorly understood as 
clinical trials on cilgavimab–tixagevimab were undertaken before 
the emergence of omicron.10 In this study, we report a case se-
ries of kidney transplant recipients (KTRs) who developed the 
omicron infection despite preexposure cilgavimab–tixagevimab 
administration.

2  |  PATIENTS AND METHODS

2.1  |  Study population

All procedures and visits occurred at the Strasbourg and Lyon 
University Hospitals (France). Intramuscular gluteal prophylactic 
injections of 150 mg tixagevimab and 150 mg cilgavimab were of-
fered as of December 28, 2021. This dosage was in accordance to 
the Food and Drug Administration (FDA) and European Medicines 
Agency regulations at the time of conduction of the study. All KTRs 
who showed a weak serological response to SARS-CoV-2 mRNA 
vaccines—defined by the French health authorities as an antibody 
titer below 264 BAU/ml—were eligible to receive cilgavimab–
tixagevimab.11,12 Patients who had already received the casirivimab–
imdevimab combination (i.e., non-responders to vaccination with 
an antibody titer below 1 BAU/ml) were not excluded since these 
antibodies are not protective against the omicron variant and its 
sublineages.

The date of last follow-up was March 13, 2022. The diagnosis 
of COVID-19 was based on RT-PCR of nasopharyngeal swabs and 
genome sequencing was performed when suitable samples were 
available. The anti–receptor-binding domain (RBD) IgG response 
and neutralizing activity against the omicron BA.1 variant were 
assessed within the first 30 days after cilgavimab–tixagevimab 
injection and no later than the first 7 days after the onset of 
COVID-19.

2.2  |  SARS-CoV-2 serological assessment

Anti-RBD IgG antibodies were detected by a chemiluminescence 
technique using the SARS-CoV-2 IgG II Quant commercial assay 

(Abbott Architect). A titer above 7.1 BAU per mL (50 arbitrary units 
per ml) was defined as a positive cutoff. The clinical sensitivity and 
specificity of this test are 98.3% (90.6%–100.0%) and 99.5%, respec-
tively.13 The indication to perform serologic screening was identical 
in all kidney transplant recipients followed in our outpatient clinic, 
that is, at 1 month after the last vaccine dose (M1), followed by M3 
and M6. Serology assessments were also undertaken on the day of 
preexposure prophylaxis with monoclonal antibodies and 1 month 
thereafter.

2.3  |  Neutralizing antibody assessment

Neutralizing antibody titers were measured with an in-house viral 
pseudoparticle-based assay, as previously described.2 In brief, 
serum samples were sequentially diluted (from 1:40 to 1:1280) and 
incubated with BA.1 variant spike-pseudotyped lentiviral particles 
for 1 h at 37°C. Subsequently, this solution (100 μl) was added to 
60%–80% confluent HEK293T-ACE2 cells (kindly provided by the 
O. Schwartz Laboratory, Institut Pasteur) seeded in 96-well plates. 
After 72 h, the Bright-Glo luciferase assay substrate (Promega) was 
added to each well and the luminescence was measured by a lumi-
nescence counter MicroBetaTriLux 1450LSC (Perkin Elmer). Results 
were expressed as the log10 of the sample dilutions that yielded 
50% inhibition of pseudoparticle infectivity (log10 IC50). The neu-
tralization efficiency—expressed as the log10 of the median half-
maximal effective dilution (ED50)—was calculated using GraphPad 
Prism 9.3.1 (GraphPad Inc.). Sera were considered positive if they 
were able to neutralize more than 50% SARS-CoV-2 pseudovirus 
at a 1:40 dilution.

2.4  |  Statistical analysis

Continuous data are presented as medians and interquartile ranges 
(IQRs) and differences were analyzed using the non-parametric 
Mann–Whitney U test. Categorical variables are expressed as 
counts and percentages and their analysis was conducted with the 
Fisher's exact test. All calculations were performed using GraphPad 
Prism 9.3.1 (GraphPad Inc.), with all tests two-sided at a 5% level of 
significance.

3  |  RESULTS

Of the 416 KTRs who received prophylactic injections of 
cilgavimab–tixagevimab, 39 (9.4%) developed COVID-19 (Table 1). 
The patient characteristics are summarized in Table 2. They were 
mainly men (n = 23, 59%) with a median age of 60.1 years (IQR: 
52.3–71.9 years). Most of them were treated with calcineurin 
inhibitors (n  =  31, 84%), mycophenolate mofetil/mycophenolic 
acid (n = 37, 95%), and steroids (n = 37, 95%). Only one patient 
was treated with T-depleting therapies; however, none received 
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rituximab during the previous year. In addition, none of them had 
a previous history of symptomatic COVID-19. All had been previ-
ously vaccinated against SARS-CoV-2 with an mRNA-based vac-
cine (22 with the mRNA-1273 vaccine, 15 with the BNT162b2 
vaccine, and 2 with both) but failed to develop a protective hu-
moral response. Three were vaccinated before transplantation 
and the remaining 36 thereafter. The time interval between the 
last vaccine dose and the serology measurement ranged from 
39 days to 322 days. The time interval from the receipt of the most 
recent vaccine dose to COVID-19 infection ranged from 49 days 
to 351 days. From August 17, 2022, to December 22, 2022, a total 
of 25 patients were treated with casirivimab−imdevimab. The 

time interval between casirivimab−imdevimab and tixagevimab−
cilgavimab administration ranged from 23 days to 138 days. The 
median time elapsed from cilgavimab–tixagevimab injections 
to the onset of COVID-19 was 20 days (IQR: 9.5–34.5 days). 
With the exception of one patient, all KTRs were sympto-
matic. Hospitalization was required for 14 patients (35.9%) of 
whom three were transferred to intensive care unit. Two KTRs 
died of COVID-19-related acute respiratory distress syndrome. 
Compared with cases managed on an outpatient basis, hospital-
ized patients were older (median: 70.2 years vs. 56 years, respec-
tively, p < .01), had a lower estimated glomerular filtration rate 
(median: 34 ml/min/1.73 m2 vs. 51 ml/min/1.73 m2, respectively, 

TA B L E  2  General characteristics of the study patients according to the hospitalization status

Total cohort (n = 39) Not hospitalized (n = 25) Hospitalized (n = 14) p

Age (years) 60.1 [52.3; 71.9] 56.0 [49.0; 63.4] 70.2 [60.7; 74.1] <.01

Male 23 (59%) 13 (52%) 10 (71%) .24

BMI (kg/m²) 27.4 [22.6; 30.0] 27.4 [22; 30.7] 27.2 [24.5; 29.2] .9

eGFR (ml/min/1.73 m2) median 46.0 [32.0; 58.5] 51.0 [36.6; 59.0] 34.0 [24.5; 42.8] <.01

Cardiovascular disease 15 (38%) 7 (28%) 8 (57%) .073

Diabetes 16 (41%) 10 (40%) 6 (43%) .86

Hypertension 34 (87%) 22 (88%) 12 (86%) 1

Time elapsed from KT (years) 2.90 [1.50; 6.05] 3.17 [1.60; 4.80] 2.30 [1.18; 6.70] .37

History of rejection 13 (33%) 10 (40%) 3 (21%) .3

Number of vaccine doses

2 6 (15%) 3 (12%) 3 (21%) .87

3 27 (69%) 18 (72%) 9 (64%) -

4 6 (15%) 4 (16%) 2 (14%) -

T depleting therapy at induction 19 (51%) 15 (62%) 4 (31%) .065

CNI

Tacrolimus 26 (67%) 19 (76%) 7 (50%) .31

Cyclosporine 5 (13%) 2 (8%) 3 (21%) -

No 8 (21%) 4 (16%) 4 (29%) -

MMF/MPA 37 (95%) 25 (100%) 12 (86%) .12

mTOR inhibitor 0 0 0

Belatacept 8 (21%) 4 (16%) 4 (29%) .42

Steroids 35 (90%) 23 (92%) 12 (86%) .61

SARS-CoV-2 variant

BA1.1 9 (60%) 5 (71%) 4 (50%) .28

BA.1 5 (33%) 1 (14%) 4 (50%) -

BA.2 1 (6.7%) 1 (14%) 0 (0%) -

Time elapsed from tixagevimab-cilgavimab 
injection (days)

20.0 [9.50; 34.5] 12.0 [6.00; 32.0] 29.0 [17.5; 35.8] .04

ICU 3 (7.7%) 0 (0%) 3 (21%) .04

Death 2 (5.1%) 0 (0%) 2 (14%) .12

Note: Data are expressed as median (interquartile range) or n (%).
Abbreviations: BMI, body mass index; CNI, calcineurin inhibitor; eGFR, estimated glomerular filtration rate; ICU, intensive care unit; MMF, 
mycophenolate mofetil; MPA, mycophenolic acid; mTOR, mammalian target of rapamycin.
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p < .01), and a longer time elapsed from cilgavimab–tixagevimab 
injection (median: 29 days vs. 12 days, respectively, p  =  .04, 
Table  2). SARS-CoV-2 sequencing was carried out in 15 cases 
(BA.1, n = 5; BA.1.1, n = 9; BA.2, n = 1). Viral neutralizing activity 
of the serum was negative in the 12 tested patients (five hospital-
ized patients and seven managed in an outpatient setting), sug-
gesting that this prophylaxis strategy does not provide sufficient 
protection against this SARS-CoV-2 variant of concern. Five pa-
tients had anti-RBD IgG titers <3500 BAU/mL. In the remaining 
seven patients, preexisting casirivimab–imdevimab administra-
tion did not allow interpreting anti-RBD IgG levels.

4  |  DISCUSSION AND CONCLUSIONS

In this study, we describe the occurrence of severe omicron 
infections despite prophylactic administration of cilgavimab–
tixagevimab. Notably, two study participants died of COVID-19. 
Previous investigations have shown that the BA.1.1 subvariant 
is characterized by a higher in vitro resistance to cilgavimab–
tixagevimab compared with the BA.1 variant.8,9 The former 
genotype was predominant in our cohort, which can at least 
in part explain the disappointing level of protection observed 
in these patients. However, this issue is unlikely to be the only 
explanation for our findings; accordingly, we also observed that 
none of the sera collected after administration of cilgavimab–
tixagevimab was able to neutralize the BA.1 variant in vitro. 
These results suggest that intramuscular injections of a combi-
nation of 150 mg tixagevimab and 150 mg cilgavimab might not 
be sufficient to elicit protective levels of circulating anti-RBD 
antibodies. Our data are in accordance with those obtained in 
a cohort of 63 KTRs who did not develop COVID-19;14 in this 
sample, only 9.5% of all participants was able to neutralize the 
omicron variant 1 month after cilgavimab–tixagevimab adminis-
tration. This percentage was markedly lower than that observed 
in patients who had been previously infected with SARS-CoV-2 
(71%; 10/14).14

Our clinical findings confirm recent FDA recommendations, 
derived from in vitro models, underlining the necessity to increase 
the dose of cilgavimab–tixagevimab™.8 However, the European 
Medicines Agency is still recommending a dose of 150 mg for each 
antibody. Information on the effectiveness of higher antibody doses 
would have been interesting; however, as an increased dosage is 
not currently recommended, we are unable to provide these data. 
Further pharmacokinetic studies are warranted to determine the 
optimal dose of cilgavimab–tixagevimab for primary prophylaxis 
of COVID-19. Additional research is also required to investigate 
whether an increased tixagevimab–cilgavimab dosage would be suf-
ficient to protect immunocompromised patients against the omicron 
variant and its sublineages. Under these circumstances, KTRs should 
be advised to maintain strict sanitary protection measures and re-
ceive booster doses.
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correlation with anti-RBD IgG titers (Figure 1c). Further
analysis revealed that participants with anti-RBD titers <2500
BAU/ml after Evusheld injection had no neutralizing activity
(Figure 2). Furthermore, 7 patients of this cohort developed
symptomatic COVID-19, including 2 who required hospi-
talization. All had negative neutralizing activity at the time of
infection diagnosis.

Taken together, these data indicate that less than 10% of
patients who received Evusheld were able to neutralize the
Omicron BA.1 variant at 29 days post-injection. Therefore,
the dose of 300 mg Evusheld is likely insufficient to achieve
the required neutralization activity in vivo. These findings
corroborate those of a recent study conducted in transplant
recipients who received 3 vaccine doses5; specifically, the
authors reported that anti-RBD levels associated with serum
neutralizing activity against Omicron in this population were
approximately 8500 BAU/ml.5 Finally, our study also
supports recent FDA recommendations,6 derived from
in vitro models, regarding the need to increase the dose of
Evusheld. To our knowledge, data on the effectiveness of
tixagevimab�cilgavimab in the prevention of Omicron BA.2
infection have not yet been published. Research aimed at
assessing the correlation between anti-RBD titers after
Evusheld administration and the in vivo neutralizing capacity
against the BA.2 Omicron variant is currently ongoing.
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Figure 1 | (a) Serum-neutralizing IgG titers (log IC50) measured with a previously described in-house viral pseudoparticle-based
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receptor binding domain (RBD) IgG titers (binding antibody units [BAU]/ml, Abbott Architect) 28 days after Evusheld injection (300 mg) in 27
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body mass index.

Figure 2 | Correlation between anti–receptor binding domain
(RBD) IgG (Abbott Architect) and neutralizing antibody titers3

in 3 groups of kidney transplant recipients. Orange circles
denote titers measured at 28 days post-injection in patients
(n ¼ 63) who received Evusheld (300 mg; AstraZeneca), and yellow
triangles indicate titers quantified at 31 days post-injection in
patients (n ¼ 39) who received Ronapreve (300 mg; Roche
Regeneron). Red squares denote titers measured at 27 days post-
infection in patients (n ¼ 14) who were infected with severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). BAU, binding
antibody units.
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Do the benefits of
subcutaneous
immunoglobulin therapy for
secondary
hypogammaglobulinemia in
ANCA vasculitis extend beyond
infection prevention?
To the editor: Antineutrophil cytoplasmic autoantibody–
associated vasculitides (AAV) are necrotizing small-vessel
vasculitides characterized by a relapsing course. Ritux-
imab is recommended for both remission induction and
maintenance in AAV.1 Hypogammaglobulinemia is being
increasingly recognized with over 50% of patients devel-
oping moderate-to-severe hypogammaglobulinemia, and
infection risk remains a key concern in these patients.2

Infection is not only a serious complication in immuno-
suppressed patients but has also been theorized to play a
role in triggering AAV such as through pathways of mo-
lecular mimicry or lymphocyte activation.3 In patients with
serum IgG less than 300 mg/dl, it is recommended to use
alternatives for rituximab. S.c. Ig therapy (SCIG) has been
used to treat antibody deficiency in AAV.4 I.v. Ig dosed at 2
g/kg given over 5 days has been shown to improve disease
activity in active AAV,5 but their role in modulating
maintenance immunosuppression is unknown. We report a
potential benefit of SCIG in modulating maintenance Ta
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A rapid decline in the
anti–receptor-binding
domain of the SARS-CoV-2 spike
protein IgG titer in kidney
transplant recipients after
tixagevimab–cilgavimab
administration
To the editor: Immunocompromised patients are at high
risk of severe coronavirus disease 2019 (COVID-19) and show
an impaired anti–severe acute respiratory syndrome corona-
virus 2 (SARS-CoV-2) vaccine response, even after 4 vaccine
doses.1,2 In this population, monoclonal antibodies that are
used as a preexposure prophylactic treatment significantly
reduce the incidence of severe infections. Since the emergence
of the Omicron variant and its sublineages, tixagevimab–
cilgavimab has been shown to be the only effective mono-
clonal combination therapy.3 According to the PROVENT
(Prophylaxis Prevention) study,4 the efficacy of tixagevimab–
cilgavimab is estimated to last at least 6 months; however, the
study was conducted before the Omicron era. Herein, we
describe the long-term anti–receptor-binding domain (RBD)
kinetics in a single-center cohort of kidney transplant re-
cipients treated with tixagevimab–cilgavimab for preexposure
prophylaxis.

Immunocompromised patients with a weak antibody
response after a complete vaccine program (anti-spike
IgG <264 binding antibody units [BAUs]/ml) or for whom a
vaccine administration contraindication was identified were
eligible for this treatment. Patients with a history of COVID-19
after tixagevimab–cilgavimab administration were excluded
(n¼ 56). Anti-RBD IgG titers weremeasured in serum samples
collected from 98 adult kidney transplant recipients who
received gluteal injections of 150 mg tixagevimab and 150 mg
cilgavimab in the Strasbourg University Hospital (Strasbourg,
France). Of these patients, 72 had been previously treated with
the casirivimab–imdevimab combination before the emer-
gence of the Omicron variant. The kinetics of neutralization
against the Omicron BA.2 variant, which was predominant at
the time of writing, were investigated in a subgroup of 18 pa-
tients. The study protocol was approved by the local ethics
committee (identifier: DC-2013–1990), and written informed
consent was obtained from all participants.

Patient characteristics are presented in Table 1. A total of
96 of 98 patients were vaccinated with at least 2 doses of anti–
SARS-CoV-2 mRNA vaccine. The median time between the
last vaccination and tixagevimab–cilgavimab administration
was 227 days (interquartile range [IQR], 190�257 days). In
the subgroup of 26 patients not previously treated with the
casirivimab–imdevimab combination, the median anti-RBD
IgG titer was 19 BAUs/ml (IQR, 3�120 BAUs/ml) before

tixagevimab–cilgavimab administration, after which it
increased to 2753 BAUs/ml (IQR, 2321�3124 BAUs/ml; P <
0.0001) after a median of 30 days (IQR, 26�37 days) and then
finally decreased to 1293 BAUs/ml (IQR, 1070�1627 BAUs/
ml; P < 0.0001) after a median of 111 days (IQR, 95�125
days; Figure 1a5). The anti-RBD titer decreased by a median
of 53% (IQR, 45%�59%). With the exception of 1 patient, all
participants had an anti-RBD titer <2500 BAUs/ml, which
has been previously associated with the lack of neutralizing
activity against the Omicron BA.1 variant.5

For the remaining 72 patients, the last casirivimab–
imdevimab administration had been performed with a me-
dian of 57 days (IQR, 34.8�70.8 days) before the
tixagevimab–cilgavimab injection. The median anti-RBD IgG
titer was 5500 BAUs/ml (IQR, 3629�8470 BAUs/ml) before
tixagevimab–cilgavimab administration; and then it stabilized
at 5213 BAUs/ml (IQR, 3897�7269 BAUs/ml; P ¼ 0.17) after
a median of 33 days (IQR, 28�37 days) and declined to 1824
BAUs/ml (IQR, 1207-2882 BAUs/ml; P < 0.0001) after a
median of 119 days (IQR, 94�125 days; Figure 1b).

In a subgroup of 18 patients, the neutralizing activity
decreased from 2.7 log10 (IQR, 2.59�2.85 log10) to 2.4 log10
(IQR, 2.3�2.72 log10; P ¼ 0.007; Figure 1c). The neutralizing

Table 1 | Characteristics of kidney transplant recipients who
received prophylactic injections of tixagevimab–cilgavimab

Variables
Kidney transplant recipients

(n [ 98)

Age, yr 55.5 [50.0–67.8]
Male sex 53 (54)
Comorbidities
BMI, kg/m2 24.9 [22.2–28.8]
Cardiovascular disease 26 (27)
Diabetes 32 (33)
Hypertension 89 (91)
Time from kidney transplantation, yr 3.69 [1.52–8.25]
First transplantation 74 (76)
Deceased donor 83 (85)

CNI
Tacrolimus 66 (67)
Cyclosporine 20 (20)
No CNI 12 (12)

MMF/MPA 85 (87)
mTOR inhibitors 9 (9.2)
Belatacept 12 (12.2)
Steroids 77 (79)
Serum creatinine, mmol/L 142 [108–179]
No. of vaccine doses
0 2 (2)
2 3 (3.1)
3 73 (74)
4 19 (19)
5 1 (1)

Time between the last dose vaccine and
tixagevimab–cilgavimab administration, d

227 [190–257]

BMI, body mass index; CNI, calcineurin inhibitor; MMF, mycophenolate mofetil;
MPA, mycophenolic acid; mTOR, mammalian target of rapamycin.
Data are expressed as median [interquartile range] or n (%).
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activity against the BA.2 variant was positively associated with
anti-RBD titers (Spearman r ¼ 0.49; P ¼ 0.02; Figure 2).

In this study, we show, for the first time, a significant
decrease of the anti-RBD IgG 4 to 5 months after the
administration of 150 mg of tixagevimab and 150 mg of
cilgavimab. The PROVENT study demonstrated a

persistent neutralizing activity against pre-Omicron vari-
ants for 6 months after tixagevimab–cilgavimab adminis-
tration, despite a progressive decrease in drug
concentration.4 As the neutralizing activity is already
reduced against the Omicron variant in vitro and in vivo 1
month after the injection,5–7 the significant decrease in
anti-RBD titers indicates a potential rapid loss of efficacy
and an increased risk of severe COVID-19 in transplant
recipients. Despite the fact that all of the sera tested within
4 to 5 months after a 150-mg dose of tixagevimab and
cilgavimab each exhibited neutralizing activity against
BA.2, it should be kept in mind that the currently pre-
dominant variant (BA.5) is characterized by a higher
resistance against tixagevimab–cilgavimab. In this regard,
the BA.5 variant poses similar concerns as the BA.1 variant
in light of their similar escape profile.8 Unfortunately, we
have previously shown that <10% of patients exhibited
neutralizing activity against BA.1 1 month after
tixagevimab–cilgavimab injection.5 Moreover, in our
cohort, 73 patients (74%) had a titer <2500 BAUs/ml after
a median of 117 days (IQR, 94�125 days), which was
associated with the absence of neutralizing activity against
the Omicron BA.1 variant.6

Figure 1 | Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) anti–receptor-binding domain IgG titer kinetics tested by
ARCHITECT IgG II Quant test (Abbott). Results in arbitrary units/ml specific of this assay were converted into binding antibody units (BAUs)/
ml adapted to the World Health Organization standard for SARS-CoV-2 Ig by multiplying them by the factor 0.142 (assay range, 1–11,360
BAUs/ml). Titers are represented from the day of tixagevimab–cilgavimab administration for patients previously treated with the casirivimab–
imdevimab combination (n ¼ 72; b) or not (n ¼ 26; a). For 28 patients, data were missing around 1 month after antibody administration. The
black lines represent the threshold below which no neutralizing activity against the Omicron BA.1 variant was detected in our previous
study.5 The thick blue lines indicate the trend in antibody titer using smoothing splines. The kinetics of neutralization were investigated in a
subgroup of 18 patients, and a significant decrease was observed between 1 month (M1) and 4 to 5 months (M4–M5) following tixagevimab–
cilgavimab injection (c). **P ¼ 0.007. IC50, 50% inhibitory concentration; Nab, neutralizing antibody.

Figure 2 | Scattergram and regression line showing a
significant positive correlation between anti–receptor-binding
domain (RBD) IgG (Abbott Architect) and neutralizing antibody
(Nab) titers (Spearman r [ 0.49; P [ 0.02). IC50, 50% inhibitory
concentration.
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Despite the small sample of our study, our data suggest the
necessity to administer another tixagevimab–cilgavimab dose
before 6 months, especially when the monoclonal cocktail was
given at the dose of 150 mg of each antibody. Additional
research is needed to investigate the impact and the antibody
kinetic of the higher dose of 600 mg of tixagevimab–
cilgavimab, which is currently approved in the United
States, but not in European countries. Furthermore, the dose
required to reach neutralizing titers against different Omicron
sublineages should be determined. Recent evidence indicates
that an additional 150-mg dose of tixagevimab and cil-
gavimab each can improve the neutralizing activity against the
BA.2 variant, although this was not the case for the BA.1
variant.9 This can be attributed to the high resistance of the
latter variant to tixagevimab–cilgavimab, which would require
even higher antibody doses for neutralization. The BA.5
variant, which is currently predominant, poses the same
concern as the BA.1 variant in light of its similar escape
profile. There is an unmet need to develop more specific
monoclonal antibodies to address this clinical issue. Phar-
macokinetic studies will also be needed to support dose
selection.
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Ilies BENOTMANE 

Prise en charge d’une infection virale chronique 
(BK polyomavirus) et d’une infection virale aiguë 

(SARS-CoV-2) dans une population de transplantés 
rénaux  

 

 

Résumé 

Les transplantés rénaux sont exposés à un sur-risque infectieux. Ces infections sont une cause majeure de morbi-
mortalité dans cette population. Nous nous sommes intéressés à une infection virale opportuniste chronique par le BK 
polyomavirus (BKPyV) puis nous avons abordé l’impact d’une infection virale aiguë par le SARS-CoV-2 chez le transplanté 
rénal. 

Le BKPyV peut conduire à la perte du greffon rénal. Aucun traitement spécifique n’existe à ce jour. Notre étude s’est 
intéressée à la prévention de la réplication du virus par des immunoglobulines intraveineuses (IgIV). Elle a montré que 
les personnes présentant des faibles titres d’anticorps neutralisants anti-BKPyV et qui sont à haut risque de néphropathie 
à BKPyV pourraient avoir un bénéfice à être traitées par IgIV durant les trois premiers mois de la greffe. 

Nous nous sommes par la suite intéressés au SARS-CoV-2. Le transplanté rénal présente une morbi-mortalité liée à ce 
virus plus importante que l’immunocompétent. Dans notre cohorte, les marqueurs de relargage cytokinique 
permettaient de prédire cette morbi-mortalité. Nous avons montré la présence d’une excrétion virale viable prolongée 
avec un risque important de contamination et de mutation du virus. Enfin, l’étude de la réponse vaccinale anti-SARS-CoV-
2 rapporte une réponse faible malgré l’administration de multiples doses. Les comorbidités et l’immunosuppression sont 
les principaux facteurs de risque de la faible réponse vaccinale. Nos données nous ont permis de construire un score 
prédictif de cette réponse vaccinale. 

Mots clés : immunodéprimés, transplanté rénal, BK polyomavirus, SARS-CoV-2, COVID-19, anticorps neutralisants 

 

Résumé en anglais 

Kidney transplant recipients (KTR) are exposed to an increased risk of infection. These infections are a major cause of 
morbidity and mortality in this population of renal transplant recipients. 

BKPyV can lead to kidney graft loss. No specific treatment currently exists. Our study investigated the prevention of virus 
replication by intravenous immunoglobulins (IVIg) and showed that people with low anti-BKPyV neutralizing antibody 
titers who are at high risk of BKPyV nephropathy may have a benefit from being treated with IVIg during the first three 
months of the transplant. 

We then studied SARS-CoV-2. The KTR present a greater morbidity and mortality linked to this virus than the 
immunocompetent. In our cohort, markers of cytokine release syndrome predicted this morbidity and mortality. We 
showed the presence of prolonged viable viral excretion with a significant risk of contamination and mutation of the 
virus. Finally, the study of the anti-SARS-CoV-2 vaccine response reports a weak response despite the administration of 
multiple doses. Comorbidities and immunosuppression are the main risk factors for poor vaccine response. Our data 
allowed us to construct a predictive score for this vaccine response. 

Keywords: immunocompromised, kidney transplant recipients, BK polyomavirus, SARS-CoV-2, COVID-19, neutralizing 
antibodies 
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