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RESUME

Les lésions histologiques de I'infection liée au Sars-CoV-2 prédominent sur I'arbre respiratoire. L'analyse de ces Iésions
a bénéficié d’études autopsiques et leur description a permis d’améliorer la connaissance des mécanismes physio-
pathologiques de cette maladie infectieuse émergente. Les examens cytologiques réalisés a partir des liquides de lavage
broncho-alvéolaire ne participent pas ou peu au diagnostic positif, mais permettent d’éliminer certains diagnostics diffé-
rentiels. Bien que non spécifiques, les Iésions tissulaires pulmonaires observées peuvent étre liées a une infection par le
Sars-CoV-2 par la réalisation d’examens complémentaires. En effet, le virus peut étre détecté par immunohistochimie,
hybridation in situ, biologie moléculaire et/ou microscopie électronique a partir de tissus pulmonaires fixés. Plusieurs
inconnues persistent sur le réle direct joué par le Sars-CoV-2 dans différentes Iésions observées, celles-ci pouvant
étre dues aussi a une défaillance cardio-vasculaire et aux conséquences des traitements, notamment la réanimation.
Ainsi, il est important de multiplier chez ces patients les analyses tissulaires, en particulier grace aux autopsies, afin de
mieux comprendre les conséquences de I'infection, notamment selon les facteurs épidémiologiques et les comorbidités
associés. Les connaissances acquises peuvent participer a I'élaboration des stratégies thérapeutiques. Cette revue décrit
les principales lésions pulmonaires associées a 'infection par le Sars-CoV-2.

ABSTRACT

Histological pulmonary features due to the Sars-CoV-2

The histological lesions associated with an infection with the Sars-CoV-2 are mainly observed at the respiratory

tract level, but not exclusively. Analyses of these lesions strongly beneficied from autopsic studies allowing us

to improve the knowledge of the pathophysiology mechanisms of this emerging infectious disease. Cytological

analyses, notably those obtained from broncho-alveolar lavages, poorly contribute to the Covid-19 diagnosis,
but can be usefull for eliminate a couple of differential diagnoses.Although non

(M . "\ specific, the lesions observed in the pulmonary parenchyma can be directly asso-
OTS CLES ciated with the presence of the Sars-CoV-2 thanks to ancillary tools allowing its
autopsie detection. Indeed, the presence of the virus can be detected using immunohis-
;o‘é'd' 19 lai tochemistry, in situ hybridization, molecular biology and/or electron microscopy
e::hzlgnic; aire approaches. Several uncertainties still exist concerning the direct role due to
Eoumong the Sars-CoV-2 in the observed lesions which can be due too to a cardiovas-
cular failure and/or to the treatment(s) received in intensive care units. Thus, it
KeYwoRrps is critical to keep going to increase our efforts for the tissue analyses, notably
" tool thanks to the autopsies of Covid-19 patients, in order to better understand the
ancillary too o : . : . Moreet
autops;l consequences of this infectious disease, and, particularly according the epidemio-
Covid-19 logical factors and the different associated morbidities.An increased knowledge
lung will participate to the further therapeutic strategies against the Covid-19.This
\_ pathology ) review adresses the main histological lesions of the lung parenchyma currently

: described in patients infected by the Sars-CoV-2.
© 2020 — Elsevier Masson SAS
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D Introduction

Les pathologistes ont
brutalement été confron-
tés a la gestion d’échan-
tillons tissulaires et cel-
lulaires issus de patients
atteints de la Covid-19.
Hormis I'obligation de
renforcer immédiatement
les mesures sanitaires
au sein des laboratoires,
ils ont dG découvrir des
I[ésions macroscopiques
et microscopiques liées
a une nouvelle maladie
infectieuse et adapter leur
pratique. En paralléle, dif-
férentes approches per-
mettant I'identification du
Sars-CoV-2 au sein des tis-
sus ont pu étre évaluées et
appliquées.

Le réle du pathologiste
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Figure 1. Lésions mixtes de dommage alvéolaire aigu
(avec présence de membranes hyalines) et de pneumonie aigué
fibrineuse (avec présence de boules de fibrine endo-alvéolaire).

pendant la pandémie au
Sars-CoV-2 a été majeur,

LColoration hématoxyline éosine safran, x 100.

soulignant aussi la néces-
sité de travailler en équipe
multidisciplinaire, intégrant les cliniciens, les radiologues
et les virologues dans le but de mieux comprendre la
physiopathologie de la maladie et des signes cliniques
associés. Ces nouvelles connaissances ont conduit a
une optimisation des traitements. Les incertitudes
actuelles concernant cette maladie émergente et son
évolution imposent aux pathologistes un investisse-
ment permanent afin d’analyser avec une trés grande
attention les Iésions observées, de comparer leur expé-
rience, et de réaliser des autopsies de patients décédés
de la Covid-19.

Cette revue aborde les principales données connues des
Iésions respiratoires liées ou associées a une infection
par le Sars-CoV-2 ainsi que les différentes méthodes
permettant d’identifier ce virus dans les tissus.

D Lésions de l'arbre respiratoire
associées a une infection
par le Sars-CoV-2

Ces lésions ont été trés rapidement rapportées essen-
tiellement grace a la réalisation d’autopsie [1-9].Ainsi,
plusieurs séries autopsiques ont été rapportées a ce
jour, permettant de décrire essentiellement différentes
Iésions au niveau du parenchyme pulmonaire [1-9].
Les images histologiques sont variables devant faire
distinguer celles induites par :

le virus ;

la réponse inflammatoire et immunitaire induite par
le virus ;

la défaillance fonctionnelle des autres organes,
en particulier le cceur ;

les manceuvres de réanimation (respiration
artificielle) ;

les traitements médicamenteux ;
une surinfection bactérienne.

Les images initialement décrites pour une grande
majorité de patients correspondent a des lésions de
dommage alvéolaire diffus (DAD) et a des lésions
vasculaires [9,10]. Il existe ainsi souvent des exsu-
dats cellulaires fibro-myxoides, une desquamation
des pneumocytes, des membranes hyalines, et des
images habituellement notées dans les phases pré-
coces du syndrome aigué de détresse respiratoire
(figure 1) [11-13]. En fait, les lésions de DAD ainsi
observées sont identiques a celles décrites dans
d’autres circonstances ou pathologies induisant de
telles lésions [14]. D’autres images peuvent étre asso-
ciées, notamment un important cedéme interstitiel, une
infiltration interstitielle lymphocytaire, la présence de
cellules syncytiales multinucléés avec des images cytopa-
thiques évocatrices d’une infection virale. On peut aussi
observer des images de pneumonie aigué organisée et
fibrineuse, et des foyers étendus d’infarctus pulmonaire,

RevuE FRANCOPHONE DES LABORATOIRES ® N° 528 ¢ Janvier 2021

© P.Hofman

31



Dossier scientifique

notamment dans les formes trés sévéres de la maladie
(figure 2) [15].

les veinules, les veines et plus rarement les grosses
artéres (figure 3). Les images correspondent a des

thrombi récents mais aussi a une inflammatoire
pariétale, avec une capillarite ou une « endothélite ».
Ces lésions seraient la conséquence :

Les lésions vasculaires sont classiquement décrites
chez les patients infectés par le Sars-CoV-2 [16-18].
L'atteinte concerne des structures vasculaires de
taille variée, les capillaires et les artérioles, mais aussi

» d’'une atteinte directe des cellules endo-thé-
liales par le virus ;

Figure 2. Pneumonie aigué fibrineuse observée
sur une biopsie thoracique (A) ou sur une piece
pulmonaire réséquée lors d'une autopsie (B). et/ou

» a la formation brutale d’agrégats de poly-
nucléaires neutrophiles intravasculaires
ou « NETs » (« neutrophilic extracellular
traps ») [19].

Ces images vasculaires peuvent s’associer a

une infiltration de cellules inflammatoires de

composition variable, essentiellement des lym-
phocytes, mais sans nécrose fibrinoide pariétale.

Les analyses autopsiques permettent aussi de

mieux comprendre I'immunopathologie asso-

ciée a l'infection par le Sars-CoV-2, en donnant
la possibilité de réaliser des analyses trans-

criptomiques [20]. Ainsi, une étude récente a

montré des profils transcriptomiques différents

selon la présentation clinique, la sévérité des
symptomes respiratoires et des lésions histo-
logiques observées au niveau pulmonaire de ces

patients [20].

Les échantillons cytologiques, en particu-

lier les liquides de lavage broncho-alvéolaire

(LBA) recueillis chez des patients infectés par

le Sars-CoV-2 peuvent montrer des lésions

évocatrices d’une infection virale, bien que
non spécifiques. Une premiére étude mon-
trait qu’il existait de nombreux plasmocytes
associés a des lymphocytes T essentiellement
et a quelques lymphocytes B [21]. Parfois une
augmentation du nombre des macrophages,
des pneumocytes, et plus rarement des cel-
lules en métaplasie malpighienne ou bien des
cellules multinucléées étaient notées dans les
LBA ou bien dans les crachats. Une étiologie
virale pouvait étre suspectée sur certaines
anomalies morphologiques cytoplasmiques et/
ou nucléaires. Certaines cellules présentaient
des noyaux volumineux avec des inclusions de
taille variée, un cytoplasme vacuolisé avec des
vacuoles claires et périnucléaires [22]. Bien
que la prévalence des épanchements pleu-
raux soit trés variable en fonction des études,
allant de 9 % a 59 %, les images observées
sur les cyto-blocs sont en fait peu spécifiques
montrant des cellules mésothéliales associées

a une population modérée et polymorphe

de cellules inflammatoires. Ainsi, la valeur

_/ diagnostique des examens cytologiques

» de '« orage » cytokinique induit par une
réponse immunitaire innée inadaptée ;

© P Hofman
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d’origine thoracique semble limitée au
cours de linfection liée au Sars-CoV-2.
Ces examens permettent toutefois
d’éliminer certains diagnostics diffé-
rentiels. Compte tenu des précautions
imposées par les mesures sanitaires et
de protection du personnel technique
au sein des laboratoires de pathologie,
I’indication de réaliser ces examens
doit se discuter selon la présentation
clinique des patients, en concertation
avec le pneumologue et le réanimateur.

D Mise en évidence

du Sars-CoV-2 au
sein du parenchyme
pulmonaire

La mise en évidence du Sars-CoV-2
(ARN ou protéines virales) sur du tissu
fixé peut se faire grace a des techniques

immunohistochimiques (IHC), d’hybri-
dation in situ (HIS), de biologie molécu-

_ Dossier scientifique
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Figure 3. Trombi multiples pulmonaires
au niveau d'un vaisseau de moyen calibre (étoile)
et de plusieurs capillaires (fleches).

laire et/ou de microscopie électronique.
Lintérét est de pouvoir, au moins en

KCoIoration par I'hématoxyline éosine safran, x 400.

partie, associer les lésions histologiques
observées a I'infection virale, et d’élimi-
ner les autres causes « non spécifiques » (défaillance
cardiovasculaire, conséquences des soins de réanima-
tion ou des traitements médicamenteux, autres infec-
tions associées).

Immunohistochimie
et hybridation in situ

Plusieurs anticorps, dont certains sont disponibles
dans le commerce, permettent de détecter sur des
coupes tissulaires déparaffinées des protéines virales du
Sars-CoV-2 [15,23-25]. 1l peut s’agir d’anticorps diri-
gés contre les protéines de la nucléocapside ou bien
contre d’autres protéines, comme la protéine spike ou
bien la protéine Rp-3 NP [25]. Des antigénes viraux ont
été mis en évidence dans le cytoplasme de plusieurs
types cellulaires, essentiellement les cellules épithé-
liales ciliées de I'arbre respiratoire, présentes depuis le
nasopharynx jusqu’aux bronches. Différentes protéines
virales peuvent étre identifiées dans d’autres types cel-
lulaires, comme les cellules alvéolaires pulmonaires, les
cellules glandulaires et, dans des études récentes, au
niveau des cellules endothéliales [24,26]. Les techniques
d’HIS ont permis de détecter des fragments d’ARN du
Sars-CoV-2 dans le cytoplasme des cellules épithéliales
ciliées de l'arbre respiratoire [23]. En combinant I'HC
et I'HIS, il est possible d’identifier simultanément les
protéines et ’ARN virale [23].

Biologie moléculaire

Des approches de RT-PCR ont été mises au point afin
de démontrer la présence du Sars-CoV-2 au niveau de
plusieurs organes, en particulier au niveau de I'arbre
respiratoire [15, 27]. Ces techniques sont possibles a
réaliser sur des coupes tissulaires déparaffinées fixées
au formol [27]. Le Sars-CoV-2 a été identifié également
dans d’autres organes, comme le systéme nerveux cen-
tral, le cceur, le foie, le rein, 'intestin, ou la rate [27].
Les techniques de biologie moléculaire doivent étre
impérativement effectuées en utilisant systématique-
ment des témoins positifs et des témoins négatifs,
compte tenu de la possibilité de faux résultats positifs
ou négatifs. Les résultats faux négatifs sont dus a une
dégradation de ’ARN viral consécutive a la fixation
formolée, a une faible quantité d’ARN viral a amplifier
ou bien a une altération de ’ARN viral consécutive
a des conditions de stockage inadaptées des blocs de
paraffine. Des faux positifs ont été également rappor-
tés, notamment en cas d'utilisation d’'une méthodologie
de PCR quantitative. On peut souligner que la mise en
évidence du Sars-CoV-2 par biologie moléculaire doit
toujours étre confrontée aux résultats de I'analyse his-
tologique, en particulier a la présence d’une réaction
inflammatoire et/ou de lésions nécrotiques, afin de
pouvoir faire un lien entre la présence du virus et un
effet pathogene.
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Microscopie électronique

Des études récentes ont montré des particules
virales, le plus souvent intracytoplasmiques, chez des
patients atteints de la Covid-19. Les particules virales
ont été identifiées dans des cellules épithéliales, mais
aussi dans des cellules endothéliales [26,28]. La pre-
miére mise en évidence des particules virales du
Sars-CoV-2 en microscopie électronique a été faite
au niveau de cellules épithéliales respiratoires isolées
d’un LBA [28]. Les virions ont une taille réguliére de
80 a 120 nm de grand axe
et ont une morphologie
caractéristique des coro-
navirus, avec souvent une
couronne périphérique
munie « d’épines » [28].
Selon la conservation tissu-
laire et les conséquences
de la fixation formolée sur
la morphologie virale, le
détail de cette couronne
périphérique est parfois
peu visible. De la méme
fagon, les images expéri-
mentales de cultures cellu-
laires infectées par ce virus
peuvent présenter parfois
des images atypiques sans

Figure 4. Particule d'un
coronavirus en culture.

en particulier infectieuse. Ainsi, pouvoir réaliser
régulierement des autopsies en période d’épidé-
mie ou de pandémie est une nécessité [30-33]. Les
Iésions observées permettent de cerner les compli-
cations associées, les symptomes, et leur étude parti-
cipe a la mise en place de nouveaux traitements. L'un
des exemples a citer au cours de la pandémie liée
au Sars-CoV-2 a été I'identification des thrombi-vas-
culaires ayant conduit trés rapidement a I'utilisation
des traitements anticoagulants chez certains patients.
Les autopsies conduisent a faire une cartographie
complete des lésions,
quel que soit I'organe, et
a identifier I'agent patho-
géne dans différents tissus
et types cellulaires. Cepen-
dant la pratique des auto-
psies a progressivement
baissé, en particulier en
France, et I’expertise des
nouvelles générations de
pathologistes pourrait
ainsi faire défaut en cas
d’émergence de différentes
maladies infectieuses [34].
Il est obligatoire que les
salles d’autopsie soient
conformes aux normes

couronne bien identifiable

réglementaires répondant,

© P Hofman

(figure 4). Ainsi, la micros-
copie électronique a trans- \

Echelle : 100 nm

Microscopie électronique a transmission,

sur le plan sanitaire, aux
recommandations interna-
/  tionales. Ainsi, toute auto-

mission ou a balayage ne
permet pas d’affirmer que
les virions observés sont dus a une infection par le
Sars-CoV-2, les images ultra structurales des infec-
tions liées aux autres coronavirus (Sars, Mers, etc.)
étant similaires. En fait, les techniques d’immunomar-
quage en microscopie électronique par « immuno-
gold », permettraient d’identifier avec précision le
Sars-CoV-2 et d’écarter le diagnostic d’autres infec-
tions virales ou de structures, appelées viral particle
like mimant des virions, comme les corps multi vési-
culaires et les inclusions tubulo réticulaires intra-
endothéliales [29].

D Conclusion

Les Iésions histologiques pulmonaires associées a I'in-
fection par le Sars-CoV-2 ont fait 'objet d’études tres
récentes et elles sont progressivement rapportées
de mois en mois, essentiellement grace a des études
autopsiques. Ceci permet de souligner le fait que de
tout temps la pratique des autopsies a permis aux
pathologistes et aux cliniciens de mieux comprendre
la physiopathologie d’une maladie émergente,

psie doit se réaliser dans
un environnement de type
BSL-3 [35,36]. Dans ce contexte, les jeunes patholo-
gistes doivent étre formés aux respects des mesures
d’hygiéne et sécurité associées aux pratiques de ces
autopsies.

Les lésions cytologiques associées a I'infection par
le Sars-CoV-2 sont le plus souvent peu spécifiques
et ne permettent pas, a ce jour, d’orienter vers cette
infection virale. Le développement des méthodes
complémentaires, en particulier I'utilisation d’anti-
corps monoclonaux spécifique du Sars-CoV-2, per-
met d’envisager de compléter le diagnostic sur ces
échantillons cytologiques, notamment les LBA.

En conclusion, la pandémie liée au Sars-CoV-2 met
a nouveau en lumiére la nécessité de continuer
a former les pathologistes a la pathologie infec-
tieuse, notamment dans le but de répondre a la
demande des cliniciens s’interrogeant parfois sur
I’origine de certains symptomes ou de défaillance
d’organe [34]. "N

Déclaration de liens d’intéréts: les auteurs déclarent ne
pas avoir de liens d'intéréts.
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b Les lésions de dommage alvéolaire diffus sont fré-
quemment observées lors de l'infection par le
Sars-CoV-2 mais elles ne sont pas spécifiques de
la maladie

» Une maladie vasculaire se traduisant par des thrombi
sur des vaisseaux de calibre varié est souvent obser-
vée au niveau pulmonaire

b Les examens cytologiques, dont I'analyse du liquide

de lavage broncho-alvéolaire, sont peu contributifs
pour affirmer une infection par le Sars-CoV-2

» Les examens de biologie moléculaire par RT-PCR
permettent d’identifier le Sars-CoV-2 a partir de
coupes tissulaires déparaffinées

b Les anticorps anti-protéines virales permettent de
visualiser les protéines du Sars-CoV-2 dans les cel-
lules épithéliales et dans les cellules endothéliales
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