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l. Introduction

1. Caractéristiques virologiques et épidémiologiques du SARS-
CoV-2

a. La pandémie causée par le SARS-CoV-2

En décembre 2019, une épidémie de pneumonie d’étiologie inconnue mais d’allure
virale émerge dans la ville de Wuhan, dans la province de Hubei en Chine (Li et al.
2020). L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) décrit un nouveau betacoronavirus,
appelé 527, le 9 janvier 2020. On parlera alors du Syndrome Respiratoire Aigu Séveére
du Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) qui s'est rapidement propagé dans le monde entier
(Peng Zhou et al. 2020). Les premiéres séquences du génome du SARS-CoV-2 sont
disponibles fin décembre 2019, toutes provenant de Wuhan (Peng Zhou et al. 2020;
Tang et al. 2020). La diffusion du virus accélére en avril avec un confinement massif
sur la surface du globe et des dizaines, puis des centaines, de milliers de cas signalés
d’abord en Europe, puis aux Etats-Unis et enfin dans le monde entier (Zhukova et al.
2021). La maladie est alors désignée Coronavirus disease 2019 (COVID-19). Le
COVID-19 met rapidement a mal les systémes hospitaliers de nombreux pays, ce qui
impacte secondairement les échanges commerciaux et touristiques dans le monde
entier (Bignon, Garnier 2020). Le 11 mars 2020, 'OMS déclare le COVID-19 comme
une pandémie. Aujourd’hui, le nombre de cas dans le monde s’éléve a plus de cinq
cent quatre-vingt-dix millions pour plus de six millions de déces lié au COVID -19
(World Health Organization 2022a). Ces chiffres importants exposent aux yeux de tous
'importance de continuer les recherches autour de ce virus, afin de mieux le

comprendre et de prévenir de futures vagues de contamination importantes.

Au vu de ces nombreuses conséquences, un nombre record d’études s’est

rapidement intéressé a ce virus, sa structure et son fonctionnement.
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b. Le virus du SARS-CoV-2 et son entrée dans la cellule hote

Il s'agit d'un virus @ ARN, ayant ainsi des capacités évolutives élevées, a
'origine trés récente chez I'nomme, comme en atteste sa faible diversité
intraspécifique au début de la pandémie (Peng Zhou et al. 2020). Le génome du
SARS-CoV-2 est composé d’environ trente milles bases (Peng Zhou et al. 2020; Tang
et al. 2020), ce qui fait de lui un des plus longs génomes viraux a ARN connus
(Zhukova et al. 2021). Il s’agit d’un virus appartenant a la famille des Coronaviridae, a
la sous-famille des Orthocoronavirinae, au genre Betacoronavirus, au sous-genre
Sarbecovirus, ainsi qu'a l'espéce Severe Acute Respiratory Syndrome-related
Coronavirus (Mousavizadeh, Ghasemi 2021). Il s'agit d'un sous-genre viral infectant
non seulement les humains, mais aussi de nombreux mammiféres, dont notamment

les civettes, les chauve-souris, les pangolins ou encore les carnivores domestiques.

Le virion du SARS-CoV-2 posséde un génome constitué d'une molécule d'ARN
simple brin de polarité positive, entourée d'une nucléocapside hélicoidale (N), elle-
méme entourée d’'une capside formée par plusieurs protéines structurelles, dont des
protéines spike (S), des hémagglutinines estérases (HE), des protéines de
membrane (M) et d'enveloppe (E) ainsi que des phospholipides (Figure 1) (Haute
Autorité de Santé 2020).

Structure schématisée du SARS-CoV-2

Glycoprotéine de surface
(S, spike)

q Hémagglutinine estérase (HE)

D Protéine de membrane (M)
Protéine d’enveloppe (E)

LS Phospholipides

Protéine de nucléocapside (N)

l’@{) ARN génomique (monocaténaire
de polarité positive)

Figure 1 : Structure schématisée du SARS-CoV-2, (Gautheret-Dejean 2020)
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L'entrée du virus dans les cellules humaines se déroule en plusieurs étapes,
dont la maturation de la protéine S par la sérine protéase TMPRSS2 (Hoffmann et
al. 2020). La protéine S se décompose en deux sous-unités S1 et S2 (Malik 2020). De
méme, le domaine de liaison au récepteur (RBD) de la sous-unité S1 peut se lier a
la protéine de I'h6te ACE2. L’enzyme de conversion de I'angiotensine 2 (ACE2) se
retrouve a la surface de trés nombreuses cellules épithéliales du corps. En effet, elle
est exprimée de maniére quasi-ubiquitaire dans le systéme vasculaire, le cceur, les
reins, le foie, la rétine, les intestins, le systéme nerveux central, ainsi qu’au niveau des
poumons (Gheblawi et al. 2020). Enfin, c'est la sous unité S2 qui va assurer la fusion
membranaire ultérieure, permettant la pénétration du virus dans le cytoplasme de la
cellule héte (Figure 2), (Weiss, Leibowitz 2011; Malik 2020).

Cellule
Hote

Figure 2 : Mécanisme d’entrée du SARS-CoV-2, 1) Activation de la protéine S par clivage en sous unité S1 et S2
par la protéase TMPRSSE, 2) Fixation de S1 sur le récepteur ACE2 via le domaine RBD, S2 facilite la fusion
membranaire, 3) Endocytose, 4) Fusion des membranes, décapsidation et libération de 'ARN génomique,

(Gautheret-Dejean 2020), modifié pour faciliter son utilisation
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Aprés cette entrée dans la cellule, on décrit une fusion de I'enveloppe virale
avec la membrane de la vésicule d'endocytose : la nucléocapside est donc relachée
dans le cytoplasme et I'ARN viral est libre. L’ARN est traduit en protéines non
structurales, qui vont étre clivées pour former le complexe ARN réplicase
transcriptase. Ce complexe permet, finalement, la synthése de protéines structurales
(Figure 3). Les nucléocapsides sont ensuite assemblées a partir des nouveaux
génomes et de la protéine N de capside. Les protéines de I'enveloppe virale viennent
se fixer dans les membranes de I'appareil de Golgi. Les nouveaux virions
bourgeonnent a partir de la lumiére de I'appareil de Golgi et sont ensuite relachés dans

le milieu extracellulaire par exocytose (Haute Autorité de Santé 2020).

‘ ARN génomique

4 T";

ARN i,ntgrm.édiaire ARN messagers
de réplication de % subgénomiques (7-9)

. polarité négative
, . P '— Reticulum
5. ARN génomique 3 / 5 endoplasmique
¢ 2 . /, H

Polyprotéine pplab O ‘
[ Complexe ‘—
\ 3 répIicase/t;nscriptase .
Clivage en 16 protéines Noyau
non structurales

Figure 3 : Mécanisme de multiplication intracellulaire du SARS-CoV-2 : 1) Fusion de I'enveloppe viral,

décapsidation et libération de 'ARN génomique, 2) Traduction de I'ARN viral, 3) Clivage en 16 protéines, formation
d’un complexe réplicase/transcriptase, 4) Réplication de 'ARN 5) Synthese d’'un ARN subgénomique 6) Traduction
de 'ARN subgénomique messager en protéines de structure,7) Maturation et assemblage des virions avant

I'exocytose (Gautheret-Dejean 2020), modifié pour faciliter son utilisation
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c. Les coronavirus humains connus et les origines potentielles du
SARS-CoV-2

i. Les autres coronavirus humains

Tout d’abord, il existe quatre coronavirus humains (HCoV) endémiques
responsables d’infections courantes chez 'lhomme. Il s’agit de HCoV-OC43, HCoV-
229E, HCoV-NL63 et HCoV- HKU1, tous ayant potentiellement émergés a partir de
réservoirs animaux (Corman et al. 2018). Ces coronavirus humains sont responsables
d’infections respiratoires survenant sous forme de cas sporadiques ou de petites
épidémies saisonniéres (de l'automne au printemps). La transmission se fait
essentiellement par gouttelettes (toux, éternuements) et par la voie manu-portée. Ce
sont des infections a incubation courte (deux a trois jours), et touchant toutes les
tranches d’age avec des primo-infections survenant chez les enfants et des
réinfections symptomatiques pouvant survenir tout au long de la vie (Vabret et al.
2009). Mais ces virus n‘appartiennent pas au méme sous genre viral que le SARS-
CoV-2 (Tableau 1).

Alphacoronavirus Duvinacovirus HCoV-229E
Setracovirus HCoV-NLé63
Betacoronavirus Embecovirus HCoV-OC43
HCoV-HKU |

Merbecovirus Mers-CoV

Sarbecovirus Sars-CoV-|

Sars-CoV-2

Tableau 1 : Genres, sous-genres et espéces des coronavirus humains, (Segondy 2020)
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Le SARS-CoV-2 est un virus appartenant au sous genre viral comprenant
également le virus SARS-CoV-1. Ce dernier est un coronavirus provoquant une
maladie respiratoire et a été identifié pour la premiére fois a la fin du mois de février
2003, lors d'une épidémie apparue en Chine, qui s'est propagée a 4 autres pays
(Zhong et al. 2003). Il s’agit du virus humain connu le plus proche du SARS-CoV-2
(Elie, Alizon 2020). Cependant, le SARS-CoV-1 ne posséde que 80% de similarité
nucléotidique avec le SARS-CoV-2 (Zhukova et al. 2021). Malgré cela, des points
communs sont retrouvés dans la physiopathologie de leurs infections, comme la voie
de contamination (Van Doremalen et al. 2020; Derraik et al. 2020), les symptémes ou
encore, la réponse immunitaire (Shi et al. 2004). Comparé au SARS-CoV-1, le SARS-
CoV-2 a un nombre de reproduction de base plus élevé, ce qui représente une plus
grande transmissibilité (Liu et al. 2020). Le SARS-CoV-1 est responsable d’environ
800 morts pour 8000 cas, mais ne circule plus dans la population humaine depuis 2004
(Ahmed, Quadeer, McKay 2020).

Une similarité nucléotidique de 50% a aussi été révélée entre le SARS-CoV-
2 et le Coronavirus du Syndrome Respiratoire du Moyen-Orient (MERS-CoV), par
analyse du géne de la nucléocapside (Elie, Alizon 2020; Sallard et al. 2020;
Maldonado, Bertelli, Kamenetzky 2021). Le MERS-CoV est apparu en Arabie Saoudite
en 2012 (Centers for Disease Control and Prevention (CDC) 2013) et a causé environ
894 déces depuis son apparition, pour uniquement 2591 cas décrits a ce jour (World
Health Organization 2022; Institut Pasteur 2015). Ces chiffres montrent bien que le
SARS-CoV-2 semble présenter une infectiosité et un taux de mortalité bien plus
importants (Rabaan et al. 2020).

Face aux différences génomiques avec le SARS-CoV-2, il semble improbable
que le SARS-CoV-1 ou le MERS-CoV soient des précurseurs a l'origine du SARS-
CoV-2.
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ii. Les hypothéses concernant les origines du SARS-CoV-2

Premieérement, pour chacun de ces deux coronavirus humains abordés (SARS-
CoV-1 et MERS-CoV) une espéce de chauve-souris a nettement été identifiée comme
espece réservoir. La civette pour le SARS-CoV-1 et les camélidés pour le MERS-CoV
ont, eux, été identifiés comme hétes intermédiaires (Elie, Alizon 2020). Aprés un
alignement du génome viral, le virus chez les civettes ne présentait que 0,2% de
divergence avec le SARS-CoV-1 retrouvé chez 'Homme en 2003 : le saut d’espéce
de la civette vers ’'Homme est donc trés probable (Song et al. 2005; Zhukova et al.
2021). De méme, les séquences nucléotidiques du MERS-CoV analysées chez les
dromadaires étaient identiques a celles trouvées chez 'Homme (Azhar et al. 2014,

Haagmans et al. 2014)

Une nouvelle fois, le réservoir a I'origine du SARS-CoV-2 semble provenir d’'une
espece de chauve-souris. En effet, une similarité importante de 96% est trouvée entre
les génomes du SARS-CoV-2 et du virus RaTG13. Ce dernier est un virus identifié
pour la premiére fois en 2013, chez une espéce de chauve-souris, Rhinolophus affinis,
tres répandue dans le sud-est asiatique, notamment dans la province de Yunnan, en
Chine (Peng Zhou et al. 2020; Coronaviridae Study Group of the International
Committee on Taxonomy of Viruses 2020). Cela fait du RaTG13 le virus le plus proche
du SARS-CoV-2 connu a ce jour, avec environ 4% de divergence, soit 1200 mutations
sur sa séquence nucléotidique (Song et al. 2005; Zhukova et al. 2021). De plus, les
1200 mutations entre le SARS-CoV-2 et le RaTG13 auraient théoriquement pris 50 a
100 ans d'évolution pour s’accumuler, ce qui nous donne une date comprise entre
1919 et 1969 pour I'ancétre commun du SARS-CoV-2 et du RaTG13 (Zhukova et al.
2021). Or, cela s’oppose a la faible diversité génomique retrouvée entre les différents
séquengages du SARS-CoV-2 chez 'Homme (Sallard et al. 2020). C’est cette faible
diversité qui permet d’estimer une origine récente du SARS-CoV-2. Enfin, La région
de la protéine virale spike, impliquée dans I'entrée des Coronavirus dans les cellules
humaines, présente cinqg mutations clés qui ne sont pas présentes dans le génome du
virus RaTG13 (Andersen et al. 2020). Au vu du rble de la protéine spike abordée
précédemment, de la diversité génomique et de I'origine récente du SARS-CoV-2, le
saut d’espéce direct de la chauve-souris a 'lHomme parait trés peu probable (Song et
al. 2005; Zhukova et al. 2021).
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Cette diversité génomique entre les deux virus permet également de réfuter une
autre hypothése. En effet, les 1200 mutations qui séparent le SARS-CoV-2 du RaTG13
sont réparties aléatoirement, ce qui démontre que le virus ne peut étre le fruit d’'un
laboratoire. En effet, une intervention humaine aurait logiquement introduit des
mutations ponctuelles dans des régions circonscrites comme, par exemple,

localisées au niveau des séquences RBD, et non sur I'ensemble du génome.

Il existe également le coronavirus RmYNO2 découvert en 2019 et identifié chez
une espece de chauve-souris, Rhinolophus malayanus, trés répandue dans le sud-est
asiatique. L'identité génomique commune est d'environ de 93% avec le SARS-CoV-2,

mais ce taux d'identité varie le long des séquences (Hong Zhou et al. 2020).

Le SARS-CoV-2 est plus éloigné (90% d'identité génomique) du Pangolin-CoV,
un virus retrouvé chez le pangolin dans le territoire de Guangdong, en Chine.
Cependant, la séquence protéique RBD de ce dernier est trés proche de celle du
SARS-CoV-2, avec une seule mutation d'acide aminé a l'origine d’une forte affinité
entre la protéine spike et la protéine ACE2 de 'lHomme (Wrobel et al. 2021; Andersen
et al. 2020). La principale hypothése est donc qu’'une recombinaison ait eu lieu au
niveau de la région RBD des virus de la chauve-souris et du pangolin. Cependant
I'analyse des souches humaines montre que la séquence RBD mute rapidement, il est
alors tout a fait possible que I'apparition de cette mutation dans la région RBD du virus

de la chauve-souris soit le fruit du hasard.

Au vu de toutes ces analyses, de nombreux hbtes intermédiaires sont
imaginables, comme le pangolin, et la totalité de ces intermédiaires reste encore a
découvrir, ainsi que I'espéce principale qui aurait causé la transmission zoonotique
(Sallard et al. 2020).

Ce n’est pas la premiere fois que les coronavirus franchissent la barriére
d’espéce. Les coronavirus sont des virus a ARN, les mutations sont donc fréquentes
et favorisent ce phénoméne. Le SARS-CoV-2 est 'exemple parfait que ce saut
d’espéce peut avoir des conséquences majeures et diverses, principalement en santé
publique, mais également sur les plans économique et social. Il est donc important de

rechercher les réservoirs animaux, ainsi que les espéces intermédiaires potentielles.
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Cela justifie I'intérét de se pencher sur les différentes espéces sensibles au SARS-
CoV-2 et de se questionner sur I'épidémiologie de ce virus afin de mieux le comprendre

et d’anticiper les conséquences de la maladie qu’il cause.

2. Le SARS-CoV-2 Chez 'Homme

a. La transmission du virus

Chez ’'Homme, on sait que la transmission du virus se fait par des gouttelettes
ou des aérosols exhalés lors de la respiration, de la toux, des éternuements ou méme
de la parole (Morawska, Cao 2020; Anderson et al. 2020; Asadi et al. 2020). Les
aérosols peuvent étre transportés sur de longues distances : dans un espace clos, ils
s’accumulent et restent infectieux plusieurs heures. De plus, ils peuvent étre inhalés
profondément dans les poumons, ce qui facilite la contamination. S’ajoutent a cela les
gouttelettes qui, elles, décantent avec la gravité plus rapidement qu’elles ne
s’évaporent, contaminant alors les surfaces et favorisant la contamination par contact,
d'autant plus que le SARS-CoV-2 a une demi-vie de plus d’'une heure dans l'air et de
plusieurs heures sur certaines surfaces solides comme le carton (Gehanno et al. 2020;
Prather, Wang, Schooley 2020). La contamination par le SARS-CoV-2 est donc
complexe chez 'lHomme (tout comme pour d’autres virus tels que les virus influenza
ou les autres coronavirus humains saisonniers), de par la résistance du virus dans

I'environnement et de par son infectiosité.

Au vu de la complexité de la transmission du SARS-CoV-2 chez ’'Homme, il est
aisé d'imaginer que ces modes de contaminations se multiplient pour les animaux,
puisqu'ils ont également des comportements tels que des reniflades, du Iéchage ou

des aboiements.
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Pour continuer, les aérosols, comprenant des particules virales
submicroniques, atteignent directement la région alvéolaire ou le systéme immunitaire
semble temporairement contourné en inhibant les IFN de types | et lll (Kaushic 2020).
Le SARS-CoV-2 se multiplie rapidement, jusqu’a trois plus vite que le SARS-CoV-1
par exemple (Ogando et al. 2020; Chu, Chan, Yuen, et al. 2020). |l peut atteindre le
pharynx pour étre excrété avant qu’une réponse immunitaire innée efficace soit mise
en place. Le patient peut alors excréter avant de savoir qu’il est contaminé. A Wuhan,
on estime que les patients asymptomatiques non diagnostiqués étaient responsables
de 79% des infections virales (Asadi et al. 2020). On sait qu’'une minute de parole
représente mille aérosols, ce qui peut représenter jusqu’a cent milles virions émis par
minute (Stadnytskyi et al. 2020). Enfin, des mesures ont montré que la toux et les
éternuements intenses propulsent les gouttelettes les plus importantes jusqu’a 6
meétres (Morawska, Cao 2020). De plus les aérosols créés durant les éternuements, la
toux ou méme la parole peuvent étre portés par les courants d’air (Buonanno, Stabile,
Morawska 2020).

Cette capacité qu'a le virus a se propager facilement dans des gouttelettes
de mucus ou de salive transportables dans l'air, sa résistance sur les surfaces —
bien que la contamination manuportée ne semble pas étre la plus importante
(Birgand, Kerneis, Lucet 2022) — et le fort taux d’individus infectés, mais
asymptomatiques, font que l'interprétation des différentes sources de contaminations

est difficile et complexifie 'analyse épidémiologique de la maladie.

b. Pathogénicité du SARS-CoV-2

Le virus du SARS-CoV-2 cible principalement les pneumocytes de type Il ainsi
que les cellules ciliées, ou il se réplique de maniere importante (Liu et al. 2021). Pour
avoir un point de comparaison, l'infection va produire 3,2 fois plus de particules virales
infectieuses que le SARS-CoV dans les tissus pulmonaires infectés, sur une période
de 48 heures (Chu, Chan, Wang, et al. 2020). Au-dela de cela, il va provoquer une
réaction inflammatoire moins marquée que celle du SARS-CoV-1. De plus, chez

certains individus, le SARS-CoV-2 ne semble pas déclencher de maniére significative
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I'expression d’'un quelconque interféron dans les premiers jours suivant l'infection.
Cette réponse IFN retardée contribuera au développement des formes grave du
COVID-19 (Kaushic 2020). De plus, dans une étude menée par des chercheurs de
'université d’Hong Kong, sur un panel de 13 génes codant pour des médiateurs pro-
inflammatoires (quatre cytokines pro-inflammatoires et neuf chimiokines pro-
inflammatoires) jouant un réle essentiel dans le recrutement et I'activation des cellules
immunitaires, le SARS-CoV-2 n’entrainait la sur-régulation que de 5 d’entre eux. Au
contraire, le SARS-CoV-1 était responsable de I'activation de 11 de ces médiateurs
(Chu, Chan, Wang, et al. 2020).

Dans un premier temps, le virus échappe en partie au systéme immunitaire de
maniére passive. D’autres mécanismes vont directement empécher la cellule héte
d’initier la transduction d’'un signal IFN nécessaire a la réponse immunitaire, par
exemple. En effet, en activant des exonucléases, le virus dégrade les ARNm,
diminuant ainsi la traduction de maniére générale, et limite ainsi l'intensité de la
réponse interféron (Khalaf et al. 2020; Kikkert 2020). Dans un second temps, des
lymphocytes T CD4+ activés, se différencient en cellules Th1 et sont responsables de
la libération des cytokines pro-inflammatoires IL-6, GM-CSF et IFN-y. Par exemple, le
GM-CSF (facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages) s'active
pour produire des monocytes inflammatoires (CD14+ et CD16+), qui libérent
davantage d'IL-6 (Yonggang Zhou et al. 2020). L'hyper-inflammation lié¢e au SARS-
CoV-2 peut impliquer des niveaux trés élevés d'IL-1-B, d'IL-6 et de TNF-a (un facteur
de nécrose tumorale produit essentiellement par les macrophages activés (Ma 2001)).
Dans certains cas, ces niveaux sont tels qu’'on parle alors d’orage ou de tempéte
cytokinique (Robba et al. 2020; Mehta et al. 2020). Tous cela explique la plupart des
formes graves de la maladie du COVID-19 (Zhe Zhu et al. 2020; Mehta et al. 2020).
Ces formes graves peuvent aller jusqu’au Syndrome de Détresse Respiratoire Aigué
(SDRA) avec une destruction importante de la barriére alvéolo-capillaire (Khalaf et al.
2020).
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Cette réaction inflammatoire disproportionnée possible vient s’ajouter au
caractére cytopathique du SARS-CoV-2. En effet, ce dernier peut causer la formation
de plaques de cellules syncytiales par fusion cellulaire, une apoptose, la destruction
de l'intégrité de I'épithélium ou encore une modification structurelle des cellules hétes
avec disparition des cils des cellules ciliaires par exemple (Na Zhu et al. 2020). Enfin,
au vu de la répartition de la protéines ACE2, le spectre clinique du COVID-19 ne se
limite pas a une pneumonie locale, mais peut représenter également une maladie multi
organique avec l'implication de différents organes et un potentiel de complications
systémiques (Hamming et al. 2004). Du fait du nombre de paramétres importants,
réplication virale et immuno-pathologie provoquent une grande variété de
présentations cliniques, allant de symptémes légers a l'insuffisance pulmonaire et au
déces (Nicholls et al. 2003).

c. Symptébmes et facteurs de risque

Les formes graves, notamment causées par la tempéte cytokinique, concernent
principalement les sujets agés ou ayant des comorbidités telles que le diabéte,
I'obésité, I'hypertension, l'insuffisance cardio-respiratoire, le cancer, la maladie rénale
chronique ou I'immunosuppression. La maladie rénale chronique est statistiquement
la comorbidité la plus importante menant au déceés. L'obésité est, elle, associée a un
taux important de forme grave, mais non a la mortalité des patient atteints du COVID-
19 (Ng et al. 2021).

De plus, chez ’'Homme, il est désormais connu que la population masculine est
plus vulnérable face a l'infection par le SARS-CoV-2 que les femmes (Guan et al. 2020;
Bwire 2020; Chakravarty et al. 2020). Plusieurs hypothéses sont formulées pour
expliquer cela, telle qu'une expression plus élevée de la protéine ACE2 sur les
cellules épithéliales des hommes par rapport aux cellules des femmes. De méme,
I'implication des différences immunologiques liées au sexe et induites par les
hormones sexuelles et le chromosome X sont fortement suspectées pour expliquer
ces observations. Cependant, une part significative, de cette différence dans le
nombre de déceés est causée par le mode de vie, avec une consommation de tabac et

d'alcool plus importante chez les hommes (Bwire 2020). Enfin, des études ont rapporté
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que les femmes avaient une attitude plus responsable face a la pandémie de COVID-
19 que les hommes. En effet, les gestes barrieres et la désinfection des mains ainsi
que de I'environnement s’avérent étre bien mieux respectés par les femmes d’apres

un sondage espagnol (De La Vega et al. 2020).

Selon la Haute Autorité de Santé, 85% des cas sont paucisymptomatiques, ce
qui signifie qu’ils ne présentent que trés peu de symptdmes, sans pour autant qu’on
puisse affirmer qu’ils ne soient pas contaminés par le SARS-CoV-2. SiI'on en croit les
nombreuses études abordant les symptémes du SARS-CoV-2 chez 'Homme, quand
des symptdmes sont décrits, ils peuvent étre trés divers (HEDIYE-BAG, Derya 2021).
On retrouve alors dans plus de cinquante pourcents des cas de la toux, une douleur

(céphalée, myalgies, ...) et de I'hyperthermie (Figure 4).
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Figure 4 : Signes cliniques les plus fréquents des patients infectés par le SARS-CoV-2, aprés

comparaison de 12 études (Hediye-Bag, 2021

Chez I'Homme, parfois une excrétion transitoire du virus et une absence de
réponse immunitaire sont rapportées. De méme que pour l'influence sur le sexe et
des différentes comorbidités, il s’agit d’observations chez 'Homme, sans qu’on

puisse savoir réellement ce qu’il en est chez les animaux.
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a. Deétection du virus et diagnostic en médecine humaine

i. LaPCR

Concernant la détection du virus chez 'Homme, la réaction de polymérisation

en chaine quantitative est la technique la plus utilisée (Ahmed, Quadeer, McKay 2020).

La Polymérase Chain Reaction (PCR) est une technique de réplication ciblée in
vitro. Pour se faire, une série de réactions permettant la réplication d’'une matrice
d’ADN double brin est répétée en boucle. Ainsi, au cours de la réaction PCR, les
produits obtenus a la fin de chaque cycle (amplicons) servent de matrice pour le cycle
suivant : 'amplification est donc exponentielle. La PCR est constituée de trois étapes
(Figure 5) : tout d’abord la dénaturation de 'ADN, pour obtenir des matrices simple
brin. Puis vient I'hybridation ou I'on vient borner et amorcer la réplication de la
séquence a amplifier a l'aide d’oligonucléotides amorces spécifiques. Enfin, vient la
polymérisation, qui permet de réaliser la réaction de polymérisation du brin
complémentaire. A la fin de chaque cycle, les produits sont sous forme d'’ADN double
brin. Les trois étapes, constituant un cycle de PCR, sont effectuées a des températures
différentes permettant de contrbler l'activité enzymatique. La réaction PCR est

extrémement rapide et ne dure que quelques heures au maximum (Jaton 2007).
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Figure 5 : Principe de la PCR, (Institut Agro Montpellier 2016)

Le SARS-CoV-2 étant un virus ARN, il est indispensable de réaliser une RT-
PCR (reverse transcription PCR). Pour cela, une enzyme (transcriptase inverse) va
étré utilisée afin de retrotranscrire TARN en un ADN complémentaire pour enfin réaliser
une PCR (Figure 6) (Freeman, Walker, Vrana 1999).

ARN a amplifier AAAAAAA 3°

. Transcriptase Inverse

TTTTTTTTT + amorce polyT

1 1 1 | +desoxyrbonudeotides
Y
5’ AAAAAAA T

4 TTTTTTTT]
ADNc en cours d’élongation

Figure 6 : Principe de la transcription inverse, (ENS Lyon 2001)
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La recherche du SARS-CoV-2 par PCR a visée diagnostic est généralement
quantitative : on parle de qPCR. Il existe différentes techniques de gPCR comme la
PCR Tagman (Figure 7), pour laquelle on utilise des sondes d’hydrolyse afin
d’augmenter la spécificité de la PCR. Cette technique repose sur la fonction
exonucléase 5’ vers 3’. La sonde Tagman est marquée par une fluorophore (reporter)
et par un désactivateur (quencheur) qui inhibe la fluorescence du fluorophore. Si la
sonde Tagman est dégradée par I'activité exonucléase de 'ADN Polymérase, alors la
sonde Tagman et les fluorophores ne sont plus liés et 'émission du reporter est alors
possible. L’augmentation du signal fluorescent est proportionnel au nombre de copies

polymérisées a chaque cycle de la PCR (Holland et al. 1991; Livak et al. 1995).
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Figure 7 : Principe de la PCR Tagman en temps réel, A. Dénaturation de '’ADN double brin du géne cib

le

sous leffet de la chaleur, B. Lors de la phase d’hybridation, les amorces et la sonde spécifiques se fixent

sur le brin complémentaire de '’ADN monobrin. C. Début de la polymérisation D. Au cours de la

polymérisation, la Taq polymérase va hydrolyser la sonde, libérant le reporter (le fluorophore) Aprés le

passage de la Taq polymérase, le reporter n’est plus relié physiquement au suppresseur (le quencher) et

il y a émission de fluorescence, (Jaton 2007)

28



D’autres techniques existent comme celle du SYBR Green (Figure 8). Il s’agit

d’'un colorant qui vient s’intercaler puis se lier au niveau du double brin d’ADN et qui

devient alors fluorescent. Cela permet de suivre la PCR directement en mesurant la

fluorescence dans la gamme d’émission du SYBR Green. Contrairement a la

technique Tagman, il ne faut pas concevoir de sonde, ce qui rend la technique moins

spécifique (Jin et al. 1994).
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: fluorochrome stimulé

: fluorochrome non stimulé libre

: amplicon : amorce

sl . ADN double brin cible

Figure 8 : Principe de la PCR SYBR Green en temps réel, a. Durant la dénaturation le SYBR Green libre

exhibe peu de fluorescence, b. A la température d’appariement, quelques molécules se lient au double

brin d’ADN donnant une émission de fluorescence c. De plus en plus de molécule se lient,

I'accroissement de la fluorescence est suivi en temps réel
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Cependant, cette technique perd en sensibilité passé un certain temps : les
quantités d’ARN viral du SARS-CoV-2 présentes dans les cavités nasales

commencent a diminuer 14 jours aprés le début des symptédmes, pour étre souvent

indétectables au 21'*™¢ jour (Figure 9) (Zou et al. 2020; Pan et al. 2020).

s ARN du SARS-CoV-2 et antigéne
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Figure 9 : Cinétique de la détection de 'ARN viral ainsi que celles des anticorps Anti-SARS-CoV-2 IgM et IgG,

(Griscelli, Roussy 2020)

Le résultat des PCR est donc fréquemment négatif au-dela des 15 jours post

infection, ce qui ne permet pas d’objectiver une infection passée.

Ces analyses PCR sont réalisées sur des prélevements divers tels que
I'oropharyngé, le rhinopharyngé ou encore de la salive. Les résultats de PCR peuvent
étre également faussement négatifs a cause d'une mauvaise manipulation des
échantillons d'acide nucléique, d’un échantillonnage inadéquat entrainant une
insuffisance de matériel génétique viral au point de détection ou a des amorces mal
congues (Long et al. 2020). Le prélevement rhinopharyngé semble avoir une meilleure
sensibilité que les prélevements oro-pharyngés (Hantz 2020). Les prélévements

salivaires semblent, d’aprés quelques études, présenter une sensibilité inférieure aux

deux autres prélévements (To et al. 2020).
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ii. Les tests sérologiques

e Cinétique de la réponse humorale

La recherche sérologique permet de répondre a certains des problémes liés a
la PCR. C’est une approche diagnostic qui pourrait fournir des informations a la fois
sur les infections virales actives (au-dela de 7 jours post infection, les test ELISA ne
sont en réalité pas utilisés en pratique pour le dépistage) et sur les expositions
passées. Ces tests ciblent principalement les protéines immunogénes du coronavirus
: la protéine de spicule (spike, en anglais), S, qui est la protéine virale la plus exposée,
et la protéine de la nucléocapside N, qui est abondamment exprimée pendant
l'infection (Okba et al. 2020). De plus, le domaine de liaison au récepteur (RBD), qui
est situé le long de la protéine S, est également une cible d'intérét pour détecter la
présence d'anticorps spécifiques du SARS-CoV-2 (Tai et al. 2020; Lv et al. 2020).

Des études ont montré que des IgA pouvaient étre présentes dans le sérum 5
jours apres l'infection, tandis que les IgM sont retrouvées aprés 7 jours et jusqu’a 28
jours, et que les IgG le sont aprés 14 a 20 jours et jusqu’a 24 mois (Figure 8) (Vashist
2020; Xiao, Gao, Zhang 2020). De plus, les taux d'IgM et d'lgG anti-SARS-CoV-2
augmentent progressivement avec les phases d'infection (Long et al. 2020). Il est
intéressant de noter qu’il ne semble pas y avoir de corrélation entre les taux de
séroconversion et le sexe (Long et al. 2020). Cependant, la séroconversion semble
étre corrélée a la gravité de la maladie, puisqu’un taux plus élevé des deux anticorps
est noté chez les patients présentant une infection plus grave par le SARS-CoV-2
(Okba et al. 2020; Long et al. 2020; Yu et al. 2020). De méme, on observe donc des
taux plus élevés d'anticorps anti-SARS-CoV-2 chez les personnes agées, de plus de
soixante ans en moyenne, ces derniers présentant une gravité de la maladie bien plus
importante en moyenne (Matusali et al. 2021). Cela s’oppose cependant a I'immuno-
senescence qui montre qu’'un age avancé a un impact négatif sur le développement
du systéme immunitaire et sur sa capacité a fonctionner (Gruver, Hudson, Sempowski
2007). En raison d'un niveau élevé de similarité (90 %) entre les protéines N du SARS-
CoV-1 et du SARS-CoV-2, les antigénes de la protéine N du SARS-CoV-1 ont
également été utilisés pour la détection sérologique des anticorps spécifiques du

SARS-CoV-2. Ces tests basés sur la protéine N se sont avérés plus sensibles que les
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tests basés sur la sous-unité S1 qui, elle, présente cependant la plus forte spécificité
(Okba et al. 2020). Pour ce qui est de la protéine S compléte, c'est elle qui présente
la plus forte sensibilité concernant la détection des IgG (Mahallawi 2021). Malgré une
réaction croisée connue, l'utilisation des antigenes du SARS-CoV-1 pour diagnostiquer
les infections par le SARS-CoV-2 peut étre fiable. En effet, étant donné que le SARS-
CoV-1 ne circule plus dans la population humaine depuis 2004 (Ahmed, Quadeer,
McKay 2020) et que les antigénes du SARS-CoV-1 sont indétectables dans 91 % des
échantillons de sérum des patients aprés 6 ans, il s'avere alors trés peu probable que
s'il y a positivité du test, cela soit d0 a une infection par le SARS-CoV-1 et non le
SARS-CoV-2 (Tang et al. 2011). Bien qu'une forte réponse IgA ait également été
détectée chez les patients infectés par le SARS-CoV-2, avec un pic de séroconversion
atteint aprés deux semaines, les tests immunologiques basés sur les IgA semblent
étre moins spécifiques que les tests basés sur les IgG, en raison de la réactivité croisée

avec les IgA provenant d'infection due a d'autres coronavirus (Okba et al. 2020).

e letest ELISA

Le test Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) est le test sérologique
classique le plus couramment utilisé pour le SARS-CoV-2 (Mekonnen et al. 2021). Le
principe a été inventé dans les années 1960 et est largement utilisé depuis les années
1970 (Lequin 2005). Les méthodes ELISA peuvent étre divisées en plusieurs types
(ELISA sandwich, ELISA indirect, ELISA double anticorps, ELISA compétitif, ...)
(Butler 2000). C’est la méthode indirecte qui est la plus couramment utilisée dans le
diagnostic sérologique du COVID-19 (Mekonnen et al. 2021). Cette technique utilise
un anticorps lié a une enzyme (Figure 10), qui va se lier lui-méme a un anticorps
spécifique a un antigéne fixé a la surface du support. Un lavage est alors réalisé.
Ensuite, un substrat est ajouté et sera hydrolysé ou non en fonction de la présence
de I'enzyme, ce qui permet de produire un changement de couleur ou un signal
lumineux. Le changement de couleur est proportionnel a la quantité d’anticorps

spécifiques a I'antigéne (Lin 2015).
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Figure 10 : Schémas explicatifs du principe de 'ELISA indirect

(travail personnel)

o Les tests d’hémagglutination

En temps normal les tests d'hémagglutination (HA) sont utilisés pour des tests
virologiques, dont le principe consiste a coupler un virus, ayant une capacité
hémagglutinante, a des globules rouges afin d’observer une agglutination de ces
derniers, confirmant la présence du virus (Centers for Disease Control and Prevention,
National Center for Immunization and Respiratory Diseases 2021; Maurice, Provost
1966). lIs ont, également, été utilisés de nombreuses fois dans I'histoire comme pour
le groupage sanguin (Ashiba et al. 2015) ou bien la détection des virus de la grippe
(Killian 2014). lls ont le grand avantage d'étre simples, peu couteux, lisibles a I'ceil nu
et ne nécessitent pas de technologie sophistiquée pour leur application. Pour détecter
la présence d’anticorps c’est un test d’inhibition d’hémagglutination (IHA) qui est en
revanche nécessaire. Ce test consiste, a nouveau, a coupler un virus, ayant une
capacité hémagglutinante, a des globules rouges en ajoutant cette fois ci différentes
dilutions de sérum afin d’étudier linhibition de I’hémagglutination (Figure 11)
(Mammette 2002; Truelove et al. 2016).
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Figure 11 : Schémas explicatifs du principe du test d’inhibition de 'hémagglutination, A : Les globules rouges

(RBCs) seuls ne présentent aucune hémagglutination, B : En présence du virus une hémagglutination est

observée, C : L’ajout de sérum contenant des anticorps inhibe ’'hémagglutination, (Centers for Disease

Control and Prevention, National Center for Inmunization and Respiratory Diseases 2021)

Le SARS-CoV-2 n’est pas un virus avec une capacité hémagglutinante. Une
équipe de recherche de l'université d’Oxford a mis au point un test utilisant un
intermédiaire, appelé IH4, étant un anticorps a domaine unique des camélidés qui se
lie aux globules rouges humains via la glycophorine A présente a leur surface. La RBD
de la protéine S du SARS-CoV-2 a été lié a IH4 pour produire la protéine IH4-RB,
capable de se lier aux globules rouges (GR) humains et au domaine RBD du virus
SARS-CoV-2 (Townsend et al. 2020). Le principe est le suivant : on mélange dans le
puits d’'une plaque 96 (a fond en V) le réactif IH4-RBD, des GR de groupe O, et le
sérum a tester. Si des anticorps dirigés vers le SARS-CoV-2 sont présents dans ce
dernier, alors il y aura une agglutination au fond du puits en V et non une larme comme
pour le témoin négatif (Figure 12) (Wegmann, Smithies 1966). Il a bien été vérifié que

sans la protéine RBD aucune agglutination n’avait lieu. lls ont obtenu une sensibilité
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entre 88% et 93% et une spécificité de 99% avec ce test d'hémagglutination. Si des
GR de groupe O ont été utilisés, c’est pour éviter toute réaction d’hémolyse due a une
incompatabilité entre le groupe sanguin des GR et celui de l'individu sont le sérum
testé était issu (Townsend et al. 2020). En médecine humaine, le test HA est
maintenant utilisé par plusieurs laboratoires dans le monde pour des études
épidémiologiques et cliniques (Jayathilaka et al. 2021; Kamaladasa et al. 2021;
Jeewandara et al. 2021). Le test qui a été utilisé pour la plupart des études a pour
objectif la détection d'anticorps dirigés contre le domaine de liaison au récepteur (RBD)
de la protéine S du SARS-CoV-2, car la majorité des anticorps neutralisants se fixent
sur le RBD (Piccoli et al. 2020)

e
IH4 . ‘_‘ / R PeTEST NEGATIF |
h*- ’_s:as-z RBD .“ \
>

Sérum contenant des
anticorps anti SARS-
CoV-2 Agglutination
TEST POSITIF

Figure 12 : Principe du test sérologique d’hémagglutination,
(Townsend et al. 2020)

e [ a séroneutralisation

La séroneutralisation (Figure 13), est une technique lourde a mettre en place
ne se prétant pas a l'analyse systématique d’échantillonnage de grande taille, mais
reste la référence pour I'évaluation de l'activité neutralisante des anticorps lors de
l'infection par le SARS-CoV-2 et pour les virus en général (Matusali et al. 2021). Le
virus du SARS-CoV-2 est cytopathique (Na Zhu et al. 2020), la séroneutralisation
permet d’objectiver une réduction des plages de lyse en présence d’anticorps
spécifiques neutralisants. Le sérum a tester est dilué et mélangé a une suspension

virale. Le tout est ensuite incubé afin de laisser aux anticorps, s’ils sont présents, le
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temps de neutraliser le virus. Enfin, le mélange est reparti sur une culture cellulaire.
Les virus non neutralisés vont alors infecter les cellules de la culture. On pourra alors
estimer la concentration d’anticorps la plus basse neutralisant le virus et empéchant la
lyse cellulaire en fonction des différentes dilutions du sérum initial. Selon le virus
étudié, la lecture peut se faire par observation microscopique, par fluorescence ou
aprés l'usage de colorant spécifique (Bourdin, Bernard 1967; Corthier, Aynaud 1973).

La séroneutralisation est le « gold standard » de I'analyse sérologique.

Reactifs Echantillon positif | Echantillon négatif
- virus o Ac specifiques se Ac spécifique absent
- Echantillon fixent aux virus

inconnu Y

Laisser le temps a la réaction
Ag-Ac de se produire

Reactifs

Ajouterle mélange
sérum-Ag a la culture
de cellules

POSITIF : les Ac ont
empéché la multiplication
virale : le tapis cellulaire est
intact

NEGATIF : le virus s’est
multiplié et a détruit le tapis
cellulaire

Laisser incuber (temps de
multiplication du virus) i G

Figure 13 : Principe de la séroneutralisation,
(Villeneuve 2014)
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Bien que les résultats des tests sérologiques soient trés variables en fonction
de l'antigéne choisi, du manipulateur ou de la conservation des sérums, certains
d'entre eux affichent d'excellentes performances. Grace a l'innovation technologique
et a une évaluation réglementaire rigoureuse, la précision et l'efficacité des tests
sérologiques continueront a contribuer a la prévention de l'infection par le SARS-CoV-
2 (Gong et al. 2021).

Il est important de garder a I'esprit que I'un des principaux inconvénients des tests
immunologiques est l'incapacité a détecter la présence d'une infection au stade
précoce de la maladie car les anticorps mettent plusieurs jours a étre générés apres
I'exposition a un matériel étranger (Nicholson 2016). Donc, une infection récente peut
donner des résultats faussement négatifs lors des tests sérologiques. En outre, en
raison de la constitution génétique unique de chaque individu, il y aurait une variabilité
inhérente de la réponse des anticorps chez 'Homme (Fierz 2003). En effet la
production d’anticorps varie entre chaque individu donc le seuil de détection et la
cinétique de ces derniers également. Parfois une absence de séroconversion est
décrite chez certains individus car seule une réponse a médiation cellulaire se met en

place (Gallais et al. 2021). Cette variabilité se retrouve chez les animaux.
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3. Le SARS-CoV-2 chez les animaux

Aujourd’hui les animaux de compagnie font partie de notre quotidien,
principalement en occident ou le taux d’animaux de compagnie a grandement
augmenté en paralléle avec I'urbanisation. De nos jours, environ un foyer sur deux,
héberge un animal domestique (Testa, FACCO/TNS SOFRES 2022; Statista
Research Department, 2022). En effet, le nombre de chats dans les foyers en France
a augmenté de 54% en 20 ans alors que le nombre de chien a diminué de 18,7%. Ce
qui finalement représente une augmentation de 20% du nombre de chien ou de chat
dans les foyers, en France, en 20 ans (Figure 7) (Statista Research Department, 2020;
FACCO / KANTAR TNS 2018).

Evolution du nombre de chiens et de chats en France depuis les années 2000

Millions d'animaux
= = - =
N H (<)} [+ (=] N » (<]
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‘\
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\
\
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2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020

—o—Chiens —e—Chats Années

Figure 14 : Evolution du nombre de chiens et de chats en France entre 2000 et 2020,

(travail personnel)

La proximité entre ’lHomme et les animaux domestiques au sein des foyers
devient donc trés importante. Par exemple, en France 30% des chiens et 45% des
chats vont méme jusqu’a dormir sur le lit des propriétaires (Chomel, Sun 2011). Les
risques de zoonoses sont donc fortement favorisés par la présence d’animaux de
compagnie dans les foyers. Une contamination pouvant se faire de I'animal vers le
propriétaire ou du propriétaire vers I'animal. Les caresses, les contacts rapprochés,

les morsures ou les déjections en sont les principaux vecteurs (Courtioux 2022). Cela

2022
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fait du chien et du chat les cibles logiques d’enquétes épidémiologiques lorsque I'on

parle de santé publique.

a. La sensibilité des espéces

Un rapport précédent, de 2003, a démontré que le SARS-CoV-1 peut infecter
les furets et les chats ce qui implique qu'ils pourraient également étre sensibles au
SARS-CoV-2 (Martina et al. 2003). Trés rapidement, en mars 2020, une étude s’est
intéressée a la susceptibilité des animaux aux SARS-CoV-2. |l a alors été montré que
la réplication du virus est faible chez les porcs, les poules et les canards, qu’elle est
limitée chez les chiens et enfin qu’elle est plus importante chez les chats et les furets
(Shi et al. 2020). Les protéines ACE2 de diverses espéces, y compris des animaux de
compagnie, des animaux de rente et de plusieurs animaux sauvages, pourraient se
lier au domaine de liaison du récepteur (RBD) du SARS-CoV-2 et faciliter sa
transduction. Par rapport au SARS-CoV-2, le SARS-CoV-1 dispose d'un éventail

légérement plus large dans le choix de son récepteur (Wu et al. 2020)

Un peu plus tard, en mai 2020, des études ont alors essayé de comprendre ces
différences de sensibilité en fonction des espéces animales. Nous savons que sur les
20 acides aminés de la protéine ACE2 qui entrent en contact avec la protéine S, 7
peuvent étre remplacés sans que I'ACE2 perde sa fonction de récepteur du SARS-
CoV-2. Cependant, une modification concernant des résidus invariables empécherait
la liaison avec la protéine S et donc l'infection de I'animal concerné. L’ACE2 du chien
présente cing modifications d'acides aminés concernant ceux en contact avec la
protéine S. L'ACE2 du chat ne contient, elle, que quatre modifications, communes a
celles de I'ACE2 du chien. Le seul résidu du chien qui n'est pas modifié dans I'ACE2
du chat se trouve au centre de la surface d'interaction. Il est remplacé par un résidu
plus grand dans I'ACE2 du chien, qui est toujours capable d'interagir avec les mémes
résidus de la protéine S (Zhai et al. 2020; Stout et al. 2020). Le chien et le chat sont
donc toutes deux des espéces sensibles au SARS-COV-2 bien que le chat semble

plus sensible que le chien.
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Une étude, de juillet 2020, a réalisé un alignement des séquences protéiques
de I'ACE2 de nombreuses especes, ce qui a montré que ni les relations
phylogénétiques ni la similarité globale des séquences de la protéine ACE2 entre les
especes ne permettent de prédire la sensibilité exacte des différentes espéces a
l'infection par le SARS-CoV-2. Les auteurs ont alors identifié les résidus clés de 'ACE2
qui distinguent les espéeces sensibles des espéces résistantes en utilisant des
analyses approfondies de la séquence et de la structure de 'ACE2 et de sa liaison au
SARS-CoV-2. Cela a démontré que plusieurs positions d'acides aminés dans
I'alignement de ACE2 sont trés similaires chez les espéces sensibles et trés différentes
chez les espéces non sensibles. Les différences entre ces résidus ont été utilisées
pour générer un score de susceptibilité qui peut aider a prédire les animaux présentant
un risque élevé d'infection. Cela a montré un score de susceptibilité de 27 pour les
chat et de 22 pour les chiens (Alexander et al. 2020). On note également que d’autres
especes proches de ’'homme ont un score de susceptibilité élevé, comme le cheval,

par exemple avec un score de 27 également (Figure 8).

30 83 90 322 354 Susceptibility score

Homo sapiens (Human) D Y N N G -
Macaca mulatta (Rhesus Macaque) D Y N N G 31
Felis catus (House cat) E Y N N G 27 |
Pantheratigris altaica (Tiger) E Y N N G 27
Pantheraleo (Lion) E Y N N G 27
Mesocricetus auratus (Golden SyrianHamster) D Y N Y G 23
Mus musculus (Mouse) N F T H G 11
Aythyafuligula (Duck) A F D N N 8
Gallus gallus (Chicken) A F D N N 8
Mustela putoriusfuro (Ferret) E Y D N R 14
Sus scrofa(Pig) E Y T N G 21

| Canis lupusfamiliaris (Dog) E Y D N G 22 |
Rhinolophus sinicus (Chinese horseshoebat) D Y N N G 31

| Equus caballus (Horse) E Y N N G 27 |
Bos taurus (Cow) E Y N Y G 19
Manis javanica(Malayan pangolin) E Y N K H 13
Capra hircus (Goat) E Y N Y G 19
Ovis aries (Sheep) E Y N Y G 19
Camelus dromedarius (Arabian Camel) E Y N N G 27
Camelus bactrianus (Bactrian Camel) E Y N N G 27

Figure 15 : Résultats des scores de susceptibilité au SARS-CoV-2 en fonction des résidus « clés » de
'ACE2, (Alexander et al. 2020)
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Cependant, certaines incohérences sont donc observées si on compare le
score de susceptibilité du furet avec la réalité clinique décrite dés mars 2020 (Shi et
al. 2020).

Ainsi, pour mieux étudier I'épidémiologie du COVID-19, il s'avére nécessaire
de s'intéresser plus amplement a la maniere dont nos animaux domestiques y sont

sensibles et s'ils jouent un réle épidémiologique important ou non.

b. Les précédentes études du SARS-CoV-2 chez le chien et le

chat

i.  Surveillance virologique du SARS-CoV-2 chez le chat et le

chien

De nombreuse études ont réalisé des analyses PCR afin d’objectiver la
présence d’'un ARN viral résiduel chez le chat ou le chien. Avec, par exemple, en mai
2020, un premier chat sur le territoire espagnol a présenté une RT-gPCR positive pour
le SARS-CoV-2 avec un écouvillon oropharyngé sans présenter aucun signe clinique.
I était le seul sur 23 animaux de compagnie différents alors que tous les propriétaires
présentaient des symptédmes du COVID-19 allant de légers a séveres (Ruiz-Arrondo
et al. 2021). Une nouvelle étude espagnole, en avril 2022, a révélé des animaux
(chiens et chats) positifs (10,13%, 8/79) au SARS-Cov-2 par RT-gPCR et plus
particulierement au variant Omicron. Aucun des animaux en question ne présentait de
signe clinique et les charges virales détectées étaient treés faibles (Sanchez-Morales
et al. 2022). Les taux de résultats positifs restaient alors trés bas. En novembre 2020,
cette fois en France, une étude a montré qu’aucun chien, sur les onze de la cohorte,
n'a été testé positif au SARS-CoV-2. Et un seul chat des 22 de la cohorte s’est lui

révélé étre positif par RT-qPCR sur écouvillon rectal (Sailleau et al. 2020).

Toujours en France, en décembre 2020, une étude concernant 12 chiens et 9
chats appartenant a des étudiants vétérinaires a été réalisée : des écouvillons nasaux
et rectaux ont été analysés par RT-qPCR et sont tous revenus négatifs. Pourtant, tous

les propriétaires avaient eu un contact avec au moins une personne malade dans les
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trois semaines précédant les prélevements et 11 d'entre eux ont développé des
symptémes type du COVID-19 alors que seulement 2 d'entre eux ont révélé avoir
eu un test PCR positif au SARS-CoV-2. De plus, le mode de vie des propriétaires
laisse penser que les contacts étaient fréquents et durables avec les animaux et qu'ils
étaient confinés ensemble dans des appartements n'excédant pas 30m?2 Cela
suggere que le taux de transmission du SARS-CoV-2 entre I'hnomme et les animaux
de compagnie dans des conditions de vie normale est probablement faible (Temmam
et al. 2020). Sur ce mois de décembre 2020, une étude texane a elle, au contraire,
montré que 47,1 % (8/17) des chats et 15,3 % (9/59) des chiens provenant de 25,6 %
(10/39) des foyers étaient positifs pour le SARS-CoV-2 par RT-qPCR. La majorité des
animaux domestiques infectés étaient asymptomatiques. Un chat infecté, prélevé
plusieurs fois, a montré la persistance de I'ARN viral au moins 32 jours aprés le

diagnostic humain (25 jours aprés le test initial concernant le chat) (Hamer et al. 2020).

Enfin toujours en décembre 2020, comme dans d’autres études, le séquengage
d’un virus chez un chat et chez son propriétaire, tous deux positifs en PCR, a permis
d’objectiver la transmission du virus du propriétaire a I'animal, les séquences étant
identiques. L'enquéte épidémiologique ayant permis de confirmer une source de

contamination hors du foyer pour le propriétaire (Barrs et al. 2020).

Pour en finir avec la surveillance virologique directe, une étude, publiée en avril
2021, de nouveau en France, s’est intéressée a I'excrétion virale quotidienne de cing
chats qui ont été suivis par RT-gPCR sur des prélevements oro-pharyngés et des
prélevements de I'environnement (gamelle, tapis, ...). Chaque chat était confiné avec
ses propriétaires positifs au COVID-19 dans des foyers séparés. De faibles charges
d'acide nucléique viral ont été trouvés chez deux chats. Une nouvelle fois, aucun signe
clinique n’était rapporté concernant ces chats. L'excrétion virale était faible et
transitoire, n'’excédant pas deux jours en moyenne, méme si elle peut-étre, pour des
rares cas, prolongée, ce qui laisse penser que, méme lorsqu'ils sont infectés, les chats
jouent probablement un réle limité dans I'épidémiologie du COVID-19 (Bessiere et al.
2021).
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Face a ces résultats, des études plus approfondies sont nécessaires afin de
mieux caractériser la place des animaux de compagnie dans I'épidémiologie du
COVID-19 en France. Si la recherche directe du virus par RT-gPCR n’est pas toujours
évidente, étant donné que I'excrétion virale peut étre limitée dans le temps et donc
passer inapercue, les tests sérologiques semblent, eux, permettre de détecter les
infections passées et c'est donc plutét sur ce genre de test que de prochaines études
pourraient se baser pour plus d'efficacité ainsi que pour obtenir plus facilement une

cohorte plus importante.

ii. — Surveillance sérologique du SARS-CoV-2 chez le chat et le

chien

Une premiére étude a Wuhan, en janvier 2020, a montré que 14,7% de 102
sérums de chats prélevés aprés |'épidémie de COVID-19 étaient positifs pour le
domaine de liaison au récepteur (RBD) du SARS-CoV-2 par dosage
immunoenzymatique indirect (ELISA) en utilisant le domaine RBD de la protéines S,
ce pourcentage étant significativement bien supérieur au pourcentage des chats
prélevés avant I'épidémie. De plus, parmi les échantillons positifs, 11 (73% des chats
positifs en ELISA et 10,8% de tous les chats) présentaient des anticorps neutralisants
du SARS-CoV-2. Cette augmentation de la séroprévalence suit celle décrite chez
'Homme au début de la pandémie. Il semblerait donc que le virus se soit transmis de
'Homme a I'animal et que les chats sont pour la plupart capables de réaliser une
séroconversion (Zhang, Zhang, Huang, et al. 2020). Une seconde étude, de
septembre 2020, toujours a Wuhan, a montré que sur dix chats (quatre femelles, six
males) et neuf chiens (quatre femelles, cinq males) appartenant a 15 propriétaires
différents et déja infectés par le COVID-19, seuls deux chats et un chien ont présenté
des anticorps au SARS-CoV-2 en utilisant les titres d'IgG spécifiques de la sous unité
S1 de la protéine spike du SARS-CoV-2 déterminés a l'aide d'un test ELISA. Pour ces
trois animaux, la présence d’anticorps neutralisants a bien été confirmée par un test

de séroneutralisation (Chen et al. 2020).
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Ensuite, différentes études avec des cohortes importantes ont été publiées. En
novembre 2020, en Allemagne, deux études ont montré une premiére séroprévalence
de 0.69% (6/920), en novembre 2020, sur des échantillons de sérum félin prélevés au
hasard dans toute I'Allemagne et une seconde séroprévalence était de 1,36 %
(16/1173) en avril 2021. La présence d’anticorps a été détectée ici par un test ELISA
indirect contre le domaine de liaison des récepteurs (RBD). Cette augmentation de la
séroprévalence chez les chats est proportionnelle a I'augmentation des cas rapportés
dans la population humaine et indique la présence continue d'une transmission trans-

espéce des propriétaires infectés a leurs chats (Michelitsch et al. 2020; 2021).

Une enquéte sérologique italienne, de juillet 2020, a confirmé une
séroprévalence du SARS-CoV-2 plus élevée chez les chats (16,2 % de 68 chats) que
chez les chiens (2,3 % de 130 chiens). Mais également que la séroprévalence était
plus élevée chez les animaux vivants en contact étroit avec des propriétaires
séropositifs pour le SARS-CoV-2, avec un test ELISA basé sur la protéine de la
nucléocapside N (Colitti et al. 2021). Une seconde enquéte sérologique italienne, de
décembre 2020, est venue apporter d’autres résultats avec 3,3 % (15/451) des chiens
et 5,8 % (11/191) des chats présentant des titres mesurables d'anticorps neutralisants
du SARS-CoV-2 (sur neuf cent dix-neuf animaux testés), les chiens issus de foyers
positifs au COVID-19 étant significativement plus susceptibles d'étre testés positifs

que ceux issus de foyers négatifs au COVID-19 (Patterson et al. 2020).

Une étude anglaise, publiée en juin 2021 a analysé en tout 688 sérums (454
chiens et 234 chats) entre janvier 2020 et février 2021. Tous les sérums prélevés avant
le début de la pandémie en janvier 2020 et ceux prélevés au cours de la premiere
vague de cas humains (avril mai 2020) se sont révélés étre négatifs. Pour ceux
prélevés au moment de la seconde vague (septembre 2020 a février 2021), une
séroprévalence de 1,4% (4/286) pour les chiens et de 2,2% (2/90) pour les chats ont
été obtenues (Smith et al. 2021).
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En Croatie, en juillet 2021, des anticorps neutralisants ont été détectés chez
0,76 % des chats (n = 131) et 0,31% des chiens (n = 646). Alors que le test ELISA
avait, lui, obtenu une séroprévalence de 7,56% pour les sérums de chiens testés par
exemple (Stevanovic et al. 2021). Il est donc possible que les tests ELISA présentent
des défauts de spécificité. Une autre étude francaise, de décembre 2021, a montré
que la séroprévalence obtenue par test ELISA était significativement plus élevée
pendant la pandémie [5,5 % (25/453)] que pendant la période prépandémique [1,1 %
(5/449)] chez le chien cette fois (Laidoudi et al. 2021).

En Pologne, en décembre 2021, une étude a, elle, obtenu 1,79 % de
séroprévalence au SARS-CoV-2 pour les chats (5/279) et 1,17 % pour les chiens
(4/343) par test ELISA. Aucune différence significative de sexe ou d'age dans la
séroprévalence chez les chiens et les chats n'a été constatée. Aucun des animaux
présentant des anticorps anti-SARS-CoV-2 ne présentait de signes respiratoires ou
gastro-intestinaux au moment du prélévement. Vingt-neuf lapins ont également été

testés, mais tous se sont révélés étre négatifs (Pomorska-Mal et al. 2021).

Enfin, en Thailande, en janvier 2022, une étude a montré que tous les animaux
testés étaient négatifs pour I'ARN du SARS-CoV-2 par RT-qPCR et pourtant 3,14 %
(5/159) avaient des anticorps anti-N-IgG contre le SARS-CoV-2, objectivés par
séroneutralisation (Jairak et al. 2022). Cela appuie bien l'importance des études
sérologiques afin de diagnostiquer des infections passées. Au Portugal, en février
2022, des prévalences bien plus élevées ont été obtenues, avec des anticorps contre
le SARS-CoV-2 détectés chez 21,74 % des chats (15/69) et chez 4,73 % des chiens
(7/148) par un test ELISA qui détecte des anticorps IgG contre la protéine RBD du
SARS-CoV-2 (Barroso et al. 2022).
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Les différentes séroprévalences retrouvées (Tableau 2) varient en fonction de

la localisation et de la date de prélevement. En moyenne, les chats semblent tout de

méme plus sensibles. Les vagues d’infection dans la population humaine semblent

fortement influencer également la séroprévalence du chien et du chat. Au vu de ces

faibles prévalences, il semblerait que les animaux de compagnie ne constituent

probablement pas un réservoir majeur du SARS-CoV-2 pouvant expliquer les

infections humaines. Cependant, une surveillance continue des animaux sensibles en

contact doit étre effectuée dans le cadre des initiatives de surveillance continue de la

santé de la population.

Pays Chine Allemagne Italie Angleterre
Nov-

Dates Janv-20 | 20 | Avr-21 Juil-20 Déc-20 Juin-21

Animaux Chat Chat | Chat | Chat | Chien Chat Chien | Chat | Chien
Séroprévalence

ELISA 14,70% | 0.69% | 1,36% | 16,20% | 2,30%
Séroprévalence

SN 10,80% 5,80% 3,30% | 2,2 |[1,40%

Pays Croatie France Pologne Thailande Portugal

Déc-

Dates Juil-21 21 Déc-21 Janv-22 Février 2022

Animaux Chat | Chien | Chien | Chat | Chien |Chat/Chien| Chat | Chien
Séroprévalence

ELISA 7,56% | 5,50% | 1,79% [1,17% 21,74% | 4,73%
Séroprévalence

SN 0,76% | 0,31 3,14%

Tableau 2 : Résumé des différentes séroprévalences du SARS-CoV-2 chez le chien et le chat dans différents pays

Pour finir, de nombreuses études ayant des animaux positifs par PCR, ne

présentaient pour autant aucun anticorps (Temmam et al. 2020 ; Sanchez-Morales et

al. 2022). Bien que I'étude sérologique soit un moyen de diagnostiquer les infections

passées elle ne permet pas d’objectiver les infections trop précoces.

46




iii.  Les informations des différentes publications sur la cinétique

des anticorps chez le chat ou le chien

Ces études ont montré chez les chats ayant présenté une séroconversion, une
diminution du taux d’anticorps détecté par ELISA dés 10 jours aprés la premiére
détection avant que ce taux soit indétectable aux alentours de 110 jours (Zhang,
Zhang, Gao, et al. 2020). De méme, pour les anticorps neutralisants, la diminution
semble commencer également 10 jours apres la premiere détection pour ensuite
diminuer drastiquement en un mois (Figure 9). Ces informations doivent étre prise en
compte lors des études futures sur la séroconversion du SARS-CoV-2.
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Figure 16 : Cinétique des anticorps révélée par (A) ELISA et par (B) séroneutralisation pour deux chats (Zhang,
Zhang, Huang, et al. 2020)

Dans I'étude texane, des anticorps ont été révélés 93 jours au maximum apres

le diagnostic établit pour les propriétaires (Hamer et al. 2020).
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iv.  La question des signes cliniques liés au SARS-CoV-2 chez

les animaux

Quelques rares études semblent présenter des animaux avec des signes
cliniques dus a l'infection par le SARS-CoV-2. Une étude italienne révéle qu'un chat
domestique présentant des signes cliniques clairs de pneumonie, confirmée par
imagerie radiographique, avait obtenu une RT-qPCR positive sur écouvillon nasal au
SARS-CoV-2. Le chat présentait une dyspnée sévere, du ptyalisme et une
discordance marquée (Musso et al. 2020). De méme, une étude belge décrit le cas
d’'un chat infecté par le virus SARS-CoV-2 (excrété par son propriétaire) et souffrant
d’une atteinte respiratoire, avec une séroconversion associée (Garigliany et al. 2020).
Cependant, la présence du SARS-CoV-2 dans I'écouvillon nasal n'est pas suffisante
pour affirmer que ce virus soit responsable des signes cliniques rapportés (Rothman,
Greenland 2005). De plus, il s’agissait de deux chats agés pour lesquels toutes les
autres causes potentielles d’affection respiratoire n’ont pas été totalement écartées.
Etant donné que le nombre d’animaux ayant été symptomatiques suite & une
infection par le SARS-CoV-2 est tres faible, il est difficile de savoir si ces deux chats
ont réellement développé des signes cliniques suite a cette infection ou si ces signes

cliniques seraient liés a leurs possibles autres comorbidités non détectées.

De méme, aux Etats-Unis, une étude, en avril 2020, a également suggéré un
lien entre une infection par le SARS-CoV-2 et la présence de signes cliniques. L’équipe
de recherche a mis en avant deux chats domestiques atteints de maladie respiratoire
(les signes cliniques étant éternuements, toux, écoulement nasal et oculaire aqueux,
perte d'appétit et Iéthargie) pendant 8 et 10 jours, qui étaient positifs au SARS-CoV-2
par RT-gPCR. Les deux chats appartenaient a des personnes présentant une
suspicion pour I'un et une confirmation de COVID-19 pour I'autre, et les deux chats se
sont complétement rétablis (Newman et al. 2020). Un des deux chats étant positif a
Mycoplasma felis, il parait peu probable que le SARS-CoV-2 soit réellement
responsable des signes cliniques rapportés. Pour le second chat, il a vu son état
s’améliorer rapidement a l'aide d’un traitement antibiotique, donc, ici aussi incriminer

le SARS-CoV-2 semble un peu précipité.
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Au vu des résultats présentés dans les études a grande cohorte, le risque
d’observer des signes cliniques liés au SARS-CoV-2 seul chez les animaux semble
trés peu probable, voire inenvisageable pour les chiens.(Zhang, Zhang, Gao, et al.
2020 ; Laidoudi et al. 2021 ; Smith et al. 2021 ; Michelitsch et al. 2021 ; Patterson et
al. 2020 ; Pomorska-Mol et al. 2021 ; Barroso et al. 2022 ; Stevanovic et al. 2021).

Certaines études viennent confirmer que la transmission intra-espéce chez le
chat est possible et que ces chats contaminés par contact peuvent également produire
des anticorps neutralisants du SARS-CoV-2 (Halfmann et al. 2020).

Ces différentes études montrent bien la sensibilité du chien et du chat au virus
du SARS-CoV-2. Les séroprévalences décrites ne sont pas trés importantes, sans
pour autant étre négligeables et le chat semble plus sensible que le chien. La
séroconversion a bien lieu pour ces deux espéces, mais les animaux infectés ne
semblent pas déclarer de signes cliniques pour la plus grande majorité. La
transmission intra espéce semblerait plus évidente chez le chat que chez le chien. Les
tests ELISA semblent plus sensibles, mais moins spécifiques que la séroneutralisation.

Enfin, au-dela de 130 jours les anticorps ne seraient plus détectables dans le sérum.
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ll. Hypotheses et objectifs

1. Objectifs

Dans cette étude, le principal objectif est d’aider a définir une séroprévalence
du SARS-CoV-2 chez le chat et le chien en France. En plus, il nous paraissait
intéressant d’essayer d’estimer les facteurs de risque, comme la proximité avec un
propriétaire positif au SARS-CoV-2, le contact avec d’autres animaux ou le sexe de
'animal. La présence ou I'absence de signes cliniques était également une question
soulevée par notre étude. Dans un deuxiéme temps, nous voulions également
comparer deux méthodes de diagnostic sérologique : un test immuno-enzymatique
(ELISA) et un test d'hémagglutination en utilisant la séroneutralisation comme gold
standard. Cette étude avait également pour objectif d’étre a 'origine d’une publication

scientifique, cette derniére étant disponible depuis mai 2022 (Bessiéere et al. 2022).

2. Hypothéses

Nous nous attendions a avoir des séroprévalences similaires a celles décrites
précédemment. En effet, nous attendions une séroprévalence chez les chats bien
supérieure a celle chez les chiens, mais aussi une absence de signe clinique
concernant les chats séropositifs. Nous pensions aussi mettre en avant que la
présence d’un propriétaire positif dans le foyer, ainsi que le contact avec d’autres
animaux, seraient des facteurs de risque de séropositivité au SARS-CoV-2. Enfin,
nous nous attendions a n’avoir aucun animal séropositif dans les 7 jours suivant
I'exposition potentielle au SARS-CoV-2 ainsi qu’au-dela des 130 jours suivant cette

exposition.
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IIl. Matériels et méthodes

7

1. Ethique

Les expériences sur les animaux ont été approuvées par le comité d'éthique de
Sciences et Santé Animales (SSA-Ecole Nationale Vétérinaire Toulouse) N-115
(Approval No. SSA_ 2020 _010). Un consentement écrit des propriétaires des animaux

de compagnie a été obtenu avant le début de I'étude.

2. Echantillonnage et questionnaire

L'enquéte a été menée de maniére prospective lors de visites de soins dans
des cliniques vétérinaires ou du centre hospitalier universitaire vétérinaire de Toulouse
entre mars 2020 et décembre 2021 sur I'ensemble de la France métropolitaine. De
plus, un recrutement important concernant les étudiants, de I'Ecole Nationale
Vétérinaire de Toulouse, propriétaires de chien ou de chat, a eu lieu. Les informations
sur chaque animal échantillonné ont été enregistrées par le vétérinaire, et
comprenaient la signalisation de I'animal (espéce, race, age et sexe), son mode de vie
(intérieur/extérieur et temps passé a I'extérieur), son contact avec d’autres animaux de
compagnie, la survenue de signes cliniques évocateurs d'une infection par le SARS-
CoV-2 (anorexie, hyperthermie, léthargie, gingivite, polyadénite, diarrhée, stomatite,
bronchopneumonie, toux et/ou autre), et la proximité entre I'animal et son propriétaire
(calins, jeux ou toilettages fréquents). Des informations concernant les propriétaires
ont également été retenues, telles que la survenue d'un épisode de COVID-19 dans
le foyer et, le cas échéant, la gravité des symptdmes du propriétaire. De plus, si le
propriétaire avait déja eu un test positif au COVID-19 cela était notifié avec la date de
ce résultat, et les données ont été saisies en ligne sur une plateforme dédiée
permettant la pseudonymisation. Les échantillons de sang ont été prélevés par
ponction veineuse standard et le sérum a été recueilli par centrifugation, et conservé

a -20 °C jusqu'aux analyses.
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3. Le test d’hémagglutination

Le test d’hémagglutination, ou test HA, utilisé pour cette étude avait pour objectif
la détection d'anticorps dirigés contre le domaine de liaison au récepteur (RBD) de la
protéine spike du SARS-CoV-2. Le test a été réalisé dans des plaques a 96 puits, avec
50 uL de réactif IH4-RBD (2 pg/mL) déja décrit précédemment, 1 uL de sérum non
dilué des animaux et 1 puL de globules rouges humains provenant d'un donneur O
négatif dilué a 30 % v/v dans du PBS. Pour détecter les sérums xénoréactifs (c’est-a-
dire les sérums responsables d’'une agglutination avec le sang humain en I'absence
du réactif IH4-RBD) pour chaque échantillon, un contrdle négatif a été réalisé en
utilisant du PBS (Phosphate-Buffered Saline, le tampon phosphate salin) au lieu du
réactif IH4-RBD. Le sérum félin d'une expérience précédente présentant des anticorps
anti-SARS-CoV-2 a été utilisé comme contréle positif. Les plaques ont été incubées
pendant 1h a température ambiante et briévement centrifugées (3min, 1000rpm).
Ensuite, elles ont été inclinées pour détecter la présence d’une agglutination indiquant

une réaction positive.

4. Le test ELISA

Le statut sérologique des animaux a été évalué a l'aide d'un kit commercial de
dosage immuno-enzymatique (ELISA) a double antigéne du SARS-CoV-2,
conformément aux instructions du fabricant (ID Screen® SARS-CoV-2 Double Antigen
Multi-species ELISA, ID.vet, Grabels, France). Ce kit de diagnostic permet de mettre
en évidence la présence d’anticorps dirigés contre la nucléocapside (protéine N) du
virus SARS-CoV-2 pour le chien, le chat ou d’autres espéces animales avec une
spécificité comprise entre 97,8 % et 100 %, comme indiqué par le fabricant. Les
anticorps spécifiques anti-SARS-CoV-2, s’ils sont présents, forment un complexe
antigéne-anticorps. Aprés un lavage, le conjugué (un antigéne recombinant purifié de
la protéine N marqué par la peroxydase) est rajouté. Il se fixe alors aux domaines Fab
restés libres des anticorps anti-SARS-CoV-2 sériques. Un nouveau lavage est réalisé
afin d’éliminer I'excés de conjugué non fixé. Pour finir, la manipulation se termine par
I'utilisation d’'une solution de révélation (TMB). En présence d’anticorps dans

I'échantillon, il apparait une coloration bleue qui devient jaune aprés blocage avec la
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solution d’arrét. La densité optique de chaque puits est ensuite lue a 450 nm. Suite a
la réalisation d’'une plaque, il est important de vérifier que la densité optique moyenne
des contréles positifs (DOcp) est bien supérieure a 0,350. Mais, également que le
rapport DOcp sur densité optiqgue moyenne des contrdles négatifs (DOcn) est bien
supérieur a trois. Si ces regles ne sont pas respectées alors le test est ininterprétable
il est alors conseillé de recommencer. Enfin pour chaque échantillon il faut calculer le
rapport S/P% :

DOéchantillon o DOCN

S/P % = X 100
DO — DOy

Si S/P% est inférieur a 50 %, alors I'’échantillon est considéré comme négatif, s'il
est compris entre 50 % et 60 %, il est considéré comme douteux, et enfin, s’il est

supérieur a 60 % alors, il est considéré comme positif.

5. La séroneutralisation

Dans cette étude, les cellules Vero-E6 ont été placées dans des plaques 96 et
cultivées dans du DMEM complété par 10% de sérum feetal bovin inactivé a la chaleur
et 1% de pénicilline-streptomycine a 37°C et avec 5% de CO.. Les échantillons et les
contrdles ont été inactivés par la chaleur a 56°C pendant 30 min, dilués en série dans
du DMEM a partir d’'une dilution a un dixieme, mélangés avec 100 TCIDso de SARS-
CoV-2 (préalablement amplifié et titré sur des cellules Vero-E6), incubés pendant 2 h
a 37°C, et transférés sur une plaque de culture. Aprés une incubation d'une heure a
37°C, les dilutions virus-sérum ont été retirées, et les cellules ont été lavées avec du
PBS. Les cellules ont été incubées dans un milieu de croissance (DMEM complété par
2 % de sérum feetal bovin inactivé a la chaleur et 1 % de pénicilline-streptomycine)
pendant 72 h a 37°C et a 5 % de CO2 et ont été observées au microscope pour

détecter la présence d’effets cytopathiques. Le sérum d'une souris immunisée contre
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le SARS-CoV-2 (aimablement fourni par JC. Guéry) a été utilisé comme contrble
positif. Le PBS a été utilisé comme contrdle négatif. Les expériences ont été réalisées
dans une installation de biosécurité de niveau 3 a I'Ecole Nationale Vétérinaire de
Toulouse. Lors de la lecture des résultats, c’est I'absence d’effet cytopathogéne du

virus sur les cellules qui confirme la présence d’anticorps neutralisants.

6. L’analyse statistique

Une analyse univariable entre les résultats des tests sérologiques et toutes les
variables de risque possibles a été testée en utilisant un test de Chi? ou un test de
Fisher, en fonction des effectifs théoriques calculés, pour tous les animaux ensemble
et pour les chats et les chiens séparément. Une régression logistique multivariable sur
le statut sérologique a également été effectuée en utilisant a la fois I'espéce et
l'occurrence antérieure d'un épisode de COVID-19 dans le foyer comme variables
explicatives, car ces deux variables constituant I'objet principal de 'analyse. Un test
de student a été utilisé pour analyser la potentielle influence du délai entre I'exposition

au SARS-CoV-2 et la séroprévalence pour les animaux considérés comme exposes.
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IV. Résultats

1. Le nombre de prélevements

Trois cent-quatorze sérums ont été collectés entre mars 2020 et décembre
2021. Aprés l'exclusion de six chats a la suite de questionnaires non remplis
correctement, trois cent huit animaux ont été inclus dans I'’étude dont cent soixante-

cing chiens et cent quarante-trois chats de différentes régions francaises (Figure 17).
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Figure 17 : Distribution spatiale des lieux de prélevement des échantillons félins (A) et canins (B). Les points bleus
indiquant les échantillons négatifs pour les anticorps anti-SARS-CoV-2. Les points rouges indiquant les échantillons

positifs (Bessiére et al. 2022)
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2. Le résultat des tests sérologiqgues

Les sérums ont d'abord été analysés a l'aide de deux techniques : ELISA et
HAT. La positivité des échantillons a ensuite été confirmée par un test de

séroneutralisation du virus (Tableau 1).

2 témoins négatifs
2 témoins positifs

Densité optique : 0,288
S/IP% = 35% \
Echantillon négatif

1 Densité optique : 2,28 &5
S/P% = 334%
Echantillon positif

Figure 18 : Plaque de lecture du test sérologique ELISA (ID Screen® SARS-CoV-2 Double Antigen Multi-species
ELISA, ID.vet, Grabels, France), (Travail personnel)

Pour ce qui concerne les tests ELISA, les échantillons positifs se colorent en
jaune apres l'ajout de la solution de révélation (Figure 18). Cependant, certains
échantillons semblent se colorer, mais, aprés la mesure de la densité optique et le
calcul du rapport S/P, ils se révélent étre bien négatifs. Les quatre premiers puits en
haut a gauche sont deux témoins positifs et deux témoins négatifs et permettent donc
de calculer le rapport S/P. Finalement, seul 11 sérums sur les 308 testés se sont

révélés positifs par ce test ELISA.
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Témoin négatif
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Sérum négatif, absence d’agglutination
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Sérum positif, agglutination pour les trois
concentrations les plus importantes

Sérum xénoréactif, agglutination au témoin

Figure 19 : Plaque de lecture du test HAT, Un sérum positif, négatif, ainsi qu’un sérum xénoréactif sont présents

(Travail personnel)

Pour les tests HA, la premiére colonne des plaques représente le témoin négatif
(Figure 19). Si ce premier puits présente de I'agglutination et non une larme comme il
devrait, le sérum est donc considéré comme xénoréactif et la sérologie est alors
ininterprétable. Les sérums xénoréactifs ont été considérés comme ininterprétables
pour notre étude. Lorsque le témoin est bien négatif, on regarde alors la colonne la
plus a gauche (celle ou la dilution du sérum est la plus faible) afin de voir s’il y a une
agglutination qui confirme la présence d’anticorps dirigés contre la séquence RBD de
la protéine Spike, dans le sérum en question. On regarde enfin la dilution du sérum la
plus importante (de droite a gauche) pour laquelle on observe une agglutination. Pour
ce test, 50 sérums étaient positifs sur les 308 testés. On note également que pour la
lecture de ces tests, le biais de lecture et d’interprétation de I'opérateur est bien plus
important que pour le test ELISA.
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Séroneutralisation
positive

Photo: Unité des Virus Emergents
(INSERM, AMU, IRD)

e

Figure 20 : Lecture des tests de séroneutralisation, A : Test de séroneutralisation négatif, destruction du tapis
cellulaire par multiplication virale, B : Test de séroneutralisation positif, virus neutralisé, tapis cellulaire intact,
(Carrat et al. 2020)

Enfin, la séroneutralisation, aprés lecture sous microscope permet de connaitre
la dilution de sérum pour laquelle le virus est bien neutralisé et donc pour laquelle on
retrouve un tapis cellulaire intact. En cas d’absence d’anticorps neutralisant, pour
toutes les dilutions du sérum le tapis cellulaire sera identique a celui du tapis cellulaire
du témoin négatif (Figure 20). Une image d’archive a été utilisée car il nous était
impossible de prendre une photo dans le laboratoire NBS-3 de I'école nationale

vétérinaire de Toulouse.

Aprés la lecture de ces différents tests (Tableau 2), 29 chiens (17,6% 29/165)
sont revenus positifs au test HA, 2 chiens (1,21%, 2/165) étaient positifs par test ELISA
et 9 (5,5% 9/165) étaient positifs a la séroneutralisation. Pour les chats, 21 (14,7%
21/143) sont revenus positifs au test HA, 9 (6,29%, 9/143) étaient positifs par test
ELISA et 12 (8,4% 12/143) étaient positifs a la séroneutralisation. Les 11 sérums (deux
chiens et neufs chats) positifs en ELISA sont également revenus positifs en
séroneutralisation. Cependant, 3 échantillons félins (2,1%, 3/143) et 7 échantillons
canins (4,2 %, 7/165) étaient positifs au test HA et négatifs au test ELISA, mais bien
positifs a la séroneutralisation. Mais, 9 sérums de chats (6,3%, 9/143) et 20 sérums
de chiens (12,1%, 20/165) sont revenus positifs au test HA mais négatifs en

séroneutralisation. D'autre part, un nombre non négligeable de sérums (6,8 %,
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21/308), provenant de 16 chats et de 5 chiens, contenaient des anticorps xénoréactifs,
provoquant une hémagglutination dans le contréle négatif HA, et se sont tous révélés

négatifs par séroneutralisation.

Test sérologique HA ELISA Séroneutralisation Total
Statut sérologique + - + - + -
Chiens 29 136 2 163 9 156 165
Chats 21 122 9 134 12 131 143
Total 50 258 11 297 21 287 308

Tableau 3 : Résultats obtenus avec les différents tests sérologiques

Afin d’étudier les facteurs de risques, les sérums ont été considérés comme
positifs uniquement si le test de séroneutralisation du virus était positif. Des anticorps
neutralisants du SARS-CoV-2 ont donc été détectés chez 12 chats (8,4 %, 12/143) et
9 chiens (5,4 %, 9/165).
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3. L’étude statistique

Serological Status Serological Status Serological Status
for All Pets p-Vflue for Dogs p-Y(_a*lue for Cats p-\ﬁlue
Positive Negative Positive Negative Positive Negative
. d 9 156
Species (n = 308) cg{; 12 131 0.42
Relationship pet-owner close 16 199 5 95 11 104
(n = 305) distant 5 85 0.73 4 61 0.74 1 24 0.69
COVID-19 episode in the yes 14 165 6 77 8 88
household (n = 308) no 7 122 0.55 3 79 0.50 4 43 1
: _ serious 4 27 2 8 2 19
Severity of ﬂze (_303(‘)’;;3 19 mild 10 138 034% 1 69 0.11 6 69 1
episode tn = none 7 122 3 79 4 43
positive 11 121 6 65 5 56
COVI[()I_\lg g;vzr)\er test negative 3 29 0.40 * 0 9 0.41 3 20 0.71
- no test 6 122 3 82 3 40

* Chi-square test. ** Fisher’s exact test. *** A Fisher’s exact test was used instead of the chi-squared test because at
least one of the expected numbers was less than 5.

Tableau 4 : Informations détaillées sur le statut sérologique des chiens et des chats ainsi
que sur les facteurs de risque dans le ménage, utilisées dans I'analyse statistique

univariable, (Bessiére et al. 2022)

Afin de faciliter cette analyse statistique, la relation entre I'animal et le propriétaire
a été qualifiée soit de proche (close) soit de distante (distant). La sévérité de I'épisode
du SARS-CoV-2 dans le foyer a été qualifiée de grave (serious), de Iégére (mild) ou
d’absente (none). Le tableau 3 présente les résultats exposés dans la publication
parue en mai 2022 (Bessiére et al. 2022). Dans l'analyse univariable, aucune des
variables prédictives testées n'était significativement associée au statut sérologique
des animaux. Par exemple, si I'on s’intéresse au potentiel facteur de risque « Episode
de SARS-CoV-2 dans le foyer » 14 animaux sur les 179 considérés comme exposés
a ce facteur étaient positifs et 7 animaux non exposés sur les 122 'étaient également.
Le test de Chi?a alors donné une valeur p de 0,55 ce qui indique que cette différence
est non significative. Cependant, dans la régression logistique multivariable, I'odds
ratio (OR, il s’agit du degré de dépendance entre des variables aléatoires qualitatives
et il permet de mesurer I'effet d'un facteur) d'étre séropositif pour les chats, par rapport
aux chiens, a été estimé a 1,51 (intervalle de confiance a 95 % : 0,61-3,84). De méme,
I'odds ratio d'étre séropositif pour les animaux de compagnie provenant d'un foyer
ayant connu un épisode antérieur de COVID-19, par rapport aux animaux de
compagnie provenant d'un foyer sans épisode antérieur de COVID-19, a été estimé a
1,38 (IC a 95 % : 0,55-3,77).

60



Au vu des résultats des précédentes études, d’autres potentiels facteurs de
risques ont été analysés statistiquement (Tableau 4). Nous nous sommes tout d’abord
questionnés sur linfluence du sexe de I'animal sur la séropositivité. En effet, 6,9%
(10/145) des males sont revenu positifs au SARS-CoV-2 alors que 7,4% (11/147) des
femelles le sont aussi. Finalement, dans notre étude, le sexe de I'animal n’influence
pas statistiquement la présence d’anticorps au SARS-CoV-2. Il en est de méme pour
le contact fréquent avec d’autres animaux, avec une valeur p quasiment de 1, avec un
test de Fisher, quand on considére les chiens et les chats ensemble. De méme, 'accés
a I'extérieur pour les chats, la durée de la promenade pour les chiens obtiennent des

valeur p largement supérieure a 0,05.

Statut sérologique Statut sérologique Statut sérologique
P- P- P-
de tous les animaux de tous les chiens de tous les chats
Value Value Value
+ - + - + -
Male 10 145 2 72 8 73
Sexe Femelle 11 147 0,80* 7 85 0,30** 4 62 0,40*
Contact avec Oui 14 232 7 136 7 96
d'autres animaux Non 6 53 0,99** 2 19 0,32** 4 34 0,49**
Oui 5 85
Acces a |'extérieur Non 7 48 0,21**
Durée des Courtes (< 5h/j) 8 94
promenades Longues (> 5h/j) 1 53 0,16**
Delais entre < 100 jours 4 68 1 24 3 44
exposition > 100 jours 7 68| 0,99** 4 34 0,64** 3 34 0,18**
*Test de Chi2, **Test de Fisher

Tableau 5 : Complément de I'étude univariable afin de recherche des potentiels facteurs de

risques, (Travail personnel)

Pour finir, nous nous sommes intéressés a l'influence du délai entre I'exposition
potentielle et la date du prélevement sanguin. La date d’exposition étant représentée
par la date du test positif du propriétaire ou la date du début des symptédmes évoquant
le SARS-CoV-2 dans le foyer. Pour cette analyse, seuls les animaux dont ces dates
étaient connues ont été utilisés. Pour cela une limite, au 100°™ jours, a été
sélectionnée au vu de la cinétique des anticorps décrits précédemment. Cela n’a pas

permis d’objectiver I'influence de ce délai sur la séropositivite.
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V. Discussion

Pour commencer, notre étude a permis de confirmer que, bien que non
systématique, la transmission du SARS-CoV-2 de I'hnomme aux carnivores
domestiques est loin d'étre rare. En effet, des séroprévalences de 5,5% pour les chiens
et de 8,4% pour les chats sont obtenues. Comme dans toutes les études décrites
précédemment, la séroprévalence semble plus élevée chez le chat, bien que
statistiquement cette différence ne soit pas significative. Cependant, la régression
logistique multivariable semble indiquer une tendance ou le chat serait bien plus
sensible au SARS-CoV-2 que le chien. Il est tout a fait possible que la taille de

I'échantillon soit trop faible pour révéler une réelle différence significative.

De plus, que les propriétaires aient ou non contracté le COVID-19 n'était pas
associé, de maniére statistiquement significative, au statut sérologique des animaux,
contrairement aux résultats d'une étude a grande échelle déja évoquée (Patterson et
al. 2020). Deux hypothéses sont alors possibles : il est envisageable que le risque de
contamination des animaux domestiques hors du foyer est important ou qu’a nouveau
la taille de I'échantillon n’est pas assez importante pour révéler une différence
significative. Une nouvelle fois, la régression logistique montre tout de méme une
tendance qui semble confirmer une cohorte trop peu importante pour réellement mettre

en avant une différence significative.

Enfin, les autres facteurs de risque étudiés, comme le sexe, le contact avec
d’autres animaux ou encore l'acces et le temps passé a I'extérieur, ne montrent pas
d’'influence sur le statut sérologique des animaux. A nouveau, I'analyse multivariable
semble décrire une tendance avec un odds ratio de 4.48 (IC a 95% : 0.6 ; 203.7) pour
les chiens passant plus de 4h par jour dehors, par rapport aux chiens qui, eux, sortent
moins. |l est envisageable que les chiens qui passent plus de temps a I'extérieur soient
en partie protégés en se tenant plus fréiquemment a distance du foyer de

contamination le plus fréquent, le domicile.

On note une grande diversité dans les différentes séroprévalences rapportées en

Europe avec certaines trés basses (< 2%) et d’autres plus élevées (> 5%) (Michelitsch
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et al. 2021; Patterson et al. 2020; Smith et al. 2021; Stevanovic et al. 2021). Ces
différences peuvent, entre autres, s’expliquer par la situation géographique, le nombre
de cas rapportés chez I'hnomme et la fagcon dont les animaux ont été inclus dans I'étude.
De plus, comme certains coronavirus sont endémiques chez les animaux de
compagnie, on peut se demander si des infections antérieures a I'émergence du
SARS-CoV-2 pourraient étre a l'origine de faux positifs en fonction de la cible des
anticorps choisie. Cependant, il n'y a pas de réactivité croisée objectivée entre les
anticorps neutralisants induits par l'infection par le SARS-CoV-2 et ceux induits par les
infections par les coronavirus canins et félins (Smith et al. 2021). De plus, un nombre
important de sérums ayant été collectés dans le sud-ouest du pays (région Occitanie),
on peut se demander dans quelle mesure cela introduit un biais dans notre analyse.
De méme, de nombreux animaux prélevés dans cette région appartiennent a des
vétérinaires, ou plus particulierement, des étudiants vétérinaires, il est donc évident de
se questionner sur l'influence de cette information sur les séroprévalences obtenues.
En effet, ces propriétaires ont un solide socle de connaissances en infectiologie, ce
qui peut potentiellement influencer les résultats, en fonction de I'’hygiéne de vie et des

habitudes quotidiennes.

Le second objectif de cette étude était de comparer le test d’hémagglutination
congu par I'équipe d’Alain Townsend (Townsend et al. 2020), au test ELISA, utilisé
plus fréquemment pour la détection d’anticorps dirigés contre le SARS-CoV-2. En se
basant sur nos résultats de séroneutralisation, la sensibilité du test HAT semble étre
de 100% chez les chiens ainsi que chez les chats, mais la spécificité est, elle, de 87%
chez le chien et de 93% chez le chat. Pour ce qui concerne le test ELISA, C’est sa
spécificité qui est de 100% pour les chiens et les chats alors que la sensibilité pour le
chien ne s’éléve qu’a 22% et a 75% pour les chats. Il semble évident qu’un nombre de
test bien plus important soit nécessaire afin de préciser ces sensibilités et ces
spécificités. Le test d’hémagglutination semble donc avoir une mauvaise spécificité.
Le résultat des tests HAT est forcément influencé par le biais de lecture, ce qui peut
faire varier la sensibilité et la spécificité de maniére non négligeable en fonction du
manipulateur. Enfin la, réaction xénoréactive d'un nombre non négligeable de sérum
vient compliquer l'interprétation de ces résultats. Ici les sérums xénoréactifs ont été
considérés comme ininterprétables et ils se sont tous révélés étre négatifs par

séroneutralisation, mais il serait intéressant de tester un nombre plus important de
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sérums xénoréactifs par séroneutralisation afin de vérifier qu’il ne s’agisse pas ici d’un
pur hasard dans notre étude et qu’une réaction xénoréactive pourrait empécher
I'interprétation d’'un résultat potentiellement positif. Le test ELISA, lui, présente une
trés bonne spécificité, n’entrainant aucun faux négatif, dans notre étude, mais sa
sensibilité semble trés basse, surtout concernant les sérums canins. Il faudrait
confirmer ces pourcentages, car si la sensibilité s’avere étre si basse pour ce test
ELISA, cela vient remettre en question certaines conclusions des études réalisées
auparavant. Une équipe de recherche a récemment présenté au douzieme congrés
européen de virologie vétérinaire (ESVV), en Belgique, une étude expliquant qu’ils
écartent les résultats obtenus, avec le kit ELISA utilisé dans notre étude, du fait de sa

mauvaise sensibilité (Moreno et al. 2022).

Finalement, le test HAT est peu colteux, rapide et facile a utiliser et, d'aprés nos
résultats, plus sensible que le test ELISA. Malgré ces avantages, nous ne
recommandons pas son utilisation pour les échantillons de chiens et de chats en raison
de la forte proportion de sérums contenant des anticorps xénoréactifs (6,8 %), ce qui

rend le test peu concluant.

Pour finir, il a été démontré que le SARS-CoV-2 circule dans les populations
canines et félines, mais sa circulation semble trop faible pour que les animaux
domestiques puissent servir de réservoir viral. Néanmoins, la circulation virale doit étre
surveillée, car il ne peut étre exclu que des variants (tels que des variants échappant

au systéme immunitaire) puissent apparaitre chez les carnivores domestiques.

D’autant plus que nous savons aujourd’hui que le SARS-CoV-2 peut toucher
certaines populations animales et circuler indépendamment de toute présence
humaine, comme par exemple chez le cerf a queue blanche (Odocoileus virginianus),
le cervidé prédominant en Amérique du Nord (Kuchipudi et al. 2021) et il en est de
méme chez les visons américains d'élevage (Neovison visoncela) (Strang et al. 2022).
Des variants du SARS-CoV-2 sont apparus dans ses populations. Ces résultats
soulignent le besoin urgent d'une approche "One Health" robuste et proactive pour

mieux comprendre I'écologie et I'évolution du SARS-CoV-2.
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Annexes

Annexe 1 : Questionnaire permettant de regrouper les informations des propriétaires

ainsi que celles des animaux de I'étude

N° d’identification (réservé ENVT) : Date de I'entrevue :

STRUCTURE VETERINAIRE AYANT PRIS EN CHARGE L’ANIMAL

Nom du vétérinaire en charge du cas :

Adresse postale :
Adresse mail :

Numéro de téléphone (portable de préférence):

ANIMAL
Nom : Sexe: [ male [ femelle [ stérilisé(e)
Age:___ ans Race:
Mode de vie/interactions avec ’'Homme :
a) Votre animal sort-il a I'extérieur ? O oui ONon
e Sioui, sort-il tous les jours ? O Oui ONon

o Sioui, quelle est la durée passée a I'extérieur ?

O <1h/jour 0 1-4 h/jour [0 5-12 h/jour O>12h/jour
o Sinon, a quelle fréquence sort-il a I'extérieur ?
0 Au moins une fois par semaine [ Au moins une fois par mois

b) Y a-t-il un (ou plusieurs) autre animal dans votre entourage ? [ Non [0 Oui Nombre :
e  Sioui, s’agit-il d’un animal vivant :
[ au méme domicile [ dans le voisinage
e De quel type d’animal s’agit-il ? et combien ?

|:| chat |:| chien |:| lapin |:| furet

e Quelle est la fréquence des contacts avec cet (ces) autre(s) animal(aux) ?
[0 Permanent [ >1 fois par semaine [ <1 fois par semaine O NsP

c¢) Comment qualifieriez-vous les interactions que vous avez avec votre chat ?

A quelle fréquence ... au moins .
plusieurs une une . .
une ; ; . ) . | jamais
o fois/semaine | fois/semaine | fois/mois
fois/jour

jouez-vous avec votre chat?

toilettez-vous votre chat ?

caressez-vous votre chat ?

embrassez-vous/célinez-vous
votre chat?

avez-vous le chat sur vos
genoux/prés de vous (en
regardant la TV, au lit) ?
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Antécédents médicaux
a) Autre affection connue en cours ou chronique : O oui ONon
e Sioui, spécifier :

b) Traitement en cours O oui ONon
e Sioui, spécifier (antibiotique, autre):

Vaccins

THC O oui, a jour O oui, non a jour depuis 20 ___ D non
Leucose [ oui, a jour OJ oui, non a jour depuis 20 ___ [ non
Rage O oui, a jour O oui, non a jour depuis 20 ___ D non

Chlamydiose [ oui, a jour 0 oui, non a jour depuis 20 ___ [ non

Symptomes observés Date d’apparition : Date de fin :
O aucun

[ anorexie O hyperthermie [ Iéthargie
[ gingivite [ polyadénite [ diarrhée

[0 stomatite [ bronchopneumonie [ toux

[ autres (spécifier):

commentaires :
PROPRIETAIRE
Code postal Ville
Dates des symptomes évocateurs de COVID-19 : début: / /2020 fin: / /2020
Test spécifique COVID-19 pratiqué ? [ oui O non

e Ecouvillon (PCR) O positif [1 négatif prise de sang (sérologie) (1 positif [ négatif

Autres personnes du foyer testées positives ? (D non [Joui nombre

Symptomes

[ respiratoires [0 syndrome grippal sévére [ conjonctivite

[0 syndrome de détresse respiratoire aigiie O insuffisance rénale
[ digestifs [ perte de golit [0 perte d’odorat

[ autres, précisez :

En vertu du Code de la Santé Publique et de la Loi « Informatique et liberté », et dans le respect de la confidentialité, nous vous
informons de la possible utilisation des échantillons biologiques et des données associées, a des fins de recherche par 'lENVT.
En effet, 'TENVT conduit des travaux de recherche en vue d’améliorer le diagnostic et les connaissances générales sur les virus
respiratoires et les pathologies qui en résultent. Toute recherche en matiére de génétique est exclue de cette démarche. Vous
pouvez, si vous le souhaiter, refuser I'utilisation a des fins de recherche des prélévements et/ou données personnelles en vous
adressant au CHUV de 'ENVT (chuv@envt.fr— 05 61 19 38 62)
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5.2 Annexe 2 : Fiche d’accompagnement des prélévements

N° d’identification:

Date du Date d’envoi Date de réception Date d’analyse
prélevement

1. Structure vétérinaire

Nom du vétérinaire en charge du cas :

Adresse postale :

Adresse mail :

Numeéro de téléphone (portable de préférence):

2. Propriétaire

Code postal : Ville :
3. Chat
Nom : sexe : OM OF age (ans): race :

4. Site, nombre et type de préléevements :

O sang (tube sec) idéalement 3 mL



viruses

Annexe 2 : Article lié a cette étude publié en mai 2022, (Bessiére et al. 2022)

Communication

SARS-CoV-2 Infection in Companion Animals: Prospective
Serological Survey and Risk Factor Analysis in France

Pierre Bessiere 1

check for
updates

Citation: Bessiére, P.; Vergne, T.;
Battini, M.; Brun, J.; Averso, J.; Joly, E.;
Guérin, J.-L.; Cadiergues, M.-C.
SARS-CoV-2 Infection in Companion
Animals: Prospective Serological
Survey and Risk Factor Analysis in
France. Viruses 2022, 14, 1178.

https:/ /doi.org/10.3390/v14061178

Academic Editor: Regina

Hofmann-Lehmann

Received: 20 April 2022
Accepted: 26 May 2022
Published: 28 May 2022

Publisher’s Note: MDPI stays neutral
with regard to jurisdictional claims in
published maps and institutional affil-

iations.

Copyright: © 2022 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

, Timothée Vergne !, Matéo Battini !, Jessie Brun 2, Julien Averso 2, Etienne Joly 3,
Jean-Luc Guérin ! and Marie-Christine Cadiergues

2,4,%

1 THAP, Université de Toulouse, INRAE, ENVT, 31076 Toulouse, France; pierre.bessiere@envt.fr (P.B.);
timothee.vergne@envt.fr (T.V.); mateo.battini_17@envt.fr (M.B.); jean-luc.guerin@envt.fr (J.-L.G.)
Small Animal Clinic, Université de Toulouse, ENVT, 31076 Toulouse, France; jessie.brun@envt.fr (J.B.);
averso.julien@gmail.com (J.A.)

Institute of Pharmacology and Structural Biology (IPBS), Université de Toulouse, CNRS,

31400 Toulouse, France; etienne joly@ipbs.fr

4 INFINITy, Université de Toulouse, INSERM, CNRS, UT3, ENVT, 31059 Toulouse, France

*  Correspondence: marie-christine.cadiergues@envt.fr

Abstract: Severe acute respiratory syndrome coronavirus-2 (SARS-CoV-2), responsible for COVID-19
in people, has been detected in companion animals on rare occasions. A limited number of large-scale
studies have investigated the exposure of companion animals to SARS-CoV-2. The objective of this
prospective study was to estimate seroprevalence in privately owned dogs and cats presented in
veterinary clinics in different French regions and to test the hypothesis that the occurrence of an
episode of COVID-19 in the household and close contact with the owner would increase the chances
of the animals being seropositive. One hundred and sixty-five dogs and 143 cats were blood-sampled
between March 2020 and December 2021. Neutralizing SARS-CoV-2 antibodies were detected in 8.4%
of cats (12/143) and 5.4% of dogs (9/165). Seven animals (three dogs and four cats) were seropositive
in the absence of an episode of COVID-19 in the household. Despite not being statistically significant
(chi-square test, p-value = 0.55), our data may suggest that the occurrence of an episode of COVID-19
in the household could increase the risk of animal seropositivity (odds ratio = 1.38; 95% confidence
interval = 0.55-3.77). This survey indirectly shows that SARS-CoV-2 circulates in canine and feline
populations, but its circulation appears to be too low for pets to act as a significant viral reservoir.

Keywords: SARS-CoV-2; dog; cat; serology; epidemiology; survey; risk factors

1. Introduction

Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) emerged in 2019 in
China and rapidly spread worldwide [1]. While the primary virus host is humans, several
spill-over events have been reported that, in some cases, have resulted in sustained animal-
to-animal transmission [2]. Among domestic animals, cats and dogs are susceptible hosts
to SARS-CoV-2 infection. With viral shedding being frequently weak and transient in
these species [3,4], detection of anti-SARS-CoV-2 antibodies is the best way to monitor
viral circulation. A limited number of large-scale studies have investigated the exposure
of companion animals to SARS-CoV-2 [5-11]. Our study contributes to this evidence by
estimating seroprevalence in cats and dogs in France and testing the hypothesis that the
occurrence of an episode of COVID-19 in the household and close contact with the owner
increase the chances of the animals being seropositive. A secondary objective was to
compare two serological diagnostic methods: an enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) and a hemagglutination-based assay.
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2. Materials and Methods
2.1. Ethics

The animal experiments were approved by the Sciences et Santé Animales (SSA-Ecole
Nationale Vétérinaire Toulouse) N°115 Ethics Committee (Approval No. SSA_2020_010).
Written consent from the pets” owners was obtained prior to the beginning of the study.

2.2. Sample Collection

The survey was conducted prospectively during healthcare visits at veterinary clinics
or veterinary university hospitals between March 2020 and December 2021 throughout
metropolitan France. Information on each sampled animal was registered by the veterinar-
ian. It included the signalment of the animal (species, breed, age, and gender), its lifestyle
(indoor/outdoor and time spent outdoors), the occurrence of clinical signs suggestive of
SARS-CoV-2 infection (anorexia, hyperthermia, lethargy, gingivitis, polyadenitis, diarrhea,
stomatitis, bronchopneumonia, cough, and/or other), and the proximity between the pet
and the owner (cuddling, playing, or frequent grooming). The information obtained from
the owners included the occurrence of a COVID-19 episode in the household and, if any, the
severity of the owner’s symptoms and the availability of a positive test result were recorded.
The data were entered online on a dedicated platform allowing pseudonymization. Blood
samples were taken by standard venepuncture. The serum was collected by centrifugation,
and stored at —20 °C until analyses.

2.3. Hemagglutination Test

The hemagglutination test (HAT) was used as previously described [12]. The assay was
carried out in 96-well plates, with 50 uL of IH4-RBD reagent (2 ng/mL), 1 pL of undiluted
serum, and 1 puL of human red blood cells from an O negative donor diluted at 30% v/v
in PBS. To detect xenoreactive sera, for every sample, a negative control was performed
using PBS instead of the IH4-RBD reagent. Feline serum from a previous experiment was
used as a positive control. Plates were incubated for 1 h at room temperature and briefly
centrifuged. Then, they were tilted to detect the lack of teardrop formation indicative of a
positive reaction.

2.4. ELISA

The serological status of the animals was assessed using a commercial SARS-CoV-2 N
double antigen enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) kit in accordance with the
manufacturer’s instructions (ID Screen® SARS-CoV-2 Double Antigen Multi-species ELISA,
ID.vet, Grabels, France).

2.5. Serum Neutralization Assay

ELISA and HAT positive or inconclusive sera were further tested using a virus serum
neutralization assay, which was carried out using Vero-E6 cells, as described previously [3].
Briefly, samples were heat-inactivated for 30 min at 56 °C, serially diluted in PBS, and
mixed with 100 TCIDsg of SARS-CoV-2 (strain hCoV-19/France/OCC-IHAP-VIR12/2020),
in a final volume of 100 pL. After being incubated for 1 h, virus serum mixtures were
deposited onto cells. Cells were washed with PBS 1 h later and then incubated in infection
media (DMEM complemented with 2% of heat-inactivated fetal bovine serum and 1%
of penicillin-streptomycin) for 72 h at 37 °C, with 5% CO;. They were then screened for
cytopathic effects. Serum neutralization titers were defined as the highest serum dilution
inhibiting viral growth. Experiments were carried out in a biosafety level 3 facility at the
National Veterinary School of Toulouse.

2.6. Statistical Analysis
The univariable associations between the serological test results and all putative risk
variables were tested using a Fisher test for all animals together and for cats and dogs
separately. A multivariable logistic regression on the serological status was also performed
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using both the species and the previous occurrence of a COVID-19 episode in the household
as explanatory variables, as these two variables were the main focus of the analysis. The
other variables studied were the severity of the COVID-19 episode (asymptomatic, mild, or
serious), whether the owners had performed a test (PCR or serological) to confirm their
infection, and the nature of their relationship with their pet (close or distant).

3. Results

We collected 314 samples. After the exclusion of six cats (owing to an unfilled ques-
tionnaire), a total of 308 privately owned dogs (165) and cats (143) from different French
regions (Figure 1) were included in the study.

0 100 200 km 0 100 200 km
[ S— | S

Figure 1. Spatial distribution of the feline (A) and canine (B) sample locations. Blue dots indi-
cate samples that were negative for anti-SARS-CoV-2 antibodies. Red dots indicate samples that
were positive.

Sera were first screened using two techniques: ELISA and HAT. Sample positivity was
then confirmed by a virus serum neutralization assay. Sera were considered positive only if
the virus serum neutralization assay was positive. Neutralizing SARS-CoV-2 antibodies
were detected in 12 cats (8.4%, 12/143) and 9 dogs (5.4%, 9/165).

While all ELISA positive sera were serum neutralization positive, seven feline samples
(4.9%, 7/143) and seven canine samples (4.2%, 7/165) were HAT positive and ELISA
negative, but serum neutralization positive. HAT thus appears more sensitive than ELISA,
and possibly also more sensitive than serum neutralization because nine cat and 20 dog
sera were HAT positive, but showed no viral neutralization activity in our assay. On the
other hand, a sizeable number of sera (6.8%, 21/308), from 16 cats and five dogs, contained
xenoreactive antibodies, causing hemagglutination in the HAT negative control, and were
all found to be negative in the virus neutralization assay. Detailed information regarding
all sera and tests results can be found in Table S1.

In the univariable analysis, none of the tested predictor variables were significantly
associated with the animals’ serological status (Table 1). In the multivariable logistic
regression, the odds ratio (OR) of being seropositive for cats, as compared with dogs,
was estimated to be 1.51 (95% confidence interval: 0.61-3.84). Similarly, the OR of being
seropositive for pets from a household with a previous COVID-19 episode, as compared
with pets from a household without a previous COVID-19 episode, was estimated to be
1.38 (95% CI: 0.55-3.77).
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Table 1. Detailed information on dogs” and cats’ serological status and risk factors in the household,
in the univariable analysis.

Serological Status Serological Status Serological Status
for All Pets p-Value for Dogs p-Value for Cats p-Value
Positive  Negative Positive  Negative Positive  Negative
. d 9 156
Species (n = 308) C‘;‘to’ 12 131 0.42
Relationship pet-owner close 16 199 5 95 11 104
(n = 305) distant 5 85 0.73 4 61 0.74 1 24 0.69
COVID-19 episode in the yes 14 165 6 77 8 88
household (n = 308) no 7 122 0-55 3 79 0.50 4 43 1
. serious 4 27 2 8 2 19
Severity °Cfl the GgOVBI;D-” mild 10 138 034+ 1 69 0.11 6 69 1
episode (n = none 7 122 3 79 4 43
g positive 11 121 6 65 5 56
COVI]?nlg g;vzr)ler test negative 3 29 0.40 * 0 9 0.41 3 20 0.71
- no test 6 122 3 82 3 40

* Chi-square test. ** Fisher’s exact test. *** A Fisher’s exact test was used instead of the chi-squared test because at
least one of the expected numbers was less than 5.

4. Discussion

This study reveals that, although not systematic, the transmission of SARS-CoV-2
from humans to domestic carnivores is far from rare. Anti-SARS-CoV-2 antibodies were
found in 8.4% and 5.4% of cat and dog samples, respectively. Interestingly, whether or not
the owners had contracted COVID-19 was not statistically significantly associated with
the serological status of the animals, in contrast to the results of a large-scale study [10].
However, the associated OR, adjusted for the species, suggests a potential association of
practical interest (1.38; 95% CI: 0.55-3.77). Two hypotheses are thus possible: either the
risk of contamination of pets outside the household is substantial, or, more realistically, the
sample size was too small to reveal a significant difference.

The different seroprevalence studies performed in Europe reported variable positivity
rates. While studies performed in Germany, the United Kingdom, and Croatia found
positivity rates below 3% [9,13,14], an Italian study reported higher rates: 3.3% and 5.8% in
cats and dogs, respectively [10]. Several factors may explain the differences: geographical
location, the number of cases reported in humans, and the way the animals were included
in the study, among others. As some coronaviruses are endemic in companion animals,
one may wonder if infections prior to the emergence of SARS-CoV-2 could be the cause of
false positives. As previously reported, there is no cross-reactivity between neutralizing
antibodies induced by SARS-CoV-2 infection and those induced by canine and feline
coronavirus infections [13].

Our study has several limitations. Firstly, the size of our cohort was limited—we
collected about three hundred samples, while other studies have reached a thousand [6,9].
Secondly, the samples were collected over a long period of time, so we were unable to take
the influence of the different variants of SARS-CoV-2 into account. Human-to-domestic
animal SARS-CoV-2 transmission probably mirrors the rise in registered human cases, as
previously suggested [9]. The more recent the sampling campaign, the more likely it is that
the tests could be positive. Nevertheless, the majority of our positive samples (67%, 14/21)
were taken in 2020, early in the pandemic. As a significant number of sera were collected
in the south-west of the country (the Occitanie region), one might wonder to what extent
this introduces a bias into our analysis, in addition to the fact that France has undergone
several epidemic waves. Nevertheless, according to the database used to explore data on
the epidemic in France (https:/ /covidtracker.fr/covidexplorer/; accessed on 25 May 2022),
the epidemiological situation in the Occitanie region was broadly similar to that of the rest
of the country throughout the first waves.

We also tested the HAT designed by Townsend et al. [12], which is inexpensive, quick
and easy to use; and, from our results, more sensitive than ELISA. Despite these advantages,
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we would not recommend its use for dog and cat samples because of the high proportion
of sera containing xenoreactive antibodies (6.8%), making the test inconclusive.

In conclusion, SARS-CoV-2 has been shown to circulate in canine and feline popula-
tions, but its circulation appears to be too low for pets to act as a viral reservoir. Neverthe-
less, viral circulation needs to be monitored, as it cannot be excluded that variants (such as
immune-escaping variants) may emerge in domestic carnivores.

Supplementary Materials: The following are available online at https:/ /www.mdpi.com/article/10
.3390/v14061178/s1. Table S1: ELISA, HAT, and virus serum neutralization results.
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SEROPREVALENCE DU SARS-COV-2 CHEZ
LE CHAT ET LE CHIEN EN FRANCE :
EPIDEMIOLOGIE DESCRIPTIVE ET FACTEURS DE RISQUES

Résumé : Le SARS-CoV-2 est le virus responsable de la pandémie de COVID-2019. L’origine
et les potentielles espéces réservoirs de ce virus ont longtemps suscité une préoccupation mondiale
majeure. L'objectif de cette étude était d'estimer la séroprévalence chez les chiens et les chats et
d’objectiver certains facteurs de risque. L’objectif était aussi de comparer deux méthodes de diagnostic
sérologique : 'ELISA et 'hémagglutination par la séroneutralisation. 165 chiens et 143 chats ont été
prélevés. Des anticorps ont été détectés chez 8,4 % des chats et 5,4 % des chiens. Bien que non
statistiquement significatives, nos données suggérent que la survenue d'un épisode de COVID-19 dans
le foyer pourrait augmenter le risque. Aucun autre facteur de risque n’a réellement été mis en avant.
Nous déconseillons I'utilisation des deux tests. Pour finir cette enquéte montre indirectement que le
SARS-CoV-2 circule dans les populations canines et félines, mais qu’elles semblent jouer un réle
mineur.

Mot clés : SARS-COV-2 ; Chien ; Chat ; Sérologie ; Epidémiologie

SEROPREVALENCE OF SARS-COV-2 IN
CAT AND DOG POPULATIONS IN FRANCE :
DESCRIPTIVE EPIDEMIOLOGY AND RISK FACTORS

Abstract : SARS-CoV-2 is the virus responsible for the COVID-2019 pandemic. The origin and
potential reservoir species of this virus have long been a major global concern. The objective of this
study was to estimate the seroprevalence in dogs and cats and to objectify some risk factors. The
objective was also to compare two serological diagnostic methods: ELISA and hemagglutination by
serum neutralization. 165 dogs and 143 cats were sampled. Antibodies were detected in 8.4% of cats
and 5.4% of dogs. Although not statistically significant, our data suggest that the occurrence of a COVID-
19 episode in the household may increase the risk. No other risk factors were really put forward. We
advise against the use of both tests. Finally, this survey indirectly shows that SARS-CoV-2 is circulating
in the canine and feline populations, but that they seem to play a minor role.

Keywords : SARS-COV-2; Dog; Cat; Serology; Epidemiology
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