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Liste des abréviations

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique

BVDV : Bovine Viral Diarrhea virus

COV : Composé Organique Volatil

DOCA : Acétate de désoxycorticostérone

EAU : Emirats Arabes Unis

EnvA : Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort

IC : Intervalle de confiance

IP3 : Inositol triphosphate

M/T : mitral/tufted

NSO : Olfactory Sensory Neuron : neurone sensoriel olfactif
OR : Olfactory Receptor : récepteur olfactif

ORF : Open Reading Frame

Ppb : part per billion = partie par milliard

Ppt : part per trillion

RD : Recherche de personnes ensevelies ou disparues
SARS-CoV2 : Severe Acute Respiratory Syndrome — Coronavirus 2
SDIS : Service Départemental d’'Incendie et de Secours
SNP : Single Nucleotide Polymorphism

VPN : Valeur Prédictive Négative

VPP : Valeur Prédictive Positive
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Introduction

Le SARS-CoV2 est un coronavirus qui a paralysé la quasi-totalité du globe a partir de 2020. Il s’agit
d’un virus a l'origine de divers symptomes, essentiellement respiratoires. La maladie provoquée par
ce virus peut aussi se traduire par d’autres types de symptbmes comme des symptdbmes
neurologiques : anosmie et agueusie et des symptémes digestifs comme la diarrhée.

La stratégie de prise en charge de cette pandémie s’est avant tout basée sur la détection du
virus par lintermédiaire de tests comme les tests RT-PCR. Cependant, 'odorat canin, depuis
longtemps réputé pour sa sensibilité, fait depuis ces derniéres années l'objet de nombreuses
recherches dans la détection de pathologies médicales.

Le but de ce projet était donc de montrer l'intérét et la fiabilité des chiens pour la détection
du SARS-CoV2, moins colteux et tout aussi performants que les tests déja proposés. La partie
expérimentale s’appuie donc sur trois études qui nous ont permis de montrer la fiabilité du chien
puis de déterminer la sensibilité et la spécificité face au SARS-CoV2.
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Premiére partie - Etude bibliographique :
le nez du chien, un organe spécialisé et
intéréts de I'utilisation de I'odorat pour le
suivi des maladies humaines : un atout
pour le concept One Health

Canis familiaris est une espece utilisée et sélectionnée depuis environ 35 000 ans par 'lHomme
(Galibert et al., 2011). Cette espéce a nhotamment été sélectionnée grace a ses qualités olfactives
réputées supérieures a d’autres especes. De nos jours, des chercheurs ont cherché a mettre en
évidence les différents facteurs qui permettent aux chiens d’avoir un meilleur odorat.

1. Les bases physiologiques de I’odorat du chien

A. La perception de I’odeur par I'intermédiaire d’un courant d’air dans les
cavités nasales

a. Les bases de 'anatomie nasale canine

o [es différents types de museau dans I'espéce canine
La sélection dans I'espéce canine a conduit a la sélection de différentes morphologies, notamment
concernant le museau des chiens. Trois termes sont utilisés pour décrire la morphologie des types
de crane : dolicocéphale qui désigne une téte allongée, brachycéphale pour désigner les chiens
avec un museau trés court et enfin mésocéphale représentant les cranes avec une morphologie
intermédiaire (figure 1).
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Figure 1 Les différents types de morphologie de crane : brachycéphale (a gauche),
meésocéphale (au milieu) et dolicocéphale (a droite) (Evans et De Lahunta, 2013)
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e [ ’anatomie des cavités nasales

La partie la plus craniale du nez du chien est dépourvue de poils et se nomme le planum nasal qui
comprend les narines.

Les parties ventrales et latérales des cavités nasales vont étre constituées des os incisifs et
maxillaires. L’os nasal constitue la partie dorsale des cavités nasales (figure 2). Lorsque le chien va
respirer, il va pouvoir faire bouger ses narines grace a des cartilages (Evans et De Lahunta, 2013)
(figure 3) :

Le cartilage septal est une lame médiane qui va séparer les cavités nasales gauche et droite.
Ce cartilage est un prolongement rostral de I'os éthmoide. Au niveau de la partie rostrale de
I'os nasal, le cartilage est remplacé par un septum nasal membraneux sur 1 cm et redevient
un élément cartilagineux caudalement a cette formation ;

Les cartilages nasaux dorsolatéraux constituent la majorité de la partie cartilagineuse dans
la partie mobile du nez et sont des prolongements de chacune des parties du septum nasal ;
Le cartilage ventrolatéral est une continuation de la partie latérale du septum nasal ;

Le cartilage accessoire médial qui va accentuer le pli alaire ;

Un deuxiéme cartilage accessoire est parfois localisé dorsalement au cartilage septal.

Ces cartilages sont mis en mouvement par des muscles qui vont permettre aux chiens de renifler
et que nous détaillerons par la suite.
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Figure 2 Os de la face (Evans et De Lahunta, 2013)
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Figure 3 Section sagittale du septum nasal (Evans et De Lahunta, 2013)
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FIGURE 8-2 Sagittal section, showing nasal septum.

Page 15



Chaque cavité nasale comporte une muqueuse dédiée a la respiration et une muqueuse
dédiée a l'olfaction.

¢ Les ligaments constituant le nez du chien

Nous retrouvons trois ligaments dans le nez des chiens. lls leur permettent de bouger le nez en
étant attachés aux parties osseuses du nez (figure 4) :

- Le ligament nasal dorsal qui s’étend de I'extrémité caudo-dorsale du cartilage nasal
dorsolatéral jusqu’a la face dorsale de I'os nasal ;
- Le ligament nasal latéral (un de chaque c6té du nez).

Ces ligaments sont plus développés chez le chien de travail 4gé (Evans et De Lahunta, 2013).

Figure 4 Les ligaments et cartilages du nez du chien (Evans et De Lahunta, 2013)
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Dorsal lateral nasal cartilag
Cartilaginous septum
Accessory cartilage
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Cartilaginous septum
Dorsal lateral nasal cartilage
- Ventral lateral nasal cartilage

Accessory cartilage

FIGURE 8-1 External nose and nasal cartilages. A, Nose, lateral aspect. B, Nasal cartilages, viewed as in A. C, Nose,
rostral aspect of planum nasale. D, Nasal cartilages, as viewed in C.

e Les muscles

Différents muscles vont permettre d’adapter le calibre des narines : le muscle orbiculaire de la
bouche, mais aussi le muscle releveur de la levre supérieure, le muscle releveur naso-labial et le
muscle canin qui vont notamment permettre d’augmenter le diamétre des narines (Barone, 1976a)
(figure 5).
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Figure 5 Les muscles de la téte du chien (Barone, 1976a)
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Les cavités nasales

Une fois passé a travers les narines, I'air va se retrouver dans le vestibule puis traverse les méats
nasaux. Ces derniers sont délimités par les cornets nasaux (figure 6).
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Figure 6 Coupe sagittale des cavités nasales (Barone, 1976b)
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Conduit incisif

On dénombre trois cornets nasaux qui sont des os pairs formés d’une mince lame osseuse
enroulée sur elle-méme (Barone, 1976b ; Evans et De Lahunta, 2013) :

- Le cornet nasal dorsal, qui s’attache a la créte éthmoidale de I'os nasal et est réduit a une
simple lame non enroulée ;

- Le cornet nasal ventral, portant 5 lames et occupant les deux tiers antérieurs des cavités
nasales, s’insere sur la créte conchale de I'os maxillaire. Caudalement a ce cornet, se
trouve la masse latérale de I'os éthmoide ;

- Le cornet nasal moyen, que nous avons mentionné précédemment, est le plus volumineux
et correspond a la grande volute de I'éthmoide.

Cing méats sont retrouvés et délimités par les cornets nasaux (Barone, 1976b ; Evans et De
Lahunta, 2013) (figure 7) :

- Le méat nasal dorsal relativement large, permet le passage de I'air dans la partie dorsale
de chaque cavité nasale et se trouve entre le cornet nasal dorsal et I'os nasal ;

- Le méat nasal moyen, étroit et court, est situé entre le cornet nasal dorsal et la partie
dorsale des rouleaux formés par le cornet nasal ventral. Il est notamment composé d’un
atrium reliant le vestibule nasal au méat nasal moyen ;

- Le méat nasal ventral, situé quant a lui entre la partie ventrale du cornet nasal ventral et le
palais dur et se terminant caudalement par le méat nasopharyngien ;

- Le méat nasal commun est I'espace longitudinal de chaque c6té du septum nasal. Délimité
latéralement par le cornet nasal ventral et le cornet nasal dorsal, il met en connexion les
différents méats (ventral, moyen et dorsal) ;

- Le méat nasopharyngien s’étend de la portion caudale du cornet nasal ventral jusqu’aux
choanes.
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Figure 7 Les cornets et méats nasaux du chien (Evans et De Lahunta, 2013)
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o Les sinus paranasaux

Il s’agit de cavités anfractueuses communigquant avec les cavités du nez et disposées de maniére
symétrigue par rapport au plan médian. Il en existe quatre : conchal, maxillaire, frontal divisé en trois
compartiments (rostral, latéral et médial) et sphénoidal mais chez le chien, seule une partie du sinus
frontal et du sinus sphénoidal est composée de muqueuse olfactive (Barone, 1976b).

o L'os éthmoide
[l s’agit d’'un os impair et symétrique se trouvant a l'intérieur de la téte. Il constitue une grande partie
du fond des cavités du nez et participe donc au labyrinthe olfactif. Il est constitué par une lame
perpendiculaire, médiane et impaire avec de chaque cdté une lame criblée séparant la cavité du
crane de la cavité nasale et une masse latérale insérée caudalement sur la lame criblée et constituée
de formations appelées les volutes de I'éthmoide (Barone, 1976b).

La face caudale de la lame criblée constitue la fosse éthmoidale et recoit le bulbe olfactif.
Cette face est percée de nombreux trous, eux-mémes groupés de six a dix trous et isolés des autres
groupes de trous par des lamelles osseuses plus développées. Ce sont ces trous qui permettent le
passage des nerfs olfactifs. Concernant la face rostrale, c’est sur cette formation que viennent
s’insérer les extrémités caudales des volutes de I'éthmoide et les cornets nasaux dorsal et moyen
(Barone, 1976b).

La masse latérale est constituée d’'une lame et de volutes ethmoidaux ou éthmoturbinaux qui
sont des lames osseuses enroulées sur elles-mémes. Entre les volutes éthmoidales sont présents
les méats éthmoidaux qui vont former le labyrinthe éthmoidal qui communique avec le fond du méat
commun.

Deux types de volutes sont rencontrées: les volutes endoturbinales et les volutes
ectotubinales (plus latérales et petites que les précédentes) au nombre de quatre et six
respectivement. La grande volute endoturbinale est nommée cornet moyen car elle s’avance entre
le cornet dorsal et le cornet ventral (Barone, 1976b) (figure 8).
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Figure 8 Coupe sagittale de la téte osseuse d'un chien (Barone, 1976b)
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¢ Les nerfs olfactifs
Les nerfs olfactifs ont une organisation particuliére : ils ne se regroupent pas en faisceaux mais sont
répartis de maniére indépendante sur tout leur trajet (figure 9). Ces nerfs, amyéliniques, sont formés
a partir de plusieurs axones des cellules de la muqueuse olfactive : les épithéliocytes olfactifs ou
neurones sensoriels olfactifs que nous détaillerons par la suite. Le regroupement de ces axones va
donc permettre la création de nombreux nerfs olfactifs qui vont ensuite s’insérer dans la lame criblée
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de I'os éthmoide jusqu’au bulbe olfactif. Pour entrer dans le bulbe olfactif, ces axones traverseront
de nombreux foramens dits cribiformes au niveau de la surface ventrale du bulbe olfactif (Barone,
1976¢ ; Evans et De Lahunta, 2013) (figure 10). La sensibilité de la muqueuse olfactive est quant a
elle permise par le nerf éthmoidal et le nerf nasal caudal, des ramifications du nerf trjumeau, qui
vont permettre de réagir a certaines odeurs (nausées, éternuements, ...) (Barone, 1976c).

Figure 9 Topographie des nerfs craniens (Barone, 1976c¢)
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Figure 10 Nerfs de la cavité du nez du chien (Barone, 1976c)
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b. Une anatomie nasale spécialisée dans I’olfaction

Un modéle de museau, fagconné grace a un examen IRM de Labrador avec une sonde, a montré
que l'air qui atteint la zone du nez réservée a I'odorat passe par le méat dorsal. Ce phénomeéne se
produit a une vitesse €élevée puis va se répartir grace a un flux laminaire permis par la conformation
de la zone pour couvrir la muqueuse olfactive. Seul 12-13% de I'air inspiré atteint cette muqueuse
mais durant I'expiration, il n’y a pas d’air qui rejoint cette zone. Cela permet aux molécules de rester
plus longtemps dans le récessus et cela va permettre d’optimiser les performances olfactives et de
mieux séparer les odeurs (Araneda et al., 2000 ; Craven et al., 2010).

c. Un comportement adapté a I'olfaction

Les chiens ont une maniéere particuliére de faire rentrer I'air lorsqu’ils sont dans une activité de
détection, ils utilisent le reniflement. Lorsque les chiens sont dans une activité de recherche, il a été
remarqué que la quantité de reniflements augmente (Steen et Wilsson, 1990).
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B. L’activation des récepteurs olfactifs par les molécules odorantes dans
I’épithélium olfactif

a. Les systemes olfactifs présents chez le chien

Quatre systemes olfactifs ont été répertoriés chez les mammiféeres mais seulement les deux
premiers ont été retrouvés chez les chiens :

- Le systéme olfactif principal ;

- Le systeme olfactif accessoire ;
- L’organe de Masera ;

- Le ganglion de Gruneberg.

e Le systéme olfactif principal

Ce systeme olfactif se compose d’'une muqueuse olfactive, elle-méme composée d’'un épithélium
olfactif dans lequel se trouvent des récepteurs olfactifs (OR) et du bulbe olfactif qui se situe
caudalement a la cavité nasale. Ces épithéliums recouvrent les cornets nasaux. Ainsi, la surface de
I'épithélium olfactif chez un Berger Allemand est estimée a environ 170 cm? alors qu’elle est
appréciée a 10 cm? chez 'Homme (Issel-Tarver et Rine, 1997). Il s’agit d'un neuroépithélium
pseudostratifié (Jezierski et al., 2016).

La muqueuse olfactive est constituée de trois types de cellules : les cellules olfactives, les
cellules de soutien (ou cellules sustentaculaires) et les cellules basales. Ces derniéres vont
permettre de régénérer I'épithélium. La muqueuse olfactive contient aussi une membrane basale (la
lamina propria) qui comporte les axones des cellules olfactives ainsi que les glandes de Bowman,
permettant la sécrétion d’'une couche de mucus et des éléments vasculaires (Hawkes et Doty, 2009).
Les dendrites des cellules apicales se terminent par une extension en forme de bouton comprenant
des cils. Ces derniers sont significativement plus nombreux chez le chien que chez le mouton (19
chez le chien contre 7 chez le mouton) (Kavoi et al., 2010). La méme équipe a démontré que les
faisceaux d’axones des cellules olfactives étaient significativement plus grands chez les chiens que
chez les moutons. Ces axones se prolongent jusqu’au bulbe olfactif. Enfin, la densité des cellules
olfactives augmente chez le chien entre la naissance et 'dge adulte et I'épaisseur globale de
I'épithélium olfactif est plus grande chez le chien que chez le mouton.

Les cellules de soutien vont permettre d’adapter la composition du mucus, de désactiver les
molécules odorantes, de protéger I'épithélium de corps étranger et d’isoler les différentes cellules
olfactives (Hawkes et Doty, 2009). Ces cellules vont donner la couleur brun-jaune a I'épithélium
olfactif contrairement a I'épithélium respiratoire.

Les neurones sensoriels olfactifs (NSO) représentent 60 a 80 % des cellules retrouvées dans
I'épithélium olfactif (Jezierski et al., 2016). lls produisent deux types de récepteurs qui ne peuvent
pas étre produits par le méme neurone : les récepteurs olfactifs (OR) et les trace amine-associated
receptors (TAARS) (Liberles et Buck, 2006). Ces récepteurs captent les molécules lorsqu’ils ont une
grande affinité pour elles. Précédemment, ces molécules volatiles ont été dissoutes dans le mucus
grace a des protéines appelées des Olfactory Binding Proteins (OBPs) (Jezierski et al., 2016). Ces
cellules sont bipolaires avec une unique dendrite apicale qui va donner de nombreux cils. De plus,
leur durée de vie chez les rats n'est que de 4 a 8 semaines (Robinson et al., 2002), il y a donc un
renouvellement régulier de I'épithélium olfactif.
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L’épithélium olfactif s’étend donc sur la lame criblée, la partie dorsale du septum ainsi que
sur les cornets nasaux dorsal et moyen (Jenkins et al., 2018).

Figure 11 Schéma de I'organisation des voies olfactives (Jezierski et al., 2016)

Main
olfactory Olfactory neuron

epithelium Interneuron

Olfactory bulb
Nasal
airspace

e Le systéme olfactif accessoire

Le systeme olfactif accessoire est composé de I'organe voméronasal (organe pair), aussi connu
sous le nom d’organe de Jacobson, situé a la base du septum nasal (figure 12) et du bulbe olfactif
accessoire. Au sein de ce systéme olfactif, les neurones expriment des récepteurs appelés les
récepteurs voméronasaux. Ce sont les phéromones qui activent 'organe voméronasal qui sont a la
base du déclenchement de comportements sociaux et de reproduction (Dulac et Axel, 1995). La
famille de génes codant pour les récepteurs olfactifs de I'organe voméronasal serait bien plus
restreinte : 30 a 40 géenes sont identifiés (Dulac et Axel, 1995). Pour cette famille aussi, un neurone
semble n’exprimer qu'un seul type de récepteur. Enfin, en comparant les séquences des génes
codant les neurones olfactifs du systéme olfactif principal et du systéme olfactif accessoire, nous
pouvons voir que les séquences ne sont pas homologues ce qui signifie que les deux systémes
auraient évolué indépendamment I'un de l'autre.
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Figure 12 Localisation de I'organe voméronasal ainsi que de I'épithélium olfactif principal
chez le chien (Jendrny et al., 2021)
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b. Les récepteurs olfactifs

e Les Olfactory receptors (OR)

Historiquement, les premiers récepteurs détectés étaient les récepteurs appelés Olfactory
Receptors (OR) en 1991 (Buck et Axel, 1991).

Théoriquement, toutes les molécules assez petites pour entrer dans I'épithélium olfactif,
c’est-a-dire des molécules dont le poids est inférieur a 300 Daltons et suffisamment hydrophobes
peuvent étre senties par les espéeces aériennes dont le chien. Pernollet et al. (2006) a ainsi introduit
le concept d’odotope qui représente une conformation stéréochimique d’'une molécule pouvant
interagir avec un ou plusieurs récepteurs olfactifs. Une méme molécule peut donc se lier a divers
OR mais avec des affinités différentes.

Ces récepteurs olfactifs constituent des récepteurs couplés aux protéines G (Buck et Axel,
1991) (figure 13) qui comprennent 7 domaines transmembranaires constitués d’acides aminés tres
hydrophobes et comprennent une partie extracellulaire et une partie intracellulaire. Lorsqu’une
molécule odorante se fixe sur ce récepteur, cela active une adénylcyclase qui va convertir de 'ATP
en AMPc permettant d’amplifier le signal en activant des canaux a sodium et calcium. Cela va faciliter
le relargage du glutamate, premier neurotransmetteur des cellules olfactives (Hawkes et Doty,
2009).
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Figure 13 Représentation d'un OR, une protéine G (Buck et Axel, 1991)

Chez 'Homme, ces récepteurs sont de petite taille, c’est-a-dire entre 300 et 350 acides
aminés, et leurs genes ne possédent pas d’introns.

Les récepteurs olfactifs sont connus pour étre la famille de récepteurs possédant la plus
grande famille de genes chez les mammiféres. lIs se lient spécifiquement a des molécules odorantes
et sont exprimés par les neurones olfactifs (Buck, 2000). Ces récepteurs, situés sur les dendrites
des neurones olfactifs, elles-mémes protégées par le mucus nasal et aprés liaison avec leur ligand,
vont envoyer un signal vers le bulbe olfactif par I'intermédiaire d’axones, a travers la lame criblée de
I'éthmoide et vers le cortex cérébral (Pernollet et al., 2006). Le neurone olfactif va permettre de
changer une information chimique véhiculée par une molécule en un signal électrique transmis via
I'axone du neurone. Plus de 220 millions d’OR sont présents dans les cavités nasales des chiens
(Uemura, 2015).

e Les Trace Amine-Associated Receptors (TAARS)

Comme mentionné précédemment, des TAARS sont aussi retrouvés chez le chien mais seuls deux
TAARs ont été retrouvés chez cette espéce a ce jour (Quignon et al., 2012). Nous n’avons pas
encore de nombreuses informations sur ces récepteurs mais ils répondraient a certaines amines
volatiles présentes dans 'urine. Cela permet d’émettre I'’hypothése qu'ils serviraient a reconnaitre le
sexe ainsi que I'état de stress d’un individu (Liberles et Buck, 2006).

e Les Vomeronasal Receptors (VR)

Ces récepteurs sont présents dans I'organe voméronasal. lIs sont spécialisés dans la détection des
phéromones. Deux types de VR sont présents : les V1R et les V2R : les premiers détecteraient des
molécules volatiles, les autres des protéines ligands non volatiles. Cependant, I'intérét des V2R est
remis en question chez les chiens (Quignon et al., 2012) et moins de 10 V1R seraient présents chez
ces derniers (Young et al., 2005). L’existence de récepteurs VR permet néanmoins d’imaginer que
le chien est capable de se créancer sur certaines protéines.
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o Formal peptide receptor like receptors

Ces récepteurs permettraient de détecter de la nourriture contaminée ou d’autres individus affectés
par une maladie par I'intermédiaire de leurs sécrétions corporelles (Quignon et al., 2012). Un a deux
récepteurs de ce type ont été trouvés chez le chien (Liberles et Buck, 2006).

¢ La localisation de ces récepteurs au sein du génome canin

Le chien présente 49 loci répartis sur les 38 paires de chromosomes et les chromosomes sexuels.
Ces loci présentent de 1 & 211 genes et seuls 5 loci ne comportent que des pseudogénes (Quignon
et al., 2005) (annexe 1).

Divers chercheurs se sont intéressés au patrimoine génétique de 'espéce Canis familiaris.
Un séquencage des génes codant pour les récepteurs olfactifs (OR) a ainsi montré que les chiens
possédaient environ 2000 génes codant pour ces derniers. Parmi ceux-ci, il y a environ 20% de
pseudogénes et certains d’entre eux sont répartis dans des familles spécifiques aux chiens (Quignon
et al., 2003 ; Quignon et al., 2005). Ces génes présentent la particularité de ne pas présenter
d’introns dans la séquence codante et de ne présenter qu’'un seul exon. Ces récepteurs semblent
aussi avoir une taille similaire.

Dans ce cas, les familles sont définies comme étant les génes dont les protéines possedent
au moins 40% d’identité et les sous-familles 60% d’identité (Ben-Arie et al., 1994). Comparés a
'Homme, les chiens possédent plus de familles (23 familles de génes codant les OR contre 17
familles chez 'lHomme) et autant de sous-familles (300 sous-familles identifiées). Ainsi les chiens
possédent plus de sous-familles et un moins haut niveau de conservation des protéines ce qui
indique que les chiens ont un plus grand répertoire olfactif que les rats. Comparé au chien, 'lHomme
possede plus de pseudogenes et la moitié des sous-familles sont constituées de pseudogénes.

Les génes faisant partie de la méme sous-famille ont tendance a étre regroupés dans des
clusters (Malnic et al., 2004 ; Robin et al., 2009). Les analyses des loci des génes codant les OR
montrent que ceux-ci sont constitués de génes orthologues qui supposent que les ancétres
communs des chiens possédaient déja des génes codant les OR sur plusieurs chromosomes
(Quignon et al., 2012). Ces OR sont aussi répartis en deux classes. La classe 1 ne posséde que
200 génes chez le chien (100 chez 'Homme) et tous ces génes sont répartis sur un seul et méme
cluster qui ne comprend aucun gene de la classe 2 (Jezierski et al., 2016).

¢ Le polymorphisme de ces récepteurs

L’étude de 109 génes codant des OR sur 48 chiens de 6 races différentes (Berger Allemand, Berger
Belge Malinois, Labrador Retriever, English Springer Spaniel, Greyhound et Pékinois) a permis de
mettre en évidence 732 mutations dont 710 SNP et 22 insertions ou délations. Sur ces 109 genes,
seuls 4 n'ont pas montré de polymorphisme. Une comparaison a été réalisée avec d’autres types
de genes et les genes codant les OR semblent étre plus polymorphiques que les autres types de
génes. Cela est a relier au ratio Ka/Ks qui est significativement supérieur pour les génes codant les
OR et qui montre une pression de sélection moindre qui améne a une diversification des génes plus
importante (Robin et al., 2009).

La diversification est inégale entre les différents génes : certains montrant jusqu’a 22 SNP
dans leur séquence codante alors que d’autres n’en contiennent pas ou peu. Le polymorphisme
entre les races est aussi significativement différent, par exemple la race Pékinois a un intervalle
moyen entre les SNP de 628 alors qu'il est de 926 pour le Berger Allemand. La seule analyse
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génétique du polymorphisme des OR ne peut cependant pas étre corrélée a des modifications ou
variations dans la perception des odeurs. Enfin, parmi les SNP identifiés, 26,4% n’étaient retrouvés
gue dans une seule race et 27,2% étaient partagés par toutes les races. Ces mutations ont été
retrouvées partout sur la protéine : dans les domaines intra et extra membranaires ainsi que dans
les domaines transmembranaires. Enfin, cette équipe a constaté que les genes codant les OR dans
les loci de petites tailles étaient moins polymorphiques que ceux dans les loci de grandes tailles
(Robin et al., 2009) (figurel4).

Figure 14 Le polymorphisme des génes codant les OR (Robin et al., 2009)
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Une deuxiéme étude a cette fois analysé 95 chiens de 20 races différentes : 16 séquences
de génes codant des OR ont été étudiées et ont permis de mettre en évidence le polymorphisme de
ces genes. En effet, 98 SNP ont été trouvés ainsi que 4 insertions ou délétions. Dans cette étude,
les 16 génes avaient des variants alléliques, jusqu’a 11 SNP ont été retrouvés sur certains génes.
Sur les 98 SNP, 55 induisaient un changement d’acide aminé et parmi ceux-ci, 30 induisaient un
changement de groupe chimique. Certains de ces SNP provoquaient un arrét de 'ORF dd a
I'introduction d’'un codon stop ou d’une délétion trop courte, certains alléles (concernant 5 des 16
genes analysés dans cette étude) étaient donc pseudogéniques a cause de ces mutations. La minor
allele frequency allait de 0,5% a 50% et 35 de ces SNP étaient retrouvés a une fréquence inférieure
a 5% qui correspondait souvent a des alléles spécifiques de races (25 de ces 35 SNP sont retrouvés
dans seulement une seule des races étudiées). De plus, 'analyse de séquences non codantes
prises aléatoirement dans le génome canin a montré que la fréquence des SNP était plus faible pour
ces dernieres que pour les séquences codant les OR. Enfin, certains SNP ne semblent étre présents
qgue dans certaines races et pourraient donc étre spécifiques de ces dernieres (Tacher et al., 2005)
(figure 15).
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Figure 15 Caractéristiques des genes étudiés dans I'étude de Tacher et al. (2005)
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¢ Le fonctionnement de ces récepteurs olfactifs

Les récepteurs olfactifs ne sont pas sensibles a une seule odeur. Ainsi, plusieurs molécules peuvent
activer un méme récepteur olfactif. Une étude a été menée sur le récepteur 17. Il a été démontré que
la fonction de la molécule est trés importante, en effet, si on change la fonction d’'une molécule (un
aldéhyde que I'on change en alcool par exemple avec la méme taille de chaine carbonée) alors le
récepteur ne sera plus activé. Cependant, ce récepteur va étre sensible a différentes tailles de
molécules tant que la taille de ces derniéres n’est pas trop éloignée de la molécule de base. Cela
met en évidence I'importance de la longueur de la molécule pour le site de liaison situé sur le
récepteur (Araneda et al., 2000) (figurel16).
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Figure 16 Effet de la molécule sur I'activité de I'OR (Araneda et al., 2000)
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Fig. 3. Length of the molecule is important for activity. (a) Comparison of the subtracted average control from Ad-17 infected animals for sat-
urated and unsaturated aldehydes. Saturated aldehydes in the C7-C11 range showed significantly increased responses in infected animals. In
the same range, unsaturated aldehydes with one (I) or two (Il) double bonds also showed increased responses. All compounds were tested at
107* M. C(x) refers to the number of carbons in the aldehyde backbone; t, trans and c, cis. The statistical significance of the data was evaluated
with the unpaired t-test; in this case p < 0.001 for all active compounds. The responses to 2,4-hexadienal and the C12 aldehyde were not sig-
nificantly different from control (n = 8-50 animals; error bars represent s.e.m.). (b) Subiraction of control from infected versus length for
some of the C6-C12 saturated and unsaturated aldehydes tested. The aldehyde length was calculated for the predicted lowest energy con-
former using Macromodel v6.5 software?® and was measured from the carbonyl group to the last carbon, assuming an extended conformation.
The molecular length of all molecules was calculated using atom center distances. @, saturated; B, singly unsaturated; ¢, doubly unsaturated.

Une autre équipe s’est intéressée a 38 génes codant des OR et appartenant a la méme
famille de génes pour rechercher le codage olfactif qui permet, a partir de ces derniers, de
reconnaitre de nombreuses combinaisons de molécules. lls ont cloné ces génes dans un clone de
cellules rénales embryonnaires humaines exprimant la protéine G nommeée G(olf) exprimée par les
neurones sensoriels olfactifs. 7 aldéhydes aliphatiques ont été testés sur ces cellules (de I'hexanal
jusqu’au dodécanal). Tous les OR ont répondu a au moins un aldéhyde et cela a des concentrations
différentes, excepté deux OR. Chacun de ces aldéhydes est reconnu par un grand nombre de
récepteurs, en effet, sur les 38 OR, 14 reconnaissent le nonanal qui est I'aldéhyde le moins reconnu
parmi ceux testés (Benbernou et al., 2007).

Les OR réagissent difféeremment en fonction des combinaisons de molécules auxquelles ils
sont soumis. En effet, certaines molécules peuvent étre agonistes d’un récepteur lorsqu’elles sont
appliquées seules et antagonistes lorsqu’elles sont appliquées avec une autre molécule mais
certaines molécules peuvent avoir un effet coopératif lorsqu’elles sont appliquées avec une molécule
activant le récepteur alors qu’elles ne produisent pas d’effet seules (Benbernou et al., 2011). Un
autre point mis en évidence par cette équipe est la relative sélectivité de réponse d’un récepteur
pour des molécules d’'un groupe chimique. En effet, les OR de la classe 6 du groupe Il testés
répondaient principalement & des aldéhydes mais pas aux autres groupes chimiques (Benbernou et
al., 2007 ; Benbernou et al., 2011).

¢ Une localisation particuliére des OR au sein de la muqueuse olfactive

Bien que les OR peuvent étre présents sur toute la muqueuse olfactive, chez la souris, il a été montré
que les NSO exprimant le méme OR ont tendance a se regrouper sur les mémes zones (figure 17).
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Toutes les zones contiennent une diversité de récepteurs mais certains récepteurs sont donc plus
présents au niveau de certaines zones (Sullivan et al., 1996).

Figure 17 Répartition des OR par zone (Sullivan et al., 1996)
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e La voie AMPc ou IP3

Différentes voies sont activées lorsqu’un ligand se fixe sur son récepteur. En effet, deux voies ont
été mises en évidence jusqu’a présent: une voie faisant intervenir TAMPc et une voie faisant
intervenir I'lP3. De plus certaines familles semblent ne réagir qu’a des molécules d’'une certaine
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famille et ne font intervenir qu’une seule des deux voies citées précédemment. C’est le cas des OR
de la famille 52 et appartenant a la classe 1. En effet, ces OR ne semblent réagir qu’aux cétones
par la voie IP3 (Benbernou et al., 2011).

C. Latransduction du messageissu de la stimulation des récepteurs olfactifs
vers le bulbe olfactif sous la forme d’un message électrique

a. Latransduction du message

Une fois les molécules captées par les OR, un signal électrique est alors formé et transmis, grace
au nerf olfactif. Les axones des neurones sensoriels olfactifs (NSO) rejoignent le bulbe olfactif. Pour
cela, les axones des NSO traversent la lamina propria et sont regroupés par groupes de 10 a 100
axones et entourés par des cellules OEC (Olfactory Ensheating Cells). Ces cellules vont aussi avoir
un réle de phagocytose des NSO dans un programme de mort cellulaire programmée et pourraient
jouer un réle dans la réponse immunitaire innée (Harris et al., 2009 ; Nazareth et al., 2015). Ces
axones des NSO traversent la lame criblée de I'os éthmoide et vont rejoindre le bulbe olfactif qui est
organisé en couches concentriques avec, en périphérie, des glomérules qui sont des structures
sphériques regroupant les axones des neurones exprimant les mémes OR (Mombaerts, 2001). C'est
au niveau des glomérules que les axones des NSO font faire une synapse avec les neurones du
bulbe olfactif. Cette structure va permettre de filtrer et amplifier certaines informations olfactives.

Dans le cas de l'olfaction, il 'y a pas de décussation au cours du trajet des nerfs ce qui
signifie que les informations détectées dans la narine droite seront assimilées par le cortex droit et
les informations détectées dans la narine gauche seront assimilées dans le cortex gauche
(Siniscalchi et al., 2011).

Enfin, les NSO ayant les mémes récepteurs olfactifs vont converger vers un nombre réduit
de glomérules dans le bulbe olfactif (un ou deux glomérules), bien qu’a la base ces NSO soient
répartis de maniére aléatoire sur I'épithélium olfactif, et chaque axone de NSO ne va se terminer
gue dans un glomérule (Jezierski et al., 2016). Dans ce glomérule il va y avoir des connexions
synaptiques entre le neurone sensoriel olfactif et trois types de neurones : les mitral cells et les tufted
cell (cellule M/T) qui vont ensuite projeter leurs axones dans le cortex olfactif et les interneurones
périglomérulaires qui encerclent les glomérules (figure 19) (Buck et Bargmann, 2012). Comme pour
les neurones sensoriels olfactifs, les dendrites de chaque cellule M/T ne seront présentes que dans
un seul glomérule. Ces cellules ne regoivent donc les informations véhiculées que par un seul type
de récepteur. Une baisse significative du nombre de neurones transmettant I'information olfactive a
lieu dans ces glomérules puisque des milliers de NSO vont, dans le glomérule, faire transmettre
I'information a une cinquantaine de neurones relais (Buck et Bargmann, 2012). Les NSO, exprimant
le méme OR et donc étant regroupés dans la méme zone de I'épithélium olfactif, vont donc converger
vers le méme glomérule ipsilatéral. A chaque zone de I'épithélium olfactif va donc correspondre deux
glomérules : un de chaque c6té du bulbe olfactif.

Les molécules odorantes vont donc activer un certain nombre de récepteurs, cette
combinaison de récepteurs activés va permettre de créer un modeéle qui sera par la suite transmis
au cerveau, ce qui va engendrer I'activation d’'un certain nombre de glomérules. Ainsi des molécules
avec des structures chimiques proches vont avoir des odeurs différentes grace a cette combinaison
de molécules activées (figure 18). A linverse, un OR peut reconnaitre comme nous l'avons vu,
plusieurs molécules olfactives, un glomérule va donc pouvoir étre activé par plusieurs molécules
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odorantes et chaque molécule odorante activera une combinaison précise de glomérules (Buck et
Bargmann, 2012) (figure 18).

Figure 18 La combinaison des récepteurs olfactifs activés par une molécule va permettre de
caractériser I'odeur (Buck et Bargmann, 2012)
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Figure 19 Schéma des connexions synaptiques dans les glomérules du bulbe olfactif (Buck
et Bargmann, 2012)
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Pour la plupart des molécules odorantes, il est possible de discriminer les molécules en
fonction des glomérules activés. Cependant, la concentration en molécules odorantes va aussi avoir
un impact sur les glomérules activés (figure 20). En effet, plus la concentration en molécules
odorantes sera forte et plus les glomérules seront activés de maniére importante mais a des
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concentrations plus fortes, de nouveaux glomérules vont étre recrutés ce qui va permettre de faire
une discrimination de I'odeur par rapport a d’autres odeurs mais aussi une discrimination de la
concentration en molécules odorantes. (Rubin et Katz, 1999)

Le code percu par les OR va donc étre modifié en un code glomérulaire dans le bulbe olfactif
étant donné que les neurones exprimant les mémes OR vont se regrouper dans les mémes
glomérules du le bulbe olfactif. Une modulation de l'information va avoir lieu dans le bulbe olfactif
grace aux neurones périglomérulaires.

Figure 20 Activation des glomérules en fonction de la concentration en molécules
odorantes (Rubin et Katz, 1999)
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Chez le rat, il a été montré qu'’il existe des inhibitions latérales entre les glomérules qui vont
permettre d’améliorer la spécificité de la réponse a un composant (Yokoi et al., 1995). Ainsi, si un
glomérule est faiblement sensible a un composé odorant par rapport a un autre glomérule voisin
alors le premier sera inhibé par le second pour la molécule en question a laquelle il est peu sensible.
Le mécanisme est le suivant : pour le glomérule fortement sensible au composé, ses cellules M/T
(mitral/tufted) vont activer par l'intermédiaire du glutamate la cellule granulaire qui relie les cellules
M/T du glomérule sensible aux cellules M/T du glomérule moins sensible. Cette cellule va alors
exercer une action inhibitrice sur les cellules M/T du glomérule moins sensible par l'intermédiaire du
y-aminobutyrate (figure 21).
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Figure 21 Inhibition latérale dans le bulbe olfactif (Yokoi et al., 1995)
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b. Les particularités du bulbe olfactif chez le chien

Galibert et al. (2016) a montré que le bulbe olfactif était plus volumineux chez le chien et le mouton
comparé a celui de 'Homme. Cependant cette corrélation entre le volume de ce bulbe et les
performances olfactives n'a pas été démontrée mais une réduction de celui-ci réduit les
performances olfactives.

c. Du bulbe olfactif vers le cortex piriforme

Une fois transmis dans le bulbe olfactif et apres avoir excité les cellules M/T, le message électrique
va étre transmis a travers le réseau olfactif latéral (lateral olfactory tract) jusqu’au cortex olfactif formé
par le cortex piriforme (la plus large région du cortex olfactif) et d’autres aires corticales (figure 22).
Dans le cortex piriforme, les axones des neurones provenant des cellules M/T vont quitter le réseau
olfactif latéral pour former des synapses avec des neurones pyramidaux. Dans la continuité du
message, chaque neurone pyramidal peut donc étre activé par plusieurs molécules odorantes. Les
neurones pyramidaux répondant & une molécule odorante vont cependant étre dispersés a travers
le cortex piriforme. Les neurones pyramidaux du cortex piriforme vont ensuite transmettre des
informations directement au cortex frontal et indirectement au cortex orbitofrontal par I'intermédiaire
du thalamus. Ces deux zones vont permettre de discriminer les odeurs. En effet, les personnes
ayant des lésions au niveau du cortex orbitofrontal ne vont plus étre capables de discriminer les
odeurs (Buck et Bargmann, 2012). Le cortex piriforme va lui-méme avoir des connexions neuronales
avec le cortex antérieur, le cortex periamygdaloide et le cortex entorhinal. Ce dernier est en relation
avec I'hippocampe qui va permettre la mémorisation de 'odeur (Haberly, 2001).

Enfin le cortex piriforme va recevoir des signaux modulateurs de la part des aires
modulatrices du cerveau et le cortex olfactif lui-méme va pouvoir moduler les informations sortant
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du bulbe olfactif en fonction de I'état de I'animal comme la faim notamment (Buck et Bargmann,
2012) (figure 22, 23).
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Figure 22 Schéma récapitulant le trajet du message olfactif chez un chien (Buck et
Bargmann, 2012)
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Figure 23 Schéma général du trajet du message olfactif (Buck et Bargmann, 2012)
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d. La mémorisation d’une odeur

Certains neurotransmetteurs tels que la dopamine, le glutamate ou encore le GABA semblent jouer
un role dans l'apprentissage et la mémorisation des odeurs chez les primates, les rongeurs ou
encore les insectes (Schultz, 2002 ; Krashes et al., 2009 ; Johnson et al., 2011).

2. Les facteurs altérant I’'odorat du chien et I’éducation au coeur
des performances olfactives

A. Lechoix delarace

Les chiens ont depuis longtemps été sélectionnés sur la beauté, 'apparence mais aussi sur les
comportements au sein de la race (Lindblad-Toh et al., 2005 ; Parker et al., 2007). Cependant il
existe une grande variabilité entre les races et méme entre les individus au sein d’'une méme race.
(Rooney et Bradshaw, 2004 ; Jezierski et al., 2014).

a. Les races sélectionnées pour le travail olfactif

Il est reconnu que certaines races telles que le Berger Belge Malinois ou le Berger Allemand sont
des chiens couramment utilisés pour des taches liées a l'olfaction. Une équipe a comparé les
performances olfactives entre trois catégories de chiens différentes : les chiens de race élevés dans
un but olfactif, des chiens brachycéphales ainsi que des chiens n’ayant pas les deux autres
caractéristiques. Il a été mis en évidence que les chiens de race élevés dans un but spécifique
d’olfaction se sont révélés meilleurs que les chiens des deux autres catégories (figure 24) (Polgér et
al., 2016).
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Figure 24 Résultats des chiens concernant un travail d'olfaction en fonction de la difficulté
demandée (Polgéar et al., 2016)
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Des tests de sélection de chiots existent pour certaines catégories de chiens comme les
chiens de police (Slabbert et Odendaal, 1999), mais aucun test n’existe pour le moment pour
sélectionner les chiots d’aide a la détection d’affection médicale.

b. Vers une sélection de la génétique olfactive ?

Certains génes semblent jouer sur les performances olfactives des chiens. Ainsi, lorsque les chiens
sont homozygotes au niveau de 2 loci (OR52N9-like et OR9S13-like), leurs capacités olfactives
different significativement comparées aux autres génotypes (Lesniak et al., 2008).

Plus récemment, une autre équipe a étudié 22 SNP de 12 génes codant des OR sur 48
Bergers Allemands appartenant a un service de police et a montré que les chiens présentant des
génotypes particuliers sur certains génes codant des OR avaient de meilleurs résultats dans la
détection d'un type de drogue. lls concluent donc que la détermination du génotype sur certains
SNP pourrait permettre de déterminer le potentiel des chiens pour l'olfaction (Yang et al., 2016).

D’autres part, lorsque certains alleles sont présents, les chiens sont plus facilement distraits.
C’est le cas lorsque I'haplotype SHTT est présent ce qui est contre-productif pour un chien travaillant
dans le domaine de I'olfaction (Maejima et al., 2007).

Le polymorphisme au niveau de genes codant les OR et méme au niveau de récepteurs
sérotoninergiques et dopaminergiques a montré des différences sur I'aptitude des chiens a effectuer
au mieux un travail de recherche (Sacharczuk et al., 2019).
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D’autres études se sont quant a elles concentrées sur le comportement du chien en lien avec
sa génétique et sa capacité a devenir chien de travail. Il a ainsi été montré que les chiens (des
Labrador Retriever) d’un certain génotype concernant le récepteur a I'ocytocine sont plus enclins a
réussir la formation pour devenir chien de détection de drogues que les chiens d’autres génotypes
concernant ce récepteur (figure 25) (Konno et al., 2018).

Figure 25 Proportion de chiens regus en fonction du génotype concernant le gene codant
un récepteur al'ocytocine (Konno et al., 2018)
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c. Ou vers le clonage des meilleurs chiens de détection

Certaines performances ou traits de personnalité peuvent étre tres recherchés chez les chiens de
détection. C’est pourquoi le clonage des meilleurs chiens de détection intéresse pour pouvoir
conserver les capacités des chiens et avoir une bonne répétabilité et reproductibilité
intergénérationnelles. Le clonage des chiens a montré que le taux de sélection apreés les tests de
performances de ces chiens était bien supérieur au taux de sélection des chiens non clonés (Choi
et al., 2014). Nous pouvons voir certains résultats sur la figure 26 : le score nécessaire pour réussir
le test est de 60 points et les chiens clonés sont ceux dont le nom commence par To.
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Figure 26 Scores au test de sélection de 6 chiens clonés et 4 chiens du groupe contréle
(Choi et al., 2014)
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d. L’influence de I’dge et du sexe

L’étude d’'une équipe chinoise (Wei et al., 2017), a montré qu’une protéine : la protéine c-fos,
impliquée dans les processus d’apprentissage et de mémoire a long terme, est plus présente dans
le bulbe olfactif des femelles mais aussi des chiens agés comparés aux juvéniles. lls émettent alors
I’hypothése d’une supériorité des femelles concernant le travail d’olfaction.

e. Le microbiome : un nouvel élément dans I’olfaction ?

Chez 'Homme, le microbiome et la diversité de celui-ci est différent entre les personnes souffrant
d’hyposmie, les personnes normosmiques ainsi que les personnes ayant un odorat plus développé.
Ainsi, des différences de seuils de détection de molécules odorantes et de discrimination entre
plusieurs odeurs ont été notées. Certains microorganismes sont aussi plus présents chez les
personnes souffrant d’hyposmie (Koskinen et al., 2018).

B. L’éducation du chien

a. Le renforcement positif au coeur de I’éducation du chien pour une meilleure
efficacité

De nombreuses études se sont intéressées au bien-étre du chien et a sa capacité a apprendre avec
des méthodes basées sur I'aversion. Il a été montré que les chiens n’apprennent pas plus vite avec
des méthodes aversives (Cooper et al., 2014) mais que cela a un impact sur le bien-étre du chien
(Vieira de Castro et al., 2020). |l est donc conseillé d'utiliser le plus possible des méthodes basées
sur le renforcement positif.

Il a notamment été montré grace a la concentration plasmatique en cortisol, que le stress
post-exercice était plus important chez les chiens dont I'éducation est basée sur des méthodes
aversives (figure 27).
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Figure 27 Concentration en cortisol post entrainement en fonction de la méthode
d'éducation (Vieira de Castro et al., 2020)

_ 0,15 *
Q
@ |
=
3
[
Iy 0,10
2@ \
O -
o0
£ =

e
20
£ 0,05
=
= 0
% 2
g3
© 0,00
m
=) ]
e
=
<

-0,05

Group Aversive Group Mixed Group Reward

La méme équipe a analysé deux équipes de bindmes, une entrainée avec la méthode
traditionnelle de la Défense Belge et une expérimentale entrainée grace a un programme favorisant
la familiarisation a 'homme et la durée d’entrainement. Cette équipe a montré que I'entrainement
régulier et les interactions positives dans le binbme amélioraient sa performance (figure 28)
(Haverbeke et al., 2010).

La performance des chiens peut aussi étre reliée au comportement du maitre : en effet, une
étude sur des chiens militaires a montré que les binbmes chien-maitre ou le maitre récompensait
plus le chien (par I'intermédiaire de caresses, de jeux, de friandises, ...) étaient plus performants
que les autres binbmes (figure 29) (Haverbeke et al., 2008).
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Figure 28 Performance du bindme en fonction du groupe (Haverbeke et al., 2010)
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Figure 29 Importance de larécompense pour la performance des chiens de travail
(Haverbeke et al., 2008)
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La personnalité du maitre-chien est un élément semblant essentiel pour la performance du
binbme. Ainsi, une équipe s’est intéressée aux bindbmes de I'équipe cynotechnique de la Brigade
des Sapeurs-Pompiers de Paris et a révélé que certains traits comme le caractére consciencieux du
maitre, comprenant la tendance a étre organisé et discipliné, sont positivement corrélés a un meilleur
résultat pour le bindme De plus, les maitres exprimant plus le caractére « grégarisme » ont de
meilleurs résultats lorsqu’il s’agit d’améliorer les performances de leur binbme. L’équipe s’est aussi
intéressée a la correspondance des traits de personnalité des deux partenaires du binébme. Elle a
ainsi permis de mettre en évidence que les maitres et leurs chiens associés sur le caractere
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« neuroticisme » ont de moins bons résultats alors que les binbmes regroupés sur le caractére
humain « émotions positives » et « extraversion » ainsi que sur le trait du chien « familiarité pour
’lhomme » ont de meilleurs résultats concernant la vitesse, la précision et 'amélioration lors des
différentes activités effectuées (figure 30) (Hoummady et al., 2016).

Figure 30 Caracteres du chien et du maitre corrélés positivement aux performances
(Hoummady et al., 2016)
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b. Laisser du temps au chien entre les différentes phases d’entrainement

Afin d’optimiser les performances des chiens, certains auteurs se sont intéressés a la frequence des
entrainements des chiens pour obtenir le résultat souhaité. Meyer et Ladewig (2008) ont ainsi montré
l'importance de la fréquence d’entrainement en entrainant 18 chiens de race Beagle a effectuer une
action demandée. Dans leur étude, les chiens ont été divisés en deux groupes: un groupe
s’entrainant 5 fois par semaine (groupe 1) et un groupe s’entrainant une fois par semaine (groupe
2). Finalement, le groupe 2 a mis significativement moins de séances pour atteindre 'objectif (mais
pas moins de temps étant donné qu’ils ne faisaient qu'une séance d’entrainement par semaine) que
le groupe 1 (figure 31). Espacer les séances d’entrainement permettrait donc d’optimiser
I'apprentissage des chiens pour effectuer une tache donnée.
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Figure 31 Comparaison entre le temps mis par les chiens des deux groupes pour atteindre
I'objectif souhaité (Meyer et Ladewig, 2008)
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c. L’amélioration des capacités des chiens au cours de I’entrainement

Des chercheurs ont travaillé sur une méthode d’entrainement des chiens permettant d’avoir
d’excellents résultats avec une reproductibilité et une répétabilité importante. Avec la méthode
proposée par cette équipe, la sensibilité des chiens avoisinait les 90 % et la spécificité était autour
de 100 % dans la détection d’odeurs humaines pour des chiens de police judiciaire. Cette équipe a
aussi constaté que les chiens s’amélioraient au cours du temps avec I'entrainement (Marchal et al.,
2016).

d. La connaissance préalable de I'odeur

La connaissance préalable de I'odeur a discriminer ne permet pas aux chiens d’avoir de meilleurs
résultats aux tests de discrimination de cette méme odeur. Cependant, si on applique un
conditionnement pavlovien a cette odeur quelques jours avant le test de discrimination, alors les
chiens auront de meilleurs résultats lors des tests de discrimination. Une étude a mis cela en
évidence. Quatre groupes de chiens ont été formés : un groupe a été soumis a I'odeur pendant 30
minutes, un autre groupe a recu un conditionnement pavlovien a l'odeur qu’il allait devoir
reconnaitre, un autre groupe un conditionnement pavlovien a une odeur différente et un groupe
contréle. Finalement, il s’agit du groupe qui a regu un conditionnement pavlovien a 'odeur qui allait
lui étre présentée lors du test qui a eu des résultats plus rapidement (Hall et al., 2014). Ce type de
conditionnement méne aussi a de plus faibles seuils de détection (Hall et al., 2016).
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Figure 32 Le conditionnement pavlovien permet d'améliorer |'efficacité de I'entrainement
(Hall et al., 2014)
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e. La détection de I'odeur simple ou via un complexe d’odeurs ainsi que sa
concentration

Les recherches n'ont pas encore permis de savoir s’il est préférable d’entrainer les chiens grace a
une odeur pure ou de les entrainer avec une odeur comprise dans un complexe d'odeurs. Ainsi
certains auteurs affirment qu’il vaut mieux entrainer les chiens avec des complexes d’odeurs
contenant I'odeur cible (Fischer-Tenhagen et al., 2017) alors que d’autres préconisent d’entrainer
les chiens avec la molécule responsable de 'odeur en question sans autres odeurs autour (Gerritsen
et Haak, 2015).

En outre, la concentration de I'odeur va influencer I'activation du cerveau. En effet, une
concentration faible en molécules odorantes va permettre d’activer le cerveau de maniéere unilatérale
alors qu’une forte concentration va activer celui-ci bilatéralement (Jia et al., 2014).

f. Les altérations possibles de la performance du chien dues au maitre

Les chiens sont sensibles aux indications laissées par les maitres. Dans une expérience de Szetei
et al. (2003), dans laquelle les chiens devaient trouver la boite contenant un appat entre deux boites
identiques, les chiens faisaient plus d’erreurs lorsque le maitre pointait du doigt la mauvaise boite
(celle ne contenant pas d’appat).

Nous pouvons voir le résultat d'une des expériences précédemment citées (figure 33). Nous
constatons que le résultat du chien est meilleur lorsqu’il cherche sans autre indice que les indices
olfactifs naturellement délivrés par I'appat, que les résultats sont beaucoup plus faibles lorsque
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I'examinateur pointe du doigt la mauvaise boite mais qu’ils sont aussi plus faibles lorsque celui-ci
pointe du doigt la mauvaise boite alors que le chien avait vu 'appat étre caché dans l'autre boite
(deceptive pointing contra hiding).

Figure 33 L'effet du maitre sur le choix du chien (Szetei et al., 2003)
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Le chien va agir difféeremment si son maitre le regarde ou non. En effet, en fonction de la
présence du maitre dans la salle d’entrainement, du comportement du maitre, par exemple si le
maitre regarde ou non le chien, si le maitre n’est pas concentré sur le chien ou sur une autre activité,
alors le chien aura tendance a produire des comportements différents (Call et al., 2003). Les chiens
sont ainsi attentifs au comportement de leur maitre, concernant l'orientation de la téte, des yeux,
s’ils font une autre activité en méme temps et adaptent leur comportement et leur maniére d’agir en
fonction des comportements produits par le maitre (Schwab et Huber, 2006).

Les chiens peuvent aussi reconnaitre les expressions faciales de 'homme. En effet, une
étude a montré que si les chiens doivent choisir entre une photographie d’'une personne souriante
et une photographie de la méme personne avec le visage neutre, ils ont tendance a choisir la
photographie de la personne souriante (figure 34) (Nagasawa et al., 2011).
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Figure 34 Exemple de photographies utilisées pour I'expérience de Nagasawa et al. (2011)

a b c

s

Ces expressions faciales de 'homme peuvent ainsi étre utilisées par le chien pour prendre
des décisions : ce dernier va aller préférentiellement vers un objet qui sera associé a une expression
faciale positive du maitre (Buttelmann et Tomasello, 2013).

Finalement, différents critéres interviennent dans le choix d’'un chien : en effet, la race du
chien, le type de substance et le type d’environnement de recherche vont étre des éléments clés
influencant le pronostic olfactif du chien (figure 35) (Jezierski et al., 2014).

Figure 35 Facteurs influencgant le pronostic olfactif du chien (Jezierski et al., 2014)

Table 3
Detection parameters depending on searching site (pooled for all drugs).
Searching site Mean time + s.d. to correct % correct % misses (3) % false How many times the dog passed
indication (sec) (1) indications (2) alerts (4) <1m to hidden material before
indication (mean +s.d.) (5)
Rooms known to dogs 70+ 76" §3.2°%¢ 7.3%d 9.5%¢ 2728
Rooms unknown to dogs 64+ 808 83280 4,38 12.5%0 3.2+348%
Outdoors 61 +44° 8655 79" 5.8%F 33+38%
Cars outside 64+ 57° 6351560 14,6250 21.9%= 27+214
Cars inside 78+ 84° 57950 6.2° 35.9°0FC¢ 30+29%
Lineup of lugzage 273 + 2QABCDE 83,65 1.60=f 15.1% 1.9+ 1,64BCE

Figures in columns denoted with the same letter differ significantly: superscript capitals=P < 0.01, superscript small letters =P < 0.05.
Mann-Whitney U test for columns (1) and (5), Chi-square test for columns (2)—(4).

C. Comment maintenir les performances olfactives des chiens

a. Impact du changement de maitre

Le choix du maitre est trés important pour maintenir les performances olfactives des chiens de
détection. Des chercheurs ont montré qu’en changeant le maitre, la sensibilité et la valeur prédictive
négative du chien diminuaient mais aussi qu’il montrait plus de comportements liés au stress et était
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moins concentré. De plus, durant toute la période avec le maitre avec lequel il n’était pas habitué,
le chien ne progressait pas. Enfin, le temps passé a « sentir », a travailler, était plus important
lorsque le chien connaissait son maitre et ce temps passé a sentir était corrélé a une augmentation
de la sensibilité (Jamieson et al., 2018).

Certains chiens peuvent cependant travailler avec plusieurs maitres. En effet, dans la méme
étude, trois des neuf chiens n’ont pas vu leurs paramétres se dégrader avec I'autre maitre.

b. Le maintien des capacités olfactives et les altérations possibles

e Les altérations possibles
Différents phénomeénes peuvent avoir des effets sur les capacités olfactives des chiens.

o L’exposition chronique a la pollution

L’exposition chronique a la pollution urbaine engendre une inflammation chronique des voies
respiratoires hautes et basses avec des dommages dans les épithéliums respiratoires et olfactifs.
Les maodifications histologiqgues comprennent notamment une orientation anormale des neurones
sensoriels olfactifs, ainsi qu’'une dégénérescence des cellules avec une perte d’épaisseur de la
mugqueuse. Les plus vieux chiens, ayant été en contact plus longtemps avec la pollution urbaine
montrent des lésions séveres avec parfois pertes de cellules basales, sensorielles ou
sustentaculaires. Cette exposition chronique a aussi un effet sur les sites apuriniques/apyrymidiques
du bulbe olfactif qui constituent le premier relais synaptique du systéme olfactif (Calderon-
Garciduenas et al., 2003).

o Les médicaments

En médecine humaine, il a été montré que des nombreuses molécules sont a I'origine de dysosmie.
C’est par exemple le cas du sévoflurane, de la kétamine intranasale, d’antibiotiques tels que les
macrolides ou encore des anti-inflammatoires comme la prednisone (Nguyen-Khoa et al., 2007 ;
Kostopanagiotou et al., 2011 ; Tuccori et al., 2011 ; Elterman et al., 2014). En médecine canine, peu
de publications se sont intéressées aux dysosmies. En effet, celles-ci sont plus difficiles a objectiver.
Cependant certaines molécules telles que la dexaméthasone ou le métronidazole sont a l'origine
d’hyposmie. En effet, dans I'étude de Ezeh et al. (1992), il a été mis en évidence une hyposmie pour
le groupe de chiens traités avec de la dexaméthasone a 2 mg/kg comparé au groupe témoin lorsqu'’il
s’agissait de déterminer les seuils de détection au benzaldéhyde et a 'eugénol (figure 36). Une
hausse, plus tardive, des seuils de détection est aussi notée pour I'association hydrocortisone a
0,25mg/kg associée a du DOCA a 0,25 mg/kg.
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Figure 36 Effet de la dexaméthasone a forte dose sur I'odorat des chiens (Ezeh et al., 1992)
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Quant au métronidazole, il est aussi a I'origine de perte des capacités olfactives lorsqu’il est
administré a des doses de 25 mg/kg deux fois par jour durant 10 jours. Cette baisse des capacités
olfactives a été constatée sur deux substances explosives: le nitrate d’ammonium et le
trinitrotoluéne. La doxycycline quant a elle n’a pas eu d’effet sur les capacités olfactives des chiens
(Jenkins et al., 2016).

o Les conditions environnementales

L’humidité semble étre un facteur favorisant la recherche d’odeur mais au contraire la pluie va étre
un facteur négatif pour la recherche (Jenkins et al., 2018).

De plus, une chaleur au-dessus de 15 °C semble étre un facteur défavorisant pour les chiens
car une baisse des capacités olfactives est constatée au-dessus de cette valeur (Brauer et Blasi,
2021).

Enfin, la déshydratation, par I'intermédiaire de la déshydratation de la muqueuse nasale va
entrainer une baisse de 'activité des enzymes et de la fluidité de la membrane. D’apres Altom et al.
(2003), cela altérerait la fonction des récepteurs olfactifs dans la muqueuse olfactive et la
transduction du signal électrique.

o L’entrainement

L’activité physique affecte I'acuité olfactive des chiens n’ayant pas I'habitude de s’entrainer. En effet,
apres une activité physique, les chiens non entrainés vont avoir une perte significative de leur
capacité olfactive (Altom et al., 2003). Cela s’expliquerait par le fait que les chiens entrainés
respireraient moins par la bouche et auraient donc plus de molécules olfactives arrivant au niveau
des récepteurs olfactifs. Il existe une corrélation positive entre la fréquence des reniflements et
I'efficacité du travail d’olfaction (Gazit et Terkel, 2003). En outre, suite & une activité physique
intense, on observe une réduction de la fréquence de reniflements et une augmentation de la
fréquence d’halétement qui sont corrélées a une baisse d’efficacité dans I'activité de recherche
(figure 37) (Gazit et Terkel, 2003).
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Figure 37 Effet de I'activité physique sur différents parametres liés a I'olfaction (Gazit et
Terkel, 2003)
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Fig. 3. Flow chart: the effect of strenuous activity on dog’s detection ability

o Les virus

Certains virus, par l'inflammation générée dans les cavités nasales, vont entrainer une baisse de
contact entre les molécules odorantes et I'épithélium olfactif ce qui va provoquer une hyposmie.
Deux virus ont hotamment été mis en cause : le virus provoquant la maladie de Carré et le
Parainfluenza virus canin (L. J. Myers et al., 1988 ; L J Myers et al., 1988).

o L’alimentation

L’olfaction des chiens est conditionnée par la prise alimentaire : en effet, il a été montré que I'huile
de noix de coco abaissait les performances olfactives des chiens (Angle et al., 2014). Cependant,
I’huile de mais semble avoir I'effet inverse (Altom et al., 2003). Enfin, bien que cela n’ait pas été mis
en évidence chez les chiens, une étude a montré que le jeine augmente les capacités olfactives
chez le rat alors que la satiété les diminue (Aimé et al., 2007).

o Le stress

Le stress peut étre un facteur de diminution de la qualité olfactive des chiens. Pour cela, nous
pouvons agir sur plusieurs facteurs : la présence de congénéres ou encore un environnement
sécurisant et enrichi pour le chien (Gaines et al., 2008 ; Walker et al., 2014).

D. Les composés organiques volatils au cceur de la démarche

a. Un grand nombre de COV dans I'organisme

Les composés organiques volatils (COV) sont des composés organiques avec une pression de
vapeur élevée a des températures d’intérieurs typiques. Ainsi, ces molécules s’évaporent ou se
subliment & proximité de la source. Ces composés peuvent étre retrouvés a partir de nombreux
types de prélévements (sang, urine, sueur, ...) et de nombreux composés sont spécifiquement
associés a des maladies tels que I'asthme, des cancers, le diabéte sucré, la tuberculose ... Ainsi,
bien que des chercheurs aient retrouvé au moins 381 COV différents dans les féces d’étres humains,
des chiens entrainés a reconnaitre Clostridium difficile dans des échantillons de féeces humains ont
montré une sensibilité et une spécificité de 86 et 97 % respectivement malgré la présence naturelle
d'une grande quantité de virus et de bactéries dans ces échantillons (Bomers et al., 2014). Ce
nombre de COV atteint méme les 532 pour les sécrétions issues de la peau (Costello et al., 2014).
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e Le volatilome et les différences entre les étres humains

Le volatilome est ainsi défini comme I'ensemble des composés organiques volatils produits par un
étre humain, il est le reflet du métabolisme global d’'un individu (C. Angle et al., 2016). Ce volatilome
est encore assez mal caractérisé car il varie entre les individus (Schmidt et Podmore, 2015). Par
exemple I'analyse d’un échantillon de respiration comprend environ 200 COV différents mais 3481
COV ont été détectés dans les échantillons de 50 personnes, enfin seuls 27 d’entre eux ont été
retrouvés chez les 50 patients (Phillips et al., 1999). Les COV retrouvés dans l'air expiré varient
notamment en fonction de I'age, du sexe mais aussi du statut fumeur ou non-fumeur du patient
(Kischkel et al., 2010).

e La concentration de ces COV

Ces composés sont relachés a des concentrations allant de la partie par milliards dans les produits
issus de la respiration jusqu‘a la partie par millions pour certains composés retrouvés dans le sang
ou encore dans les urines (Schmidt et Podmore, 2015).

b. Des COV produits spécifiquement par les pathogénes

Différentes maladies sont a l'origine d’'une production de COV différents. C’est notamment le cas
lors de cancers, de bronchopneumopathie obstructive chronique ou encore d’asthme (Darwiche et
al., 2011 ; Meyer et al., 2014 ; Besa et al., 2015). Dans le cas de bronchopneumopathie obstructive
chronique, la détection des COV dans l'air expiré par les patients a été réalisée grace a de la
spectrométrie a mobilité ionique et six COV se sont révélés étre de bons marqueurs de cette maladie
face a des patients, fumeurs et non-fumeurs, non atteints de cette maladie. Concernant I'asthme,
16 COV ont été identifiés, par chromatographie en phase gazeuse et spectrométrie de masse,
pouvant permettre de discriminer les patients atteints d’asthme et ceux ne I'étant pas avec une
sensibilité de 100 % et une spécificité de 91 % bien que seulement 5 COV étaient nécessaires pour
avoir une sensibilité de 100 % et une spécificité de 85,3 % (figure 38) (Meyer et al., 2014).
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Figure 38 Sensibilité et spécificité des COV en fonction de leur nombre (Meyer et al., 2014)
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Figure 1

Course of sensitivity and specificity as a function of the number of VOCs involved in the discriminant
analyses. The senzitivity and specificity to discriminate between asthma and healthy subjects depends on the
number of VOCs (A). The correct classification of asthma and healthy subjects as a function of the VOCs is
presented (B).

De nombreuses bactéries possédent des métabolismes qui leur sont propres et qui
produisent donc des composés organiques volatils propres (Bos et al., 2013).

Y

A partir de cultures cellulaires, certains auteurs ont réussi a mettre en évidence une
différence dans les COV libérés entre des cellules infectées et des cellules non infectées. Ainsi, cela
a été montré sur des cellules trachéobronchiques humaines infectées ou non par un rhinovirus
humain (Schivo et al., 2014). Ces COV semblent aussi différents en fonction de I'agent pathogéne
infectant la cellule car des lymphoblastes B ont eu des COV différents lorsqu’ils étaient infectés par
trois sous-types d’influenza virus différents (Aksenov et al., 2014).

Les infections par les pathogénes sont responsables d’'un changement dans le nombre et le
type de COV, il est donc probable qu’une association de COV ou bien un seul COV issu d’une
infection produisent une odeur spécifique pour le chien (C. Angle et al., 2016). Nous ne savons
cependant pas ce que les chiens détectent lors de leur travail.

L’analyse des COV fait intervenir diverses techniques comme la chromatographie ou encore
la spectrométrie de masse mais l'inconvénient avec ces méthodes d’analyses est qu’elles ne sont
pas transposables directement sur le terrain et ne peuvent donc pas détecter des COV directement
ou suivre un de ces composés a la trace. De plus, ces techniques devraient alors faire face a des
changements d’environnements comme I'’humidité, le vent ou encore la température.

c. L’intérét des chiens dans la détection de ces COV

L’intérét des chiens pour la détection de ces COV réside aussi dans le fait qu'ils sont capables de
détecter de trés petites quantités de molécules. Cette caractéristique a été trouvée sur la molécule
n-amyl acétate pour laquelle deux chiens, un Schnauzer et un Rottweiler, ont été entrainés durant
six mois pour la détecter & des concentrations différentes. Ces chiens ont ainsi été en mesure de
détecter la molécule pour des concentrations de 1,9 et 1,14 ppt (Walker et al., 2006). Le seuil de
détectabilité de 'lHomme pour la méme molécule s’étend quant a elle de 167 ppb a 7 ppb (Walker
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et al., 2003). En comparant les deux résultats, nous nous apercevons donc que, pour cette molécule,
le seuil de détectabilité des chiens est 10 000 & 100 000 fois plus bas que pour les Hommes (Walker
et al., 2006). Les chiens peuvent donc signaler la présence des trés petites quantités de molécules
voire de combinaisons de molécules (Walker et al., 2006 ; Cerreta et Furton, 2015). On peut alors
supposer que les chiens sont capables de détecter une grande proportion des COV libérés par
'organisme.

d. Le SARS-CoV2 a-t-il une odeur pouvant étre détectée par les chiens ?

e [a variabilité de l'utilisation de 'odorat des chiens comme base pour le travail

Le chien est utilisé depuis des dizaines d’années pour ses propriétés olfactives, notamment pour
rechercher des blessés au combat durant la premiére guerre mondiale, pour rechercher des aliments
tels que des truffes, ...

De nos jours, plusieurs équipes se sont intéressées aux chiens comme une aide potentielle dans
la détection ou la surveillance d’affections médicales. C’est notamment le cas en cancérologie ou
plusieurs études ont été menées. Ainsi nous pouvons tout d’abord citer des cas de détection
spontanée d’un chien vis-a-vis du cancer de son maitre qui sentait de maniére répétée la jambe de
ce dernier (Williams et Pembroke, 1989) ou encore d’'un chien qui léchait une Iésion derriére I'oreille
de son maitre et qui s’est révélée étre un mélanome malin (Campbell et al., 2013).

La variabilité de l'utilisation des chiens est visible lorsque I'on regarde tous les domaines
médicaux dans lesquels ils peuvent étre utilisés. Parmi les affections que les chiens peuvent
détecter :

- Des cancers : cancer du col de I'utérus a partir de prélevement d’'urine (Yamamoto et al.,
2020), cancer de la vessie (Willis et al., 2004 ; Willis et al., 2011), cancer de la prostate
(Taverna et al., 2015), cancer colorectal (Sonoda et al., 2011), cancer hépatocellulaire
(Kitiyakara et al., 2017), ... ;

- Des crises d’épilepsie (Catala et al., 2019 ; Maa et al., 2021) ;

- Les hypoglycémies (Wilson et al., 2019 ; Rooney et al., 2019) ;

- Le paludisme (Guest et al., 2019) ;

- Des Staphylococcus aureus dans le lait de vache (Fischer-Tenhagen et al., 2018).

e [ a détection d’un virus aux Etats-Unis

Une étude parue en 2016 a aussi permis de montrer que les chiens sont capables de reconnaitre
des cellules infectées par un virus et de discriminer le virus cherché par rapport a d’autres virus (T.
C. Angle et al., 2016). Ainsi deux chiens ont été entrainés a discriminer des cellules infectées par le
Bovine Viral Diarrhea Virus (BVDV) de cellules non infectées puis a discriminer ce BVDV de cellules
infectées soit par le bovine herpes virus 1 soit par le bovine parainfluenza virus 3. Ces deux
Labradors ont été éduqués durant 2 mois et ont montré une sensibilité de 85% et 96% ainsi qu'une
spécificité de 98% et 99% (figure 39).

Page 54



Figure 39 Données de I'expérience pour la détection du BVDV (T. C. Angle et al., 2016)

Dog 1 Dog 2
Sansitivity 0.85 0.BaT
Specificity ke | 0.ead
Totel nurmiber of seanch past tangets (Le., missas) B 1
Total numiber of posive indicafions 28 20
Totel numiber of positve frisls | A
Totel numiber of blank trials {i.e., no BYDW present) 24 20
Totel numiber of negative samples searched nr 7
Totel number of fals ndications B 2

Il s’agit d’'un des piliers de notre étude qui nous a permis de nous intéresser a la capacité
olfactive des chiens dans la détection du SARS-CoV2.

Page 55



Page 56



Deuxieme partie : étude expérimentale : la
détermination de la sensibilité et de la
spécificité des chiens pour la détection
du SARS-CoV2

1. Introduction

De nombreuses études font part de la capacité olfactive des chiens dans la détection d’affections
médicales. La détection par les chiens pourrait donc devenir une méthode alternative et non invasive
pour prendre en charge certaines affections. Pour la présentation des études qui vont suivre, nous
nous sommes intéressés a la détection du SARS-CoV2, en démontrant tout d’abord I'intérét des
chiens dans sa détection, puis en déterminant certains parametres tels que la sensibilité et la
spécificité de nos chiens dans la détection de ce virus.

2. Lamise en évidence de la détectabilité du SARS-CoV2

La premiére étape de notre travail de recherche a été de montrer que le SARS-CoV?2 était détectable
par les chiens. Cette partie a conduit a la publication : « Can the detection dog alert on COVID-19
positive persons by sniffing axillary sweat samples ? A proof-of-concept study » (Grandjean et al.,
2020) (annexe 2).

A. Matériel et méthode

a. Le choix des échantillons axillaires

Le choix des échantillons s’est porté sur la sueur axillaire pour différentes raisons : la plupart des
chiens qui ont participé a cette étude étaient des chiens de recherche de personnes ensevelies ou
disparues appartenant a des pompiers et recherchant 'odeur humaine probablement en détectant
des molécules issues de la sueur. De plus, dans un souci de protection des préleveurs, il
apparaissait peu probable que la salive d’'un patient contaminé par le SARS-CoV?2 soit retrouvée au
niveau de ses aisselles. Enfin, il s’agit d’'une région relativement accessible pour les prélévements
et qui semblait étre adéquate pour une détection par I'olfaction canine.

Cependant, étant donné que nous ne savions pas si la transmission du virus pouvait étre
réalisée a partir de la sueur (Propper, 2020), nous avions pris des précautions afin de réaliser les
prélévements pour éviter toute contamination.
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e Les critéres d’inclusion des prélevements

Le test de référence que nous avons utilisé pour ces études est le test RT-PCR. Cependant, ce test
PCR ne constitue par un gold standard pour plusieurs raisons :

- Le Ct, ou phase d’amplification : en effet, lorsque le Ct sera trés élevé (au-dessus de 24), la
positivité du test sera moins fiable concernant la contagiosité du patient. En effet, cette
positivité pourra signer une infection ancienne (Bullard et al., 2020) ;

- La qualité du préleveur et de son geste de prélevement : I'écouvillon doit ainsi atteindre la
zone du pharynx et aucune contamination ne doit avoir lieu durant ce prélévement.

La période ovulatoire chez la femme est un critére d’exclusion car elle est a risque de perturber
I'odorat des chiens et en particulier du chien male.

e Le choix du support d’échantillons
Trois types de support d’échantillons (figure 40) ont été utilisés au cours de cette étude :

- Des polymeéres inertes fournis par I'entreprise Gextent utilisés pour la détection d’explosifs,
la détection de drogues ou pour de la criminologie ;

- Des filtres stériles fournis par I'entreprise Diag’Nose ;

- Des compresses stériles.

Les filtres et les compresses ont été utilisés pour chaque patient afin de déterminer si 'un ou
I'autre des supports d’échantillons permettaient une meilleure détection par les chiens.

Figure 40 Polymeres inertes et filtres de la société Diag’Nose (Grandjean et al., 2020)
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Durant les expériences, ces échantillons ont été posés dans des cones en acier inoxydable avec
des soudures lisses et étanches (figure 41). Ces cbnes ont plusieurs avantages :

- lls sont facilement nettoyables et permettent donc de ne pas avoir d’odeur parasite pour les
chiens et d’éliminer les résidus de virus ;

- lls permettent aux chiens mais aussi a leurs maitres de ne pas étre directement en contact
avec les individus testés et donc potentiellement positifs ;

- L’environnement peut étre maitrisé et permet donc une bonne reproductibilité de
I'expérience.

Les principales contraintes liées a ce support sont la main d’ceuvre qui est plus importante pour
la gestion des supports et le temps de détection qui sera allongé car il faut mettre en place le
dispositif.

Figure 41 Support d'échantillon utilisé dans nos études (Grandjean et al., 2020)
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Figure 42 Eléments utilisés dans le cone d'olfaction
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b. Les critéres de recrutement

¢ Les hépitaux de provenance des échantillons
Les échantillons provenaient de quatre hdpitaux de région parisienne :

- L’Hépital d’Instruction des Armées Bégin a Saint-Mandé ;

- Le Centre Hospitalier Francois Quesnay a Mantes-la-Jolie ;
- Le Grand Hépital de L’Est Francilien a Jossigny ;

- L’Hobpital Henri Mondor a Créteil.

Au Liban, les prélévements provenaient d’'un hépital : 'Hbpital Hotel Dieu de France a Beyrouth.

o Les criteres d’inclusion des patients positifs et négatifs au SARS-CoV?2

Les individus étaient considérés positifs au SARS-CoV2 s'ils présentaient des symptomes et s’ils
étaient positifs a la RT-PCR. Les patients ayant recus des traitements médicaux depuis plus de 36h
n’étaient pas inclus dans I'étude afin d’éviter de potentiels biais dus aux traitements regus par les
patients positifs au SARS-CoV?2.

En ce qui concerne les patients négatifs au SARS-CoV2, ils étaient recrutés dans I'étude s’ils
ne montraient aucun signe de la maladie et s’ils avaient regu un test PCR négatif au SARS-CoV2. Il
s’agissait de patients hospitalisés dans les différents hépitaux pour d’autres raisons que l'infection
au SARS-CoV2 ou d’infirmiers travaillant dans les différents hopitaux de I'étude.

Une autre source de biais pour 'odorat canin est la présence de 'odeur de I'hdpital (Walczak
et al., 2012 ; Pirrone et al bertini, 2017). Pour prévenir ces biais, a chaque fois qu’un patient positif
était recruté dans un hépital, un patient négatif était recruté dans le méme hépital.
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c. La méthode de préléevement des échantillons

Dans le cadre de cette étude, des échantillons de sueur axillaire ont été utilisés. Les docteurs,
internes ou infirmiers qui prélevaient les échantillons avaient recu une vidéo explicative et
I'équipement nécessaire pour ne pas contaminer les échantillons avec leur propre odeur. Ces
préleveurs faisaient signer une feuille de consentement éclairé aux patients avant chaque
prélevement (figure 43).

Figure 43 Feuille de consentement éclairé (Grandjean et al., 2020)

ce virus.
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II- Introduction

La détection olfactive précoce de maladies chroniques prolifératives (cancers) ou dégénératives (Parkinson)
par des chiens diiment formés se développe rapidement de par le monde (France : projets NOSAIS et KDOG). Les
recherches antérieures ont confirmé la présence de VOC (Volatile Organic Compound) spécifiques engendrées
par linfection virale chez les personnes infectées, tout comme c'est le cas pour certaines maladies virales des
bovins maintenant détectées par des chiens aux Etats Unis (Par exemple, maladie des muqueuses).

L'objectif de ce travail de recherche est daugmenter nos moyens de dépistage facile et rapide, ce
qui sera précieux a lavenir. Et c'est en acceptant aujourd’hui de vous faire prélever, que vous participerai de
fagon active a ce projet de santé mondiale ! Nous insistons sur le mot mondial, car si nous réussissons, la
méthodologie sera diffusée dans le monde entier.

Perspectives :

La réussite de cette approche pourrait permettre de faire un pré-dépistage d'un grand nombre de
personnes visant a ne tester de maniére classique que les personnes positives a ce pré-test (gain de tests et de
temps).

La validation de ce test pourrait présenter un grand intérét lors de la procédure de déconfinement et en l'occasion
de possibles vagues épidémiques futures.

L’équipement pour prélever des patients positifs ou négatifs était différent. Ainsi, pour le
préléevement des patients positifs, le préleveur disposait de deux paires de gants chirurgicaux (que
le préleveur changeait entre chaque patient) ainsi qu’'une tenue compléte de protection contre le
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SARS-CoV2. Les préléevements de patients négatifs ne nécessitaient pas une protection compléte,
mais une attention particuliére était faite pour éviter de contaminer les prélevements. Les préleveurs
étaient donc munis d’'une paire de gants chirurgicaux. Pour les deux types de patients, positifs et
négatifs, le matériel de prélévement restait au contact des aisselles des patients durant 20 minutes.
Les gants chirurgicaux étaient de la méme marque pour les patients positifs et négatifs d’'un méme
hopital.

d. La conservation des échantillons

Les échantillons étaient mis dans des bocaux anti-UV stériles préalablement désinfectés. Afin de
différencier les bocaux, des codes ont été apposés et définis de la facon suivante :

- Le code de 'établissement ;

- Le numéro de I'échantillon ainsi que la localisation du prélévement (aisselle gauche ou
droite) ;

- La nature du prélévement (positif ou négatif).

Ces prélévements étaient ensuite placés dans une deuxieme enveloppe plastique. Puis ils
étaient acheminés depuis I'hépital de prélévement jusqu’a 'ENVA dans des glaciéres différentes
pour les deux types de prélevements mais de méme marque et désinfectées grace a une solution
aqueuse d’acétone a 10% aprés chaque utilisation.

Il a aussi été montré que le premier coronavirus, le SARS-CoV, ne survivait pas plus de quelques
heures sur du coton (figure 44), matiére utilisée pour nos prélévements (Lai et al., 2005). Nous avons
donc choisi d’attendre 24h aprés le prélévement afin d'utiliser les différents échantillons.

Figure 44 Survie du SARS-CoV en fonction du matériau (Lai et al., 2005)

Time taken to inactivate
SARS-CoV by surface

Inoculation, Disposable Cotton
TCID./mL Paper gown gown
100 24 h 2 days 24 h
108 3h 24 h Th
10° <5 min 1h 5 min

Une fois arrivés sur le site pour étre testés, les échantillons étaient conservés dans un seul
endroit sans mélanger les échantillons positifs et négatifs. Le taux d’humidité, mesuré sur les deux
sites, était de 45% et la température était de 18°C sur le site de 'TENVA et 6°C sur le site de Beyrouth.

La sueur étant non stérile, des bactéries sont présentes sur cette derniére. Le développement
de ces bactéries peut conduire a une modification de I'odeur dégagée par le prélevement. Nous
n’utilisions donc pas de prélévements qui dataient de plus de cing jours.

Les données des patients ont été anonymisées et rentrées dans un fichier informatique
(figure 45).
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Figure 45 Fichier regroupant les informations des patients
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e. L’éducation des chiens pour nos études

¢ Les différents chiens utilisés
14 chiens ont été utilisés pour cette étude et exercaient dans trois spécialités différentes : la
détection d’explosifs, la recherche de personnes ensevelies ou disparues ainsi que la détection du
cancer colorectal. Aucun chien de détection de drogues n’a été utilisé car nous ne pouvions pas
nous assurer que les patients prélevés n’avaient pas été en contact avec de telles substances qui
auraient été détectées par ces chiens par l'intermédiaire des COV émis par la sueur.

Sur les 14 chiens présents au départ seulement 6 chiens ont participé a la session de
validation. Ces derniers ont été choisis par rapport a leurs résultats aux sessions d’entrainements.
La phase d’entrainement a duré entre une et trois semaines pour ces six chiens. Ces chiens et leurs
spécialités sont présentés dans le tableau 1.

Tableau 1 Chiens utilisés dans I'étude

Name Gender Breed Age Organisation involved Specialty
Paris Guess F Belgian Malinois 8 years Cynopro detection Dog Explosives
Maika F Belgian Malinois 3 years Fire and Emerg. Dept. 77 Search and rescue
Gun M Belgian Malinois 16 months Cynopro detection Dog Explosives
Oslo M Belgian Malinois 18 months DiagNose Explosives
Beirut Bella F Belgian Malinois 6 years Mario-K9 Colon Cancer
Jacky M Jack Russell terrier 3 years Mario-K9 Colon Cancer

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243122.1001
Les lignes a analyser étaient composées de :

- 4 cdnes avec un échantillon positif et trois échantillons négatifs pour les chiens Oslo, Bella
et Jacky ;

- 3 cbnes avec un échantillon positif et trois négatifs pour 44 des 47 essais de Gun ;

- 4 cbnes avec un échantillon positif, un ou deux cones vides et au moins un échantillon
négatif pour Guess et Maika.
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e La formation des chiens

Le but de la formation était de créancer le chien sur I'odeur signifiant la présence du SARS-CoV2.
Parmi les difficultés spécifiguement retrouvées pour notre formation il y avait :

- Lafiabilité des tests PCR avec la possibilité de faux-positifs mais aussi de faux-négatifs ;

- L’absence de connaissances sur le virus, d’autant plus au début de la formation, et en
particulier sur le type de substance que devaient détecter les chiens ;

- Au cours de nos expériences, I'apparition de variants pouvait remettre en cause
I'entrainement de nos chiens.

o Le conditionnement opérationnel et les moyens de récompenser le chien

Le conditionnement opérationnel, contrairement au conditionnement pavlovien, se base sur 'ajout
d’'une récompense lorsqu’un comportement précis est proposé par le chien en réponse au stimulus
prévu. Le schéma est donc le suivant : le chien percoit un stimulus, il exécute un comportement
attendu et défini par le maitre, puis ce dernier donne une récompense (jouet, friandise, ...) au chien.

Le but est ici de récompenser le chien lorsqu’il marque un prélévement positif avec une
caresse, un jouet, une friandise... La formation de nos chiens se basait donc essentiellement sur le
renforcement positif. Au contraire, lorsqu’ils se trompaient, alors les maitres-chiens n’avaient pas
d’interactions avec leurs chiens. Il faut donc théoriquement étre parfaitement sOr du statut des
préléevements utilisés pour entrainer les chiens. Un test dit gold standard, c’est-a-dire un test qui
posséde une sensibilité et une spécificité de 100 % doit donc étre utilisé dans ce cas. La PCR,
comme les autres tests de détection de ce virus, n’est pas un gold standard et laissait donc un doute
sur la nature des prélévements utilisés (Edwards et al., 2017).

o Premiére étape : la familiarisation avec le céne

La formation débute par la familiarisation avec le céne, c’est-a-dire que le chien apprend a mettre
son nez dedans, lorsque le chien met sa truffe dans le céne, alors il est récompensé. Lors de cette
étape, un seul céne est présent dans la piece. L'odeur présente dans le céne n’est pas forcément
celle que le chien devra détecter par la suite. Il s’agit d’'une étape de familiarisation avec le céne
mais pas avec I'odeur cible. Il n’y a donc pas besoin de mettre des prélevements positifs au SARS-
CoV2 a ce moment mais plutét une odeur motivante pour le chien qui peut étre des biscuits, des
croquettes, un jouet, placés dans le bocal derriére le cbne.

Un point important a souligner est la nécessité d’avoir un marquage précis, c’est-a-dire qu’a
chaque fois que le chien produit I'action voulue (et d’'une durée attendue), il faudra le récompenser
directement et le plus souvent possible pour que le chien integre I'exercice.

Le chien doit étre dans un environnement propice pour travailler. En effet, il faut que dans la
salle de travalil, il y ait le moins possible de stimulations parasites pouvant altérer la concentration
du chien (pas de mouvements, de lumiére pouvant perturber le chien, d’odeurs annexes, ...). De
plus, la récompense doit permettre au chien d’étre motivé par I'exercice mais ne doit pas le
déconcentrer, les jouets ou les friandises qui empécheront le chien d’étre concentré seront donc a
proscrire.

Enfin, concernant les sessions d’entrainement, ces derniéres doivent étre réguliéres mais
pas trop longues pour gue le chien ne se lasse pas de son travail. Il faut donc observer attentivement
le chien et rechercher des signes de lassitude pour que sa motivation reste intacte. Avant chaque
entrainement, il faut conditionner le chien & se préparer aux sessions. Ainsi, il faut le détendre avant
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chaque session avec un peu de jeu, une petite balade puis le préparer avec des objets utilisés
exclusivement pour la recherche olfactive : un harnais, une laisse particuliere, un équipement
particulier du maitre-chien.

Le timing de la récompense est ici trés important, surtout sur la premiére phase dans laquelle
le chien apprend a se servir du céne. |l faut ainsi que la récompense soit donnée a l'instant ou le
chien met sa truffe dans le cone. Par la suite, lorsque le chien a compris qu’il devait effectuer cette
action, on peut allonger le moment entre l'insertion de la truffe dans le céne et la récompense pour
que le chien reste plus longtemps le nez dans le cone.

Il faut ensuite obtenir un marquage précis du chien. La encore, il n'y a pas besoin d’avoir
I'odeur cible dans les cones pour entrainer le chien mais il est toujours nécessaire d’avoir une odeur
motivante. Lors de cette étape, il est important de récompenser le chien lorsqu’il exécute
précisément I'action convenue avec le marquage voulu. La précision de I'identification va permettre
d’augmenter la fiabilité lors des tests.

Le maitre doit avoir une attitude la plus neutre possible afin de ne pas influencer le chien et
idéalement ne pas le tenir en laisse. En effet, la conduite en laisse, bien que permettant de le
canaliser, est difficile a gérer pour le maitre car ce dernier ne doit pas donner de signe indirect au
chien par l'intermédiaire d’a-coup, ou de son positionnement par rapport au chien. Il faut ainsi
préférer la conduite en libre du chien, c’est-a-dire une conduite sans laisse et sans mouvement du
maitre, afin que le chien intégre son role. Il est bien sir possible de commencer par une conduite
en laisse puis une conduite en semi-libre, c’est-a-dire sans laisse mais en montrant au chien les
cbnes tout au long de I'exercice (figure 46), et enfin en libre (sans laisse et sans mouvement).

Figure 46 Conduite en semi-libre

o Deuxieme étape : la reconnaissance et la discrimination de 'odeur du SARS-CoV2

Le but de cette étape est d’apprendre au chien a discriminer 'odeur du SARS-CoV2. Il faut alors
rajouter un cbne vide, c’est-a-dire avec un bocal vide derriére le cdne d’olfaction, en plus de celui
comportant 'odeur motivante.
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On peut alors augmenter le nombre de cdnes vides pour rendre I'exercice plus difficile. Des
lignes de cbnes sans odeur motivante peuvent aussi étre intégrées a ce moment. |l faudra alors que
le maitre emmeéne le chien en dehors de la ligne, lorsque ce dernier aura fini sa ligne, pour éviter au
chien de s’attarder sur les cbnes et qu’il ne se pose trop de questions. Le chien devra alors
comprendre qu’il est possible de parcourir une ligne de coénes d’olfaction sans odeur motivante sur
cette derniére. Il s’agit d’'une étape importante dans la formation des chiens pour laquelle le chien
devra étre récompensé lorsqu’il ne détecte pas de cbne avec I'odeur motivante. Par la suite, cette
étape permettra au chien de signaler qu’il n’y a que des prélévements négatifs dans la ligne qu'on
lui a donnée a analyser. Enfin, des odeurs parasites, c’est-a-dire n'importe quelle odeur n’étant pas
I'odeur motivante, peuvent étre placées dans les cones a ce moment. Il est cependant important de
ne pas aller trop vite lors de cette étape pour ne pas mettre en erreur le chien et abaisser sa
motivation.

Si le chien marque le cone vide, il n’obtient pas sa récompense. |l faut alors rechercher les
éléments qui ont pu l'induire en erreur voire méme retourner a I'étape 1 si le conducteur s’apercoit
que son chien n’a pas bien mémorisé I'odeur. La place de I'odeur motivante sur la ligne doit varier
pour éviter au chien de ne marquer que le méme céne sur la ligne.

Un autre élément a prendre en compte lors de cette étape est la relance du chien aprés un
marquage d’un cOne avec l'odeur motivante ou cible pour qu’il puisse marquer plusieurs
prélévements positifs sur une méme ligne. Pour commencer, il ne faut pas intégrer plus de deux
cbnes avec I'odeur motivante sur la ligne puis passer a deux cones avec 'odeur motivante et des
cbnes avec des odeurs parasites. Enfin, il faut augmenter le nombre de cbénes avec l'odeur
motivante.

o Troisieme étape : apprendre au chien I'odeur cible 8 mémoriser

Il faut que les précédentes étapes soient maitrisées. Pour cela, le maitre peut récompenser le chien
dés qu'il rencontre la substance cible puis, lorsqu’il pense que son chien commence a mémoriser
I'odeur, il le laisse marquer de lui-méme. Une autre méthode consiste a déposer I'odeur motivante
utilisée lors des précédentes étapes avec I'odeur cible puis de réduire sa concentration pour que le
chien intégre la nouvelle odeur.

Il est important a cette étape que la récompense soit trés appréciée par le chien et d’autant
plus au tout début de I'étape, au moment ou le chien apprend la nouvelle odeur a mémoriser.

Une fois que le chien a mémorisé I'odeur, il est important de bien recommencer les étapes
précédentes avec des lignes sans préléevement positif, avec plusieurs préléevements positifs, des
odeurs parasites et prendre son temps pour ne pas frustrer le chien.

o Quatrieme étape : l'intégration des prélévements négatifs

Pour cette étape, il faut commencer par intégrer un seul préléevement négatif sur la ligne de cones
et progressivement augmenter ce nombre de prélevements jusqu’a ne plus avoir de cénes vides. La
encore il faudra réintégrer les étapes de relance et de lignes vides pour que le chien s’habitue au
maximum de situations possibles.

Les prélevements négatifs et positifs doivent, autant que possible, étre comparables entre
eux sur une méme ligne pour éviter que le chien ne mémorise une odeur parasite (Edwards et al.,
2017). Par exemple, si un chien n’est soumis qu’a des prélévements positifs de personnes agées et
des prélévements négatifs de personnes jeunes, alors un biais de détection pourra s’installer chez
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le chien. Cela vaut aussi pour les lieux de prélévements tels que les hépitaux, la procédure de
prélevement ainsi que le stockage des échantillons. Idéalement, la seule différence entre les
prélevements doit étre le statut positif ou négatif. Enfin, un maximum de prélévements provenant
d’individus différents et vivant dans des environnements variés, doit étre utilisé pour augmenter la
capacité de discrimination des chiens (Edwards et al., 2017).

Figure 47 Ligne de cOnes utilisée dans cette étude (Grandjean et al., 2020)

LINE OF 4 SAMPLES

Enfin, les prélevements utilisés pour la période d’entrainement ne doivent pas étre les
mémes que ceux utilisés pour la période de validation des chiens mais la maniére de les recueillir
doit étre identique.

¢ La question du portage passif des chiens

Une étude de Sit et al. (2020) a démontré que les chiens pouvaient étre contaminés par le SARS-
CoV2. Il s’agissait pour les deux cas d’'un portage asymptomatique sur des chiens vivant avec des
personnes contaminées par ce virus mais les auteurs ne savaient pas si celui-ci pouvait étre transmis
aux humains a partir des chiens. Une autre étude réalisée au sein de 'TENVA a montré que les
animaux des étudiants atteints par le COVID-19 n’étaient pas porteurs du virus (Temmam et al.,
2020).

Le laboratoire Idexx a aussi testé plus de 6000 animaux entre février et mars 2020 qui se
sont tous montrés étre négatifs au SARS-CoV2 (« Overview of IDEXX SARS-CoV-2 (COVID-19)
RealPCR Test - IDEXX US », 2020) (figure 48).
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Figure 48 Résultats de I'étude d'IDEXX
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Enfin, le « Center for Disease Control and Prevention » aux Etats-Unis considere que le
risque de transmission du SARS-CoV2 depuis les animaux vers les Hommes peut étre considéré
comme faible (CDC, 2020).
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B. Les résultats

a. L’analyse statistique et le nombre d’échantillons récoltés

Le but de cette étude étant de savoir si les chiens discriminent 'odeur du SARS-CoV2, I'analyse
statistique s’est donc intéressée aux taux de succés des chiens. Nous avons utilisé la méthode de
Clopper-Pearson pour calculer les intervalles de confiance a 95% du taux de succeés sur les lignes
de cbnes pour les différents chiens (figure 49). Lorsque la limite inférieure de ces intervalles est au-
dessus du taux de succés obtenu par chance, cela montre que les chiens sont capables de
discriminer 'odeur du SARS-CoV?2.

Figure 49 Logiciel Epitools (Sergeant, 2018) permettant la mesure des intervalles de
confiance

Calculer les limites de confiance pour un échantillon de proportion

Taille d'échantillon 200
Nombre de positifs 35

Niveau de confiance 0.95 v

Méthode d'intervalle de confiance Clopper-Pearsor v

Décimales dans la réponse ‘ 2 |

Ce taux de succeés obtenu par chance est calculé a partir du nombre de cdnes présents sur
la ligne que le chien doit analyser. |l faut tout d’abord commencer par soustraire le nombre de cones
ne contenant pas d’échantillons, puis diviser 1 par le nombre de cones contenant des échantillons
positifs ou négatifs présents sur la ligne a analyser.

Dans cette étude, les chiens ont été confrontés plusieurs fois a certains échantillons positifs,
il fallait donc prendre en compte I'impact de la reconnaissance de ces échantillons par les chiens.
Ainsi, les taux de succes ont été calculés selon le nombre de fois ou les chiens ont été confrontés a
ces échantillons. Les prélévements positifs et négatifs utilisés pendant la période de tests étaient
différents de ceux utilisés pendant la période d’entrainement.

Sur le site de Maisons-Alfort, 27 échantillons de patients positifs au COVID-19 ont été
récoltés et 34 échantillons de patients négatifs. L’age moyen était différent entre les deux groupes
(42 ans pour le groupe des négatifs et 70 ans pour le groupe des positifs au COVID-19) mais le
pourcentage de femmes était similaire (52 % pour le groupe des positifs et 56 % pour le groupe des
négatifs).

Sur le site de Beyrouth, 68 patients positifs ont été prélevés ainsi que 48 patients négatifs.
Sur ce site, 'age moyen était similaire (48 ans pour le groupe des positifs contre 42 ans pour le
groupe des négatifs) ainsi que le pourcentage de femmes (43 % contre 46 %).

b. Résultats des chiens

Les résultats des six chiens sont présentés dans le tableau 2. lls ont été présentés en fonction du
nombre de cones vides. Les deux chiens du site de Beyrouth ont des taux de succes de 100 %.
Pour le site de Paris, les résultats s’étendent de 76 % pour Maika avec deux cones vides a 94 %
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pour Guess avec le méme nombre de cbnes vides. Sur ce site, un chien atteint les 100 %
d’identifications correctes : il s’agit de Gun avec un céne vide mais pour seulement 3 essais.

Les limites inférieures des intervalles de confiance sont au-dessus du taux d’identification
par chance (présentées dans la derniere colonne du tableau) excepté pour un chien, Gun, pour ses
trois essais avec un cbne vide.

Tableau 2 Résultats des chiens en fonction du nombre de cdnes vides (Grandjean et al.,

2020)
Number of mocks / number of cones in the line-ups* | Number of trials | Correct identifications | Success rate [95% CI] | Random choice proportion
Guess 1/4 34 26 76% [59%-89%] 33%
2/4 18 17 94% [73%-100%] 50%
Maika 1/4 38 32 84% [69%-94%] 33%
2/4 17 13 76% [50%-93%] 50%
Gun 0/3 44 39 89% [75%-96%] 33%
1/3 3 3 100% [29%-100%] 50%
Oslo 0/4 31 29 94% [79%-99%] 25%
Bella 0/4 68 68 100% [95%-100%] 25%
Iack)-’ 0/4 68 68 100% [95%-100%] 25%

CI: Confidence interval;

* All line-ups contained one COVID-19 positive sample, and at least one COVID-19 negative sample.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243122.1002

Concernant le site de Paris, le tableau 3 présente les résultats des chiens en fonction du
nombre de passage des échantillons positifs.

Tableau 3 Résultats des chiens en fonction du nombre de présentations d'un échantillon
aux chiens (Grandjean et al., 2020)

First, second, or third presentation of the COVID-19 positive sample Number of trials Correct identifications Success rate [95% CI]
Guess 1* 24 22 92% [73%-99%)
2nd 24 18 75% [53%-90%]
3 4 3 75% [19%-99%)
Maika 1 23 20 87% [66%-97%]
ond 26 20 77% [56%-91%]
31 6 5 83% [36%-100%)
Gun 1™ 24 20 83% [63%-95%]
2nd 23 22 96% [78%-100%]
Oslo 1% 21 19 90% [70%-99%)
2nd 10 10 100% [69%-100%]

CI: Confidence interval.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0243122.t003

Nous constatons que les résultats sont meilleurs lorsque les échantillons sont présentés pour
la premiére fois pour Guess et Maika. Cependant, pour Gun et Oslo, les résultats sont meilleurs a
la deuxieme présentation des échantillons positifs. Dans tous les cas, la limite inférieure de
l'intervalle de confiance a 95 % est supérieure a un choix « par chance », Gun excepté, lorsque la
ligne ne contenait qu’un seul cone vide.
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C. Discussion

Cette étude nous a permis de montrer que le SARS-CoV2 semble avoir une odeur spécifique que
les chiens peuvent détecter afin de discriminer les personnes positives des personnes négatives.

Durant les sessions de validation, nous avons constaté que deux des échantillons récoltés sur
des personnes négatives étaient souvent marqués par des chiens. Aprés un nouveau test PCR
effectué a I'hdpital, les patients se sont révélés étre positifs au SARS-CoV2 ce qui nous a motivé a
retirer les échantillons provenant de ces deux patients de nos données car les lignes d’échantillons
contenaient alors plus d’'un échantillon positif au SARS-CoV?2.

Ici, les cdnes ne comportant pas de prélévements (qu’ils soient positifs ou négatifs) n’ont pas
été inclus dans la proportion de choix due au hasard. Par exemple, sur une ligne de quatre cénes,
si un cdne ne contenait pas de prélevement alors que les autres en contenaient, alors le choix da
au hasard était de 1/(4-1) = 33 %.

La comparabilité entre les échantillons positifs et négatifs est assurée dans cette étude pour
les hopitaux de provenance et le sexe des patients mais pas pour les autres variables et notamment
'age. Or l'odeur corporelle des humains change avec I'adge, ce qui représente un facteur de
confusion dans notre étude.

La quantité de sueur récoltée sur les patients peut varier de maniére individuelle mais n’est a
priori pas reliée au statut positif ou négatif du patient.
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3. Une premiere détermination de la sensibilité aux Emirats
Arabes Unis

L’écriture de cette partie se base sur l'article issu d’un travail auquel j’ai pu participer : « Use of
Canine Olfactory Detection for Covid-19 Testing Study on U.A.E. Trained Detection Dog
Sensitivity » (Grandjean et al., 2021) (annexe 3).

A. Matériel et méthode spécifiques a cette étude

Les points présentés dans cette partie seront ceux non identiques a I'étude présentée
précédemment.

a. Les hopitaux de provenance des échantillons

Les échantillons utilisés dans cette étude proviennent de 12 hépitaux différents :

- Hoépital Al Qassimi ;

- Hépital Saqr ;

- Hépital Um Alguwain ;

- Hoépital Kalba ;

- Hépital Fudairah ;

- Hoépital du quartier de Sharjah ;
- Hépital Al Quassimi pour les femmes et les enfants ;
- Hoépital Masafi ;

- Hépital Obaidallah ;

- Hépital Khorfkhan ;

- Hépital Rashid ;

- Hépital SKML.

Les échantillons étaient amenés une fois par jour depuis ces hdpitaux jusqu'au centre
d’entrainement de I'équipe cynotechnique de Dubai ou se sont déroulés les entrainements puis la
phase de détermination de la sensibilité des chiens. Au sein de cette étude, les prélévements ont
été récoltés sur les polyméres inertes soit directement au niveau des aisselles des patients ou bien
au niveau des aisselles mais a travers les vétements.

b. Les chiens utilisés dans I’étude

21 chiens ont été utilisés dans cette étude : 17 chiens de détection d’explosifs, deux chiens de
détection de cadavre et deux chiens sans antécédent de travail de détection.

Ces chiens sont présentés dans le tableau 4. La mention « sans spécialité » qui y est
indiquée fait référence aux deux chiens sans antécédent de travail de détection.
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Tableau 4 Chiens présents pour cette deuxiéme étude (Grandjean et al., 2021)

Nom du chien Sexe Race Age Organisme Spécialité
d’appartenance
Ace Méle Malinois lan Dubai K9 Sans spécialité

Allo Male Malinois 3 ans Fujairah Federal K9 Explosifs

Axel Méle Berger 6 ans EAU Armée de Terre Explosifs
Allemand

Ben3 Méle Labrador 6 ans Dubai K9 Cadavre

Bolt Méle Malinois lan Dubai K9 Sans spécialité

Bolton Méle Berger 2 ans Fujairah Federal K9 Explosifs
Allemand

Braken Male Cocker Spaniel 2 ans Dubai K9 Explosifs

Bren Méle Malinois 3 ans Ajman Federal K9 Explosifs

Cody Male Cocker Spaniel 2 ans Dubal K9 Explosifs

Cuba Male Berger 4 ans Douane fédérale Explosifs
Hollandais

Flash Male Cocker Spaniel 3ans Dubai K9 Explosifs

Fudu Male Berger 3ans Ajman Federal K9 Explosifs
Allemand

Kira Femelle Malinois 4 ans Douane fédérale Explosifs

Milo Male Cocher Spaniel 3ans Douane de Dubali Explosifs

Nejan Male Malinois 4 ans Fujairah Federal K9 Explosifs

Nero Méle Cocker Spaniel 2 ans Douane de Dubai Explosifs

Nox Méle Malinois 6 ans EAU Armée de Terre Explosifs

Pablo Male Cocker Spaniel 2 ans Dubal K9 Explosifs

Ramos Méle Berger 5 ans Sharjah Federal K9 Cadavre
Allemand

Ricky Méle Malinois 6 ans EAU Armée de Terre Explosifs

Spike Méle Pointer 2 ans Sharjah Federal K9 Explosifs
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c. Le matériel utilisé

Le méme type de cbne olfactif a été utilisé dans cette étude (figure 41). Seuls les résultats
concernant les prélevements positifs ont été répertoriés ici. L’étude a été réalisée avec 5 cOnes
olfactifs puis 7 cdnes sur la fin de la phase de détermination des sensibilités pour les maitres-chiens
considérant que leur chien était apte a étre déployé sur le terrain.

L’organisation des prélévements sur la ligne de cdnes était la suivante : il y avait toujours un
seul préléevement positif sur la ligne, tous les autres cones étaient remplis avec des prélevements
négatifs ou vides (c’est-a-dire sans aucun prélévement). Cependant, la position des différents
prélevements, qu’ils soient positifs ou négatifs était attribuée de maniére aléatoire par une seule et
méme personne qui placait ces prélévements sur la ligne et restait dans la piéce durant les phases
de validation. Cette étude s’est donc déroulée en simple aveugle. Les résultats étaient ensuite notés
dans un logiciel développé par la police de Dubai. Concernant la tenue du maitre, il portait un
masque ainsi que des gants de protection (figure 50).

Figure 50 Equipement porté par le maitre lors des sessions

d. Le déroulé des séances de validation

Une fois que la personne chargée de placer les prélevements derriére les cones avait effectué sa
tache, le maitre-chien entrait dans la salle avec son chien ou se déroulait 'étude. Le maitre-chien
demandait ensuite a son chien de renifler les différents cones un par un. Lorsqu’il marquait un
prélevement (figure 51), il recevait une friandise ou une caresse, le maitre-chien le signalait alors a
la personne chargée de noter les résultats puis demandait a son chien de continuer la ligne de
prélevement.

La localisation du prélevement positif était transmise au maitre-chien une fois que ce dernier
avait terminé la ligne avec son chien dans l'optique de I'entrainer de nouveau si les performances
de celui-ci venaient a diminuer, ce qui n'est pas arrivé durant la phase de détermination des
sensibilités.
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Aucun contact n’était possible entre la personne chargée de placer les prélévements et le
binbme maitre/chien.

Figure 51 Chien marquant un prélevement positif aux EAU

B. Résultats

a. Analyse statistique

Lorsque des prélevements positifs ont été utilisés plusieurs fois, seule la premiére utilisation de ces
prélévements a été comptée pour effectuer le calcul des sensibilités. Deux types de sensibilités ont
été calculés dans cette étude : la sensibilité générale, obtenue en divisant le nombre de marquages
corrects des prélévements positifs par le nombre total de prélévements positifs que le chien a
rencontrés ; et la sensibilité lorsque les prélevements étaient comparables entre eux sur une méme
ligne. Cette derniére a été calculée lorsque les prélévements d’'une méme ligne étaient comparables
sur les éléments suivants :

- L’age, les prélevements étaient alors comparables lorsque la différence d’age entre les
patients positifs et négatifs sur une méme ligne était inférieure a 15 ans ;

- Lesexe;

- L’hopital de provenance du prélévement ;

- La durée de I'échantillonnage, la sensibilité « comparative » était alors calculée lorsque
tous les temps de prélévements étaient de 20 minutes ;

- La méthode de collecte de la sueur (a travers les vétements ou directement au contact des
aisselles) ;

- L’état de santé des patients : les criteres utilisés dans ce cas étaient la présence de
diabéte, d’anosmie, de fiévre, de douleur abdominale et de diarrhée ; les autres parametres
tels que I'hypertension, une toux seche ainsi que le mal de gorge n’ont pas été pris en
compte pour le calcul de cette sensibilité car, empiriquement, ils ne semblaient pas étre a
I'origine de potentiels biais, enfin, lorsque I'information concernant I'un de ces éléments
manquait, les prélévements étaient considérés non comparables.
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Cette sensibilité a été déterminée en prenant une des caractéristiques précédemment citées une
a la fois afin d’éviter de potentiels biais qui auraient élevés la sensibilité générale. Les intervalles de
confiance a 95 % ont été déterminés en utilisant la méthode de Jeffrey grace au logiciel Epitools
(Sergeant, 2018). Les autres analyses statistiques quant a elles ont été réalisées grace au logiciel
SAS.

b. Nombre de prélevements

Au total, 261 prélevements ont été recueillis, 151 provenant de patients positifs a la COVID-19 et
110 provenant de patients négatifs. La plupart des prélévements positifs ont été récoltés aux
hépitaux Al Qasimi et Sharjah Field et la plupart des prélévements négatifs des hopitaux Al Qasimi,
Rashid et Saqgr (tableau 5).

La proportion de femmes dans les groupes, positives ou négatives au SARS-CoV2 n’était pas la
méme. En effet, les femmes ne représentaient que 6 % des patients du groupe positif au SARS-
CoV2 et représentaient 36 % dans le groupe des négatifs. Cependant, les groupes étaient
comparables sur 'age médian (36 ans pour le groupe des positifs contre 40 ans pour celui des
négatifs) et le poids médian (70 kg pour le groupe des positifs contre 75 kg pour le groupe des
négatifs). D’autres variables étaient aussi comparables telles que la fievre (10 % pour les positifs et
les négatifs) et la douleur abdominale (20 % pour les négatifs et 17 % pour les positifs). Certaines
pathologies étaient plus présentes chez les patients négatifs : I'hypertension ainsi que le diabéte (36
% et 30 % respectivement chez les patients positifs contre 15 % et 14 % respectivement chez les
patients négatifs) (tableau 6).

Certains prélévements ont été recueillis directement sur les vétements, au niveau axillaire, des
patients pour 14 % des patients négatifs et 3 % des patients positifs. La durée des prélevements
était de 20 minutes pour 84 % patients négatifs et 85 % des patients positifs (tableau 7).

Tableau 5 Données concernant le sexe et les hdpitaux de provenance des échantillons
(Grandjean et al., 2021)

Données Générale (261) Patients négatifs par | Patients positifs par
PCR (110) PCR (151)
Nombre de femmes 49 (19) 40 (36) 9 (6)
(%)

Hopital de provenance

Al Qasimi (%) 71 (27) 55 (50) 16 (11)
Fujairah (%) 5 (2) 0 5 (3)
Kalba (%) 10 (4) 6 (5) 4(3)
Saqr (%) 25 (10) 10 (17) 6(4)

Sharjah 110 (42) 1(1) 109 (72)
Umm Al Quwain 11 (4) 5 (5) 6 (4)
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Tableau 6 Données des patients (Grandjean et al., 2021)

Ensemble des

Patients positifs par

Patients négatifs par

prélevements PCR PCR
Age 38 [30-53] 40 [31-58] 36 [30-50]
Poids 71 [61-81] 75 [62-85] 70 [61-80]
Hypertension (%) 52 (23) 31 (36) 21 (15)
Diabéte (%) 45 (20) 26 (30) 19 (14)
Fievre (%) 41 (18) 17 (20) 24 (17)
Toux séche (%) 35 (16) 10 (12) 25 (18)
Douleur abdominale 23 (10) 9 (10) 14 (10)
(%)
Maux de gorge (%) 4 (2) 2(2) 2(1)
Asthme (%) 3(1) 3(3) 0
Anosmie (%) 2(1 1) 1(1)

Tableau 7 Caractéristiques et durée des prélevements (Grandjean et al., 2021)

Variables Totalité des Patients avec une Patients avec une
prélevements PCR négative PCR positive
Prélevements sur les 20 (8) 15 (14) 5(@3)
vétements, n (%)
Durée du prélevement
< 1 minute, n (%) 25 (10) 11 (10) 14 (9)
2 minutes, n (%) 8 (3) 7 (6) 1(1)
5-10-15 minutes, n 7(3) 0 7 (5)
(%)
20 minutes, n (%) 220 (85) 92 (84) 128 (85)
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c. Calcul des sensibilités générales

Des sensibilités pour la derniére période d’entrainement des chiens ont été calculées (tableau 8).
Cette phase pré-validation correspond a I'étape ou les chiens ont des prélévements négatifs et
positifs sur la ligne. Les identifications correctes représentent les lignes sur lesquelles le chien n'a
marqué que les prélevements positifs.

Tableau 8 Sensibilités des chiens lors de I'étape pré-validation (Grandjean et al., 2021)
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Nom du chien Nombre de Identifications
prélévements sentis correctes, n (%)
par le chien
Ace 81 72 (89)
Allo 77 77 (100)
Axel 106 83 (78)
Ben3 85 80 (94)
Bolt 71 67 (94)
Bolton 55 51 (93)
Braken 78 77 (99)
Bren 75 58 (77)
Cody 89 88 (99)
Cuba 95 89 (94)
Flash 84 84 (100)
Fudu 96 67 (70)
Kira 86 86 (100)
Milo 80 74 (93)
Nejan 88 85 (97)
Nero 85 85 (100)
Nox 97 83 (86)
Pablo 87 87 (100)
Ramos 99 92 (93)
Ricky 86 83 (97)
Spike 86 68 (79)




Les résultats de la période de validation sont présentés dans le tableau 9 ci-dessous. Nous
pouvons voir que le chien ayant réalisé le moins de passage est Bolton (15 passages) et le chien
ayant réalisé le plus de passage est Cuba (60 passages). Au total, 1786 passages ont été effectués
durant la phase d’entrainement et 1368 durant la phase de validation.

Tableau 9 Sensibilités des chiens pour cette étude (Grandjean et al., 2021)

Nombre de Médiane du nombre Nombre Sensibilité générale
passage d’échantillon lors des d’identifications [IC 95 %]
passages (hombre de correctes
passages avec 7 cones)
Ace 43 3[2-4] (0) 37 86 % [73-94]
Allo 27 2 [2-3] (0) 27 100 % [91-100]
Axel 23 2 [2-2] (0) 19 83 % [64-94]
Ben3 42 3[2-4] (0) 38 90 % [79-97]
Bolt 54 3[2-4] (1) 54 100 % [95-100]
Bolton 15 2[2-3] (0) 14 93 % [73-99]
Braken 23 2[2-4] (1) 22 96 % [81-100]
Bren 29 2 [2-3] (0) 23 79 % [62-91]
Cody 39 2[2-4] (1) 39 100 % [94-100]
Cuba 60 4[3-4] (3) 54 90 % [81-96]
Flash 50 2 [2-4] (5) 47 94 % [85-98]
Fudu 21 2 [2-2] (0) 15 71 % [50-87]
Kira 52 3[2-4] (3) 48 92 % [83-97]
Milo 54 3[3-4] (3) 47 87 % [76-94]
Nejan 32 2 [2-3] (0) 29 91 % [77-97]
Nero 48 3[2-4] (4) 47 98 % [91-100]
Nox 25 2 [2-3] (0) 25 100 % [91-100]
Pablo 35 3[2-4] (1) 34 97 % [87-100]
Ramos 37 2 [2-3] (0) 37 100 % [93-100]
Ricky 30 2[2-3] (0) 29 97 % [85-100]
Spike 30 2 [2-4] (0) 23 77 % [60-89]
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La médiane du nombre de prélévements par passage était de 2 pour 13 des 21 chiens (un
prélevement positif et un préléevement négatif), 3 pour 7 chiens et 4 pour 1 chien. Neuf chiens sont
passés sur des lignes de 7 cones. La sensibilité générale des chiens s’étend de 71 % a 100 % et
pour 18 des 21 chiens cette sensibilité était supérieure a 80 %. Concernant les intervalles de
confiance a 95 %, la limite inférieure était supérieure a 80 % pour 12 des 21 chiens. Nous avons
notamment noté que la performance des chiens durant la quatrieme phase de I'entrainement était
corrélée a la sensibilité générale mise en évidence durant la phase de validation (corrélation de
Spearman r = 0,62, p < 0,01) (figure 52).

Figure 52 Corrélation entre le pourcentage d'identifications correctes durant la derniére
phase d’entrainement et la sensibilité générale durant la phase de validation (Grandjean et

al., 2021)
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d. Calcul des sensibilités comparées

Le tableau 10 présente les résultats concernant les sensibilités comparées avec les critéeres cités

précédemment pour chacun des chiens.

Tableau 10 Résultats des chiens en fonction des symptémes (Grandjean et al., 2021)

Variables comparatives

Chien Diabéte Asthme Anosmie Fiévre Douleur Diarrhée
abdominale
Ace 5/9 (56) 16/20 (80) 15/19 (79) | 14/17 (82) 15/18 (83) 16/20 (80)
Allo 16/16 (100) 18/18 (100) | 18/18 (100) | 10/10 (100) 10/10 (100) 18/18 (100)
Axel 4/7 (57) 9/12 (75) 8/11 (72) 3/4 (75) 6/7 (86) 9/11 (83)
Ben3 7/9 (78) 14/16 (88) 13/15 (87) 12/14 (86) 13/14 (93) 14/16 (88)
Bolt 9/9 (100) 21/21 (100) | 22/22 (100) | 21/21(100) | 21/21 (100) 23/23 (100)
Bolton 5/5 (100) 10/11 (91) 10/11 (91) | 6/6 (100) 8/8 (100) 10/11 (91)
Braken 4/4 (100) 8/9 (89) 9/10 (90) 5/5 (100) 3/4 (75) 8/9 (89)
Bren 5/7 (71) 14/18 (78) 13/17 (76) 4/5 (80) 12/13 (92) 14/17 (82)
Cody 9/9 (100) 19/19 (100) | 20/20 (100) | 15/15 (100) 12/12 (100) 20/20 (100)
Cuba 10/10 (100) 27/27 (100) 29/30 (97) | 21/22 (95) 25/26 (96) 30/31 (97)
Flash 10/10 (100) 22/22 (100) | 24/24 (100) | 15/15 (100) 13/13 (100) 22/22 (100)
Fudu 5/6 (83) 9/11 (83) 8/10 (80) 3/4 (75) 5/6 (83) 9/10 (90)
Kira 11/11 (100) 24/25 (96) 25/27 (93) | 12/14 (86) 16/18 (89) 25/27 (93)
Milo 8/11 (73) 18/21 (86) 18/22 (82) 18/21 (86) 17/20 (85) 19/23 (83)
Nejan 12/15 (80) 19/22 (86) 19/22 (86) 9/9 (100) 12/12 (100) 19/22 (86)
Nero 10/10 (100) 20/20 (100) | 21/21 (100) | 14/14 (100) 12/12 (100) 21/21 (100)
Nox 5/5 (100) 14/14 (100) | 13/13 (100) | 4/4 (100) 11/11 (100) 13/13 (100)
Pablo 10/10 (100) 18/18 (100) | 19/19 (100) | 13/13 (100) | 10/10 (100) 19/19 (100)
Ramos 19/19 (100) 26/26 (100) | 26/26 (100) | 14/14 (100) | 14/14 (100) 26/26 (100)
Ricky 16/16 (100) 21/21 (100) | 21/21 (100) | 9/9 (100) 12/12 (100) 21/21 (100)
Spike 5/8 (63) 15/19 (79) 14/18 (78) 4/4 (100) 12/12 (100) 14/18 (78)
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Sexe Age Hoépital Lieu de Durée du prélévement
préléevement
Ace 18/20 (90) 10/11 (91) 1/2 (50) 37/43 (86) 34/38 (89)
Allo 15/15 (100) 8/8 (100) 4/4 (100) 27/27 (100) 24/24 (100)
Axel 11/12 (92) 6/6 (100) 7/8 (88) 19/23 (83) 17/21 (81)
Ben3 18/20 (90) 15/15 (100) 1/1 (100) 37/41 (90) 30/34 (88)
Bolt 25/25 (100) 19/19 (100) 2/2 (100) 53/53 (100) 42/42 (100)
Bolton 10/10 (100) 5/5 (100) 3/4 (75) 14/15 (93) 14/15 (93)
Braken 14/14 (100) 8/8 (100) 4/5 (80) 21/22 (95) 18/18 (100)
Bren 14/16 (88) 5/6 (83) 7/8 (88) 23/29 (79) 19/25 (76)
Cody 15/15 (100) 14/14 (100) 7/7 (100) 39/39 (100) 33/33 (100)
Cuba 23/24 (96) 19/20 (95) 2/2 (100) 53/59 (90) 45/50 (90)
Flash 24/24 (100) 18/20 (90) 9/9 (100) 46/49 (94) 38/41 (93)
Fudu 9/10 (90) 3/6 (50) 8/8 (100) 15/21 (71) 13/19 (68)
Kira 22/23 (96) 18/20 (90) 7/8 (88) 47/51 (92) 42/45 (93)
Milo 20/23 (87) 18/20 (90) 2/2 (100) 46/53 (87) 42/47 (89)
Nejan 18/18 (100) 6/7 (86) 7/7 (100) 29/32 (91) 26/29 (90)
Nero 19/19 (100) 20/20 (100) 7/7 (100) 46/47 (98) 40/41 (98)
Nox 14/14 (100) 6/6 (100) 7/7 (100) 25/25 (100) 22/22 (100)
Pablo 17/17 (100) 12/12 (100) 7/8 (88) 33/34 (97) 30/31 (97)
Ramos 21/21 (100) 13/13 (100) 10/10 (100) 37/37 (100) 35/35 (100)
Ricky 16/17 (94) 9/9 (100) 5/5 (100) 29/30 (97) 27/27 (100)
Spike 21/21 (100) 13/13 (100) 10/10 (100) 37/37 (100) 20/26 (77)

Ces sensibilités comparées nous permettent de rechercher des variables pouvant étre des
facteurs de confusion. En effet, si une variable augmente la sensibilité générale, alors calculer la
sensibilité en appariant sur cette variable entrainera une diminution de la sensibilité comparée.

Prenons I'exemple de Milo, il a réalisé 11 passages avec des prélévements qui étaient
comparables sur la variable « diabéte », il a correctement marqué le prélévement positif sur 8 de
ces 11 passages, il a donc une sensibilité comparée sur le diabéte de 73 %. Dans ce tableau, les
cases grisées sont les cases ou la sensibilité comparée est supérieure ou égale a la sensibilité
générale pour le chien en question.

Deux variables semblent étre a l'origine d’une baisse de sensibilité chez les chiens, il s’agit
des variables « anosmie » et « asthme ». Une augmentation de la sensibilité est cependant notée
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en appariant sur les variables hypertension et maux de gorge pour 8 chiens et en appariant sur la
variable toux séche pour 7 chiens.

C. Discussion

261 prélévements ont été utilisés durant la période de validation. Ces 261 prélévements
comportaient 110 prélevements de patients négatifs au SARS-CoV2 et 151 prélevements de
patients positifs. 15 chiens ont des sensibilités supérieures a 90 %. Ces résultats ont été obtenus
aprés une période d’entrainement de deux semaines, ce qui montre que la formation des chiens
pour la détection du SARS-CoV2 peut étre trés rapide et suffisante pour former les chiens. Ceux qui
n'avaient pas d’expérience en olfaction ont tout de méme de bonnes sensibilités : I'un des deux
chiens ayant une sensibilité de 100 % et I'autre de 86 %. Des chiens sans expérience peuvent donc
étre formés rapidement a ce travail d’olfaction.

Cette étude ne nous a pas permis de déterminer les spécificités car il nous manquait les
données des chiens marquant les prélévements négatifs.
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4. Ladétermination des parameétres intrinseques par une
expérience en double aveugle

Aprés avoir montré que les chiens semblent étre en mesure de détecter la COVID-19 et avoir calculé
les premiéres sensibilités sur des chiens entrainés aux EAU, la derniére étude concerne la
détermination de la spécificité et de la sensibilité des chiens entrainés en France par le programme
Nosais ainsi que les VPP (valeur prédictive positive) et VPN (valeur prédictive négative). Cette partie
s’appuie sur l'article auquel jai participé : « Identifying SARS-COV-2 infected patients through
canine olfactive detection on axillary sweat samples; study of observed sensitivities and specificities
within a group of trained dogs » (Grandjean et al., 2022) (annexe 4).

A. Matériels et méthode spécifique

a. Lieux de provenance des prélévements

Pour cette étude, les prélévements ont été recueillis dans des hdpitaux mais aussi dans des centres
de secours des Yvelines, les préleveurs étaient des médecins et infirmiers formés aux prélevements
pour notre étude comme mentionné précédemment. Les différents lieux de provenance des
échantillons étaient les suivants :

- Hopital d’'Instruction des Armées Bégin (Saint-Mandé) ;

- Hépital Henri Mondor (Créteil) ;

- Hopital de La Pitié Salpétriere (Paris) ;

- Hépital Lariboisiére (Paris) ;

- Hoépital Foch (Suresnes) ;

- Centre Hospitalier de Rambouillet (Rambouillet) ;

- Centre Hospitalier Francois Quesnay (Mantes-la-Jolie) ;

- Centre de Secours de Marly-le-Roi (Marly-le-Roi) ;

- Centre Hospitalier Intercommunal Meulan Les Mureaux (Meulan-en-Yvelines) ;
- Centre Hospitalier de Poissy (Poissy) ;

- Centre Hospitalier Saint-Morand (Altkirch) ;

- Centre de Secours de Houilles (Houilles) ;

- Centre Hospitalier de Saint-Germain en Laye (Saint-Germain en Laye) ;
- Centre de Secours de Chatou (Chatou).

L’hépital Foch est celui dont est issue la plus grande proportion de prélevements (17 %) suivi de
I'hépital de Rambouillet (16 %) et du Centre de Secours de Houilles (15 %). L’hdpital de provenance
est inconnu pour 16 % des prélevements, cela est di a un mauvais remplissage de la feuille de
prélévement.

b. Données répertoriées

Différentes informations ont été recueillies au cours de cette étude pour constituer notre base de
données. La feuille de consentement, associée au prélevement, était constituée de plusieurs
parties (figure 53) :

- Les informations générales (age, sexe de l'individu)
- Les antécédents des patients :

o Hypertension (26 %) ;

o Diabéte (13 %) ;

o Obésité (7 %) ;
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Hypercholestérolémie (6 %) ;
Cancer (6%) ;

Maladie rénale chronique (5 %) ;
Asthme (4 %) ;

Hypothyroidisme (4 %) ;
Insuffisance cardiaque (3 %) ;
Maladie de Parkinson (2 %) ;
Arthrose (1%).

0O O 0O O O o0 O O

Les symptdmes survenant chez ces patients :

o Dyspnée (19 %) ;
Fatigue (16 %) ;
Fievre (14 %) ;
Toux seche (14 %) ;
Douleur musculaire (12 %) ;
Céphalées (7 %) ;
Agueusie (6 %) ;
Anosmie (6 %) ;
Diarrhée (4 %) ;
Jetage nasal (1 %) ;
Migraine (1 %).

O O OO0 O O O 0 O O

Figure 53 Feuille de consentement et d'informations des patients
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Nous pouvons retrouver I'ensemble des informations concernant les prélévements dans le
tableau 10.

Tableau 11 Base de données des patients de cette étude (Grandjean et al., 2022)

Baseline characteristics of the 218 COVID-19 positive and negative patients.

Variables Overall (n = 218) COVID-19 negative (n = 156) COVID-19 positive (n = 62)
Female, n (%) 100 (46) 69 (44) 31 (50)
Age (years)" 51 [37; 70] 50 [37; 70] 56 [40; 69]
Hospital, n (%)
Foch 36 (17) 17 (11) 19 (31)
Rambouillet 34 (16) 24 (15) 10 (16)
Houilles 32(15) 27 (17) 5(8)
Other hospitals 82(38) 60 (28) 22 (35)
Missing data 34 (16) 28 (18) 6(10)
Most frequently reported clinical signs, n (%)
Dyspnoea 41 (19) 8(5) 33(53)
Fatigue 35(16) 6(4) 29 (47)
Fever 31(14) 4(3) 27 (44)
Dry cough 30(14) 4(3) 26 (42)
Muscular pain 27(12) 8(5) 19(31)
Most frequently reported past or current diseases, n (%)
Hypertension 57 (26) 36 (23) 21 (34)
Diabetes 29(13) 13 (8) 16 (26)
Current treatments, n (%)
Analgesics 42(19) 30(19) 12 (19)
Anti-coagulant 32(15) 12 (8) 20(32)
Anti-hypertensive drugs 28 (13) 21(13) 7(11)
Anti-inflammatory drugs 23(11) 11(7) 12(19)
Antibiotics 22 (10) 8(5) 14 (23)

*Median [interauartile rangel.

La prévalence de certains de ces symptdémes et de ces antécédents était supérieure chez
les patients positifs au COVID-19 dans notre étude. C’est le cas de la dyspnée, la fatigue, la fievre,
la toux séche ainsi que les douleurs musculaires concernant les symptomes et de I'hypertension et
du diabéte pour les antécédents.

Ces données étaient cependant manquantes pour 16 % des patients recrutés dans I'étude.

c. Prélevements utilisés

Un total de 218 prélevements, comprenant 62 prélevements de patients positifs a la COVID-19 et
156 prélévements de patients négatifs a la COVID-19 ont été utilisés dans la phase de validation de
cette étude.

Les femmes représentaient 50 % des patients négatifs prélevés et 44 % des patients positifs.
Les médianes concernant 'dge des patients étaient similaires (50 ans pour les personnes négatives
et 56 ans pour celles positives).
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Figure 54 Support d'échantillon avec échantillon dans cette étude (Grandjean et al., 2022)
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d. Chiens utilisés dans cette étude

Les chiens utilisés dans cette étude sont présentés dans le tableau 11. Il s’agissait de 7 chiens
appartenant au SDIS 60 (1 chien) et au SDIS 78 (6 chiens).

Tableau 12 Chiens présents dans la troisieme étude

Nom Sexe Race Age Organisme Spécialité
d’appartenance

Leyko M Malinois 5 SDIS 78 RD

Jinko M Groenendael 6 SDIS 78 RD

Ortie F Malinois 2,5 SDIS 78 RD

Oska F Malinois 2,5 SDIS 78 RD
Oxmo M Malinois 2,5 SDIS 78 RD

Ouija M Berger Hollandais 2 ENVA Aucune
Joye F Malinois 6 SDIS 60 RD

Page 87



Figure 55 Leyko, Berger Belge Malinois utilisé dans
cette étude

Figure 56 Jinko marquant un prélévement positif
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e. Lieux de formation, de validation et déroulé de la validation

Les sessions d’entrainement ont eu lieu a 'ENVA et celles de validation a la caserne de pompiers
de Poissy (figure 58). Pour les sessions d’entrainement, nous utilisions les feuilles de la figure 57.
Elles nous permettaient d’analyser la progression des chiens mais également de mieux repérer leurs
défauts. A titre d’exemple des marquages intempestifs ou alors un chien qui veut absolument
marquer un prélevement méme s'il N’y a que des prélévements négatifs sur la ligne. Dans cette
derniére, des lignes de 5 a 8 cones ont été mises en place. Chaque cdne contenait soit un
prélévement positif soit un prélévement négatif (tableau 13).

Figure 57 Feuille d'entrainement des chiens
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Tableau 13 Caractéristiques des lignes de prélevements utilisées durant les sessions de
validation (Grandjean et al., 2022)

Characteristics Overall (n = 30)
Number of cones, n (%)
5 cones 6 (20)
6 cones 2(7)
8 cones 22 (73)
Number of COVID-19 negative samples in the line, n (%)
3 3 (10)
4 6 (20)
5 6 (20)
6 12 (40)
7 3 (10)
Number of COVID-19 positive samples in the line, n (%)
1 6 (20)
2 17 (57)
3 6 (20)
4 1(3)

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262631.t1002

Figure 58 Salle utilisée pour les sessions de validation (Grandjean et al., 2022)

OLFACTION CONESIN THE TESTING ROOM

Une personne était chargée de disposer les prélevements derriere les cones lorsque la piece
était vide. Elle rejoignait ensuite le lieu de notation ou elle était séparée des maitres-chiens par un
miroir sans tain (figure 59). Au moins un prélévement positif et un prélevement négatif étaient
présents sur chaque ligne. De plus, la position des prélévements était randomisée grace a un logiciel
et le maitre-chien ne connaissait pas le contenu des cbnes. L’expérience a donc été menée en
double-aveugle.
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Aprés chaque passage de chiens, la personne notant les résultats nettoyait chaque céne
grace a de 'eau avant que le chien suivant n’arrive. Lorsque les sept chiens étaient passés sur la
ligne, cette personne désinfectait les cones avec une solution d’acétone 3 % puis elle attendait 10
minutes avant de placer les nouveaux prélévements.

Figure 59 Table de la personne chargée de disposer les prélévements et noter les résultats
(Grandjean et al., 2022)

———

ONE WAY MIRROR IN THE TESTING ROOM

Les prélévements utilisés pour la phase de validation n’ont été utilisés qu'une seule fois au
cours de celle-ci et étaient nouveaux pour les chiens. Parmi les sept chiens ayant participé a I'étude,
6 ont réalisé 30 lignes de cbnes, le dernier en a réalisé 28.

B. Résultats

a. Analyse statistique

Afin de réaliser cette analyse statistique, nous avons calculé les sensibilités ainsi que les spécificités
séparément pour :

- Les hommes;

- Lesfemmes;

- Les individus dont I'age est supérieur ou inférieur a 50 ans ;

- Les patients provenant de I'hépital Foch ou de I'hépital de Rambouillet (dans lesquels
provenaient la majorité des individus testés positif au SARS-CoV2) ;
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- Lesindividus qui ne présentaient pas les signes cliniques les plus fréquemment rencontrés
(c’est-a-dire dyspnée, fatigue, fiévre, toux seche, douleur musculaire) ;

- Les individus qui ne présentaient pas les affections les plus fréquemment retrouvées
(hypertension et diabéte) ;

- Les individus qui n’étaient pas traités par les médicaments les plus fréquemment retrouvés
(analgésique, anti-coagulant, anti-hypertenseur, anti-inflammatoire et antibiotique).

Dans cette étude, les intervalles de confiance a 95 % ont été calculés grace a la méthode de
Jeffreys et au logiciel Epitools (Sergeant, 2018).

Les valeurs prédictives positives et négatives (respectivement notées VPP et VPN) ont été
calculées grace a différents paramétres (Altman et Bland, 1994a ; Altman et Bland, 1994b) :

- La sensibilité et les spécificités des différents chiens calculées dans cette étude ;

- La probabilité d’'infection d’un individu par le coronavirus, qui s’étalait de 10 a 50 % et
dépendait des signes cliniques que présentait I'individu ainsi que de la prévalence du
SARS-CoV2 dans I'environnement de l'individu.

Nous avons choisi ces valeurs par rapport aux environnements dans lesquels les chiens
pourraient étre amenés a travailler : c’est-a-dire des aéroports ou des événements de grande
ampleur. Les VPP et VPN ont été comparées a un test diagnostic dont la spécificité et la sensibilité
sont égales a 95 %.

b. Résultats de I'étude

Les sensibilités et spécificités générales des chiens sont présentées dans le tableau 14.

Tableau 14 Sensibilité générale des chiens de I'étude (Grandjean et al., 2022)

Overall sensitivities and specificities of the seven dogs calculated from the 218 patients.

Dog n+ N+ Overall Se (95% CI) n- N- Overall Sp (95% CI)
Leyko 54 62 87 (77-94) 144 156 92 (87-96)
Jinko 55 62 89 (79-95) 135 156 87 (81-91)
Ortie 37 62 60 (47-71) 141 156 90 (85-94)
Oska 53 58 91 (82-97) 122 144 85 (78-90)
Oxmo 58 62 94 (85-98) 142 156 91 (86-95)
Ouija 56 62 90 (91-96) 142 156 91 (86-95)
Joye 55 62 89 (79-95) 122 156 78 (71-84)

n+: Number of COVID-19 positive samples the dog correctly identified; N+: Total number of COVID-19 positive samples sniffed by the dog; n-: Number of COVID-19
negative samples the dog correctly identified; N-: Total number of COVID-19 negative samples sniffed by the dog; Se: Sensitivity; Sp: Specificity; CI: Confidence
interval.

Comme nous pouvons le voir, la sensibilité des chiens est supérieure a 87 % sauf pour un
chien (Ortie) et la spécificité est supérieure a 85 % excepté pour un chien (Joye). Les sensibilités et
spécificités restent inchangées en stratifiant sur I'adge, sur le lieu de provenance de I'échantillon
(hopital Foch ou Rambouillet), sur 'absence des pathologies les plus fréquemment rencontrées et
sur 'absence de prise des médicaments les plus souvent reportés dans cette étude (tableau 15 et
tableau 16). La sensibilité est proche de la sensibilité globale lorsque I'on restreint aux hopitaux.
Enfin, la sensibilité calculée aprés restriction aux patients sans diabéte est discréetement plus faible
gue la sensibilité globale (tous les chiens restent au-dessus de 85 % excepté pour Ortie). La
spécificité quant a elle, est restée la méme apres la stratification sur les éléments précédemment
cités excepté une discréte diminution pour les prélevements provenant de I'hépital Foch.
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Tableau 15 Sensibilités et spécificités aprés stratification sur les différents parametres
(Grandjean et al., 2022)

Sensitivities and specificities for the seven dogs with the 218 patients stratified according to sex and age, and for patients recruited fram Foch and Rambouillet hospitals.

Dog* Females Males < 50 years > 50 years Foch Hospital Rambouillet Hospital

Leyko (87/92) 84/94 90/91 86/91 90/95 100/88 90/100

Jinko (89/87) 87/88 90/85 86/86 90/89 84/71 91/88

Ortie (60/90) 65/88 55/92 59/92 62/88 74/88 60/92

Oska (91/85) 90/88 93/82 95/85 89/85 88/76 100/83
Oxmo (94/91) 90/90 97/92 95/91 92/91 95/82 90/92

Ouija (90/91) 87/90 94/92 86/91 92/91 100/88 80/83

Joye (89/78) 90/78 87/78 82/81 92/74 95/88 80/67

*Overall sensitivities/specificities from Table 3 are provided for each dog in parentheses. Numbers are expressed as sensitivities/specificities.

Tableau 16 Suite du tableau précédent (Grandjean et al., 2022)

Absence of clinical signs Absence of past or Not using drugs
current diseases
Dog® | Dyspnoea | Fatigue | Fever | Dry | Muscular | Hypertension Diabetes | Analgesics Anti- Anti- Anti- Antibiotics
cough pain coagulant | hypertensive inflammatory
drugs drugs

Leyko 93/93 89/92 | 89/92 | 86/92 93/92 85/93 85/92 90/93 88/93 85/93 86/93 85/93
(87/92)

Jinko 90/88 88/86 | 89/86 | 90/87 91/87 93/87 85/87 94/85 90/88 89/87 88/88 85/86
(89/87)

Ortie 52/91 61/91 | 66/91 | 58/90 63/91 68/91 57/91 62/91 62/91 62/91 56/90 56/91
(60/90)

Oska 89/86 94/86 | 91/86 | 94/86 98/87 95/85 88/86 94/83 89/86 96/83 89/84 89/86
(91/85)

Oxmo 93/92 91/91 | 94/91 | 94/91 95/91 95/92 91/90 96/93 95/92 96/91 92/92 92/91
(94/91)

Ouija 90/91 85/91 | 91/92 | 94/91 88/91 90/91 87/91 92/91 93/90 91/90 92/91 86/88
(90/91)

Joye 79/78 88/79 | 89/79 | 86/78 86/78 88/81 85/77 88/80 90/78 89/79 86/79 90/77
(89/78)

*Overall sensitivities/specificities from Table 3 are provided for each dog in parentheses. Numbers are expressed as sensitivities/specificities.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0262631.t006

Concernant la VPN et la VPN, nous pouvons constater dans le tableau 17 que la VPN reste
au-dessus de 91 % pour des probabilités d’infection allant jusqu’a 40 % excepté pour un chien
(Ortie). Cette VPN n’est, par ailleurs, que trés discrétement diminuée par rapport au test de
référence. Pour la VPN, elle est plus basse, telle qu’attendue, pour des probabilités d’infection plus
basses et s’étend de 40 % a 55 % lorsque celle-ci est a 10 %. Elle monte au-dessus de 90 % pour
trois chiens lorsque la probabilité d’infection est a 50 %.
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Tableau 17 VPP et VPN des chiens de cette étude (Grandjean et al., 2022)

Positive and negative predictive values for the seven dogs according to infection probability (ranging from 10% to 50%) based on clinical signs and/or prevalence rate in
the area where the patient lives and works.

10% 20% 30% 40% 50%
Dog or almost perfect diagnostic tool* PPV NPV PPV NPV PPV NPV PPV NPV PPV NPV
Almost perfect diagnostic tool (95/95) 68% 99% 83% 99% 89% 98% 93% 97% 95% 95%
Leyko (87/92) 55% 98% 73% 97% 82% 94% 88% 91% 92% 88%
Jinko (89/87) 43% 99% 63% 97% 75% 95% 82% 92% 87% 89%
Ortie (60/90) 40% 95% 60% 90% 72% 84% 80% 77% 86% 69%
Oska (91/85) 40% 99% 60% 97% 72% 96% 80% 93% 86% 90%
Oxmo (94/91) 54% 99% 72% 98% 82% 97% 87% 96% 91% 94%
Ouija (90/91) 53% 99% 71% 97% 81% 96% 87% 93% 91% 90%
Joye (89/78) 53% 99% 50% 97% 81% 96% 87% 93% 80% 88%
*Overall sensitivities/specificities from Table 6 are provided for each dog in parentheses. Numbers are expressed as sensitivities/specificities. PPV: Positive predictive

value; NPV: Negative predictive value.

C. Discussion

Cette étude nous a permis de déterminer la sensibilité et la spécificité de sept chiens pour la
reconnaissance de patients infectés par le SARS-CoV2. Les sensibilités s’étendent de 87 % a 94 %
pour six des sept chiens et sont supérieures a 90 % pour trois de ces chiens. Concernant les
spécificités, elles s’étendent de 78 % a 92 % avec six chiens au-dessus de 85 % et quatre au-dessus
de 90 %. Nous avons aussi montré que ces parametres ne sont pas affectés par le sexe, I'age, ou
I'hépital de prélevement. Enfin, nous avons mis en évidence que les patients ne présentant pas de
signes clinigues associés, de pathologies concomitantes et ne prenant pas de médicaments
n’'impactent pas les résultats.

Nous constatons que la VPN des chiens est similaire a celle du test de référence (tableau
16) bien que la VPP soit inférieure. Le détection olfactive pourrait donc étre une alternative aux tests
RT-PCR pour lesquels le taux de faux-négatif varie de 2 % a 30 % (Kaniji et al., 2021).

Cette étude présente de nombreux avantages comme préconisés par Jendrny et al. (2021),
il s’agit d’'une expérience en double aveugle randomisée, avec des prélévements présentés une
seule fois aux chiens et différents pour la période d’entrainement et la période de validation. Un seul
prélevement était disponible pour chaque individu et un grand nombre de prélevements a pu étre
utilisé pour la période de validation (218 préléevements au total). || nous manquait cependant des
prélevements, et notamment des prélévements positifs, pour pouvoir stratifier avec plus de
puissance statistique. lls n'ont été appariés que sur I'hopital de provenance car nous n'avions pas
assez de prélévements au méme moment pour pouvoir apparier sur d’autres variables. Des facteurs
de confusion ne peuvent donc pas étre exclus bien que la stratification (sur 'age et le sexe) et les
restrictions (sur I'hépital de provenance, les signes cliniques ainsi que les médicaments pris par les
individus) nous aient permis de limiter certains facteurs. En effet, les sensibilités et les spécificités
calculées sur ces variables n’étaient pas diminuées pour tous les chiens.

Des erreurs sur la classification des prélévements, positifs ou négatifs, font perdre du temps
de formation en induisant les chiens en erreur. Une des pistes pour améliorer la qualité des
prélevements négatifs et positifs serait de diminuer le nombre de cycle (cycle threshold) de
réplication pour étre sir que les positifs soient effectivement contagieux au moment de la PCR. En
effet, il a été montré sur des cellules permissives au SARS-CoV2 que si le Ct est supérieur a 24,
alors ces cellules ne pouvaient pas étre infectées (Bullard et al., 2020).
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Enfin, durant notre étude, des prélévements négatifs ont été marqués par les sept chiens.
Des tests RT-PCR ont été répétés pour ces personnes qui se sont avérées étre positives au SARS-
CoV2. Pour trois d’entre elles, des symptdmes digestifs ou respiratoires sont apparus quelques jours
apres. Les chiens semblent donc détecter les individus positifs avant le test RT-PCR (Essler et al.,
2021).
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Conclusion

Le premier objectif de cette thése était de réaliser une étude bibliographique a propos de I'odorat du
chien. Ce recueil débute par les bases physiologiques et génétiques montrant la complexité du
message olfactif en partant des cavités nasales pour arriver jusqu’a l'intégration dans I'encéphale
ainsi que les particularités olfactives du chien.

Nous avons ensuite pu étudier certains facteurs tels que la race et I'éducation qui permettent
d’optimiser les capacités olfactives du chien. Cela est notamment mis en évidence par certains
éléments qui sont & prendre en considération pour que les capacités olfactives soient utilisées de
maniére optimale. Enfin, I'intérét de l'utilisation du chien dans la détection d’affections médicales
est mis en relief par la diversité des études sur ce sujet.

Nous avons ainsi décidé d’entrainer des chiens pour détecter le SARS-CoV2, détection qui
est au coeur de la deuxiéme partie, expérimentale, de cette thése.

Trois études ont donc été conduites : la premiére visait a montrer que les chiens sont
capables de détecter ce SARS-CoV2, virus émergent au moment de notre étude. Pour cela, des
préléevements de sueur axillaire ont été récoltés et présentés aux six chiens par l'intermédiaire de
cbnes d’olfaction. Des taux de succés ont été calculés pour six chiens et vont de 76 % a 100 %.

La deuxieme étude, réalisée aux Emirats Arabes Unis, nous a permis de déterminer les
sensibilités de 21 chiens dans la détection de ce coronavirus. Les sensibilités s’étalent de 71 % a
100 % avec 11 chiens qui ont la limite inférieure de l'intervalle de confiance supérieure a 80 % et 15
chiens qui ont des sensibilités supérieures a 90 %. Ces données ont été calculées apres une période
d’entrainement de deux semaines. Une analyse des sensibilités, ajustées sur certaines variables,
a aussi été estimée.

Enfin, pour la derniére étude, nous nous sommes intéressés au calcul des sensibilités,
spécificités, valeurs prédictives positives et valeurs prédictives négatives de sept chiens appartenant
au SDIS 60 et du SDIS 78. Les sensibilités et spécificités sont respectivement supérieures a 87 %
et 85 % excepté pour un chien. Les VPN et VPP ont été calculées pour des probabilités d’infection
allant de 10 % a 50 % et, méme pour des probabilités d’'infection de 40 %, les VPN des chiens
restent au-dessus de 90 % sauf pour un chien.

Les prélevements axillaires représentent par ailleurs des prélevements faciles d’acceés et
dont la manipulation contrélée permet d’assurer la biosécurité pour le binbme et les personnes
s’occupant des prélevements.

L'utilisation des chiens, grace a un entrainement court et raisonné, représente une aide
efficace et rapide pour la détection du SARS-CoV2. lIs constituent donc un élément non négligeable
dans la préservation de la santé humaine et sont donc un maillot du concept One Health.
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Annexe 1 : Localisations chromosomales
des OR des chiens (Quignon et al., 2005)

CFA1 6 2 8
@2 1 0 1
@103-104 5 2
CFA2 2 2 4
@58 2 2 4
CFA3 7 6 13
1
@34 7 5 12
CFA5 42 7 49
@3 0 1 1
@12-13 42 6 48
CFA6 5 5 10
@12-14 3 0 3
@39 1 1 2
@42 1 4
CFA8 9 7 16
@3 8 7 15
@5 1 0 1
CFA9 19 7 26
@25 3 0 3
@39 10 4 14
@52 6 3 9
CFA10 6 16 22
0 1
@3 1
@19 5 13 18
CFA11 26 1 27
0
@9-10 0
@53 9 0 9
@61-62 12 1 13
@67 1 0 1
CFA14 38 11 49
@35 38 11 49
CFA15 26 4 30
2 0 2
@3 4 0
@20-21 20 4 24
CFA16 24 5 29
1 0 1
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Chromosome
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ChrX

Les numéros des loci sont donnés en fonction de la position en mégabases de ceux-ci dans le

chromosome.
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The aim of this proof-ofconcept study was o evaluate if trained dogs could discriminate
between sweat samples from symptomatic COVID-18 posifive individuals (SARS-CoV-2
PCR posifive) and those from asymptomatic COVID-19 negative individuals. The study was
conducted at 2 sites (Paris, France, and Beirut, Lebanon), followed the same training and
festing protocols, and invalved six detection dogs (fhree explosive detedtion dogs, ane
search and rescue dog, and two colon cancer detection dogs). A total of 177 individuals
were recruited for the study (85 sympiomatc COVID-19 positive and 82 asympiomatic
COVID-19 negative individua ls) from five hespitals, and one undersm swe st sample per
individua | was collected. The dog training sessions lasted betwesn one and three wee ks.
Once trained, fhe dog had to mark the COVID-1 8 positive sample randomiy placed behind
one of three or four olfactory cones (the ofher cones contained at least one COVID- 19 nega-
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ifive sample could be used up o & maximum of three times forone dog. The dog and its
handler were both blinded to the COVID-positive sample koca fion. The success rate perdog
(i, the number of comect indications divided by the number of trials) ran ged from 76% to
100%. The lower bound of the 85% confidence interval of the estimated sucos ss rate was
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Abstract

This study aimed to evaluate the sensitivity of 21 dogs belonging to different united arab emirate administrations, rained for
covid-19 olfactory detection. The study involved 17 explosives detection dogs, two cadaver detection dogs and two degs with
no previcus detecton treining. Training lasted two weeks before starting the validation protocol, Sequential five and seven-
cone line-ups were used with axillary sweat samples from 151 symptomatic covid-19 individuals (sars-cov-2 por positdve]
and from 110 asymptomatic covid-19 negative individuzls (sars-cov-2 per negative). Each line-up had one positive sample
and at least cne negative sample. The dog had te mark the positve sample, randomly positioned behind one of the cones.
The dog, handler and dzta recorder were blinded to the posidve sample location, The calcnlated overall sensitivities were
between 71% and 79% for three dogs, between 3% and B7% for three other dogs and equal to or higher than 90% for the
remaining 15 dogs (more than two thirds of the 21 dogs). After calculating the overzll sensitivity for each dog using all line-
ups, “matched” sensitivities were calculated only including line-ups containing covid- 19 positive and negative samples strictly
comparzble on confounding factors such as diabetes, anosmia, asthma, fever, body pain, diarrhoea, sex, hospital, method of
sweat collection and sampling duration. Most of the time, the sensitivities increased after matrhing, Pandemic conditons
in the LAE., associated with the desire to use dogs as an efficient mass-pretesting tool has already led to the operatonal
deployment of the study dogs. Future studies will focus on comparatives fields-test results including the impact of the main
covid-19 comorbidities and other respiratory tract infections.

Keywords: Dogs; RT-PCR: Olfactory ; Covid-19
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Identifying SARS-COV-2 infected patients
through canine olfactive detection on axillary
sweat samples; study of observed sensitivities
and specificities within a group of trained
dogs
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Abstract

There is an incraasing need for rapid, reliable, non-invasive, and inexpensive mass tesfing
methods as the global COVID-19 pandemic confinues. Detecion dogs could be a possible
solufion to idenfify individuals infe cted with S ARS-CoV-2. Previous studies have shown that
dogs can detect SARS-CoV-2 on sweatsamples. This study aims to establish the dogs sen-
gitivity (true posifive rate) which measunes the proporfion of people with COVID-19 that are
comecily identified, and specificgty (true negative rate) which measures fhe proportion of
people without COVID-19 that are comectly identified. Seven search and rescue dogs were
tested using a total of 218 axillary swe at samples (62 positive and 156 negative) in offaction
cones following & randomised and double -blind protocal. Sensitivity ranged from 87% to
B4%, and specificity rangad from TE% o 82%, with four dogs over 80%. These results wene
usad to caloulate the positive predicfive value and negative predicfive value for each dog for
different infection probabilities (how likely it is for an individual to be SARS-CoV-2 positive),
ranging from 10-50%. Thesa resulis were compared with a reference diagnostic ool which
|has 85% gpecificity and sensitivity. Negative predictive values for six dogs ranged from
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DETECTION DU SARS-COV2 PAR L’OLFACTION CANINE : MISE EN
PLACE ET APPLICATION DU PROJET

AUTEUR : Quentin MUZZIN

RESUME :

L’objectif de ce travail est de montrer la faculté des chiens a détecter le SARS-CoV2, virus ayant
engendré une pandémie a partir de 'année 2020.

La premiére partie de cette étude dresse un état des lieux des connaissances actuelles sur
I'anatomie, la physiologie et la génétique du nez et de I'odorat du chien ainsi que son utilisation dans
le domaine de la détection d’affections médicales. Les facteurs responsables d’altérations de I'odorat
du chien sont mis en évidence dans cette partie et permettent de mieux comprendre comment ce
dernier peut représenter un atout pour le concept One Health.

La deuxieme partie, expérimentale, porte sur trois études progressives dans leur présentation,
permettant de mettre en évidence la capacité des chiens a détecter le SARS-CoV2 grace a des
prélévements de sueur axillaire puis de déterminer les paramétres intrinséques tels que la spécificité
et la sensibilité dans cette détection. Ces études ont été réalisées au sein de I'Ecole Nationale
Vétérinaire d’Alfort ainsi qu’aux Emirats Arabes Unis. La période relativement courte
d’apprentissage ainsi que les sensibilités et spécificités comprises autour de 90 % pour la plupart
des chiens en font de bons candidats dans la détection rapide et efficace de ce virus. Dans la
derniéere étude, des valeurs prédictives positives et négatives ont aussi été déterminées et montrent
gue les chiens peuvent constituer un élément non négligeable pour la prise en charge de cette
pandémie.
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SARS-COV2 DETECTION BY CANINE OLFACTION : PROJECT SET-UP
AND IMPLEMENTATION

AUTHOR: Quentin MUZZIN

SUMMARY:

The aim of this work is to prove the ability of dogs to detect the SARS-CoV?2, virus that caused a
pandemic from 2020.

The first part of this thesis provides an overview of the current knowledge on anatomy, physiology
ans genetics about the dog’s nose and sense of smell as well as its use in the detection of medical
conditions. Factors responsible for alterations in the dog’s sense of smell are highlighted in this
section and allow us to better understand how the dog can be an asset for the One Health concept.

The second part, experimental, deals with three progressive studies in their presentation, allowing
to highlight the capacity of dogs to detect the SARS-CoV2 thanks to axillary sweat samples and to
determine the intrinsic parameters such as specificity and sensibility in this detection. These studies
were conducted at the National Veterinary School of Alfort and in the United Arab Emirates. The
relatively short learning period as well as the sensitivities and specificities around 90 % for most of
the dogs make them good candidates in the fast and efficient detection of this virus. In the last study,
positive and negative predictive values were also determined and show that dogs can be an
important element in the management of this pandemic.
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