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Introduction

En décembre 2019, un virus nommé dans un premier temps nouveau coronavirus (2019-
nCoV) puis Severe Acute Respiratory Syndrom Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) émerge dans la
ville de Wuhan dans la province d’Hubei en Chine, avant de s’étendre rapidement au reste du
monde début 2020 (Lv et al., 2020). Le 11 mars 2020, 'OMS déclare I'état de pandémie globale.
Etant donné la propagation rapide du virus, tres contagieux, et le réle clef des individus infectés
asymptomatiques dans sa transmission, la détection des personnes infectées apparait trés vite
comme une priorité pour la gestion de sa propagation. Alors que la pandémie débute, le chien et
son odorat développé sont déja utilisés dans la détection de certains cancers ou
infections/infestations qu’elles soient bactériennes, virales ou parasitaires (Demirbas et al., s. d.).
La biodétection par olfaction canine est alors envisagée comme une des stratégies de dépistage
de l'infection par le virus SARS-CoV-2.

L’'objectif de cette thése est de faire un état des lieux mondial de la détection par olfaction
canine de linfection au virus SARS-CoV-2 et de comparer ces résultats a ceux obtenus avec le
test rRT-PCR sur préléevement nasopharyngé, considéré par la communauté scientifique comme le
« gold standard » actuel.

Dans un premier temps, nous aborderons les enjeux d’'un dépistage de masse de l'infection
par le virus SARS-CoV-2 ainsi que les caractéristiques des tests utilisés en routine actuellement.
La seconde partie portera sur la détection par olfaction canine: son fonctionnement, son
déploiement dans différents pays et les caractéristiques associées, et enfin des propositions pour
I'intégrer aux schémas de dépistage actuels.
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Premiere partie . dépistage de l'infection
par le virus SARS-CoV-2

1. Enjeux d'un dépistage massif : élements d’épidémiologie.

Le virus SARS-CoV-2 est un Coronavirus de la famille des Coronaviridae, du genre
Betacoranavirus et du sous-genre Sarbecovirus. Son génome est composé d’'un simple brin
d’ARN, associé a une nucléoprotéine au sein d’'une matrice protéique (Kirtipal et al., 2020) . Le
nom Coronavirus provient de sa forme en couronne.

Figure 1 : Structure d’un coronavirus : génome sous forme d’ARN associé a une protéine N,
présentant des protéines structurales variées (E, M, S) (Kirtipal et al., 2020)

il
xxsv‘-"’-""e'-/

Nucleocapsid (N)

Membrane (M)

Spike (S)

A. Transmission et contagiosité du virus SARS-CoV-2

Trois émergences majeures a coronavirus touchant le genre humain sont rapportées au
21°™ siécle (Kirtipal et al., 2020) : le Severe Acute Respiratory Syndrom (SARS), causé par le
SARS-CoV, a débuté en novembre 2002 en Chine, avant de s’étendre en 2003 dans trente pays
puis de s’éteindre au bout de trois mois. Le taux de létalité était alors de 10%.

La deuxiéme émergence a coronavirus débuta en Arabie Saoudite en juin 2012 : le Middle
East Respiratory Syndrom (MERS), causée par le MERS-CoV. Le taux de létalité était de 35%.
(Kirtipal et al., 2020).

Enfin, la derniére émergence actuelle est due au Severe Acute Respiratory Syndrom
coronavirus 2 (SARS-CoV-2) détecté pour la premiére fois & Wuhan (Chine) en décembre 2019.
Ce nouveau virus a ARN présente une identité de 80% de sa séquence avec le SARS-CoV de
50% avec le MERS-CoV (Harrison et al., 2020). L'infection par le SARS-CoV-2 est alors désignée
par « Coronavirus Disease 2019 », souvent abrégée en Covid-19. (Kirtipal et al., 2020)

Les coronavirus évoluent rapidement du fait de leur fréquence importante de recombinaison
et de substitution : 'échappement au systéeme immunitaire de I'héte est ainsi facilité.
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e Taux de reproduction de base RO

Le taux de reproduction de base RO est un indicateur qui peut étre calculé par des modéles
statistiques et qui reflete la transmission du virus : lorsqu’il est inférieur a 1, aucune mesure
particuliere de santé publique n’est nécessaire pour limiter la propagation (Lv et al., 2020). Ce taux
RO représente le nombre de personnes qu’un individu infecté peut contaminer dans une population
réceptive au virus. Au début de la pandémie de SARS-CoV-2, RO était compris entre 2.2 et 3.9 (Lv
et al., 2020). La grande amplitude de cet intervalle s’explique en partie par la difficulté a déterminer
I'intervalle intergénérationnel nécessaire pour déterminer RO. Il était alors estimé a partir des
modéles du MERS-CoV et du SARS-CoV. Le taux de reproduction varie en fonction des différents
variants du virus SARS-CoV-2. Début décembre 2022, le taux de reproduction de base RO
observé en France est de 1,21 selon le gouvernement. Le variant majoritaire est alors un sous-
variant d’Omicron (GOUVERNEMENT FRANCAIS, 2022).

¢ Intervalle intergénérationnel

L’intervalle intergénérationnel se définit comme la durée entre la survenue de la maladie
chez un patient et sa survenue chez les personnes qu’il va contaminer. Pour estimer RO, il faut
donc connaitre & minima un ordre de grandeur de l'intervalle intergénérationnel.

Maitriser la propagation passe par un isolement des individus infectés : pour cela, les
identifier le plus précocement possible est fondamental.

B. Porteurs asymptomatiques

a. Symptémes de l'infection au SARS-CoV-2

Les symptdbmes les plus communs du Covid-19 sont de la fiévre, de la toux, de la fatigue,
des maux de téte et un essoufflement. Une anosomie et une dysgueusie sont également
rapportées, d’apparition fréquemment antérieure aux symptdémes précédemment listés. Peu
spécifiques, ils se rapprochent de ceux de nombreuses infections virales, y compris la grippe
saisonniére. Les signes cliniques apparaissent le plus souvent entre 4 et 5 jours aprés exposition
au virus, mais l'incubation peut parfois prendre jusqu’a 14 jours (Chams et al., 2020).

b. Individu asymptomatique ou pré-symptomatique ?

Il faut distinguer les individus pré-symptomatiques des individus asymptomatiques : ces
derniers ne développeront pas de symptdbmes au cours de linfection alors que les individus
infectés pré-symptomatiques vont quant a eux en développer plus tardivement (Syangtan et al.,
2021). Pour faire la distinction entre ces deux populations, il est nécessaire de faire un suivi
longitudinal par tests de dépistage : les individus ne présentant pas de symptdomes et dont le test
est positif puis se négative sans atteinte clinique sont considérés comme asymptomatiques vrais.
Ce suivi longitudinal n’est malheureusement pas réalisé dans toutes les études visant a déterminer
le pourcentage de porteurs asymptomatiques dans une population donnée : on considérera
comme infectée asymptomatique par la suite une personne dont le test rRT-PCR est positif et qui
ne présente pas de symptémes avant que son test soit de nouveau négatif.

La proportion d’individus avec un test rRT-PCR positif mais ne présentant pas de
symptébmes au moment de la réalisation de celui-ci est estimée a 48,2% (IC 95 [30; 67]%)
(Syangtan et al., 2021). Cette estimation se base sur une méta analyse de 16 études, regroupant
2788 patients.
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La notion d’individu asymptomatique peut étre nuancée : une étude montre que certains
patients ne présentant pas de symptdmes ont des lésions pulmonaires subcliniques a I'examen
tomodensitométrique (Parry et al., 2020). Ces observations restent toutefois contestées (Scordato,
2021).

Plusieurs explications sont avancées quant a I'absence des signes cliniques chez certains
individus. lls pourraient avoir été exposés précédemment a d’autres coronavirus : une réponse
meémoire médiée par les lymphocytes T s’active alors. Un épitope est un déterminant antigénique
avec une structure contre laquelle les anticorps spécifiques ou des lymphocytes T spécifiques sont
synthétisés lors de la réponse immunitaire adaptative. Six épitopes du SARS-CoV-2 appartenant a
la protéine spike présentent une identité de séquence d’au moins 67% a celle d’épitopes de
coronavirus rencontrés couramment dans les rhumes saisonniers. Les patients asymptomatiques
ont un nombre accru de lymphocytes CD4 par rapport aux malades symptomatiques, ce qui vient
appuyer cette hypothése (Mateus et al., 2020). En Chine, la proportion d’individus infectés
asymptomatiques augmente par rapport a la premiére émergence. L'induction d”interféron gamma
chez I'héte ainsi que d’une réponse pro-inflammatoire pourraient étre moindres par rapport a celles
observées avec le SARS-CoV et le MERS-CoV (Mateus et al., 2020).
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Figure 2 : Représentation schématique de différentes catégories de porteurs d’agent
pathogéne par rapport au moment de I’expression clinique de la maladie ( adaptée d'aprés
B.Toma, B.Dufour, J.J. Bénet, J.Riviere, A.Shaw, F.Moutou, 2018)

Sujet 1 : exprime la maladie aprés une courte période d’incubation,
puis guérit.

Infecté

précoce Malade Convalescent |nfecté chronique

infecté

Sujet 2 : portage asymptomatique (asymptomatique vrai défini précédemment).
Absence de signes cliniques.

Porteur sain

Sujet 3 : sujet avec une longue période de latence. Ce sujet peut étre
consideré comme asymptomatique alors qu'il est pré-symptomatique.

I .

Infecté en incubation Malade

P : contamination par un agent pathogéne

Le terme infecté ne préjuge pas de la contagiosité ou non de l'individu.

L'absence de prise en compte des individus asymptomatiques dans un plan de lutte contre
le SARS-CoV-2 conduirait celui-ci a I'échec. En effet, les individus asymptomatiques sont
contagieux pendant une certaine durée dans le cas du SARS-CoV-2 au méme titre que les
malades cliniques. De plus, ne présentant pas de symptémes, ils ignorent souvent qu’ils sont
infectés et peuvent se montrer plus laxistes vis-a-vis du respect des gestes barriéres.
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Figure 3 : phénoméne de l'iceberg illustrant la fréquence de I'infection inapparente
par rapport a I'infection cliniquement exprimée (adaptée de (B.Toma, B.Dufour, J.J.
Bénet, J.Riviere, A.Shaw, F.Moutou, 2018)

Individus infectés de facon
inapparente =
ASYMPTOMATIQUES

Seuil de détection clinique

Obijectif : seuil de détection d’un
- test de dépistage ne se basant
Individus malades pas uniquement sur la clinique

C. Evolution du virus SARS-CoV-2 au cours du temps : principaux variants

Le virus SARS-CoV-2 évolue : son génome connait des mutations. Différentes versions du
virus se succédent au cours du temps : on parle variants.

Figure 4 : proportion des infections par les différents variants au cours du temps (Koelle et

al., 2022)
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Le variant Beta n’ayant jamais été majoritaire, il ne sera pas abordé dans cette partie.

e Variant 614G (Février 2020)

Le variant 614G du SARS-CoV-2 résulte d’'une substitution d’un acide aminé dans la
protéine Spike : il passe d’une conformation D a une conformation G au codon 614. La forme G est
in vitro plus transmissible et associée a une augmentation des charges virales dans [lair
expiré.(Mansbach et al., 2021)
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¢ Variant Alpha (Royaume-Uni, Septembre 2020)

En septembre 2020, le variant Alpha (lignée B 1.1.7) est détecté pour la premiére fois au
Royaume Uni : il présente une variation majeure dans son phénotype, hotamment une capacité
accrue a se lier a 'enzyme de conversion de I'angiotensine 2 (ACE2). Ce récepteur cellulaire est
le récepteur privilégié du virus. Celui-ci se trouve notamment a la surface des cellules de
I'épithélium pulmonaire et joue un rble important dans le systéme rénine/angiotensine. Son
activation conduit a la production d’angiotensine 1-7, molécule vasodilatatrice. L’'enzyme de
conversion de l'angiotensine (ACE), présente au niveau de I'endothélium vasculaire du poumon,
de l'endocarde et du cerveau, catalyse le clivage de l'angiotensine | en angiotensine II.
L’angiotensine Il a une action vasoconstrictrice. L’angiotensine 1-7 et I'angiotensine Il ont des
réles opposés : lattachement du virus du SARS-CoV-2 au récepteur membranaire ACE2
entrainerait une perte de fonction massive de ces récepteurs, provoquant un déséquilibre de
I’'hnoméostasie en faveur d’'une vasoconstriction (Alifano et al., 2020). Le coefficient de reproduction
de base RO du variant Alpha est estimé de 1,5 a 2 fois supérieur a celui des autres variants alors
en circulation.

¢ Variant Delta (Inde, Octobre 2020)

En octobre 2020 soit environ un mois apres la détection du variant Alpha, le variant Delta
émerge en Inde : il s’agit des descendants de la lignée B1.1.7.2. Son taux de reproduction est plus
élevé que celui des lignées précédentes, et 'immunité conférée par une précédente infection
protege moins longtemps d’'une contamination par ce variant. La vaccination a également une
durée de protection plus courte face au variant Delta, encourageant I'ajout de doses
supplémentaires pour les populations les plus a risque dans les protocoles de vaccination (Koelle
et al., 2022).

¢ Variant Omicron(Afrique du Sud, Novembre 2021)

Le variant Omicron est détecté en Afrique du Sud en novembre 2021, avec une suppression
du géne A69-70 de la protéine Spike. Plus de 30 mutations sont dénombrées sur la glycoprotéine
Spike par rapport a celle initialement séquencée au début de la pandémie. En décembre 2021, le
variant Omicron se propage dans le monde entier avant de devenir le variant majoritaire,
remplacant progressivement le variant Delta. Le variant Omicron semble avoir une capacité a
échapper aux anticorps de précédentes infections ou de vaccination en empruntant une voie
d’entrée alternative dans les cellules respiratoires de I’h6te par rapport au virus initial. Toutefois,
l'infection semble étre cliniguement moins sévére. La vaccination protége contre les formes les
plus graves ; la majorité des décés survient chez les individus non vaccinés (Koelle et al., 2022).
Au 12 octobre 2022, 'OMS reconnait 6 sous-variants préoccupants d’Omicron. On parle de sous-
variants lorsqu’il N’y a pas de preuve suffisante pour affirmer que le sous-variant présente des
caractéristiques épidémiologiques significativement différentes du variant initial. Toutefois, un
sous-variant peut devenir un nouveau variant si ces preuves sont réunies.
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Figure 5 : Evolution de la proportion de variants et de sous variants du SARS-CoV2 en
France de décembre 2021 a aolt 2022
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Les sous-variants en circulation en France sous tous des sous-variants d’Omicron. Les sous-
variants 21K, 21L, 22A, 22B et 22C sont des sous-variants appartenant aux sept sous-variants
d’Omicron estimés préoccupant par 'OMS en décembre 2022.

Un variant préoccupant est un variant associé a :

-une augmentation de la transmissibilité

-OU une évolution préjudiciable de I'épidémiologie de la COVID-19 ou une augmentation de
la virulence ou une modification du tableau clinique

-OU enfin une diminution de l'efficacité des mesures de santé publique et des mesures
sociales ou des outils de diagnostic, des vaccins et des traitements disponibles (OMS, 2022)

2. Tests de dépistage déployés actuellement
A. Définitions

Ces définitions sont adaptées du livre Epidémiologie appliquée a la lutte collective contre les
maladies animales transmissibles majeures (B.Toma, B.Dufour, J.J. Bénet, J.Riviére, A.Shaw,
F.Moutou, 2018, chap. Dépistage des maladies infectieuses animales)

Définissons les sous-populations suivantes pour toute cette partie :

-les Vrais Positifs (VP) : individus infectés dont le résultat au test est positif.

-les Vrais Négatifs (VN) : individus indemnes dont le résultat au test est négatif.

-les Faux Positifs (FP) : individus indemnes dont le résultat au test est positif.

-les Faux Négatifs (VN) : individus infectés dont le résultat au test est négatif.
a. Prévalences

La prévalence réelle, appelée prévalence Pr par la suite, est définie comme la proportion
d’individus infectés dans la population totale.
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Tableau 1 : situation des différents résultats d’un test par rapport a la réalité.

En surbrillance : éléments retenus pour le calcul de la prévalence réelle

Réellement infectés Réellement indemnes TOTAL
Résultats au test positif | VP FP VP+FP
Résultats au test | FN VN FN+VN
négatif
TOTAL VP+FN FP+VN Population totale N

La prévalence Pr peut étre définie par la formule suivante :

Pr

“VPYFN

N

On peut également définir la prévalence apparente PrA comme la proportion d’individus
fournissant une réponse positive au test dans la population totale.

PrA =

VP + FP
N

Expérimentalement, on accéde a la prévalence apparente et non la prévalence réelle, sauf
si le test est parfait. On a alors :

Pr = PrA =

VP+VN _ N|

VP 44

b. Sensibilité (SEN)

La sensibilité se définit comme I'aptitude d’un test a fournir une réponse positive pour un
sujet infecté : c’est la probabilité que le résultat du test soit positif si I'individu est infecté.

Tableau 2 : situation des différents résultats d’un test par rapport a la réalité.

En surbrillance : éléments retenus pour le calcul de la sensibilité.

Réellement infectés Réellement indemnes TOTAL
Résultats au test positif | VP FP VP+FP
Résultats au test | FN VN FN+VN
négatif
TOTAL VP+FN FP+VN Population totale
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La sensibilité (SEN) peut alors étre définie par la formule suivante :

SEN = Vp T FN

Un test sensible est donc un test qui fournira peu ou pas de faux négatifs, et donc dont la
valeur tendra vers 1. La sensibilité est une valeur intrinséque a un test, elle ne dépend pas de la
prévalence de l'infection.

c. Spécificité (SPE)

La spécificité se définit comme I'aptitude d’un test a fournir une réponse négative pour un
sujet indemne : c’est la probabilité que le résultat du test soit négatif si l'individu est indemne.

Tableau 3 : situation des différents résultats d’un test par rapport a la réalité.

En surbrillance : éléments retenus pour le calcul de la spécificité

Réellement infectés Réellement indemnes TOTAL
Résultats au test positif | VP FP VP+FP
Résultats au test | EN VN FN+VN
négatif
TOTAL VP+FN FP+VN Population totale

La spécificité (SPE) peut alors étre définie par la formule suivante :

VN
FP + VN

SPE =

Un test spécifique est donc un test qui fournira peu ou pas de faux positifs : sa valeur
tendra alors vers 1. Comme la sensibilité, la spécificité est une valeur intrinséque a un test, elle ne
dépend pas de la prévalence de l'infection.

d. Valeur Prédictive Positive (VPP)
e Définition
La Valeur Prédictive Positive se définit comme la probabilité qu’'une réponse positive au

test corresponde a un individu infecté. Autrement dit, la VPP quantifie la confiance que I'on peut
avoir dans un résultat positif.
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Tableau 4 : situation des différents résultats d’un test par rapport a la réalité.

En surbrillance : éléments retenus pour le calcul de la valeur prédictive positive.

Réellement infectés Réellement indemnes TOTAL
Résultats au test positif | VP FP VP+FP
Résultats au test | FN VN FN+VN
négatif
TOTAL VP+FN FP+VN Population totale

La Valeur Prédictive Positive (VPP) peut alors étre définie par la formule suivante :

VP
VP +FP

VPP

En introduisant les formules de spécificité, sensibilité et prévalence définies
précédemment, on a également :
SEN X Pr
SEN X Pr + (1 — SPE)(1 — Pr)

VPP =

La VPP est une valeur dite « extrinséque » : sa valeur ne dépend pas du test uniquement,
mais aussi de la prévalence de I’infection dans la population étudiée.
e Variation en fonction de la sensibilité du test

Le poids de la sensibilité sur la valeur de la VPP est tres faible par rapport au poids de la
spécificité en zone peu infectée, comme c’est le cas pour l'infection par le virus SARS-CoV-2.

¢ Variation en fonction de la spécificité du test

Plus le test est spécifique, plus la VPP est élevée. Lorsqu’un test est spécifique, il y a peu
de faux positifs. Lorsque la spécificité est égale a 1, la VPP est de 100%.

e Variation en fonction de la prévalence de la maladie

Plus la prévalence est élevée, plus la VPP est élevée. Pour une population totalement
infectée, la VPP est 1 car il n’y a aucun faux positif ; a partir d’'une prévalence de l'infection de
80%, il est estimé que le nombre de faux positifs est largement minoritaire par rapport aux vrais
positifs. En revanche, lorsque que la prévalence est de I'ordre de quelques pour cents, comme
c’est le cas pour l'infection par le virus SARS-CoV-2, le nombre de vrais positifs devient faible et la
VPP diminue.

e. Valeur Prédictive Négative (VPN)
e Définition
Par symétrie avec la VPP, la Valeur Prédictive Négative (VPN) se définit comme la

probabilité qu’une réponse négative au test corresponde a un individu indemne. Autrement dit, la
VPN quantifie la confiance que I'on peut avoir dans un résultat négatif
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Tableau 5 : situation des différents résultats d’un test par rapport a la réalité.

En surbrillance : éléments retenus pour le calcul de la valeur prédictive positive

Réellement infectés Réellement indemnes TOTAL
Résultats au test positif | VP FP VP+FP
Résultats au test | FN VN FN+VN
négatif
TOTAL VP+FN FP+VN Population totale

La Valeur Prédictive Positive (VPP) peut alors étre définie par la formule suivante :

VN
VN + FN

VPN

En introduisant les formules de spécificité, sensibilité et prévalence définies
précédemment, on a également :
SPE x (1 — Pr)
SPE x (1 — Pr) + (1 — SE) x Pr|

VPN =

Comme la VPP, la VPN est une valeur dite « extrinséque ».

e Variation en fonction de la sensibilité du test
Plus le test est sensible, plus la VPN est élevée.

e Variation en fonction de la spécificité du test
Le poids de la spécificité est trés faible par rapport au poids de la sensibilité sur la VPN.

e Variation en fonction de la prévalence de la maladie

En milieu fortement infecté, la VPN est faible : le nombre de faux négatifs augmente par
rapport au nombre de vrais négatifs. Lorsque la prévalence diminue en revanche, la VPN
augmente.

Plus la prévalence est faible, plus la VPN est élevée : elle dépend de la sensibilité du test et
de la prévalence de la maladie.
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B. Cahier des charges du test idéal

Un test est dit diagnostique lorsqu’il est pratiqué sur un individu présentant des
symptdmes. Un test de dépistage est pratiqué sur un individu ne présentant pas de signes
cliniques. L'infection au SARS-CoV-2 est parfois peu voire pas symptomatique. Or, les personnes
infectées mais non malades sont excrétrices et peuvent donc contaminer leur entourage. Un enjeu
capital des tests de dépistage est I'identification de ces individus pour les isoler. Le test de
détection de I'infection au SARS-CoV-2 peut étre diagnostique ou de dépistage selon les cas

Tableau 6 : cahier des charges du test idéal et caractéristiques du test associé

Cabhier des charges

Caractéristiques du test associé

-accessible a tous les patients

-accessible partout géographiquement : pouvoir
utiliser des tests mobiles ou des réseaux de
laboratoires et de professionnels de santé déja
établis.

-peu colteux.

-disponible : peu d’attente pour accéder au test,
pas de risque de pénurie de matiére premiéere
(par exemple réactifs pour les tests de
laboratoire).

-fiable -sensible : fournir un résultat positif pour un
individu infecté.
-spécifique : fournir un résultat négatif pour un
individu indemne.
-non opérateur-dépendant
-reconnu par les autorités et le personnel
médical (pass sanitaire, passage de frontiéres)
-indolore -peu invasif

-outil pour limiter la transmission du virus

-résultats rapides pour pouvoir isoler les
personnes infectées le plus rapidement possible

C. Caractéristiques des tests actuellement utilisés en routine

Pour détecter une infection au SARS-CoV-2, il est possible de chercher :

-le virus lui-méme : tests RT-PCR ou antigéniques

-les traces de l'infection par le virus : sérologie, examens d’imagerie

a. Test virologique RT-PCR

Actuellement, le test rRT-PCR sur écouvillon nasopharyngé est considéré comme le « Gold
Standard » de la détection d’une infection par le SARS-CoV-2 selon TOMS.
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e Technique de la rRT-PCR

Le génome du SARS-CoV-2 est un brin simple d’ARN. Or, la technique de Polymérase
Chain Réaction (PCR) ne peut se faire que sur de 'ADN. L’ARN viral est extrait du prélévement
puis converti en ADN : pour cela, une enzyme appelée transcriptase inverse est utilisée.

On ajoute alors des amorces, qui ont des séquences complémentaires de 'ADN recherché
dans I'échantillon. Lorsqu’'une amorce se fixe, 'enzyme polymérase va synthétiser grace aux
désoxyribonucléotides présents dans le mélange analytique un nouveau brin d’ADN,
complémentaire a l'initial. Il s’agit de la réaction en chaine par polymérase (PCR). Plusieurs cycles
sont effectués, permettant la synthése d’'un grand nombre de copies de ’ADN initial. Des sondes,
séquence d’ADN avec un marqueur fluorescent, vont se fixer sur des séquences propres a 'ADN
que I'on cherche a mettre en évidence. En se fixant, elles liberent un marqueur fluorescent. La
rRT-PCR est dite en temps réel car les marqueurs fluorescents libérés permettent de suivre la
quantité d’ADN en temps réel. Plusieurs génes peuvent étre recherchés par rRT-PCR pour le virus
SARS-CoV-2 : le géne de I'enveloppe (E), le géne de la nucléocapside (N), le géne de '’ARN
polymérase ARN-dépendante (RdRp RNA), le géne de la protéine Spike (S) et géne de la phase
ouverte de lecture (Open Reading Frame) la/b (ORFla/b) (LeBlanc et al.,, 2020).La Haute
Autorité de Santé (HAS) recommande en France de chercher au moins deux de ces génes.

o Détermination du Cycle threshold

Le Cycle threshold (Ct) ou seuil de cycles en francais est définie comme le nombre de
cycles au bout duquel le signal peut étre clairement distingué du « bruit de fond » que provoque la
fluorescence résiduelle. Pour calculer le Ct, il faut tracer une ligne, souvent déterminée
automatiquement par un logiciel appelée threshold. Elle doit étre placée durant la phase
exponentielle de croissance pour éviter les confusions avec le bruit de fond. (IslandPubDev518,
2020).
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Figure 6 : Evolution de la fluorescence d’un échantillon en fonction du nombre de cycles ;
détermination du Ct (Chauhan, 2021)
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Plus le Ct est élevé, moins la charge virale était importante. Toutefois, le Ct ne varie pas
uniquement selon la charge virale, mais aussi selon le matériel utilisé. Ainsi, les Ct ne sont pas
forcément comparables selon les fabricants, posant la question du seuil a partir duguel un patient
est considéré comme positif. Il existe des abaques faisant correspondre un Ct obtenu avec un
équipement donné par rapport a un Ct de référence (voir Annexe 1).

Prenons I'exemple suivant : a l'issue d’'un test rRT-PCR nasopharyngé, un patient a un Ct
de 35 avec la trousse Alinity m SARS-CoV-2 d’Abott :

Tableau 7 : correspondance le Ct obtenu par la trousse Alinity m SARS-CoV-2 et le Ct de
référence

Technique de référence : RT-PCR IP4 (CNR)
o Dénomination de la Excrétion virale Excrétion virale modérée
Fourisseur trousse RT-PCR st significative voire trés faible
Ct<33 Ct>33 Ct237
Abbott ALINITY m SARS-COV-2 ASSAY (CE) ALINITY <36 >36 240

En se référant aux abaques, le patient est considéré excréteur significatif

Obtenir des valeurs de sensibilité et de spécificité pour les tests RT-PCRs est un défi
puisque beaucoup considéerent ce test comme le gold standard, c’est-a-dire comme un test
« parfait ». (Fang et al., 2020) rapportent une sensibilité de 71% pour le test rRT-PCR (IC 95 [56 ;
83]%). Cette faible sensibilité peut étre expliquée par du matériel pas encore parfaitement au point
au moment de I'étude, une charge virale faible des patients ou alors de mauvaises techniques de
prélevement. Cette étude s’intéresse au scanner comme outil de détection de l'infection au SARS
CoV2 : on peut aussi faire 'hnypothése que certaines Iésions observées au scanner ne sont pas
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dues a une infection par le virus SARS-CoV-2. Ces individus négatifs au test rRT-PCR peuvent
étre considérés comme faussement positifs au scanner.

En France, le CNR et le HAS ont mis en place des critéres pour la commercialisation et le
remboursement des tests : la sensibilité doit étre au minimum de 80% et la spécificité de 99% (voir
annexe 2). La HAS rapporte quant a elle une sensibilité de 92% (IC 95 [90 ; 94]%)pour le test rRT-
PCR sur écouvillon nasopharyngé dans son rapport d’évaluation du 10 février 2021 (Haute
Autorité de santé, 2021). Ce rapport a pour but d’évaluer la sensibilité des tests rRT-PCR sur
prélevement salivaire : pour évalue la sensibilité de ces mémes tests sur salive ou écouvillon
nasopharyngé, des rRT-PCR ont été faits sur les deux types de prélevements. Tout résultat donné
positif par I'une des deux méthodes est considéré comme vrai positif. Avec ce type de
raisonnement, il n’est pas possible d’évaluer la spécificité des tests.

Le test rRT-PCR peut étre réalisé sur un écouvillon nasopharyngé ou oropharyngé avec les
mémes valeurs de sensibilité et de spécificité. Lorsqu'il est réalisé sur de la salive, la sensibilité du
test rRT-PCR est de 85% (IC 95 [81 ; 88]%) (Haute Autorité de santé, 2021). Le prélévement de
salive permet de s’affranchir en partie des variations d’opérateurs qui existent pour les
prélevements d’écouvillons nasopharyngés ou oropharyngés, de limiter les risques de
contamination du préleveur et d’étre moins invasif.

o Possibles erreurs analytigues

Des erreurs analytiques sont possibles, aussi bien au moment du prélévement (technique,
stockage, matériel et conditions de transport), de I'analyse (extraction de 'ARN, contamination du
prélevement), du choix et de la conservation des amorces d’ADN sur lesquelles I'enzyme
polymérase va ajouter des désoxyribonucléotides complémentaires au brin d’ADN déja présent. |
existe également des erreurs post analytiques, qui reposent notamment sur la détermination de la
fluorescence résiduelle (baseline) et sur le seuil (threshold).

Page 23



Figure 7 : résumé des principales erreurs pré analytiques, analytiques et post analytiques
pouvant mener a des résultats erronés(Rahbari et al., 2021)
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Baseline : elle correspond au “bruit de fond”, c’est a dire a la fluorescence non due a la fixation des
sondes.

Master mix : mélange déja prét pour réaliser la PCR contenant notamment ADN polymérase
et des désoxyribonucléotides triphosphates

0 Biosecurité
L’écouvillonnage nasopharyngé ou oro pharyngé présente un risque pour le préleveur, qui
doit porter des Equipements de Protection Individuelle (EPI) comme une blouse, des gants et un
masque chirurgical a usage unigue ou encore une visiere. Le risque de contamination pour le
préleveur est moindre sur un échantillon de salive.

La piece de prélévement doit étre ventilée, et un plan de traitement pour les déchets
infectieux doit étre réfléchi.

Pour les échantillons nécessitant une analyse en laboratoire :
-ils doivent étre traités dans une enceinte de sécurité biologique (ESB) validée ou dans un
dispositif de confinement primaire avant leur inactivation.

-les analyses comme le séquencage ou les rRT-PCR doivent étre réalisées dans un laboratoire de
niveau de sécurité biologique 2.
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b. Autres tests

Les sensibilités et spécificités rapportées dans ce tableau sont des recommandations
émises par la HAS avant la mise en place des différents tests. Les tests utilisés en France
remplissent ce cahier des charges : les caractéristiques peuvent cependant varier d’'un fabricant a
un autre.

Test Sensibilité Spécificité Opérateur dépendant
Antigénique >90% (HAS) Oul
sur >80% (HAS)
prélevement
naso-
pharyngé
Sérologique | supérieure & 90 % | >98% (HAS) NON
ou 95 % selon
l'usage (HAS)

Les tests sérologiques se basent sur des techniques ELISA : ils permettent de répondre a
la question « suis-je ou ai-je été infecté par le SARS-CoV-2 ? » mais ne sont pas informatifs sur
une quelconque contagiosité.

Les tests antigéniques peuvent étre effectués par un professionnel ou par le patient lui-
méme (autotest).

Figure 8 : stratégie de dépistage de linfection au SARS-CoV-2 en France (Assurance Maladie,
2022)
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Deuxieme partie : détection olfactive
canine de l'infection par le virus SARS-
CoV-2

1. Odorat du chien

A. Développement de I'odorat au cours de la vie du chien

L’odorat du chien se met en place dés la vie foetale et peut étre influencé directement par la
nourriture de la mére durant la période périnatale. Une étude s’est intéressée a linfluence de la
nourriture donnée a la mere pendant le dernier tiers de gestation et au cours des vingt premiers
jours de vie des chiots sur leur odorat (Hepper et Wells, 2006). Il a été établi précédemment chez
les humains que les flaveurs de I'alimentation de la femme passent dans le liquide amniotique
(Mennella et al., 1995) . Pour savoir si le régime alimentaire de la meére influencait les préférences
olfactives futures des chiots, les chercheurs ont ajouté des graines d’anis a la nourriture de la
meére. Les chiots dont la mére a regu une nourriture avec de I'anis et ayant eux-mémes regu une
alimentation supplémentée durant leurs premiéres semaines de vie se dirigent par la suite vers
I'alimentation a laquelle de l'anis a été ajouté, alors que les individus du groupe contrble n’ayant
jamais été exposés a I'anis choisissent majoritairement I'alimentation sans ajout. En reproduisant
ainsi le comportement alimentaire de la mére, les chiots choisiraient une alimentation sdre, évitant
d’éventuels empoisonnements. Cette expérience montre que I'environnement périnatal joue un
réle dans le développement de 'odorat chez le chiot.

L’odorat est considéré comme le sens majeur du chien : il lui donne des informations sur
son environnement présent, mais aussi sur son environnement passé, avec par exemple des
informations sur le passage de proies. Son odorat lui permet également de connaitre le statut
reproducteur de ses congénéres : un male sera attiré par 'odeur d’'une chienne en chaleurs
(Kokocinska-Kusiak et al., 2021).

B. Structures mises en jeu

L’odorat du chien peut-étre divisé en deux parties : le systeme olfactif principal, composé
de I'épithélium olfactif principal (Main Olfactive Epithélium, MOE) et le systéme olfactif accessoire
composé de I'organe voméronasal (VON).

Lorsque le chien renifle, le flux d’air a I'inspiration est séparé en deux dans chaque narine.
Environ 12% de l'air inspiré vient se fixer dans les régions de l'olfaction, tandis que le reste
descend vers le pharynx et les poumons. L’air expiré passe de nouveau dans les régions de
I'olfaction. L'intégration des odeurs est faite de maniére séparée pour chaque narine : cela permet
notamment une localisation de la provenance des odeurs (Craven et al., 2010) .

Le nombre d’odeurs reconnu est supérieur au nombre des différents récepteurs : une odeur
peut stimuler plusieurs récepteurs. Ces réactions croisées créent chez le chien une signature
olfactive propre a chaque odeur.
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e Systeme olfactif principal

Le MOE est un épithélium pseudo-stratifié appartenant a I'épithélium pigmenté de la
muqgueuse nasale ; il tapisse la lame criblée, le septum et les cornets nasaux moyens et dorsaux.
Les Neurones Sensitifs Olfactifs (NSO) du MOE sont des neurones avec des récepteurs aux
molécules odorantes a leur surface. lls ont une durée de vie de I'ordre de quelques semaines et
constituent 60 a 80% du MOE. Les autres cellules sont les cellules basales pluripotentes et les
cellules sustentaculaires. Les cellules sustentaculaires ont un role de soutien de I'épithélium et de
phagocytose des neurones morts. Les glandes de Bowman sont situées dans la muqueuse : elles
produisent des substances qui vont 'humidifier, la protéger contre de potentiels agents inhalés
toxiques, et dissoudre les odeurs (Kokocinska-Kusiak et al., 2021).

Figure 9 : schéma de la structure histologique du MOE ((Gaillard et al., 2004)
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Les NSO sont bipolaires, avec une partie dendritique dans la muqueuse et un axone qui se
projette dans le bulbe olfactif. La partie dendritique dans la muqueuse est constituée de nombreux
cils, permettant une augmentation de la surface d’échange avec l'air. La perte de ces cils entraine
une perte de I'odorat. Ces cils sont également un site de transduction : I'attachement de molécules
odorantes a la surface des récepteurs active des protéines G spécifiques. Cela initie une cascade
de réactions a I'intérieur de la cellule permettant la formation d’'un potentiel d’action se propageant
le long de 'axone en direction du bulbe olfactif (Buck et Axel, 1991).
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Figure 10 : fonctionnement d’un récepteur olfactif (Buck et Axel, 1991)
1/ fixation de la molécule odorante sur le récepteur
2/ activation d’une adénylcyclase qui va convertir de ’ATP en AMPc

3/ Fixation de ’AMPc conduisant a I'ouverture des canaux a sodium et calcium => formation
d’un potentiel d’action se propageant le long de I’axone.

Cyclic nucleotide

Odorant Receptor
P 9 Adenylate e gated channel
! cyclase
Extracellular face //

C ’C J & ) )
\3\((2 55 S%(% / (5’%) §X§J(§
EEE LR 2222
$83838¢¢ 58553
§e88¢ese SEER:
§ < § ¢ <
“fbré;rf\"x >g e »:?;agxéxf:g:
Cytosolic face

—_—= GTP,

/ CAMP

ATP

L’intensité d’une odeur est traduite par le nhombre de récepteurs activés. Dans le bulbe
olfactif, les NSO ayant le méme type de récepteur convergent vers le méme glomérule.
L’information est ensuite transmise au cortex cérébral par deux types de neurones, les cellules
mitrales et les cellules tuft Toutefois, la relation entre intensité et nombre de récepteurs activés
n‘est pas linéaire et connait un seuil de saturation lorsque tous les récepteurs sont activés
(Kokocinska-Kusiak et al., 2021)

e Systeme olfactif accessoire

L’'organe voméronasal (VON), aussi appelé organe de Jacobson, est une structure
tubulaire paire située entre cavités buccale et nasale a la base rostrale du septum nasal.

Figure 11 : localisation de I’organe voméronasal (rectangle noir) sur une coupe sagittale de
téte de chien (Coli et al., 2016)

Le VON est impliqué dans les comportements sociaux et sexuels en permettant la
détection de phéromones. C’est d’ailleurs cet organe qui est utilisé lors du comportement de
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Flehmen qui consiste chez les animaux a retrousser la lévre supérieure pour permettre un meilleur
acces de l'air inspiré au VON. Les voies nerveuses sont séparées de celles du MOE : le message
nerveux emprunte deux ou trois branches nerveuses qui fusionnent avant 'os ethmoide et se
projettent sur le bulbe olfactif accessoire(Coli et al., 2016).

Deux épithéliums pseudo-stratifies tapissent le VON : I'épithélium non sensoriel (NSE) et
I'épithélium sensoriel (SE). L’épithélium sensoriel est composé de cellules basales sur lesquelles
reposent les neurones sensoriels voméronasaux. On en distingue deux familles : les V1R et les
V2R. Seuls les V1R semblent impliqués dans la détection des phéromones chez les mammiféres
(Boschat et al., 2002). Les V2R semblent quant & eux impliqués dans la détection de composés
protéiques non volatiles, méme si les interactions entre récepteurs et ligands ne sont pas encore
bien connues. Toutefois, il a été émis I'hypothése que les récepteurs VIR joueraient un réle
mineur chez le chien, contrairement aux rongeurs: 100 génes codant pour les V1R sont
répertoriés chez les rongeurs contre 9 chez le chien (Quignon et al., 2012).
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Figure 12: Schéma de la détection olfactive des odeurs chez le chien. Les chercheurs
tendent cependant a penser que la distinction n’est pas aussi nette, et que le MOE et le VON
recoivent tous deux des phéromones et des odeurs, mais en proportions différentes
(Kokocinska-Kusiak et al., 2021).

Pour I’organe voméronasal : I'influx nerveux arrive au bulbe olfactif accessoire
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C. Utilisation historique médicale de la détection olfactive canine

Si les chiens sont utilisés depuis plus de cent ans dans la détection d’explosifs, de drogues,
ou encore dans la recherche de personnes, leur usage médical est plus récent. Les VOCs, Volatil
Organic Compounds ou composés organiques volatiles en francais, sont des molécules gazeuses
que l'on retrouve dans l'air expiré, la sueur, l'urine ou encore les selles. Elles sont le produit de
dégradation de procédés meétaboliques: le volatinome, ensemble des VOCs émis par un
organisme, change donc lors de pathologies comme les infections ou les cancers. Les VOCs
peuvent étre identifiés par chromatographie gazeuse ou spectrométrie de masse (Subali et al.,
2022).Ces VOCs peuvent étre reconnus par le chien et identifiés lorsqu’il est entrainé. Une étude
montre méme qu’un stress psychologique viendrait modifier le volatinome d’un individu, et que ces
changements peuvent étre détectés par olfaction canine a partir d’échantillons d’air expiré ou de
sueur (Wilson et al., 2022). Le défi pour I'animal est de reconnaitre ces odeurs particulieres parmi
toutes les autres qui peuvent venir s’y ajouter : c’est la que I'entrainement vient jouer un réle clef.
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a. Détection de I’hypoglycémie

L’hypoglycémie est définie comme un taux de glucose sanguin inférieur a 0,70g/L soit 3,5
mmol/L. C’est une complication fréquente chez les patients diabétiques qui peut étre fatale.
Certains patients rapportent ne pas ressentir de symptémes lors d’une crise d’hypoglycémie : or,
en dessous de 2,8 mmol/L de glucose, 'hypoglycémie est qualifiée de sévére et peut entrainer des
malaises.

L’utilisation de chiens de compagnie pour détecter I'hypoglycémie présente I'avantage
d’étre peu invasive. De plus, elle est un soutien moral auprés des patients ; a contrario, les chiens
ne peuvent étre utilisés que chez des personnes aimant et souhaitant leur compagnie. Pour
espérer détecter des épisodes d’hypoglycémie, le chien doit toujours rester proche de son maitre.
La sensibilité de la détection olfactive canine d’hypoglycémie chez des patients avec un diabéte de
type 1 varie entre 22 et 100% et la spécificité entre 71 et 88% (Weber et al., 2016).

Les nouvelles méthodes de suivi de glycémie rendent la détection olfactive canine moins
intéressante. Des dispositifs, par exemple le Freestyle libre 3 d’Abott, peuvent mesurer la glycémie
du patient toutes les minutes et transmettre les valeurs directement sur son smartphone pendant
deux semaines. Le colt de ce genre de dispositif peut toutefois rester un obstacle pour certains
patients : en 2010, le colt moyen des trois principaux dispositifs (marques DexCom, Medtronic, et
Abbott) sur le marché américain était de 13,85 dollars par jour, avec une moyenne d’utilisation de
SiX jours par semaine, ce qui donne un colt annuel de 4335 dollars (Huang et al.,, 2010). La
formation d’un chien de détection aux Etats-Unis codte entre 1000 et 30 000 dollars. Le role de ces
chiens ne se limite pas cependant au monitorage de la glycémie, mais a un impact positif sur le
moral des patients, et les incite a pratiquer une activité physique quotidienne (Weber et al., 2016).

b. Détection de cancers

Le dépistage de tumeur peut étre invasif, long, colteux, peu mobile et présenter certains
risques pour la santé. La détection olfactive canine permet un dépistage rapide et non invasif de
certains types de tumeurs a partir de la sueur, de I'air expiré, de l'urine au chevet du patient, ou
directement des tumeurs retirées chirurgicalement (Moser et McCulloch, 2010).

En 400 avant JC, Hippocrate rapportait que certaines maladies avaient leur propre odeur.
Cette approche a été laissée de coté depuis le 18°™ et le 19°™ alors que les révolutions
industrielle et technologique permettaient de nouveaux outils diagnostiques (Paviou et Turner,
2000). L'idée d'utiliser la détection olfactive canine pour dépister certains types de tumeurs a
germé plus récemment, en 1989. Un chien reniflait constamment la méme Iésion cutanée sur le
mollet de son propriétaire : aprés examen, il s’agissait d’'un mélanome malin (Williams et
Pembroke, 1989). Des études ont été menées sur la détection olfactive canine de plusieurs types
de cancer a ce jour, avec des résultats prometteurs.

Tableau 8 : types de cancers détectés a partir de différents échantillons et caractéristiques
des tests associées.

Type de cancer Type d’echantillon | Sensibilité Spécificité
utilisé
Cancer du sein Air expiré 88% (IC95 [75 ;100]%) | 98% (IC95 [90 ;99]%)
(McCulloch et al., (McCulloch et al,
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2006) 2006)
22% (Gordon et al.,
_ 2008)
Urine
Cancer de la prostate | Urine 18% (Gordon et al., | 98 a 99 % (Taverna et
2008) al., 2015)
99 a 100 % (Taverna
et al., 2015)
Cancer des ovaires Echantillon de tumeur | 100% (Horvath et al., | 97.5% (Horvath et al.,
congelé (carcinome) 2008) 2008)
Cancer du poumon Air expiré 99% (IC95 [99; 100]%) | 99% (IC95 [96; 100]%)
(McCulloch et al., | (McCulloch et al,
2006) 2006)
Cancer de la vessie Urine 64 % (Willis et al., |56 a92% (Willis et al.,
2010) 2010)
Cancer colorectal Selles 97% (Sonoda et al., | 99% (Sonoda et al.,
2011) 2011)
. o 91% (Sonoda et al., | 99% (Sonoda et al.,
Air expiré 2011) 2011)

On remarque, notamment pour le cancer de la prostate, que les valeurs de sensibilité et de
spécificité varient trés fortement d’'une étude a l'autre. Cela peut étre d0 aux échantillons (qualité,
temps et systéme de stockage par exemple), au systéme de détection et aux chiens utilisés. Dans
I'étude de Willis et al. de 2010 sur le cancer de la vessie, les performances des chiens sont
différentes : plus les chiens ont senti d’échantillons, plus ils sont performants. |l est capital de
formaliser un protocole d’entrainement pour espérer des résultats comparables entre les études, et
lancer des applications sur le terrain. Concernant la sélection des chiens, il existe des variations
inter-races. Le berger allemand et le berger belge malinois semblent montrer des prédispositions a
la détection olfactive dans une étude menée sur la détection de drogues, tandis que les terriers
semblent peu adaptés a ce travail. Des variations individuelles existent également au sein d’une
méme race : la sélection des chiens est donc un défi (Jezierski et al., 2014). La détection olfactive
canine de cancers n’est pas encore déployée en routine.

e Interférences

Un seul individu peut présenter plusieurs pathologies concomitantes au cancer recherché
par détection olfactive canine, modifiant le volatinome. Dans une étude sur la détection olfactive du
cancer colorectal a partir d’air expiré et de selles (Sonoda et al., 2011), il a été montré que le fait
de fumer (en particulier quand I'échantillon utilisé est l'air expiré), d’avoir une pathologie
inflammatoire concomitante ou une tumeur bénigne du célon n’affectait pas les capacités des
chiens a détecter un cancer colorectal.
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o Des VOCs communs a plusieurs cancers ?

Certains cancers produisent les mémes déchets métaboliques, que le chien va sentir : un
chien peut donc reconnaitre un type de cancer pour lequel il n'a pas été entrainé. Des cellules
issues de tumeurs malignes mammaire et colorectale ont été cultivées in vivo, puis le liquide de
culture a été présenté a des chiens entrainés uniquement a la détection d’'un des deux types de
cancer. Les résultats obtenus par les chiens sont comparables pour les deux types de cancer avec
une sensibilité et une spécificité au-dela de 90%, méme pour le type de cancer jamais rencontré. Il
semble y avoir une odeur commune entre les déchets métaboliques des deux types de cancers
(Seo et al., 2018).

c. Détection d’infections

e Maladies bactériennes

Les chiens détectent des métabolites produits lors de la multiplication des bactéries (Lough
et al., 2017). Les affections ci-dessous ne sont pas encore détectées en routine par olfaction
canine.

o Infection a Clostridium difficile

Clostridium difficile est une bactérie Gram positive impliguée dans des gastro-entérites,
provoquant de la diarrhée, des flatulences et des douleurs abdominales, voire dans les cas les
plus graves une colite ou un méga colon. Les chiens sont capables de détecter l'infection a partir
d’échantillons de selles ou méme directement au chevet du patient en le sentant (Demirbas et al.,
2022).

Tableau 9 : détection de Clostridium difficile par olfaction canine ; sensibilité et spécificité
selon les échantillons utilisés dans différentes études

Types d’échantillon | Sensibilité Spécificité Etude

Selles 100% 100% (Bomers et al., 2012)
Chevet du patient 83% 98%

infecté

Chevet du patient 86% 97% (Bomers et al., 2014)
infecté

Selles et cultures de | 100% 97% (Bryce et al., 2017)
C. difficile

o Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline (MRSA) :

Une étude a montré que les chiens étaient non seulement capables de différencier la
bactérie Staphylococcus aureus des autres especes de staphylocoques, mais aussi de faire le
différence entre les souches de Staphylococcus aureus résistantes a la méthicilline (un
antibiotique de la famille des B-lactamines), les autres souches de bactéries résistantes a la
méthicilline et les autres souches de Staphyloccocus aureus non résistantes a la methicilline.
Aprés une incubation de 16-24h a une température de 37 degrés celsius, les chiens étaient
capables de reconnaitre les MRSA du type Canadian-MRSA-10 avec une sensibilité de 97% et
une spécificité de 92% (Koivusalo et al., 2017).
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o Infections du tractus urinaire (ITU)

Chez les humains, les infections du tractus urinaire sont fréquentes en milieu hospitalier.
Elles sont le plus souvent d’origine bactérienne. Escherichia coli est responsable de 80% des ITU.
D’autres bactéries peuvent étre en cause comme Staphylococcus aureus, Proteus spp.,
Enterococcus spp., Pseudomonas spp., Enterobacter spp., et Klebsiella spp, voire parfois des
levures comme Candida spp (Maurer et al., 2016).

La bactériurie peut étre détectée par les chiens a partir d’échantillons d’urine avec une
concentration en E. coli de 10° colonies par millilitres : la sensibilité est de 99,6% et la spécificité
de 91,5%. La dilution au centiéme (10° colonies par millilitre) ou au milliéme (102 colonies par
millilitre) des urines ne change pas significativement les valeurs de sensibilité et de spécificité. Les
chiens peuvent donc détecter de trés faibles bactériuries, permettant une détection précoce des
ITU (Maurer et al., 2016).

En médecine humaine, le diagnostic d’'une ITU est fait en premiére intention avec une
bandelette urinaire. Les deux plages d’intérét sont :

-la plage nitrite : la plupart des germes uropathogenes possédent une nitrate réductase réduisant
les nitrates urinaires en nitrites. Le seuil de détection est de 10° colonies/mL. La détection olfactive
canine permet la détection de bactériuries plus faibles. De plus, certains agents uropathogénes
comme Enterrococcus spp ne possedent pas de nitrate réductase et ne sont pas détectés pas la
bandelette. Pseudomnas aeruginosa posséde a la fois une nitrate et une nitrite réductases : les
nitrites sont réduits en nitrates, ne colorant pas la plage de la bandelette urinaire. Le chien quant a
lui détecte Enterococcus spp et Pseudomonas spp.

-la leucocyturie par la recherche de leucocytes estérases produites par les granulocytes
neutrophiles. Le seuil de détection est de 10* leucocytes /mL.

Plus complet que la bandelette au chevet du patient, un examen cytobactériologique des
urines (ECBU) fait en laboratoire permet la détection plus fine d’une bactériurie et I'identification de
la bactérie responsable, avec réalisation d'un antibiogramme au besoin. Cela représente
cependant un colt d’environ 18 euros hors antibiogramme en France (selon la Nomenclature des
Actes de Biologie). Une antibiothérapie probabiliste est souvent initiée avant les résultats.

Tableau 10 : sensibilité de la détection olfactive des urines dans le cadre d’ITU selon la
bactérie impliquée (Maurer et al., 2016)

Genre ou espécebactérienne Sensibilité Spécificité
. E.Coli 99,6% 91,5%
S.aureus 100% 96, 3%
Enterococcus spp 100% 93,9%
Klebsiella spp 100% 95,1%
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o Détection des mammites a Staphylococcus aureus en médecine vétérinaire
bovine

Des chiens entrainés peuvent détecter des mammites a Staphylococcus aureus a partir du
lait de vaches. Dans I'étude de (Fischer-Tenhagen et al., 2018), les chercheurs commencent par
entrainer les chiens a détecter 'odeur de Staphylococcus aureus ensemencé sur des géloses au
sang, et a la distinguer de celle d’autres bactéries comme Escherichia coli, Streptococcus
uberis, Streptococcus dysgalactiae, Pseudomonas aeruginosa, ou de levures comme Candida
albicans. La sensibilité de la détection de Staphylococcus aureus pour ce test est de 91,3% (IC 95
[83 ;96] %) et la spécificité est de 97,9%(IC 95 [96,5 ;98,7]%).

La deuxiéme étape de I'expérimentation consiste a ajouter des S. aureus dans du lait cru
(108 colonies dans 2mL de lait cru) et de faire sentir ces échantillons parmi des échantillons de lait
cru non ensemencés. La sensibilité est de 83% (IC 95 [74 ;89]%) et la spécificité est de 98% (IC
95 [89,9 ;95,9]%).

La derniére étape consiste a faire sentir aux chiens du lait de vaches présentant des
mammites ; le chien marque alors I'échantillon si S. aureus est présent dans le lait. La sensibilité
du test est de 59% (IC 95 [43,4 ;73,9]%) et la spécificité est de 93,2% (IC 95 [89,9 ;95,5 1%)..
L’inflammation de la mamelle peut conduire a des modifications du lait comme la présence de pus
ou de sang. Ces modifications peuvent changer 'odeur du lait, et rendre la détection de S. aureus
plus difficile pour des chiens ayant été entrainés uniquement sur du lait de vaches saines auquel la
bactérie a été ajoutée. Il n’y a pas encore d’application en routine pour la détection de mammites a
S. aureus.

e La détection olfactive n’est pas que canine. Une application de la détection olfactive
en routine est la détection de la tuberculose, une infection bactérienne, par des rats
géants de [l'espece Cricetomys gambianus (Mgode et al.,, 2015). Maladies
parasitaires

o Malaria (Plasmodium falciparum)

La malaria est une maladie parasitaire vectorisée par des moustiques femelles du genre
Anopheles. Le parasite Plasmodium falciparum se développe chez I'héte dans les globules rouges
puis dans les hépatocytes (Maier et al., 2019).
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Figure 13 : Cycle parasitaire de Plasmodium falciparum (Maier et al., 2019)
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La malaria est une cause majeure de mortalité infantile en Afrique sub-saharienne :
détecter les individus infectés, surtout les asymptomatiques, est un point clef de la lutte contre la
maladie. L'OMS a fixé comme cahier des charges pour un test, qu’il soit rapide au chevet du
patient avec une sensibilité supérieure a 75% et une spécificité supérieure a 90% pour des
densités de parasites de 200 parasites par yL. Dans I'étude par (Guest et al., 2019) les chercheurs
ont fait porter des chaussettes en nylon pendant une nuit a des enfants atteints d’une forme
asymptomatique de malaria et a des enfants non infectés. Les chaussettes ont ensuite été senties
par des chiens entrainés a la détection de P. falciparum : pour les deux chiens utilisés dans
I'étude, la spécificité était de plus de 90%. En incluant uniquement les échantillons avec une
densité supérieure ou égale a 200 parasites par L, la sensibilité atteint 81,8%. Le test par
détection olfactive canine remplit les conditions de spécificité et de sensibilité fixées par 'OMS.
Malgré ces résultats prometteurs, les chiens ne sont pas encore utilisés sur le terrain.

e Maladies virales

En infectant une cellule, un virus détourne sa machinerie cellulaire pour se répliquer et se
propager. Cela entraine des changements dans le métabolisme de la cellule infectée, qui
ressembleraient aux changements métaboliques d’une cellule tumorale, appelés « effet
Warburg » : augmentation de la consommation en nutriments, orientation vers la glycolyse et la
fermentation lactique pour la production d’énergie dans le cytosol a la place du cycle de Krebs
dans les mitochondries. L’ « effet Warburg» est d’ailleurs le principe utilisé pour la détection des
cellules cancéreuses en tomographie par émission de positons (TEP, PET-scan en anglais).

Les chiens détectent les VOCs pour certains cancers ou infections bactériennes. Or les
virus modifient considérablement la machinerie cellulaire : il est donc possible que les chiens
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sentent les changements provoqués par le virus. Ce n’est pas le virus lui-méme qui est senti, mais
les traces métaboliques de son passage.

o Diarrhée Virale Bovine (BVDV)

Les chiens sont capables de différencier des cellules rénales infectées par le BVDV de
cellules saines, de cellules infectées par un herpesvirus (BHV1) et de cellules infectées par un
virus parainfluenza (BPIV 3). L'étude a été menée avec deux chiens. Pour le chien 1, la
sensibilité a été de 85% (IC 95 [70,1 ; 94,2] %) et la spécificité de 98 ,1%(IC 95 [96,0 ; 99,3] %).
Pour le chien 2, la sensibilité a été de 96,7%, (IC 95 [83,7 ; 99,4] %) et la spécificité de 99,3%%,
(IC 95[97,5; 99,9] %). La distinction faite par les chiens entre les cellules infectées par le BVDV et
celles infectées par un autre virus semble indiquer I'émission de VOCs propres a la contamination
par le BVDV (Angle et al., 2015). Cette méthode n’est pas encore employée en routine.

Des études récentes montrent que les chiens sont capables de détecter une infection par le
virus SARS-CoV-2 : cela nous amene a la suite de cette thése !

2. Détection de l'infection par le virus SARS-CoV-2 par olfaction
canine

A. Mise en évidence de la spécificité des Volatil Organic Compounds
(Composés Organiques Volatiles) de I'infection par le virus SARS-CoV-2

Actuellement, six VOCs sont connus comme plus élevés dans l'air expiré des enfants
infectés par le virus SARS-CoV-2 : le décane, le tridécane, le 2-pentyl-furane, 'octonal, le nonanal
et 'heptanal (Berna et al., 2021). (Grassin-Delyle et al., 2021) réalisent quant a eux en 2021 une
étude portant sur I'air expiré de 40 malades présentant un syndrome de détresse respiratoire aigu.
Parmi eux, 28 patients sont atteints du Covid-19. Cette étude montre la présence de quatre
VOCs augmentés chez les patients infectés par le SARS-CoV-2 : le methylpent-2-enal, le 2,4-
octadiene 1-chloroheptane et comme dans I'étude de (Berna et al., 2021), le nonanal.

Un enjeu capital du dépistage des malades est la différenciation de I'infection par le SARS-
CoV-2 des autres maladies, comme la grippe saisonniére. (Ruszkiewicz et al., 2020) recrutent des
patients avec des symptémes évocateurs d’infection par le SARS-CoV-2. Leur statut infectieux vis-
a-vis de ce virus est déterminé par test RT-PCR. Cette étude montre que des aldéhydes (comme
I'éthanal ou l'octanal) des cétones (comme I'acétone ou le butanone) et le méthanol sont plus
souvent retrouvées dans l'air expiré des patients infectés par le SARS-CoV-2. Les autres
affections respiratoires rencontrées dans cette étude étaient de l'asthme, des pneumonies
bactériennes, des bronchopneumopathies obstructives et affections cardiaques a répercussions
pulmonaires. Certains patients inclus dans I'étude n’ont pas eu de diagnostic de certitude (69%), et
les méthodes de diagnostic des autres pathologies n’est pas précisé : cela constitue une limite a
cette étude.

B. Choix du type d’échantillon pour la détection olfactive canine de
I'infection par le virus SARS-CoV2

La détection olfactive de l'infection par le virus SARS-CoV-2 par les chiens peut se faire sur
plusieurs types de prélevement : soit directement par olfaction du patient, soit a partir d’'urine, de
salive, de sueur ou d’air expiré sur les masques usagés.
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a. Caractéristiques du test par détection directe

o Etude de (Vesga et al., 2020), Colombie (Université de Médecine de Medellin)
Sensibilité : entre 35,3 et 88,2 % selon les chiens

Spécificité : entre 90,6 et 97,7% selon les chiens

Recrutement des sujets et obtention des échantillons : passagers du métro de la station San
Antonio a Medellin (en Colombie). lls sont sentis directement par les chiens, puis fournissent un
échantillon de salive pour une détermination ultérieure de leur statut infectieux vis-a-vis du SARS-
CoV-2 par rRT-PCR.

Races de chiens utilisées (effectifs) :

Malinois (4)
Pit Bull Terrier (1)
Malamute croisé husky sibérien (1)

e Bilan et discussion sur le test par olfaction directe

Le test par olfaction directe est intéressant : il est rapide, sans délai et ne nécessite pas la
collecte d’échantillons, avec les problémes de biosécurité ou logistiques associés. Le métro est un
endroit avec de nombreuses distractions pour les chiens : leurs performances ont chuté lors des
premiéres heures dans cet environnement, avant de s’améliorer au fil des heures passeées.

Lors de cette expérience, des chiennes étaient en chaleurs : les males intacts refusaient de
travailler et ont d0 étre exclus de I'expérience. Cela constitue une limite a faire travailler des chiens
ensemble.

Bien que cela ne soit pas mentionné dans I'article, une limite a cette méthode de détection
peut étre la peur de certaines personnes des chiens, qui dans cette expérience sont de gabarit
imposant. Les chercheurs n’ont pas été confrontés a cette limite puisque le recrutement des sujets
est basé sur le volontariat. lls rencontreraient peut-étre cette difficulté si la détection était
systématisée a tous les passagers.

b. Caractéristique du test par olfaction de l'urine

e Etude (Essler et al., 2021), Etats Unis (Université de Pennsylvanie)
Sensibilité sur l'urine traitée au détergent NP 40: 71%

Spécificité sur 'urine traitée au détergent NP40 : 99%

Sensibilité sur l'urine traitée a la chaleur : 68%

Spécificité sur 'urine traitée a la chaleur : 99%

Recrutement des sujets :

Contréles positifs : enfants et d’adultes hospitalisés pour Covid-19, avec un test RT-PCR SARS-
CoV-2 positif
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Controdles négatifs :

-enfants présentés au service des urgences, avec un test RT-PCR SARS-CoV-2 négatif sans
symptdme évocateur de Covid-19

-adultes volontaires avec un test RT-PCR négatif ou un test sérologique négatif et aucun
symptéme

Obtention des échantillons : Urine des sujets récoltée dans des pots stériles + urine collectée en
2010 avant I'émergence du SARS-CoV-2(contréles négatifs)

Dispositif utilisé

Figure 14 : dispositif utilisé lors de I’expérience de (Essler et al., 2021)

Races de chiens utilisées (effectifs) :

Labrador (8)
Malinois (1)

¢ Bilan et discussion sur les tests par détection de l'urine :

Le choix de l'urine comme échantillon pour la détection olfactive canine peut étre plus
contraignant pour le patient dans le cadre d’'un dépistage individuel que les autres types
d’échantillons. Toutefois, ce choix de prélevement peut étre pertinent dans le cadre d’'un dépistage
a plus grande échelle, dans les stations d’épuration par exemple, pour ainsi identifier précocement
des éventuels clusters. De plus l'urine est un choix d’échantillon réputé comme « moins
contaminé » par le virus que la salive, méme si dans cette étude, urine et salive sont traitées a la
chaleur ou avec un détergent pour éviter toute contamination des manipulateurs ou des animaux.
Cette étude montre aussi que ces traitements préalables n’affectent pas la détection par les
chiens.

c. Caractéristiques du test par olfaction de la salive

e Etude de (Jendrny et al., 2020), Allemagne (Université Vétérinaire de Hanovre)
Sensibilité : 82.63% (IC 95 [82.02 ; 83.24] %)

Spécificité : 96.35% (IC [96.31 ; 96.39] %).
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Recrutement des sujets :

- Contréles positifs : patients hospitalisés pour une présentation clinique de SARS-CoV-2 (test
rRT-PCR sur écouvillon nasopharyngé positif)

-Contréles négatifs : patients avec un test RT-PCR nasopharyngé négatif sans antécédents de
Covid-19 ou de rhume et fiévre récents

Obtention des échantillons : Salive et sécrétions bronchiques

Dispositif utilisé :

Figure 15 : Photographie du fabricant (Detection Dog Training System - Kynoscience)

Races de chiens utilisées (effectifs) :

Cocker Spaniel (1)

Labrador Retriever (3)
Croisé Berger hollandaise (1)
Malinois (2)

Berger hollandais (1)

e Etude de (Mancilla-Tapia et al., 2022), Mexique (Université de Sonora)
Sensibilité : Entre 70 et 78% selon les chiens

Spécificité : Entre 53 et 69% selon les chiens

Recrutement des sujets : sujets recrutés dans des universités, centres de santé, usines...

Contr6les positifs : sujets de 18 a 60 ans avec test RT-PCR ou antigénique SARS-CoV-2 positif
présentant des symptdomes grippaux depuis moins de 9 jours

Contrdles négatifs : sujets avec test RT-PCR SARS-CoV-2 ou antigénique négatif ne présentant
pas de d’anosomie, de dysgueusie ou de difficultés respiratoires.

Obtention des échantillons : deux écouvillons dentaires sont placés dans la bouche du patient
pendant une minute puis mis dans un bocal en verre stérile
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Dispositif utilisé : saliéres

Races de chiens utilisées (effectifs) :

Malinois (2)
Golden Retriever(1)

o Etude (Essler et al., 2021), Etats Unis (Université de Pennsylvanie)
Sensibilité : entre 11 et 22%

Spécificité : entre 94 et 100%

Recrutement des sujets :

Controles positifs : enfants et d’adultes hospitalisés pour Covid-19, avec un test RT-PCR SARS-
CoV-2 positif

Contréles négatifs :

-enfants présentés au service des urgences, avec un test RT-PCR SARS-CoV-2 négatif sans
symptdme évocateur de Covid-19

-adultes volontaires avec un test RT-PCR négatif ou un test sérologique négatif et aucun
symptéme

Obtention des échantillons :

-pour les enfants (moins de 18 ans) : boule de coton laissée dans la bouche pendant environ une
minute puis crachée dans un pot, sans contact avec les mains

-pour les adultes : collecte de salive dans un pot non stérile

Dispositif utilisé : identique a celui utilisé pour les échantillon d’'urine (Essler et al., 2021)

Races de chiens utilisées (effectifs) :

Labrador (8)
Malinois (1)

¢ Bilan des études des tests par détection sur la salive

Tableau 11 : Bilan sur les tests de détection olfactive canine sur la salive et respect des
critéres fixés par ’OMS pour les tests de dépistage (sensibilité d’au moins 80% et
spécificité d’au moins 90%). En grisé : critéres non respectés

Etude Sensibilité Spécificité Criteres OoMS
remplis

Jendrny et al., 2020 82.63% 96.35% oul

Mancilla-Tapia et al., | Entre 70 et 78% Entre 53 et 69% NON

2022

Essler et al., 2021 Entre 11 et 22% Entre 94 et 100% NON
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(Essler et al., 2021) soulévent un point intéressant concernant les résultats de I'étude sur
les échantillons de salive : les chiens sont entrainés avec un nombre d’échantillons limités.
L’introduction de nouveaux échantillons ne semble pas poser de probleme, les chiens marquent
bien les nouveaux échantillons de personnes avec un test RT-PCT SARS-CoV-2 positif. Toutefois,
aprés une période d’entrainement intense, il semble que les chiens aient mémorisé les
échantillons positifs de leur entrainement: ils marquent ces échantillons uniquement car ils
reconnaissent le volatinome des individus contrdles positifs, et non les VOCs spécifiques de
l'infection par le SARS-CoV-2.

Une limite & ce type de prélévement est sa potentielle contagiosité pour les personnes
manipulant les échantillons.

d. Caractéristiques du test par détection sur la sueur

e Etude de (Grandjean et al., 2022), France / Emirats Arabes Unis (Ecole nationale
vétérinaire d’Alfortl APHP/ Ministére de l'intérieur des Emirats Arabes Unis)

Sensibilité : 97% (IC95 [92 ; 99] %)
Spécificité : 91% (IC95 [87 ; 95] %)

Recrutement des sujets : volontaires s’étant présentés dans deux centres de dépistage a Paris et
a Maisons-Alfort

Contrdles positifs : personnes présentant un test rRT-PCR SARS-CoV-2 positif
Contrdles négatifs : personnes présentant un test rRT-PCR SARS-CoV-2 négatif

Obtention des échantillons Deux compresses stériles laissées pendant deux minutes sous chaque
aisselle puis stockées dans des contenants en verre avec filtre UV.

Dispositif utilisé :

Figure 16 : photographie du dispositif utilisé
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NB : Pour les études des équipes de Sarkis, Grandjean et Deuvillier, il s’agit toujours de ce méme
dispositif.

Races de chiens utilisées (effectifs) : non précisé
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o Etude de (Devillier et al., 2022), France (Ho6pital Foch / Ecole nationale vétérinaire
d’Alfort)

Sensibilité : 89.6% (IC 95% ([86.4%—92.2]%)
Spécificité : 83.9% (95% CI [80.3%—87.0]%)

Recrutement des sujets : patients présentés au service des urgences, personnel de I'’hdpital Foch.

Un test rRT-PCR est effectué pour tous les patients se présentant aux urgences, les personnes
cas-contact et le personnel s’occupant de personnes positives au SARS-CoV-2. Aucun test de
laboratoire pour détecter une infection au SARS-CoV-2 n’est obligatoire pour les personnes
vaccinées ne présentant pas de symptémes.

Contrdles positifs : personnes présentant un test rRT-PCR SARS-CoV-2 positif.
Contréles négatifs : personnes sans symptdomes évocateurs de SARS-CoV-2 :

-avec un test rRT-PCR SARS-CoV-2 négatif pour les individus se présentant ou urgences, non
vaccinés ou cas-contact

- personnes vaccinées contre le SARS-CoV-2 (pas de vérification par test de dépistage).

En cas de suspicion d’'une infection par le virus SARS-CoV2 ancienne chez une personne sans
symptdme, un test sérologique est pratiqué. S’il revient positif, I'individu est exclu de I'étude.

Obtention des échantillons : compresses de gaze stériles placées sous chaque aisselle pendant
10 minutes puis placées dans un pot pour chaque aisselle.

Dispositif utilisé : Méme dispositif que (Grandjean et al., 2022)

Races de chiens utilisées (effectifs) :

Malinois (5)
Groenendael (1)
Berger hollandais (1)

Dans cette étude, il est noté que le nombre de faux positifs est plus élevé dans les deux
semaines suivant une injection de vaccin contre le SARS-CoV-2.

e Etude de (Grandjean et al., 2020), France / Liban (Ecole Nationale Vétérinaire
d’Alfort / Université Saint-Joseph, Liban)

La sensibilité et la spécificité ne peuvent pas étre calculées dans I'expérience, car il s’agit
d'un alignement simultané et non séquentiel . Chaque ligne d’échantillon contient un échantillon
contréle positif (test rRT-PCR positif) et le reste est constitué de leurres ou de contrbles négatifs
(test rRT-PCR négatif). Il est alors calculé un taux de succes :

. nombre de succés
taux de succes =

nombre d'essais

Taux de succes : 76 a 100%

Recrutement des sujets :

Patients et personnel d’hdpitaux frangais ou libanais
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-Contréles positifs : patients hospitalisés avec symptdmes de Covid-19 et test RT-PCR SARS-
CoV-2 positif, sans traitement médical dans les 36 heures précédant le test RT-PCR (qui pourrait
fausser le test).

- Contréles négatifs: patient ou personnel des mémes hopitaux sans symptébmes de Covid-19 et
test RT-PCR SARS-CoV-2 négatifs.

Obtention des échantillons :

-Compresses de gaze stériles

OU Filtres en gaze utilisés pour la détection d’explosifs

OU Tubes de polymére inertes utilisés pour la détection de drogues, d’explosifs ou en criminologie
Contact avec la peau de la région axillaire des sujets pendant 20 minutes

Dispositif utilisé similaire & (Grandjean et al., 2022)

Figure 17 : dispositif utilisé (Grandjean et al., 2020)

CONE OF OLFACTION

SAMPLE
(HERE: POLYMER TUBE)

Races de chiens utilisées (effectifs) :

Malinois (5)
Jack Russel Terrier (1)

e Etude (Hag-Ali et al., 2021), Emirats Arabes Unis
Sensibilité : 83.3% (IC 95 [58.6—96.4] %)

Spécificité : 99.2% (IC 95 [98.8-99.5] %)

Recrutement des sujets : non renseigné

Obtention des échantillons : non renseigné

Dispositif utilisé : non renseigné

Races de chiens utilisées (effectifs) : non renseigné

e Etude (Maia et al., 2021a), Brésil, (Université Vétérinaire de Recife)
Sensibilité : entre 95 et 100% selon les chiens
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<

PP : 100%

<

PN : 98,2%

Comme expliqué auparavant, les valeurs prédictives positive (VPP) et négative (VPN)
indiquent la confiance que 'on peut avoir respectivement dans un résultat positif ou négatif au test.
Ce sont des valeurs extrinseques, qui dépendent de la prévalence de l'infection considérée. Ici, la
sélection de sujets avec des symptdmes grippaux augmente artificiellement la prévalence dans la
sous-population étudiée de 100 individus (44%) par rapport a celle de la population générale.
Cette prévalence élevée contribue fortement a la VPP, nettement plus élevée que dans les autres
études. -

Recrutement des sujets : individus volontaires présentant des symptdémes grippaux dans la
commune de Paudhalho, région de Recife, au Brésil.

Contréles positifs : individus volontaires présentant des symptémes grippaux avec test RT-PCR
SARS-CoV-2 positifs

Contrdles négatifs : individus volontaires présentant des symptdmes grippaux avec test RT-PCR
SARS-CoV-2 négatifs

Obtention des échantillons : boules de coton placées sous chaque aisselle pendant 20 minutes
puis stockées séparément dans des bocaux hermétiques

Dispositif utilisé :

Figure 18 : (A) ligne d’échantillon a tester (B) chien marquant un échantillon positif en
s’asseyant devant (Maia et al., 2021b)

Races de chiens utilisées (effectifs) :_non renseigné
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o Etude (Guest et al., 2022), Grande Bretagne (London School of Hygiene and
Tropical Medecine)
Sensibilité (sur chaussettes en nylon portées 12h) : de 82 (IC 95 [76—87] %) a 94% (IC 95 [89-98]
%) selon les chiens

Spécificité (sur chaussettes en nylon portées 12h) : de 76 % (IC 95 [70-82] %) a 92% (IC 95 [88-
86] %) selon les chiens

Recrutement des sujets : par téléphone, articles de presse, lettres, post sur les réseaux sociaux,
affiches, mails

Contréles positifs : sujets avec test RT-PCR SARS-CoV-2 positif
Contrdles négatifs : sujets avec test RT-PCR SARS-CoV-2 négatif

Obtention des échantillons : pour chaque participant sont collectés un t-shirt et des chaussettes en
nylon portées 12h, ainsi qu’'un masque chirurgical usagé porté 3 h

Cette étude se base donc a la fois sur la sueur (t-shirt et chaussettes) et sur I'air expiré (masque
usageé).

Dispositif_utilisé : systéme de support pouvant présenter trois échantillons chacun dans un bocal
en verre au couvercle percé.

Races de chiens utilisées (effectifs) : non renseigné

¢ Etude (Mancilla-Tapia et al., 2022), Mexique (Université de Sonora)
Sensibilité : Entre 58 et 80% selon les chiens

Spécificité : Entre 69 et 88% selon les chiens

Recrutement des sujets : Patients recrutés dans des universités, centres de santé, usines

Controdles positifs : sujets de 18 a 60 ans avec test RT-PCR ou antigénique SARS-CoV-2 positif
présentant des symptdmes grippaux depuis moins de 9 jours

Contrdles négatifs : sujets avec test RT-PCR SARS-CoV-2 ou antigénique négatif ne présentant
pas de d’anosomie, de dysgueusie ou de difficultés respiratoires.

Obtention _des échantillons : Compresses passées sur le cou, le visage, les avant-bras du cété
gauche pendant une minute, puis de méme du c6té droit et fil dentaire sous les aisselles pendant
une minute, le tout placé dans le méme pot en verre

Dispositif utilisé : Saliéres

Races de chiens utilisées (effectifs) :

Golden Retriever (1)
Malinois (1)
Berger allemand (2)

e Etude (Sarkis et al., 2022), Liban (Université Saint-Joseph)
Sensibilité : 100%

Spécificité : 97,1%
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Recrutement des sujets :

Contrbles positifs : 256 patients présentant un test RT-PCR SARS-CoV-2 et des symptdmes
évocateurs de Covid-19

Contrdles négatifs : 203 personnes asymptomatiques avec un test RT-PCR SARS-CoV-2 négatif

Obtention des échantillons : compresses de gaze placées sous les aisselles (temps inconnu)

Dispositif utilisé :

Figure 19 : dispositif utilisé (Sarkis et al., 2022)

: Dog handler

: Belgian Malinois dog

: Sniffing cone

: Glass containers containing samples
: Box for holding sample containers

v pHh wWN =

Races de chiens utilisées (effectifs) : Malinois (2)

e Etude (Kantele et al., 2022), Finlande (Hbpital Universitaire d’Helsinki)
Sensibilité : 92% (IC95 [89 ; 94] %)

Spécificité : 91% (IC95 [89 ; 93] %)

Recrutement des sujets :

-patients de I'’hdpital universitaire d’'Helsinki

-volontaires recrutés par des affiches dans les points de dépistage autour d’Helsinki

-passagers ou employés volontaires de I'aéroport d’'Helsinki avec un test RT-PCR de moins de 72h
Contréles positifs : sujets avec test RT-PCR SARS-CoV-2 positif datant de moins de 72h
Contrdles négatifs : sujets avec test RT-PCR SARS-CoV-2 négatif datant de moins de 72h

Obtention des échantillons : compresses de gaze passées sur la peau de la gorge, de la nuque,
des avant-bras et des poignets
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Dispositif utilisé :

Figure 20 : dispositif concu pour la détection olfactive directement a I’aéroport

(A) Vu de I'extérieur : la personne atester entre dans un des trois espaces de test, puis
tend les échantillons via une trappe (B) dans la piéce ou les échantillons sont
préparés dans des cannettes (C) et sentis par les chiens (D). Cette expérimentation
se fait en triple aveugle

Races de chiens utilisées (effectifs) :

Labrador Retriever (3),
Berger Blanc Suisse (1)

Lors de I'essai en situation réelle sur les passagers débarquant a I'aéroport, les valeurs de
sensibilité et de spécificité n'ont pas pu étre calculées du fait de la faible prévalence (0,47%) de
l'infection par le virus SARS-CoV-2. Un seul échantillon était positif a la RT-PCR et n'a pas été
marqué par les chiens.

Les chercheurs remarquent également que les chiens détectent moins bien le variant alpha
gue la forme non mutée initiale. Les variants présentent par définition des caractéristiques
différentes du virus initial : en s’éloignant génétiquement de celui-ci par des mutations, il est
possible que les processus métaboliques lors d’infection changent, et donc les VOCs émis
également. La formation des chiens doit donc étre réactualisée au fil des évolutions du virus.

e Etude de (Angeletti et al., 2021), Italie (University Hospital Campus Bio-medico)
Sensibilité : 88%
Spécificité : 89%

Recrutement des sujets : patients de I'hépital universitaire de Rome
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Contréles positifs : patient hospitalisés au centre Covid-19 de I'hopital universitaire de Rome

Contr6les négatifs : patients du département de Médecine interne de I'hépital universitaire de
Rome

Il n’est pas précisé si un test de dépistage est réalisé.

Obtention des échantillons : compresses placées sous les aisselles du patient pendant 5 minutes
puis mises dans un bocal en verre

Dispositif utilisé :

Figure 21 : dispositif utilisé (Angeletti et al., 2021)

Dr."'e ln

Races de chiens utilisées (effectifs) :_

Berger belge (1)
Berger allemand (2)

e Bilan et discussion sur les tests de détection sur la sueur :

Tableau 12 : Bilan sur les tests de détection olfactive canine sur la sueur et respect des
critéres fixés par ’OMS pour les tests de dépistage (sensibilité d’au moins 80% et
spécificité d’au moins 90%). En grisé : critéres non respectés

Etude Sensibilité Spécificité Criteres OoMS
remplis

(Grandjean et al., 2022) | 97% 91% Oul

(Devillier et al., 2022) 89,6% 83,9% NON

(Hag-Ali et al., 2021) | 83,3% 99,2% NON

(Maia et al., 2021a) 95 a 100% Inconnu Inconnu  (manque
valeur de
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spécificité)

(Guest et al., 2022) 82 a 94 % selon les [ 76 a 92 % selon les | NON
chiens chiens

(Mancilla-Tapia et al., | 58 & 80% 69 a 88 % NON

2022)

(Sarkis et al., 2022) 100% 97,1% Ooul

(Kantele et al., 2022) 92% 91% Ooul

(Angeletti et al., 2021) | 88% 89% NON

Le choix de la sueur est intéressant, car le prélevement est facile a mettre en ceuvre, peu
invasif, et réputé peu contaminant pour les manipulateurs. Les tests de trois études remplissent les
criteres fixés par TOMS (sensibilité de 80% et spécificité de 90%).. Le nombre d’échantillons a
tester en cas d’application a la vie réelle pouvant se révéler important, il faut des chiens avec de
bonnes capacités olfactives, mais également avec des capacités de concentration et aimant
travailler.

On remarque une variabilité dans les méthodes de récolte des échantillons.
a. Caractéristiques du test par olfaction des masques faciaux usagés

¢ Etude de (Eskandari et al., 2021), Iran (University of Medical Science)
Sensibilité : 86%

Spécificité : 92,9%

Recrutement des sujets : patients de I'hpital de Tehéran

Contréles positifs : pateints avec un test RT-PCR SARS-CoV-2 positif
Contréles négatifs : pateint avec un test RT-PCR SARS-CoV-2 négatif

Obtention des échantillons : masques chirurgicaux et vétements (t-shirts) portés pendant 24h

Dispositif utilisé : non renseigné

Races de chiens utilisées (effectifs) :_

Labrador Retriever (1)
Golden Retriever (1)
Border Collie (1)

Dans cette étude, il n'est pas spécifié 'usage exact qui est fait des T-shirts et des
masques : sont-ils sentis ensemble ? Séparément ? L’échantillon peut étre considéré comme l'air
expiré avec les masques, mais aussi comme la sueur avec les t-shirts.

e Etude de (Devillier et al., 2022), France (Hopital Foch / Ecole Nationale Vétérinaire
d’Alfort)

Sensibilité : 83.1% (IC 95 [73.2 ; 89.9]%)
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Spécificité : 88.6% (IC 95 [83.3% ; 92.4]%)

Recrutement des sujets : patients présentés au service des urgences, personnel de I'hdpital.

Un test rRT-PCR est effectué pour tous les patients se présentant aux urgences, les personnes
cas-contact, et le personnel s’occupant de personnes positives au SARS-CoV-2. Aucun test de
laboratoire pour détecter une infection au SARS-CoV-2 n’est obligatoire pour les personnes
vaccinées ne présentant pas de symptémes.

Contréles positifs : personnes présentant un test rRT-PCR SARS-CoV-2 positif .
Contrdles négatifs : personnes sans symptomes évocateurs de SARS-CoV-2 :

-avec un test rRT-PCR SARS-CoV-2 négatif pour les individus se présentant ou urgences, non
vaccinés ou cas-contact

- personnes vaccinées contre le SARS-CoV-2 (pas de vérification par test de dépistage).

En cas de suspicion d’une infection par le virus SARS-CoV2 ancienne chez une personne sans
symptdme, un test sérologique est pratiqué. S’il revient positif, I'individu est exclu de I'étude

Obtention des échantillons : masque chirurgical de trois couches porté pendant 10 min

Dispositif utilisé : Méme dispositif que (Grandjean et al., 2020)_
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Figure 22 : dispositif utilisé (Devillier et al., 2022)

Y Y ES
DETAILS OF AN OLFACTION CONE

IN PLACE BEHIND THE CONE
SR

Races de chiens utilisées (effectifs) :

Malinais (5)
Groenendal (1)
Berger hollandais (1)

Dans cette étude, il N’y a pas de différence statistique entre 'usage de masques usagés et
de sueur (Test de McNemar : P=0,999). Les chiens détectent aussi bien les personnes infectées
par le SARS-CoV-2 sur les échantillons de sueur que sur les masques faciaux usagés.

e Bilan sur les tests de détection sur masques

Tableau 13 : Bilan sur les tests de détection olfactive canine sur les masques usagés et
respect des critéres fixés par I’'OMS pour les tests de dépistage (sensibilité d’au moins 80%
et spécificité d’au moins 90%). En grisé : criteres non respecteés

Etudes Sensibilité Spécificité Crittres de I'OMS
remplis

(Eskandari et al., | 86% 92,9% Oul

2021)

(Devillier et al., 2022) 83,1% 88,6% NON

Les masques présentent comme avantage d’étre moins contraignants a obtenir que les
échantillons de sueur..

b. Mise en perspective des résultats au vu de la situation épidémiologique : VPP
et VPN

Comme exposé précédemment, la valeur prédictive positive et la valeur prédictive négative
indiquent respectivement la confiance que I'on peut avoir dans un résultat positif ou négatif : elles
dépendent de la prévalence de linfection. Ces sont des valeurs extrinséques aux tests, mais qui
sont essentielles pour élaborer une stratégie d’utilisation de ces derniers.
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Figure 23 : Evolution des valeurs prédictives positive et négative de la détection olfactive
canine sur sueur (SEN=83,3% SPE=99,2%) en fonction de la prévalence supposée de

I'infection par le SARS-CoV-2 ((Hag-Ali et al., 2021)
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o
— T, —_——
/ it T
o / -
a | f Wik
'I \‘\
| -~
J
@ ’ll \\
a 24 | .
o ‘ \
i lll b Y
\
- ' \
- \
S s | 5\
2 o \
o \
\
!
o~ \
S
— PPV \
o == N \
o
| | I I
0.6 0.8 1.0

0.0

0.2

0.4

La situation épidémiologique causée par le SARS-CoV-2 (faible prévalence globale dans

un contexte pandémique) et les caractéristiques des tests (sensibilité élevée) les rend intéressants
pour un dépistage en masse de premiére intention : on peut avoir confiance en un résultat négatif,
et les personne ayant un résultat positif peuvent subir un deuxiéme test, par RT-PCR par exemple,

pour confirmer ou infirmer leur statut infectieux.
Ainsi, dans leur article, Hag-Ali et al. Font état de valeurs de prévalence de l'infection par le

SARS-CoV-2 est estimée a 2% en Asie et a 0,7 % en Afrique (Hag-Ali et al., 2021). Début
décembre 2022, la prévalence en France est de 0,6% (GOUVERNEMENT FRANCAIS, 2022).

Tableau 14 : sensibilité, spécificité, VPP et VPN des différents tests de détection par

olfaction canine pour différentes prévalences
Etude Sensibilité Spécificité Prévalence  =>| Prévalence  =>
TYPE (en %) (en %) VPP VPN
D’ECHANTILLON
(Essler et al, |68 99 0,1% => 7% 0,1% => 100%
2021) 1% => 41% 1% => 100%
URINE 5% => 79% 5% => 98%
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10% => 89%
15% => 93%

10% => 97%
15% => 95%

(Jendrny et al., | 82,63 96,35 0,1% => 2% 0,1% =>100%
2020) 1% => 19% 1% => 100%
SALIVE 5% => 55% 5% => 99%
10% => 72% 10% => 98%
15% => 80% 15% => 97%
(Grandjean et al., | 97 91 0,1% => 1% 0,1% => 100%
2020) 1% => 10% 1% => 100%
SUEUR 5% => 37% 5% => 100%
10% => 55% 10% => 100%
15% => 66% 15% => 99%
(Devillier et al., | 83,1 88,6 0,1% => 1% 0,1% => 100%
2022) 1% => 7% 1% => 100%
';A:;iS)E(S 5% => 28% 5% => 99%
USAGES 10% => 45% 10% => 98%
15% =>57% 15% => 97%
(Hag-Ali et al., |83,3 99,2 0,1% => 9% 0,1% => 100%
2021) 1% => 52% 1% => 100%
5% => 85% 5% => 99%
SUEUR 10% => 92% 10% => 98%
15% => 93% 15% => 95%
(Vesga et al., | Entre 35,3 et 88,2 | Entre 90,6 et 97,7 | 0,1% => entre 0,3 | 0,1% => 100%
2020) et 4% 1% => entre 99 et
1% => entre 3 et | 100%
OLFACTION 28 %
DIRECTE 5% => entre 96 et

5% => entre 16 et
67%

10% => entre 29
et 81%

15% => entre 39
et 88%

100%

10% => entre 92
et 99%

15% => entre 88
et 98%
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(Sarkis et al,
2022)

SUEUR

100

97,1

0,1% => 4%
1% => 26%
5% => 64%
10% =>79%
15% => 86%

0,1% =>100%
1% => 100%
5% => 100%
10% =>100%
15% =>100%

(Guest et al,
2022)

SUEUR

Entre 82 et 94

Entre 76 et 92

0,1% => entre 0,3
et1,1%

1% => entre 3 et
11%

5% => entre 15 et
39%

10% => entre 27
et 57%

15% => entre 37
et 68%

0,1% => 100%
1% => 100%

5% => entre 98
en 100%

10% => entre 97
et 100%

15% => entre 95
et 98%

(Kantele et al., |92 91 0,1% => 1% 0,1% => 100%
2022) 1% => 10% 1% => 100%
SUEUR 5% => 35% 5% => 100%
10% => 53% 10% => 99%
15% => 65% 15% => 99%
(Eskandari et al., | 86 92,9 0,1% => 1% 0,1% => 100%

2021)
MASQUES

1% => 10%
5% => 37%
10% => 55%
15% => 66%

1% => 100%
5% => 99%
10% => 98%

15% => 97%

En France, la prévalence maximale observée depuis le début de la pandémie était de I'ordre
de 4% en janvier 2022 ((GOUVERNEMENT FRANCAIS, 2022). Nous sommes dans une situation
ou la VPN est élevée (entre 96 et 100%) et la VPP faible. Le test par olfaction canine a donc une
place en test de dépistage de premiere intention, avec une fiabilité élevée des résultats négatifs,
mais une fiabilité faible des résultats positifs. Les individus positifs au test par olfaction canine
devront étre testés par un test plus spécifique, comme le test RT-PCR. Ce dernier test est celui
dont la spécificité est la plus élevée a ce jour (99%).
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C. Détection olfactive canine et biosécurité
a. Contamination du chien par le virus SARS-CoV-2

Deux chiens appartenant a des foyers dont au moins une personne présentait un test rRT-
PCR positif pour le SARS-CoV-2ont été testé positifs par test rRT-PCR sur écouvillon
nasopharyngé a Hong-Kong. Des anticorps étaient présents chez les deux chiens. La
contamination peut donc se faire dans le sens humain-chien, mais il n’est pas encore établi si les
chiens sont contagieux entre eux ou si une contamination du chien vers les humains est possible
(Sit et al., 2020). Une étude sérologique réalisée sur 9 chats et 12 chiens dont les propriétaires

étaient atteints du Covid-19 n’a révélé aucune infection des animaux (Temmam et al., 2020).

Dans les études précédentes, aucun chien n’a été rapporté comme symptomatique apres
les expériences. Seule I'équipe de (Eskandari et al., 2021) a procédé a des tests rRT-PCR sur les
chiens, revenus tous négatifs.

b. Mesures de biosécurité dans les différentes études

Ces mesures, présentées dans le tableau suivant, visent a protéger les patients, les
préleveurs, les manipulateurs des échantillons, les maitres-chiens et les chiens.
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Tableau 15 : Mesures de biosécurités prises dans les différentes études

Protection du | Désinfection Température de | Dénaturation des | Attente Port de gants
préleveur de [I'extérieur | stockage échantillons testés | systématique avant | pour manipuler
des (degrés Celsius) | positifs par PCR avant | de faire sentir les | les échantillons
contenants de les présenter aux | échantillons  aux
chiens chiens
(Grandjean et al., | Oui Oui -20 Non Non Oui
2020)
(Devillier et al., | Oui Oui +4 Non Oui, 72h Oui
2022)
(Jendrny et al., | Oui Oui +4 Oui, pour les patients | Non Non renseigné
2020) positifs
(Mancilla-Tapia et | Oui Non +18 Non Non Oui
al., 2022)
(Essler et al., 2021) | Non renseigné | Non renseigné | -20 Urine : oui Non Non
Salive : oui
(Grandjean et al., | Oui Oui Alfort : +18 Non Oui, 24h Oui
2022)
Beyrouth : +6
(Maia et al., | Oui Non Dans une | Non Oui, une semaine Non renseigné
2021a) glaciére,
température non
précisée
(Guest et al., 2022) | Pas de préle- | Non -20 Non Non Oui

veur : le
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patient emballe
lui-méme les
échantillons et
les place dans

des sacs
(Sarkis et al., 2022) | Non renseigné | Oui +6 Non Non Oui
(Kantele et al, | Pas de préle- | Non Entre 21 et 23 Non Non Oui
2022) veur : le

patient emballe
lui-méme les
échantillons et
les place dans

des sacs/
bocaux
(Angeletti et al., | Non renseigné | Non 4 non non Non renseigné
2021)
(Eskandari et al., | Non renseigné | Non Non renseigné Non Non * Oui
2021)*

*Dans cette étude, les chiens sont testés par RT-PCR pour une infection par le SARS-CoV-2 avant et apres les expériences, et subissent une
quarantaine de deux semaines en amont et en aval. Le personnel était aussi testé régulierement. Aucune contamination humaine ou animale
n’a été rapportée lors de I'expérience
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D. La détection olfactive canine : nouveau « gold standard » ?

Nous avons vu en premiere partie les difficultés pour connaitre la sensibilité et la spécificité
du test rRT-PCT au SARS-CoV-2 : considéré souvent par défaut comme un « gold standard », il lui
est accordé a tort une sensibilité et une spécificité de 100%. Dans de nombreuses études, c’est lui
qui détermine le statut infecté ou non d’un individu.

(Hag-Ali et al., 2021) ont montré en utilisant une analyse bayésienne de classes latentes
gue la sensibilité du test par olfaction canine sur écouvillons nasopharyngés est de 89% (IC 95
[65-99]%) tandis que la sensibilité du test RT-PCR est de 73% (IC95 [38—99]%). Les valeurs de
spécificité des deux tests sont toutes deux de 99% (IC 95 [99-100]%). La valeur p ne permet pas
de conclure a des différences de sensibilité et de spécificité entre tests par olfaction canine et rRT-
PCR.

Plus qu’espérer trouver un nouveau gold standard, il convient d'utiliser a bon escient les
moyens diagnostiques dont nous disposons pour élaborer une stratégie qui donnera avec certitude
le statut d’'un patient vis-a-vis de l'infection par le SARS-CoV-2 : le « gold standard » n’est pas un
test unique, mais bien une combinaison des différents tests existants a optimiser en fonction de la
situation pour aboutir avec certitude au statut infecté ou non d’'un patient.

3. Enjeux de la détection canine de I'infection par le virus SARS-
CoV-2

A. Enjeux de santé

Il est important d’isoler au plus vite les individus infectés pour éviter la propagation du virus :
la rapidité d’obtention des résultats est donc capitale. Avec un test RT-PCR, ce délai est de l'ordre
d’'un jour, avec des variations en fonction des disponibilités des laboratoires (personnels,
disponibilité des réactifs notamment).

B. Enjeux économiques
a. Colt d’un test RT-PCR

¢ En France métropolitaine

Auparavant intégralement remboursés par la sécurité sociale, les tests de dépistage sont a
la charge du patient depuis le 15 octobre 2021 sauf présentation d’un justificatif (justificatif de
vaccination, ordonnance d'un professionnel de santé, personnes/cas contacts identifiés par
'assurance maladie par exemple). En France métropolitaine, le tarif de référence d’un test rRT-
PCR est de 43,89 euros (Service public, 2022).
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o A l'étranger
Nous avons la chance en France d’avoir un systéme de sécurité sociale qui rembourse les
tests de dépistage sous certaines conditions et qui fixe des tarifs. Dans certains pays, la tarification
est libre et sans prise en charge de la part de I'état ou des assurances.

Figure 24 : colt moyen d’un test RT-PCR de l'infection au SARS-CoV-2 dans différents pays
(d’apreés une étude interne menée par I’assurance April ; colt moyen d’un test RT PCR
effectué en laboratoire par un infirmier avec résultats sous 24h)

Pays | Coilits

chine @ e
EMIRATS ARABES UNIS & 36 €
FRANCE () 44 €
BeLciQUE € 55 €
ALLEMAGNE @ 60 €
LUXEMBOURG = 60 €
BREsSIL. & 68 €
SINGAPOUR ‘@ 76 €
ESPAGNE & 100 €
CANADA (%) 104 €
HONG-kone @ nae
suisse Q@ 130 €
MEXIQUE ¢4 132¢€
ROYAUME-UNI 180 €
ETATS-UNIS & 219 €
JAPON ® 233 €

b. Colt des tests antigéniques

e Autotest supervisé

Le prix des autotests sous supervision d’'un professionnel de santé est en France
métropolitaine de 3,35 euros ou 5,20 euros s'il s’agit d’'un autotest destiné et congu pour les
enfants (Service public, 2022).

e Test antigénique réalisé par un professionnel de santé

Les prix varient en fonction du professionnel de santé réalisant le test, et en fonction du
moment ou il est réalisé (surcolt le dimanche en pharmacie) (Service public, 2022).
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Tableau 16 : prix des tests antigéniques réalisés par un professionnel de santé en France
(Service public, 2022)

LR Chirurgien- Masseur-

Pharmacien de Biologie  InfirmierMédecin Sage-femme . . .
- dentiste Kiné
médicale

Semaine : 111 € M1 €
Tarifen 20¢€
cabinet / 18,02 € 21,54 € (coltde (colt de 2110 € 20,93 €
officine  Dimanche: consultation consultation

25 € inclus) inclus)
T=017 2 25,01 € 2545 €
domicile

L’équipe Nosais est une équipe pluridisciplinaire composée de vétérinaires, de médecins,
de cynotechniciens et de biologistes ayant pour objectif d’étudier et de développer les applications
de l'olfaction canine dans le dépistage de maladies. Elle propose en France d’utiliser des chiens
de travail déja présents dans les institutions privées ou publiques (police, gendarmerie,
douanes...) et d’ajouter la détection olfactive du SARS-CoV-2 a leurs compétences. Le colt est
donc minimal.

L’acceptation du chien par le patient et le personnel médical est un enjeu de taille
également.

4. Synthése comparative détection entre olfaction canine et test
RT-PCR

Nous avons vu précédemment les difficultés pour déterminer la sensibilité et la spécificité du
test rRT-PCR.

Dans les études précédentes, valeurs de sensibilité tous préléevements confondus sont
comprises entre 68% et 100% pour la détection olfactive canine (en excluant de I'étude de
(Mancilla-Tapia et al., 2022) et un chien de I'étude de (Vesga et al., 2020) ). La spécificité est
comprise entre 76 % et 99,2%.

Tableau 17 : synthése comparative détection entre olfaction canine et test RT-PCR

Avantages Inconvénients

RT-PCR Techniqgue de laboratoire | Variabilité du préleveur

— . | reproductible N
Sensibilité : entre 73 (Hag-Ali P Codt élevé
0 e

et al.,, 2021) et 92 % (Haute | Test de référence pour Attente des résultats

Autorité de santé, 2021)% certaines formalités
e . administrative Désagréable pour écouvillon
Spécificité 99% (Hag-Ali et al., g . P
nasopharyngé
2021)
Co(t environnemental :

matériel & usage unique,
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production des réactifs

Détection par olfaction canine Peu invasif Temps de formation des

Sensibilité entre 68 et 100% | Coqt limité chiens (3 a 4 semaines)

Sélection précoce des chiens
pour garantir une homogénéité
Accessible facilement avec le | de performances entre chiens

déploiement d’unités mobiles

Spécificité entre 76 et 99,2% Instantané

Nécessité de formation et de
personnel compétent en
nombre suffisant (maitres-
chiens, formateurs)

Peur des chiens, (dans le cas
de la détection directe)

Préventions du personnel
médical vis-a-vis des capacités
des chiens a faire

5. Place de la détection olfactive canine dans I’arsenal de
dépistage existant

A. Complémentarité des différents tests

Avec des projections de prévalence larges de 0,1 % a 5%, la Valeur Prédictive Négative, qui
représente la confiance que I'on peut avoir dans un résultat négatif est élevée (entre 96 et 100%).
C’est une valeur clef dans une stratégie de dépistage de masse. En effet, le but est d’écarter les
individus non infectés avec confiance. La VPP dans les conditions épidémiologiques actuelle reste
faible. Il est donc nécessaire de tester les individus marqués positifs par les chiens avec un test
plus spécifique, comme le test RT-PCT (spécificité de 99%) Les individus marqués comme positifs
par les chiens seront ensuite testés par RT-PCR.

B. Proposition de démarches de dépistage intégrant la détection olfactive
canine

Un guide de formation et de validation pour la détection de I'infection par le virus SARS-CoV-
2 a été validé par I'équipe Nosais a I'Ecole Nationale Vétérinaire d’Alfort. Ce guide permet une
méme formation pour les chiens a utiliser, et donc une garantie de leurs performances. Nous
avons vu précédemment que cette formalisation de I'entrainement était capitale pour espérer des
résultats fiables et reproductibles entre les différentes équipes. Cette formation dure 3 a 4
semaines, et porte sur les échantillons axillaires et les masques faciaux usagés. Pour former les
chiens, il est nécessaire d’avoir un leurre (fourni par l'institut Pasteur dans le cadre du projet
Nosais), des cas positifs certains et des cas négatifs certains.

Plusieurs institutions utilisant déja des chiens pourraient étre impliquées en France: la police
nationale, la sdreté ferroviaire, la gendarmerie, les Services départementaux d’Incendie et de
Secours, les Douanes, 'armée, I'administration pénitentiaire, les associations de clubs canins ou
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encore des sociétés privées travaillant dans la détection olfactive. L’idée est de s’appuyer sur des
chiens travaillant déja en détection olfactive, et d’ajouter la détection de l'infection au SARS-Cov-2
a leur panel de compétences.

a. Dépistage immédiat en clusters ou institutions a risque

En cas de clusters ou dans des institutions a risque, comme dans les services dédiés aux
soins des patients malades du Covid-19, le dépistage régulier permet rapidement une identification
des personnes infectées et leur isolement en attendant la confirmation par test RT-PCR en
laboratoire. L’isolement ciblé permet de maintenir une activité pour les personnes testées
négatives.

b. Dépistage immédiat aux frontiéres

Le dépistage par détection olfactive canine dans les aéroports a déja été essayé dans
certains pays comme la Finlande. |l permet de s’assurer du statut infectieux des passagers avant
leur entrée sur le territoire, et de limiter une éventuelle propagation.

Figure 25 : stratégie d’aprés (Guest et al., 2022)

Hypotheses préalables : sensibilité et spécificité de la rRT-PCR de 100%, sensibilité de 90%
et spécificité de 89% pour les chiens, prévalence de I'infection par le virus SARS-CoV-2 de
1%

(A) un type de stratégie mis en place précédemment au Royaume-Uni pour les pays estimés
a risque de SARS-CoV-2 par le gouvernement et pour les personnes non vaccinées : tests
RT-PCR et quarantaine de 10 jours en cas de résultat positif.

(B) Stratégie possible en utilisant la détection olfactive canine

VP : rouge
VN : noir
FN : bleu
A N B _%
t tiitttitiititdi i i tittittittittiiiiii ,
it A )ttt i
HHHHHHHHH I LRI
T HETHITH P H T PRI
Indicated as Indicated as
Infected 1 Uninfected
P T i T
300 people 35.4 people

8 + Alcr B + AR | }

0.3 positive people
264.3 people_not

S)

1
1
1
1
1
1
1
1
1
! inconvenienced

““““““““““““““““ Low risk of onward
l transmission
3 RT-PCR positive people 2.7 RT-PCR positive people
297 people inconvenienced 32.7 people inconvenienced
Negligible risk of onward Negligible risk of onward
transmission transmission
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La détection olfactive canine est moins invasive, et plus rapide qu’un test rRT-PCR dont les
résultats mettent au minimum plusieurs heures a jours. De plus, le colt de la stratégie B est
moindre. Le méme type de stratégie peut étre déployé en zone portuaire, pour le personnel des
cargos ou encore dans le cas des croisiéres avant une escale.

c. Dépistage programmé ou permanents en institutions

La premiére vague d’infection au SARS-CoV-2 a frappé durement les EHPAD avec environ
30 000 déceés et un isolement de nos ainés. Le dépistage peut-étre mal vécu par les patients de
par son invasivité, tandis que les chiens, déja utilisés dans nombre de ces établissements, sont
percus positivement dans I'ensemble et sont facteur de lien social. Pour les institutions disposant
déja d'un chien d’assistance, il serait possible de le former a la détection de linfection par le
SARS-CoV-2. Dans le cadre des EHPAD, les chiens pourraient aussi étre utilisés pour détecter
une éventuelle infection des visiteurs, évitant ainsi I'isolement des pensionnaires.

Y

Les écoles sont également des institutions a risque de transmission élevé : les gestes
barriéres et les équipements de protections individus sont difficiles & faire respecter par les plus
petits. Les plus jeunes ne sont pas & méme de comprendre l'importance du dépistage, et
linvasivité des prélévements nasopharyngés est un frein tant pour les enfants que pour les
parents. Les chiens pourraient alors intervenir de maniere occasionnelle, avec des séances de
dépistage programmées. Le dépistage peut étre fait sur place avec la mise en place d’unités
mobiles de tests olfactifs canins, comme cela existe déja aux Emirats arabes unis (utilisation de
sueur ou de masques usageés).

Figure 26 : exemple d’unité mobile de tests olfactifs canins aux Emirats-Arabes unis
(source : archive Nosais)

UNITE MOBILE DE TESTS OLFACTIFS CANINS
EMIRATS ARABES UNIS

Le dépistage occasionnel peut étre étendu a des municipalités, ou encore a des entreprises
privées.
d. Dépistage pré-manifestation/évéenement/spectacle

La reprise des événements culturels et festifs avec les regroupements de personnes qu’ils
entrainent favorise le risque de propagation du virus. Le dépistage a I'entrée de ces évenements
permettrait d’isoler les personnes considérées comme positives par les chiens. La faible VPP de le
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détection olfactive canine impose toutefois de tester les personnes marquées comme positives par
les chiens avec un test ayant une plus grande spécificité et donc une plus grande VPP comme le
test rRT-PCR.Ce tri a I'entrée permet d’éviter les contaminations. . La VPN de la détection
olfactive est satisfaisante pour avoir confiance dans les résultats négatifs obtenus
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Conclusion

La détection olfactive canine est un test qui a sa place dans l'arsenal de détection de
l'infection au SARS-CoV-2. Sa sensibilité et sa spécificité comparables au test RT PCR ainsi sa
rapidité pour tester un nombre important de personnes sans temps d’attente des résultats, son
moindre co(t économique et écologique, sont des avantages de choix par rapport aux autres tests
de laboratoire proposés. Elle a pleinement son réle a jouer dans la détection de I'infection au
SARS-CoV-2 en complément des autres méthodes.

La France n’a pas su saisir 'opportunité d’intégrer 'olfaction canine en routine. L’avenir de
la détection olfactive canine s’annonce toutefois prometteur. Le défi sera de convaincre le
personnel médical et les décideurs politiques d’intégrer la détection olfactive canine a I'arsenal de
dépistage de certaines maladies, comme le cancer de la vessie sur lequel I'équipe Nosais travaille
actuellement.
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Annexes

Annexe 1: correspondance entre le Ct obtenu par rRT-PCR et le Ct de référence selon les différents fabricants

Fournisseur

Dénomination de la

Thermocycleur temps réel

Technique de référence : RT-PCR IP4 (CNR)

Excrétion virale

Excrétion virale modérée
voire trés faible

trousse RT-PCR significative
Ct<33 Ct>33 Ct=237
Abbott ALINITY m SARS-COV-2 ASSAY (CE) ALINITY <36 >36 240
ABL (A Biological
(Advanced Biologica Combo2Screen SARS-CoV-2 Assay | QuantStudioTM 5 System <35 >35 >39
Laboratories)
Altona DIAGNOSTIC France RealStar®SARS-CoV-2 RT-PCR Kit 1.0 | QuantStudioTM 5 System <33 >33 >37
BD & R-Biopharm test VIASURE SARS-CoV-2 Gene S BD MAX <34 >34 >37
CerTest couplé au test RIDA®GENE
SARS-CoV-2 Gene E R-Biopharm
. Bosphore® Novel Coronavirus (2019- .
< 2 >
Anatolia Genworks nCoV) Detection Kit QuantStudioTM 5 System <32 >3 35
Real-time fluorescent RT-PCR kit
MGl < 237
BG! (2019-nCoV) version 1 (1 cible) G 33 >33 3
Real-time fluorescent RT-PCR kit -
< >
BGI (2019-nCoV) version 2 (2 cibles) QuantStudioTM 5 System <34 >34 >37
BIOMAXIMA SARS-Cov-2 Real Time PCRLAB-KIT | o o yistudio™M 5 system <33 >33 > 39
Multiplex
bioMérieux ARGENE® SARS-COV-2 R-GENE® QuantStudioTM 5 System <34 >34 >38
bioPerfectus technologies COV/Q-IQ Coronnavirus Real Time ABI 7500 <32 >32 >37
PCR Kit
BioSellal Bio-T kit SRAS-CoV-2 ABI| 7500 fast <30 >30 238
BioSellal Bio-T kit Covid-19 ABI 7500 fast <32 >32 237
BioSellal Bio-T kit TriStar Covid-19 ABI 7500 <32 >32 237
BioSewoom Real-Q 2019-nCoV Detection Kit ABI 7500 <30 >30 =235
. o Novel coronavirus (2019-nCoV) Real
< >
Biosynex/ LifeRier Time Multiplex RT-PCR kit ABI 7500 =3 >3 =37
careGENE N-CoV RT-PCR kit ABI 7500 <30 >30 235
Cepheid Xpert® Xpress SARS-CoV-2 Genexpert <33 >33 >37
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Fournisseur

Dénomination
de la trousse RT-PCR

Thermocycleur temps réel

Technigue de référence : RT-PCR I1P4 (CNR)

Excrétion virale
significative

Excrétion virale modérée
voire trés faible
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Ct<33 Ct>33 Ct=37
MOBIDIAG Amplidiag COVID-19 kit BioRad CFX96 <33 >33 =39
NovaTec Immundiagnostica | ¢/, yoyaprime ABI 7500 <29 >29 >33
Gmbh
OPTIMedical OPTI SARS-CoV-2 RT-PCR Test LightCycler 480 Roche <29 >29 >34
Diagnostics
Orzentec /D IRlosenzor Standu.rd M bCoV real-Time Ll.ghtCycIfer 480 Roche <28 528 > 36
Detection Diagnostics
Orgentec / Certest Biotec Viasure Real time PCR Detection kit QuantStudioTM 5 System <32 >32 235
Orgentec / vircell SARS-COV-2 REALTIME PCR KIT LightCycler 480 Roche <33 >33 >37
Diagnostics
. . RealAccurate Quadruplex Corona- .
< >
PathoFinder / AirDiag plus PCR kit QuantStudioTM 5 System 33 >33 237
R-Biopharm RIDA®GENE ABI 7500 fast <32 >32 =37
Roche Diagnostics cobas® SARS-CoV-2 COBAS 6800 <32 >32 =35
. NOVEL CORONAVIRUS (2019-nCoV) .
< >
Sansure Biotech BLUE DNA Companion QuantStudioTM 5 System <36 >36 =39
Servibio Vitassay gPCR SARS-CoV-2 QuantStudioTM 5 System <34 >34 >38
SIEMENS FTD™ SARS-CoV-2 QuantStudioTM 5 System <33 >33 =37
: : : h
Theradlag Inqovatlon for amplicube Coronavirus SARS-CoV2 LlfghtCycI:er 480 Roche <34 >34 > 37
Biotechnologies Diagnostics
Ligh ler 480 Roch
Visiomed EasyNat (Ustar Biotechnologies) Ig teyc ?r 80 Roche <32 >32 >36
Diagnostics
Wiratech 3DMed 2019-nCoV par RT-gPCR ABI 7500 <31 >31 >34
Wiratech ANDIS SARS-CoV?2 et Grippe A/B ABI 7500 <30 >30 235
Multiple Real-Time PCR Kit for
< =37
XABT Detection of 2019-nCoV ABI 7500 30 >30 3




Fournisseur

Dénomination

Thermocycleur temps réel

Technique de référence : RT-PCR IP4 (CNR)

Excrétion virale

Excrétion virale modérée
voire trés faible

de la trousse RT-PCR significative
Cct<33 Ct>33 Ct=37
MOBIDIAG Amplidiag COVID-19 kit BioRad CFX96 <33 >33 >39
NovaTec Immundiagnostica | ., o aprime ABI 7500 <29 >29 >33
Gmbh
OPTIMedical OPTI SARS-CoV-2 RT-PCR Test LightCycler 480 Roche <29 > 29 >34
Diagnostics
OreTe R S DIRoaE aor Standa.rd M bCoV real-Time nghtCyclfer 480 Roche <28 528 536
Detection Diagnostics
Orgentec / Certest Biotec Viasure Real time PCR Detection kit QuantStudioTM 5 System <32 >32 235
Orgentec / vircell SARS-COV-2 REALTIME PCR KIT LightCycler 480 Roche <33 >33 >37
Diagnostics
RealA Il -
PathoFinder / AirDiag ealAccurate Quadruplex Corona QuantStudioT™ 5 System <33 >33 >37
plus PCR kit
R-Biopharm RIDA®GENE ABI 7500 fast <32 >32 =37
Roche Diagnostics cobas® SARS-CoV-2 COBAS 6300 <32 >32 235
. NOVEL CORONAVIRUS (2019-nCoV) .
< >
Sansure Biotech BLUE DNA Companion QuantStudioTM 5 System 36 > 36 > 39
Servibio Vitassay qPCR SARS-CoV-2 QuantStudioTM 5 System <34 >34 238
SIEMENS FTD™ SARS-CoV-2 QuantStudioTM 5 System <33 >33 >37
Theradlag Inn.ovatlon for amplicube Coronavirus SARS-CoV2 LlfghtCycI:er 480 Roche <34 >34 > 37
Biotechnologies Diagnostics
Ligh ler 480 Roch
Visiomed EasyNat (Ustar Biotechnologies) |g teyc ?r 80 Roche <32 >32 > 36
Diagnostics
Wiratech 3DMed 2019-nCoV par RT-gPCR ABI 7500 <31 >31 >34
Wiratech ANDIS SARS-CoV2 et Grippe A/B ABI 7500 30 >30 =35
Multiple Real-Time PCR Kit for
< =37
XABT Detection of 2019-nCoV ABI 7500 30 >30 3
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Dénomination de la

Technique de référence : RT-PCR IP4 (CNR)

Excrétion virale

Excrétion virale modérée

Fournisseur trousse RT-PCR Thermocycleur temps réel significative voire trés faible
Ct<33 Ct>33 Ct=37
CerTest test Viasure SARS-CoV-2 sur BD BD MAX <34 >34 > 38
MAX™
DiaSorin Molecular Simplexa COVID-19 Direct LIAISON® MDX <33 >33 237
enzolifesciences AMPIPROBE SARS-CoV-2 Test System | QuantStudioTM 5 System <32 >32 =37
Eurobio Scientific EurobioPlex SARS-CoV-2 Multiplex ABI 7500 <31 >31 236
Euroimmun EURORealTime SARS-CoV-2 LightCycler 480 Roche <33 >33 >37
Diagnostics
FosunPharma Diagnostics Fosun 2019-nCoV gPCR ABI 7500 <27 > 27 >33
Gencurix GenePro SARS-CoV-2 Test QuantStudioTM 5 System <25 > 25 231
Genefirst COVID-19 Nucleic Acid Diagnostic Kit | ABI 7500 <32 >32 236
GENESTORE Detection Expert 15 SARS COV-2 ABI 7500 <28 >28 234
Genestore France Expert 15® SARS-CoV2 QuantStudioTM 5 System <33 >33 =37
Hologic Panther HOLOGIC Panther™ System <34 >34 > 38
idSOLUTIONS IDNCOV-2 LightCycler 480 Roche <30 >30 > 35
Diagnostics
it thermofisher V1 TagMan 2019-nCoV Assay Kit v1 LightCycler 480 Roche <31 >31 >34
Diagnostics
Kit thermofisher V2 ;?tqpathm COVID-19 CE-VDRT-PCR | o ntstudioT™ 5 System <28 > 28 >32
. . BioGX SARS-CoV-2 Open System
< >
Launch Diagnostics Reagents for BD MAX™ BD MAX <32 >32 235
Launch Diagnostics Bosphore® Novel Coronavirus (2019- | QuantStudioTM 5 System <32 >32 235
nCoV) Detection Kit / Anatolia
MASCIR MASCIR SARS-CoV-2 kit 1.0 LightCycler 480 Roche <30 >30 >37
Diagnostics
Mediane France Q-Sens 2019-nCoV detection ABI 7500 <30 >30 =35
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Annexe 2 Tests par amplification génique remplissant les critéres HSA et CNR commercialisés en France au 20/10/2022
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NOM 1

ARGENE SARS-COV-2 R-GENE

Alinity m SARS-CoV-2 AMP kit

Aptima SARS-CoV-2 Assay

Bio-T kit Tristar Covid-19

IDNCOV-2

Novel Coronavirus (2019-nCoV) Nucleic

acid diagnostic kit (PCR Fluorescence

probing)

OSANTYS SARS-CoV-2 RT-qPCR Kit

Simplexa COVID-19 Direct

TagPath COVID-19 CE-IVD RT-PCR Kit

VIASURE SARS-CoV-2 Real Time PCR
Detection

FABRICANT

BIOMERIEUX

ABBOTT MOLECULAR

Hologic

BioSellal

ID SOLUTIONS

Sansure Biotech

0OBO Osantys

DIASORIN
MOLECULAR

Life Technologies
Corporation

Certest

DISTRIBUTEUR

BIOMERIEUX

ABBOTT Diagnostics

Hologic France

BioSellal

INNOVATIVE
DIAGNOSTICS

BlueDNACompanion

0OBO

DIASORIN FRANCE

Life Technologies SAS

KeyOfLab

CE

UE

CNR

SOUS-TYPE DE TEST

RT PCR simple

RT PCR simple

TMA

RT PCR simple

RT PCR simple

RT PCR simple

RT PCR simple

RT PCR simple

RT PCR simple

RT PCR simple
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COMPARAISON DU TEST RT-PCR ET DE LA DETECTION PAR
OLFACTION CANINE ; APPROCHE BIBLIOGRAPHIQUE DES
RESULATS OBSERVES

AUTEUR : Manon PEROLINI

RESUME : L’état de pandémie causé par le virus SARS-CoV-2 a été déclaré par 'OMS en mars
2020. Etant donné la contagiosité importante du virus et le role clef des individus infectés
asymptomatiques dans sa transmission, la détection des personnes contaminées est trés vite
apparue comme une priorité pour les isoler les et ainsi limiter la propagation de linfection. Des
tests de dépistage en laboratoire, dont le test RT-PCR ont été congus puis commercialisés. Alors
que la pandémie débutait, des études aux résultats prometteurs avaient déja été menés sur la
détection olfactive canine de certains cancers ou maladies qu’elles soient bactériennes, virales ou
parasitaires. L'utilisation de la détection olfactive canine de l'infection par le virus SARS-CoV-2 a
donc été envisagée. Des études ont été menées dans de nombreux pays sur différents types
d’échantillons de patients (sueur, masques usagés, urine). Les résultats ont montré des résultats
de sensibilité et de spécificité satisfaisants, remplissant pour certains tests les critéres fixés par
'OMS. La valeur prédictive négative élevée, la rapidité et le moindre co(t de la détection olfactive
canine en font un test adapté a un dépistage de masse de premiére intention. Comme sa valeur
prédictive positive reste faibles dans les conditions épidémiologiques actuelles, les individus
marqués comme positifs seront ensuite avec un test spécifique comme le test RT-PCR.
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SUMMARY: The WHO declared the SARS-Cov2 pandemic in March, 2020. The contagiousness
and the key role played by asymptomatic patients in the transmission of the virus make capital the
identification of infected people in order to isolate them to prevent the spread of the disease. Some
laboratory screening tests including RT-PCR test have been designed and commercialized. The
dog and his amazing sniffing abilities had already proven to be able to detect some bacterial,
parasitic and viral diseases or cancers at the beginning of the pandemic. Some studies on scent
dog identification of SARS-CoV2 infection have been conducted in different countries around the
world, showing satisfactory values of sensitivity. Some of these tests successfully meet the criteria
set by WHO. Scent dog detection shows high predictive negative values, low costs and quickness.
It makes it attractive for first-line mass screening of SARS-Cov-2. As its positive predictive value
remains low in the current epidemiological conditions, the persons tested positive have then to be
tested with a more specific test such as RT-PCR tests.
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