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INTRODUCTION

L’herpesvirus canin de type 1 (CHV-1, CHV) est un virus a ADN bicaténaire enveloppé, faisant partie
de I'ordre des Herpesvirales, récemment découvert (en 1965).

Il est rarement responsable de formes cliniques chez les chiens adultes, bien que des atteintes
oculaires, respiratoires et génitales soient possibles, notamment a la faveur d’une
immunodépression. Chez le chiot de moins de trois semaines, le virus est responsable d’une atteinte
multi-systémique le plus souvent fatale. Il est également a I'origine de troubles de la reproduction
comme des avortements chez les adultes. Ceci fait donc du CHV un fléau pour les élevages touchés.
La pathogénie du CHV est relativement bien connue. Les animaux peuvent se contaminer par voie
oro-nasale a la faveur d’'un contact avec un animal contaminé, ou par voie vénérienne, lors
d’accouplements. Cette derniére n’est pas totalement élucidée. Le sperme est décrit comme une
matiere virulente, sans qu’aucune étude ne mette formellement en évidence la présence du CHV
dans le sperme de chien. Enfin, une autre voie, la voie transplacentaire, est décrite et est
responsable de la contamination des foetus lors de la gestation par une meére infectée par
I’"herpésvirus canin.

Ce virus, comme d’autres herpes, est capable de rentrer en latence. Ainsi, un animal peut étre
porteur mais ne pas I'excréter en permanence, ce qui rend sa détection compliquée a un instant T.
Ce virus est responsable de pertes considérables en élevage ayant un impact psychologique et
financier important chez les éleveurs concernés. La reproduction faisant partie intégrante des
élevages canins, que ce soit par saillie naturelle ou par insémination artificielle, nous avons décidé
de nous intéresser a la transmission vénérienne de ce virus.

Apres des rappels généraux sur la reproduction dans I'espéce canine et une étude approfondie des
connaissances actuelles sur le CHV, nous nous pencherons sur la détection du virus chez des
reproducteurs. Pour cela, nous étudierons le risque de transmission vénérienne du CHV en testant
divers échantillons a I'aide d’un nouvel outil PCR en temps-réel utilisant la technologie EvaGreen®,
préalablement comparé a des tests de références et publiés. Nous tenterons également d’apprécier
la circulation de ce virus par sérologie. Enfin, nous discuterons des conduites a tenir et des questions

en suspens.
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1.1. Rappels de physiologie sexuelle

1.1.1. Puberté chez la chienne

1.1.1.1. Définition

La puberté chez la chienne peut étre définie comme étant la période marquée par le développement
de caracteres sexuels secondaires et par la maturation des organes génitaux permettant la
reproduction sexuée (Gobello 2014). Cette période est atteinte en moyenne a I'dge de 6-7 mois
(Chastant-Maillard et al., 2014) mais peut en pratique s’étendre de 6 a 14 mois pour la majorité des

chiennes (England 2010) voire d’avantage chez les grandes races.

1.1.1.2. Déclenchement de la puberté et implications hormonales chez la chienne

Le déclenchement de la puberté est directement dépendant de la sécrétion ovarienne d’cestradiol
(Day et al., 1984) (Ebling et al., 1990). Avant la puberté, le seuil d’cestrogénes sanguins nécessaire
pour stimuler la sécrétion de GnRH (gonadolibérine) et donc déclencher la puberté n’est pas atteint
(Figure 1, A). La faible concentration sanguine en cestrogénes a alors un effet inhibiteur sur le
systéme nerveux central, au niveau de I'hypothalamus. La GnRH est donc sécrétée en quantité
insuffisante, impliquant une non sécrétion de LH (hormone lutéinisante), empéchant le
déclenchement de I'activité ovarienne. A I'approche de la puberté, le centre inhibiteur de la
stimulation des noyaux a GnRH devient moins sensible au rétrocontréle négatif de la faible
concentration en cestrogenes, ce qui diminue progressivement leur effet inhibiteur (Figure 1, B). Au
contraire, au moment de la puberté, cette sécrétion en cestrogénes devient suffisante pour stimuler
la sécrétion de GnRH et donc indirectement celle de la LH. Il y a alors activation de I'axe
hypothalamo-hypophysaire. La fréquence pulsatile de la GnRH augmente de méme que la sécrétion
en LH et en FSH (Figure 1, C). L'augmentation de cette derniére permet la stimulation du
développement folliculaire et une sécrétion d’cestrogenes par les ovaires. Une fois la concentration
sanguine de cette derniéere assez élevée, le centre phasique hypothalamique est stimulé ce qui
permet une sécrétion pulsatile de GnRH et donc de LH (Figure 1, D). Le facteur déclencheur de la

puberté serait donc la perte du rétrocontréle négatif initial des cestrogenes sur I’hypothalamus (Lea
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et al., 2019). Le mécanisme réduisant la sensibilité de I’'hypothalamus au rétrocontrole négatif des

cestrogénes n’est pas encore élucidé (Vaissaire 1977).
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Figure 1 : Régulation hormonale et déclenchement de la puberté chez la chienne (d’aprés Lea et

al., 2019)

1.1.1.3. Facteurs influencant la survenue de la puberté chez la chienne

Plusieurs facteurs influencent I’dge auquel la puberté est atteinte. La race y est pour beaucoup. Les
animaux de races grandes et géantes ont tendance a atteindre la puberté plus tardivement (England
2010). Par exemple, un Berger Allemand atteint la puberté en moyenne a 17 mois (Mutembei et al,,
2000) tandis que des races de plus petit gabarit, comme les Beagles, peuvent |'atteindre a moins
d’un an (Yang et al., 2018) L’état corporel de I'animal entre aussi en jeu. Un animal dénutri verra sa
puberté repoussée mais cette derniere finira tout de méme par se produire, sauf en cas de
dénutrition extréme (Lea et al., 2019). De méme, des maladies intercurrentes débilitantes peuvent
retarder la puberté. A ce jour, aucune étude ne met en évidence, chez la chienne, un effet de la

saison ou de la proximité d’un male sur le déclenchement de la puberté.
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1.1.2. Saisonnalité du cycle chez la chienne

L'espéce canine est caractérisée par une reproduction non saisonnée. Son cycle est dit mono-
oestrien polyovulatoire et son ovulation est spontanée. La chienne ne présente donc qu’un seul
cestrus par cycle durant lequel plusieurs ovulations, non dépendantes du coit sont possibles. Il est
cependant important de préciser que quelques rares exceptions sont possibles. Le Baseniji est 'une
des seules races de chien, aujourd’hui, a présenter une reproduction saisonnée, donc dépendante

de la photopériode, avec un cestrus en automne (Johannes 2003) (Concannon 2009).

1.1.3. Le cycle sexuel de la chienne

La durée moyenne du cycle d’une chienne est de 7 mois, bien que des variations allant de 5 a 12
mois existent selon les races (Concannon 2011). Le cycle cestral est décomposé en 4 phases

distinctes : le proestrus, I'cestrus, le métoestrus et I'ancestrus.

1.1.3.1. Le proestrus

Le proestrus marque lI'imprégnation oestrogénique. Des signes cliniques francs sont visibles :
gonflement et congestion vulvaires, pertes vaginales sanguinolentes. La femelle attire le male mais
n’accepte pas l'accouplement durant cette période (Concannon 2011). Le proestrus dure en
moyenne 3 a 21 jours (Concannon et al., 1989) et est caractérisé par un passage de 5pg/mL
d’cestradiol sanguin a 40-90 pg/mL (Concannon 2009). Cette augmentation en oestradiol
plasmatique entraine des modifications cytologiques vaginales caractérisées par une augmentation
et une prédominance des cellules épithéliales intermédiaires (Figure 2) (Gogny et al., 2010) qui sont
majoritairement des cellules parabasales en début du pro-cestrus. D’'un point de vue hormonal,
cette période est aussi marquée par une augmentation de la sécrétion pulsatile ovarienne de LH

causée par une augmentation de la pulsatilité de la GnRH (Concannon 1993).
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1.1.3.2. L’cestrus

L’cestrus marque la période d’acceptation du male par la chienne. Les pertes sanguines se font rares
et la vulve est moins congestionnée que durant le proestrus (Lea et al., 2019). Cette phase dure 5 a
15 jours selon les individus (Evans 1931). D’un point de vue hormonal, I'cestrus débute en accord
avec la phase de déclin de I'cestradiol, 1 a 3 jours aprés son pic. Il commence généralement 0 a 1
jour apres le pic de LH. C'est durant I'cestrus que I'ovulation se produit, 48 a 60 h aprés ce pic.
Contrairement a d’autres espéces, c’est un ovocyte en phase primaire qui est ovulé. Il ne deviendra
secondaire qu’au bout de 96 a 108 h (Concannon 2011). Au niveau de la cytologie vaginale, on
retrouve alors en majorité des cellules kératinisées (Figure 2) (Gogny et al.,, 2010) qui sont des

cellules superficielles.

1.1.3.3. Le métoestrus

Le métoestrus est la période a partir de laquelle la chienne n’accepte plus le male. Des débats
existent sur sa durée mais il dure en moyenne 50 a 80 jours (Concannon 2011). Certains considérent
gue cette période se termine par la régression des corps jaune vers 70 jours, tandis que d’autres
considerent qu’elle s’acheve au terme de la réparation de I'endometre, vers 140 jours (Robinson et
al., 2019). Des travaux récents tendent a dire que cette durée peut étre supérieure a 140 jours en
fonction du taux de progestérone sanguine retenu (Nio 2013) (Galodé 2014). Durant cette période,
le taux de progestérone est élevé (sécrétion par les corps jaunes formés en post ovulation). Il a été
démontré que ce taux peut atteindre une valeur moyenne maximale d'environ 20 ng/ml, 4-8 jours
aprés le début du métoestrus (Christie et al., 1971). Cytologiquement, les frottis vaginaux sont
caractérisés par : des cellules parabasales, des cellules intermédiaires, des polynucléaires

neutrophiles et quelques kératinocytes (Figure 2) (Gogny et al., 2010).

1.1.3.4. L’ancestrus

L'ancestrus débute a la fin de la phase lutéale, mais son apparition exacte dépend des critéeres
utilisés pour définir la fin de cette phase. On peut considérer que la fin de la phase lutéale
correspond au moment ou la concentration plasmatique en progestérone atteint pour la premiére
fois un niveau inférieur a 1 ng/mL (Okkens et al, 2006). La durée de l'ancestrus varie
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considérablement d'une chienne a l'autre mais sa durée s’étend de 80 a 240 jours (Concannon 2011)
et dépend du taux de progestérone chez un individu donné. Cytologiquement, au niveau des cellules
vaginales, nous retrouvons uniquement des cellules parabasales (Figure 2) (Gogny et al., 2010) et

ce en quantité faible.
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Figure 2 : Evolution de la population cellulaire vaginale au cours du cycle cestral de la chienne

(Gogny et al., 2010)

1.1.4. La gestation

La durée de gestation chez la chienne est comprise entre 52 et 74 jours post accouplement. Cette
variation est attribuée a la variabilité individuelle de la durée du pro-oestrus dans I'espece canine
(Lamm et al., 2012). Des études tendent a dire que la durée de gestation peut étre déterminée de
maniére plus précise si I'on se base sur le pic de LH. En effet, en moyenne, les chiennes mettent bas
64 a 66 jours aprés ce pic (Root Kustritz 2005). De plus, le délai entre la fécondation et la mise-bas
est de 61 jours en moyenne (Pretzer 2008). La gestation est maintenue tant que des niveaux
suffisants en progestérone sont présents. En effet, il a été démontré que linjection d’un
compétiteur aux récepteurs de la progestérone, la mifépristone, induit un avortement (Concannon
et al, 1990) et qu’une ovariectomie en cours de gestation, peu importe le stade, induit un
avortement ou une résorption embryonnaire (Sokolowski 1971). Ainsi, la principale source de
progestérone, est le corps jaune ovarien, qui est indispensable pour gqu’une gestation puisse se
dérouler chez la chienne.
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Une fois la fécondation réalisée, le développement prénatal se déroule en 3 phases distinctes dans

le temps : la phase embryoblastique, la phase embryonnaire et enfin la phase foetale.

1.1.4.1. La phase embryoblastique

Cette période se déroule de J12 a J17 (JO étant le pic de LH) (Pretzer 2008). Le zygote entre en
division post fécondation et se retrouve dans la cavité utérine, sous forme d’une morula de 16 a 32
cellules, grace au péristaltisme utérin (Taverne et al., 2019). Cet événement se déroule en moyenne
a J11. Les divisions se poursuivent et aboutissent a la formation d’un blastocyste vers J14 (Abe et
al., 2008).

A lintérieur de celui-ci se trouve un embryoblaste (bouton embryonnaire et trophoblaste)
accompagné d’une cavité appelée le blastoccele (Pretzer 2008). S’en suit la perte de la zone
pellucide permettant I'obtention d’un blastocyste libre jusqu’a son implantation endométriale entre

J17 et J19 (Pretzer 2008).

1.1.4.2. La phase embryonnaire et placentation

Une fois I'implantation effectuée, la phase dite embryonnaire débute. Elle est caractérisée par une
étape dite de gastrulation durant laquelle 3 feuillets, qui donneront les futurs tissus du conceptus,
apparaissent. Ce sont : 'ectoderme, le mésoderme et 'endoderme. Parallélement, un tube digestif
au stade primitif se forme. La différenciation de ces différents feuillets aboutit a I'’ébauche des divers
organes de I'embryon : c’est ce qu’on appelle I'organogenése (Pretzer 2008). Parallelement, lors de
cette phase embryonnaire, la placentation se met en place. Le placenta permet, entre autres, la
protection du conceptus, les échanges de nutriments avec la mére et I’élimination des déchets. Chez
la chienne, elle est zonaire et mesure, selon les espaces, entre 2,5 et 7,5 cm de largeur. Ce placenta
est divisé en 2 entités : une partie maternelle, 'endométre et une partie feetale, le chorion
allantoidien. La placentation dans I'espéce canine est dite endothéliochoriale c’est-a-dire constituée
de 4 couches : 'endothélium du foetus, son mésenchyme, le chorion et I'endothélium maternel. Ce
type de placentation ne permet le passage que de 5 a 10 % des immunoglobulines maternelles ce
qui rend primordiale la prise de colostrum a la naissance (Johnston et al., 2001). La placentation
aboutit donc a la formation de I'amnios, empli de liquide amniotique et enveloppant le foetus. Ce
liguide protége le foetus des chocs externes et est constitué de ses sécrétions buccales, respiratoires
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ainsi que de ses urines. L’allantoide, dont la partie externe est fusionnée avec le chorion, contient
une couche interne qui elle, est fixée a 'amnios. Les 2 couches délimitent ce qu’on appelle la cavité

allantoidienne (Reece 2009).

1.1.4.3. La période foetale

Cette période s’étend de J35 jusqu’a la mise-bas. Elle débute alors que I'organogeneése est complete.
Cette phase se caractérise par le développement de caractéres externes tels que la croissance des
pavillons externes auriculaires, du tronc, des poils et des griffes ainsi que la fermeture des paupiéres
et I'apparition de la pigmentation du feetus. Elle est aussi caractérisée par la différenciation sexuelle
du conceptus et 'amorcement de la descente testiculaire chez le male qui prendra fin aprés la

naissance (Pretzer 2008).

1.1.5. La parturition chez la chienne

1.1.5.1. Les signes cliniques associés a la parturition

Quelques jours avant la parturition, les mamelles de la chienne augmentent de taille. De méme, un
gonflement vulvaire et un écoulement de mucus sont observables (le bouchon muqueux obstruait
I'orifice externe du col lors de la gestation). Un relachement de la ceinture musculaire abdominale
est également visible. Six a 8 heures avant la parturition, la température corporelle de la chienne
gestante peut diminuer, jusqu’a 1°C avant le I'accouchement : c’est le signe Liebenberger. A
I'approche du part, des modifications comportementales peuvent étre remarquées. Une agitation,

I’élaboration d’un nid ou des mictions fréquentes ne sont pas rares (Reece 2009).

1.1.5.2. Les stades de la parturition

De maniere générale, la parturition peut étre divisée en 3 stades. Le premier correspond a
I'apparition de contractions utérines, 6 a 12 heures avant le part et a I'amorce de la dilation du col
utérin. Le second stade correspond a la dilatation maximale de ce dernier et au passage dans le

canal pelvien des feetus (Lamm et al, 2012). Enfin, le troisieme et dernier stade correspond a
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I’expulsion des enveloppes foetales 5 a 15 minutes apres I'expulsion feetale, si cela ne s’est pas

déroulé en méme temps (Johnston et al., 2001).

1.1.5.3. Les modifications hormonales et chimiques associées a la parturition

(Figure 3)

A I'approche de la parturition, la maturité du foetus augmente. Ce phénomene est accompagné par
une augmentation de la production de cortisol par les surrénales foetales.

Cette augmentation en corticoides induit une augmentation de la production en cestrogénes par
'unité foeto-placentaire, quelques semaines avant le part. Celle-ci contribue a plusieurs
phénoménes. Tout d’abord, elle permet la stimulation de la synthése de protéines contractiles dans
le myomeétre notamment et stimule I'apparition des récepteurs a I'ocytocine sur I'utérus. De plus,
I'augmentation en cestrogénes favoriserait la synthése de prostaglandines PGF2a (Reece 2009). Ces
derniéres ont un effet lutéolytique sur le corps jaune ovarien ce qui provoque une chute de la
progestérone (indispensable au maintien de la gestation). Par conséquent, la concentration
plasmatique en progestérone passe de 4-10 ng/mL a 2 ng/mL et ce en 12 a 24 heures, 1 a 2 jours
pre-partum (Verstegen-Onclin et al., 2008). L'augmentation contemporaine du taux d'cestrogénes
et la diminution du taux de progestérone font passer |'utérus d'un état de quiescence a un état de
contractilité potentielle, se traduisant notamment par une augmentation de la sensibilité de I'utérus
a I'ocytocine (Reece 2009). L'augmentation de la concentration sérique de relaxine a I'approche de
la parturition entraine un relachement et une distension accrus du col de I'utérus, du vagin et de la
vulve, ce qui facilite le part (Johnston et al., 2001). Le foetus est alors enfin engagé dans la filiere
pelvienne. L'action mécanique de ses membres contre la paroi utérine augmente la concentration
en ocytocine, augmentant alors les contractions utérines et permettant I'expulsion foetale (Reece
2009). De plus, lors du passage du foetus au travers de la filiere pelvienne lorsque celui-ci appuie sur
les lombes et le sacrum, le réflexe de Ferguson se déclenche et entraine une décharge

supplémentaire d’ocytocine.
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Figure 3 : Evénements correspondant au début de la parturition chez la chienne et débutant par la

sécrétion foetale de cortisol (d’aprés Reece 2009)

1.1.6. Le post-partum

1.1.6.1. Chezla chienne

Une fois la parturition achevée, la chienne débute sa lactation. Cette production lactée est d’abord
caractérisée par la production de colostrum, riche en immunoglobulines maternelles, en nutriments
et en diverses vitamines. La concentration en immunoglobulines chute rapidement dans le temps.
On considere que la production de lait débute au deuxiéme jour de lactation (Reece 2009). Le
sevrage du chiot par la mére est progressif et se déroule entre la 7™ et la 10°™¢ semaine de lactation
et dépend en partie du caractere plus ou moins maternel de la mere. (Loubiere 2010). La période
post-partum est aussi synonyme d’involution utérine. Immédiatement apres le part, des pertes
verdatres dont la couleur est due a I'utéroverdine, appelées lochies, sont remarquables au niveau
de la vulve. Ces pertes changent rapidement d’aspect et deviennent sanguinolentes puis mucoides
dans les 12 jours suivant le part (Noakes 2019). Il n’est cependant pas inhabituel de constater des
pertes vulvaires sanguines dans les mois suivant la mise-bas. Elles correspondent a la subinvolution
des zones endométriales d’insertion du placenta (Beck et al., 1966). De plus, chez la chienne, les

cornes utérines retrouvent leur taille pré-gravidique 4 semaines post-partum.
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1.1.6.2. Chezle chiot

Lors du part, I'allantoide est rompue mais I'amnios reste autour du chiot qui nait généralement
recouvert de cette membrane. Lors d’un part naturel, la chienne leche vigoureusement le chiot afin
de retirer cette membrane et de stimuler les fonctions cardiorespiratoires de I'animal. Elle sectionne
généralement le cordon ombilical a I'aide de ses dents (Johnston et al., 2001). Une fois né, un chiot
a une température corporelle trés inférieure a celle de I'adulte, qui avoisine les 35°C. Elle augmente
progressivement au cours des semaines, pour atteindre les 38°C a environ 1 mois apres la naissance
(Rickard 2011). L'incapacité des chiots a se thermoréguler les rend trés sensibles aux variations de
températures dans les premiéres semaines de vie. Les chiots sont également vulnérables vis-a-vis
des agents pathogénes présents dans I'environnement. La présence d’une placentation
endothéliochoriale de type zonaire implique que seulement 5 a 10% des immunoglobulines
maternelles parviennent au chiot durant la gestation (Johnston et al., 2001). C’est pour cela que la
prise de colostrum dans les quelques heures suivant le part est importante dans I'espéce canine.
Cependant, I'absorption intestinale d'immunoglobulines maternelles ne peut se dérouler que dans
une fenétre tres réduite de temps. Seules 40% des immunoglobulines G peuvent étre absorbées a
la naissance et ce pourcentage est divisé par 2 dans les 4 heures qui suivent le part. De maniére
globale, le tube digestif des chiots n’est plus en capacité d’absorber des immunoglobulines environ

16h apres la naissance (Chastant-Maillard et al., 2012).

1.1.7. Puberté chez le chien

1.1.7.1. Définition

Aucune définition stricte de la puberté n’existe pour le chien male. Elle peut étre décrite comme la
période de la vie de I'animal a laquelle la premiere éjaculation a lieu ou la période durant laquelle
les premiers comportements sexuels apparaissent. D’autres considérent que cette période est
caractérisée par I'acquisition de la capacité a produire un éjaculat correct en termes de qualité et
de quantité de spermatozoides (Lea et al., 2019). Elle est parfois aussi considérée comme la période

a laquelle la spermatogeneése débute (Lee et al., 2017).
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1.1.7.2. Déclenchement de la puberté et implications hormonales chez le chien

Avant la puberté, I'hypothalamus du chien est trés sensible au rétrocontrole négatif exercé par les
hormones que sont la testostérone et I'cestradiol sur les neurones a GnRH (Figure 4, A). Al'approche
de la puberté, ce rétrocontrdle diminue et une sécrétion pulsatile de GnRH par les neurones a GnRH
hypothalamiques se met en place. Cette derniere permet la stimulation de la sécrétion de LH et de
FSH au niveau testiculaire ce qui amorce la spermatogenese et donc la puberté (Figure 4, B) (Lea et
al., 2019). Il est supposé que I'augmentation de LH avant la puberté chez le male débuterait avant
celle de la femelle. Ceci permettrait une augmentation progressive de la production de testostérone
chez les males. Ce processus expliquerait que ces derniers atteignent la puberté avant les femelles

(Foster et al., 2006).
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Figure 4 : Déclenchement de la puberté chez le chien (d’aprés Lea et al., 2019)

1.1.8. La spermatogenése

La spermatogeneése est le processus biologique permettant la formation de spermatozoides. Elle
peut étre découpée en 3 phases distinctes : la spermatocytogenése qui correspond a la formation
des spermatides a partir de cellules appelées spermatogonies et la spermiogenése, qui correspond
a la différenciation de ces spermatides en gamétes males, les spermatozoides (Johnston et al.,
2001). Une troisieme et derniere phase vient compléter le processus de spermatogenese : la
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spermiation, qui correspond a la libération des spermatides matures dans la lumiére des tubes
séminiferes, avant leur passage dans I'épididyme. La fonction principale des spermatozoides est la
fécondation du gaméte femelle (Chtopik et al.,, 2019). La durée totale de la spermatogenése est
d’environ 60 jours chez les mammiferes (Parkinson 2019). Elle dure en moyenne 61,9 jours, pour le

Caniche, le Pinscher, le Beagle et le Labrador (Soares et al., 2009).

1.1.8.1. La spermatocytogenése

Cette premiére étape se déroule au niveau de la membrane basale des tubes séminiferes des
testicules ou se trouvent des spermatogonies (cellules souches diploides). Elles vont tout d’abord
subir une étape de multiplication par mitoses. Lors de la mitose d'une spermatogonie, une nouvelle
cellule remplace la cellule qui vient de se diviser. Via cette étape, des spermatocytes primaires
(diploides) sont formés. Ces derniers vont alors entrer en premiere division de méiose aboutissant
a la formation de spermatocytes secondaires, haploides, qui subiront a leur tour la deuxieme étape
de division de méiose permettant la formation de spermatides haploides (Chtopik et al., 2019)

(Reece 2009).

1.1.8.2. La spermiogenése

Une fois la formation des spermatides via la spermatocytogenése réalisée, une nouvelle étape, la
spermiogenése, débute. Plusieurs événements de transformation de la spermatide se déroulent de
maniére concomitante. On peut observer une phase de condensation de la chromatine nucléaire
(Monesi  1971). Parallelement, des vésicules contenant majoritairement des enzymes
indispensables de I’'acrosome sont synthétisées avant de fusionner. Cette fusion se fait au niveau de
la base du noyau du futur spermatozoide qui se déplace du centre de la cellule vers une marge
membranaire (Parkinson 2019). Se déroulent ensuite I'allongement de la spermatide, la formation
de la téte et de la queue du futur spermatozoide grace a, entres autres, la mise en place d’un
systeme impliquant des microtubules et des filaments d’actine (Lehti et al., 2016). A la fin de cette

phase de spermiogenése sont obtenus des spermatides matures.
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1.1.8.3. La spermiation (O’Donnell et al., 2011)

La spermiation est |'étape durant laquelle les spermatides matures obtenus a la fin de Ia
spermiogenése sont libérés dans la lumiére des tubes séminiferes par les cellules de Sertoli. Ces
dernieres phagocytent le cytoplasme résiduel du futur spermatozoide avant la libération des

gametes.

1.2. MODES DE REPRODUCTION DANS L'ESPECE CANINE

1.2.1. L’accouplement naturel

1.2.1.1. Lasaillie

Chez le femelle, des émissions fréquentes d’urines, un déplacement latéral de la queue exposant la
vulve ou encore une augmentation de la fréquence des contacts physiques avec ses congéneres
sont observés. La chienne peut également s'immobiliser devant le male qui devient excité. La saillie

a alors lieu. En présence du male, la femelle se met en position de lordose.

1.2.1.2. L’érection

Chez le male, I’érection est définie comme une augmentation de la turgescence pénienne. Le pénis
est constitué d’un uretre, entouré d’un corps spongieux qui prend racine au niveau du bulbe pénien
et qui se termine au niveau du gland. Ce corps spongieux est lui-méme entouré des corps caverneux,
qui naissent au niveau des racines du pénis (Parkinson 2019). L'artére pudendale est responsable
de la vascularisation du pénis. C'est une ramification de I'artere fémorale commune (Gaye et al.,
2016). Le sang veineux quitte le corps caverneux via les racines du pénis a travers la veine pudendale
tandis que le corps spongieux est drainé via la veine dorsale superficielle du pénis (Ashdown et al.,

1974).
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1.2.1.2.1. L’intromission

La saillie est le terme utilisé pour décrire I'accouplement durant lequel le méale introduit son pénis
en érection dans le vagin de la chienne jusqu’a I'éjaculation. L'étape de la saillie, durant laquelle le
pénis pénetre dans le vagin, est appelée l'intromission. Aprés cette intromission, la distension
pénienne du chien est a son maximum et des mouvements de va-et-vient sont amorcés par le male

(Reece 2015).

1.2.1.2.2. L’émission

L’émission est |'étape qui précéde I'éjaculation a proprement parler. Elle correspond au passage du
liqguide contenu dans les canaux déférents, dans I'ampoule déférentielle, dans les glandes
accessoires (les glandes urétrales et la prostate) et des spermatozoides dans I'urétre. Ceci est permis

par un péristaltisme sous innervation sympathique (Reece 2015).

1.2.1.2.3. L’éjaculation

Une fois I'émission accomplie, le péristaltisme réflexe des muscles urétraux propulse le contenu de
I'uretre vers l'orifice urétral externe. Cette derniéere phase, le péristaltisme de l'urétre, est assistée
par les contractions rythmiques du muscle bulbospongieux, qui recouvre le corps spongieux dans le
bulbe du pénis, et des muscles lisses de 'uretre (Parkinson 2019). La combinaison de la pression et
du péristaltisme pousse le sperme de l'urétre vers l'extérieur, ce qui constitue le processus
d'éjaculation. Une des singularités de I'espece canine est la présence d’un os pénien et de bulbes
érectiles a la base de la verge. Ces derniers permettent le retournement du male par rapport a la
femelle tout en bloquant la verge du chien dans le vagin de la chienne. C'est suite a ce retournement
gue l'éjaculation de la phase spermatique ce produit, sur environ une minute. Enfin, la fraction
prostatique est émise dans la femelle, ce qui peut durer 10 a 20 minutes. La stimulation de I'émission
et de I'éjaculation provient des nerfs sensoriels situés dans le gland du pénis (Reece 2015).
L’éjaculation est stimulée par les nerfs sensitifs situés au niveau du gland. Le systéeme sympathique,
via le nerf hypogastrique ainsi que le systeme parasympathique via le nerf honteux contrélent

I’éjaculation (Parkinson 2019).
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1.2.1.2.4. La phase post éjaculation

1.2.1.2.4.1. Le trajet des gameétes males et leur capacitation

Lors de I’éjaculation, les spermatozoides sont déposés dans la partie craniale du vagin de la chienne
(England et al., 1998). Une étude montre que, 24h apres une insémination artificielle, les
spermatozoides sont majoritairement retrouvés au niveau de la jonction utéro-tubaire et des
glandes endométriales utérines (Rijsselaere et al, 2004). Ceci est rendu possible par des
contractions vaginales et utérines qui permettent la remontée des spermatozoides le long des voies

génitales femelles via le col entrouvert pendant I'cestrus (England et al., 2003).

Il a également été démontré que le nombre de glandes utérines et le nombre de spermatozoides
dans celles-ci est plus élevé lorsque I'accouplement naturel ou l'insémination artificielle sont
réalisés au moment de I'ovulation de la chienne (Rijsselaere et al., 2014). La libération d’ocytocine
induite par I'accouplement et les prostaglandines contenues dans I'éjaculat accroissent la motilité
des spermatozoides vers les cornes utérines. Ce transport utérin est également favorisé par la
pression négative de cet organe qui permet une « aspiration » des gametes males dans ce dernier
(Reece 2009). Chez la chienne, la partie la plus distale de la jonction utéro-tubaire et les glandes de
I'utérus servent de réservoir aux spermatozoides. (Rijsselaere et al., 2014). Les spermatozoides
subissent alors des modifications indispensables a la fécondation ultérieure de I'ovocyte,
notamment via la pénétration de la zone pellucide entourant le gaméete femelle. Cette étape
primordiale est la capacitation du spermatozoide. Durant celle-ci I'acrosome du spermatozoide
subit des changements canalaires qui permettront la sortie d’enzymes protéolytiques et de la

hyaluronidase, indispensables pour la fécondation (Reece 2015).
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1.2.1.2.4.2. La fécondation

La fécondation de I'ovocyte se déroule lorsque I'ovocyte est en métaphase Il, dans la partie distale
de 'oviducte de la chienne (Tsutsui 1975). Tout d’abord, il y a la pénétration du cumulus oophorus.
Ce dernier peut étre défini comme un amas de cellules de la granulosa entourant I'ovocyte. Il se
densifie en post-ovulation via le dép6t de protéoglycanes et en particulier d’acide hyaluronique
(Salustri et al., 1999). Une fois ce cumulus franchi, le spermatozoide capacité se fixe a la zone
pellucide de l'ovocyte. Cette derniére est constituée d’un ensemble de glycoprotéines
extracellulaires entourant notamment I'ovocyte. Elle contient des glycoprotéines majeures (ZP1,
ZP2 et ZP3) qui reconnaissent et se lient a des récepteurs présents sur les spermatozoides capacités
(Zhao et al.,, 2002). La fixation d’un récepteur du spermatozoide a la protéine ZP3 permet le
déclenchement de la réaction acrosomique. L'acrosome est une structure qui recouvre la partie
antérieure du noyau du spermatozoide et qui contient un grand nombre d'enzymes hydrolysantes
puissantes (Tulsiani et al., 1998). La libération de ces enzymes permet la fusion des membranes des

2 gametes et la formation d’un zygote.

1.2.2. L’'insémination artificielle (Mason 2018)

1.2.2.1. Prérequis a 'insémination artificielle

1.2.2.1.1. Collecte du sperme, évaluation et conservation

Le sperme est récupéré manuellement par un opérateur. Pour cela, il est primordial que la rétraction
du prépuce sur les bulbes soit réalisée avant I’érection du male, afin d’imiter au mieux
I'accouplement naturel (Grandage 1972). Pour optimiser I'opération, le préléevement doit se faire
sans douleur et en présence d’une chienne en cestrus afin de stimuler le male.

La collecte du sperme peut se faire via des vagins artificiels en latex a I'extrémité desquels des tubes,
permettant de collecter la semence, sont placés. Cela peut se faire également via des entonnoirs ou
encore des tubes en plastique. Le sperme du chien peut étre divisé en 3 fractions, éjaculées de
maniére consécutive dans I'ordre qui suit : la fraction urétrale, la fraction spermatique et enfin, la

fraction prostatique. La premiére fraction est récoltée rapidement dés lors que le chien atteint
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I’érection. Elle n’est généralement pas conservée car elle contient des bactéries et peu de
spermatozoides. La seconde fraction est éjaculée et récupérée dans un nouveau tube quand les
mouvements de va-et-vient du chien cessent. Une fois que le liquide collecté commence a s’éclaircir,
un nouveau tube est utilisé pour récolter la derniére fraction (Farstad 2010).

L’appréciation de la qualité du sperme collecté repose sur I’évaluation de la motilité massale et de
la morphologie des spermatozoides ainsi que leur nombre. Elle se fait via un examen microscopique.
La femelle doit étre inséminée avec du sperme frais dans les 30 minutes aprés la collecte. Si on
travaille avec du sperme réfrigéré a +4°C, ce dernier peut étre conservé jusqu’a 2 jours avant
I'insémination, s’il est de bonne qualité (Thomassen et al., 2009). Certains centres ou services de
reproduction vétérinaires, comme c’est le cas a Oniris, proposent la conservation de sperme de

longue durée a -196°C dans de I'azote liquide.

1.2.2.1.2. Détermination du moment optimal d’insémination de la femelle

1.2.2.1.2.1. Dosage de I'hormone lutéinisante (LH)

Chez la chienne, I'ovulation se déroule 36 a 50 h apres le pic de LH et I'ovocyte est fécondable 2 a 3
jours apres |'ovulation. Le dosage de la LH parait donc étre un moyen de déterminer le moment
optimal d’insémination. Cependant, bien que le dosage de la LH, quantitatif ou non, soit réalisable,
il est en pratique difficile de déterminer avec précision le moment de I'ovulation chez la chienne. Ce

dosage n’est donc pas réalisé en routine (Concannon 2009).

1.2.2.1.2.2. Dosage de la progestérone

Ce dosage peut se réaliser en routine, par chimiluminescence sur du sérum récupéré a partir de
sang prélevé moins de 2h avant le dosage. L'ovulation se produit lorsque la concentration en
progestérone sérique est supérieure a 10 ng/mL (Jeffcoate et al., 1989) (Volkmann 2006). Plus
récemment, une nouvelle technigue est apparue, adaptée de la médecine humaine : la méthode
ELFA (test de fluorescence lié a une enzyme), qui permet, chez la chienne, de doser la progestérone

dans le sang périphérique a partir de plasma, de maniéere rapide et fiable (Brugger et al., 2011).
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1.2.2.1.2.3. Cytologie vaginale

La cytologie vaginale est réalisée via la coloration rapide de lames sur lesquelles des cellules
vaginales récoltées via I'introduction d’un écouvillon humidifié dans le vagin de la femelle ont été
déposées. On peut généralement observer un cytoplasme élargi, une kératinisation des cellules de
surface et une pycnose nucléaire ainsi qu’un pourcentage de cellules nucléaires équivalent a 50%
des cellules kératinisées au début de I'cestrus. On dit, lors de I'cestrus, que le frottis est d’apparence
propre. L'ovulation se produit lorsqu’on a plus de 80% de cellules acidophiles, c’est lindice

éosinophilique.

1.2.2.2. Description et réalisation des différents types d’insémination artificielle

disponibles

1.2.2.2.1. Insémination vaginale

Cette technique permet de déposer le sperme frais ou réfrigéré a I'ouverture du col de I'utérus. Elle
requiert le passage d’une sonde d’insémination lubrifiée. Pour cela, cette derniere est d’abord
insérée a 45 ° par rapport aux lombes de la chienne. Une fois qu’une résistance est rencontrée, la
sonde est horizontalisée et poussée jusqu’a la rencontre d’'une nouvelle zone de résistance. La
fraction spermatique est alors injectée a travers la sonde et poussée avec la fraction prostatique
(England et al., 1992). Dans la pratique, pour le sperme frais, comme cela est réalisé au service de
Reproduction d’Oniris, on dépose les 3 fractions, urétrale, spermatique et ensuite prostatique dans
I'ordre prélevé au niveau vaginal. Une fois la fraction prostatique poussée dans la sonde, cette
derniéere est « vidée » dans la chienne, par injection d’air. Le train postérieur de la femelle est
surélevé pendant 10 minutes lors de l'utilisation d’'une sonde classique. Lors d’une utilisation de
sonde type « Osiris », dotée d’un ballonnet, ce dernier sera gonflé au fond du vagin avant I'injection
des 3 fractions. La sonde sera ensuite laissée en place pendant 10 minutes avec le ballonnet gonflé
afin d’étanchéiser la partie antérieure du vagin. Lorsque que I'insémination artificielle est réalisée
avec du sperme réfrigéré, seule la fraction spermatique, diluée dans un milieu de réfrigération, est

injectée.
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1.2.2.2.2. Insémination transcervicale par endoscopie

Cette technique permet la visualisation du col avec un endoscope. Une fois cette étape réalisée, la
sonde seule est poussée dans le corps de I'utérus via le col utérin qui est entrouvert. Le sperme est

alors injecté, la sonde retirée (Mason 2017) (Mason et al., 2014).

1.2.2.2.3. Insémination par cathétérisme norvégien

La sonde norvégienne est constituée d’un cathéter en acier et d’un guide en nylon. Pour réaliser
cette insémination, 'opérateur doit palper le col de I'utérus de la chienne par voie transabdominale.
Il insert alors le dispositif dans le vagin de la chienne et pousse le cathéter dans le col de I'utérus
tout en le maintenant de maniére externe. Le sperme est alors injecté dans la lumiéere de I'utérus

(Linde-Forsberg 1991).

1.2.2.2.4. Insémination intra-utérine par laparotomie

Cette technique d’insémination requiert le dépot de la semence dans |'utérus d’une chienne
subissant une laparotomie sous anesthésie générale. Un cathéter intraveineux est inséré dans
I'utérus et la semence directement injectée. Une fois cette étape accomplie, I'utérus est massé afin
de faire remonter la semence dans les trompes utérines (Fukushima et al., 2010) (Tsutsui et al.,
1989). Cette technique, pouvant étre utilisée pour inséminer du sperme frais, réfrigéré ou congelé

est peu pratiquée en Europe alors qu’elle est outre-Atlantique.

1.2.2.2.5. Insémination par laparoscopie

Cette technique est décrite mais tres rarement réalisée. Elle consiste en I'introduction d’une aiguille
d’insufflation laparoscopique dans la cavité abdominale, sur la ligne blanche de la chienne a
inséminer, 1 cm au-dessus de I'ombilic. Un laparoscope, utilisé pour visualiser la cavité abdominale
est introduit au niveau de la ligne blanche de I'animal, cette fois-ci 1 cm en dessous de I'ombilic.
Une pince, utiliser pour la préhension de I'utérus, est insérer aprés ponction de 0,5 a 2 ou 3 cm

latéralement aux glandes mammaires, a droite ou a gauche. Apres insufflation abdominale et
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préhension du corps utérin a la pince et rapprochement de ce dernier contre la paroi abdominale,
une aiguille de 18g est introduite entre la 3°™ et |la 5°™¢ paire de mamelles, sur la ligne blanche. La
corne utérine est ensuite ponctionnée et 1 mL de sperme frais est injecté (Silva et al., 1995). Toute
la difficulté de la manipulation réside dans la correcte ponction de la corne, puisqu’il faut se
retrouver dans la lumiére de cette derniére. En effet, I'injection peut accidentellement se faire au

niveau de la séreuse ou de la musculeuse.
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DEUXIEME PARTIE : L’'HERPESVIROSE CANINE
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2.1. L’herpésvirus canin

2.1.1. Découverte et historique

Le terme « herpes » est évoqué pour la premiére fois par Hippocrate il y a plus de 2000 ans pour
décrire des lésions ulcératives et contagieuses semblant ramper (“herpes” en grec) sur la peau des
étres humains atteints (Roizman et al., 2001). C'est en 1965 que Carmichael et son équipe décrivent
un épisode de septicémie affectant des chiots et entrainant leur mort (Carmichael et al., 1965a). La
faute est d’abord imputée a des mycoplasmes mais cette méme équipe met en évidence, un an plus
tard, qu’un inoculum sans mycoplasmes reproduit les mémes lésions, sur des cultures cellulaires de
reins et sur des chiots sains. C'est alors qu’est isolé sur ces cellules un virus présentant les
caractéristiques des Herpeésvirus. Une premiere description au microscope électronique de cet
agent viral, I'herpésvirus canin de type 1 (CHV-1 ou CHV) est réalisée la méme année (Strandberg et

al., 1965).

2.1.2. Taxonomie

L'herpésvirus canin de type 1, responsable de la maladie appelée « herpésvirose canine » est un
virus a ADN bicaténaire faisant partie de I'ordre des Herpesvirales. |l appartient a la famille des
Herpesviridae, de la sous-famille des Alphaherpesvirinae et au genre Varicellovirus, comme de

nombreux virus responsables de diverses maladies chez les mammiféres (Tableau I).
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Tableau | : Liste non exhaustive de Varicellovirus touchant divers mammiféeres ainsi gue les

maladies provoquées par ceux-ci

Animaux
Nom du virus . Maladies provoquées
atteints
Alphaherpésvirus Rhinotrachéite infectieuse bovine, conjonctivite,
bovin de type 1 Bovins avortement, encéphalite, atteinte néonatale polymorphe
oHV- igestive et respiratoire... (Marin et al,,
(BoHV-1) digesti iratoire... (Mari I, 2016)
Alphaherpésvirus Atteinte digestive généralisée chez le chevreau,
caprin de type 1 Caprins avortement, balanoposthite, vulvo-vaginite chez I'adulte...
(CpHV-1) (Thiry et al., 2006)
Alphaherpésvirus Atteintes respiratoires (rhinopneumonie...), neurologiques
équin de type 1 Equidés (myéloencéphalopathie...), avortement... (Khusro et al.,
(EHV-1) 2020)
Atteintes cutanées : papules évoluant vers des vésicules
Alphaherpésvirus ou des pustules voire vers des érosions ou des ulceres sur
équin de type 4 Equidés le vagin, le pénis, le prépuce et le périnée
(EHV-3) (occasionnellement sur les lévres et les mamelles). (Hussey
etal., 2015)
Alphaherpésvirus . .
.. L Rhinopneumonie équine, quelques avortements ... (Khusro
équin de type 4 Equidés
(EHV-4) et al., 2020)
Alphaherpésvirus
f';lin der:: 01 Félidés Trachéite, bronchite, conjonctivite, avortement (rarement)
(FeHVylp) ... (Westermeyer et al., 2009) (Maes 2012)
Alphaherpésvirus
huF:'nain dz o Diverses affections cutanées (varicelle, zona ...) (Gershon
y!: . et al., 2013) et plus rarement : aberration
(HHV-3) ou virus Humains . , .
varicelle-zona chromosomique, avortement et prématurité (Mustonen et
- al., 2001)
Alphaherpésvirus . . . . f e
. L Atteintes localisées respiratoires ou généralisées
phocin de type 1 Phocides systémiques (Martina et al., 2003)
(PhHV-1) 7
Suidés, . . .
Alphaherpésvirus chévres Toux, abattement, prurit, signes neurologiques divers
porcin de type 1 chiens challts ataxie, hyperesthésie, opisthotonos ... (Amoroso et al.,
(SuHV-1) = maladie che\;aux "1 2020) (Di Marco Lo Presti et al., 2021). Des avortements
d’Aujeszky bovins ’ sont décrits (Kluge et al., 1974)
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2.1.3. Phylogénie

A la fin des années 1980, des études mettent en évidence des similitudes immunologiques entre
des herpesvirus chez des espéces différentes. Des réactions croisées de séroneutralisation et de
Western blot montrent que le CHV-1 est immunologiquement lié aux Herpes simplex humains 1 et
2 (Manning et al., 1988). Par la suite, des homologies entre les séquences du FHV-1 et du CHV-1 ont
été mises en évidence, ainsi que des similitudes antigéniques (Rota et al., 1990) (Limcumpao et al.,
1990). Ce n’est qu’a partir des années 2010 que la phylogénétique du CHV-1 est étudiée en détail.
Il a été démontré que les protéines issues du gene gD du CHV-1 et dans une moindre mesure du
FHV-1 se sont avérées étre les plus proches parentes de la protéine issue du géne gD du PhHV-1

(Figure 5) (Harder et al., 1997) (Martina et al., 2003).

CHV

PhHV-1 o1 _—
\\\\\‘TRV

MHV

BHV-1 HEV-2

HSV-1

EHV-1

Figure 5 : Arbre phylogénétique non raciné des protéines équivalentes codées par les genes gD des

alphaherpeésvirus. Les longueurs des branches sont proportionnelles aux distances génétigues. Les

nombres représentent les pourcentages de |'analyse par quartet (Martina et al., 2003)

45



Un autre travail visant a étudier les genes de différents Varicellovirus a permis I’élaboration d’un
arbre phylogénétique des ADN polymérases de ces derniers et met en évidence le fait que le CHV-1
et le FHV-1 ont un ancétre commun proche et qu’ils en partagent également un avec les

alphaherpésvirus équins EHV1, 3 et 4 (Figure 6) (Papageorgiou et al., 2016).

—\VZV
1
SVV
BoHV1
o
] BoHV5
0.98
PRV
0.74 —  FHV1
1
CHV

0.2

Figure 6 : Arbre phylogénétique des ADN polymérases des Varicellovirus. L'arbre a été ancré sur

HSV1, qui est un membre du genre Simplexvirus. Les valeurs bootstrap sont indiguées aux nceuds

sous forme de fractions. La barre d'échelle indigue les substitutions par résidu d'acide aminé

(Papageorgiou et al., 2016)

Plus récemment, des études se sont penchées sur différents variants du CHV. Avant 2000, seuls
trois souches d’ADN de CHV-1 avaient été collectées et séquencées au Royaume-Uni. Peu avant

2017, une souche brésilienne a été séquencée. Une analyse de la distance génétique montre que
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celle-ci est tres faible entre les souches du Royaume-Uni (0,005%) et que la souche brésilienne
présente une distance de 0,34% avec ces dernieres. Une analyse plus poussée de distance génétique
entre les séquences protéiques issues de ces 4 souches différentes montre que la souche brésilienne
est distante de 12.2% par rapport a celles du Royaume-Uni, ce qui améne a supposer que cette
souche peut étre issue d’une recombinaison avec un autre variant de CHV-1 (Kolb et al., 2017).

Une analyse comparative de souches provenant majoritairement des Etats-Unis, mais aussi du
Brésil, de I’Australie et du Royaume-Uni tend a montrer que des événements de recombinaisons
ont été possibles et qu’un variant isolé a San Antonio (Etats-Unis) découlerait d’une recombinaison

impliquant une souche brésilienne (Lewin et al.,, 2020).

2.1.4. Structure du virion

Le CHV est un virus a ADN bicaténaire. Cette molécule d’ADN est contenue au sein d’une
nucléocapside icosaédrique faite de 162 capsomeéres, elle-méme entourée d’un tégument
majoritairement constitué de protéines. (Strandberg et al., 1965). Ce virus est un virus enveloppé
d’une bicouche phospholipidique contenant diverses glycoprotéines parmi lesquelles les
glycoprotéines gB, gC et gD qui jouent un r6le dans I'immunité contre le CHV-1. En effet, elles sont
la cible d’anticorps neutralisants (Poulet 2005). Une étude récente du génome du CHYV fait état de
I'existence de 11 de ces glycoprotéines et d’au moins 4 protéines membranaires distinctes

(Papageorgiou et al., 2016). Sa structure générale est représentée dans la Figure 7.

5~

i Enveloppe virale

‘ % «— Glycoprotéines

Nucléocapside icosaédrique

— ADN double brin

Tégument

115-175 nm

Figure 7 : Représentation schématique du virus CHV
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Une observation au microscope électronique du virus sur des cellules rénales de chiots infectées
(Figure 8) permet d’estimer la taille de celui-ci comme étant comprise entre 115 et 175 nm de
diamétre (Strandberg et al., 1965). Ce virion a une masse moléculaire de 63 x 10° daltons (Lust et

al., 1974).

Figure 8 : Observations au microscope électronique du CHV (=) dans I'espace extracellulaire sur

des cellules rénales infectées (Strandberg et al., 1965)

2.1.5. Génome

Le CHV est un virus a ADN bicaténaire. Une étude comparative des antigenes de différentes souches
connues de CHV-1 semble indiquer que ce virus est monotypique (antigéniguement stable) (Decaro
et al., 2008). Sa taille est estimée a environ 125 kpb.

Son organisation, classique des Varicellovirus, est représentée schématiquement ci-apres (Figure 9)

(Papageorgiou et al., 2016).
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- > > > > - >
38pb 100 kpb 38pb 10kpb 7,7 kpb 10 kpb
TRL Répétition terminale inversée longue IRS Répétition interne inversée courte
UL Séquence unique longue us Séquence unigue courte
IRL Répétition interne inversée longue TRS Répétition terminale inversée courte

* X *  Taille moyenne des portions du génome

Figure 9 : Schéma simplifié de I'organisation génomique générale du CHV

L'analyse de composition nucléotidique générale de 'ADN du CHV montre que la proportion G+C
est d’environ 31,6 %, ce qui est inférieur aux autres alphaherpésvirus connus et séquencés (Rémond
et al., 1995). A titre de comparaison, 'EHV-1, le FeHV-1 et le BoHV-1 ont respectivement une
proportion en bases G+C de 56,6, 45,8 et 72,6 % (Kolb et al., 2017). A ce jour, 76 cadres de lecture

ouverts ont été identifiés et codent pour des protéines fonctionnelles (Papageorgiou et al., 2016).

2.1.6. Entrée du virus dans les cellules cibles

Jusqu’a fin 2021, trés peu de données concernant les mécanismes d’entrée du CHV dans les cellules
cibles étaient connus. Plusieurs travaux concernant d’autres alphaherpésvirus ont néanmoins
permis de mettre en évidence différentes interactions entre des glycoprotéines virales et des
récepteurs cellulaires (Tableau 1l) (Azab et al, 2017). Cependant, ces données ne sont pas
disponibles ou encore extrapolables de maniére certaine pour le CHV. Au début des années 2000, il
a été mis en évidence que l'ajout d’héparine dans des cultures de cellules permissives au CHV
(cellules MDCK) et de cellules non permissives comme des cellules rénales de lapin RK13 (Rabbit
Kidney 13), de porc PKC (Porcine Kidney Cells), de bovins MDBK (Madin-Darby Bovine Kidney) et des
cellules pulmonaires de hamster Hm-Lul (Hamster Lung 1), permet I'inhibition de I'attachement du
CHV a ces cellules (Nakamishi et al., 2000). Ces résultats soutiennent fortement I’'hypothése selon
laguelle des récepteurs de type Héparane-Sulfate (HS) sont impliqués dans I'attachement viral de

I’herpésvirus canin aux cellules qu’il infecte.
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Une étude beaucoup plus récente a permis d’apporter des éléments de réponses concernant
I’entrée de ce virus dans les cellules cibles. (Eisa et al., 2021). En effet, elle met en évidence le fait
gue le CHV entre par endocytose dans les cellules MDCK et non pas par fusion des membranes virale
et cellulaire. L'utilisation d’inhibiteurs de la macropinocytose (inhibiteurs de I’échangeur Na+/H+,
de I'actine, de la kinase des chaines légeres de myosine et de la phosphoinositide 3-kinase) a permis
d’observer la diminution de la formation de plaques virales dans les premieres heures, qui
correspond a I'étape d'entrée du virus dans les cellules. Cela n’exclut cependant pas formellement
une étape spécifique de fixation a un récepteur encore inconnu, pouvant expliquer la spécificité
d’espece.

De plus, l'utilisation de molécules ciblant spécifiquement des protéines de signalisation
classiquement impliquées dans la macropinocytose, inhibe I'entrée du CHV dans les cellules MDCK
étudiées. On ne peut cependant pas exclure que d’autres types cellulaires mettent en jeu d’autres
modalités de pénétration des virions. Il est aussi mis en évidence que ces voies de signalisations
impliquennt des récepteurs a la tyrosine kinase tels que les EGFR et le PDGFR ainsi que des
intégrines. En outre, I'observation de remaniements membranaires lamellipodes a la surface des
cellules MDCK, au cours de la formation de la plaque virale, vient aussi conforter I'idée d’'un
mécanisme macropinocytaire.

Cette derniére permettant de maniere générale I'internalisation de nutriments en phase liquide,
cette étude (Eisa et al., 2021) est partie du principe que I'entrée du CHV par ce mécanisme de
macropinocytose est accompagnée de liquide extracellulaire. Cependant, I'utilisation d’un
marqueur du liquide extracellulaire (dextran-AF647) a mis en évidence que le systéme
macropinocytaire permettant I’entrée du CHV dans les cellules MDCK n’est pas accompagné d’une
internalisation de liquide extracellulaire, ce qui difféere d’'un mécanisme de macropinocytose
classique. En paralléle, I'étude de la sortie, vers le cytosol, du CHV des macropinosomes a montré
gue lacidification endosomale n'est pas une étape nécessaire, ce qui differe d’autres
alphaherpésvirus tels que le EHV-1, le BoHV-1 ou encore le VVZ.

Enfin, I'entrée virale dans les cellules MDCK a été observée pour 2 souches virales de CHV dans cette
étude. L'une des souches est la souche CHV/V777, isolée sur le poumon d'un Schnauzer miniature
de 11 jours mort du CHV 1995 et I'autre est la souche CHV/0194, récupérée a partir d’'un organe
non renseigné en 1985 (Papageorgiou et al., 2016). Aucune différence significative n’a été constatée
entre les deux souches, ce qui laisse penser que peu importe la souche virale de CHV, un mécanisme

proche de la macropinocytose classique est impliqué dans I’entrée du virus dans les cellules qui lui
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sont permissives. Les connaissances progressent lentement et le mécanisme exact d’infection du

CHV n’est pas encore totalement élucidé.

Tableau Il : Glycoprotéines connues des principaux alphaherpésvirus et leurs récepteurs cellulaires

(Azab et al., 2017)

gC Attachement a la cellule cible Héparane-sulfate
gD Liaison a la cellule cible Nectine-1
gD Liaison a la cellule cible Nectine-1

gC

Attachement a la cellule cible

Héparane-sulfate

gD

Liaison a la cellule cible

Catalyse la fusion membranaire

MHC-I

gH/gL

Initie ou régule la fusion
membranaire

Intégrine a4p1

gB

Attachement a la cellule cible

Catalyse la fusion membranaire

Héparane-sulfate

gC

Attachement a la cellule cible

Héparane-sulfate

gD

Liaison a la cellule cible
Initiation de la fusion
membranaire

MHC-I

Attachement a la cellule cible

gB i ] Héparane-sulfate
Catalyse la fusion membranaire
o Liaison a la cellule cible IDE
MPRci
gH Liaison a la cellule cible MPRci

Attachement a la cellule cible

Héparane-sulfate

gB Liaison a la cellule cible MAG
Catalyse la fusion membranaire MPRci
gl Liaison a la cellule cible MPRci
gC Attachement a la cellule cible Héparane-sulfate
. . ) Nectine-1
gD Liaison a la cellule cible .
Nectine-2

o1



Initiation de la fusion PVR
membranaire

gB
Liaison a la cellule cible PILRa
Catalyse la fusion membranaire NMMHC-IIA

gH/gL

Initie ou régule la fusion
membranaire

Intégrine a4f1

gB

Attachement a la cellule cible
Catalyse la fusion membranaire

Héparane-sulfate

gH/gL

Régule la fusion membranaire
Activation de la glycoprotéine gB

Intégrine aVp3
Intégrine aVB6
Intégrine aVB8

gB

Attachement a la cellule cible
Liaison a la cellule cible
Catalyse la fusion membranaire

Héparane-sulfate
DC-SIGN

PILRa

MAG
NMMHC-1IA
NMMHC-IIB

gC

Attachement a la cellule cible

Héparane-sulfate

gD

Liaison a la cellule cible
Initiation de la fusion
membranaire

HVEM
Nectine-1
Nectin-2

gB

Catalyse la fusion membranaire

Héparane-sulfate

gD

Liaison a la cellule cible

Nectine-1

gD

Liaison a la cellule cible

Nectine-1
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2.1.7. Caractéristiques physico-chimiques

Le CHV est un virus ayant une enveloppe phospholipidique ce qui le rend plus fragile dans le milieu
extérieur que la plupart des virus non enveloppés. En effet, il est sensible a la chaleur et son pouvoir
pathogéne est inactivé sous certaines conditions de températures (Tableau Ill) (Pouille-Vidal 2020)
(Carmichael et al., 1965b).La température préférentielle de réplication du CHV-1 se situe en dessous
de 37° (Davidson 2014). Aucune donnée sur |'effet d’une congélation a -196°C dans I'azote liquide,

tres utile pour la conservation de semence, n'est disponible.

Tableau lll : Influence de la température sur l'infectivité et I'inactivation du CHV
Températures Effets sur le CHV
56°C Inactivation en 5 a 10 minutes
37°C Inactivation en 22 heures
4°C Diminution infectivité en 24 jours
-20°C Diminution infectivité en 5 jours

Le CHV est également sensible aux variations de pH et n’est stable que lorsque celui-ci est compris
entre 6,5 et 7,6 (Carmichael et al, 1965b). Un pH inférieur a 5 ou supérieur a 8 garantit son
inactivation (Greene 2012). La fragilité du CHV conférée par I'enveloppe phospholipidique se traduit
également par une inactivation du virus par de nombreux détergents parmi lesquels : le
formaldéhyde, les dérivés phénolés, les chloramines, les ammoniums quaternaires mais également

par les solvants lipidiques tels que I’éther ou encore le chloroforme (Fontbonne 2011).

2.1.8. Culture virale et tropisme cellulaire

Le CHV présente un pantropisme cellulaire (il affecte plusieurs types de cellules). En effet, son ADN
viral a été retrouvé dans des cellules épithéliales alvéolaires, des hépatocytes, des neurones, des
cardiomyocytes, des cellules endothéliales, des macrophages ou encore des cellules des tubules
rénaux (Evermann et al.,, 2011). Peu d’études relatives au tropisme du CHV en particulier ont été

réalisées.
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Cependant, le tropisme d’autres alphaherpésvirus a été analysé plus en détails chez d’autres

mammiferes et I'on peut constater que les cellules épithéliales respiratoires, génitales et les cellules

neuronales sont les principales cibles de ces virus (Tableau IV).

Tableau IV : Tropismes cellulaires d’alphaherpésvirus autres que le CHV chez divers mammiféres

BHV-1

Cellules épithéliales respiratoires

et génitales (males et femelles)
Fibroblastes

Lymphocytes

Neurones

Muylkens et al., 2007

BHV-4

Cellules endométriales

Cellules épithéliales génitales
(males et femelles) et stromales
utérines

Macrophages

Donofrio et al., 2007

EHV-1

Epithélium respiratoire

Tissus lymphoides

Cellules mononuclées

Cellules endothéliales (utérus et
systéeme nerveux central)
Sperme

EHV-4

Epithélium respiratoire

Azab et al, 2012

Hebia-Fellah et al.,
2009

HSV-1

Cellules épithéliales orales,
génitales et oculaires (hommes et
femmes)

Neurones

Veettil et al.,, 2021

HSV-2

Cellules épithéliales
majoritairement génitales
(hommes et femmes)
Fibroblastes

Lymphocytes

Neurones

Wang et al., 2016
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En ce qui concerne la culture cellulaire, seules des lignées canines permettent une culture in vitro
du CHV et notamment les cellules MDCK (Nakamishi et al., 2000). Il a été démontré que la
température optimale de croissance du CHV dans ce type de culture avoisine les 35°C (Carmichael
et al., 1969b). La température testiculaire d’un chien male étant inférieure a celle du corps grace a
la position intrascrotale des testicules, on peut se demander si ces organes peuvent représenter un

lieu préférentiel de multiplication du virus (Parkinson 2019).

2.2. Epidémiologie

2.2.1. Epidémiologie descriptive

L’épidémiologie descriptive est I'étude des caractéristiques et de I'évolution dans le temps et dans
I'espace des phénomeénes de santé. Elle permet de décrire une maladie dans une population
donnée, a un moment donné, ou son évolution spatiale et temporelle. Cette démarche permet de

déterminer I'importance sanitaire et/ou clinique d’une maladie.

2.2.1.1. Espeéces cibles

Le CHV est un virus herpétique causant en partie des troubles de la reproduction chez les chiens,
mais il touche également d’autres canidés. Entre 1998 et 2016, plusieurs études ont mis en évidence
qgue le renard roux, le loup, le chacal, le coyote sont des espéces réceptives, chez qui on retrouve
des anticorps anti-CHV et ce dans diverses régions du monde (Tableau V). Des anticorps dirigés
contre le CHV ont été également détectés chez une autre espece ne faisant pas partie des canidés,

la loutre de riviere.
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Tableau V : Recensement des especes exposées au CHV par détection d’anticorps dirigés contre ce

virus

Espeéce

Pays

Référence et année de
publication

Coyote (Canis latrans)

Etats-Unis d’Amérique

Evermann et al.,, 1984

Davidson et al., 1992

Renard roux (Vulpes vulpes)

Etats-Unis d’Amérique

Davidson et al., 1992

Allemagne

Truyen et al., 1998

Australie Robinson et al., 2005

Loutre de riviere (Lontra

. Kimber et al., 2000
canadensis)

Etats-Unis d’Amérique

Gowtage-Sequeira et al., 2004
Almberg et al., 2009
Watts et al., 2016

Chacal (Canis mesomelas) Namibie

Loup gris (Canis lupus) Etats-Unis d’Amérique

2.2.1.2. Sources et réservoirs

Le principal réservoir de I’herpésvirus canin est constitué des chiens infectés chez qui le virus est
rentré en latence. Ces chiens peuvent étre source de virus lors d’une réactivation associée a une
excrétion, tout comme peut I'étre un chien primo-infecté.

2.2.1.3. Modes de transmissions et matiéres virulentes

2.2.1.3.1. Chez le chiot de moins de 3 semaines

Deux modes de contamination semblent possibles pour le chiot. En effet, une infection horizontale,
in utero, par passage transplacentaire du virus, a été mise en évidence (Huxsoll et al., 1970) (Stewart
et al.,, 1965) (Hashimoto et al., 1982) (Hashimoto et al., 1983) (Ronsse et al., 2002) (Krogenazes et al.,
2014). Les chiots peuvent également se contaminer a la naissance, par voie oro-nasale, lors du
passage naturel par les voies génitales de la chienne lors de la mise-bas (Cornwell et al., 1969)
(Huxsoll et al., 1970), ce qui suggere que les sécrétions vaginales sont des matiéres virulentes. De
maniére plus anecdotique, le virus a été isolé dans les feces de chiots inoculés par le CHV ce qui
laisse a penser que ces derniéres peuvent présenter une source de contamination par le virus

(Huxsoll et al., 1970) (Losurdo et al., 2018).
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2.2.1.3.2. Chez le chiot de plus de 3 semaines et les chiens adultes

La contamination est ici exclusivement verticale. La voie oro-nasale semble étre la voie majoritaire
de contamination pour ces individus (Ronsse et al., 2002) (Ronsse et al., 2004) (Ronsse et al., 2005)
(Krogenaes et al., 2012) (Krogenzes et al., 2014). Par conséquent, les sécrétions respiratoires et
salivaires représentent des matieres virulentes susceptibles de contaminer les animaux (Appel et
al., 1969) (Hashimoto et al., 1983). Une autre voie, la voie vénérienne, est responsable de
contamination lors d’accouplements (Poste et al., 1971), bien que moins importante que la voie
oro-nasale (Krogenaes et al., 2012) (Krogenaes et al., 2014). En effet, le virus a été retrouvé sur des
écouvillons vaginaux (Miyoshi et al., 1998) (Ronnse et al., 2002) (Ronsse et al., 2004) (Ronsse et al.,
2005). De plus, deux études datant du début des années 1980 indiquent que les produits (issus
d’avortements dus au CHV) sont des matiéeres virulentes susceptibles de contaminer les animaux en
contact avec celles-ci : (Hashimoto et al., 1982) (Hashimoto et al., 1983). Une étude de 2009 suggere
gue l'excrétion virale oculaire pourrait également étre un mode de transmission virale entre chiens
via les sécrétions émanent des yeux des animaux atteints d’une forme locale oculaire (Ledbetter et

al., 2009c).

2.2.1.4. Séroprévalence du CHV a I’échelle mondiale

Diverses études portant sur le CHV ont été réalisées dans de nombreux pays et ce sur plusieurs
continents. Elles consistent en la mise en évidence d’anticorps anti-CHV a I'aide de méthodes
décrites dans le paragraphe 2.4.2.1.. Le Tableau VI récapitule la majorité des études de
séroprévalence de I’herpésvirus canin depuis 1974, chez des chiens adultes en majorité, depuis

1974.
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Tableau VI : Récapitulatif des séroprévalences du CHV dans le monde, depuis 1974, dans I'ordre

alphabétique des pays concernés

Lt Afrique du
Nothling et al., . . .
Sud Chiens vivant en chenils | 21,6 %
2008
Bibrack et al., 1976 | Allemagne Chiens de particuliers 12,0%
Schwers et al., ) Mélanges de chiens de
Belgique L ). 1,0%
1980 particuliers et d’élevages
Van Gucht et al., ) . ) )
Belgique Chiens vivant en chenils | 49,5 %
2001
Ronsse et al., 2002 | Belgique Chiens de particuliers 46,10 %
Ronsse et al., 2002 | Belgique Chiens d’élevages 45,70 %
Ronsse et al., 2005 | Belgique Chiens d’élevages 30,6 %
Seo et al., 1994 Corée du Sud | Chiens de particuliers 58 %
Seo et al., 1994 Corée du Sud | Chiens d’élevages 28 %
Lundgren et al., Etats-Unis Chiens reproducteurs 170%
1969 d’Amérique d’expérimentation PR
Lundgren et al., Etats-Unis Chiens de compagnie
, . 12,80%
1969 d’Amérique non pure race
Lundgren et al., Etats-Unis ) ).
. Chiens d’élevages 0,0%
1969 d’Amérique
Mélange de chiens
. d’élevages
Etats-Unis
Fulton et al., 1974 , . reproducteurs, 6,0%
d’Amérique ). , .
d’élevages pédagogiques
de chiens de particuliers
Dahlbom et al., ) . ) ) 81,50%
Finlande Chiens vivant en chenils
2009
Delisle et al., 1982 | France Chiens de particuliers 0,50 %
Delisle et al., 1982 | France Chiens d’élevages 28,4 %
Lacheretz et al., Chiens avec problemes
France 43,0 %
1998 reproducteurs
Guigal et al., 2002 France Chiens d’élevages 30,60 %
Mélange de chiens de
Pratelli et al., 2014 | Italie particuliers et de chiens 14,60 %

vivant en collectivité
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Babaei et al., 2010 . o
2010 Iran Chiens de particuliers 19,10 %
2010 Babaeietal,, 2010 | Iran Chiens de particuliers 22,90 %
1990 Takumi et al., 1990 | Japon Chiens de particuliers 26,2 %
Krogenaes et al., . . -
2012 Norvege Chiens de particuliers 80,0 %
2012
Krogenaes et al., . . -
2012 Norvege Chiennes de particuliers | 85,5 %
2012
Osterhaus et al., . -
1977 Pays-Bas Chiens de particuliers 2,80 %
1977
Rijsewijk et al., . L
1999 Pays-bas Chiens de particuliers 34,2 %
1999
§ . Chien de particuliers et
Rijsewijk et al., ) L.
1999 1999 Pays-bas chiensmis2a3 39,3%
semaines en chenil
Géngoraetal., ) Chiens avec problemes
2007 Pérou 32,10%
2007 reproducteurs
1998 Reading et al., 1998 | Royaume-Uni | Chiens de particuliers 88,0 %
1980 Engels et al., 1980 | Suisse Chiens de particuliers 6,30 %
i Mélange de chiens de
Strom Holst et al., . o .
2012 2012 Suede particuliers et de chiens | 100,0 %
vivant en chenils
Yesilbag et al., . . N
2012 Turquie Chiens de particuliers 39,0 %
2012
Yesilbag et al., . Chiens de refuge vivant
2012 Turquie s 62,1%
2012 en collectivité

On constate aisément ici que la séroprévalence est trés variable selon les pays et les années. En
effet, elle peut aller de 1,0 % en Belgique en 1980 (Schwers et al., 1980) jusqu’a 100,0 % en Suéde
en 2012 (Strom Holst et al., 2012), lorsque I'on prend en compte une population mixte de chiens de

particuliers et de chiens vivant en collectivité.

2.2.2. Epidémiologie analytique

L'épidémiologie analytique permet d’appréhender les facteurs de risque et I'étiologie des maladies

étudiées.
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2.2.2.1. Relation entre dge des animaux et séropositivité vis-a-vis du CHV

Il existe un faible nombre d’études s’intéressant au lien possible entre I'age des animaux et leur
contamination par I’herpésvirus canin. De plus, ces études fournissent des résultats qui ne sont pas
toujours en accord et parfois équivoques. De nombreux travaux concluent qu’il n’y a pas de lien
entre I'age de I'animal et son titre en anticorps anti-CHV (Osterhaus et al., 1977) (Reading et al.,
1998) (Nothling et al., 2008) (Ronsse et al., 2002) (Géngora et al., 2007) (Yesilbag et al., 2012)
(Krogenaes et al., 2014) (Rezaei et al., 2020). D’autres travaux (Seo et al., 1994) (Van Gucht et al,,
2001) (Krogenaes et al., 2012), mettent en évidence que les titres en anticorps anti-CHV augmentent
avec I'age, sans que leurs résultats ne soient jugés significatifs. Enfin, plusieurs études entre 1998
et 2022 affirment qu’un lien peut étre établit entre le statut sérologique des animaux atteints par

le CHV et leur age, ou entre la détection du CHV chez des animaux et leur age (Tableau VII).

Tableau VIl : Liste des études mettant en évidence un lien entre séropositivité ou détection du

CHV et dge des animaux

73 % des animaux sérologiquement positifs au CHV ont entre 4 et
6 ans

Aucun chien de moins de 6 mois n’est sérologiquement positif au
CHV

Augmentation du titre en anticorps anti-CHV de la puberté
jusqu’aux 2 ans de I'animal

Animaux prépubéres et de moins de 18 mois ont un pourcentage
plus faible de séropositifs par rapport aux autres catégories
d’ages.

Nombre d’animaux chez qui le CHV est détecté augmente avec
I'age

- <3 mois:15,6%

- 3mois—1an:15,6%

- 1-5ans:25,0%

- >5ans:43,8%

CHV détecté chez des individus majoritairement adultes
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2.2.2.2. Lien entre sexe et positivité au CHV

En ce qui concerne le sexe des animaux atteints, la majorité des études (sérologiques ou PCR)
s’accordent pour dire qu’il n’y pas de différence significative entre les males et les femelles
(Osterhaus et al., 1977) (Ronsse et al., 2002) (Ronsse et al., 2004) (N6thling et al., 2008) (Babaei et
al., 2010) (Parzefall et al., 2011) (Géngora et al., 2007) (Krogenaes et al., 2012) (Yesilbag et al., 2012).
Une étude de 1998 (Lacheretz et al., 1998) met en évidence qu’il y a proportionnellement plus de
femelles atteintes que les males. Cependant, le risque d’erreur est de plus de 14 % pour ce résultat
gu’il convient donc d’interpréter avec précaution. Une autre étude, datant de 1994 (Seo et al., 1994)
tend a dire le contraire en mettant en évidence le fait que les males sont plus touchés que les

femelles. Aucun p-value n’est disponible pour ce résultat.

2.2.2.3. Influence de parameétres reproducteurs sur la positivité au CHV

La question de l'influence du statut reproducteur, et notamment de la gestation, sur les titres en
anticorps peut se poser. Globalement, les études s’y intéressant tendent a dire qu’il n’y a pas de
différence significative au niveau des titres en anticorps neutralisants contre le CHV entre les
chiennes gestantes et non gestantes (Krogenaes et al., 2012), (Strom Holst et al., 2012) (Rezaei et
al., 2020) (Krogenaes et al., 2014). De plus, se pose la question d’une influence éventuelle de la
parité des chiennes au niveau de ces titres. Il n’y a pas de consensus sur cet aspect. Une majorité de
travaux ne démontrent pas de lien entre nombre de gestation et titres en anticorps (Babaei et al.,
2010) (Krogenaes et al., 2012) (Krogenaes et al., 2014) tandis qu’une étude de 2004 a montré que
les titres en anticorps anti-CHV ont tendance a étre plus élevés avec une parité croissante (Ronsse
et al.,, 2004). En outre, deux études s’accordent pour dire que les chiens ayant des problémes
reproducteurs et vivant en chenils présentent des titres en anticorps neutralisants anti-CHV plus
élevés que les chiens provenant de chenils ne présentant pas ces types de problémes et ce de
maniére significative (Van Gucht et al., 2001) (Dahlbom et al., 2009). Enfin, aucune conclusion
précise n’a été formulée concernant I'influence de précédents accouplements. En effet, une étude
affirme que les males ayant déja sailli ont des titres en anticorps plus élevés (Appel 1987) tandis que
d’autres ne montrent pas de lien entre le nombre d’accouplement et ces titres (Krogenaes et al.,

2012) (Krogenaes et al., 2014).
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2.2.2.4. Influence des conditions de logement sur la positivité au CHV

La question de I'impact des conditions de logement des chiens (animal vivant seul ou en collectivité
dans un chenil) vis-a-vis du CHV a été étudiée a de nombreuses reprises et les résultats des études
divergent la encore. Certaines ne retrouvent pas de lien entre le logement et le titre en anticorps
(Rijsewijk et al., 1999) (Ronsse et al., 2002) (Nothling et al., 2008) (Babaei et al., 2010) (Strom Holst
etal., 2012) (Pratelli et al., 2014) (Monteiro et al., 2016) (Rezaei et al., 2020). Au contraire, il apparait
dans certains travaux que la séroprévalence soit plus importante chez les animaux vivant en
collectivité au sein d’un chenil, notamment dans les élevages (Yesilbag et al., 2012) (Osterhaus et
al., 1977) (Schwers et al., 1980) (Bibrack et al., 1976). De plus, il a été mis en évidence que plus le
nombre de chiens est important au sein d’une collectivité et plus les titres en anticorps neutralisants
anti-CHV sont élevés (Guigal et al., 2002) (Ronsse et al., 2004) (Ronsse et al., 2005) (Dahlbom et al.,
2009) (Van Gucht et al., 2001). Ceci est remis en question par une étude qui n’établit pas de lien

entre la taille du chenil et le la séroprévalence (N6thling et al., 2008).

2.2.2.5. Influence de la participation a des événements collectifs dans la positivité

au CHV

Le lien entre participation a des expositions, des concours ou encore des événements de chasse, ou
de nombreux animaux sont susceptibles de se croiser et les titres en anticorps anti-CHV des chiens
y assistant a été ponctuellement étudiée. Trois études se sont penchées sur le sujet et aucune ne
met en évidence de lien entre participation a des activités rassemblant un nombre conséquent
d’animaux et des titres élevés en anticorps (Ronsse et al., 2004) (Krogenaes et al., 2012) (Krogenaes
et al.,, 2014). Une étude fait cependant remarquer qu’aucun distinguo n’a été fait en fonction de la
fréquence de participation a ces rassemblements de chiens ce qui pourrait expliquer I'absence de

lien entre participation et titres en anticorps (Ronsse et al., 2004).

2.2.2.6. Influence de I’hygiéne sur la séroprévalence du CHV

Peu d’études se sont penchées sur I'impact des conditions d’hygiénes dans le logement des chiens
sur la séroprévalence du CHV. Il semblerait que, dans le cadre du syndrome de la toux de chenil, les
titres en anticorps anti-CHV soient plus élevés dans les chenils indemnes de ce syndrome. Ceci
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apparait comme étant d’autant plus vrai pour les femelles que pour les males (Ronsse et al., 2004).
Une étude plus récente de 2016 confirme le lien entre haute densité d’animaux dans les chenils et

présence du CHV dans le cadre du syndrome toux de chenil (Monteiro et al., 2016).

2.2.2.7. Etude du lien entre le cycle cestral de la chienne et la positivité au CHV

En 1971, il est noté que les Iésions vaginales liées au CHV ont tendance a apparaitre au moment du
proestrus et a disparaitre au moment de I'anoestrus (Poste et al., 1971). Les titres en anticorps
semblent varier selon I'étape du cycle cestral de la chienne, avec des titres significativement plus
faibles au début du dioestrus qu’au moment de I'anoestrus, du proestrus et qu’au milieu du
dioestrus (Ronsse et al., 2004). Ceci est contredit par une étude plus récente qui ne met pas en
évidence de changement significatif au niveau des titres en anticorps anti-CHV au cours du cycle

sexuel d’'une chienne (Strom Holst et al., 2012).

2.3. Pathogénie de I’herpésvirus canin

2.3.1. Pathogénie chez le chiot de moins de 3 semaines

Un chiot de moins de 3 semaines affecté par le CHV se contamine par voie oro-nasale via un contact
direct avec des animaux infectés excréteurs ou encore lors de la parturition, au moment du passage
dans les voies génitales de la mere infectée (Bartsch et al., 1974). La réplication virale se déroule
primairement au niveau de la muqueuse nasopharyngée et des amygdales (Karpas et al., 1968).
Secondairement, la réplication virale peut se dérouler au niveau des nceuds lymphatiques
bronchiques et rétropharyngés (Karpas et al., 1968) (Appel et al., 1969). S’ensuit alors une virémie
permise par les lymphocytes et les monocytes (Wright et al., 1970) (Poulet 2005). La dissémination
virale par voir hématogéne fait que I'on retrouve alors le CHV dans de trés nombreux organes : reins,
rate, poumons, coeur, foie (Carmichael et al., 1965a) (Carmichael 1970) (Schulze et al., 1998) (Larsen
et al.,, 2015) ou encore dans le systéme nerveux central (Huxsoll et al., 1970) (Jager et al., 2017),
pour n’en citer que quelques-uns. Les chiots meurent généralement d’'une maladie systémique
avant que des signes neurologiques puissent étre constatés (Greene 2012). L'immunité et la

thermorégulation ne sont pas optimales lors des premiéres semaines de vie ce qui contribue a la
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mise en place de la forme systémique néonatale du CHV (Carmichael et al., 1969c). Cette derniere

est généralement mortelle.

2.3.2. Pathogénie chez le chiot de plus de 3 semaines et le chien adulte

Tout comme les chiots de moins de 3 semaines, les chiens plus dgés peuvent se contaminer par voie
orale ou nasale (Burr et al., 1996). La multiplication virale primaire se déroule au sein des amygdales,
des glandes salivaires parotidiennes (Burr et al., 1996), du nasopharynx et au niveau conjonctival
(Greene, 2012). Les nceuds lymphatiques rétro pharyngés et bronchiques représentent des lieux de
multiplication secondaire (Appel et al.,, 1969). Tout comme les chiots en période néonatale, il
s’ensuit une virémie permise par les lymphocytes et les monocytes (Wright et al., 1970) (Poulet
2005). La réponse immunitaire peut lui permettre d’éliminer le virus ou ce dernier peut entrer en
latence dans divers organes (cf paragraphe 2.2.5.). A la fin des années 60, une étude a mis en
évidence que des adultes naifs inoculés avec le CHV par voie intranasale présentent des signes
cliniques (toux, jetage ...) et excrétent le virus jusqu’a 18 jours post-inoculation. Des animaux
inoculés une seconde fois excretent le virus mais n’ont pas de signes cliniques (Karpas et al., 1968).
La voie vénérienne est également une voie de contamination (Ronsse et al., 2005). La capacité de
multiplication du virus semble meilleure au sein de la muqueuse vaginale que respiratoire ex vivo
(Li et al., 2016). Le virus peut se multiplier au sein des muqueuses du vagin, du pénis et du prépuce
(Hill et al., 1974). Le virus pourrait entrer en latence au niveau des noceuds lymphatiques
lombosacrés (Miyoshi et al., 1998). Enfin, des études suggérent qu’une contamination par voie
oculaire serait possible (Carmichael 1970) (Ledbetter et al., 2009a) et que le sac conjonctival serait

un lieu de multiplication primaire.

2.3.3. Pathogénie lors d’une infection in utero

Il semble que certains chiots de moins de 3 semaines mourant du CHV puissent étre contaminés in
utero et non pas lors du passage par le canal pelvien lors de la naissance. En effet, les chiots
développant une forme systémique mortelle et succombant a moins d’une semaine d’dge seraient
plus probablement contaminés lors de la gestation et I'effet du virus sur les chiots lors de Ila
gestation varierait en fonction du moment auquel intervient I'infection (Greene 2012). Le CHV serait
en effet, capable de passer la barriére placentaire (Stewart et al., 1965) (Hashimoto et al., 1982). I
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a été montré que des chiots sont morts du CHV suite a une inoculation du virus a un stade avancé
de la gestation chez des chiennes naives par rapport a ce virus ce qui suggere bel et bien un passage

transplacentaire du virus (Hashimoto et al., 1983).

2.3.4. CHV et immunité

Le CHV est faiblement immunogéne (Carmichael 1970). Diverses études mettent en évidence la
formation d’anticorps anti-CHV neutralisants aprés l'infection par le virus (Carmichael 1970)
(Ledbetter et al., 2009c). Il a été montré que ces derniers apparaissent une a deux semaines apres
un premier épisode infectieux induit par le CHV. La circulation de ces anticorps peut étre retrouvée
jusgu’a 8 mois post infection. De plus, une sortie de latence associée a une réactivation virale induit
une augmentation des anticorps anti-CHV une semaine apres cet événement. Le titre en anticorps
diminue ensuite sur plusieurs semaines (Ledbetter et al., 2009c). Une étude s’intéressant aux
glycoprotéines (gp) immunogénes du CHV a mis en évidence que les gp 47, 80 et 145/112 sont les
glycoprotéines majoritairement impliquées dans la réponse immunitaire d’un animal infecté par le
CHV. Les données tendent a laisser penser que la gp 145/112 est la plus immunogéne et permet la
production d’anticorps neutralisant a tout stade de I'infection tandis que les gp 47 et 80 induisent
une production d’anticorps dans les stades ultérieurs de I'infection chez le chien (Xuan et al., 1992).
Une étude dans laquelle des souris ont été immunisées avec des virus recombinant exprimant les
glycoprotéines B (VgB), C (VgC) et D (VgD) a montré que ces souris ont produits des anticorps
neutralisants dirigés contre le CHV. Celles ayant recu le VgB et le VgC ont produit des anticorps
neutralisants dépendants du systeme du complément, tandis que les souris ayant recu le VgD ont
produit des anticorps, eux aussi neutralisants, mais indépendant du complément (Xuan et al., 1997).
En ce qui concerne I'immunité des chiots face au CHV, I'immunité acquise via la mére dans les
premieres heures de vie semble primordiale dans la survie des chiots infectés par le CHV. Des chiots
infectés allaitant des chiennes séropositives portent le virus, qui peut étre retrouvé dans des tissus
oropharyngés mais ils restent asymptomatiques (Huxsoll et al., 1970) (Greene 2012). Au contraire,
des chiots infectés allaitant des chiennes séronégatives développent la forme systémique néonatale
le plus souvent fatale (Greene 2012). La présence d’anticorps ou de lymphocytes maternels dans le
colostrum peut expliquer le fait que des chiennes infectées par le virus et donnant naissance a des
animaux malades produisent ensuite des chiots apparemment sains. La présence d’anticorps

sériques chez une chienne gestante précédemment infectée semble également empécher une
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virémie et donc la propagation de I'infection virale au foetus (Greene 2012). Méme si cela est plus
rare, des adultes immunocompromis (traitement immunosuppresseur par exemple) peuvent
développer des formes systémiques mortelles similaires a celles retrouvées chez les chiots en

période périnatale (Malone et al., 2010).

2.3.5. Lalatence du CHV

On dit qu’une infection virale est latente lorsque I'entiéreté du génome du virus est conservée dans
une cellule héte. Son expression est drastiquement restreinte, c’est-a-dire qu’aucune particule
virale n’est produite et que de rares antigenes viraux le sont (Speck 2010). Comme de nombreux
autres herpesvirus, le CHV est capable de rentrer en latence (Miyoshi et al., 1998). La latence du
CHV n’est pas totalement élucidée mais il a été démontré que le virus latent peut étre retrouvé dans
divers organes, notamment au niveau de ganglions lymphatiques, comme notamment les ganglions
lymphatiques trigéminés, reconnus comme étant des lieux de latence d’herpésvirus chez d’autres
espéces (FHV-1, BoHV-1, EHV-1) (Miyoshi et al.,1998). On retrouve également le génome viral latent
du CHV dans d’autres ganglions lymphatiques comme les rétropharyngés, les lombo-sacrés, les
médiastinaux, les hypogastriques ou encore dans les amygdales (Burr et al., 1996) (Miyoshi et al.,
1998) (Greene 2012). Des études montrent que la durée de I'infection, lors d’une réactivation du
CHV latent, est plus courte que lors d’une primo-infection. (Okuda et al., 1993a) (Ledbetter et al.,
2009a) (Ledbetter et al., 2009c). Lors d’une sortie de latence du CHV consécutive a I'administration
d’une dose immunosuppressive de prednisolone systémique chez des chiens adultes, il semble que
la durée des signes cliniques oculaires, de I'excrétion virale et 'augmentation des anticorps anti-
CHV sériques sont nettement réduite par rapport a la durée lors d’'une primo-infection (Ledbetter
et al., 2009c). Plusieurs facteurs semblent permettre une sortie de latence virale. L’'administration
de certaines substances, comme la prednisolone a dose immunosuppressive permet une
réactivation virale et une excrétion du CHV (Okuda et al., 1993a) (Ledbetter et al., 2009c) (Ledbetter
et al., 2009b) (Okuda et al., 1993b) (Kawakami et al., 2010) (Mundy et al., 2012). D’autres
traitements, comme des chimiothérapies, seraient associés a une réactivation du virus comme lors
du traitement de certains lymphomes (Kakuk et al., 1969) (Ledbetter et al., 2009b) (Malone et al.,
2010). Le stress serait également favorisant (Erles et al., 2005) (Erles et al., 2004). En effet,

I'introduction de jeunes animaux séronégatifs au sein d’un groupe d’animaux adultes séropositifs a
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été associée a une recrudescence du virus chez ces derniers, ce qui suggere que le stress serait bel
et bien un élément a prendre en compte (Greene 2012). Plusieurs études se sont également
intéressées aux effets du cycle cestral de la chienne et de la gestation sur une possible réactivation
virale. La gestation en elle-méme, si elle est gérée avec le minimum de stress, ne semble pas
favoriser une sortie de latence (Strom Holst et al., 2012). Le pro-cestrus serait en revanche une
période associée a une apparition de signes locaux dus a une réactivation virale, qui régresserait au
moment de I'anoestrus (Poste et al., 1971). Une atteinte de I'état général par une autre affection
comme une pathologie respiratoire (Erles et al., 2004) ou un lymphome (Kakuk et al., 1969) semble
étre liée a une sortie de latence du CHV. Enfin, des études ont mis en évidence que des substances
comme la cyclosporine administrée par voie intraoculaire (Ledbetter et al., 2012), le
cyclophosphamide en injection unique (Mundy et al., 2012) ou encore une dose de rayonnement
de 50 Gy administrée a la surface oculaire par radiothérapie béta au strontium-90 (Nicklin et al.,
2014) ne permettent pas la réactivation du CHV latent. Enfin, aucune étude a ce jour ne met en

évidence de CHV latent ou simplement présent dans la semence des chiens.

2.4. Diagnostic

2.4.1. Diagnostic clinique

2.4.1.1. Forme respiratoire

Chez les jeunes animaux, le CHV provoque généralement une atteinte des voies respiratoires
supérieures le plus souvent modérée. Chez les adultes, I'atteinte est le plus souvent subclinique
(Gaskell et al., 1999). Elle est rarement mortelle, sauf chez les animaux naturellement
immunodéprimés ou sous traitement immunosuppresseur (Kawakami et al., 2010). Il peut alors étre
observé une trachéobronchite caractérisée, entre autres, par des éternuements, de la toux et du
jetage. Récemment, des cas mortels de formes respiratoires dues au CHV ont été décrits sur des
animaux non immunodéprimés (Kumar et al., 2015). Ceux-ci se sont traduits par diverses atteintes
telles gu’'une pneumonie associée a de la toux et une dyspnée ou encore une rhinotrachéite

caractérisée par du jetage et de la toux. Les premieres descriptions d’épisodes respiratoires
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remontent a la fin des années 60. Chez de jeunes chiens chez qui le virus a été inoculé par voie oro-
nasale, diverses formes cliniques sont mises en évidence : absence de signe clinique, léger jetage en
passant par une toux paroxystique (Karpas et al., 1968). D’autres individus, infectés par la méme
voie, présentent tous une atteinte respiratoire haute caractérisée par une rhinite légére et un
jetage, sans toux, auto résolue au bout d’'une semaine (Appel et al., 1969). Cependant, une atteinte
respiratoire due au CHV uniquement est rare. En effet, ce virus intervient souvent au sein du
syndrome « toux du chenil ». Ce dernier est caractérisé par une association de plusieurs agents
pathogenes a tropisme respiratoire dont notamment la bactérie Bordetella bronchiseptica et le virus
Parainfluenza (Evermann et al., 2011). D’autres agents bactériens comme des mycoplasmes et des
agents viraux comme I’Adénovirus canin de type 2, le virus de la Maladie de Carré, le Réovirus canin,
certains coronavirus et I'Herpésvirus canin sont également impliqués dans ce syndrome (Ford 2011).
En effet, lors d’études visant a identifier les agents pathogénes mis en cause lors de diverses
affections respiratoires chez le chien, I'analyse d’écouvillons nasaux a permis de révéler la présence
du CHV en association avec un ou plusieurs des agents pathogénes cités précédemment (Erles et
al., 2004) (Erles et al., 2005) (Lavan et al., 2015) (Monteiro et al., 2016) (Piewbang et al., 2016)
(Wang et al., 2017). Le CHV, pouvant étre en latence chez des adultes infectés, se réactiverait sous

le stress pouvant notamment étre induit par I'action d’autres agents pathogénes (Erles et al., 2004).

2.4.1.2. Forme génitale

La forme génitale du CHV concerne les individus adultes des 2 sexes. Elle reste le plus souvent

localisée et n’affecte pas I'état général de I'animal (Poste et al., 1971).

2.4.1.2.1. Chezla femelle

On peut observer des lésions lympho-folliculaires ou papulo-vésiculaires (Greene 2012) (Poulet
2005) (Hashimoto et al., 1983) (Hill et al., 1974). Celles-ci mesurent entre 2 a 3 mm de diamétre en
moyenne (Hashimoto et al., 1983). Elles sont présentes au niveau de la muqueuse vestibulaire, le
plus souvent autour de I'orifice urétral (Hill et al., 1974) et peuvent s’étendre a toute la muqueuse
vaginale dans le cas d’affections sévéres (Poste et al., 1971). Ces lésions sont associées a une

vaginite plus ou moins sévere caractérisée par une hyperhémie de la muqueuse vaginale (Greene
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2012). Conjointement, on retrouve des pétéchies et des hémorragies sous muqueuses entre ces

papulo-vésicules (Hill et al., 1974) (Greene 2012).

2.4.1.2.2. Chezle mile (Hill et al., 1974)

Les chiens présentent des lésions similaires aux femelles (Greene 2012). En effet, on peut observer
des nodules lymphoides, moins nombreux et moins volumineux que chez la femelle, associés a des
pétéchies (Figure 10) et a une inflammation de la muqueuse, au niveau du fornix préputial et a la
base du pénis. Un écoulement séreux est présent au niveau du prépuce. Contrairement a la femelle
qui n’exprime pas de douleur ou de géne lorsqu’elle présente la forme génitale du CHV, le male
présente une sensibilité accrue a la manipulation de son pénis, surtout lors de I'extériorisation du
fourreau. Le plus souvent, les signes régressent spontanément au bout de 5 jours, sans séquelles

apparentes.

Pétéchies

Figure 10 : Pétéchies sur le pénis d’'un male atteint du CHV (Service de Pathologie de la

Reproduction, Oniris)

2.4.1.3. Forme oculaire

Apreés une infection in utero ou dans les premiéres semaines de vie par le CHV, les chiots présentent
une virémie. Elle induit une infection des tissus intraoculaires se traduisant par divers signes
cliniques, le plus souvent bilatéraux (Carmichael et al., 1965a). Cependant, tous les chiots atteints
par une virémie due au CHV ne présentent pas forcément d’atteinte oculaire et celle-ci peut ne pas
étre visible, les nouveau-nés n’ouvrant les yeux que vers 2 semaines d’age. Chez les adultes, et

contrairement aux chiots, I'atteinte oculaire due au CHV ne touche pas les structures intraoculaires
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mais concerne la partie externe et I'ceil et les paupiéeres. Les signes cliniques sont souvent plus

modérés et restent localisés (Ledbetter et al., 2009c). Le Tableau VIII détaille les différents signes

cliniques observables lors d’une atteinte oculaire provoquée par le CHV.

Tableau VIl : Résumé des diverses formes oculaires de CHV

- Kératite

- Effet Tyndall positif

- Panuvéite

- (Edeme de la cornée

- Choriorétinite

- Cataracte

- Synéchies antérieures
Séquelles oculaires possibles si survie :

- Cataracte

- Cécité

- Atrophie du nerf optique

- Dysplasie et dégénérescence rétinienne

Albert et al.,
1976

Percy et al.,
1971

Blépharite

- Locale ou généralisée
- Erytheme

- (Edéme

- Exsudats possibles

Conjonctivite

Expression la plus fréquente
- Hyperhémie
- Epiphora
- Chemosis
- Ulcération possible
- Pétéchies possibles

Kératite
ulcérative ou
non

Formes fréquentes
¢ Forme ulcérative :
- Ulcere superficiel punctiforme évoluant
vers un ulcére dendritique
Peut évoluer en ulcere en carte de géographie si
tres étendu
- Epiphora muqueux, rarement purulent
sauf si surinfections.

Ledbetter et al.,
2009a

Ledbetter et al.,
2009b

Ledbetter et al.,
2009c
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e Forme non ulcérative :
- Moins fréquente que la forme ulcérative
- Néovascularisation  cornéenne  sous
forme d’un anneau avec infiltrations
leucocytaires dans la cornée

2.4.1.4. Forme abortive et autres troubles de la reproduction

Une atteinte par le CHV chez des chiennes adultes peut se traduire par divers troubles de la
reproduction. Au début des années 1970, une étude émet I’hypothése que le virus pourrait étre la
cause de résorptions embryonnaires chez des chiennes gestantes (Poste et al., 1971). Plusieurs
infections expérimentales de chiots par voie transplacentaire via inoculation intraveineuse du virus
chez des meres ont permis notamment de mettre en évidence la mise en place d’une placentite au
cours de l'infection. Cliniqguement, des chiennes inoculées avec le virus au deuxieme tiers de
gestation produisent des portées avec des chiots momifiés, des chiots morts et des chiots
cliniguement normaux. Une inoculation a 30 jours de gestation provoque un avortement dans les 2
a 3 semaines qui suivent. Enfin, il a été montré qu’une infection des chiots par voie transplacentaire
a 40 jours de gestation provoque une mise-bas prématurée (Hashimoto et al., 1982) (Hashimoto et
al., 1983). Des réactivations virales suite a un stress ou a une immunosuppression pourraient

expliquer des troubles reproducteurs persistants chez les chiennes atteintes (Greene 2012).

2.4.1.5. Forme systémique chez le chiot 4gé de moins de 3 semaines

La forme systémique touche quasi exclusivement les chiots agés de moins de 3 semaines. La
contamination peut se faire d'une maniére transplacentaire, via un contact des chiots contaminés,
via des sécrétions d’une mére contaminée ou encore lors du passage par la filiere pelvienne lors de
la mise bas (Greene 2012). La mort survient en moyenne 1 a 2 jours aprés le début des signes
cliniques (Carmichael et al., 1965a) (Greene 2012). Les principaux signes cliniques observables sont
: une dépression, une anorexie, une léthargie, des pleurs et des selles verdatres (Greene 2012)
(Percy et al., 1971). D’autres signes, tels qu’un épiphora muqueux, une tachypnée et une polypnée
ainsi que des vomissements peuvent étre constatés (Watt et al.,, 1974) (Carmichael et al., 1965a). Il

est également possible que des papules, un cedeme sous-cutané et un érythéme en régions
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abdominale et inguinale, ainsi que des pétéchies soient présents sur les chiots atteints (Carmichael
et al., 1965a) (Greene 2012).

Peu de chiots infectés par le CHV avant 3 semaines y survivent mais, lorsque c’est le cas, des
séquelles neurologiques sont possibles : ataxie, cécité (Percy et al., 1971) (Greene 2012) ou encore

troubles vestibulaires (Greene 2012).

2.4.2. Diagnostic expérimental

2.4.2.1. Diagnostic indirect : la sérologie

Un des moyens orientant le diagnostic est la sérologie. Elle permet la mise en évidence d’anticorps
anti-CHV dans le sérum des animaux testés. Cela peut correspondre a une production d’anticorps
suite a un premier contact avec le virus ou a une réactivation suite a une latence. Les adultes étant
souvent asymptomatiques, la réalisation de tests sérologiques permet de repérer les animaux dits
a risque et donc d’apprécier la circulation du virus au sein d’une population ou d’'un élevage.
Cependant, il a été démontré que les anticorps neutralisants produits suite a une infection par le
CHV ne durent au maximum que quelques mois (Ronsse et al., 2005). La détection d’anticorps peut
également étre consécutive a l'injection d’un vaccin anti-CHV. La détection de ces anticorps ne fait
donc pas office de diagnostic de certitude et I'épidémiologie et la clinique sont a prendre en compte.
Plusieurs techniques sérologiques existent et ont été utilisées afin de révéler la présence d’anticorps
anti-CHV. Les deux plus couramment utilisées sont la séroneutralisation et I'ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) (Tableau IX). Il a été démontré qu’une réaction croisée entre les anticorps
anti CHV et anti FHV-1 existait, ce qui ne fait pas de la séroneutralisation une méthode 100%
spécifique du CHV. En effet, les anticorps anti-CHV peuvent se fixer sur les antigenes de I’herpésvirus
félin (Xuan et al., 1992). Une étude datant de 1990 (Takumi et al., 1990) a montré que la technique
ELISA est plus sensible que la séroneutralisation, ce qui a été plus tard confirmé par d’autres études
(Ronsse et al., 2002) (Ronsse et al., 2005) (Yesilbag et al., 2012). Cependant, une étude de 2008 ne
met pas en exergue une grande différence que ce soit au niveau de la sensibilité ou de la spécificité
de ces deux techniques (No6thling et al., 2008). En pratique, nous pouvons constater que les deux
techniques sont régulierement utilisées (Tableau IX). Deux autres technigues, moins employées,
permettent également la mise en évidence d’anticorps anti-CHV : I'immunofluorescence indirecte
(IF1) et I'immunopéroxidase en monocouche (IPMA) (Tableau IX). L'IFl est une technique qui permet
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la révélation d’anticorps sériques par ajout d’un anticorps ciblant I'anticorps recherché.
Concretement, des antigénes de I'agent pathogéne recherché sont fixés sur un support solide. Le
sérum de l'individu a tester est mis en contact avec ce dernier. Dans le cadre de la recherche
d’anticorps dirigés contre I'herpésvirus canin, des anticorps anti anticorps anti-CHV, marqués par
un fluorochrome sont utilisés. S’il y a présence d’anticorps anti-CHV dans le sérum a tester, une
fluorescence est alors émise, par fixation du second anticorps fluorescent sur ces derniers (Figure
11). En pratique, plusieurs dilutions en série sont réalisées. Aprés lavages, la fluorescence peut étre
mise en évidence via un microscope a épifluorescence ou encore un microscope confocal. Le résultat
fourni est un titre en anticorps. Un seuil de positivité est fixé a 1/x. Cela veut dire que si aucune

fluorescence n’est émise pour n < x, on considere que le résultat de la sérologie est négatif.

‘ @® Fluorochrome

(> inactivé
Anticorps anti anticorps ® @ Fluorochrome
anti-CHV o activé
Anticorps anti-CHV
Antigene CHV Support solide

Figsure 11 : Principe général de 'immunofluorescence indirecte (créée sur Biorender.com)

Quant a elle, L'IPMA nécessite des cultures cellulaires préalablement infectées par le virus étudié,
ce qui rend la réalisation de cette technique en routine peu pratique. L'immunofluorescence
indirecte encore utilisée mais est plus contraignante en pratigue que I'ELISA ou la

séroneutralisation.
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Tableau IX : Liste non exhaustive des différentes techniques sérologigues utilisées au cours des

années afin de détecter des anticorps anti CHV dans des études depuis 1969

Lundgren et al., 1969
Fulton et al., 1974
Bibrack et al., 1976
Osterhaus et al., 1977
Engels et al., 1980
Schwers et al., 1980
Takumi et al., 1990
Reading et al., 1998
Nothling et al., 2008
Yesilbag et al., 2012
Pratelli et al., 2014
Rota et al., 2020

Takumi et al., 1990
Seo et al., 1994
Reading et al., 1998
Rijsewijk et al., 1999
Ronsse et al., 2002
Ronsse et al., 2005
Nothling et al., 2008
Yesilbag et al., 2012

Dahlbom et al., 2009
Krogenaes et al., 2012
Strom Holst et al., 2012
Krogenaes et al., 2014

Goéngora et al., 2007
Babaei et al., 2010
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2.4.2.2. Diagnostic direct : la virologie

Le diagnostic direct implique la mise en évidence directement du virus ou d’un de ses constituants.
Historiquement, lors de sa découverte en 1965, I'effet cytopathogéne du virus a été mis en évidence
(Carmichael et al.,, 1965b) sur des cellules canines rénales infectées. Cette technique, impliquant
notamment une étape de culture virale est une technique lourde bien que spécifique. D’autres
méthodes existent pour mettre en évidence le virus ou une partie de celui-ci. La microscopie
électronique (Strandberg et al., 1965), permet d’observer directement des particules virales. Des
techniques d'immunomarquages (Li et al., 2016), permettent de mettre en évidence des antigénes
viraux par fixation d’anticorps marqués sur ceux-ci. L’hybridation in situ (HIS) permet quant a elle la
fixation d’une sonde a une séquence nucléotidique spécifique (Schulze et al., 1998) (Larsen et al.,
2015) (Molesan et al.,, 2019). Ceci révele le génome viral ou ses éléments transcrits au sein de
cellules infectées, ce qui permet une localisation du virus au sein de tissus, tout comme
I'immunomarquage ou la microscopie électronique.

Une derniere technique largement démocratisée, rapide et simple de réalisation est la PCR (réaction

de polymérisation en chaine) et notamment la PCR en temps-réel.

2.4.2.2.1. Généralités concernant la PCR en temps-réel

2.4.2.2.1.1. Principe général et définition de la PCR en temps-réel

La PCR classique permet I'amplification de séquences d’ADN. Pour cela, il est primordial de connaitre
la séquence nucléotidique des deux portions de la séquence d’ADN a amplifier. Ainsi, il est
nécessaire d’avoir deux amorces, courtes séquences constituées d’acides nucléiques (environ une
vingtaine), complémentaires de chacun des deux brins de ’ADN a amplifier. La réalisation de cette
réaction se décompose en 3 grandes étapes. La premiére, est appelée, étape de « dénaturation ».
Elle permet la séparation des deux brins de I’ADN dit « matrice ». S’ensuit une seconde étape,
« I’hybridation », correspondant a la fixation des amorces complémentaires a la matrice ADN. Enfin,
se déroule une troisieme étape, dite « d’élongation », durant laquelle des nucléotides sont ajoutés
a partir de I'extrémité 3’ des amorces via une ADN polymérase thermostable (le plus souvent la

« Taq polymérase »). A I'issue de cette derniére étape, deux nouveaux brins sont formés, un par
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amorce fixée. La PCR en temps-réel reprend les principales étapes de la PCR dite classique, avec
quelques modifications. Elle est qualifiée de réaction en « temps réel », car elle permet la
guantification de la fluorescence émise tout le long de la réaction. Cette fluorescence est
proportionnelle au nombre d’amplicons produits. Il existe plusieurs types de PCR en temps-réel.
Globalement, deux catégories, développées plus loin, existent, en fonction de la nature du
marquage fluorescent utilisé. La premiére regroupe les PCR en temps-réel mettant en ceuvre des
agents se liant a I’ADN double brin et émettant un signal fluorescent et la seconde regroupe celles

impliquant des sondes, elles aussi, fluorescentes.

2.4.2.2.1.2. Historique de la PCR en temps-réel

La PCR en temps-réel a vu le jour en 1992 lorsque Russell Higuchi et son équipe mettent au point un
systéme permettant la détection des séquences d’ADN amplifiées sans avoir a ouvrir le tube ol s’est
produit la réaction de polymérisation en chaine. Pour cela, du bromure d’éthidium est ajouté au
mélange réactionnel et joue le réle d’agent intercalant lors de la PCR en temps-réel. Exposé a des
rayonnements ultra-violets, le bromure d’éthidium, intercalé au sein d’ADN double-brin, émet un
signal fluorescent, détecté a I'aide d’une caméra CCD (charge-coupled device) (Poitras et al., 2002).
Ce systéeme permet alors I'obtention de courbes d’amplifications produites au cours de la réaction
et non pas uniquement la détection d’un produit d’amplification en fin de réaction, ce qui était le
cas avec une réaction de polymérisation en chaine dite classique. On peut donc, a partir de |13, suivre

en temps-réel I'accumulation du produit d’amplification.

2.4.2.2.1.3. Concepts et utilités d’une ligne seuil et d’un cycle seuil

Lors d’une réaction PCR, des séquences non spécifiques peuvent étre amplifiées et générer un bruit
de fond. Afin de distinguer bruit de fond et réelle amplification de la séquence cible par PCR en
temps-réel, un seuil de fluorescence est déterminé. La courbe d’amplification lors d’'une PCR peut
étre découpée en 3 phases : une phase linéaire (peu d’amplicons) sous cette ligne seuil, une phase
exponentielle (rendement maximal de la PCR en temps-réel) et enfin une phase dite de plateau
correspondant a I’épuisement en réactifs, que cela concerne par exemple les amorces ou encore les
dNTPs (désoxyribonucléotides triphosphates). La ligne seuil est placée automatiquement par
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I’appareil, lorsque la pente de la courbe est linéaire, au moment de la phase exponentielle de la
réaction. Elle peut également, si besoin, étre modifiée par I'expérimentateur. La fluorescence émise
est enregistrée de maniere continue par le systeme informatique qui permet I'automatisation de
I’'analyse PCR (temps-réel ici). Les données sont enregistrées pour chaque point de la gamme étalon
de maniére quantitative (quantification), et pour chaque échantillon a tester. L’appareil trace alors
des courbes d’amplification qu’il linéarise pour en tirer une valeur caractéristique, appelé cycle seuil
ou Cq (threshold cycle). Cette valeur correspond, pour un échantillon donné, au nombre de cycles
nécessaires pour que la fluorescence dépasse le bruit de fond et soit donc synonyme de présence
et d’accumulation de I'amplicon. De maniere générale, plus la séquence cible a amplifier est
présente en quantité importante au début de la réaction, et plus faible sera le nombre de cycles
nécessaires pour que I'on puisse voir le signal fluorescent dépasser le bruit de fond, et ce de maniere
significative (et donc dépasser la ligne seuil) (Poitras et al., 2002) (Gibson et al., 1996). Une
comparaison de la valeur Cq obtenue pour un échantillon donné aux valeurs Cq obtenues pour des
matrices d’ADN dont la quantité de cible initiale est connue permet I'obtention d’un résultat

guantitatif.

2.4.2.2.1.4. Interprétation d’un résultat de PCR en temps-réel

Al'issue de la réalisation d’une PCR temps-réel, que ce soit via la technologie utilisant un intercalant
(comme la technique EvaGreen®, 3.1.4.1.2.2.) ou une sonde (comme la technique Tagman,
2.4.2.2.2.), nous obtenons une courbe d’amplification, générée automatiquement par le logiciel de
I'appareil utilisé. La Figure 12 est un exemple de courbe d’amplification d’échantillons analysés en
PCR temps-réel. Les courbes représentées par les astérisques (*) représentent des courbes
d’échantillons positifs. En effet, les courbes d’amplifications dépassent la ligne seuil. De plus les deux
courbes (1) ont un Cq inférieur a celui des courbes (2) et (3), ce qui indique que la quantité de cible
amplifiable au début de la réaction était plus importante dans les échantillons correspondants aux
courbes (1). Les courbes représentées par deux astérisques (**) ne dépassent pas la ligne seuil. Les
échantillons correspondants sont par conséquent considérés comme négatifs. En ce qui concerne
les PCR temps-réel utilisant des sondes, des courbes similaires sont obtenues de maniére générale

et sont interprétées de la méme maniére.

77



Amplification

T T T T T T T T T T T T T T T

RFU (1073)
=)

Ca, Ca, Cas

Figure 12: Exemple de courbes d’amplifications obtenues suite a la réalisation d’'une PCR temps-

réel utilisant un intercalant

En ce qui concerne les PCR temps-réel utilisant des agents intercalants, une étape supplémentaire

d’interprétation est nécessaire est sera expliquée par la suite.

2.4.2.2.2. Les différentes techniques PCR utilisées pour détecter le CHV

La PCR permet donc de mettre en évidence le génome viral du CHV et ce de maniére quantitative
ou non selon la variante de PCR choisie. Ainsi, cette technique est de loin celle la plus utilisée pour
mettre en évidence I’ADN du CHV au sein de différents tissus et prélevements. (Tableau X). Dans le
cas du CHV, les amorces utilisées ciblent majoritairement la séquence du géne de la Thymidine

Kinase (TK) ou de la glycoprotéine d’enveloppe B (gB) (Tableau X).
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Tableau X : Tableau non exhaustif récapitulant les caractéristiques des différentes techniques PCR

utilisées au cours des 30 derniéres années ainsi que les prélevements biologiques sur lesquelles

elles ont été effectuées

Neceuds lymphatiques
trigéminés et lombosacrés,
PCR Glycoprotéine | foie, rein, rate, cerveau, | Oui
conventionnelle | B (gB) poumon, glandes salivaire
et amygdales
Sang Non
L Thymidine ) . )
PCR nichée . Reins, poumons, foie Oui
kinase (tk)
PCR Glycoprotéine , .
) Trachée et poumons Oui
conventionnelle | B (gB)
B Ecouvillons nasaux et
. Glycoprotéine . Non
PCR classique B (2B) vaginaux
& Sang total (buffy coat) Non
o Ecouvillons conjonctivaux .
PCR en temps | Thymidine o, Oui
) ) ) bilatéraux
réel multiplex kinase (tk)
Sang total (buffy coat) Non
PCR Tagman en | Glycoprotéine | Dizaines d’organes ou
ui
temps réel B (gB) différents
L Labyrinthe vestibulaire
. Glycoprotéine . . . .
PCR classique B (2B) ganglions vestibulaires, | Oui
& ganglions trigéminés
PCR en temps | Glycoprotéine | . . .
. Ecouvillons vaginaux Non
réel B (gB)
PCR en temps | ADN .
. ) i Foie, poumons, rate et .
réel semi- | polymérase du reins Oui
i
quantitative CHV
PCR Glycoprotéine | . . .
. Ecouvillons nasaux Oui
conventionnelle | B (gB)
Ecouvillons nasaux et oui
ui
PCR Glycoprotéine | oropharyngés
conventionnelle | B (gB) Liquide pleural oui
ui

79



Ecouvillons nasaux,
oropharyngés et vaginaux oui
ui
a 7 jours post-partum et a
3 mois post-partum
Ecouvillons nasaux
oropharyngés + | Oui
épanchements pleuraux
Molesan et | PCR en temps | Thymidine .
) . Myocarde Oui
al., 2019 réel kinase (tk)
Rezaei et al., o Utérus Oui
2020 PCR en temps | Glycoprotéine
réel B (gB) Ecouvillons vaginaux Oui
More et dal., o Glycoprotéine | . . i .
PCR quantitative Ecouvillons oropharyngés | Oui
2021 B (gB)
Okonkowski | PCR quantitative ) Ecouvillons conjonctivaux,
. Information ] )
etal., 2021 commerciale . . nasaux, palatins et | Oui
non disponible .
IDEXX amygdaliens
Ecouvillons oculaires,
Castro et al., Lo Thymidine nasaux, préputiaux, | Oui
PCR nichée . .
2022 kinase (tk) vaginaux
Sang total Oui

Ainsi, par exemple, le laboratoire SCANELIS a Toulouse, France, utilise, en routine, une technique de
PCR guantitative (QPCR) Tagman avec un couple d’amorces ciblant le gene de la thymidine kinase
(tk). Cette méthode repose sur I’hydrolyse d’une sonde hybridée a sa séquence cible présente sur
I'amplicon, lors de la phase dite d’élongation. Cette hydrolyse est permise par l'activité 5'-
exonucléasique de I'ADN polymérase impliquée dans la réaction, la Taq polymérase. Le
fonctionnement de la sonde est le suivant. Un fluorochrome suppresseur, aussi appelé
« quencher », placé a lI'extrémité 3’ de la sonde, inhibe I'’émission de fluorescence par un
fluorochrome émetteur, dit « reporter », fixé quant a lui a I'extrémité 5’ de cette méme sonde. La
sonde libre n’émet pas ou peu de fluorescence. Durant la phase d’hybridation, la sonde et les
amorces se fixent aux séquences qui leurs sont complémentaires. L’activité de la polymérase débute
ensuite I'élongation. Au cours de cette derniére, la sonde est hydrolysée via l'activité 5’
exonucléasique de la polymérase, ce qui provoque la séparation du reporter et du quencher. Le
reporter n’étant plus inhibé par le fluorochrome suppresseur, I'émission de sa fluorescence n’est

plus réprimée. Elle augmente, de facon cumulée, a chaque hydrolyse de sonde lors des différents
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cycles. Par conséquent, la fluorescence est proportionnellement corrélée a I’'hydrolyse de la sonde

par la Taq polymérase et donc au nombre d’amplicons (Figure 13). Le Cq (cycle seuil) refleéte une

guantité de cible initiale dans I’échantillon.
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Figure 13 : Principe et principales étapes de fonctionnement de la PCR temps-réel Tagman (créée

sur Biorender.com)

Du fait des divers tableaux cliniques possibles suite a une infection par le CHV et la possibilité de

latence de celui-ci, le diagnostic par PCR ou par sérologie est parfois compliqué. Il faut alors

confronter les signes cliniques, les commémoratifs, 'anamneése et cibler les échantillons a analyser

en fonction des signes cliniques présentés par les animaux. Les Tableaux Xl et XII (Fontbonne 2011)

permettent une vue d’ensemble des différents prélevements a réaliser en fonction des situations et

des animaux présentés.
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Tableau XI : Modalités de gestion des prélévements en vue de la recherche de CHV par la

technique qPCR d’apres le laboratoire SCANELIS (Fontbonne 2011)

Chienne
pendant les

chaleurs,
pendant la
gestation,
apres un

avortement ou
apres la mise-
bas

Chien male

Troubles
nerveux ou
oculo-
respiratoires

Post-mortem

X Poumons, foie,
reins, rate,
ganglions
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Tableau XII : Tableau récapitulatif des moyens de diagnostic de I’herpésvirose canine en pratique

vétérinaire quotidienne (Legault 2007) (Fontbonne 2011)

Post-mortem Reins, rate, foie, | PCR
poumons

Avant un accouplement | Sperme * PCR
Sang Sérologie

Avant un accouplement | Sang Sérologie
Ecouvillon oro- | PCR

pharyngé et vaginal
(de préférence a la
fin des chaleurs)

Aprées un arrét de | Sang Deux analyses
gestation constaté a sérologiques a 3 semaines
I’échographie d’intervalle

(résorption) ou un

avortement Placenta PCR

Apres la perte d’une | Sang Deux analyses
portée sérologiques a 3 semaines

d’intervalle**

Ecouvillon vaginal | pcr

* Test proposé mais aucune publication ne met formellement en évidence le CHV dans le sperme.
** Deux analyses sont nécessaires car le taux d’anticorps peut étre initialement faible a la premiere prise

de sang.

Il n’existe pas, a I’heure actuelle, de test rapide a réaliser « au chevet du patient », comme cela peut
étre le cas avec les tests antigéniques disponibles pour les personnes suspectes d’étre atteintes par

le COVID-19.
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2.4.3. Diagnostic post mortem

2.4.3.1. Lésions macroscopiques

2.4.3.1.1. Chez le chiot de moins de 3 semaines ou les foetus morts du CHV

L'année de lidentification du CHV chez des chiots morts de septicémie, une description
macroscopique des lésions résultant d’une infection mortelle par ce virus est faite. (Carmichael al.,

1965a). Elle révéle que chez tous les chiots, les |ésions suivantes sont retrouvées (Tableau XIlII).

Tableau XIII : Liste des lésions macroscopiques par organes, retrouvées chez tous les chiots de

moins de 3 semaines ou faetus morts du CHV (d’aprés (Carmichael et al., 1965a)

- Zones grises jusqu’a un centimétre de diametre, plus
fermes que le reste du parenchyme, associées a des
zones plus rouges.

- Hyperhémie et cedéme pulmonaires

- Légere dilatation globale
- Dilatations valvulaires
- Pétéchies valvulaires et a la surface du coeur

- Moucheté de taches rouges circonscrites, de 1 a 3 mm
de diametre, a la surface de I'organe et a la coupe

- Moucheté par des zones hémorragiques et
hyperhémiques

- Hémorragies sous capsulaires multiples

- Zones corticales nécrotiques

- Adénomégalie

- Splénomégalie
- Zones hémorragiques
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Figure 14 : Photographie d’un rein de chiot mort du CHV a 7 jours d’age. Visualisation d’un rein

moucheté par des zones hémorragiques (Dr Laétitia DORSO, Autopsie-Service, Oniris)

Autopsie se

Figure 15 : Photographie en coupe longitudinale d’un rein de chiot mort du CHV a 7 jours d’age. Le

cortex présente de nombreuses hémorragies rénales extensives conférant un aspect « marbré »

aux reins, associées a des ponctuations blanchatres, de disposition radiée a la coupe, intéressant a

la fois le cortex et la médulla (Dr Laétitia DORSO, Autopsie-Service, Oniris)
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Figure 16 : Visualisation de 2 lobes hépatiques d’un chiot mort du CHV a 7 jours d’age. Présence de

foyers beiges bien délimités compatibles avec des zones de nécrose, parfois coalescents (Dr

Laétitia DORSO, Autopsie-Service, Oniris)

Figure 17 : Rate d’un chiot mort du CHV a 7 jours d’age. Présence d’innombrables foyers

hémorragiques et blanchatres de 1 a 2 mm de diameétre, disséminés sur I’ensemble du

parenchyme splénique (Dr Laétitia DORSO, Autopsie-Service, Oniris)

D’autres lésions sont constatées, chez une partie seulement des animaux (Tableau XIV).
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Tableau XIV : Liste des lésions macroscopiques par organes, retrouvées chez certains des chiots de

moins de 3 semaines et des foetus morts du CHV (d’aprés Carmichael et al., 1965a)

Organes Lésions macroscopiques

Peau Pétéchies sous-cutanées

Plévre Hémorragies sous-pleurales
Poumons Zones focales blanches dans le parenchyme pulmonaire
Intestins Pétéchies sous-séreuses sur tout le tractus intestinal

Ovaires et utérus

Vessie

Pétéchies sous-séreuses

Pharynx

Pétéchies

Ce tableau macroscopique a été complété au fil du temps par d’autres examens post-mortem. Ainsi,

il est décrit qu’un liquide séreux a hémorragique est fréquemment retrouvés dans les cavités

péritonéales et pleurales. Un ictére peut, dans de rares cas, étre constaté (Greene 2012).

2.4.3.1.2. Chez les adultes atteints du CHV

Comme expliqué précédemment, le CHV-1 est trés rarement mortel chez les adultes non

immunodéprimés. De plus, lorsque le CHV-1 provoque des troubles respiratoires, il est rarement le

seul agent impliqué, ce qui rend les lésions pulmonaires observées non spécifiques de cet agent. Au

niveau du placenta de chiennes gestantes ayant transmis le CHV in utero a leurs chiots, on peut

noter la présence de lésions nécrotiques multifocales. Méme si les épisodes de septicémies sont

rares chez I'adulte, les |ésions décrites chez les chiots ou les feetus atteints peuvent étre observées

pour ces individus (Greene 2012).

2.4.3.2. Lésions microscopiques

La lésion microscopique dominant le tableau lésionnel du CHV est la nécrose disséminée qui

provoque la destruction des tissus atteints. Cette nécrose est notamment due a des hémorragies
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multiples. Ces zones nécrotiques sont rarement associées a une réaction inflammatoire (Carmichael
et al., 1965a). Le Tableau XV ci-contre résume les principales lésions microscopiques retrouvées

dans les organes affectés par le CHV.

Tableau XV : Résumé des principales lésions microscopiques retrouvées lors d’une infection par le

CHV

- Nécrose focale avec gonflement de la paroi
alvéolaire et perte de structure

- Caryorexie extensive et lyse nucléaire des
cellules adjacentes aux zones nécrotiques

- Accumulation de matériel fibreux et parfois
acidophile dans le parenchyme

- Inclusions acidophiles nucléaires dans les Carmichael et al.,
cellules alvéolaires et interstitielles 1965a

- Nombreux macrophages extra alvéolaires

- Exsudat légerement acidophile dans
I’espace alvéolaire

- Foyers de nécrose périvasculaire marquée

avec un léger infiltrat cellulaire Greene 2012
- Nécrose focale interstitielle auriculaire
- Myolyse auriculaire Carmichael et al.,
- (Edeme interstitiel auriculaire 1965a
- Foyers de nécrose périvasculaire légere
avec un léger infiltrat cellulaire au niveau Greene 2012

du myocarde

- Foyers nécrotiques bien délimités, plus
nombreux au niveau de |'artére et de la

veine hépatiques et des canaux biliaires .
Carmichael et al.,

- Macrophages et matériel fibreux au sein de
1965a

ces foyers
- Rareinclusions intranucléaires basophiles

- Foyers de nécrose périvasculaire marquée
. o . Greene 2012
avec un léger infiltrat cellulaire
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Gonflement de la capsule de Bowman et
infiltration hémorragique

Désorganisation structurale acidophile des
tubules et nécrose ischémique

Possible présence glomérulaire de matériel
hyalin

Infiltrations intranucléaires le plus souvent
basophiles dans les cellules glomérulaires
Dépots protéiques corticaux et médullaires
au niveau et en dehors des zones
nécrotiques

Foyers de nécrose périvasculaire marquée
avec un léger infiltrat cellulaire

Carmichael et al.,
1965a

Greene 2012

Nécrose focale interstitielle
Hémorragie possible de la lamina propria

Carmichael et al.,

1965a
Foyers de nécrose périvasculaire marquée
avec un léger infiltrat cellulaire au niveau Greene 2012
de l'intestin gréle
Foyers de nécrose périvasculaire légére
Greene 2012

avec un léger infiltrat cellulaire

Hémorragie possible

Carmichael et al.,

1965a
Foyers de nécrose périvasculaire légére
avec un léger infiltrat cellulaire Greene 2012
Présence accrue de lymphoblastes Carmichael et al.,
1965a
Hyperplasie réactive faite de cellules
phagocytaires Greene 2012
Erythrophagocytose marquée Carmichael et al.,
Cellules nécrotiques et dégénérées 1965a

Foyers de nécrose périvasculaire marquée
avec un léger infiltrat cellulaire
Hyperplasie réactive faite de cellules
phagocytaires

Greene 2012
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- Foyers de nécrose périvasculaire marquée
avec un léger infiltrat cellulaire

- Au niveau du tronc cérébral et du cervelet,

Cerveau méningoencéphalite et ganglionévrite non Greene 2012

suppurées avec lésions granulomateuses

multifocales associées a une prolifération

cellulaire périvasculaire

- (Edéme rétinien unilatéral et nécrose

neuronale
- Inclusions intranucléaires dans neurones Carmichael et al.,
rétiniens 1965a

- Infiltration leucocytaire (majoritairement
Yeux lymphocytaire) dans I'uvée et la rétine

- Dysplasie rétinienne possible

- Foyers de nécrose périvasculaire légere
avec un léger infiltrat cellulaire dans la Greene 2012
rétine

) - Foyers de nécrose périvasculaire légére
Surrénales . o ) Greene 2012
avec un léger infiltrat cellulaire

Placenta - Nécrose multifocale Greene 2012

- Vésicules résultant d’'une dégénérescence

Peau . Greene 2012
cellulaire par acantholyse

2.4.4. Diagnostics différentiels

Les diverses formes dues au CHV ne provoquent pas de signes pathognomoniques. En effet,

plusieurs agents, viraux ou non, peuvent donner des symptomes similaires a I’"herpésvirus canin.

2.4.4.1. Diagnostic différentiel de la forme abortive

Comme expliqué précédemment, le CHV peut provoquer des avortements. Dans |’espéce canine,
ces derniers peuvent avoir une étiologie infectieuse ou non. Le Tableau XVI établit une liste non
exhaustive des diverses causes abortives chez les chiennes (Poulet 2005). Toutes ces infections sont
capables d’engendrer une hyperthermie et capables d’entrainer un avortement. En effet, lors d’un
phénoméne inflammatoire, des prostaglandines sont synthétisées et peuvent déclencher des

contractions utérines pouvant étre a I'origine d’une interruption de gestation (Hoarau 1997).

90



Tableau XVI : Diagnostic différentiel des avortements dans I’espéce canine (Poulet 2005)

Causes infectieuses

Causes non infectieuses

Brucella canis

Mycoplasma canis

Ureaplasma urealyticum

Bactéries non spécifiques

Parvovirus canin de type 1 (virus minute)
Herpesvirus canin de type 1
Toxoplasma gondii

Neosporum caninum

Infestation parasitaire

Stress, traumatisme
Insuffisance lutéale

Déficit nutritionnel

Origine iatrogéne ou toxique
Anomalies

2.4.4.2. Diagnostic différentiel de la mortalité néonatale

Les troubles de la reproduction ne se traduisent pas seulement par des avortements mais également

par de la mortalité néonatale. Comme pour les avortements, les causes sont multiples. Les

principales étiologies sont répertoriées dans le Tableau XVII (Poulet 2005).

Tableau XVII : Diagnostic différentiel de la mortinatalité dans |’espéce canine (Poulet 2005)

Causes infectieuses

Causes non infectieuses

Herpésvirus canin de type 1

Parvovirus canin de type 1 (virus minute)
Parvovirus canin de type 2

Maladie de Carré

Adénovirus canin de type 1

Mycoplasma canis

Ureaplasma urealyticum

Bactéries non spécifiques

Toxoplasma gondii

Malformations

Syndrome du dépérissement du chiot
Syndrome du lait toxique
Traumatisme

Intoxication
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2.4.4.3. Diagnostic différentiel de la forme respiratoire

Le CHV agit le plus souvent au sein d’une « association de malfaiteurs » dans le syndrome de la toux
du chenil. Le diagnostic différentiel de la forme respiratoire de I’herpesvirus canin comprend donc
les principaux agents intervenants dans la toux du chenil. Parmi ceux-ci, on peut noter, entre autres,
I’Adénovirus Canin de type 2, le virus Parainfluenza canin, des Réovirus canins, Bordetella

bronchiseptica ou encore Mycoplasma spp (Decaro et al., 2008).

2.4.4.4. Diagnostic différentiel des formes génitales

Chez la femelle, les lésions papulo-vésiculaires induites par le CHV peuvent étre confondues avec
celles provoquées par une tumeur maligne vénérienne : le sarcome de Sticker (plus fréquent dans

les pays du bassin méditerranéen).

Chez le male, I'inflammation génitale provoquée par le virus peut étre confondue avec des
balanoposthites d’étiologies diverses comme : des agents opportunistes, E.Coli, Mycoplasma canis

ou encore des Calicivirus (Parkinson 2019).

2.4.4.5. Diagnostic différentiel de la forme oculaire

Les formes oculaires étant extrémement variées au niveau symptomatologique (kératite, ulcere,

conjonctivite, blépharospasme ...), le diagnostic différentiel est extrémement large.

2.5. Traitement et prophylaxie

2.5.1. Traitements des diverses formes du CHV

Il n'existe pas, a I'heure actuelle, de traitement spécifique pour des animaux touchés par
I’'herpésvirose canine. Les formes génitales et respiratoires, rencontrées en grande majorité chez les
adultes, sont traitées de maniere symptomatique.

92



En ce qui concerne les atteintes oculaires dues au CHV, plusieurs antiviraux ont néanmoins été
testés. Les formes les plus graves et les plus compliquées a gérer sont les formes néonatales
systémiques. Pour cela, des traitements a base d’antiviraux, d’'immuns sérums ou encore de
lactoferrine ont été testés (Tableau XVIII).

D’autres pistes sont actuellement explorées avant de traiter les animaux atteints du CHV.
Récemment, une étude a démontré que |'administration par voies orale et intranasale d’une
solution de complexes liposomes-TLR (Toll-Like Receptor), constituée de liposomes contenant des
agonistes TLR 9 et 3 activant spécifiquement les défenses immunitaires des muqueuses était
efficace contre le CHV. En effet, les animaux présentant des signes cliniques consécutifs a une
infection au CHV n’avaient plus de signes de la maladie 13 jours en moyenne apreés I'administration
du traitement, ce qui n’est pas le cas du groupe ayant recu un placebo pour qui les animaux

présentaient toujours des signes 40 jours apres le début de I'étude (Wheat et al., 2019).

Tableau XVIII : Liste non exhaustive des principaux traitements testés et ayant obtenus des

résultats dans le traitement d’affections dues au CHV

Pas de traitement

antiviral spécifique.
Traitement
symptomatique et

Evermann
etal, 2011

gestion des

surinfections

Résolution de

o I'ulcération
. . Inhibition d’ADN . .
Cidofovir 0,5%, dendritique et Gervais et

olymérases
BID*, 10**, 14 j poly

. amélioration des al.,, 2012
virales

signes cliniques
locaux en 7 jours
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Diminution des

Analogue . .
L e signes cliniques
Ganciclovir 0,15%, | nucléosidique .
] o oculaires dont de
1 goutte 10 5/j inhibiteur de la . ] Ledbetter et
e Lo . I'inflammation et
pendant 7j puis 3/j | réplication virale | | . al., 2018
] ) réduction de
pendant 7j une fois , . i
triphosohorvlé I’excrétion virale
phosphory oculaire du CHV
Diminution des
Analogue signes cliniques
nucléosidique oculaires et
Trifluridine 1%, IO | qui interfere réduction de
. - , L. ) Spertus et
6/j pendant 2j puis | avecla I’excrétion virale | 2016
al.,
4/) pendant 14j réplication de oculaire du CHV.
I'ADN des Administration
herpésvirus. fréquente
nécessaire.
Analogue ) )
o Survie des chiots
. . nucléosidique ) .
Acyclovir : 7 a . . mais possibles
. qui interfere ,
10mg PO*** 4/ avec la séquelles sur le Greene
v
jusqu’a 3,5 Lo myocarde et le 2012
. a réplication de .
semaines d’age systéme nerveux
I'ADN des
o central
herpésvirus.
Analogue de .
. . R Survie de tous les
Vidarabine 3%, |10, | I’adénosine. )
. ] ) o chiots Greene
4 3 6 fois par jour, | Inhibiteur de la .
L. Lo symptomatiques 2012
durée inconnue réplication
. du CHV
d’ADN viral
Protéine fixant
Lactoferrine, PO, le fer se o
) ] Inhibition de
posologie et durée | trouvant dans , _
] y o I'attachement viral Tanaka et
non déterminées les sécrétions de
du CHV aux cellules al., 2003

(traitement
empirique)

mammiféres et
notamment
dans le lait

de I'hote
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Réduction des
pertes dans les
portées. Réussite

Immun-sérum de dépendante du
chiennes ayant niveau d’anticorps
récemment donné ) dans le sérum et de
. . . Sérum avec L
Atteinte naissance a des . .., |laprécocité Greene
.. . anticorps dirigés | o )
systémique chiots morts du d’administration. 2012
. L contre le CHV-1 .
(chiots) CHV-1 injection Persistance des
uniquedela2mL signes
en [pXxx* neurologiques si

administration du
sérum apres leur
apparition.

* BID : toutes les 12h
** 10 : voie intraoculaire
*** PO : voie orale

***% |p : voie intrapéritonéale

2.5.2. Prophylaxie médicale : la vaccination

En 2001, un vaccin, le seul sur le marché pour le moment, a été mis au point et est toujours
actuellement commercialisé : EURICAN® Herpes 205 (“EURICAN® Herpes 205 Poudre et Solvant Pour
Emulsion Injectable”). Une autorisation de mise sur le marché concernant tous les pays de I’'Union
Européenne a été obtenue pour ce vaccin le 26 mars 2001. Ses caractéristiques sont résumées dans
le Tableau XIX. Le CHV affecte les chiots in utero et en période néonatale immédiate ce qui rend une
immunisation active impossible, les chiots n’ayant pas le temps ni les capacités de fabriquer des
anticorps. L'immunisation passive induite par la vaccination des meéres permet de réduire la
mortalité des chiots exposés au CHV (Greene 2012). Le risque d’entrée en latence du virus n’étant
pas négligeable, 'utilisation d’un vaccin vivant atténué n’est pas permise, d’ou le fait que le vaccin
disponible soit un vaccin sous-unité. Une premiére injection est recommandée une semaine a 10
jours post saillie/insémination artificielle et 1 a 2 semaines avant la date prévue de mise-bas. Cette
seconde injection est justifiée par le fait que le virus est peu immunogene et que les titres en

anticorps neutralisants diminuent rapidement. Injecter une dose de vaccin une seconde fois, en fin
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de gestation permet un titre en anticorps suffisant, dont une partie pourra notamment étre

transférée aux chiots lors de la prise de colostrum (Appel 1987).

Tableau XIX : Résumé des caractéristiques du vaccin « Eurican Herpes 205®» d’aprés son RCP

Boehringer Ingelheim ALLEMAGNE

Chiennes gestantes

Sous-cutanée

Vaccin purifié sous-unités

- 1%°®injection : 7 a 10 jours post saillie

- 2°mejnjection : 7 a 14 jours avant date prévue de mise-
bas

- Rappel : a chaque gestation selon le méme schéma
vaccinal.

- Principe actif : antigénes du CHV (souche F205) : 0,3 a
1,75 ug de glycoprotéine gB
- Adjuvant : huile légére de paraffine

- Au réfrigérateur (2-8°C)
- Alabride la lumiere

« Vaccin purifié a sous-unités pour l'immunisation active des
chiennes gestantes afin d'induire une protection passive des chiots
contre la maladie néonatale fatale due a I'herpésvirus canin »

Possibilités :
- D’avortements spontanés
- De mises-bas prématurée

- (Edéme transitoire au niveau du site d’injection (1 a 10
animaux sur 100)

- Rares réactions d’hypersensibilité (1 a 10 animaux sur
10 000)

Actuellement, il n’existe aucune autre méthode de prophylaxie médicale fiable et utilisable a grande
échelle contre le CHV. Des essais d’induction de paraimmunisation par des Poxvirus ont été réalisés

(Mayr et al., 1999) mais ce procédé n’est pas actuellement utilisé. Empiriguement, certains éléveurs
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vaccinnent des chiennes avec le vaccin anti FHV (herpésvirus du chat) dans I'espoir que des anticorps
produits en réaction a cette injection puissent aider a protéger les individus contre le CHV.
Cependant, a ce jour, il a seulement été montré que les anticorps anti-CHV peuvent se fixer sur les

antigénes de I'herpésvirus félin et non I'inverse (Xuan et al., 1992).

2.5.3. Prophylaxie sanitaire

2.5.3.1. L’hygiéne

Un lien a été mis en évidence entre mauvaise hygiéne environnementale et titres élevés en
anticorps anti-CHV (Ronsse et al., 2004). L’hygiene des locaux ou sont hébergés les chiens est donc
primordiale dans la prévention de la contamination des animaux par le CHV. Comme indiqué dans
le paragraphe 2.1.7., le virus est fragile dans I’environnement et sensible a de nombreux détergents.
Une désinfection réguliere et rigoureuse des locaux et du matériel couramment utilisé avec ces
produits est donc une maniere efficace et relativement simple de diminuer grandement la pression

d’infection virale dans I’environnement.

2.5.3.2. Lazootechnie

La forme la plus a craindre du CHV est la forme systémique néonatale. L'objectif principal est donc
d’éviter que les nouveau-nés ne se retrouvent contaminés par le virus. Pour cela, plusieurs axes sont
envisageables. Tout d’abord, la réalisation d’analyses sur des préléevements effectués sur des
animaux sur le point d’intégrer un élevage est une possibilité, afin, par exemple, de détecter la
présence du virus (s’il est excrété au moment du prélévement) ou des traces de son passage
(anticorps neutralisants chez un animal non vacciné contre le CHV). De plus, on sait que le stress,
notamment chez les chiennes en gestation, peut provoquer une sortie de latence du virus (Decaro
et al., 2008). Une gestion des chiennes lors de la gestation avec le moins d’éléments stressants
possibles est a envisager. Il a en effet été démontré une recrudescence du virus latent chez des
chiennes séropositives apres exposition stressante a des jeunes animaux séronégatifs (Greene

2012). Peu d’études ont évalué I'intérét d’une césarienne ou d’une insémination artificielle dans la
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diminution du risque de transmission du virus (Greene 2012). Enfin, séparer les chiots de la mére a
la naissance permettrait de diminuer la probabilité de contamination oro-nasale si un doute existe

guant au statut excréteur ou non de la mere.

2.5.3.3. Le traitement thermique des chiots

Un axe majeur prophylactique contre le CHV est le traitement thermique des chiots. Par le passé,
diverses études ont mis en évidence le fait que la croissance du CHV est température-dépendante.
En effet, la température d’incubation est déterminante dans la production massive du CHV par les
cellules infectées, et cette derniere est maximale a 37°C (Aurelian 1969) (Lust et al., 1971). A 39°C,
le titre viral maximal est de seulement 2 % du titre viral obtenu a une température de 37°C (Aurelian
1969). D'autres expériences ont montré que le rendement viral a 40°C ne représente qu’environ 1
% de celui obtenu a 36°C (Lust et al., 1971). Cette méme étude suggere que la formation du CHV
est fortement inhibée a 40°C, d’une part a cause d’une diminution de la synthése des protéines et
de I'ADN viral et, d’autre part, a cause d’un déréglement de la maturation des virions. Globalement,
la croissance du CHV optimale entre 35 et 37 °C diminue en dega ou au-dela (Aurelian 1969) (Huxsoll
et al., 1970) (Carmichael et al., 1969c) (Carmichael et al., 1969a). A la naissance et au cours des deux
premieres semaines de vie d’un chiot, la température rectale de ce dernier est en dessous de celle
d’un chien adulte et se trouve aux alentours de 35,6 °C + 1°C, pour atteindre progressivement 38°C,
une semaine apres (Crighton 2008). Durant les deux premiéres semaines de vie, un chiot a une
température corporelle inférieure a 39°C et n’est pas homéotherme, ce qui implique qu’il a une
température corporelle proche de celle jugée optimale pour le développement du CHV (Huxsoll et
al., 1970). Des expériences d’inoculation virale ont montré que la survie de chiots nouveau-nés
inoculés a la naissance est meilleure et que la croissance virale est fortement réduite lorsqu’ils sont
dans un environnement qui permet de maintenir une température corporelle entre 38,6 et 39,4°
(Carmichael et al., 1969b). Cette méme étude a également mis en évidence que des animaux agés
de 4 a 8 semaines, normalement résistants au CHV, ont présenté des Iésions microscopiques sur
divers organes sur lesquels le CHV a été isolé alors gu’ils ont été soumis a une baisse de leur
température corporelle. Ceci n’a pas été le cas chez des animaux du méme age mais normothermes,

également inoculés avec le CHV.
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La température corporelle du chiot dans ses 2 a 3 premieres semaines de vie semble donc étre un
facteur déterminant du développement du CHV. C’est pourquoi la mise en couveuse ou encore
I'utilisation de lampes chauffantes (Greene 2012), semblent étre une option intéressante a la
naissance des chiots, afin de limiter le risque de multiplication du CHV, tout en veillant a ne pas

déshydrater les chiots.
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TROISIEME PARTIE : PARTIE EXPERIMENTALE
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Objectifs :

Les objectifs de ce travail sont multiples et concourent a la mise en évidence du CHV dans la

population canine, notamment chez les reproducteurs.

Tout d’abord, le premier objectif est de contribuer modestement a I'état des lieux de la présence
du CHV au sein d’une population de chiens reproducteurs dans la région nantaise et en Normandie.
En effet, en France, la derniere étude sérologique de terrain sur le territoire frangais remonte, a
notre connaissance, a 2002 (Guigal et al., 2002). Nous n’avons pas trouvé d’étude prospective
recherchant la présence du virus par PCR en temps-réel sur des prélevements sanguins et
intéressant également la sphere génitale en France. Ce travail permet donc d’avoir une idée de la
prévalence de ce virus sur un nombre modéré d’individus. De plus, nous n’avons pas trouvé, dans
la littérature scientifique, d’article relatant la présence d’ADN correspondant a celui du CHV dans le

sperme de chien (Quartuccio et al., 2020).

Le second objectif de ce travail est d’identifier d’éventuels facteurs favorisants chez des animaux
qui seraient positifs au CHV au cours de notre étude et d’en déduire des mesures prophylactiques,

applicables en élevage.

Enfin, le troisieme objectif majeur de cette thése est de tester une nouvelle amorce mise au point
pour cette étude et de I'utiliser via la technique PCR en temps-réel EvaGreen® afin de voir si elle
permet, a moindre co(it, d’obtenir les mémes résultats qu’une technique en théorie plus sensible
mais plus colteuse, la gPCR (PCR quantitative) Tagman. Nous avons, choisi de comparer différents

tests PCR en temps-réel, publiés ou mis au point pour ce travail, ce qui n’a été que rarement publié.
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3.1. Matériel et méthode

3.1.1. Animaux et échantillons testes lors de cette étude

3.1.1.1. Prélévements biologiques

3.1.1.1.1. Provenances des animaux intégrés a I’étude

Nous avons pu prélever en tout 75 femelles et 18 males pour cette étude, ce qui représente 93
patients canins. Les prélevements biologiques (sangs totaux sur tubes EDTA et tubes secs,
écouvillons vaginaux, écouvillons préputiaux et spermes), ont été collectés entre octobre 2021 et
mai 2022, sur des animaux d’éleveurs canins du grand ouest, au sein du Centre Hospitalier
Vétérinaire ONIRIS a Nantes, directement aupres d’élevages travaillant avec ce centre Hospitalier.
Des prélevements ont également été effectués sur des animaux reproducteurs, d’élevages
normands. Afin de réaliser ces prélevements dans les meilleures conditions et dans le but de
respecter au maximum le bien-étre des animaux, un dossier CERVO (Comité d’éthique en recherche
clinique et épidémiologique vétérinaire d’Oniris) a été soumis pour ce travail sur le CHV et accepté
(numéro de validation éthique CERVO-2021-28-V). Des consentements éclairés accompagnés
d’explications concernant les objectifs des prélévements ont été fournis aux éleveurs souhaitant

participer a I'étude (Annexes 1 et 2).

3.1.1.1.2. Conditions de réalisation des prélévements

3.1.1.1.2.1. Prélévements sanguins

Du sang a été prélevé sur chaque animal, a raison de 3 mL au total par individu. Un millilitre a été
prélevé et placé dans un tube EDTA afin de pouvoir réaliser une extraction d’ADN sur sang total et
y effectuer une recherche d’ADN viral par PCR en temps-réel. Les deux autres millilitres ont été
collectés sur tube sec afin d’en récupérer le sérum, apres centrifugation, pour analyse sérologique

dans le but d’obtenir des titres en anticorps anti-CHV.
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Ces prélevements sanguins ont été effectués par ponction d’une veine jugulaire ou céphalique (en
fonction du caractere et de la contention de I'animal), apres une tonte de la zone a ponctionner
(lorsque que I'éleveur était d’accord) et passage d’alcool a 70°C.

Le tube EDTA est immédiatement placé a -20°C apres étiquetage tandis que le tube sec est laissé a
température ambiante pendant maximum 2 heures, puis centrifugé a 1500 g pendant 10 minutes.
Le sérum est alors prélevé et placé dans un tube sec préalablement identifié, congelé lui aussi a -
20°C, dans l'attente d’un envoi groupé au laboratoire SCANELIS, Toulouse qui travaille avec un

laboratoire réalisant des sérologies CHV.

3.1.1.1.2.2. Ecouvillons vaginaux

Afin de récupérer des cellules vaginales, un écouvillonnage a I'aide d’une cytobrosse stérile a été
effectué. Deux écouvillons par femelle ont été réalisés : un pour nos analyses PCR en temps réel et
un pour envoi en analyse externalisée dans un laboratoire de référence, SCANELIS, a Toulouse,
réalisant des qPCR CHV. Pour cela, et afin de respecter I'anatomie et la conformation vaginales de
la chienne, I’écouvillon est d’abord introduit verticalement apreés traction de la partie ventrale de la
vulve a I'aide d’un gant en latex, afin d’éviter la fosse clitoridienne. La cytobrosse est ensuite
réorientée horizontalement une fois le plafond vaginal atteint, dans le but de se rapprocher au
maximum du col utérin. Des rotations de la brosse sont alors effectuées 4 a 5 fois afin de maximiser
les chances de récupérer des cellules épithéliales. Les deux écouvillons sont chacun placés
individuellement dans des tubes secs et congelés a -20°C, dans |'attente d’extraction du matériel

génétique.

3.1.1.1.2.3. Ecouvillons préputiaux

Afin de récupérer des cellules préputiales, un écouvillonnage a I'aide d’une cytobrosse stérile a été
effectué. Deux écouvillons par male ont été réalisés : un pour nos analyses PCR en temps-réel et un
pour envoi en laboratoire réalisant des gPCR CHV, tout comme pour les écouvillons vaginaux.

Pour cela, I'écouvillon est introduit entre la verge et la muqueuse préputiale du chien a prélever.
Des rotations de la brosse sont alors effectuées 4 a 5 fois afin de maximiser les chances de récupérer

du matériel génétique, notamment via la récolte de cellules épithéliales. Les deux écouvillons sont
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chacun placés individuellement dans des tubes secs et congelés a -20°C, dans I'attente d’extraction

du matériel génétique.

3.1.1.1.2.4. Spermes

Avant tout prélévement, le chien est placé dans I'environnement le plus calme possible. Quand cela
est possible, une femelle en chaleur est placée face au male lors du prélévement.

Les prélevements sont tous effectués a I'aide d’un vagin artificiel. Ce dernier est un cone en
caoutchouc propre, chauffé préalablement a 37°C afin de préserver la semence, et de se rapprocher
le plus possible des caractéristiques d’un vagin de la chienne. Au cours du prélevement, un tube
stérile est placé a I'autre extrémité du cone afin de récupérer stérilement le sperme du male. Enfin,
aprés le préléevement le chien est isolé de la femelle pour que les bulbes érectiles dégonflent et,
dans le cas ol aprés 10 minutes le pénis ne serait pas remis en position physiologique, celui-ci est
replacé dans le fourreau. Une fois la manipulation terminée, le tube stérile est congelé a -20°C, dans

I’attente d’extraction du matériel génétique.

3.1.1.1.2.5. Organes

Dans le cadre de cette étude, nous avons pu récupérer, avec |I'accord de I'éleveur, le chiot mort de
la femelle F-070 dans ses 12 premieres heures de vie. Nous avons donc décidé de saisir cette
opportunité et de prélever différents organes dans le but de les tester en PCR temps-réel a la
recherche de ’ADN du CHV. Notons qu’a I'examen post-mortem, une congestion généralisée était
présente, sans autre anomalie remarquable, qui aurait pu étre évocatrice d’une infection par CHV.
A I'aide d’instruments stériles de chirurgie, nous avons réalisé la dissection des différents organes
du chiot, pour prélever et placer dans des tubes Eppendorf, environ 3 mm?3 de chaque organe. Nous
avons ainsi pu récupérer des morceaux de: poumons, rate, reins, foie, nceud lymphatique
mésentérique, nceud lymphatique lombo-sacré. Suite a cela, nous avons utilisé un disperseur-
homogénéiseur industriel, I’'Ultra-Turrax®, afin d’obtenir une suspension liquide de chaque organe.
Une fois cette étape réalisée, nous avons congelé les différentes suspensions a —80°C dans |'attente

de I'extraction ADN préalable aux analyses PCR.
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3.1.2. Cultures cellulaires de cellules MDCK infectées

Des cellules MDCK (MDCK, ATCC® CCL-34™) ont été cultivées et infectées lors de la these de
Doctorat Vétérinaire de la Docteure Mélissa MAURIERE en 2019 (Mauriére 2019). Elles ont été
contaminées avec une souche d’herpésvirus canin, la souche « DK13 », conservée congelée a -80°C
au service de Biotechnologie et Pathologie de la Reproduction d’ONIRIS (Ecole Nationale Vétérinaire
de Nantes), depuis 'année 2009. Nous avons pu utiliser diverses dilutions de I’ADN de ces cellules,
ce qui nous a permis d’avoir a notre disposition des concentrations différentes d’ADN canin
contaminé par I’ADN viral du CHV. Nous avons également utilisé une solution contenant de I’ADN
de cellules MDCK non contaminées par le CHV, afin d’avoir un témoin négatif. Au final, nous avions
a disposition des solutions d’ADN de cellules de MDCK contaminé par de ’ADN de CHV a des
concentrations allant de 150.10* 4 150.10° ng/pL.

3.1.3. EXTRACTIONS ADN DES ECHANTILLONS

3.1.3.1. Principe général des extractions d’ADN

Pour cette thése, globalement, le but des extractions d’ADN est de lyser les cellules sanguines,
vaginales, préputiales, spermatiques et des organes collectés, afin d’en récupérer le matériel
génétique. Cette lyse est obtenue consécutivement a 'incubation de I'échantillon dans un liquide
contenant de la protéinase K (enzyme de digestion des protéines) et I'ajout de divers tampons. Des
membranes constituées de silices et montées sur des colonnes adaptées permettent la liaison de
I’ADN que I'on souhaite extraire par I'ajout de sels chaotropiques et d'éthanol au lysat obtenu. Ce
processus de liaison est réversible et spécifique aux acides nucléiques. Normalement, les diverses
contaminations de I’ADN sont éliminées par un lavage avec deux tampons différents. L’élution de
I’ADN génomique purifié extrait est permise via I'utilisation d’'un tampon d'élution légérement

alcalin.
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3.1.3.2. Protocoles d’extractions utilisés selon les types de prélévements

Ne sachant pas si le virus est présent dans le sperme et donc dans quelle phase il peut se trouver,
nous avons décidé, avant extraction, de séparer les phases cellulaire et liquidienne selon le
protocole présenté en Annexe 3. Hormis la phase liquidienne du sperme des males prélevés, les
cellules préputiales, vaginales, sanguines et spermatiques ont été prélevées en utilisant le kit
d’extraction NucleoSpin® Tissue de Macherey-Nagel™. C'est également le cas pour |’extraction
d’ADN d’organes apres broyage a I’'Ultra-Turrax®, que I'on souhaite tester. Le protocole utilisé pour
extraire ’ADN des cellules vaginales et préputiales est inspiré de celui fournit par le fabriquant pour
traiter les écouvillons buccaux et figure en Annexe 4. Celui utilisé pour extraire les cellules sanguines
est adapté a partir de celui fourni dans le kit pour extraire de I’ADN génomique sanguin (Annexe 5).
De méme, le protocole d’extraction utilisé dans le cadre de cette these pour récupérer I’ADN des
cellules présentes dans les spermes a analyser est largement inspiré du protocole fournit dans le kit
pour extraire I’ADN de cultures cellulaires et de tissus (Annexe 6). Le protocole d’extraction d’ADN
provenant d’un organe est inspiré du méme protocole.

En ce qui concerne la phase liquidienne du sperme, et en partant du principe que celle-ci ne contient
pas de cellule canine, nous avons utilisé le kit NucleoSpin® RNA Virus de Macherey-Nagel™ afin de
maximiser les chances de récupérer du matériel génétique viral. Pour cela, nous avons utilisé un
protocole largement inspiré de celui fournit par le fabriquant pour I’'solement d’ARN et d’ADN viraux

a partir de liquides biologiques acellulaires (Annexe 7).

3.1.3.3. Mesures des concentrations en ADN une fois les échantillons extraits et

interprétation des valeurs obtenues

Une fois 'ADN de chaque échantillon a analyser extrait, une mesure de la qualité et de la
concentration (ng/uL), est nécessaire afin de s’assurer de la bonne réalisation de I'étape
d’extraction. En effet, une concentration en ADN nulle ou trés faible implique I'ajout d’une matrice
trés pauvre au mix de PCR, ce qui rend trés improbable I'amplification d’une séquence ADN pouvant
correspondre a celle d’'une souche virale du CHV. Dans le cadre de ce travail, I'appareil utilisé est le
Nanodrop2000™ de la marque Thermo Fisher Scientific™. Ce dosage est possible grace a la

technique de spectrophotométrie UV. 1 uL de I'échantillon a doser est déposé sur la plateforme
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dédiée. Ce dernier va étre traversé par différentes longueurs d’ondes (230, 260 et 280 nm) et
I'absorbance (A) correspondante est déterminée, grace, en particulier, a la relation de Beer
Lambert: A = £ x | x ¢ (g = coefficient d’extinction molaire (mol.L':.cm™), | = longueur du trajet
optique (cm), ¢ = concentration molaire de I'échantillon (mol.L)). L’appareil permet également la
détermination des rapports d’absorbances : A260/A280 et A260/A230 (avec AXYZ = absorbance a la
longueur d’onde XYZ). Les rapports A260/A280 et A260/A230 déterminés par I'appareil permettent
d’apprécier le niveau de pureté en ADN de I’échantillon en cours de dosage. Le rapport A260/A280
doit étre conventionnellement compris entre 1,8 et 2,0 et le plus proche possible de 1,8.
L'absorbance a 260 nm correspond a l'absorbance des bases azotées de I'’ADN tandis que
I’'absorbance a 280 nm correspond a celles d’acides aminés aromatiques. Une contamination par
des éléments protéiques se traduit par un rapport inférieur a 1,8 tandis qu’un rapport supérieur a
2 indique une contamination par de ’ARN ou une contamination par un composé phénolé.

Le rapport A260/A230 est un second élément permettant d’évaluer la pureté d’un échantillon
d’ADN. Il doit étre compris entre 2,0 et 2,2. La plupart des contaminants tels que des composés
phénolés, utilisés lors des extractions, absorbent a une longueur d’onde de 230 nm.

Une valeur inférieure a 2,0 traduit la présence de ce type de contaminant. Au contraire, une valeur
supérieure a 2,2 semble indiquer un probléme de mesure a « blanc ». Les échantillons pour lesquels
les rapports A260/A280 et A260/A230 n’étaient pas compris dans l'intervalle de valeurs souhaité

sont signalés en par des cases grisées dans les tableaux des résultats des extractions (3.2.2.).

3.1.4. Les différentes méthodes PCR et tests utilisés

Nous avons utilisé, pour nos manipulations au sein de I'école, des techniques de PCR en temps-réel.
Les PCR réalisées a I'extérieur de I’école ont quant a elles été réalisées de maniére quantitative par

le laboratoire SCANELIS.

3.1.4.1. PCR en temps réel

Souhaitant détecter la présence ou non d’ADN CHV au sein de nos échantillons, nous n’avons pas
été jusqu’a I'étape de quantification réelle. Néanmoins, en réalisant des dilutions en série d’ADN de
cellules MDCK infectées, nous pouvons de facon relative caractériser nos échantillons en
considérant le Cq. Si ce dernier est faible on peut considérer que la quantité de virus initiale est

107



importante ou, au contraire, qu’elle est faible si le Cq est élevé (tout en étant inférieur au seuil
défini).

3.1.4.1.1. Travail préalable a la réalisation de nos PCR en temps réel et choix des

tests utilisés en interne a ONIRIS

3.1.4.1.1.1. Choix des tests PCR temps réel a comparer

Un des objectifs spécifiques de ce travail est de disposer d’un test tres sensible et spécifique de
détection de I'herpésvirus canin, en particulier au niveau de I'appareil génital des chiens males et
femelles. Une sérologie positive n’est pas systématiquement synonyme de présence effective du
virus chez un individu donné, notamment a cause de possibles réactions croisées avec des anticorps
vaccinauy, a la faible persistance dans le temps des anticorps produits lors du passage du virus ou
encore a la possibilité de faux négatifs. C'est pour cela que la PCR (en temps-réel dans cette étude)
semble incontournable car elle détecte directement le génome viral. Nous avons donc souhaité la
mise en place d’une technique PCR en temps-réel qui puissent étre appliquée valablement (et a colt
limité si possible) dans des étapes de criblages de prélévements réalisés sur le terrain. Une fois mise
au point, le but est d’utiliser une telle technique de biologie moléculaire, comme moyen efficace de
détection du virus et de pouvoir en déduire des applications concretes en matiere de prophylaxie
en élevage.

Pour cela, nous avons passé en revue les publications utilisant une technique PCR quantitative ou
en temps réel et avons trouvé quelques tests particulierement intéressants. Malheureusement, ces
tests ne sont pas ou trés peu comparés entre eux en termes de sensibilité et de spécificité. C'est le
cas de ceux de I'équipe d’Eric Ledbetter (Ledbetter et al., 2009c) et de I'équipe de Nicola Decaro
(Decaro et al., 2010), que nous avons retenus comme étant des tests de référence publiés.

Ceci avait déja conduit, en 2019, a la mise au point d’un test Tagman, qui s’est avéré moins sensible
gu’un autre test publié par Eric Ledbetter et son équipe (Mauriere 2019). Ce test, utilisé sur 18
éjaculats de 13 chiens différents, n’a pas permis la mise en évidence du virus lors de I'’étude. Nous
avons donc également décidé, dans le cadre de ce travail de revenir sur ce probleme de définition
et de choix d’un test efficace et moins colteux que la technologie Tagman tout en restant tres

sensible.
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Globalement, nous avons donc retenu et comparé 5 tests entre eux et ce pour la premiere fois ; les
deux tests publiés cités précédemment, le test de Mélissa Mauriére et deux tests que nous avons

congus pour ce travail.

3.1.4.1.1.2. Mise en ceuvre de la comparaison des tests PCR en temps

réel retenus

Les tests comparés au cours de ce travail sont : le test Tagman établi par I'équipe d’Eric Ledbetter
en 2009 (Ledbetter et al., 2009c), le test Tagman mis en place par I'’équipe de Nicola Decaro en
2010, le test Tagman mis au point par la Docteure Mélissa Mauriére en 2019 et le Professeur
Francois Meurens (Mauriere 2019) et 2 tests « maison » EvaGreen® mis au point a Oniris en 2021

avec l'aide du Professeur Lionel Martignat dans le cadre de ce travail (Tableau XX).

Tableau XX : Caractéristiques des différents tests comparés en PCR temps-réel

Publication . .
Genes cibles et .
Tests dans un . . . Séquences
. technologies utilisées
article ?
e Amorces (respectivement sens et anti-
sens)
Ledbett t
‘Z / ‘;og;: Thymidine kinase (Tk) - CHVTK308F : 5’ - CTG GCG TAT CAT
7 du CHV CCT AGAAACAGAT-3
, Oui - CHVTK374R :5- ACG CAG CTT CCG
Nommé s ,
PCR quantitative GTCTTGTA-3
« LED-Tk »
. Tagman * Sonde :
par la suite ,
- CHVTK334P FAM: 5’ -TTG TGC AAG
GTA TAT ACT C-MGB - 3’
e Amorces (respectivement sens et anti-
sens)
Decaro et al., Glycoprotéine B (gB) du - 5 -ACA GAG TTG ATT GAT AGA
2010 yeop oy 8 AGA GGT ATG - 3’
oui - 5 -CTG GTG TAT TAAACT TTG AAG
Nommé L GCTTTA-3’
y ) PCR quantitative
DEC-gB * Sonde :
. Tagman
pour la suite - 6-FAM-TCT CTG GGG TCT TCATCC
TTA TCA AAT GCG - BHQ1
¢ Taille de I'amplicon : 136 paires de bases
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Mauriere
5019 Glycoprotéine B (gB) du
CHV e Séquences non publiées dans un article
) Non scientifique
Nommeé . . , . .
PCR quantitative e Taille de I'amplicon : 176 paires de bases
« MM-CHV»
. Tagman
pour la suite
Test maison
n°1 Thymidine kinase (Tk)
du CHV ¢ Séquences non communiquées (attente
Projet d licati
Nommé (Projet) , e p.ub |cat|’on) . '
PCR temps-réel ¢ Taille de I'amplicon : 162 paires de bases
« LM-Tk »
) EvaGreen®
pour la suite
Test maison .
2 Glycoprotéine B (gB) du
CHV e Séquences non communiquées (attente
Projet d blicati
Nommé (Projet) , e p'u ica |’on) ' .
PCR temps-réel ¢ Taille de I'amplicon : 94 paires de bases
« LM-gB »
. EvaGreen®
pour la suite

Pour comparer la sensibilité de ces tests, de facon a la fois efficace et économique, dans une
approche « semi-quantitative », nous avons tout simplement utilisé des dilutions sériées d’ADN de
cellules canines MDCK infectées par la souche DK13 du CHV (ADN génomique de chien et
d’herpésvirus, paragraphe 3.2.1.). Des cellules MDCK non infectées ont été utilisées comme témoin
négatif (ADN génomique uniquement de chien). Ces dilutions ont été analysées en PCR temps réel.
Les différents parameétres suivants ont permis d’objectiver de possibles différences de sensibilité
analytique entre les différents couples d’amorces. Tout d’abord, nous avons comparé le Ct de la
premiere dilution avec le Cq de la derniere, sur une gamme de dilutions allant jusqu’a 8 log1o. Nous
avons également déterminé la dilution limite de I’ADN infecté permettant encore de détecter un
signal positif non ambigu, en regard de I’ADN de chien témoin négatif (ADN non infecté). Enfin,
concernant les tests réalisés en Evagreen®, nous avons également vérifié la spécificité du signal
obtenu par des « courbes de dissociations ». Ces dernieres permettent de vérifier qu’il n’y a bien
gu’un seul type d’amplicon produit et par conséquent une seule courbe de fusion, spécifique de
cette entité. Cela signifie, dans ce cas, qu’il n’y a pas, par exemple, de bruit de fond lié a une possible
dimérisation d’amorces, ou encore la production d’un 2™ type d’amplicon non spécifique, ce qui
pourrait fausser la sensibilité de nos tests.

Nous avons également vérifié, sur gel d’agarose, par électrophorése, la présence des différents

produits d’amplification et leur taille, pour les 5 tests, et leur « quantité relative » (intensité des
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bandes). Chaque test a été réalisé au minimum au cours de 3 expériences indépendantes et jusqu’a
6 fois. Des dilutions de 3 différentes préparations ADN de cellules infectées ont été utilisées. A
contrario, dans certaines répétitions d’expériences, nous avons limité le nombre de dilutions

analysées en n’en utilisant qu’une sur deux par exemple.

3.1.4.1.2. La PCR en temps réel utilisant la technologie EvaGreen®

La technique de PCR en temps réel utilisée pour ce travail met en jeu un agent intercalant se liant a
I’ADN double-brin, le colorant EvaGreen®. Pour cela, le kit 5 x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix
(no ROX) a été utilisé. La gPCR a été réalisée a I'aide de I'appareil « CFX-BIORAD ».

Pour rappel, nous avons choisi I'amorce maison « LM-gB » pour réaliser cette réaction.

3.1.4.1.2.1. Préparation en amont de la réaction

Pour réaliser une PCR en temps réel avec en EvaGreen®, des étapes préalables sont nécessaires.
Tout d’abord, nous avons préparé un mix réactionnel, selon les recommandations du fabricant du
kit 5 x HOT FIREPol® EvaGreen® utilisé. Ce mix, est constitué du colorant EvaGreen®, des
désoxyribonucléotides triphosphates, du chlorure de magnésium (agissant comme un cofacteur
enzymatique), un tampon et une ADN polymérase. A ce mélange est ajouté une quantité fixée
d’amorces sens et antisens (amorces « LM-gB ») et d’eau stérile, selon les recommandations du
fabricant (Tableau XXI) (Figure 18). La quantité de mix préparée dépend du nombre de réactions
voulues. Une fois le mix préparé, il est réparti de maniére égale dans les puits d’une plaque 96 puits
(Figure 19). A ces puits sont rajoutés les ADN a tester, selon les recommandations du fabricant du

kit (Tableau XXI).
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Tableau XXI : Recommandations pour la constitution du mix réactionnel pour gPCR EvaGreen®

selon les indications du fabricant

Composant Volume Concentration finale
5 x HOT FIREPol® EvaGreen® gqPCR Mix 4 uL 1x
Amorce sens (10 pmol/uL) 0,5-1,0puL 200 - 400 nM
Amorce anti-sens (10 pmol/uL) 0,5-1,0puL 200 - 400 nM
ADN a tester 1-5uL 1-50ng/uL
Compléter jusqu’a un
Eau stérile grade PCR P ] Jusd
volume final de 20 pL
Total 20 uL
® @ ® ®
\ b ‘ (—ﬁ| 7-
B - e — — /@ e
Sortie des etdu Décongélation lente Agitation rapide des Centrifugation @
mix * sur glace ubes décongelés au rapide des tubes
Ao * conservés a ’ e dvorleg ' F:izc:ngellé: i—\‘ /\ﬁ
® ® |
‘ Dép =it Qans un gppendorfwdc d'une
,/ o e domots
'
-« -

Dépobt d'un volume calculé de Centrifugation rapide /

dans le nombre de puits du
nécessaires sur une plaque 96 puits

Agitation rapide de

au vortex

Figure 18 : Principales étapes de préparation du mix de PCR en temps réel EvaGreen® (créée sur

Biorender.com)

Une fois ce mix réparti au sein des puits de la plaque sélectionnée, divers échantillons sont répartis
dans ces puits (Figure 19). Tout d’abord, 3 contréles sans matrice sont ajoutés, ce qui correspond a

I'ajout de 5uL d’eau dans chacun des puits dédiés. Lors de la réaction, aucune fluorescence
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significative ne doit étre émise, puisqu’aucune matrice ADN n’est présente. Dans 3 autres puits sont
déposés 5 uL d’ADN de chien exempt d’ADN correspondant au CHV, ce qui fournit un controle
négatif. Hormis quelques éventuelles amplifications parasites pouvant produire un bruit de fond
(sous le seuil), aucune fluorescence significative ne doit étre émise lors de la réaction. Ensuite, des
échantillons dits « standards », correspondant a des concentrations connues en ADN infecté par le
CHV sont ajoutés. Dans le cadre de ce travail, 3 concentrations différentes ont été utilisées. Ainsi, 3
puits ont recu 5 pL d’une solution concentrée a 150.10 ng/uL d’ADN contaminé par le CHV, 3 autres
a150.10 3 ng/uL et enfin 3 autres a 150.10°* ng/uL. Enfin, pour chaque ADN a tester, 3 puits ont été
remplis avec 5 plL de ce dit ADN (Figure 19). Le fait de travailler avec 3 puits pour chaque échantillon
permet d’apprécier la reproductibilité intra-essai pour un méme échantillon. Dans le cas ou un trop
faible volume d’ADN pour un échantillon était disponible, seulement 2 puits de cet échantillon

étaient déposés.

NTC : contrble sans matrice

Controle négatif (ADN de chien exempt
d’ADN CHV)

de CHV a 150.10° ng/pL

Standard : ADN canin contaminé par ADN
de CHV a 150.10% ng/pL

Standard : ADN canin contaminé par ADN
de CHV a 150.10" ng/pL

®
Q0000 || @
) ( ) ( DO ‘ Standard : ADN canin contaminé par ADN
@
@

3 puits du méme ADN a tester

Figure 19: Schéma d’une plague 96 puits classique utilisée pour les PCR temps-réel (créée sur
Biorender.com)

3.1.4.1.2.2. Fonctionnement de la PCR temps réel Evagreen®

Lorsque le colorant EvaGreen® est libre dans la solution de départ, il n"émet que peu de
fluorescence. Une fois la réaction amorcée, il se fixe au niveau de I’ADN double brin lorsque
I'amplification de la séquence ciblée progresse. Cette liaison a I’ADN entraine I'’émission d’une
fluorescence verte (Figure 20). Par conséquent, plus I'amplification progresse et plus la fluorescence

cumulée mesurée augmente. Cette réaction PCR étant suivie en temps réel, la fluorescence cumulée
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observée pendant la phase d’élongation augmente a chaque cycle. (Poitras et al., 2002). L’appareil
de PCR en temps-réel utilisé permet de suivre la quantité en temps réel d’ADN amplifié par la
réaction en suivant cette fluorescence (Bustin 2000). Ici, la quantité de cible présente dans

I’échantillon de départ est inversement proportionnelle au Cq obtenu.

¥ 1

& Amorcesens E; »>

5 N 8
g LU L s 3.|.|.|.|.|J]( m.lm.l.l.s

Contenu du puits au moment de @ Dénaturation @ Appariement des amorces @ Elongation
l'initiation de la réaction
Taq ADN double G oy 6
polymérase ? brin & amplifier /
an 6 GT P o 9777 S— e / 3
4 TTTTTITITITITITIT1] TTTTTTTIT1LI11] ITTI11
/ : < —_— Ce— @.I.LI.LL 5
5 CTTTTTTTTTTT T T T T T3 5 FTTIV G Amorce anti-sens '\ s Eé'>

3

o T
04"
\))Eolorant émetteur de

fluorescence EvaGreen® (forme T Nucléotides e G Signal fluorescent
inactive)
Séparation des deux brins dADN Fixation du colorant sur les produits
sous  augmentation de la damplification en formation et
température émission de fluorescence
Résumé du principe de la Activation et émission de Ré
F ésultats
PCR temps-réel Eva Green® fluoresgence B
™11 r | H EEEE mplification
n TTTTTITTTTT] 8 g
Plus la quantité en ADN 8
amplifié est importante et g
: S Seuil
plus le signal fluorescent est / ) ) S
important G Y
___Absence d'amplification
Fixation du colorant " -
EvaGreen® inactif au Signal fiiorescent Cycles
produit d'amplification

Figure 20 : Principales étapes et principe de fonctionnement de la PCR en temps réel EvaGreen®

(créée sur Biorender.com)

L'interprétation du résultat obtenu se fait comme indiqué en partie 2.4.2.2.1.4. .

Cependant, la technologie EvaGreen® utilisant un intercalant et non pas une sonde, une étape
supplémentaire est nécessaire pour interpréter nos résultats et s’assurer que |'amplification
obtenue correspond bien a celle de la séquence recherchée. Le logiciel génére une courbe de
dissociation permettant de mettre en relation la dérivée de la quantité de fluorescence émise (-
dRFU/dT) en fonction de la température (°C). On peut alors en déduire une certaine température
de fusion (Tm) du produit d’amplification spécifique des amorces utilisées. Cela permet de constater
qu’un seul produit PCR a bien été amplifié, ce qui se traduit par la présence d’un unique pic sur la
courbe obtenue. La présence d’un seul signal refléte la présence d’un seul type d’amplicon et prouve
donc la spécificité de I'amorce au géne cible. Sur la Figure 21, représentant une courbe

d’amplification générée suite a la réalisation d’'une PCR temps-réel via la technique EvaGreen®, on
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constate qu’il n’y a qu’un seul pic, aux alentours de Tm = 77°C, ce qui traduit bien le fait qu’un seul

produit est amplifié.

Melt Peak

T T T T T T T T T T T T T T T

5000 __ Sl e e L SRR _

-

4000

3000

i
I

-d(RFU)/dT

2000

1

1000

80 70 Tm=77°C g 90

Temperature, Celsius

Figure 21: Exemple de courbe de dissociation obtenue via la technique EvaGreen®

3.1.4.1.3. Mode opératoire de la PCR en temps réel Tagman utilisée

Tout comme pour la réalisation d’une PCR temps-réel selon la méthode EvaGreen, des étapes
préalables de préparation sont nécessaires pour effectuer une PCR temps-réel via la technique
Tagman. L'utilisation d’une sonde implique de travailler avec un mix, différent d’'une PCR en temps-
réel en chimie EvaGreen. Nous avons utilisé le kit Takyon No Rox Probe MasterMix TTP
commercialisé par Eurogentec (Tableau XXII). Lors de notre travail, le mix a été préparé selon les
recommandations spécifiées. La quantité de mix préparée dépend du nombre de réactions voulues
Une fois le mix préparé (Figure 22), il est réparti de maniere égale dans les puits d’une plaque 96
puits. A ces puits sont rajoutés les ADN a tester. Dans le cadre de ce travail, 5 uL d’ADN a tester ont

été ajoutés dans les puits (Figure 19).
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Tableau XXIl : Recommandations pour la constitution du mix réactionnel pour gPCR Tagman selon

les indications du fabricant

Composant Volume Concentration finale
Takyon™ MasterMix 10 pL 1x
Amorce sens (10 pmol/uL) 2 uL 50 -900 nM
Amorce anti-sens (10 pmol/pL) 2 uL 50 -900 nM
Sonde 2 uL 100 - 250 nM
ADN a tester 1-4puL 1-50ng/uL
Eau stérile grade PCR 20 uL gsp
Total 20 pL

N ;

Sortie des et du mix Décongélation lente Agitation rapide des Centrifugation @
;i sur glace tubes décongelés au rapide des tubes
"etdela vortex décongelés
conservés a-20°C \ 2 % ﬁ ﬁ

Dépot dans un eppendorf vide d'une
quantité calculée d'amorces et de
mix Takyon, d'eau stérile et de sonde

a— “—
Dépot d'un volume calculé de Centrifugation rapide Agitation rapide de
dans le nombre de puits du
nécessaires sur une plaque 96 puits au vortex

Figure 22 : Principales étapes de préparation du mix de PCR temps-réel Tagman (créée sur
Biorender.com)
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3.1.4.2. LagPCR Tagman, SCANELIS

Afin de confirmer ou d’infirmer certains de nos résultats, nous avons envoyé des échantillons dans
un laboratoire de référence, SCANELIS, utilisant la méthode Tagman et ciblant le gene tk du CHV.
Les échantillons ont été regroupés par 5 (en fonction de leur probabilité de positivité selon les
éléments anamnestico-cliniques disponibles) et 'ADN mis en commun a été testé. Si ce dernier

revenait positif, les ADN étaient testés séparément pour identifier le ou les positifs.

3.1.4.3. Electrophoreése sur gel d’agarose

Le but de I'électrophorese, appliquée a nos expériences, est de s’assurer qu’un échantillon revenant
positif en PCR en temps réel, mais a la limite du bruit de fond, soit bien positif. Cela nous permettra
donc de détecter des faux positifs éventuels. En pratique, un marqueur moléculaire est placé dans
le premier puits (Figure 23), le contenu des puits des plaques de PCR temps-réel contenant I’ADN
viral du CHV a diverses concentrations dans les suivants et les puits a tester dans les autres. Ici, nous
avons utilisé un gel d’agarose a 2 % (Invitrogen E-gel EX 2% Agarose-Thermofisher) afin de séparer
les fragments de petite taille. La résolution de ce type de gel est de I'ordre de 5 paires de bases. Le
marqueur moléculaire choisi ici est le E-gel 50 pb DNA Ladder-Thermofisher d’une taille de 50 paires

de bases et I'appareil utilisé est le Invitrogen E-Gel Power Snap Camera-Thermo- fisher.

Dép6t d'un marqueur de poids moléculaire

Electrodes Dép6ot des échantillons a tester

Gel d'agarose

Figure 23 : Systeme d’électrophorése sur gel (créée sur Biorender.com)
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3.1.5. Lasérologie

La technique sérologique utilisée pour détecter d’éventuels anticorps anti-CHV est
I'immunofluorescence indirecte (IFl). Le laboratoire ayant effectué ces tests sérologiques n’est pas
connu, mais travaille en partenariat avec le laboratoire SCANELIS, ayant effectué des qPCR Tagman
sur les écouvillons vaginaux, préputiaux et sur le sperme que nous leurs avons envoyés au cours de
ce travail. Nous savons qu’il s’agit d’un laboratoire expérimenté mais nous ne pouvons
malheureusement pas préciser la sensibilité ni la spécificité du test sérologique réalisé mais nous
savons que le seuil de positivité est fixé a un titre en anticorps inférieur a 1/20. Nous avons prélevé
le sérum de tous les animaux participant a I’étude (soit 93) mais n’avons pu n’en envoyer que 44,

en raison de I'hémolyse de certains échantillons.

3.2. Résultats

3.2.1. Informations générales et éléments anamnestico-cliniques concernant les

animaux prélevés

Le tableau XXIlIl rassemble les sexes, races, ages et principaux éléments anamnestico-cliniques des
chiennes et chiens prélevés pour ce travail sur le CHV. Nous avons pu prélever 75 chiennes et 18

males. Seule une chienne n’a pas pu voir son sang prélevé face a son agressivité.

Tableau XXIIl : Description et caractéristigues des animaux inclus pour la détection du CHV

Animal Sexe Age Race Eléments anamnestico-cliniques importants
FEMELLES

1,5 Yorkshire - Née d’une portée sans probléme
F-001@ | Femelle ) L _

ans Terrier - Jamais mise a la reproduction

. - Née d’une portée sans probléme

1,5 Biewer .
F-002 | Femelle _ - Gestante de 30 jours au moment des

ans Terrier L.

préléevements

2,5 Biewer - Née d’une portée sans probléme
F-003@ | Femelle ) ) ]

ans Terrier - 2 portées sans anomalie

118




3,5 Biewer 18 portée : tous les chiots sont morts
F-004@ | Femelle ) . ) ]
ans Terrier 2€M€ portée : 1 survivant
6 . . Née d’une portée sans probleme
F-005@ | Femelle _ Spitz Nain T _
mois Jamais mise a la reproduction
1,5 . . Née d’une portée sans probleme
F-006® | Femelle Spitz Nain T _
ans Jamais mise a la reproduction
) ] Avortement a 30 jours sur premiére
F-007@ | Femelle | 2ans | Spitz Nain _
gestation
1,5 . . Née d’une portée sans probléme
F-008@ | Femelle Spitz Nain o - -
ans Saillie une fois sans gestation
6 Yorkshire Jamais mise a la reproduction
F-009@ | Femelle , , e N A .
mois | Terrier Née d’une portée a problémes (2 survivants)
7 Yorkshire Née d’une portée sans probleme
F-010@ | Femelle ) ) - i i
mois | Terrier Saillie une fois sans gestation
. Jamais mise a la reproduction
8 Yorkshire . N .
F-011@ | Femelle _ _ Née d’une portée a problémes (seule
mois Terrier . . .
survivante a la naissance)
5 . . Née d’une portée sans probléme
F-012@ | Femelle ) Spitz Nain R )
mois Jamais mise a la reproduction
. Jamais mise a la reproduction
5 Biewer ., L. R
F-013( Femelle . . Née d’une portée a problémes (seule
mois Terrier . . .
survivante a la naissance)
4 Yorkshire Née d’une portée sans probleme
F-014@ | Femelle ) ) R )
mois | Terrier Jamais mise a la reproduction
Vaccinée contre le CHV
b 1% mise-bas 2 semaines avant les
F-015® | Femelle |2ans | Pomsky . .
préléevements sans probleme
Née d’une portée sans probleme
Née d’une portée sans probleme
1,5 Golden i
F-016) Femelle . Gestante de 30]0u\rs
ans Retriever Vaccinée CHV au 8°™¢ jour de gestation (vaccin
acheté en avance et conservé)
b 1,5 Golden Née d’une portée sans probleme
F-017® | Femelle - ,
ans Retriever Gestante de 20 jours
Pas d’information sur la naissance
b Labrador . . ol
F-018( Femelle | 3ans ) 3 mise-bas avec de la mortinatalité a chaque
Retriever

fois
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Derniére mise-bas 15 jours avant les
prélevements. Mise sous couveuse des
chiots a la naissance

1% mise-bas 1 mois avant les prélévements
Doublement vaccinée CHV lors de la
gestation selon les recommandations du

F-019®) | Femelle |2ans | Pomsky
RCP**
Pas de soucis au niveau des chiots de sa
portée
b Née d’une portée sans probleme
F-020®) | Femelle |1an Pomsky T _
Jamais mise a la reproduction
Née d’une meére dont la précédente portée
b Golden est morte
F-021® | Femelle | 3ans ) ) . .
Retriever Mortinatalité sur chacune des portées
Vaccinée CHV
b Golden . . ,
F-022®) | Femelle |3 ans _ Mortinatalité sur 2 portées
Retriever
Née d’'une meére ayant eu plusieurs
b 1,5 Golden ] i
F-023®) | Femelle ) avortements et chiots mort-nés
ans Retriever R .
Jamais mise a la reproduction
b 1,5 Golden Née d’une portée sans probléme
F-024®) | Femelle ) R )
ans Retriever Jamais mise a la reproduction
b 1,5 Golden Née d’une portée sans probleme
F-0250) | Femelle ) S )
ans Retriever Jamais mise a la reproduction
b Golden Née d’une portée sans probleme
F-026® | Femelle |2 ans _ ) )
Retriever A eu une portée sans probleme
N’est plus utilisée pour la reproduction
Issue d’une portée avec mortinatalité (soeur
b Golden
F-027® | Femelle |7 ans _ de F-028)
Retriever . i .
A eu des chiots mort-nés lors de ses 3 mises-
bas
N’est plus utilisée pour la reproduction
Issue d’une portée avec mortinatalité (soeur
b Golden de F-027)
F-028" | Femelle | 7 ans ) ] )
Retriever A eu des mort-nés sur 2 mises-bas.
Derniére mise-bas sans anomalie (chienne
vaccinée CHV lors de celle-ci)
Dogue de Née d’une portée sans probleme
F-0299 | Femelle |4 ans R )
Bordeaux Jamais mise a la reproduction
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Inséminée le lendemain des prélévements
Sera vaccinée CHV lors de sa gestation

Née d’une portée sans probleme

7,5 Dogue de 3 gestations sans anomalie
F-030° | Femelle o .
ans Bordeaux Vaccinée CHV selon les RCP** a chaque
gestation
Née d’une portée sans probleme
F-031 | Femelle |2ans | Spitz nain 2 chiots momifiés et 2 chiots sains lors de
son unique mise-bas
Née d’une portée sans probleme
F-032@ | Femelle |2ans | Spitz nain 2 chiots sur 5 mort-nés lors de son unique
mise-bas
Née d’une portée sans probleme
F-033@ | Femelle |3 ans | Spitz nain Avortement sur premiére gestation 1
semaine avant les prélévements
Née d’une portée sans probleme
Premiére et unique mise-bas a 1 an, sans
F-034'Y) | Femelle |4 ans | Spitz nain anomalie
Depuis chaleurs irréguliéres et pas de
gestation malgré plusieurs IA*
Née d’une portée sans probléme
F-035/¥ | Femelle |5ans | Spitz nain 2 avortements
Aucune mise-bas
. Née d’une portée sans probleme
F-036® | Femelle ] 1an Chihuahua R )
Jamais mise a la reproduction
Née d’une portée sans probleme
F-037® | Femelle |1an Chihuahua S p\ P )
Jamais mise a la reproduction
F-038¢) | Femelle |4 ans | Chihuahua Avortements sur 4 IA* (seule information)
Née d’une portée sans probleme
] 4 Bulldog Jamais mise a la reproduction
F-039% | Femelle _ _ n i o
mois | anglais Née d’une mere vaccinée CHV lors de la
gestation
Née d’une portée sans probleme
] Bulldog 2 portées sans probléme
F-040' Femelle | 3ans ] o ]
anglais Vaccinée CHV selon les recommandations du
RCP** |ors de ses 2 gestations
, Bulldog Née d’une portée sans probleme
F-041 | Femelle |3 ans _ ) X
anglais 1 portée sans probléeme
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Vaccinée CHV selon les recommandations du
RCP** lors de sa gestation

Née d’une portée sans probleme
2 gestations

] 3ans | Bulldog A perdu deux chiots 2 jours apres sa
F-042% | Femelle , , n .
mois | anglais derniere mise-bas
Vaccinée CHV selon les recommandations du
RCP**
; 6 Bulldog Née d’une portée sans probléme
F-043) | Femelle _ _ R _
mois | anglais Jamais mise a la reproduction
; 7 Bulldog Née d’une portée sans probléme
F-044% | Femelle , , o .
mois | anglais Jamais mise a la reproduction
, 8 Bulldog Née d’une portée sans probleme
F-045(") Femelle ) ] R )
mois | anglais Jamais mise a la reproduction
, 8 Bulldog Née d’une portée sans probleme
F-046" | Femelle _ , L .
mois | anglais Jamais mise a la reproduction
Née d’une portée sans probléme
, Bulldog A eu une portée sans probleme
F-047) Femelle | 3ans ] o ]
anglais Vaccinée CHV selon les recommandations du
RCP** a chaque gestation
Née d’une portée sans probléme
, Bulldog A eu une portée sans probleme
F-048(") Femelle | 3ans ] o ]
anglais Vaccinée CHV selon les recommandations du
RCP** a chaque gestation
Née d’une portée sans probleme
Jamais mise a la reproduction
] Akita Importée des Etats-Unis
F-049) Femelle | 2ans o , ) )
américain Episode de toux du chenil ayant touché une
vingtaine d’animaux 6 mois avant les
prélévements
Née d’une portée sans probleme
Importée des Etats-Unis
Episode de toux du chenil ayant touché une
Akit vingtaine d’animaux 6 mois avant les
ita
F-0508) | Femelle | 2ans o prélévements
américain

A fait une métrite aprés une premiere
insémination artificielle

A perdu 2 chiots 3 jours apres sa premiére
mise-bas.
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F-051

Femelle

6 ans

Basset
artésien
normand

Pas d’information sur sa naissance
Césarienne sur chiots momifiés quelques
années auparavant

Sous traitement immunosuppresseur avec
prednisolone a 1,7 mg/kg PO BID suite a
forte suspicion de MICI ou de lymphome
intestinal

Vaginite avec congestion muqueuse,
écoulements muqueux et petits follicules sur
la muqueuse.

Prélevements réalisés lors de la constatation
de ces lésions

F-052("

Femelle

3 ans

Rottweiler

Née d’une portée sans probleme

A eu 2 portées

1 anasarque et 4 chiots vivants lors de sa
premiere mise-bas

Mortinatalité de tous les chiots lors de la
seconde portée

Pyomeétre 2 semaines aprés sa 3°™¢ |[A*

Vit dans un chenil avec une femelle dont
I'autopsie des chiots est revenue en faveur
du CHV

F-053(h)

Femelle

1an

American
Staffordshire
Terrier

Née d’une portée sans probleme
Jamais mise a la reproduction
En cestrus au moment des prélevements

F-054™)

Femelle

1an

Staffordshire
Bull Terrier

Née d’une portée sans probleme
Jamais mise a la reproduction
En cestrus au moment des prélevements

F-055h)

Femelle

6 ans

Rottweiler

Née d’une portée sans probleme

A reproduit 3 fois, sans probleme

Vit dans un chenil avec une femelle dont
I'autopsie des chiots est revenue en faveur
du CHV

F-056'h)

Femelle

2 ans

Staffordshire
Bull Terrier

Née d’une portée sans probleme.

A eu une portée, sans probleme

Sous traitement antibiotique (amoxicilline et
acide clavulanique) suite a deux injections
d’alizine dans le cadre d’un pyometre, au
moment des prélévements
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h American Née d’une portée sans probleme
F-057" | Femelle | 2ans R )
Bully Jamais mise a la reproduction
Née d’une portée sans probleme
h Staffordshire , p o P
F-058" | Femelle |1an , N’a encore jamais mis bas
Bull Terrier s . ,
Saillie 2 semaines avant les prélevements
American Née d’une portée sans probleme
F-059(0 Femelle | 3 ans | Staffordshire A eu 3 mises-bas avec 2 chiots sains a
Terrier chaque fois
h Staffordshire Née d’une portée sans probleme
F-060" | Femelle |1an _ R _
Bull Terrier Jamais mise a la reproduction
) Née d’une portée sans probléme
h Staffordshire o X oo
F-061™ | Femelle | 1,5an _ Saillie pour la 1° fois 7 jours avant les
Bull Terrier .
prélévements
N Staffordshire Née d’une portée sans probléme
F-062" | Femelle | 1,5an _ T ,
Bull Terrier Jamais mise a la reproduction
N Staffordshire Née d’une portée sans probléme
F-063" | Femelle | 1an i R )
Bull Terrier Jamais mise a la reproduction
h Staffordshire Née d’une portée sans probléeme
F-064" | Femelle |1an , ST _
Bull Terrier Jamais mise a la reproduction
Née d’une portée sans probleme
h Staffordshire ; . P \p ]
F-065" | Femelle |2 ans _ 1% portée, sans probléme, 1 mois avant les
Bull Terrier .
prélevements
Née d’une portée sans probleme
h Staffordshire 2 chiots nés par césarienne lors de sa
F-066" | Femelle | 2ans _ . _ _
Bull Terrier premiére gestation, 2 semaines avant les
prélevements
Née d’une portée sans probleme
N Staffordshire 5 chiots nés par césarienne lors de sa
F-067" | Femelle | 2ans i . ) ]
Bull Terrier premiere gestation, 10 jours avant les
prélevements
Née d’une portée sans probleme
Tous les chiots de sa premiére portée sont
morts dans les 5 premiers jours, 3 semaines
avant les prélevements
F-068" | Femelle | 2ans | Rottweiler Autopsie d’un chiot de cette portée en

faveur du CHV.

La chienne présentait des signes de rhinite
avec jetage séreux lors des 2 dernieres
semaines de gestation
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Née d’une portée sans probleme

F-069®) | Femelle |1an | Pomsky - 1°® mise-bas sans probléme le jour des
prélevements
- Née d’une portée sans probléme
- 2°me mijse-bas 2 jours avant les
b prélevements. Unique chiot de la portée est
F-070®) | Femelle |2ans | Pomsky )
mort-né.*
- Vaccination CHV selon les recommandations
du RCP**
- Née d’une portée sans probléme
b 1,5 - 1% gestation a J50 lors des prélévements
F-071®) | Femelle Pomsky S _
ans - Vaccinée CHV selon les recommandations du
RCP**
b 1,5 Golden - Née d’une portée sans probléme
F-072) | Femelle _ : o .
ans Retriever - 1°® gestation a J40 lors des prélevements
- Née d’une portée sans probleme
- Prélevements la veille de la mise-bas.
b Golden - A déja eu 4 portées sans probleme
F-073® | Femelle |7 ans _ ) .
Retriever - Vaccinée avec FELIGEN® CRP*** 3 J10 et J30
post IA* a cause d’une rupture de I'EURICAN
205 @
- Née d’une portée sans probléme
b Golden - N’ajamais eu de probleme lors de ses mises-
F-074®) | Femelle |7 ans )
Retriever bas
- |IA* 50 jours avant les prélevements
- Née d’une portée sans probléme
b 1,5 Labrador ]
F-075®) | Femelle _ - Gestante de 45 jours au moment des
ans Retriever .
prélevements
MALES
R ) . - Né d’une portée sans probléme
M-001@ | Male 3ans | Spitz nain . )
- Pere de I'avortement de F-007
. 2,5 Yorkshire - Né d’une portée sans probléme
M-002() | Male _ o, ) .
ans Terrier - Pére d’'une portée sans probleme
. Biewer - Né d’une portée sans probléme
M-003@ | Male 1an , , e .
Terrier - N’a pas encore été mis a la reproduction
R Biewer - Né d’une portée sans probléme
M-0042 | Male 3 ans ) ] ] ]
Terrier - Azoospermie depuis toujours
b ) Golden . ) .
M-005®) | Male 5 ans - - Né d’une portée sans probléme
Retriever
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Pére de deux portées avec mortinatalité, sur
deux chiennes différentes

Né d’une portée sans probléme

b ) Golden . , . : s oo
M-006®) | Male 6 ans ) Pére d’une portée avec mortinatalité. Péere
Retriever i .
de 3 autres portées sans probleme
. 9 Dogue de Né d’une portée sans probléme
M-007 | Male _ , s .
mois | Bordeaux N’a pas encore été mis a la reproduction
Né d’une portée sans probléme
M-008) | Male 5ans | Spitz nain Pére de portées sans probléme
Né d’une portée sans probléme
A été mis a la reproduction sans résultat
g R ) . Un spermogramme a mis en évidence une
M-009? | Male 7 ans | Spitz nain , , )
oligospermie avec présence de coques et de
polynucléaires neutrophiles 1 mois avant les
prélevements
Né d’une portée sans probléme
Pére de portées sans probleme
) R Berger de . .
M-010) | Méle 9 ans B Traitement a I’énilconazole dans le cadre
eauce
d’une aspergillose nasale au moment des
prélevements
Né d’une portée sans probléme
Pére de portées sans probléme
. . Berger de . L. .
M-0110) | Male 9 ans B Actuellement sous traitement corticoides a
eauce
0,6 mg/kg a visée anti-prurigineuse dans le
cadre d’une suspicion d’atopie canine
. R i Né d’une portée avec deux chiots malformés
M-0120) | Male 7 ans | Léonberg . ) .
Pére de portées sans probleme
. . Né d’une portée sans probléme
M-013(¢) | Male 1an | Chihuahua ) R _
N’a pas encore été mis a la reproduction
i Pas de probléme a la naissance
K . Welsh Corgi L L
M-014K) | Male 5 ans ) Prélevements réguliers de semence pour
Cardigan o e
inséminations artificielles
i Pas de probléme a la naissance
‘ R Welsh Corgi L L
M-015K | Male 5 ans Cardi Prélevements réguliers de semence pour
ardigan
8 inséminations artificielles
Né d’une portée sans probléme et d’une
] R Bulldog mere vaccinée CHV selon les
M-016() | Male 1an ] )
anglais recommandations du RCP** lors de la

gestation
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- N’a pas encore été mis a la reproduction
- Né d’une portée sans probléme et d’une
mere vaccinée CHV selon les
; R Bulldog .
M-017) | Male 1an _ recommandations du RCP** lors de la
anglais )
gestation
- N’a pas encore été mis a la reproduction
; R Bulldog - Né d’une portée sans probléme
M-018) | Male 3 ans ) . ) .
anglais - Pere de deux portées sans probleme

* |A = Insémination Artificielle

** RCP = Résumé des caractéristiques du produit

*** FELIGEN® CRP : vaccin avec une AMM pour les chats, pour immunisation active contre la rhinotrachéite virale
du chat (FHV), la calicivirose féline (FCV) et la panleucopénie infectieuse féline

NB :

- Lorsqu’aucune précision n’apparait quant au statut vaccinal de I'animal, c’est qu’il n’est pas vacciné contre
le CHV au moment des prélevements
- (x) : les animaux provenant du méme élevage sont identifiés avec la méme lettre entre parenthéses

3.2.2. Extractions ADN des divers échantillons prélevés

L'extraction de I’ADN des échantillons a analyser est une étape indispensable a toute analyse PCR.
Par conséquent, nous avons réalisé des extractions sur : du sang total, des écouvillons vaginaux et

préputiaux, du sperme et les organes d’un chiot selon différents protocoles.

3.2.2.1. Sangs totaux

3.2.2.1.1. Femelles

Les sangs totaux de toutes les femelles ont pu étre recueillis, a I'exception de celui de la femelle F-
055 en raison de son agressivité lors des préléevements (Tableau XXIV). Quelques rapports
A260/A280 et A260/A230, grisés dans le tableau, sont en dehors des intervalles attendus
(respectivement 1,80 — 2,00 et 2,00 — 2,20), mais en sont suffisamment proches pour que nous les

conservions pour analyses PCR.
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Tableau XXIV : Concentration d’ADN en ng/ulL et rapports des densités optiques A260/A280 et

A260/A230 des ADN extraits de sang total prélevé sur les femelles

Animal Concentration en ADN (ng/pL) A260/A280 A260/A230
F-001 44,0 1,79 2,12
F-002 118,1 1,84 2,04
F-003 67,5 1,81 1,93
F-004 79,7 1,81 2,00
F-005 38,3 1,80 2,09
F-007 71,6 1,79 2,07
F-006 98,6 1,89 2,17
F-008 88,7 1,83 2,14
F-009 100,4 1,84 2,17
F-010 88,4 1,84 2,04
F-011 95,4 1,81 2,12
F-012 103,6 1,84 2,23
F-013 85,9 1,81 2,17
F-014 98,4 1,81 2,28
F-015 147,4 1,83 2,13
F-016 190,2 1,85 2,14
F-017 270,8 1,86 2,18
F-018 103,8 1,82 2,12
F-019 149,6 1,87 2,08
F-020 147,6 1,81 2,18
F-021 193,0 1,85 2,16
F-022 125,1 1,84 2,27
F-023 150,2 1,83 2,04
F-024 253,2 1,86 2,13
F-025 227,5 1,86 2,15
F-026 209,5 1,86 2,26
F-027 112,2 1,84 2,03
F-028 156,5 1,85 2,13
F-029 65,1 1,83 2,17
F-030 48,0 1,85 2,09
F-031 57,4 1,77 2,18
F-032 53,6 1,87 2,03
F-033 54,2 1,81 2,18
F-034 58,6 1,81 2,15
F-035 105,9 1,83 2,23
F-036 78,9 1,83 2,19
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F-037 130,0 1,88 2,14
F-038 49,1 1,84 2,15
F-039 41,0 1,80 2,29
F-040 94,8 1,78 2,16
F-041 1244 1,81 2,11
F-042 146,9 1,87 2,00
F-043 251,7 1,85 2,14
F-044 128,2 1,82 2,06
F-045 85,3 1,83 2,16
F-046 338,7 1,86 2,10
F-047 135,2 1,83 2,14
F-048 137,8 1,81 2,16
F-049 56,2 1,95 2,09
F-050 111,0 1,84 2,00
F-051 79,7 1,81 2,18
F-052 135,0 1,88 2,21
F-053 63,3 1,81 2,11
F-054 60,0 1,80 2,02
F-055 Impossibilité de prélever du sang face au caractére de I'animal
F-056 88,6 1,81 2,12
F-057 64,1 1,99 2,06
F-058 79,8 1,84 2,11
F-059 47,0 1,81 2,23
F-060 68,2 1,80 1,98
F-061 56,8 1,82 2,06
F-062 55,6 1,91 2,02
F-063 58,9 1,95 2,05
F-064 174,5 1,80 2,07
F-065 49,1 1,82 2,02
F-066 68,9 1,87 2,13
F-067 53,4 1,80 2,16
F-068 75,7 1,83 2,02
F-069 274,9 1,99 2,14
F-070 213,2 1,97 2,12
F-071 172,6 1,90 2,04
F-072 109,9 1,87 2,29
F-073 188,0 1,90 2,19
F-074 117,21 1,82 2,25
F-075 208,7 1,88 2,15
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3.2.2.1.2. Males

Les sangs totaux des 18 males intégrés a cette étude ont pu étre prélevés. Les résultats des
extractions ADN de ces prélevements sont satisfaisants et ont tous été conservés pour la suite des
manipulations (Tableau XXV). Tout comme pour les femelles, les rapports A260/280 et A260/A230

en dehors des intervalles attendus sont grisés dans le tableau qui suit.

Tableau XXV : Concentration d’ADN en ng/ul et rapports des densités optiques A260/A280 et

A260/A230 des ADN extraits de sang total prélevé sur les méles

Animal Concentration en ADN (ng/uL) A260/A280 A260/A230
M-001 80,1 1,82 2,17
M-002 62,9 1,83 2,08
M-003 61,3 1,84 2,10
M-004 62,8 1,94 2,16
M-005 123,9 1,84 2,08
M-006 157,4 1,83 2,14
M-007 113,2 1,83 2,13
M-008 78,1 1,86 2,11
M-009 59,7 1,88 2,06
M-010 107,3 1,86 2,17
M-011 67,4 1,82 2,08
M-012 129,3 1,81 2,28
M-013 126,1 1,81 2,04
M-014 135,1 1,85 2,14
M-015 167,3 1,85 2,25
M-016 198,8 1,86 2,17
M-017 128,1 1,83 2,13
M-018 131,2 1,83 2,11
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3.2.2.2. Ecouvillons vaginaux

Les cellules vaginales présentes sur les cytobrosses utilisées pour réaliser les prélévements vaginaux
de toutes les femelles ont pu étre extraits, y compris pour la femelle F-055 (Tableau XXVI). Quelques
rapports A260/A280 et A260/A230 sont en dehors des intervalles attendus (respectivement 1,80 —
2,00 et 2,00 — 2,20), mais en sont suffisamment proches pour que nous les conservions pour la suite

des manipulations. Les valeurs en dehors de ces intervalles sont grisées.

Tableau XXVI : Concentration d’ADN en ng/ul et rapports des densités optiques A260/A280 et

A260/A230 des ADN extraits a partir des cellules prélevées par cytobrosses vaginales

Animal Concentration en ADN (ng/uL) 260/280 260/230
F-001 36,3 1,80 2,06
F-002 59,9 1,81 2,01
F-003 37,2 1,83 2,18
F-004 81,8 1,82 2,07
F-005 57,6 1,83 2,08
F-007 43,0 1,81 2,17
F-006 35,8 1,81 2,01
F-008 34,6 1,84 2,13
F-009 43,7 1,85 2,12
F-010 37,7 1,82 2,07
F-011 38,1 1,80 2,12
F-012 53,3 1,87 2,18
F-013 65,2 1,97 2,13
F-014 87,3 1,93 2,17
F-015 36,1 1,80 2,08
F-016 79,3 1,81 2,12
F-017 56,0 1,83 2,13
F-018 47,0 1,80 2,06
F-019 84,0 1,81 2,14
F-020 108,3 1,82 2,09
F-021 57,2 1,80 2,05
F-022 54,6 1,78 2,12
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F-023 44,7 1,81 2,02
F-024 54,8 1,79 2,15
F-025 52,4 1,82 2,18
F-026 56,5 1,80 2,05
F-027 56,6 1,81 2,16
F-028 48,3 1,82 2,11
F-029 45,0 1,82 2,19
F-030 53,4 1,79 2,00
F-031 47,7 1,81 2,08
F-032 53,5 1,85 2,19
F-033 54,0 1,83 2,06
F-034 45,1 1,92 2,16
F-035 56,6 1,80 2,07
F-036 60,2 1,80 2,08
F-037 50,8 1,80 2,16
F-038 52,1 1,81 2,20
F-039 32,8 1,82 2,17
F-040 33,8 1,86 2,13
F-041 35,8 1,79 2,15
F-042 44,8 1,76 2,22
F-043 65,4 1,80 2,04
F-044 59,9 1,81 2,21
F-045 44,1 1,80 2,04
F-046 37,7 1,85 2,03
F-047 33,6 1,83 2,19
F-048 55,7 1,80 2,08
F-049 63,9 1,83 2,19
F-050 41,3 1,82 2,18
F-051 53,2 1,85 2,23
F-052 131,9 1,81 2,06
F-053 56,2 1,80 1,79
F-054 55,2 1,76 2,08
F-055 50,8 1,84 2,01
F-056 149,7 1,87 2,11
F-057 238,6 1,87 2,19
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F-058 205,0 1,85 2,19
F-059 58,9 2,00 2,08
F-060 174,0 1,86 2,18
F-061 53,4 1,84 2,00
F-062 52,7 1,85 2,05
F-063 61,0 1,85 2,14
F-064 80,9 1,91 2,18
F-065 52,9 1,81 2,05
F-066 222,5 1,89 2,15
F-067 196,6 1,88 2,18
F-068 665,9 1,85 2,25
F-069 38,7 1,81 2,07
F-070 52,0 1,90 2,01
F-071 47,6 1,86 2,06
F-072 52,4 1,97 2,09
F-073 44,0 1,83 2,03
F-074 60,4 1,79 2,16
F-075 51,2 1,84 2,19

3.2.2.3. Ecouvillons préputiaux

Les ADN des cellules préputiales présentes sur les cytobrosses utilisées pour réaliser les
prélevements au niveau du prépuce de tous les males ont pu étre extraits (Tableau XXVII). Seuls
deux rapports A260/A230 sont en dehors des intervalles attendus, mais en sont suffisamment
proches pour que nous conservions le produit des extractions. Globalement, ces dernieres sont

bonne qualité et les concentrations sont largement suffisantes pour analyses PCR.
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Tableau XXVII : Concentration d’ADN en ng/ulL et rapports des densités optiques A260/A280 et

A260/A230 des ADN des cellules prélevées par cytobrosses préputiales

Animal Concentration en ADN (ng/pL) A260/A280 A260/A230
M-001 31,7 1,85 2,07
M-002 32,2 1,88 2,13
M-003 51,3 1,84 2,00
M-004 48,9 1,83 2,17
M-005 50,3 1,84 2,11
M-006 77,7 1,81 2,13
M-007 58,1 1,82 2,11
M-008 64,9 1,81 2,06
M-009 32,2 1,84 2,11
M-010 59,4 1,83 2,22
M-011 37,9 1,90 2,05
M-012 33,2 1,80 2,18
M-013 65,2 1,81 2,07
M-014 72,8 1,98 1,99
M-015 30,8 1,84 2,00
M-016 53,5 1,85 2,24
M-017 42,0 1,88 2,14
M-018 38,4 1,84 2,20

3.2.2.4. Spermes

L’ADN des fractions spermatiques et des fractions cellulaires des spermes des 18 males inclus dans
I’étude ont pu étre extraits. Les quelques valeurs grisées sont en dehors de I'intervalle attendu (1,80
- 2,00 et 2,00 — 2,20 pour les rapports A260/A280 et A260/A230) mais sont jugées suffisamment
proches pour que de nouvelles extractions ne soient pas effectuées (Tableau XXVIII). Le temps
nécessaire pour réaliser ces extractions, la rareté des échantillons, le co(t, la qualité et la quantité

d’ADN extrait de ces échantillons sont les principaux facteurs influencant cette décision.
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Tableau XXVIII : Concentration d’ADN en ng/uL et rapports des densités optiques A260/A280 et

A260/A230 des ADN de cellules spermatiques et de liquides spermatiques

Fraction Concentration
Animal A260/A280 A260/A230
spermatique en ADN (ng/uL)

Liquidienne 34,1 1,95 2,20
M-001

Cellulaire 68,9 1,89 2,12

Liquidienne 51,7 1,83 2,06
M-002

Cellulaire 31,1 1,79 2,13

Liquidienne 29,8 1,80 2,18
M-003

Cellulaire 69,2 1,82 2,17

Liquidienne 73,1 1,89 2,00
M-004

Cellulaire 135,7 1,81 2,18

Liquidienne 34,2 1,81 2,21
M-005

Cellulaire 78,4 1,85 2,05

Liquidienne 56,3 1,88 2,13
M-006

Cellulaire 98,2 1,85 2,03

Liquidienne 30,0 1,85 2,22
M-007

Cellulaire 76,2 1,91 2,18

Liquidienne 54,1 1,80 2,01
M-008

Cellulaire 208,7 1,95 2,12

Liquidienne 28,4 1,82 2,09
M-009

Cellulaire 57,3 1,82 2,03

Liquidienne 65,0 1,86 2,18
M-010

Cellulaire 102,7 1,84 2,00

Liquidienne 43,8 1,78 2,11
M-011

Cellulaire 187,2 1,94 2,14

Liquidienne 46,3 1,89 2,12
M-012

Cellulaire 102,5 1,80 2,07

Liquidienne 51,1 1,83 2,21
M-013

Cellulaire 93,0 1,87 2,17

135




Liquidienne 34,8 1,79 2,20
M-014

Cellulaire 99,6 1,92 2,15

Liquidienne 45,9 1,87 2,01
M-015

Cellulaire 101,1 1,80 2,06

Liquidienne 34,4 1,80 2,00
M-016

Cellulaire 74,9 1,77 2,19

Liquidienne 29,3 1,89 2,10
M-017

Cellulaire 75,2 1,95 2,14

Liquidienne 40,0 1,81 2,19
M-018

Cellulaire 97,4 1,89 2,08

3.2.2.5.

Organes du chiot mort moins de 24h post-partum

L’ADN de divers organes du chiot femelle, de la femelle F-070, mort dans les 24h post-partum a été

extrait. Les résultats de ces extractions figurent au Tableau XXIX et sont satisfaisants.

Tableau XXIX : Concentration d’ADN en ng/ul et rapports des densités optiques A260/A280 et

A260/A230 des ADN extraits de divers organes de I'unique chiot mort de la chienne F-070

Concentration en ADN
Organe A260/A280 A260/A230
(ng/uL)

Noeud lombo-sacré 298,6 1,91 2,09
Noeud lymphatique

205,5 1,90 2,18
mésentérique
Rein droit 441,2 1,93 2,06
Rein gauche 235,1 1,93 2,03
Foie 176,1 1,92 2,13
Foie 134,1 1,89 2,04
Rate 199,5 1,91 2,14
Rate 384,7 1,93 2,13
Poumon 222,1 1,86 2,15
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Poumon

92,7

1,81

2,16

3.2.3. PCR temps-réel

3.2.3.1. Résultats de la comparaison des différents tests PCR temps-réel et tests

retenus

Pour les résultats qui suivent, une « dilution a 10*» veut dire que nous avons utilisé une solution

d’ADN de chien extrait de cellules MDCK contaminées par la souche DK13 du CHV, dont la

concentration finale est de 150.10* ng/uL. La prise d’échantillon a chaque PCR étant de 5 L, nos

tests vont de 75 ng pour la dilution 10 & 75.10% ng d’ADN « infecté », pour la 108,

3.2.3.1.1. Résultats des 5 tests comparés en PCR temps-réel

Comparaison des tests en chimie Tagman

Les figures suivantes illustrent les courbes d’amplifications obtenues en PCR temps-réel a I'aide des

différents tests que nous souhaitions comparer en technologie Tagman (Figures 24 et 25).
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Figure 24 : Exemple de courbe d’amplification de I’'amorce « LED-TK » (Tagman)
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Figure 25 : Exemple de courbe d’amplification de I'amorce « DEC-gB » (Tagman)

La PCR Tagman temps-réel de Ledbetter dans le géne TK (« LED-Tk »), s’avére clairement, au travers
de nos différents critéres semi-quantitatifs (Cq a 10! et 3 107 ou 10%; limite de détection effective;
résultats des témoins négatifs), comme la plus sensible, avec une limite de détection pour une
dilution autour de 108, Nous voyons que le Cq de la dilution 10 est aussi particulierement précoce
(13 cycles environ), pour le premier test (Figure 24). A l'inverse le Cq de la dilution 10 du test « DEC-
gB » est moins précoce (17 cycles environ, Figure 25). Ce décalage vers la droite d’environ 4 cycles
pour le test « DEC-gB », montre clairement qu’il est moins sensible que le « LED-Tk ». Ce test « DEC-
gB » est néanmoins probablement assez efficace et se classe en second d’apres nos criteres.

Nous avons confirmé, lors de nos manipulations, le moins bon positionnement des amorces du test
« MM-CHV » observé par Mélissa Mauriére dans le travail antérieur déja évoqué de 2019 (d’ou
données non montrées ici).

Ces 3 tests Tagman utilisent donc une sonde fluorescente, ce qui favorise certes la spécificité, mais
augmente rapidement et considérablement le colt des analyses de criblage d’échantillons, deés
gu’on s’intéresse a une ou plusieurs centaines de prélevements biologiques. Ceci nous a conduit a
développer de nouveaux tests PCR en EvaGreen®, qui nous sont propres, et a les comparer avec les

deux tests tres sensibles précédents, déja publiés (« LED-Tk » et « DEC-gB »).
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Comparaison des tests en chimie EvaGreen®

Pour ce qui est de la comparaison des tests « LM-gB » et « LM-Tk » en EvaGreen®, nous obtenons

les courbes suivantes d’amplifications types (Figure 26 et 27).
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Figure 26 : Courbe d’amplification de I'amorce LM-gB (EvaGreen®)
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Figure 27 : Courbe d’amplification de I'amorce LM-Tk (EvaGreen®)
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Toujours sur la base de nos mémes critéres, nous constatons que la sensibilité du test « LM-gB » est
meilleure que celle du test « LM-Tk ». En effet, nous obtenons, par exemple, une amplification de
I’ADN du CHV pour une dilution de 10”7 avec un Cq a environ 34 cycles, pour le test « LM-gB », alors
que le Cq pour cette méme dilution avec le test « LM-Tk » est d’environ 40. Notons qu’il est parfois
possible d’obtenir une amplification pour une dilution & 108 avec le test « LM-gB » (notre figure 26
montre 1 courbe sur 3 « sortant » positivement au-dessus du seuil). Ce résultat a une dilution de
108 reste, il est vrai, inconstant, tandis que la positivité a une dilution a 107 est parfaitement

reproductible.

Pour les tests utilisant la technologie EvaGreen®, nous devons analyser en plus des courbes
d’amplification, leurs « courbes de dissociation ». En effet, cette chimie n’utilisant pas de sonde
spécifique a la différence du Tagman, I'étape de dissociation est déterminante pour vérifier si
I’'amplification produit bien une unique séquence spécifique, ou si au contraire le test peut générer
un bruit de fond. Les résultats typiques obtenus pour nos deux couples d’amorces sont présentés

ci-aprés (Figures 28 et 29).
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Figure 28 : Courbe de dissociation obtenue en EvaGreen® pour le test « LM-gB »

140



Melt Peak

5000 + : R
4000 + I ‘,—>| Echantillons positifs | ]
- Probable P\ gl
= dimérisation
2 1 d’amorces
3 3000 + . =
o
14
7
2000 + g
v
1000 L. I I : J - . . . . .
/ — :“:—7 = - eSS S
e == % —— — :
60 70 80 90

Temperature, Celsius

Figure 29 : Courbe de dissociation obtenue en EvaGreen® pour le test « LM-Tk »

La courbe de dissociation des amplicons associés au test « LM-gB » (Figure 28), montre une unique
température de dissociation (Tm). Ceci n’est pas tout a fait le cas pour le test « LM-Tk », pour lequel
deux températures sont identifiées (méme si le « pic » de gauche sur la figure reste largement en
dessous du seuil). Il est probable que ce pic, de Tm plus faible que celui du produit de taille attendu
(il avoisine les 74°C contre environ 80°C pour I'amplicon spécifique) corresponde a la dimérisation
d’amorces lorsqu’aucune cible CHV n’est présente (ADN de MDCK non infectées, donc témoins

négatifs, Figure 29).

Pour résumer, notre test Evagreen® « LM-gB » donne des résultats trés proches du test Ledbetter
« LED-Tk ». La différence de limite de sensibilité analytique est, au maximum, de moins d’un
logarithme décimal (la difficulté de notre test « LM-gB » a révéler systématiquement la dilution
limite 108, le classe juste apreés celui de Ledbetter). Ce test Evagreen® est en tout cas trés clairement

plus sensible que le test Tagman « DEC-gB » déja publié.
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3.2.3.1.2. Tests retenus pour I’analyse des échantillons en PCR temps-réel

Nous avons donc décidé d’utiliser, pour I'analyse des échantillons canins de terrain, d’'une part le
test « LED-Tk » en Tagman, plus colteux, mais d’excellent sensibilité, et d’autre part notre test
« LM-gB » en EvaGreen®, trés sensible également et moins colteux. L'idée est évidemment de
comparer les résultats de ces deux tests et de voir particulierement si nous risquons avec notre test
moins coliteux de ne pas identifier des échantillons éventuellement infectés, qui seraient par contre
positifs avec le test Tagman de référence.

Nous avons voulu valider cette approche comparative, également avec les résultats d’un prestataire
indépendant, le laboratoire SCANELIS de Toulouse, qui utilise aussi un test Tagman dans le géne Tk.
Nous n’avons, a ce sujet, pas pu obtenir de la part de cette société, la confirmation que leur couple
d’amorces pourrait étre le méme que celui de Ledbetter, pour des raisons évidentes de
confidentialité. Sans pouvoir en étre s(ir, nous avons de bonnes raisons de croire que cela pourrait
étre le cas. Quoiqu’il en soit, cela importe peu, en ce sens que SCANELIS est un laboratoire de
référence, réputé en PCR quantitative, pour la détection de pathogenes en particulier viraux. Il est
donc tout a fait pertinent de comparer nos résultats d’'une part avec les deux tests retenus et d’autre
part avec ceux de SCANELIS, au moins sur certains de nos échantillons. Les échantillons que nous
leurs avons envoyés sont des échantillons suspectés d’infection par le CHV, révélés positifs avec
notre test PCR « LM-gB » Evagreen et avec le test Tagman LED-TK. Nous avons fait également tester
des échantillons négatifs provenant d’animaux que nous évaluons, d’un point de vue anamnestico-
clinique, comme potentiels porteurs du virus, pour confirmer (ou pas), certains de nos résultats

négatifs.

3.2.3.2. PCR en temps réel EvaGreen® réalisées a Oniris

Les résultats des PCR en temps-réel réalisées via la technique EvaGreen® a I'aide des amorces
maison « LM-gB » congues a Oniris et ciblant le gene de la glycoprotéine B (gB) du CHV, sur les ADN
extraits des différents prélevements effectués, sont reportés ci-dessous. Les résultats positifs sont

surlignés.
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3.2.3.2.1. Sangs totaux

3.2.3.2.1.1.

Femelles

Nous avons testé le sang total de 74 femelles. L’ADN viral du CHV n’a été détecté que dans le sang

total d’'une unique chienne, la F-068 (Tableau XXX).

Tableau XXX : Résultats des PCR temps-réel EvaGreen® utilisant les amorces « LM-gB » réalisées

sur les ADN des sangs totaux des chiennes et valeurs de Cq de I’échantillon positif

Animal Résultat Précisions éventuelles
F-001 Négatif
F-002 Négatif
F-003 Négatif
F-004 Négatif
F-005 Négatif
F-007 Négatif
F-006 Négatif
F-008 Négatif
F-009 Négatif
F-010 Négatif
F-011 Négatif
F-012 Négatif
F-013 Négatif
F-014 Négatif
F-015 Négatif
F-016 Négatif
F-017 Négatif
F-018 Négatif
F-019 Négatif
F-020 Négatif
F-021 Négatif
F-022 Négatif
F-023 Négatif
F-024 Négatif
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F-025 Négatif
F-026 Négatif
F-027 Négatif
F-028 Négatif
F-029 Négatif
F-030 Négatif
F-031 Négatif
F-032 Négatif
F-033 Négatif
F-034 Négatif
F-035 Négatif
F-036 Négatif
F-037 Négatif
F-038 Négatif
F-039 Négatif
F-040 Négatif
F-041 Négatif
F-042 Négatif
F-043 Négatif
F-044 Négatif
F-045 Négatif
F-046 Négatif
F-047 Négatif
F-048 Négatif
F-049 Négatif
F-050 Négatif
F-051 Négatif
F-052 Négatif
F-053 Négatif
F-054 Négatif
F-055 Impossibilité de prélever suffisamment de sang total face au caractére
compliqué de I'animal
F-056 Négatif
F-057 Négatif
F-058 Négatif
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F-059 Négatif
F-060 Négatif
F-061 Négatif
F-062 Négatif
F-063 Négatif
F-064 Négatif
F-065 Négatif
F-066 Négatif
F-067 Négatif
Echantillon testé deux fois
F-068 Positif - Cql=37,67
- Cq2=37,83
F-069 Négatif
F-070 Négatif
F-071 Négatif
F-072 Négatif
F-073 Négatif
F-074 Négatif
F-075 Négatif

NB : Cq = cycle seuil

Notons que le Cq « tardif » (aux alentours de 38 cycles), suggere, si I’échantillon est bel et bien
contaminé par de I’ADN du CHV, une quantité assez faible de virus . Face au fait que trés peu
d’études font mention de la découverte du virus dans des échantillons sanguins et au fait que la
chienne F-068 soit la seule qui revienne positive parmi 75 chiennes, nous avons décidé de réaliser
une électrophorése sur gel d’agarose 2% comme décrite au paragraphe 3.1.4.2..

Pour cela, nous avons déposé le marqueur de poids moléculaire a gauche (puits M). Dans les puits
1 a6, nous avons déposé respectivement le contenu des deux puits de la plaque PCR temps-réel des
échantillons standards testés avec des concentrations en ADN viral CHV a 107! ng/uL, 103 ng/uL et
10 ng/uL. Enfin, dans les puits 9 et 10, nous avons déposé les contenus des deux puits de la plaque
de PCR temps-réel contenant I’ADN amplifié de I'échantillon de sang total de la femelle F-068. Les

résultats de cette électrophorese figurent ci-dessous (Figure 30).
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Figure 30 : Electrophorése du produit de PCR temps-réel EvaGreen® de I’échantillon de sang total

de la femelle F-068

Cette électrophorése met en évidence que les bandes correspondant a I’ADN amplifié du sang total
de F-068 sortent au méme niveau que les bandes correspondant a de I’ADN viral de CHV a diverses
concentrations initiales. Ceci confirme bien le résultat positif de la PCR temps-réel EvaGreen®

obtenu pour I’ADN de sang total de la chienne F-068.

3.2.3.2.1.2. Males

En ce qui concerne les males, aucun des 18 males testés n’est positif au CHV sur sang total en

utilisant la PCR temps-réel EvaGreen® avec les amorces « LM-gB » (Tableau XXXI).
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Tableau XXXI : Résultats des PCR temps-réel EvaGreen® utilisant les amorces « LM-gB » réalisées

sur les ADN de sang total des chiens males

Animal Résultat
M-001 Négatif
M-002 Négatif
M-003 Négatif
M-004 Négatif
M-005 Négatif
M-006 Négatif
M-007 Négatif
M-008 Négatif
M-009 Négatif
M-010 Négatif
M-011 Négatif
M-012 Négatif
M-013 Négatif
M-014 Négatif
M-015 Négatif
M-016 Négatif
M-017 Négatif
M-018 Négatif

NB : Cq = cycle seuil

3.2.3.2.2. Ecouvillons vaginaux

Les PCR temps-réel EvaGreen® utilisant les amorces « LM-gB », réalisées par nos soins a Oniris, ont

permis de mettre en évidence I’ADN du CHV dans les prélévements vaginaux de 3 chiennes

différentes (sur 75 testées) : les chiennes F-023, F-051 et F-068 (Tableau XXXIl) provenant de 3

élevages différents.
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Tableau XXXII : Résultats des PCR temps-réel EvaGreen® utilisant les amorces « LM-gB » réalisées

sur les ADN des écouvillons vaginaux effectués sur les chiennes et valeurs de Cq des échantillons

positifs
Animal Résultat Précisions éventuelles
F-001 Négatif
F-002 Négatif
F-003 Négatif
F-004 Négatif
F-005 Négatif
F-007 Négatif
F-006 Négatif
F-008 Négatif
F-009 Négatif
F-010 Négatif
F-011 Négatif
F-012 Négatif
F-013 Négatif
F-014 Négatif
F-015 Négatif
F-016 Négatif
F-017 Négatif
F-018 Négatif
F-019 Négatif
F-020 Négatif
F-021 Négatif
F-022 Négatif
Echantillon testé trois fois
- - Cql=27,72
F-023 Positif
- Cq2=27,76
- €Cq3=27,70
F-024 Négatif
F-025 Négatif
F-026 Négatif
F-027 Négatif
F-028 Négatif
F-029 Négatif
F-030 Négatif
F-031 Négatif
F-032 Négatif

148




F-033 Négatif
F-034 Négatif
F-035 Négatif
F-036 Négatif
F-037 Négatif
F-038 Négatif
F-039 Négatif
F-040 Négatif
F-041 Négatif
F-042 Négatif
F-043 Négatif
F-044 Négatif
F-045 Négatif
F-046 Négatif
F-047 Négatif
F-048 Négatif
F-049 Négatif
F-050 Négatif
Echantillon testé deux fois
F-051 Positif - Cgl=12,41
- Cq2=12,41
F-052 Négatif
F-053 Négatif
F-054 Négatif
F-055 Négatif
F-056 Négatif
F-057 Négatif
F-058 Négatif
F-059 Négatif
F-060 Négatif
F-061 Négatif
F-062 Négatif
F-063 Négatif
F-064 Négatif
F-065 Négatif
F-066 Négatif
F-067 Négatif
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Echantillon testé deux fois

F-068 Positif - Cql=13,30

- Cq2=13,27
F-069 Négatif
F-070 Négatif
F-071 Négatif
F-072 Négatif
F-073 Négatif
F-074 Négatif
F-075 Négatif

NB : Cq = cycle seuil

La Figure 31 illustre le résultat positif pour I’échantillon F-023 sur la courbe d’amplification et la
Figure 32 met en évidence que la température de dissociation de I'amplification correspondant a
F-023 correspond bien a celle des échantillons standards positifs. Les Cq précoces (autour de 13)
pour les chiennes F-068 et F-051 suggerent une quantité d’ADN viral de CHV importante dans

I’échantillon initial.
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Figure 31 : Courbe d’amplification en PCR temps-réel EvaGreen® avec les amorces « LM-gB »

mettant en évidence la positivité de I’échantillon d’ADN vaginal de la chienne F-023
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Figure 32 : Courbe de dissociation des PCR temps-réel EvaGreen® avec les amorces « LM-gB »

mettant en évidence que la température de dissociation du produit d’amplification de ’ADN

vaginal de F-023 correspond a celle des échantillons standards positifs au CHV

3.2.3.2.3. Ecouvillons préputiaux

Aucune trace d’ADN viral du CHV n’a été détectée sur les ADN des écouvillons préputiaux des 18

males prélevés pour cette these (Tableau XXXIII).

Tableau XXXIII : Résultats des PCR temps-réel EvaGreen® utilisant les amorces « LM-gB » sur les

ADN des écouvillons préputiaux

Animal Résultat
M-001 Négatif
M-002 Négatif
M-003 Négatif
M-004 Négatif
M-005 Négatif
M-006 Négatif
M-007 Négatif
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M-008 Négatif
M-009 Négatif
M-010 Négatif
M-011 Négatif
M-012 Négatif
M-013 Négatif
M-014 Négatif
M-015 Négatif
M-016 Négatif
M-017 Négatif
M-018 Négatif

3.2.3.2.4. Spermes

Concernant les analyses PCR temps-réel EvaGreen® de spermes de chiens prélevés, les résultats

sont séparés en deux : une partie est dédiée a I'analyse de la phase liquidienne et I'autre est dédiée

a I'analyse du culot cellulaire spermatique.

3.2.3.2.4.1.

Phase liguide spermatique

Ici, trois individus sur 18 se révelent positifs en PCR temps-réel EvaGreen® avec I'amorce maison

« LM-gB » (Tableau XXXIV).

Tableau XXXIV : Résultats des PCR temps-réel EvaGreen® utilisant les amorces « LM-gB » réalisées

sur les fractions liguidiennes spermatiques et valeurs de Cq des échantillons positifs

Animal Résultat Précisions éventuelles
M-001 Négatif
M-002 Négatif
M-003 Négatif
M-004 Négatif
M-005 Négatif
M-006 Négatif
Echantillon testé deux fois

M-007 Positif - Cgl=18,13

- Cq2=18,17
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M-008 Négatif
M-009 Négatif
M-010 Négatif
M-011 Négatif

A

M-015 Négatif
M-016 Négatif
M-017 Négatif
M-018 Négatif

NB : Cq = cycle seuil

3.2.3.2.4.2.

Culot cellulaire spermatique

Les trois animaux pour lesquels I’ADN viral du CHV est détecté dans la phase liquidienne du sperme

se révelent également positifs lorsque I'analyse PCR en temps-réel du culot cellulaire du méme

sperme est effectuée (Tableau XXXV).

Tableau XXXV : Résultats des PCR temps-réel EvaGreen® utilisant les amorces « LM-gB » réalisées

sur les fractions cellulaires spermatiques et valeurs de Cq des échantillons positifs

M-001 Négatif
M-002 Négatif
M-003 Négatif
M-004 Négatif
M-005 Négatif
M-006 Négatif

M-008

Négatif

M-009

Négatif
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M-010 Négatif
M-011 Négatif
Echantillon testé deux fois
M-012 Positif - Cql=14,89
- Cq2=15,01
M-013 Négatif
Echantillon testé deux fois
M-014 Positif - Cql=18,57
. Cq2=18,67
M-015 Négatif
M-016 Négatif
M-017 Négatif
M-018 Négatif

NB : Cq = cycle seuil

On constate que les Cq sont décalés de 1 a 2 cycles entre les phases liquidiennes et les phases
cellulaires spermatiques, avec des Cq inférieurs pour les phases liquidiennes. On peut donc se

demander si le virus n’est pas en majorité dans cette phase.

3.2.3.3. PCR temps réel Tagman réalisées a Oniris

Ne sachant pas exactement quelles amorces ciblant le géne Tk sont utilisées par le laboratoire
SCANELIS (confidentialité évidente), nous avons décidé de contréler une partie de nos résultats en
utilisant la gPCR Tagman, technique plus spécifique que I'EvaGreen®. Nous avons utilisé les amorces
« LED-TK » mises au point par Ledbetter et son équipe en 2009 (Ledbetter et al., 2009c). Nous avons
appliqué cette technique a un nombre limité d’échantillons pour une raison de co(t. Pour cela, nous
avons repris les échantillons vaginaux et sanguins revenus positifs et les avons testés. Les spermes
n’étant pas extraits a temps pour cette manipulation, ils n’ont pas été testés avec cette technique
et ces amorces. Nous avons également décidé de tester un nombre limité d’échantillons vaginaux
et préputiaux d’animaux dont les éléments anamnestico-cliniques pouvaient faire penser a un

passage du CHV chez ces individus.
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3.2.3.3.1. Sang total

3.2.3.3.1.1. Femelles

Le virus étant trés rarement détecté au niveau du sang total, nous avons décidé de ne tester que les
sangs totaux des femelles que nous avons trouvées positives au niveau vaginal en PCR EvaGreen®.
(soit 3 chiennes sur 75). Nos résultats sont confirmés, puisque seul le sang total de la femelle F-068

se révele positif en Tagman « LED-TK » (Tableau XXXVI).

Tableau XXXVI : Résultats des PCR temps-réel Tagman utilisant les amorces « LED-Tk» réalisées sur

les ADN de sang total des 3 chiennes positives au niveau vaginal en EvaGreen® « LM-gB » et valeur

de Cq de I’échantillon positif

Animal Résultat Précisions éventuelles
F-023 Négatif
F-051 Négatif
Echantillon testé deux fois :
F-068 Positif - Cql:33,53
- Cq2:32,89
3.2.3.3.1.2. Males

Pour la méme raison que pour les femelles, nous n’avons testé que le sang total des males positifs
au niveau spermatique en PCR temps-réel EvaGreen® (soit 3 males) le virus étant trés rarement
détecté dans le sang total. Sans surprise, aucun des trois sangs totaux testés n’est revenu positif

(Tableau XXXVII).

Tableau XXXVII : Résultats des PCR temps-réel Tagman utilisant les amorces « LED-TK» réalisées

sur les ADN extraits de sang total des 3 males aux spermes positifs

Animal Résultat
M-007 Négatif
M-012 Négatif
M-014 Négatif
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3.2.3.3.2. Ecouvillons vaginaux

Suite a la réalisation de PCR en temps-réel en EvaGreen®, nous avons détecté la présence du CHV

sur 3 écouvillons vaginaux : F-023, F-051 et F-068 (Tableau XXXVIII). Nous avons donc vérifié ces

résultats en testant ces écouvillons en Tagman « LED-TK ». Nous avons également sélectionné des

écouvillons correspondant a des femelles dont les éléments anamnestico-cliniques pouvaient étre

évocateurs d’'une contamination par le CHV, ce qui revient a 25 femelles au total.

Tableau XXXVIII : Résultats des PCR temps-réel Tagman utilisant les amorces « LED-TK» réalisées

sur les ADN des écouvillons vaginaux et valeurs de Cq des échantillons positifs

Animal Résultat Précisions éventuelles
F-004 Négatif
F-007 Négatif
F-009 Négatif
F-010 Négatif
F-011 Négatif
F-013 Négatif
F-018 Négatif
F-021 Négatif
F-022 Négatif
Echantillon testé deux fois :
F-023 Positif - Cqgl:26,22
- Cg2:26,84
F-027 Négatif
F-028 Négatif
F-031 Négatif
F-032 Négatif
F-033 Négatif
F-034 Négatif
F-035 Négatif
F-038 Négatif
F-049 Négatif
F-050 Négatif
Echantillon testé deux fois :
F-051 Positif - Cql:12,17
- €q2:12,05
F-052 Négatif
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F-055 Négatif

Echantillon testé deux fois :
F-068 Positif - Cql:12,71
- Cq2:12,75

F-070 Négatif

Nous retrouvons ici des Cq trés proches des Cq obtenus avec notre test EvaGreen « LM-gB », voire
légerement inférieurs. Le test « LED-TK » en Tagman semble donc légerement plus sensible que

notre test en EvaGreen®.

3.2.3.3.3. Ecouvillons préputiaux

Nous n’avons testé que peu d’échantillons préputiaux car ils se sont tous révélés négatifs en PCR
temps-réel EvaGreen®. Nous avons donc décidé de tester les écouvillons des 3 males dont le sperme
est revenu positif avec cette technique : M-007, M-012, M-014. Les résultats négatifs obtenus ici en
Tagman « LED-Tk » concordent parfaitement avec nos résultats obtenus en EvaGreen® « LM-gB »

(Tableau XXXIX).

Tableau XXXIX : Résultats des PCR temps-réel Tagman utilisant les amorces « LED-TK» réalisées sur

les ADN d’écouvillons préputiaux des 3 males aux spermes positifs

Animal Résultat
M-007 Négatif
M-012 Négatif
M-014 Négatif

Pour des raisons de temps, nous n’avons pas pu tester les spermes des chiens prélevés via la

technique PCR temps-réel Tagman avec les amorces « LED-Tk ».

3.2.3.4. Résultats des PCR quantitatives réalisées par le laboratoire SCANELIS

Les résultats des PCR quantitatives (QPCR) réalisées par le laboratoire SCANELIS, en technologie

Tagman avec une sonde ciblant le gene de la thymidine kinase (TK) du CHV, figurent ci-apres, pour

157



les différents échantillons envoyés. Cette technique nous permettant d’avoir des résultats
guantitatifs, le nombre de copies du virus présentes initialement dans I’échantillon est indiqué
lorsqu’il est obtenu. Pour rappel, ce laboratoire, comme de nombreux autres, ne réalise pas de gPCR
sur sang total, la probabilité de retrouver du virus sur celui-ci étant tres faible. Les résultats positifs

sont surlignés.

3.2.3.4.1. Ecouvillons vaginaux

Les qPCR Tagman avec une sonde ciblant une séquence du géne Tk, réalisées par le laboratoire
d’analyses SCANELIS sur les 50 écouvillons vaginaux envoyés, ont permis de mettre en évidence
I’ADN du CHV dans les prélévements vaginaux de 3 chiennes différentes (Tableau XL). L’estimation
guantitative n’a cependant pas pu étre réalisée chez 2 des 3 chiennes positives, le seuil de
guantification de la technique n’ayant pas été atteint. Chez la troisieme chienne, F-051, la réaction
de qPCR a permis I'amplification de la séquence cible du CHV, pour atteindre 3,24.107 copies de
cette séquence a la fin de la réaction. Ceci vient confirmer nos résultats apportés par la réalisation

de PCR temps-réel a Oniris et nous permet d’avoir une quantification pour la chienne F-051.

Tableau XL : Résultats des PCR guantitatives Tagman réalisées par le laboratoire SCANELIS sur les

ADN des écouvillons vaginaux réalisées sur les chiennes et nombre de copies virales détectées sur

les échantillons positifs

Animal Résultat Précisions éventuelles
F-001 Négatif
F-002 Négatif
F-003 Négatif
F-004 Négatif
F-005 Négatif
F-009 Négatif
F-010 Négatif
F-011 Négatif
F-013 Négatif
F-018 Négatif
F-021 Négatif
F-022 Négatif
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Estimation quantitative

F-023 Positif impossible car seuil de
quantification non atteint

F-026 Négatif

F-027 Négatif

F-028 Négatif

F-029 Négatif

F-030 Négatif

F-032 Négatif

F-033 Négatif

F-034 Négatif

F-035 Négatif

F-040 Négatif

F-041 Négatif

F-042 Négatif

F-043 Négatif

F-045 Négatif

F-046 Négatif

F-047 Négatif

F-048 Négatif

F-049 Négatif

F-050 Négatif

. 3,24.107 copies de séquence

F-051 Positif .
cible par analyse

F-052 Négatif

F-055 Négatif

F-056 Négatif

F-058 Négatif

F-059 Négatif

F-060 Négatif

F-061 Négatif

F-065 Négatif

F-067 Négatif

. Estimation quantitative

F-068 Positif impossible car seuil de
quantification non atteint

F-069 Négatif

F-070 Négatif

F-071 Négatif

F-072 Négatif
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F-073 Négatif
F-074 Négatif
F-075 Négatif

3.2.3.4.2. Ecouvillons préputiaux

Les 10 écouvillons de cellules préputiales envoyés au laboratoire SCANELIS pour analyse gqPCR

Tagman sont tous revenus négatifs (Tableau XLI), confirmant parfaitement nos résultats obtenus

avec en PCR EvaGreen® « LM-gB » réalisées par nos soins.

Tableau XLI : Résultats des PCR quantitatives Tagman réalisées par le laboratoire SCANELIS sur les

ADN des écouvillons préputiaux réalisés sur les méales

Animal Résultat
M-001 Négatif
M-003 Négatif
M-004 Négatif
M-007 Négatif
M-008 Négatif
M-010 Négatif
M-012 Négatif
M-013 Négatif
M-014 Négatif
M-018 Négatif
3.2.3.4.3. Spermes totaux

L'analyse des spermes totaux des 18 males intégrés a I’étude a pu étre réalisée par le laboratoire

SCANELIS. Les gqPCR Tagman effectuées ont permis la mise en évidence du virus chez 3 males.

L'estimation quantitative n’a cependant pas pu étre réalisée, le seuil de quantification de la

technique n’ayant pas été atteint (Tableau XLII). Ceci confirme parfaitement les résultats obtenus

en PCR EvaGreen® « LM-gB » et Tagman « LED-TK » réalisées par nos soins.
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Tableau XLII : Résultats des PCR quantitatives Tagman réalisées par le laboratoire SCANELIS sur les

ADN des spermes totaux prélevés sur 18 males et estimation quantitative du nombre de copies

virales

M-001 Négatif
M-002 Négatif
M-003 Négatif
M-004 Négatif
M-005 Négatif
M-006 Négatif

M-008 Négatif
M-009 Négatif
M-010 Négatif
M-011 Négatif

M-015 Négatif
M-016 Négatif
M-017 Négatif
M-018 Négatif

3.2.4. Sérologie

Les résultats des sérologies (réalisées par un laboratoire extérieur partenaire travaillant avec
SCANELIS) sont reportés dans le Tableau XLIII. Pour rappel, le seuil de positivité est fixé a un titre de
1/20 par le laboratoire ayant effectué les tests. Les animaux pour lesquels les résultats sérologiques
sont considérés comme étant positifs ont leurs titres sérologiques surlignés en gras. Trente-six des

44 animaux testés ont des titres sérologiques considérés positifs au CHV.
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Tableau XLIII : Résultats des sérologies CHV réalisées par un prestataire extérieur

Identification des animaux

Titres sérologiques

F-001 1/80
F-003 1/80
F-004 1/20
F-007 1/40
F-009 1/80
F-010 1/40
F-011 1/40
F-013 1/80
F-014 1/80
F-018 1/80
F-019 1/80
F-021 1/80
F-022 1/80
F-023 1/80
F-024 1/80
F-026 <1/20
F-027 1/80
F-046 <1/20
F-049 1/160
F-050 1/320
F-052 1/80
F-053 1/20
F-054 1/640
F-055 1/320
F-056 1/20
F-057 <1/20
F-059 1/20
F-060 1/20
F-061 1/40
F-062 <1/20
F-063 <1/20
F-064 1/20
F-065 <1/20
F-066 1/40
F-067 1/320
F-068 1/160
F-069 1/80
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F-070 1/80
F-073 1/80
F-075 1/40
M-001 1/80
M-003 <1/20
M-004 1/40
M-018 <1/20

3.2.5. Résultats d’autopsie

Il a été porté a notre connaissance, 3 semaines avant la réalisation de nos prélevements dans
I’élevage ou se trouve la femelle F-068 (positive au niveau vaginal et du sang total), que I'autopsie
d’un de ses chiots a été effectuée. Tous les chiots de la portée sont morts dans leur premiére
semaine de vie. Le rapport complet de I'autopsie, réalisée par la Docteure Laétitia DORSO, au sein
d’Autopsie-Service a ONIRIS, est disponible en Annexe 8. Celui-ci conclut a la présence de lésions

fortement évocatrices de I'herpésvirose canine.

3.3. Discussion

Au cours de cette discussion, nous allons tout d’abord nous pencher sur la découverte majeure de
ce travail, la détection, pour la premiere fois, du CHV dans le sperme de 3 chiens, et des
conséquences que cela implique. Ensuite, nous nous pencherons sur 'interprétation des résultats
chez les femelles positives tout en essayant d’en comprendre les mécanismes. S’en suivra une
discussion sur I'interprétation, parfois difficile, des résultats sérologiques. Nous reviendrons sur les
techniques PCR utilisées et les améliorations possibles. Enfin, nous essaierons de déduire des

mesures applicables en élevage pour la gestion du CHV, a la lumiére des résultats de ce travail.
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3.3.1. Détection de I’ADN de I’herpésvirus canin dans le sperme

3.3.1.1. Présence d’ADN viral de CHV dans le sperme

Nous avons, a I'aide de notre test PCR temps-réel EvaGreen® utilisant les amorces maison « LM-
gB », mises au point pour ce travail, permis la mise en évidence factuelle de la présence du virus
dans le sperme de chiens. Ces résultats sont d’autant plus importants qu’ils ont été confirmés a
posteriori par un laboratoire de référence, le laboratoire SCANELIS. Notre étude nous a permis de
détecter la présence d’ADN viral correspondant a celui de I’herpésvirus canin dans le sperme de 3
chiens sur les 18 prélevés. Bien que la détection PCR du CHV dans la semence de chiens soit
proposée dans des laboratoires de référence comme SCANELIS a Toulouse, France, nous n’avons
trouvé aucune étude mettant formellement en évidence la présence du virus dans le sperme des
chiens. Ceci est corroboré par un article datant de 2020, s’intéressant aux aspects éthiques et |égaux
des inséminations artificielles chez les chiennes, qui précise, qu’ « a ce jour, aucune étude spécifique
n'a été menée sur la transmission du CHV par le sperme » (Quartuccio et al., 2020). Lors de nos
tests, nous avons décidé de séparer les phases cellulaire et liquidienne de la semence des males,
afin de pouvoir localiser la présence du virus dans une des phases, si nous découvrions un
échantillon positif. Cependant, pour les 3 animaux positifs, les 2 phases sont positives a chaque fois.
N’ayant effectué que des centrifugations pour séparer les cellules de la phase liquidienne, il est
probable que le culot cellulaire contenant les spermatozoides ait été « contaminé » par le liquide
spermatique ou encore par des cellules épithéliales pouvant provenir de I'urétre par exemple. De
méme, les spermes ayant été congelés et manipulés, nous ne pouvons pas formellement exclure
gue des cellules aient été endommagées et que ’ADN de ces dernieres se soit retrouvé libre dans
la phase liquidienne, contaminant alors cette derniére. Donc, si nos résultats suggerent la présence
possible de virus dans le liquide urétral, on ne peut exclure une origine cellulaire, sans toutefois
pouvoir la préciser (spermatozoides, cellules épithéliales, de Sertoli, de Leydig ... ?), a ce stade de

I’étude.

164



3.3.1.2. Ecouvillonnages préputiaux et positivité au CHV

Nous n’avons donc actuellement pas d’idée de la localisation précise du virus dans I'appareil
reproducteur male. En effet, jusqu’a présent, aucune étude ne relatait la détection du virus dans le
sperme. Il a été mis en évidence au niveau du prépuce a quelques reprises, notamment par Schulze
et son équipe en 1998 sur un chiot mort a 1 semaine via une Hybridation In Situ (HIS) (Schulze et al.,
1998). Plus récemment, en 2022, le virus a été isolé via une PCR nichée au niveau du prépuce de 2

males au Brésil (Castro et al., 2022).

De notre c6té, nous n’avons jamais isolé de virus au niveau des écouvillons préputiaux (tests a Oniris
et tests SCANELIS) et notamment chez les 3 chiens positifs au niveau de leur sperme tests a Oniris
et tests SCANELIS). Plusieurs explications sont possibles. Il est possible que la quantité de virus ne
soit pas suffisante pour étre détectée par nos méthodes de biologie moléculaire. Il est également
possible qu’un chien positif au niveau du sperme n’ai pas de virus au niveau du prépuce. Quoiqu’il
en soit, on constate donc qu’on ne peut pas affirmer, sur la base d’un écouvillonnage préputial seul,
gu’un chien ne peut pas transmettre le virus lors d’'un accouplement, car sa semence peut, elle, étre
contaminée, ce qui est particulierement important a prendre en compte lors de la reproduction

pour ne pas propager le virus.

3.3.1.3. Focus sur les males positifs

Nous nous sommes intéressés de plus pres aux 3 males dont le sperme est revenu positif au CHV.
Notons tout d’abord que les 3 animaux ne proviennent pas du méme élevage. Au moment des

prélevements, ils ne présentaient pas de signe clinique particulier.

3.3.1.3.1. Cas du male M-007

Le premier male, M-007, est un Dogue de Bordeaux de 9 mois n’ayant jamais sailli. Il n’est pas né
d’une portée a probleme. La maman, issue du méme élevage, a été vaccinée lors de la gestation
dont M-007 est issu, ce qui pourrait expliquer I'absence de probléme imputable au CHV sur cette

portée. Il n’était pas malade lors des prélevements et ne recevait pas de traitement
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immunosuppresseur. La question est la suivante : comment M-007 a-t-il pu étre contaminé ?
Plusieurs options s’offrent a nous. Tout d’abord, le chiot a pu étre contaminé a la naissance par sa
mere mais survivre grace aux anticorps vaccinaux transmis a la naissance lors de la prise de
colostrum. Il a également pu étre contaminé apres la naissance, par les autres animaux de I’élevage,
notamment par voie oro-nasale. Enfin, tout contact avec des animaux excréteurs au cours de ses
premiers 9 mois de vie n’est pas exclu. Nous n’avons pas, chez lui, retrouvé de virus au niveau du
prépuce, ni au niveau du sang. Nous ne pouvons pas savoir si cela est di a une absence formelle du
CHV dans ces prélevements ou a une présence trop faible du virus dans ceux-ci, qui le rendrait

indétectable par les techniques d’analyses utilisées.

3.3.1.3.2. Cas du male M-012

Le second animal positif au niveau de son sperme, M-012, est un Léonberg male entier de 7 ans, né
d’une portée comportant deux chiots malformés. Il est le pére d’une portée sans probléme de santé
apparent. Les malformations des deux chiots issus de la méme portée que lui pourraient étre
consécutives a une infection in utero par le CHV, sans que nous n’en ayons la certitude. Il a
également pu étre contaminé au cours de sa vie, par tout animal contaminé en contact avec lui. Le
fait qu’il soit le pére d’'une portée sans anomalie notable pose question. Son sperme était-il négatif
a ce moment-1a ? A-t-il été contaminé aprés cette mise a la reproduction ? Etait-il porteur latent a
ce moment ? Sa semence est-elle positive au CHV en permanence ? Il serait intéressant de prélever
régulierement cet animal afin de retester son sperme a intervalle régulier et constater si ce dernier

est toujours contaminé par I’"herpeésvirus canin en permanence, ou non.

3.3.1.3.3. Cas du male M-014

Le troisieme et dernier animal positif est le male M-014. C’est un male entier Welsh Corgi de 5 ans,
issu d’'une portée exempte de probleme a la naissance et qui est régulierement prélevé pour des
inséminations artificielles. Un autre male, issu du méme élevage et du méme age, M-015, a été

prélevé et testé dans le cadre de cette étude. Aucune de ses analyses PCR ne sont revenues positives
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(tests a Oniris et tests SCANELIS). Il n’a malheureusement pas été possible d’envoyer de
prélevement de sérum pour sérologie sur ces deux animaux, du fait de la mauvaise qualité des
échantillons (hémolyse). Ceci aurait pu nous renseigner sur la présence éventuelle d’anticorps anti-
CHV chez ses animaux, qui, rappelons-le, ne peuvent avoir d’anticorps vaccinaux détectables, le
vaccin Eurican Herpes 205® étant en rupture depuis plusieurs mois avant les prélevements. Ceci
étant dit, le CHV pouvant entrer en latence, une sérologie et des PCR négatives ne peuvent étre

garantes d’'un animal totalement exempt de ce virus.

Nous constatons ici que I’'age des 3 animaux positifs en PCR au niveau du sperme differe, puisqu’il
peut aller des quelques mois a plusieurs années. Nous ne pouvons malheureusement pas tirer de
conclusion significative sur les ages des animaux atteints, notre échantillon d’animaux positifs étant
tres faible (3 males sur 18). De méme, I'influence du logement ne peut étre étudiée, les animaux
testés vivant tous en collectivité. Il est a remarquer également que les males peuvent excréter le
virus dans leurs spermes alors que rien ne laisse supposer une infection par le virus chez eux ou

dans leur entourage.

3.3.1.4. Comment interpréter des résultats négatifs ?

Face aux divers résultats sur des échantillons différents (spermes, écouvillons préputiaux), peut-on,
a un moment donné, affirmer qu’un male n’est pas porteur du CHV ? La question se pose
notamment pour un male avec un écouvillon préputial négatif et un échantillon de sperme négatif,
a uninstant T. Dans ce cas, on peut juger que le risque de contamination d’une femelle par le virus
est faible. Cependant, ceci est bel est bien valable a un instant T, celui des prélevements. Rien
n’‘indique que le méale en question n’est pas porteur latent du virus, qui peut étre réactivé a la faveur
d’un stress. De plus, nous ne testons dans nos expériences, que des prélevements intéressant la
sphére génitale. Rien ne nous indique dans le cadre de ce travail, qu’un animal avec des PCR
préputiales et spermatiques négatives n’excrete pas de virus au niveau nasal ou oculaire. Il aurait
donc été intéressant de tester ces organes simultanément. La sérologie peut également nous
renseigner. Prenons un animal négatif en PCR au niveau du prépuce et du sperme mais ayant des
anticorps anti-CHV a la sérologie (cas de la plupart des males de notre cohorte). En I'absence de

vaccination récente, ceci indique que I'animal est récemment entré en contact avec le virus ou qu’il
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I'a «réactivé ». De méme, des PCR préputiales, spermatiques, oculaires et nasopharyngées
négatives, associées a une sérologie elle-méme négative peuvent vouloir simplement dire que le
virus est latent et donc non détectable, dans I'organisme de I'animal testé. Il ne semble donc pas
possible d’affirmer formellement qu’un animal est indemne du virus, méme en cas d’analyses
négatives. Cependant, un male négatif au niveau du sperme et du prépuce, pourrait étre
raisonnablement étre prélevé afin d’inséminer une chienne, sans que des risques considérables ne

soient pris.

3.3.1.5. Questions en suspens et perspectives chez les males

Comme nous I'avons vu précédemment, de nombreuses questions restent en suspens.

3.3.1.5.1. Latence virale

Il semble a ce jour impossible de savoir si un animal négatif en PCR et en sérologie est négatif parce
gu’il ne porte pas le virus dans son organisme ou parce que le virus est en latence vraie dans un
organe. A ce jour, les lieux de latence du CHV dans I'espéce canine ne sont pas tous connus et de
nombreuses incertitudes demeurent. Comme indiqué au paragraphe 2.1.5., le CHV latent peut étre
retrouvé dans divers organes, particulierement au niveau de ganglions lymphatiques, comme
notamment les ganglions lymphatiques trigéminés, reconnus comme étant des lieux de latence
d’herpésvirus chez d’autres espéces (FHV-1, BoHV-1, EHV-1) (Miyoshi et al.,1998). Les noeuds
lymphatiques rétropharyngés, lombo-sacrés, médiastinaux, hypogastriques ou encore les
amygdales (Burr et al., 1996) (Miyoshi et al., 1998) (Greene 2012) sont reconnus comme des lieux
de latence de ce virus. Par ailleurs, on ne sait pas si le virus peut étre latent au niveau de I'appareil
reproducteur chez le male. La question se pose en effet, puisqu’aucune étude ne s’est intéressée a
la potentielle latence du CHV au niveau des testicules. Il serait intéressant, chez un male au sperme
positif, de prélever ses testicules a un moment ou tous les tests PCR réalisables en routine (prépuce,
amygdale, sperme ...) sont négatifs, pour rechercher la présence éventuelle de I’ADN de ce virus au
sein des testicules (par PCR, hybridation in situ ...). En effet, il pourrait étre latent au niveau des
cellules de Sertoli, de Leydig, des cellules épithéliales du tractus génital ou encore au niveau des
spermatogonies. On sait que la croissance optimale de I'herpésvirus canin se situe autour de 35°C

(Carmichael et al., 1969a) (Carmichael et al., 1969b). Or, la position extra-abdominale des testicules
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chez le chien leurs confére une température inférieure a la température corporelle de I'animal, ce
qui pourrait favoriser le développement du virus. On peut donc légitimement se demander si les
testicules des chiens au sperme positif peuvent étre un lieu de multiplication et de latence du CHV

chez le chien. Ce point mérite donc de plus amples investigations.

3.3.1.5.2. Proposition de protocole pour l'identification de la fraction

spermatique porteuse du CHV

Au cours de ce travail, nous avons réussi a mettre en évidence de maniere factuelle I’ADN du CHV
dans le sperme de 3 males (tests a Oniris et tests SCANELIS). Ceci étant, méme en tentant de séparer
les phases spermatique et liquidienne, les deux sont revenues positives. En partant du principe que
le liquide spermatique contient des particules virales correspondant au CHV et que celles-ci peuvent
s’accrocher aux cellules spermatiques, malgré une étape de centrifugation, nous avons cherché un
moyen de débarrasser ces cellules de potentielles particules virales. Ceci permettrait, aprés
extraction de I’ADN des cellules, de savoir si de I’ADN viral correspondant au CHV se trouve au sein
de ces cellules (infection), et non pas a leur surface (adhésion extracellulaire).

En 1992, I'équipe d’Augusto Semperini a mis au point un protocole permettant d’obtenir un sperme
exempt de particule virale correspondant au virus de I'immunodéficience humaine (VIH) alors qu’il
était initialement contaminé (Semperini et al.,, 1992). Ceci a été confirmé par I'absence de
séroconversion des receveuses des spermes traités par ce protocole, apres une insémination intra-
utérine. Reprendre ce protocole pourrait é&tre un moyen de déterminer si ’ADN du CHV que nous
avons détecté dans la fraction cellulaire du sperme des 3 males positifs est en position
intracellulaire. Ainsi, le protocole suivant pourrait étre appliqué (Annexe 9). A noter que celui-ci doit
étre appliqué sur du sperme frais.

Cette question du traitement du sperme contaminé par un alphaherpésvirus a été posée chez les
bovins. (D’angelo et al., 2009). En effet, le sperme de ces derniers peut étre contaminé par le BoHV-
1. 1l a été démontré que I'utilisation de sérum hyperimmun contenant des gammaglobulines est un
moyen de limiter le risque de transmission du virus via le sperme tout en n’affectant pas, de maniere
négative, la fertilité des animaux concernés. L'utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre le

virus pourrait donc étre une piste potentielle de gestion du virus dans la semence des chiens
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excréteurs (Schultz et al., 1998). De plus, I'’équipe de Bielanski a mis au point une méthode de lavage
du sperme contaminé qui pourrait étre testée et éventuellement appliquée dans I'espéce canine.
Celle-ci consiste en un nettoyage du sperme avec une solution de trypsine afin de débarasser les
spermatozoides du virus en position extracellulaire (Bielanski et al., 1988). Une autre étude
reprenant ces résultats préconise une utilisation de trypsine a 0,25 %, ce qui permettrait d’éliminer
le virus du sperme tout en maintenant l'intégrité des membranes des spermatozoides. Il serait donc

intéressant de tester ces divers protocoles sur le sperme d’un chien contaminé.

3.3.1.5.3. Durée d’excrétion du CHV dans le sperme

Comme rappelé précédemment, nous avons détecté le CHV dans le sperme total de 3 chiens.
Cependant, nous n’avons réalisé qu’un seul prélevement par animal. Il aurait été intéressant de
reprélever ces males a intervalle régulier afin d’avoir une idée de la durée d’excrétion. En effet, nous
n’avons aucune idée de cette derniéere et nous ne savons pas si elle est significativement variable

selon les individus et si elle est influencée par de quelconques facteurs.

3.3.2. Détection de I’herpésvirus canin chez la femelle

3.3.2.1. Détection du CHV chez les femelles

Au cours de cette étude, nous avons pu réaliser des écouvillonnages vaginaux sur 75 femelles
d’élevages différents ainsi que des prises de sang (sur toutes ces chiennes sauf une) afin de
rechercher la présence du CHV par PCR. Il est apparu que, sur la totalité des femelles testées, 3 sont
revenues positives au CHV au niveau vaginal, soit 4%, suite a la réalisation des PCRs temps-réel
maison EvaGreen® avec les amorces « LM-gB ». A titre de comparaison, une étude datant de 2020,
en Iran, a permis de mettre en évidence le virus les écouvillons vaginaux de 7 des 70 chiennes
testées (10%) (Rezaei et al., 2020). La positivité de ces femelles a été confirmée par un laboratoire
de référence, SCANELIS, en qPCR Tagman et par la réalisation, en interne, d’'une PCR temps-réel
Tagman avec les amorces « LED-TK ». Cette parfaite concordance des 3 tests valide en particulier
notre test moins coliteux en EvaGreen®. Lorsque nous nous intéressons de plus prés a ces trois

individus, nous pouvons nous rendre compte d’éléments particuliers.
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3.3.2.1.1. Cas de la femelle F-023

La premiére chienne positive, la F-023, est une chienne Golden Retriever de 1,5 ans, jamais mise a
la reproduction, issue d’une mére ayant eu plusieurs avortements et chiots mort-nés. L’éleveur nous
rapporte avoir perdu plus d’'une centaine de chiots environ 5 ans avant notre passage, lors d’une
rupture du vaccin Eurican Herpes 205®. Des autopsies (dont nous n’avons malheureusement pas les
résultats), avaient mis en évidence des lésions fortement évocatrices du CHV sur les chiots
autopsiés. Nous pouvons donc suspecter plusieurs choses, sans preuve formelle. Tout d’abord, il
n’est pas impossible que les problemes d’avortements et de mortinatalité connus et rapportés pour
la mere de la chienne F-023 soient consécutifs a un épisode d’herpésvirose canine. De plus, il n’est
pas improbable que F-023 ait été contaminée lors de la mise-bas par sa mere, mais protégée par
des anticorps issus de la vaccination de cette derniére au cours de la gestation. Il n’est cependant
pas impossible que cette femelle ait été contaminée au cours de sa vie dans I'élevage, qui a trés
probablement connu un épisode massif de mortinatalité imputable au CHV et dont les animaux
adultes contaminés sont restés dans |’élevage apres I'épisode d’il y a 5 ans. Les sérologies réalisées
sur certains animaux de cet élevage (Tableau XLIV), mettent en évidence que sur les 12 chiennes
testées, seulement 1 présente un titre en dessous du seuil de positivité, ce qui veut dire que 92%

de ces chiennes ont trés probablement eu un contact récent avec le virus ou I'ont réactivé.

Tableau XLIV : Titres en anticorps anti-CHV chez les animaux testés provenant du méme élevage

que la femelle F-023

Animal Titre sérologique
F-018 1/80

F-019 1/80

F-021 1/80

F-022 1/80

F-023 1/80

F-024 1/80

F-026 < 1/20 (négatif)
F-027 1/80

F-069 1/80

F-070 1/80

F-073 1/80

F-075 1/40
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Rappelons une nouvelle fois que le vaccin contre le CHV était en rupture depuis plusieurs mois au
moment des prélevements et la chienne n’a jamais été vaccinée contre le CHV. Ainsi, on peut
raisonnablement imputer la présence des anticorps anti-CHV a une réaction du systeme
immunitaire de ces animaux face a une infection par ce virus. On peut donc supposer que le virus
circule activement dans [|’élevage, sans pour autant que les femelles ne I'excrétent

systématiquement au niveau vaginal, et sans qu’une virémie ne soit détectée.

3.3.2.1.2. Cas de la femelle F-051

La femelle F-051 est une femelle Basset artésien normand de 6 ans, issue d’un petit élevage
particulier, comportant 5 femelles. Le jour des prélevements, elle a été présentée en consultation
pour un contréle suite a la mise en place d’une glucocorticothérapie a dose immunosuppressive
suite a une suspicion de MICI (Maladie Intestinale Chronique Inflammatoire). Lors de I'examen
clinique, il est constaté une hyperhémie vulvaire et I’'examen rapproché met en évidence des zones
d’hémorragies sous-muqueuses. Ces lésions sont parfois retrouvées dans des épisodes de vaginites
consécutives au CHV (Greene 2012). Aprés accord du propriétaire, une prise de sang et des
écouvillonnages vaginaux sont réalisés. Nos PCR temps-réel « maison » sont revenues positives a la
fois en Tagman et en EvaGreen® et ces résultats ont été confirmés la aussi par le laboratoire
SCANELIS, qui a pu évaluer par ailleurs un nombre de copies du génome viral supérieur a 30 millions
(3,24.107). L’estimation du nombre de copies présentes dans les deux autres écouvillons vaginaux
positifs (F-023 et F-068) n’a pas été possible, ce qui suggere une quantité trés importante de CHV
dans I"écouvillon prélevé chez la femelle F-051 par rapport aux deux autres. Les PCR temps-réel
effectuées sur le sang total de cette chienne sont, en revanche, revenues négatives. Nous n’avons
pas trouvé dans la littérature d’étude reliant « quantité de virus » et « importance de l'infection ».
Il aurait été intéressant de pouvoir prélever les autres animaux de cet élevage, mais ceci n’a pas été
possible pour des questions d’organisation de la part de I'éleveur. Ce dernier nous a par ailleurs
rapporté des problemes de fertilité dans son élevage, se traduisant par la difficulté a avoir des
chiennes gestantes. De plus, il rapporte deux césariennes sur chiots morts chez deux de ses chiennes
dans les 5 derniéres années. |l est raisonnable dans ce cas de supposer que I’herpésvirus canin est

probablement responsable d’une partie, voire de la totalité des problémes reproducteurs de cet
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élevage. En outre, rappelons que cette chienne est sous traitement immunosuppresseur afin de
juguler les signes cliniques associés a sa maladie intestinale chronique. On peut donc émettre
I’'hypotheése suivante : l'immunosuppression induite par les glucocorticoides administrés aurait
permis la sortie de latence du virus et a favorisé les lésions observées sur cette chienne. Cette
hypothése est corroborée par une étude mettant en évidence une sortie de latence du CHV
consécutive a l'administration d’une dose immunosuppressive de prednisolone systémique
(Ledbetter et al., 2009c). En 1993, Okuda et son équipe ont montré que chez les chiennes adultes
ayant des antécédents de troubles de la reproduction dus au CHV, I'administration a forte dose de
prednisolone par voie générale provoque une réactivation virale subclinique et une excrétion virale
nasale, oculaire, orale et vaginale (Okuda et al., 1993b). Du sang sur tube sec a été prélevé afin de
réaliser une sérologie, mais I'hémolyse avancée du prélevement a malheureusement rendu

I’analyse impossible par I'intermédiaire du laboratoire SCANELIS.

3.3.2.1.3. Cas de la femelle F-068

La chienne F-068 est une chienne Rottweiler de 2 ans née d’une portée sans probléme de santé
apparent, introduite dans I'élevage ou elle se trouvait lors des prélevements, environ 8 semaines
avant. Tous les chiots de sa premiére portée sont morts dans les 5 premiers jours, ce qui a motivé
la demande d’une autopsie d’un des chiots auprés d’Autopsie-Service a Oniris. Cette derniére a
révélé des lésions trés évocatrices du CHV (Annexe 8). Ayant contacté le Service de Reproduction
d’Oniris afin d’avoir des renseignements, nous sommes entrés en contact avec I'éleveuse et avons
effectué des prélevements sur son élevage, 4 semaines apres la mise-bas de cette femelle. Au total,
nous avons pu prélever 17 chiennes. Nos PCR temps-réel sur écouvillons vaginaux ont mis en
évidence le virus, uniqguement sur la chienne F-068. Comme pour nos autres résultats positifs, ceci
a été confirmé par gPCR par le laboratoire SCANELIS. Une étude de 2017 met en évidence que des
chiennes malades suite a une infection par le CHV pendant la gestation, sont positives sur écouvillon
vaginal 1 semaine post-partum puis négatives 3 mois post-partum (Piewbang et al., 2017). Nous ne
savons cependant pas, a quel moment en théorie, une femelle positive a la mise-bas, devient
négative au niveau vaginal. Ici, a un mois post-partum, la chienne F-068 était toujours positive. Il
aurait été intéressant de la reprélever régulierement afin de repérer a quel moment nos outils ne
permettaient plus la détection du virus au niveau vaginal. Comme pour tous les animaux, nous avons

réalisé des PCR temps-réel en EvaGreen® et en Tagman sur sang total pour les chiennes de cet
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élevage, en pensant que celles-ci reviendraient probablement négatives. Comme expliqué dans la
partie résultats, nous avons obtenu, de fagon assez surprenante, un résultat positif, confirmé par
électrophorese (Figure 30). SCANELIS ne réalisant pas de gPCR pour sang total, nos deux tests PCR
temps-réel ne sont pas confirmés pour cet échantillon, par un laboratoire de référence. Cependant,
en prenant en compte le fait que nos deux différents tests et I'électrophorése indiquent sans
ambiguité un résultat positif, nous pouvons affirmer que le sang de la chienne F-068 contient
effectivement de I’ADN viral correspondant au CHV. De plus, I’éleveuse nous a rapporté que la
chienne présentait, 2 semaines avant la mise-bas et jusqu’a celle-ci, une conjonctivite avec épiphora
séro-mugqueux et un jetage séreux. Nous n’avons malheureusement pas, pour cette étude, réalisé
d’écouvillonnages oculaires et nasopharyngés pour détecter le CHV, car focalisés sur la transmission
vénérienne. Or, nous savons que |I"herpésvirose canine peut également se présenter sous formes
oculaire (paragraphe 2.4.1.3.) et respiratoire (cf paragraphe 2.4.1.1.). On peut donc supposer que
les signes exprimés par cette chienne autour de la mise-bas sont imputable au CHV, sans preuve
biomoléculaire définitive. Enfin, I'’éleveuse nous a recontacté 4 semaines apres les prélevements
pour nous informer d’un épisode généralisé de toux du chenil au sein de son élevage, diagnostiqué
par son vétérinaire traitant. Nous savons que le CHV peut intervenir dans le syndrome toux de chenil
(Kawakami et al., 2010). Il est donc logique de se demander si le CHV a effectivement pu jouer un
réle dans I'épisode décrit par I'éleveuse. Est-ce que l'introduction de la femelle, présentant des
signes cliniques oculaires et respiratoires a son arrivée, a pu propager le virus dans I'élevage ?
Encore une fois, seules des preuves tangibles, comme la réalisation de PCR sur divers échantillons
pourrait nous apporter des réponses. Nous avons cependant pu envoyer des sérums en laboratoire
pour réalisation de sérologies (Tableau XLV). Sur les 16 sérums envoyés, 4 sont négatifs en sérologie
CHV. Tout comme pour d’autres élevages, les animaux concernés n’ont pas recu de vaccin depuis
plusieurs mois avant les prélevements, ce qui veut dire que 75% des animaux dont le sérum a été

testé ont récemment été en contact avec le virus ou I'ont réactivé.
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Tableau XLV : Titres en anticorps anti-CHV chez les animaux testés provenant du méme élevage

gue la femelle F-068

Animal Titre sérologique
F-052 1/80
F-053 1/20
F-054 1/640
F-055 1/320
F-056 1/20
F-057 <1/20
F-059 1/20
F-060 1/20
F-061 1/40
F-062 <1/20
F-063 <1/20
F-064 1/20
F-065 <1/20
F-066 1/40
F-067 1/320
F-068 1/160

Les questions suivantes se posent alors : les animaux séropositifs I'étaient-ils avant I'arrivée de la
femelle F-068 dans I'élevage ? Cette derniére a-t-elle contaminé I'élevage lors de son introduction ?
Cela s’est-il fait par contact oro-nasal ? Par contact avec des matériaux contaminés ? Par contact
avec des manipulateurs porteurs, sur leurs mains ou leurs vétements, du virus ? Nous n’avons
malheureusement pas la réponse a ces questions, n‘ayant pas d’idée du statut sérologique des

chiennes avant 'arrivée de la femelle F-068.
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3.3.3. Interprétation des résultats sérologiques

3.3.3.1. Etude sérologique sur chiens d’élevages reproducteurs

3.3.3.1.1. Résultats de notre étude sérologique et comparaison a d’autres études

Nous avons pu récupérer, au cours de ce travail, les sérums de 44 animaux (ce qui veut dire que
nous avions assez de sang et que le sérum récupéré était de qualité sur ces chiens). Comme annoncé
au paragraphe 3.2.4., sur ces 44 des animaux testés, 36 ont des titres sérologiques positifs pour le
CHV, soit prés de 82 % des chiens (Tableau VI). Pour rappel, la derniére étude sérologique en France
dont nous avons connaissance date de 2002 et concerne des animaux reproducteurs, dont le taux
de séropositivité était de presque 31 %. Ce résultat differe fortement par rapport a ce que nous
trouvons. Ceci peut étre consécutif a plusieurs facteurs. Tout d’abord, nous ne savons pas combien
d’animaux ont été testés en 2002, ni si les animaux ont été prélevés sur tout le territoire francais.
En ce qui nous concerne, notre échantillon ne prend en compte que des chiens reproducteurs, 100
kilometres autour de Nantes et dans la région Basse-Normandie. Il serait donc intéressant d’élargir
les prélévements au territoire francais dans son intégralité, afin de savoir si notre échantillon était
représentatif de la situation globale en France. A travers le monde, le taux de séropositif varie
grandement selon les régions, les années de prélévements et la population étudiée. Ce taux de
séropositivité dépend également du statut de I'animal au moment des prélévements. En effet, un
animal avec le virus en latence dans son organisme ne présentera pas d’anticorps sériques, sauf s’il

a été vacciné.

3.3.3.1.2. Origine probable des anticorps anti-CHV chez les animaux testés

Ces titres en anticorps peuvent, en théorie, étre produits dans deux cas de figure différents. Ces
anticorps peuvent tout d’abord étre la conséquence de la réponse immunitaire de I'organisme des
chiens au contact avec le virus. lls peuvent cependant également étre détectables suite a la
production d’anticorps anti-CHV consécutive a la vaccination contre ce virus. Aucun des animaux
testés sérologiquement n’a été vacciné dans les 8 mois précédant les prélevements et ceux pour
deux raisons majoritairement. Le vaccin était inaccessible pour ces éleveurs depuis au moins le mois
d’ao(it 2021 et les animaux vaccinés ne sont, dans tous les élevages prélevés, que des chiennes au

moment de la gestation. Le laboratoire Mérial, lors de son dép6t de demande de brevet pour le

176



vaccin Eurican Herpes 205®, précise que les anticorps produits en réponse au CHV « persistent peu
de temps », sans qu’une valeur exacte ne soit précisée (MERIAL, Société par actions simplifiées
2000). En 2009, Ledbetter et son équipe affirment qu’une sortie de latence du CHV associée a une
réactivation virale induit une augmentation des anticorps anti-CHV une semaine apres cet
événement et que le titre en anticorps diminue ensuite sur plusieurs semaines, sans plus de
précision (Ledbetter et al., 2009c¢). La circulation de ces anticorps peut étre retrouvée jusqu’a 8 mois
post infection. Nous pouvons donc logiguement supposer que les anticorps détectés chez les

animaux testés sérologiquement sont la conséquence d’un contact avec le virus.

3.3.3.2. Interprétation d’un résultat sérologique dans le cadre du CHV

3.3.3.2.1. Animal séropositif

Selon les précisions du laboratoire extérieur ayant réalisé les sérologies, on considére que la
sérologie CHV est positive pour une dilution supérieure ou égale a 1/20°™e. Si on considére un animal
lambda séropositif, 3 cas de figure sont possibles. Tout d’abord, ce titre peut traduire, comme
indiqué au-dessus, la production d’anticorps dirigés contre le CHV suite a une vaccination. Un animal
gui n’a donc jamais rencontré le virus mais qui a été vacciné contre ce dernier peut étre séropositif.
D’autre part, il peut présenter un titre en anticorps supérieur au seuil minimal suite a une rencontre
avec le virus ; on retrouve alors la trace des anticorps produits en réponse a ce contact récent. Enfin,
un animal infecté latent qui réactiverait le virus suite a un stress quelconque (immunosuppression,
concours, gestation ...) peut présenter des anticorps dirigés contre le virus sorti de latence. Il est
donc impossible, avec une sérologie, de savoir si un animal est contaminé par le virus. De méme,
I'absence d’anticorps dans le sérum a un instant T n’est pas synonyme d’absence de virus dans

I’organisme de I’animal testé.

3.3.3.2.2. Animal séronégatif

Que dire d’'un animal séronégatif ? La possible latence du CHV chez un animal rend complexe
I'interprétation d’une sérologie herpés. En effet, nous n’avons pas de moyen de savoir si un animal

séronégatif I'est parce qu’il n’a jamais rencontré le virus, parce qu’il I'a rencontré mais I'a éliminé,
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ou parce qu’il est porteur du virus sous forme latente. On ne peut donc pas, avec une sérologie
négative a un instant T, affirmer qu’un animal n’est pas porteur du CHV. Coupler ce résultat a des
tests PCR ne permettrait pas de préciser le statut d’un animal donné. En effet, par définition, un
virus latent est un virus qui ne se multiplie pas et qui n’est donc pas détectable dans les organes

classiques de réplication.

3.3.3.2.3. Distinction anticorps vaccinaux et anticorps en réponse a une infection

par le CHV

Il n’est pas possible de distinguer, via une sérologie CHV, si les anticorps titrés correspondent a des
anticorps produit en réaction a une vaccination contre le virus ou a une infection par ce dernier. Il
est donc extrémement important de prendre en compte le statut vaccinal d’'un animal lors de la
lecture des résultats d’'une telle sérologie. Nous n’avons pas trouvé d’étude s’intéressant en
particulier a la persistance dans le temps des anticorps anti-CHV produit en réponse a une
vaccination contre ce dernier. Cependant, il est précisé dans la demande de brevet d’intention pour
le vaccin Eurican Herpes 205® de 2000, que les anticorps neutralisants produits « persistent peu de

temps », sans plus de précisions (MERIAL, Société par actions simplifiées 2000).

3.3.4. Perspectives, améliorations et utilisation de notre PCR temps-réel Evagreen®

3.3.4.1. Avantages mis en évidence au cours de I’étude

Nous avons pu, a l'aide de nos amorces « LM-gB », utilisées en chimie EvaGreen® mettre en
évidence I’ADN viral du CHV dans divers échantillons : du sang total, des cellules vaginales et du
sperme. Nous avons pu confirmer nos résultats a postériori, par le biais d’'un laboratoire de
référence, SCANELIS a Toulouse, France, utilisant la chimie Tagman avec des amorces et une sonde
ciblant le gene de la thymidine kinase virale. Nous avons donc pu, détecter le virus en obtenant les

mémes résultats qu’une technique de référence, par contre plus colteuse. En effet, I'utilisation
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d’une sonde, méme si elle rend la réaction plus spécifique en théorie, augmente inévitablement le
colt des analyses. A titre de comparaison, si nous souhaitons analyser 100 échantillons (en 3
exemplaires chacun), en prenant en compte les témoins négatifs, les échantillons standards et les
échantillons sans matrice, I'analyse en EvaGreen® est environ 60 % moins onéreuse que la Tagman.
Dans le cadre d’'une étude a grande échelle, notre technique semble équivalente en termes de
résultat et plus avantageuse en termes de co(t. De plus, elle nous a permis de mettre en évidence
pour la premiere fois la présence du virus dans le sperme de chien. Notre test moins colteux que
celui évoqué ci-dessus est maintenant disponible, d'une part pour continuer I'étude de la circulation
du virus sur le terrain (études épidémiologiques), mais aussi d'autre part pour contribuer a la
recherche d’organes de latence, notamment chez le male (latence dans les cellules de Sertoli ? de
Leydig ? ...). Notre test pourra également étre tres utile pour un travail sur la définition de
procédures de lavages ou de traitements (trypsine par exemple) du sperme contaminé, permettant
d'éliminer le CHV, avant une procédure d'insémination artificielle sur des animaux de haute valeur

génétique et ainsi garantir une maitrise du risque de transmission en élevage.

3.3.4.2. Améliorations possibles

Nous avons, pour la premiéere fois a notre connaissance, comparé entre eux, deux des tests PCR
temps réel Tagman majeurs, publiés a ce jour : celui d’Eric Lebetter (Ledbetter et al., 2009c) Nicola
Decaro (Decaro et al., 2010). Nos analyses sur ADN provenant de cellules MDCK infectées par la
souche DK13 du CHV, indiquent une sensibilité accrue d’un logio en faveur du premier. Il est donc,
le test le plus sensible disponible actuellement, et nous pouvons l'utiliser ponctuellement pour des
échantillons précieux. Nous avons également retrouvé sa supériorité sur le test Tagman mis au point
et utilisé par la Docteure Mélissa Mauriere et le Professeur Frangois Meurens (Mauriere 2019). Dans
le cadre de ce travail, nous avons décidé de mettre au point un nouveau couple d’amorces, utilisable
en PCR temps réel Evagreen®, pour la détection du CHV. Nous I'avons comparé également avec les
tests Tagman pré-cités. D’apres nos différents critéres d’analyse, indiqués dans le « Matériels &
méthodes », notre test s’avere plus sensible que celui de Decaro, atteignant méme sur certaines
analyses la limite de détection de celui de Ledbetter. Son intérét, déja évoqué, est son co(it réduit
de moitié, particulierement pour une analyse a grande échelle. Nos résultats expérimentaux sur

préléevements biologiques montrent aussi que notre test nous permet de détecter ’ADN viral du
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CHV lorsqu’il est présent, cela aussi bien que les tests Tagman. Le test de référence (SCANELIS)
valide d’ailleurs nos résultats puisqu’il n’y a aucun préléevement positif dans ce laboratoire qui ne
I’est pas entre nos mains. Comme on I'a vu précédemment, lorsqu’on obtient une PCR positive sur
nos échantillons, le Cq est toujours inférieur a 38 cycles Il est donc non ambigu, suggérant un risque
faible de faux négatif. Bien que nous n’ayons pas de valeur absolue de la limite de détection, cette
comparaison inter-tests montre que celle de notre test est trés bas, comparable a celle des tests

« LED-TK » et « DEC-gB » en Tagman, suggérant donc une sensibilité tres élevée de notre test.

Néanmoins, notre test Evagreen ne permet pas, en I'état, de déterminer une charge virale, c’est-a-
dire de réaliser une quantification absolue du virus dans un prélévement (notons que I'intérét d’'une
guantification reste limité lorsque I'on cherche simplement a savoir si I'lanimal testé est infecté ou
non). Nous pouvons évidemment évaluer de facon semi-quantitative et relative la charge virale,
pour la comparer d’un préléevement a 'autre : en effet la valeur du Cq refléte la quantité de virus
présente dans I’échantillon testé. Un échantillon qui présente un Cq de 15 posséde une charge virale
considérablement plus forte qu’un autre prélevement avec un Cq de 30 par exemple
(théoriquement, 3,3 cycles de différence entre deux Cq traduisent un delta d’un logio, en termes de

charge virale, c’est-a-dire une « dilution » au dixieme).

Nous savons, grace a notre modeéle de cellules MDCK infectées in vitro, que nous détectons
systématiquement le virus dans une dilution limite (dilution « 10”7 »), correspondant théoriquement
a75.107 ng d’ADN génomique total (ADN canin en quantité ultra-majoritaire associé a de I’ADN viral
du CHV dont la quantité ne nous est pas connue). Ceci correspond a I'évidence a une quantité tres

faible d’ADN canin, et donc extrémement plus faible de virus.

Nous savons par ailleurs que le titre viral du surnageant de notre culture de MDCK infectées est au
départ de 2,7.10° TCID50/mL. Pour rappel, la TCID50 est la « 50% Tissue Culture Infectious Dose »
c’est-a-dire la dilution d'un virus nécessaire pour infecter statistiquement 50 % d'une culture
cellulaire donnée in vitro. Nous n’avons pas travaillé sur les surnageants mais sur les cellules
correspondantes, et il est donc difficile d’en déduire la quantité de virus dans I’extrait cellulaire de

chaque dilution, a partir de la TCID50 des dilutions « virtuelles » des surnageants correspondants.

Adapter notre technique, pour qu’elle devienne une PCR réellement quantitative, serait un moyen

de quantifier la charge virale hébergée au sein d’un prélévement biologique sur un animal donné. Il
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serait ainsi intéressant de disposer d’une solution d’ADN viral pur (amplicon cloné par exemple)
pour réaliser des gammes étalons précisant le Cq en fonction de la quantité de génome viral. De
telles gammes permettraient de déterminer la limite de détection précise de notre test, et d’évaluer
la charge virale des échantillons positifs. Notons toutefois qu’une quantification précise n’est pas
toujours possible comme le montre I'analyse SCANELIS qui ne peut quantifier de facon absolue

gu’un écouvillon vaginal sur 3 positifs.

Une autre amélioration possible, et d’intérét de notre test, consisterait a I'adapter a la détection -
plus difficile - d’ARNm (ARN messagers) viraux (Q-RT-PCR). En effet, la quantité d’ARN du CHV
détectée traduirait le niveau d’amplification virale lors d’une infection active. A l'inverse, I'absence
de détection de transcrits dans un prélevement, en présence du génome viral (PCR temps réel
positive), peut traduire quant a elle un état de latence virale. La quantification des ARNm viraux
pourrait ainsi préciser une possible latence dans les organes. Ceci nécessite néanmoins des
prélévements invasifs, mais serait par exemple possible pour rechercher une latence au niveau

génital lors d’une castration.

3.3.4.3. Choix de la technologie EvaGreen® par rapport a la technologie SybrGreen®

La technique Sybr Green 1®, apparue a la fin des années 90 (Morrison et al., 1998) est une technique
utilisant des agents de liaison a ’ADN bicaténaire plus sécurisée que celles utilisant du bromure
d’éthidium, entre autres. De plus, son faible co(t et sa facilité d’utilisation font d’elle une technique
plus attractive. Elle est plus sensible que les réactions employant le bromure d’éthidium et semble
moins inhiber les réactions de polymérisation (Poitras et al., 2002). Ces arguments en ont fait une
technique de premier plan pendant des années. Pourquoi donc travailler en EvaGreen® ici ?

Tout comme la chimie Sybr Green |, la technologie Eva Green est relativement économique. De plus,
une étude datant de 2011 a entrepris la comparaison, entre autres, des technologies Sybr Green®
et EvaGreen®. Elle a mis en évidence que la technique EvaGreen® est plus efficace concernant les
parameétres suivants : effets de la technique sur la température de fusion de I'amplicon, sur
I'inhibition de la réaction, sur I'efficacité de la réaction et sur la force du signal fluorescent (Eischeid

2011).
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Ces divers points font donc de la technique EvaGreen® une meilleure candidate que la technique

SybrGreen® pour la réalisation de PCR temps-réel.

3.3.4.4. Intéréts de la chimie Tagman par rapport a la chimie EvaGreen®

Comme précisé précédemment, la technologie Tagman fait intervenir une sonde particuliére qui est
complémentaire d’une portion interne au produit d’amplification et qui se situe donc entre les 2
amorces. La technologie PCR EvaGreen®, utilisant un colorant, ne nécessite pas de sonde ce qui la
rend légeérement moins onéreuse que la Tagman. Cependant, I'EvaGreen® peut parfois générer un
bruit de fond puisqu’il n’y a pas de spécificité de marquage par rapport a une séquence ADN, tout
ADN double brin amplifié étant marqué. Le systeme Tagman® est donc plus spécifique, via
I"utilisation d’une sonde. Un autre avantage est que I'on peut multiplier les sondes Tagman, en
utilisant divers fluorochromes, ce qui permet d’identifier la présence de mutants au cours de la
méme analyse, ce qui présente un réel intérét dans I'étude du génotypage et du polymorphisme de
séquences (bien que ce ne soit pas le cas dans notre étude). Ceci étant dit, la spécificité de notre
technique EvaGreen® est mise en évidence par la présence d’un unique pic sur le graphique des

courbes de dissociations des échantillons positifs (Figure 32).

3.3.5. Gestion du CHV en élevage en fonction des résultats

3.3.5.1. Cas d’un animal négatif en PCR et en sérologie

Un éleveur, dans le cadre d’un dépistage CHV, avant la mise a la reproduction de ses animaux, peut
étre amené a recevoir des tests PCR négatifs sur un animal également séronégatif. Que faire dans
cette situation ? Cela dépend de plusieurs parameétres. Tout d’abord, il faut se rappeler que I’'animal
en question peut étre porteur latent. De plus, il faut savoir sur quels prélevements les tests PCR ont
été effectués. Un animal négatif au niveau des organes reproducteurs peut étre positif au niveau de
ses amygdales et inversement. Pour mettre toutes les chances de son c6té, un éleveur a intérét a
tester, en théorie, tous les sites de multiplication connus. Mais cela a un colt. De plus, rien

n’empéche un animal porteur latent du virus, et donc négatif en PCR et en sérologie, d’excréter de
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nouveau le CHV entre les prélévements et les résultats, méme si ceux-ci sont rapides. En pratique,
un éleveur prend peu de risque a accoupler une femelle séronégative et négative en PCR au niveau
des organes testables a un male dans la méme configuration. Cela doit cependant se faire tres
rapidement, afin d’éviter une éventuelle réactivation virale ou une contamination avant

I'accouplement.

3.3.5.2. Mesures idéales de gestion de la reproduction face au CHV

On comprend assez facilement que, dans I'idéal, il faudrait tester la semence du male reproducteur
en amont de la reproduction. Pour ce faire, un prélevement de sperme doit étre réalisé et divisé en
deux : une partie envoyée en analyse PCR CHV en laboratoire et une partie congelée en I'attente
des résultats. Ainsi, si la semence revient négative, elle pourra étre utilisée au cours d’une
insémination artificielle, qui évite les contacts sexuels entre male et femelle. En effet, si la femelle
est positive au niveau vaginal et qu’il n’est financierement pas possible de la tester, le recours a
I'insémination artificielle supprime le risque de contamination vénérienne du male. Cependant,
I'insémination avec un sperme négatif d’'une chienne non testée ne permet pas d’écarter la
transmission potentielle du virus par la chienne a ses chiots si elle est porteuse. Dans tous les cas,
qgue la femelle soit séronégative ou séropositive, positive en PCR ou non, la vaccination est
fortement conseillée. Elle permet la synthése d’anticorps neutralisants contre une infection en
cours ou contre le CHV sorti de latence a la faveur du stress généré par la gestation. Cette
vaccination permettra également le transfert passif d’anticorps via le colostrum aux chiots a la
naissance et augmenter leurs chances de survie en cas de contact avec le virus. lls persistent 3 a 4
semaines (MERIAL, Société par actions simplifiées 2000) ce qui favorise la survie des chiots en cas
d’infection par le virus, qui, rappelons-le, provoque une forme néonatale systémique, décimant les
chiots de moins de 3 semaines. Il pourrait étre intéressant de suivre I'excrétion des males positifs

dans le temps afin d’avoir une idée de la durée d’excrétion dans la semence.

3.3.5.3. Statut de I’élevage et introduction de nouveaux animaux

L'idéal serait de tester sérologiguement des animaux présents dans |'élevage depuis longtemps et
non vaccinés. En effet, un animal présent depuis plusieurs mois, aura plus de risques d’étre
contaminé par le CHV s’il circule dans I’élevage qu’un animal nouvellement introduit. De plus, tester
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un animal jamais vacciné contre le CHV ou vacciné il y’a plusieurs mois permet de s’affranchir de la
détection d’anticorps vaccinaux qui pourraient étre confondus avec des anticorps générés par
I’organisme en réponse a une infection par le virus.

A I'introduction d’un nouvel animal, la réalisation d’une sérologie au préalable (en I'absence d’une
vaccination récente) couplée a la réalisation de tests PCR (organes génitaux, sperme, amygdales ...),
permet d’augmenter les chances d’introduire un animal ne multipliant pas le virus. Cela n’empéche

toutefois pas I'introduction toujours possible d’un animal porteur du CHV latent.

3.3.5.4. Portage latent du CHV

Par définition, un animal porteur latent du virus n’excréte pas ce dernier et ne le multiplie pas. Il est
donc négatif en PCR et a la sérologie. Méme si I'on connait ou suspecte certains sites de latence
(ganglions lymphatiques trigéminés, rétropharyngés, lombo-sacrés, médiastinaux, hypogastriques,
les amygdales) (Burr et al., 1996) (Miyoshi et al., 1998) (Greene 2012), il parait peu concevable en
pratique, de biopsier ces possibles lieux de latence a la recherche du CHV. Cela impliquerait
d’anesthésier 'animal a tester et de biopsier tous les organes cités pour les analyser. Sans parler du
colt considérable que cela représenterait, de l'inconfort pour I'animal et du questionnement
éthique que cela impose, rien ne dit que le virus n’est pas latent dans un lieu encore inconnu. |l n’est

donc en pratique pas possible de savoir si un animal est porteur latent.

3.3.5.5. Signes d’alertes en élevage

Une nouvelle question se pose donc : quand puis-je suspecter qu’un animal adulte excrete le CHV ?
Comme indiqué en deuxiéme partie, les adultes sont le plus souvent asymptomatiques. Des signes
cliniques sont visibles, le plus souvent a la faveur d’'une immunodépression. C'était certainement le
cas de la chienne positive F-068, qui, 2 semaines avant la mise-bas et jusqu’a celle-ci, présentait une
conjonctivite avec épiphora séro-muqueux et un jetage séreux. Ces signes cliniques peuvent
correspondre a des atteintes oculo-respiratoires possible lors d’'une infection par le CHV. Ainsi, chez
des animaux en période de stress (comme une gestation) ou sous traitement immunosuppresseur,
il pourrait étre intéressant de réaliser des prélevements lorsque des signes locaux sont présents

(écouvillon vaginal en cas de vaginite, oculaire en cas de conjonctivite ou de kératite, nasopharyngé
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en cas de jetage ...). De méme, en cas d’avortement ou de mortinatalité, le recours a une autopsie
d’un des chiots peut étre un moyen de suspecter une atteinte par le virus. C'est ce qui a initialement
alerté la propriétaire de la chienne F-068, dont les chiots sont morts moins d’une semaine apres la
mise-bas. L’autopsie d’un des chiots, réalisée a sa demande, a mis en évidence des |ésions fortement
évocatrices du CHV, ce qui a motivé chez elle une demande plus poussée d’analyses sur le virus et
par conséquent notre session de prélevements au sein de son élevage. Cet événement nous a par
conséquent motivé a organiser une « veille » des cas suspects du CHV avec le service Autopsie-
Service d’Oniris, afin de récupérer les organes des animaux suspects pour analyse (avec
consentement des propriétaires) et potentiellement organiser des campagnes de prélevements

dans les élevages d’ou proviennent ces animaux.

3.3.5.6. Intérét de réaliser des PCR sur le sang des animaux en élevage

Comme nous I'avons vu dans la partie résultats, sur les 92 sangs totaux testés en PCR temps-réel,
seul un est revenu positif, le sang total de la femelle F-068, positive en vaginal. On peut donc se
poser la question de l'utilité de ce test en particulier. Certaines études le mettent en évidence
(Malone et al., 2010) (Castro et al., 2022) tandis que d’autres non (Ronsse et al., 2005) (Ledbetter
et al., 2009c). Actuellement, cette recherche n’est d’ailleurs pas proposée dans des laboratoires
comme SCANELIS. D’aprés nos tests, il semble peu pertinent de réaliser des PCR sur sang total, car
la seule chienne positive au niveau sanguin I’était aussi en vaginal. Il serait donc plus pertinent de
ne pas réaliser cette PCR sur sang total en premiére intention. De plus, la présence de virus dans le
sang total traduit une virémie, dont la durée n’est pas objectivée, on ne sait donc pas si la fenétre
de temps au cours de laquelle le virus est potentiellement détectable dans le sang est longue ou
non. Ceci serait intéressant a mieux étudier. L'étape de virémie étant logiquement suivie de la

dispersion du virus dans les organes cibles, il semblerait plus pertinent de tester ces derniers.
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CONCLUSION

Les objectifs de ce travail étaient multiples. Le premier était de faire un état des lieux trés
préliminaire de la présence du CHV dans une population de reproducteurs en France et d’en
analyser les possibles modalités de transmission vénérienne. Le second était de mettre au point un
nouveau test PCR temps réel de détection du virus, sensible, utilisant la chimie EvaGreen® et de le
comparer a différents autres tests, en particulier publiés, dans le but de I'utiliser sur un grand
nombre d’échantillons. Le dernier était d’identifier d’éventuels facteurs favorisants chez des
animaux qui seraient positifs au CHV et d’en déduire des mesures prophylactiques, applicables en
élevage.

La mise au point d’un test PCR temps réel ciblant la glycoprotéine gB du CHV s’est avérée d’une
sensibilité tres proche des tests de références publiés, pour un colt deux fois plus limité (intérét
pour I'analyse de grandes cohortes sur le terrain). Elle nous a déja permis de tester des écouvillons
vaginaux, préputiaux, du sperme et du sang total sur prés de 100 animaux. Nous avons ainsi pu
démontrer que le virus est peu détectable dans les voies génitales d’animaux qui ont eu, pour la
grande majorité d’entre eux, un contact avec le virus (séropositifs). Nous avons pu, et ce pour la
premiere fois, mettre formellement en évidence la présence du virus dans le sperme de 3 chiens.
Cette découverte nous amene a revoir les modalités de test des animaux avant insémination car
nous démontrons ici qu’un animal négatif en PCR au niveau du prépuce peut excréter du virus dans
son sperme.

La mise en évidence du CHV dans les phases liquidienne et cellulaire des spermes de 3 chiens nous
amene également a développer maintenant des protocoles d’'une part de séparation stricte des
phases, afin de localiser plus précisément le virus, et d’autre part de purification du sperme, pour
permettre l'insémination a partir de chiens contaminés mais présentant une haute valeur

génétique.
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ANNEXES

Annexe 1: Lettre de consentement éclairé a destination des propriétaires pour réalisation de

prélévements sur une chienne

. .
. ‘ H Service Pathologie de la Reproduction
Oniris
[ inhe Rararaie l:—u.-.n

Prélévements thése sur L'HERPESVIROSE CANINE

W

Sonls i rhsrar s o was o e v

FICHE CHIENNE
Je, soussigné(e) (NOM & Prénom)

demeurant 2 (adresse et I0CAREE)..........ccccarieicnininesresiariniessinscsnssstasssasassasnensns stasasasas

reconnait avolir été informé{e) par le Dr Djemil BENCHARIF de I'intégralité des procédures mises en jeu lors de
Pétude clinique visant a rechercher le virus de I'herpesvirose canine dans le sang et les cellules vaginales de ma
chienne. Pour cette étude, J'accepte librement que soit inclus I'animal dont Je suls le propriétaire® ou le
détenteur® :

R 2. it anahid b bbbl it s S A4 L puvel A sttt el sl s v b eriatisiiio i v iasest
Type et n* d'identification :
Espéce et race :

Date de nalssance :

Jatteste avoir compris les bénéfices attendus et les risques potentiels {cf verso de cette page) li€s a la mise en
ceuvre de cette étude et qul m'ont été clairement énoncés par le Dr Djemil BENCHARIF.

Jatteste étre consclent que dans le cadre de la pratique vétérinaire, une prise de sang et un frottis vaginal
peuvent étre nécessaires afin de rechercher I'herpésvirus canin ou des traces de son passage.

Jal noté que |a participation a F'étude clinique n'occasionne aucun frais supplémentaire & ma charge et qu'elle
ne s'accompagne pas non plus d'une rémunération associée.

J'ai été prévenu(e) que |'al le droit 3 tout moment et pour quelque raison que ce soit de retirer mon animal de
Pétude.

Jautorise les équipes de recherche d’Oniris et/ou leurs partenaires a utiliser les données et les prélévements de
mon animal de maniére anonyme dans le but d’améliorer I'état des connalssances sclentifiques et techniques
sur le sujet. Je consens cependant a la levée de I'anonymat si celle-cl est demandée par les autorités publiques.
Vaccepte |a cesslon gracieuse des prélévements effectués sur mon animal & ONIRIS.

Je déclare avoir eu de la part du Dr Djemil BENCHARIF toutes les réponses 3 mes questions.

* rayer la mention inutile

Page 1/2
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Etude cdlinique: « Recherche par PCR quantitative en temps réel de I'herpesvirus canin dans différents
prélévements blologiques chez des chiens mdles et femelles ;| comparaison de 'efficacité de différents tests et
étude du risque de transmisslon vénériennes.

Investigateur Principal : Dr Djemil BENCHARIF

Bénéfices attendus Contraintes éventuelles
- Détection d'un portage éventuel du virus de - Inconfort passager éventuel
I"herpesvirose canine chez votre animal avec lors de la prise de sang
détermination potentielle de la localisation blologique - Inconfort éventuel lors du
de ce portage passage de la cytobrosse au
- Les informations sur le statut de votre animal niveau du vagin de votre
concernant 'herpervirus canin vous permettent chienne

dadapter les mesures prophylactiques & prendre lors de
la mise a |a reproduction

- Contribution a I'approfondissement des connaissances
sur I’herpesvirus canin et son portage chez les chiens

Foit & Onirls, le 202..

Signature de I'lnvestigateur principal

Signature du propriétaire* ou du détenteur* de I'animal

* rayer la mention inutile

Page 2/2
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Annexe 2 : Lettre de consentement éclairé a destination des propriétaires pour réalisation de

prélévements sur un chien

-
5 ; : ;
. ‘ Service Pathologie de la Reproduction
Oniris
- e

e By Prélévements théses sur L'HERPESVIROSE CANINE

St o shsrninleBise s v do b v

FICHE CHIEN
le, soussigné(e) (NOM & Prénom)

demeurant 3 (adresse et 10CaHtE).........coovviurceeiiere e e

reconnait avoir été informé{e) par le Dr Djemil BENCHARIF de I'intégralité des procédures mises en jeu lors de
Fétude clinique visant & rechercher le virus de I'herpesvirose canine dans le sang, le sperme et les cellules
préputiales de mon chien. Pour cette étude, |'accepte librement que soit inclus I'animal dont je suis le
propriétaire® ou le détenteur® :

Nom :
Sexe :
Type et n® d'identification :
Espéce et race :
Date de nalssance :

J'atteste avoir compris les bénéfices attendus et les risques potentiels (¢f verso de cette page) liés & la mise en
ceuvre de cette étude et qui m'ont été clairement énoncés par le Dr Djemil BENCHARIF.

Jatteste étre conscient que dans le cadre de la pratique vétérinaire, une prise de sang, un frottis préputial et un
prélévement de spermes peuvent &tre nécessaires afin de rechercher I'herpésvirus canin ou des traces de son

passage.

J'al noté que la participation a I'étude clinique n'occasionne aucun frais supplémentaire &@ ma charge et gu'elle
ne s'accompagne pas non plus d’une rémunération associée.

Jal été prévenu(e) que J'al le droit 2 tout moment et pour quelque raison que ce soit de retirer mon animal de
Fétude.

Jautorise les équipes de recherche d’Oniris et/ou leurs partenaires a utiliser les données et les prélévements de
mon animal de maniére anonyme dans le but d"améliorer I'état des connalssances sclentifiques et techniques
sur le sujet. Je consens cependant a la levée de I"'anonymat sl celle-cl est demandée par les autorités publiques.
J'accepte la cession gracleuse des prélévements effectués sur mon animal @ ONIRIS.

Je déclare avoir eu de la part du Dr Djemil BENCHARIF toutes les réponses 3 mes questions.

Faita..... le 202
Signature du propriétaire® ou du détenteur* de
Fanimal
* rayer la mention inutile
Page 1/2
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Etude dinique: « Recherche par PCR quantitative en temps réel de I'herpesvirus canin dans différents
prélévements blologlques chez des chiens mdles et femelles ; comparaison de I'efficacité de différents tests et

étude du risque de transmission vénériennes.

Investigateur Principal : Dr Djemil BENCHARIF

Bénéfices attendus Contraintes éventuelles
- Détection d'un portage éventuel du virus de Inconfort passager éventuel
I'herpesvirose canine chez votre animal avec lors de la prise de sang
détermination potentielle de la localisation biologique Inconfort éventuel lors du
de ce portage prélévement de sperme
- Les informations sur le statut de votre animal Inconfort éventuel lors du
concernant herpervirus canin vous permettent passage de la cytobrosse au
dadapter les mesures prophylactiques a prendre lors de niveau du prépuce de votre
la mise a |a repreduction chien
- Contribution & I'approfondissement des connaissances
sur I'herpesvirus canin et son portage chez les chiens
Foit o Onirls, le 202..
Signature de I'lnvestigateur principal
Signature du propriétaire*® ou du détenteur* de I'animal
* rayer la mention inutile
Page 2/2
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Annexe 3 : Protocole de séparation des phases liguidienne et cellulaire spermatiques

Protocole de séparation des phases liquidienne et cellulaire de
sperme de chien

- Régler la centrifugeuse sur PR 62 modifié : 4°C a 4000 g pendant 10 minutes.

- Lancer la centrifugeuse a vide aprés avoir fixé le rotor Eppendorf 1,5 ml, pour gu'elle
refroidisse avant utilisation.

- Décongeler le sperme sur glace puis 4 a3 5 minutes sur portoir (échantillons de sperme a
récupérer a - 80° C).

- Bien homogénéiser le sperme (vortexer modérément).

- Préparer des tubes pour aliquoter le sperme (si grande guantité de sperme) a remettre a
—-80° C.

- Préparer des tubes de centrifugation (tubes Eppendorf de 0,2 ml avec bouchon) et
déposer au minimum 15 plL de sperme (voir plus).

- Centrifuger a 4° C a 4000*g pendant 10 minutes (ne pas oublier les adaptateurs des
tubes pour la centrifugeuse).

- Attention & éviter les secousses et/ou chocs lors du retrait des tubes et de leurs
manipulations.

- Laisser la centrifugeuse ouverte pour éviter toute condensation dans la machine.

- Retirer délicatement le bouchon et récupérer le plasma séminal (surnageant) avec une
pipette de 10 ylL (cbnes de 0,1 uL & 10 uL de référence 44). Réaliser cette étape en
plusieurs fois.

- laisser le culot recouvert par du surnageant pour éviter de resuspendre les cellules
présentes dans le culot.

- Déposer le plasma séminal dans des Eppendorf de 0,2 mL (déposés sur des tubes
Eppendorf ouverts et sans bouchons de 0,5 mL).

- Conserver le liquide spermatique et le culot cellulaire — 20°C et/ ou — 80°C.
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Annexe 4 : Protocole d’extraction d’ADN sur écouvillons vaginaux et préputiaux

Extraction d’ADN TOTAL a partir ’ECOUVILLONS VAGINAUX ET PREPUTIAUX

Objectif :
Obtenir de I’ADN génomique de chien et éventuellement de CHV latent (ou en multiplication), sur écouvillons vaginaux et
préputiaux.

Consommables, matériel :

- Kit « Genomic DNA NucleoSpin Tissue » Macherey-Nagel Référence : 740 952.50 (50 extractions)
- 2 bains-Marie a 56 et 70°C Resolubiliser Protéinase K ; aliquoter par 180 puL en Eppendorf 0,5 ml a 20°C
- 1 centrifugeuse 11 000g Ethanol absolu (48 ml) pour reconstituer B5

Mode opératoire

A réaliser dans la « piéce d’extraction IECM » :

e Ecouvillon dans tube de prélevement (> 2 mL); ajouter 400-600 uL (selon tube) de PBS et 25 pL de Protéinase K.
Vortexer vigoureusement 2 X 5 secondes et incuber 10 minutes a 56 °C.
Bréve centrifugation 4 000 g, 30 s a 1 min
e Transférer I’écouvillon (pince stérile) et la solution sur la colonne de filtration (anneau rose)
Tube collecteur 2 ml a bouchon - Couper la tige de 1’écouvillon.
Centrifuger 1 minute a 11 000 g ; jeter la colonne.
e Ajouter 600 uL de tampon B3
Vortex vigoureux, 20 secondes. Centrifuger si besoin
Incuber 5 minutes a TA
Lyser et digérer au Bain-Marie 10 min a 70°C
e Ajouter 600 pL d’Ethanol 96-100% (absolu) - Vortexer vigoureusement 20 secondes
e Charger 600 uL de liquide sur colonne Si (anneau vert 600 puL), placée sur tube collecteur sans bouchon.
Ne pas toucher la membrane de silice avec le cone de la pipette
Centrifuger 1 min a 11 000 g. Jeter le tube collecteur ; déposer colonne sur tube collecteur neuf et refaire 2 fois.
e Lavage 1 - ajouter sur la colonne 500 pL de tampon BW. Centrifuger 1 min a 11000 g
Jeter le tube collecteur et remettre la colonne sur un tube collecteur propre
e Lavage 2 - ajouter 600 pL de tampon B5. Centrifuger 1 min a 11 000 g.
Jeter le tube collecteur et placer la colonne sur un tube collecteur propre
o Centrifuger de nouveau, 1 min a 11 000 g (¢liminer totalement éthanol). Vérifier que colonne bien séche
e Elution - Placer la colonne sur un Eppendorf 1,5 ml annoté sur bouchon ; déposer 50 pL. de tampon BE
Incuber 1 min a température ambiante (rendement) - Centrifuger 1 minute a 11000 g
Repasser les 50 pL de tampon BE sur la colonne - Centrifuger 1 minute a 11000 g

Jeter la colonne. Bien fermer I’Eppendorf.
NB Dosage au Nanodrop (PFBM) : sacrifier 2 microlitres avant 4°C ou -20°C (conservation long terme)

Attention aux risques de contaminations (contact cones, aérosols ...)

Attention aux compatibilités cones / pipettes — Rdt environ 100-200 ng/pl
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Annexe 5 : Protocole d’extraction d’ADN sur sang total

Extraction d’ADN TOTAL a partir de Sang de Chien

Objectif :
Obtenir de ’ADN génomique de Chien et éventuellement de CHV latent (ou en multiplication)

Consommables, matériel :
- Kit « Genomic DNA NucleoSpin Tissue » Macherey-Nagel Référence : 740 952.50 (50 extractions)
- 1 bain-marie a 70°C Resolubiliser ProtéinaseK et aliquoter par 150 uL en Eppendorf 0,5 ml
- 1 centrifugeuse 11 000g Ethanol absolu (48 ml) pour reconstituer BS

Mode opératoire
A réaliser dans la « piéce d’extraction [IECM » :

e Déposer 200 pL de Sang prélevé sur EDTA (frais ou décongelé) dans un tube ppp 2ml

e Ajouter 25 pL de protéinase K et 200 pL. de tampon B3

e M¢élanger au Vortex vif, 20 secondes. Centrifuger si besoin - Incuber 5 min & TA

e Lyser et digérer au bain-marie 10 min a 70°C

e Centrifuger brievement, puis ajouter 210 pL d’Ethanol absolu

e Me¢élanger au Vortex vigoureusement 20 secondes

e Transférer tout le liquide sur colonne (max. 700 puL), placée sur un tube collecteur.

e Ne pas toucher la membrane de silice avec le cone de la pipette

o Centrifuger 1 min a 11 000 g. Jeter le tube collecteur et déposer la colonne sur un tube collecteur propre

e [Lavage 1 : ajouter sur la colonne 500 pL. de tampon BW. Centrifuger 1 min a 11000 g

e Jeter le tube collecteur et remettre la colonne sur un tube collecteur propre

e [avage 2 : ajouter 600 pL de tampon B5. Centrifuger 1 min a 11 000 g.
Jeter le tube collecteur et placer la colonne sur un tube collecteur propre

o Centrifuger de nouveau, 1 min a 11 000 g pour éliminer totalement 1’éthanol. Vérifier que la colonne est
bien séche

e Placer la colonne sur un tube « Eppendorf » 1.5 ml, annoté sur bouchon et déposer 100 pL. de tampon

BE.

e Elution : Incuber 1 min a température ambiante (améliore le rendement) - Centrifuger 1 minute a 11000 g

Jeter la colonne Bien fermer I’Eppendorf 1,5 ml.

NB  Dosage au Nanodrop (PFBM) : sacrifier 2 microlitres avant 4°C ou -20°C (conservation long terme)
Attention aux risques de contaminations (contact cones, aérosols ...)

Attention aux compatibilités cones / pipettes
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Annexe 6 : Protocole utilisé pour 1’extraction d’ADN du culot cellulaire spermatique et des organes

prélevés

Extraction d’ADN TOTAL a partir de culots de cellules

Objectif :
Obtenir de I’ADN génomique de Chien et éventuellement de CHV latent (ou en multiplication)

Consommables, matériel :
- Kit « Genomic DNA NucleoSpin Tissue » Macherey-Nagel Référence : 740 952.50 (50 extractions)
- 1 bain-marie a 70°C Resolubiliser ProtéinaseK et aliquoter par 150 uL en Eppendorf 0,5 ml
- 1 centrifugeuse 11 000g Ethanol absolu (48 ml) pour reconstituer B5

Mode opératoire
A réaliser dans la « piéce d’extraction IECM » :

e Déposer 200 uL de tampon de lyse T1 sur culot cellulaire (frais ou décongelé > ou = a 1,5ml)

e Me¢élanger au vortex vigoureusement 20 secondes

e Ajouter 25 pL de protéinase K et 200 pL. de tampon B3

e Mélanger au Vortex vif, 20 secondes. Centrifuger si besoin - Incuber 5 min a TA

e Lyser et digérer au bain-marie 10 min a 70°C

o Centrifuger brie¢vement, puis ajouter 210 pL. d’Ethanol absolu

e Mélanger au Vortex vigoureusement 20 secondes

e Transférer tout le liquide sur colonne (max. 700 nL), placée sur un tube collecteur.

o Ne pas toucher la membrane de silice avec le cone de la pipette

o Centrifuger 1 min a 11 000 g. Jeter le tube collecteur et déposer la colonne sur un tube collecteur propre

e Lavage | : ajouter sur la colonne 500 pL. de tampon BW. Centrifuger 1 min a 11000 g

o Jeter le tube collecteur et remettre la colonne sur un tube collecteur propre

e Lavage 2 : ajouter 600 nL de tampon BS5. Centrifuger 1 min a 11 000 g.
Jeter le tube collecteur et placer la colonne sur un tube collecteur propre

o Centrifuger de nouveau, 1 min a 11 000 g pour éliminer totalement 1’éthanol. Vérifier que la colonne est
bien séche

e Placer la colonne sur un tube « Eppendorf » 1,5 ml, annoté sur bouchon et déposer 100 pL. de tampon

BE.

¢ Elution : Incuber 1 min a température ambiante (améliore le rendement) - Centrifuger 1 minute a 11000 g

Jeter la colonne Bien fermer I’Eppendorf 1,5 ml.
NB  Dosage au Nanodrop (PFBM) : sacrifier 2 microlitres avant 4°C ou -20°C (conservation long terme)

Attention aux risques de contaminations (contact cones, aérosols ...)

Attention aux compatibilités cones / pipettes — Rdt environ 100-200 ng/ul
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Annexe 7 : Protocole utilisé pour 1’extraction d’ADN viral dans la phase liquidienne spermatique

Extraction d’ADN VIRAL i partir de liquide biologigue (sperme chicn)

Objectif ;

Obtenir de I'ADN de CHV dans la phase liquidienne du sperme de chien, a 1'aide du kit MECHEREY-NAGEL « Viral RNA

and DNA — NucleoSpin Virus »
Avant de commencer la réaction :

- Vérifier que le tampon VW2 est préparé comme indiqué
- Vérifier que le Carrier ARN est dissout dans 1'cau
- Préparer un bain-marie a 70°C

. .. '

e Ajouter 200 pL du liquide spermatique = cf procédure d''extraction du liquide spermatique

Déposer 5 puL de protéinase K dans un tube collecteur de 1,5 mL

o Vortexer modérément 10 s
Ajouter 200 pL de tampon de lyse VL
o Vortexer modérément 10 s
Centrifuger si besomn a 2000 g, 10 s
Ajouter 5,6 pL de solution Carrier ARN
o Vortexer modérément 5 s
Incuber 3 min a température ambiante
o Centrifuger a 2000 g 1s st besoin
Ajouter 200 uL d'éthanol et vortexer 10 s
o Incuber 5 min & température ambiante
o Centrifuger briévement 1s a 2000 g
Charger 610 uL. de la solution sur une colonne NucleoSpin Virus
o Centrifuger 3 mina 4000 g
Placer la colonne dans un nouveau tube collecteur et jeter le précédant
1 lavage - Ajouter 400 pL. de Tampon VW1 sur la colonne
o Centrifuger 30sa 11000 g
Placer la colonne dans un nouveau tube collecteur et jeter le précédant
2™ Jayage : Ajouter 400 pL de Tampon VW2 sur la colonne
o Centrifuger30sa 11 000 g
Placer la colonne dans un nouveau tube collecteur et jeter le précédant
34% |ayage : Ajouter 200 pL de Tampon VW2 sur la colonne
o Centrifuger Smin 4 20 000 g
Placer la colonne dans un nouveau tube collecteur et jeter le précédant
o Incuber 5 min & tube ouvert 5 min a 56°C
Ajouter 30 pL d'cau stérilise a 70°C sur la colonne
o Incuber 3 min a température ambiante

o Centrifuger 3 mina 20 000 g

= Récupérer le contenu du tube. Dosage optique a I'aide du Nanodrop. Nb : dosage potentiellement faussé par le

« Carrier RNA ».
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Annexe 8 : Rapport d’autopsie du chiot mort de la chienne F-070

Autopsie-Service

Site de la Chantrerie ~ CS 40706
44307 NANTES Cedex 3
Téléphone : 02.40.68.40.29
Mail : autopsie.service@oniris-nantes.fr

(e
Centre Howitater Univertitare Véidiinore

DOSSIER N°AS 22-081

VETERINAIRE PATHOLOGISTE : Dre Laetitia Dorso, lactitia.dorso(@onins-nantes. fr

COMPTE-RENDU INTERMEDIAIRE

_ ACTES REALISES
Acte réalisé, compte-rendu jolnt  Acte en attente
Examen macroscopique du cadavre le 01/04/2022 X
PCR Herpesvirus X

Date rédaction : 01/04/2022

COMMENTAIRES

L’animal autopsié présente un tableau lésionnel fortement évocateur d’une herpésvirose canine (CaHV-1)
caractérisé par :

- une nécrose hépatique multifocale,

- une néphrite interstitielle marquée, subaigué et a de nombreux foyers hémorragiques,

- un edéme pulmonaire aigu, diffus, marqué,

- et une nécrose splénique multifocale.

La confirmation formelle de ce diagnostic nécessite la mise en évidence du virus par PCR (surcoilt de 76€).
Si vous souhaitez que cette analyse soit réalisée, merci de nous en informer rapidement.

Pour les autres chiots de la portée, il est vivement conseillé de les mettre sous lampe chauffante en veillant a
maintenir un état d’hydratation correct. Pour les portées 4 venir, il est également conseillé de vacciner les
meéres.

Le dérail des résultats de 'examen nécropsique est présenté dans la suite de ce dossier.

Dre Lactitia Dorso, Dip. ECVP

224



@nirls Nantes

CHU

Centre Hotpitater Univeritare Vétérinore

Autopsie-Service

Site de la Chantrerie ~ CS 40706
44307 NANTES Cedex 3
Téléphone : 02.40.68.40.29
Mail : autopsie.service@oniris-nantes.fr

EXAMEN MACROSCOPIQUE DU CADAVRE
N°AS 22-081

Animal : CHIOT femelle de race Rottweiler, née le 23/03/2022
Date : 01/04/2022

Etat d'embonpoint - 3/9, présence de tissu adipeux en quantité peu abondante, notamment au niveau du tissu conjonctif
sous-cutané, des séreuses pénitonéales et du mésentére, conformément au jeune age de I'animal.
Etat de conservation : Excellent.

. Exténeur
Peau, Tissu sous-cutané - Présence d'un aedéme modére du tissu conjonctif sous-cutané.

. Cavités corporelles
Cavité abdominale, Cavité pleurale, Cavité pévicardigue - Absence de lésion significative.

. Appareil digestif
Cavite buccale, (Esophage : Absence de lésion significative.

Estomac : Présence d'un contenu stomacal peu abondant, essenticllement muqueux. Absence de Iésion significative de la
muqueuse stomacale.

Intestin gréle, Caecum, Colon, Rectum : Contenu digestif modérément abondant. Absence de Iésion significative des
mugqueuses digestives.

Foie : Présence de foyers beiges bien délimités, parfois coalescents.
Vesicule biliaire : Réplétion modérée.
Pancréas - Absence de lésion significative.

. Appareil urinaire

Rein @ Les deux reins présentent la méme lésion @ le cortex présente de nombreuses hémorragies rénales extensives
conférant un aspect « marbré » aux reins, associées @ des ponctuations blanchatres, de disposition radiée a la coupe,
intéressant a la fois le cortex ct la médulla

Vessie : Absence de lésion significative. Vessie vide.

. Appareil cardio-vasculaire
Caeur, Aorte, Tronc pulmonaire, Veines caves, Veines et artéres mésentériques, Vaisseaux ombilicaux : Absence de
Iésion significative.

. Appareil respiratoire

Larynx, Trachée - Présence de mousse en quantité modérément abondante dans la lumiére trachéale.

Poumon : Le parenchyme pulmonaire est de taille augmentée, d'aspect bombé, humide et de couleur rouge, de
consistance normale et un abondant fluide mousscux s'écoule a la section des voies respiratoires.

. Organes lymphoides

Rate : Présence d'innombrables foyers hémorragiques ct blanchatres de 1 & 2 mm de diamétre, disséminés sur I'ensemble
du parenchyme splénique.

Neeuds lymphatiques mésentérigues : Absence de [ésion significative.
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@nirls Nantes

CHU

Ceontre Howitater Univenitare Véldinore

Autopsie-Service

Site de la Chantrerie ~ CS 40706
44307 NANTES Cedex 3
Téléphone : 02.40.68.40.29
Mail : autopsie.service@oniris-nantes.fr

. Appareil génital
Ovaires, Utérus : Absence de Iesion significative. Immatures.

. Systéme nerveux central
Encéphale : Absence de Iésion significative.

. Appareil musculo-squelettique
Articulations, Muscles, Tissu osseux : Absence de lésion significative.

CONCLUSION

LESIONS SIGNIFICATIVES

FOIE : NECROSE HEPATIQUE MULTIFOCALE, caractérisée par des foyers beiges bien délimités, parfois
coalescents.

REIN : NEPHRITE INTERSTITIELLE MARQUEE, subaigug, caractérisée par la présence de ponctuations blanchitres,
de disposition radice a la coupe, intéressant a la fois le cortex et la médulla, associées a8 de NOMBREUX FOYERS
HEMORRAGIQUES conférant un aspect « marbré » aux reins.

POUMON : OEDEME PULMONAIRE DIFFUS, AIGU, MARQUE, caractérisé par un parenchyme pulmonaire de taille
augmentée, d'aspect bombé, humide et de couleur rouge, de consistance normale associé a un abondant fluide mousseux
s'écoulant a la section des voies respiratoires.

RATE : NECROSE SPLENIQUE MULTIFOCALE, caractérisée par la présence d'mnombrables foyers hémorragiques
et blanchitres de 1 @ 2 mm de diamétre, disséminés sur I'ensemble du parenchyme splénique.

LESIONS NON SIGNIFICATIVES

Dre Dorso Laétitia, Dip. ECVP

226



Annexe 9 : Proposition de protocole de purification de sperme contaminé par des particules virales
en position extracellulaire (d’aprés Semperini et al., 1992)

PROTOCOLE DE PURIFICATION DE SPERME CONTAMINE PAR DES
PARTICULES VIRALES EN POSITION EXTRACELLULAIRE (D’APRES
SEMPERINO ET AL.,1992)

Prélever le sperme a I'aide d'un vagin artificielle et de tubes de prélévements stériles
Homogénisation douce du sperme a |'aide d’un vortex pendant 5 secondes
Prélévement de 200 plL de sperme

Ajout de 200 pL de milieu Menezo B2 (MB2)

Homogénisation douce du sperme a |'aide d’un vortex pendant 5 secondes
Ajout de 400 pL de MSL (lymphocyte separation medium)

Centrifugation a température ambiante a 400 g pendant 30 minutes
Récupération du culot et mise en suspension avec 400 L de MSL
Centrifugation a température ambiante a 400 g pendant 10 minutes
Récupération du culot cellulaire et ajout de 1 mL de MB2

Incubation 60 min, a 37°C, a 5% de CO:

Récupération de 100 ulL de la couche supérieure contenant des spermatozoides

Congeler ou inséminer le volume récupérer
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Chloé CHARLES

Mise en évidence pour la premiére fois dans le sperme de chien de I'herpésvirus canin (CHV) :
contribution a I'étude du risque de transmission vénérienne par PCR temps-réel et analyse
complémentaire sérologique.

First detection of canine herpesvirus (CHV) in dog semen: a contribution to the study of venereal
transmission risk by real-time PCR and complementary serological analysis.

Thése d’Etat de Doctorat Vétérinaire : Nantes, le 19 septembre 2022

RESUME

L’herpésvirus canin (CHV) est un virus a ADN bicaténaire, responsable, entre autres, de troubles de la
reproduction. Les chiens adultes sont le plus souvent asymptomatiques mais les chiots, notamment
ceux agés de moins de 3 semaines, déclarent le plus souvent une atteinte systémique mortelle. Ceci
fait du CHV une maladie d’élevage redoutable.

La transmission vénérienne du CHV a été le centre de ce travail. Quatre-vingt-treize animaux
reproducteurs ont été prélevés afin de rechercher le virus sur des écouvillons vaginaux (75),
préputiaux (18), sur du sperme (18) et du sang total (92) au moyen d’une technique de PCR qui a été
mise au point. Cette nouvelle technique de PCR temps-réel EvaGreen®, peu colteuse, a été
comparée a d’autres PCR de référence. Une étude sérologique a faible échelle sur quelques élevages
en régions de Loire-Atlantique et en Normandie, a également été effectuée.

La technique de PCR temps-réel EvaGreen® qui a été développée au cours de cette expérimentation,
a permis d’obtenir des résultats identiques a ceux obtenus en laboratoire de référence. De plus, et
pour la premiere fois, du CHV a été mis en évidence dans le sperme de 3 chiens sur 18 males testés,
sans qu’il ne soit détecté au niveau de leur prépuce, ce qui souligne formellement le risque de
dissémination du virus via le sperme contaminé. Le CHV a également été mis en évidence dans le
vagin de 3 chiennes sur 75 testées. En outre, les résultats sérologiques permettent de confirmer une
circulation active du virus au sein des élevages testés puisque prés de 82% des 44 chiens testés sont
positifs.

La mise en évidence du virus dans le sperme incite a la réalisation d’investigations, afin d’identifier la
localisation précise du CHV dans le tractus génital male. Cela permettrait I'élaboration de techniques
de traitement du sperme en vue d’inséminations artificielles avec des males contaminés, a haute
valeur génétique, sans contaminer la chienne receveuse.

MOTS CLES :
- CHIEN - MDCK
- REACTION DE POLYMERISATION EN CHAINE - SEROLOGIE
- HERPESVIRUS CANIN - SPERME
- HERPESVIROSE - TRANSMISSION DES MALADIES
- CELLULES RENALES CANINES MADIN-DARBY - REPRODUCTION

DATE DE SOUTENANCE : e 19 septembre 2022
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