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INTRODUCTION

Le Furet domestique (Mustela putorius furo) est une sous-espéce du Putois d'Europe
(Mustela putorius) domestiquée il y a plus de 2 000 ans pour la chasse au lapin, probablement
sur le pourtour méditerranéen (Thomson, 1951). Le furetage est aujourd'hui peu pratiqué en
France, et ce petit mustélidé est avant tout considéré comme un animal de compagnie. C'est
également une espece d'intérét en expérimentation animale, notamment en virologie,
endocrinologie et toxicologie. Les utilisations plus confidentielles du furet incluent son usage
comme animal de sport, de travail, ou dans l'industrie de la fourrure (Fox, 2014). Dans certains
territoires ou il a été introduit (Nouvelle-Zélande, iles britanniques), le furet est considéré
comme une espéce invasive car son comportement de prédation et le portage d’agents

pathogenes mettent en danger la faune locale (Lee, 2002 ; Bodey et al., 2011).

Malgré sa domestication précoce, le furet est considéré comme un «nouvel» animal de
compagnie (NAC), car ce n'est qu'a partir des années 1980 qu'il a suscité un réel engouement
dans les foyers occidentaux. Il est difficile d'estimer avec précision le nombre de furets en
France : plusieurs sources ont relayé le chiffre de 300 000 proposé en 2010 par le Dr Norin
Chai (Vinke, Schoemaker, 2012 ; Fox, 2014), alors que I'Agence France-Presse évoquait la
méme année un million de furets frangais (La Dépéche, 2010). La dynamique de la population
semble actuellement décroissante : en 2019, 49 454 furets étaient identifiés auprés de la
société d'identification des carnivores domestiques, soit une diminution de 9,34 % sur trois
ans (I-CAD, 2020). En France comme en Belgique, le furet a le statut législatif de carnivore

domestique, au méme titre que le chien et le chat.

Le développement du furet comme animal de compagnie s'est accompagné d'une
évolution de sa médecine, avec en particulier la création de colleges de spécialistes de
médecine zoologique des petits mammiferes listant le furet parmi les especes d'intérét. Cet
engouement a permis d'identifier et de mieux connaitre les affections spécifiques de cette
espéce, parmi lesquelles deux coronaviroses décrites dans les années 1990 et 2000 : I'entérite
catarrhale épizootique et la coronavirose systémique. Si elles ont fait I'objet de divers travaux,
aucune étude n'a encore été réalisée sur les coronavirus de furets francais ou belges. Apres
avoir fait I'état actuel des connaissances concernant ces maladies et leur agent étiologique,
nous présenterons une étude prospective portant sur I'épidémiologie et la diversité génétique

des coronavirus détectés chez des furets en France et en Belgique.






PARTIE 1- ETAT DES CONNAISSANCES

| - Généralités sur les coronavirus

A - Classification

Les Coronaviridae sont une famille de virus enveloppés a ARN positif non segmenté
appartenant a l'ordre des Nidovirales. Il en existe deux sous-familles, les Letovirinae et les
Orthocoronavirinae (ICTV, 2019). Ces derniers se déclinent en quatre genres : les
Alphacoronavirus, Betacoronavirus, Gammacoronavirus et Deltacoronavirus. Les coronavirus
Alpha et Beta infectent préférentiellement les Mammiferes, alors que les Gamma- et
Deltacoronavirus touchent généralement les Oiseaux (Masters, Perlman, 2013 ; Ma et al.,

2015).

B- Protéines structurales

Le virion, d'un diameétre moyen de 118 a 136 nm, est constitué de quatre a cing protéines

structurales majeures (Masters, Perlman, 2013) :

- La glycoprotéine de spicule (S), constituée de deux sous-unités S1 et S2, est impliquée
dans la liaison au récepteur cellulaire. C'est elle qui est responsable de |'aspect
caractéristique du virion en microscopie électronique a transmission (Figure 1).

- La protéine d'enveloppe (E) participe a l'assemblage du virion et a I'exocytose des
particules virales.

- La protéine de membrane (M), protéine la plus abondante de I|'enveloppe, est
notamment responsable de la forme du virion.

- La protéine de nucléocapside (N) se lie d'une part a I'ARN viral, formant le coeur
ribonucléoprotéique du virion, et d'autre part a I'enveloppe via la protéine M.

- L'hémagglutinine-estérase (HE), présente uniquement chez certains Betacoronavirus,
agit comme un cofacteur de la protéine S ; elle participe a |'attachement a la cellule

hote.



Figure 1. Particule coronavirale dans les selles d'un furet
atteint d'entérite catarrhale épizootique (MET).
D'apres Williams et al., 2010.

C- Génome

Le génome des coronavirus, comprenant 26 000 a 32 000 paires de bases, est le plus grand
connu parmi les virus a ARN. Il présente une structure générale invariable : le géne réplicase,
constitué des deux cadres de lecture ouverte (ORF) repla et replb, occupe les deux tiers du
génome en 5'. Le tiers distal comprend les ORF 2, 4, 5 et 6 codant respectivement pour les
protéines structurales S, E, M et N. Des ORF codant pour des protéines non structurales
peuvent se trouver entre I'extrémité 3' de replb et I'extrémité 3' du génome, sauf entre E et
M. Lorsqu'il existe, I'ORF de HE se trouve entre replb et S (Masters, Perlman, 2013). Une
représentation simplifiée du génome d'un coronavirus de furet (FRCoV) est présentée en

figure 2.

Figure 2. Organisation du génome d'un coronavirus : exemple de FRCoV.
Chaque rectangle correspond a un ORF. La ligne oblique en pointillés représente le chevauchement partiel des ORF repla et replb.
D'aprés Lamers et al., 2016.
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D- Cycle viral

Lorsque la sous-unité S1 de la glycoprotéine de spicule se lie a un récepteur de la cellule
hote, des changements de conformation surviennent, dirigés par S2, et aboutissent a la fusion
des membranes virale et cellulaire. Il y a libération de la nucléocapside dans le cytoplasme ou
a lieu la traduction du génome viral. Elle commence par la traduction du gene réplicase, qui

conduit a la synthese de deux polyprotéines. Ces dernieres subissent une autoprotéolyse



donnant naissance aux protéines non structurales nspl a nsp16. Certaines de ces protéines
permettent la synthése d'ARN viral, comme I'ARN polymérase ARN-dépendante (RdRp) issue
de nspl12 et I'hélicase issue de nsp13. D'autres comme nspl sont responsables de l'inhibition
de la synthese protéique et de la réponse immunitaire de I'h6te. L'agencement de ces
protéines forme le complexe réplicase-transcriptase (RTC). Pour les génes en aval du gene
réplicase, I'ARN génomique est transcrit par le RTC sous forme d'ARN subgénomiques (ARNsg)
qui jouent le role d'ARN messagers. La traduction de ces ARNsg permet entre autres la
synthése des protéines structurales, qui encapsident I'ARN génomique et forment de
nouveaux virions. Ces derniers sont libérés par exocytose et peuvent alors infecter de

nouvelles cellules (Masters, Perlman, 2013).
E- Variabilité génétique

Contrairement a la plupart des virus a ARN, les Coronavirinae présentent une activité
exoribonucléase, portée par nspl4 (Minskaia et al., 2006). Elle permet, dans une certaine
mesure, la correction d'erreurs survenues lors de la synthese d'ARN. Malgré ce mécanisme
nécessaire a la relative stabilité d'un génome de grande taille, les coronavirus restent soumis
a un taux de mutation important, de I'ordre de 10 substitution par nucléotide et par cycle de
réplication (Eckerle et al., 2010). Leur plasticité génomique est d'autant plus grande qu'ils
subissent également des phénomenes de recombinaison homologue et non homologue a des
fréquences supérieures a celles observées chez tous les autres virus a ARN (Masters, Perlman,
2013). Ainsi, bien qu'ils présentent une spécificité d'hote portée par S1, il a été décrit a
plusieurs reprises un franchissement de cette barriere d'espece. Ce fut notamment le cas lors
de I'épidémie de Syndrome Respiratoire Aigu Sévere (SRAS) en 2002-2003, qui semble avoir
fait suite au passage chez I'homme d'un coronavirus de chauve-souris (Gouilh et al., 2011).
Plus récemment, la pandémie de COVID-19 a pour agent étiologique le SARS-CoV-2 qui serait
issu d'un virus de chauve-souris, avec un passage discuté par le pangolin (Li et al., 2020 ; Zhang

et al., 2020).

F- Importance en médecine vétérinaire

Des coronavirus sont décrits dans un grand nombre d'espéces d'intérét vétérinaire. On
peut citer a titre d'exemple le virus de la gastroentérite transmissible chez le porc (TGEV), le

virus de la péritonite infectieuse féline (FIPV), ou encore le virus de la bronchite infectieuse



qui touche les poulets (IBV) (Wang, 2016). lIs ont le plus souvent un tropisme gastro-intestinal

ou respiratoire.

|| - Les coronaviroses du furet

A- Etiologie

En 2000, un nouvel Alphacoronavirus a été identifié comme responsable de |'entérite
catarrhale épizootique (ECE), entité clinique décrite dans les années 1990 aux Etats-Unis
(Williams et al., 2000). Il a par la suite été proposé que ce ferret coronavirus (FRCoV)
appartienne a une nouvelle espece, nommée Alphacoronavirus 2, comprenant également le
coronavirus du vison (mink coronavirus, MCoV) (Vlasova et al., 2011 ; Lamers et al., 2016 ; Li
et al., 2017). Le comité international sur la taxonomie des virus (ICTV) répertoriait FRCoV et
MCoV comme deux espéces distinctes appartenant au sous-genre Minacovirus (ICTV, 2019),
mais les deux especes ont récemment été fusionnées sous l'appellation Mink Coronavirus 1
(ICTV, 2020). Le pathotype impliqué dans I'ECE a été nommé ferret enteric coronavirus (FRECV)
(Wise et al., 2006). Un second pathotype de FRCoV, le ferret systemic coronavirus (FRSCV),
s'est révélé responsable d'un syndrome inflammatoire granulomateux systémique semblable
a celui observé chez les chats atteints de la forme seche de la PIF (péritonite infectieuse féline)

(Martinez et al., 2006 ; Garner et al., 2008).

L'analyse comparative partielle des génomes de trois souches de chaque pathotype a
permis de distinguer deux génotypes sur la base de séquences partielles du géne S : le
génotype 1 associé au FRSCV (souche MSU-1) et le génotype 2 associé au FRECV (souche MSU-
2) (Wise et al., 2010). A partir de ces résultats, deux RT-PCR ont pu étre développées,
spécifiques de chaque génotype. Par la suite, la correspondance suggérée entre pathotype et
génotype a largement été remise en question : de nombreux FRCoV de génotype 1 ont été
détectés chez des animaux asymptomatiques (Provacia et al., 2011 ; Terada, Minami, et al.,
2014 ; Li et al., 2017), et un coronavirus de génotype 2 a été détecté dans des lésions
caractéristiques de coronavirose systémique (Lindemann et al., 2016). De plus, I'analyse d'une
souche de FRECV a montré une plus grande proximité avec MSU-1 qu'avec MSU-2 (Lamers et
al.,, 2016). L'analyse d'autres souches de FRECV a conduit a la description d'un nouveau
génotype comprenant les souches Saitama-1 et Aichi-1 (Minami, Kuroda, et al., 2016). Face a
ces nouvelles données soulignant I'absence d'équivalence entre les génotypes et les

10



pathotypes, les RT-PCR précédemment décrites ne peuvent plus étre considérées comme un

outil permettant de différencier FRSCV et FRECV.

Une autre inconnue réside dans le lien phylogénétique entre les deux virus. Par analogie
avec la PIF, il a d'abord été suggéré que le FRSCV émerge de novo chez des individus infectés
par le FRECV, par mutation in vivo (Garner et al., 2008 ; Laprie et al., 2009). L'absence
d'épisode aigu d'ECE dans les antécédents médicaux de nombreux furets infectés par un
FRSCV pourrait aller a I'encontre de cette idée. Les autres hypothéses seraient une émergence
par recombinaison, ou une co-circulation indépendante de souches des deux pathotypes dans
la population. Si plusieurs épisodes de recombinaison ont pu étre mis en évidence (Lamers et
al., 2016 ; Minami, Kuroda, et al., 2016), aucune étude n'a démontré d'association claire entre
un événement de mutation ou de recombinaison et un changement de pathogénicité. Lors de
la caractérisation génétique des premieres souches, une distance plus importante entre les
souches de FRECV et FRSCV analysées qu'entre les virus systémique (FIPV) et entérique (FECV)
félins favorisait I'hypothése d'une co-circulation. Les connaissances actuelles, en particulier la
description de souches entériques plus proches du génotype 1 que du génotype 2 et la
présence de FRCoV chez des individus sains, suggéreraient plutét I'acquisition in vivo du
caractere pathogene systémique (voir C—4. Pathogénie). Le séquencage complet de plusieurs
FRCoV de pathotype entérique n'a pas encore permis d'élucider cette situation (Lamers et al.,
2016 ; Li et al., 2017). Les connaissances relatives a I'histoire phylogénétique de ces virus et

au déterminisme de leur pathogénie restent aujourd'hui largement lacunaires.

B- L'entérite catarrhale épizootique

L'entérite catarrhale épizootique a été décrite pour la premiere fois en 1993 sur la cOte est
des Etats-Unis, et nommeée ainsi par analogie avec la gastroentérite catarrhale épizootique du

vison (Williams et al., 2000).

1. Clinique

L'ECE est caractérisée par sa phase aigué, qui dure 5 a 7 jours et pendant laquelle les
individus malades présentent une diarrhée mucoide profuse et purulente, généralement de
couleur verte (Figure 3). L'apparition de la diarrhée est typiquement précédée de peu par des
signes cliniques non spécifiques : Iéthargie, anorexie ou dysorexie, vomissements (Murray et

al., 2010). L'examen clinique met en évidence une déshydratation importante, un inconfort
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abdominal, et la palpation abdominale peut révéler une adénomégalie mésentérique. Suite a
la résolution de cette phase hypersécrétoire s'installe souvent une phase plus chronique
caractérisée par des féces granuleuses (Figure 4), qui peut durer jusqu'a plusieurs mois. Il a
été suggéré que cet aspect anormal des selles soit di a des phénoménes de maldigestion

et/ou de malabsorption, en particulier des lipides et protéines (Williams et al., 2000).

Figure 4. Féces granuleuses d'un furet atteint de

aigué d'ECE. diarrhées chroniques.
Kiupel, Perpifign, 2014, courtesy of Dr Bruce Quesenberry et Carpenter, 2012.
Williams.

2. Epidémiologie
L'ECE présente une trés forte contagiosité, avec une morbidité de 100 % dans les élevages,
refuges et foyers affectés. Elle est en revanche rarement létale, et le taux de mortalité reste

inférieur a 5 % (Murray et al., 2010). L'excrétion fécale et salivaire de virus peut étre massive

et perdurer de maniere intermittente longtemps apres l'infection (Kiupel, Perpifian, 2014).

Lors des premiéres épizooties rapportées, les furets adultes étaient plus séverement
affectés que les juvéniles, qui ne présentaient que des signes cliniques modérés voire des
formes subcliniques. Aujourd'hui encore, dans un contexte épidémiologique considéré
« classique », ce sont principalement des animaux adultes qui déclarent la maladie lors de
I'introduction d'un fureton porteur sain (Quinton, Gaillot, 2015 ; Welle, 2016). Pourtant, il
semble que les formes séveres d'ECE soient désormais plus rares, au moins aux Etats-Unis.
L'épidémiologie actuelle serait plutot de forme enzootique, avec la déclaration d'épisodes
cliniques d'intensité modérée a la faveur d'événements stressants, n'épargnant pas les
individus les plus jeunes (Kiupel, Perpifian, 2014). Dans ce contexte et bien que I'ECE reste la
forme historiguement décrite, il peut étre préférable d'utiliser le terme de coronavirose
entérique, qui ne préjuge pas de I'expression épidémiologique de I'affection.
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3. Lésions et pathogénie

A l'autopsie, on observe généralement une hyperhémie de la muqueuse et un
amincissement de la paroi intestinale. Une adénomégalie mésentérique peut étre notée.
L'examen histologique révele une entérite lymphocytaire diffuse avec atrophie villositaire.
Dans les cas aigus, une dégénérescence vacuolaire et une nécrose de |'épithélium apical sont
des observations communes, alors que les stades chroniques révelent plutot une fusion et une
érosion des villosités. En raison d'une évolution segmentaire le long de l'intestin gréle, ces
différents stades lésionnels peuvent étre observés de maniére concomitante chez un méme
individu (Kiupel, Perpifian, 2014). L'immunohistochimie utilisant un anticorps monoclonal
dirigé contre un antigene des Alphacoronavirus met en évidence la présence de coronavirus

dans de nombreuses cellules épithéliales.

4. Diagnostic

La suspicion d'ECE découle du contexte épidémio-clinique. Elle est a envisager chez des
animaux présentant des signes digestifs dont une diarrhée verte mucoide profuse et un état
d'abattement aigu, en particulier lorsqu'un contact avec un nouvel individu ou un épisode de
stress sont rapportés au cours des derniéres 48 a 72 heures. Il est a noter que la diarrhée verte
du furet n'est pas pathognomonique de I'ECE : il n'est pas inhabituel d'en observer chez les
furets souffrant d'autres affections intestinales, en particulier lors de coccidiose (Kiupel,

Perpifian, 2014).

Les affections digestives du furet entrainant des signes non spécifiques comme I'anorexie
et les vomissements et faisant partie du diagnostic différentiel de I'ECE incluent les corps
étrangers gastro-intestinaux, les gastro-entérites bactériennes (notamment a Helicobacter
mustelae, Clostridium spp, Campylobacter spp et Salmonella spp), parfois secondaires a I'ECE,
ou virales (rotavirose), l'intolérance alimentaire, la gastrite éosinophilique, ou encore la

gastro-entérite lymphoplasmocytaire (Wise et al., 2006 ; Oglesbee, 2011).

Les modifications hémato-biochimiques sont inconstantes et non spécifiques. Elles
comprennent une leucocytose lors de surinfection bactérienne, une augmentation de
I'nématocrite en lien avec la déshydratation et des paramétres hépatiques (activités ALAT et
PAL) fréguemment augmentés. Une hypoprotéinémie sévére est parfois observée dans les

formes chroniques (Oglesbee, 2011).
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La microscopie électronique a transmission permet la visualisation de particules
coronavirales dans les feces (Figure 1). Cependant, dans un contexte qui semble tendre vers
I'enzootie, ces observations ne sont pas diagnostiques d'ECE en |'absence de signes cliniques
évocateurs (Kiupel, Perpifidan, 2014). Par ailleurs, cet examen n’est pas disponible pour un

diagnostic de routine.

Le diagnostic définitif nécessite théoriguement la mise en évidence de FRCoV par
immunohistochimie sur biopsie jéjunale ou prélevement nécropsique, puis éventuellement
son génotypage par RT-PCR (l'interprétation des résultats de RT-PCR étant sujette a caution,
comme détaillé en partie A). Ces moyens ne sont pas proportionnés a la sévérité de I'affection
et ils ne sont que trés rarement mis en ceuvre. En pratique, la détection de FRCoV par RT-PCR

dans les selles d'un animal clinique est généralement considérée diagnostique.

L'hybridation in situ a permis la mise en évidence d'ARN de FRECV, mais cette méthode ne
fait pas I'objet de tests commerciaux (Wise et al., 2006). Un test sérologique permet de mettre
en évidence la présence d'anticorps dirigés contre FRCoV, sans distinction de génotype
(Minami, Terada, et al., 2016). Il ne s'agit cependant pas d'un test diagnostic puisqu’il ne

permet pas de mettre en évidence une infection active avec certitude.

5. Traitement

La gestion médicale de I'ECE consiste a traiter les signes cliniques et a prévenir les
complications. Il est recommandé d'hospitaliser les patients séverement déshydratés,

anorexiques ou débilités.

La réhydratation est I'élément central du traitement. Elle est réalisée préférentiellement
par voie intraveineuse a l'aide d'un soluté cristalloide isotonique salé en premiére intention,
a un débit a ajuster selon I'état de déshydratation clinique de I'animal. Un suivi du
ionogramme peut s'avérer nécessaire afin d'ajuster la perfusion d'électrolytes. Dans les cas
les plus sévéres de déshydratation et d'hypoprotéinémie, |'utilisation d'un soluté colloide peut

étre envisagée.

Un soutien nutritionnel doit permettre au furet de ne pas perdre de poids au cours de
I'épisode infectieux. Il consiste a lutter contre I'anorexie en proposant des aliments
particulierement appétents, voire a mettre en ceuvre une alimentation forcée a I'aide d'un

aliment hyperdigestible.
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Enfin, une thérapeutique médicamenteuse peut étre instaurée en fonction de la
présentation clinique : antiémétiques lors de nausées et vomissements, protecteurs de la
mugqueuse gastro-duodénale chez les patients anorexiques, antibiothérapie lors de
surinfection bactérienne. Il est a noter que les recommandations d'une antibioprophylaxie
systématique décrites dans la littérature ne sont plus d'actualité, d'une part dans le contexte
des bonnes pratiques liées a la lutte contre I'antibiorésistance, et d'autre part pour des raisons
législatives en France. En effet, |'utilisation de I'enrofloxacine, fluoroquinolone désormais
soumise a la réglementation relative aux antibiotiques critiques, a souvent été recommandée
(Oglesbee, 2011 ; Kiupel, Perpifidan, 2014). Aujourd'hui, l'antibiothérapie de premiere
intention fait plutot appel aux associations amoxicilline-acide clavulanique ou triméthoprime-
sulfamides. Le métronidazole, en raison de ses effets antibactérien et anti-inflammatoire,
pourrait également présenter un intérét, a condition que sa faible appétence ne soit pas
délétére a l'observance du traitement ou a la reprise de l'alimentation spontanée (Kiupel,
Perpifidan, 2014). L'utilisation de molécules antidiarrhéiques peut éventuellement étre
envisagée lors d'accés hypersécrétoires en phase aigué, uniqguement chez les patients pour
lesquels sont exclus corps étranger digestif, hépatopathie, iléus, glaucome et entérite
bactérienne. Lors de l'installation d'une forme chronique par malabsorption, la
corticothérapie pourrait améliorer les signes cliniques, mais elle ne doit étre envisagée que
lorsque d'éventuelles infections concomitantes sont exclues. Les posologies des principaux

traitements médicamenteux figurent dans le tableau 1.
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Tableau 1. Posologie des principaux traitements médicamenteux de I'ECE.
IM : voie intra-musculaire ; PO : per os ; q : quaque ; SC : voie sous-cutanée.
IMorrisey et Johnston, 2018. 20glesbee, 2011.

Traitement Molécule Posologie Remarques
. . 0,2-1 mg/kg PO,
At es Métoclopramide SC, IM g6-8h?
i Maropitant L lg e
P q24h?
. 25-125 mg/kg Administrer avant les repas et a
Protecteur gastrique Sucralfate PO g12h? distance d'éventuels antiacides.

Amoxicilline — acide | 12,5-25 mg/kg
clavulanique PO g8-12h??
Triméthoprime — | 15-30 mg/kg

Antibiothérapie

sulfamides PO, SC q12h??
, . 15-20 mg/kg PO
Métronidazole q12h?
Antidiarrhéique Lopéramide 2’122?1%/@ PO Uniquement en phase aigué.
Dans les cas de diarrhées
Corticothérapie Prednisone g'ozz_llzrzg/kg chroniques et en |'absence

d'infection concomitante.

6. Prévention

Les individus présentant des signes cliniques d'ECE doivent étre isolés de leurs congéneres,
et de strictes mesures d'hygiene mises en place. Il est néanmoins tres difficile de prévenir la
diffusion du virus, car les individus touchés peuvent rester excréteurs au moins six mois apres
la disparition des signes cliniques (Burgess, 2007). L'instauration d'une quarantaine a
I'introduction de tout nouvel animal au sein d'un groupe, bien que probablement insuffisante,

est une pratique qui doit étre encouragée.

C- Lacoronavirose systémique

Le premier rapport de coronavirose systémique chez le furet semble dater de 1951, bien
que l'affection fit a I'époque décrite comme une atteinte granulomateuse maligne
enzootique d'étiologie inconnue (Momberg-Jgrgensen, 1951). La maladie a ensuite émergé
dans les années 2000, avec de premiers cas détectés en Espagne puis aux Etats-Unis (Martinez
et al., 2006 ; Garner et al., 2008). L'étude de cette infection a été menée quasi-exclusivement
par comparaison avec la PIF, et I'appellation FIP-like disease a d'abord été employée. On parle
aujourd'hui plus volontiers de coronavirose systémique ou ferret systemic coronaviral disease

(FSCD).
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1. Clinique

Tous les signes classiquement rapportés lors de PIF ont été décrits pour la FSCD. La

présentation clinique est non spécifique et variable selon les organes affectés.

Diarrhées, |éthargie, paleur des muqueuses, vomissements, anorexie et perte de poids
jusqu'a I'émaciation sévere comptent parmi les signes les plus fréquemment décrits. Une
atteinte nerveuse centrale peut étre observée, sous la forme de parésie ou paraparésie des
membres pelviens, d'ataxie, de tremblements ou de crises convulsives. Notons que les
difficultés locomotrices ne sont pas toujours dues a une atteinte nerveuse : une faiblesse du
train arriére due a une amyotrophie sévere peut également étre incriminée. L'examen clinique
révele souvent une splénomégalie et la présence de masses abdominales, correspondant
généralement a une adénomégalie mésentérique, et parfois a une néphromégalie ou une

paroi intestinale épaissie (Kiupel, Perpiiian, 2014).

Les autres signes cliniques, plus rares, dépendent directement des organes touchés. lls
peuvent concerner la sphére respiratoire (dyspnée, toux, éternuements, jetage nasal),
cardiaque (souffle systolique) et les viscéres abdominaux (ictére). Des érytheémes cutanés
focaux, des urines verdatres, du bruxisme, une adénomégalie périphérique et une
hyperthermie ont également été rapportés (Murray et al., 2010). Les signes oculaires connus
dans les cas de PIF sont longtemps restés inobservés chez le furet atteint de coronavirose. Ce
n‘est qu’en 2016 qu’une premiere description de panophtalmie pyogranulomateuse a
coronavirus a été faite dans cette espéce (Lindemann et al., 2016). L'ensemble de ces signes
cliniques et des Iésions associées a été regroupé sous le nom de syndrome inflammatoire

granulomateux systémique (SIGS) (Perpinan, Lopez, 2008).

Un unique cas d'atteinte nerveuse périphérique par un FRSCV a été rapporté, sous la forme
d'une radiculonévrite sciatique. Une parésie des membres pelviens y était associée, ainsi
gu'une incontinence fécale et urinaire (Linsart et al., 2013). Un cas atypique de pancréatite

suppurative a également été décrit (Wills et al., 2018).

L'évolution inéluctable de la maladie se traduit cliniquement par une détérioration
progressive de |'état général, bien que des phases d'amélioration transitoire aient été décrites
(Perpinan, Lopez, 2008). Tout comme la PIF, la FSCD est généralement fatale en quelques

semaines a quelques mois.
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2. Epidémiologie
Contrairement a I'ECE, la coronavirose systémique est réputée peu contagieuse mais
présente une létalité proche de 100 %. De rares cas de furets survivant plusieurs années avec
traitement ont été rapportés (Murray et al., 2010 ; Wills et al., 2018). L'infection a le plus

souvent été diagnostiquée chez des individus de moins de 18 mois, mais elle peut également

toucher les furets plus agés.

Les premiers cas rapportés en France datent de 2009 (Laprie et al., 2009). Il a été suggéré
qgue le commerce international d'animaux soit un moteur majeur de la diffusion de la maladie
dans le monde. Elle a en effet été détectée au Japon (Michimae et al., 2010), au Royaume-Uni

(Graham et al., 2012), ou encore au Pérou (Lescano et al., 2015).

3. Lésions

Les lésions macroscopiques observées sont tout a fait similaires a celles rencontrées dans
la forme non effusive de la PIF. On retrouve en particulier des nodules irréguliers multifocaux
a coalescents sur les séreuses, variant de quelques millimetres de diametre a des plages de
plusieurs centimetres (Murray et al., 2010). Le mésentére est particulierement touché
(Figure 5), mais tous les organes peuvent étre atteints, en particulier le foie, les reins, la rate
et les poumons. Une adénomégalie mésentérique sévere est presque invariablement notée
(Figure 6), avec un nceud lymphatique déformé par des granulomes coalescents et pouvant
mesurer jusqu'a huit fois sa taille normale. Notons que cette adénomégalie n'est pas décrite
de maniére aussi systématique chez le chat atteint de PIF (Dominguez et al., 2011). Une
splénomégalie, fréquente et non spécifique chez le furet, peut étre observée. Une

hépatomégalie et une néphromégalie, plus rares, sont également rapportées.

Figure 5. Péritonite pyogranulomateuse affectant le Figure 6. Nceud lymphatique mésentérique hypertrophié
mésentere. présentant des pyogranulomes coalescents.

Laprie et al., 2009. Perpinan, Lopez, 2008.
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A I'histopathologie, des foyers d'inflammation granulomateuse sont visibles dans tous les
organes touchés (Figure 7). Leurs caractéristiques histologiques ont donné lieu a la description
de quatre types de lésions : des granulomes avec et sans centre nécrotique, des granulomes
a neutrophiles et des inflammations granulomateuses diffuses (Doria-Torra et al., 2016). Dans
toutes ces lésions, les macrophages sont la population cellulaire majoritaire, comme observé
dans les lésions de PIF. Une différence majeure entre les deux maladies réside dans

I'omniprésence des lésions de vascularite chez le chat (voir 4. Pathogénie).
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Figure 7. Histologie de biopsie méningée d'un furet présentant un
pyogranulome cérébral a coronavirus.

Pyogranulome & centre nécrotique (*) entouré d'une couronne de
macrophages. Coloration hémalun - éosine. Echelle 100 um.

Gnirs et al., 2016.

4. Pathogénie

En I'absence de succes a cultiver le virus a ce jour, aucune étude n'a pu se pencher de
maniere prospective sur la pathogénie de la coronavirose systémique du furet. Néanmoins,
cet aspect a été largement étudié dans le cadre de la PIF, et les similarités étiologiques,

cliniques et Iésionnelles laissent présager une pathogénie semblable (Kiupel, Perpifian, 2014).

Chez le chat, la pathogénicité du FIPV découle de sa capacité a infecter les monocytes et
macrophages. Les monocytes infectés sont activés et lesent les parois vasculaires, entrainant
le recrutement de nombreux autres monocytes via la sécrétion de cytokines. Les propriétés
d'adhésion des monocytes entre eux et a I'endothélium vasculaire sont a I'origine d'une
accumulation périvasculaire de macrophages. Ces derniers sécretent une métalloprotéinase
responsable de la dégradation du collagéne de type IV dans la lame basale vasculaire (Kipar et

al., 2005).
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S'il a été proposé que le développement des lésions chez le furet suive le méme schéma
angiocentré (Laprie et al., 2009), le fait que les lésions de vascularite ne soient pas décrites
aussi systématiquement chez le furet que chez le chat pose question (Martinez et al., 2008 ;
Michimae et al., 2010 ; Graham et al., 2012). Deux hypothéses ont été avancées pour expliquer
cette différence : (i) les lésions vasculaires, précoces, pourraient étre masquées par le
développement de la réaction granulomateuse, (ii) une évolution plus lente de la maladie chez
le furet que chez le chat pourrait permettre la résolution des lésions de vascularite avant

I'expression clinique de l'infection (Doria-Torra et al., 2016).

Les différents types de granulomes peuvent se retrouver chez un méme individu et au sein
d'un méme organe, suggérant leur développement au cours de différents épisodes de virémie
successifs, comme c'est le cas chez le chat (Doria-Torra et al., 2016). Il est admis que la PIF est
une maladie a la fois virale et immunitaire, avec des expressions cliniques différentes selon le
profil immunitaire de l'individu infecté (Kipar, Meli, 2014). Chez le furet, il a été suggéré que
la FSCD puisse se développer a la faveur d'une immunodépression passagere, en particulier
chez les jeunes individus soumis au stress lié au sevrage et aux changements d'environnement
entre leur élevage de naissance, I'animalerie ou ils sont vendus et le foyer qui les accueille

(Perpinan, Lopez, 2008).

5. Diagnostic

La seule présentation clinique améne rarement a une suspicion précise de FSCD, car les
diagnostics différentiels des signes présentés sont larges (Laprie et al., 2009 ; Dominguez et

al., 2011) :

- La palpation d'une masse abdominale chez le furet peut évoquer un granulome
péritonéal (causé par un FRSCV, une affection fongique, une mycobactériose ou un
corps étranger), un phénomene néoplasique primaire (lymphome, adénocarcinome
surrénalien...) ou métastatique, une adénomégalie, un corps étranger digestif, ou
toute organomeégalie.

- L'adénomégalie mésentérique est rencontrée lors de lymphosarcome, d'entérite
chronique et de nombreuses maladies infectieuses (ECE, FSCD, maladie aléoutienne,
parasitoses digestives...).

- Méme la péritonite granulomateuse n'est pas pathognomonique de la coronavirose

systémique : on retrouve des lésions similaires lors de mycobactériose ou de
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nocardiose. Une pleuropneumonie pyogranulomateuse liée a une infection a

Pseudomonas luteola a également été documentée (Martinez et al., 2012).

Ainsi, face au caractere variable et aspécifique de la présentation clinique, le recours aux

examens paracliniques est indispensable.

L'hématologie met souvent en évidence une anémie non régénérative, une
thrombocytopénie, une hyperglobulinémie et une hypoalbuminémie. L'électrophorése des
protéines sériques montre typiquement une hypergammaglobulinémie polyclonale, bien que
des cas d'hypergammaglobulinémie monoclonale aient également été décrits (Dominguez et
al.,, 2011). Les deux profils se retrouvent aussi chez le chat atteint de PIF. Le diagnostic
différentiel de I'hypergammaglobulinémie comprend la maladie aléoutienne, un lymphome
ou lymphosarcome, un myélome multiple et toute infection ou inflammation chronique
(gastrite a Helicobacter mustelae, maladie inflammatoire chronique de l'intestin...) (Murray et
al., 2010). Une leucocytose neutrophilique est parfois détectée. Il est supposé que le
recrutement des neutrophiles au sein des granulomes entraine une hyperproduction

compensatrice (Garner et al., 2008 ; Laprie et al., 2009).

Les résultats de I'analyse biochimique sont variables selon les organes touchés. Les plus
fréquents semblent étre une hyperurémie et I'augmentation des activités ALAT, PAL, GGT et

lipase.

Les données concernant |'analyse d'urine sont peu nombreuses. Ont été rapportés une
protéinurie, une activité peroxydase, de rares cristaux de bilirubine et une coloration verdatre

des urines traduisant probablement une biliverdinurie (Murray et al., 2010).

Les examens d'imagerie médicale peuvent également orienter le diagnostic. La
radiographie abdominale montre généralement une perte de musculature lombaire, une
perte de contraste abdominal associée a une cachexie et a un état inflammatoire, la présence
de masses tissulaires intra-abdominales, et souvent une splénomégalie. L'échographie
abdominale, plus sensible, peut mettre en évidence un noeud lymphatique mésentérique de
taille augmentée et/ou de structure anormale (Figure 8), des masses tissulaires (Figure 9), une
péritonite, et fréquemment une néphromégalie et une échogénicité corticale rénale modifiée
(Dominguez et al., 2011). L'examen tomodensitométrique peut également présenter un

intérét, notamment dans la détection de Iésions intracraniennes (Gnirs et al., 2016).

21



hypertrophié et hétérogene, FSCD.

Figure 8. Image échographique d'un nceud lymphatique Figure 9. Image échographique d'une masse irréguliére et

Dominguez et al. 2011. Dominguez et al., 2011.

Bien que la structure histologique des granulomes soit trés évocatrice, le diagnostic
définitif nécessite la mise en évidence d'antigenes coronaviraux au sein des macrophages
impliqués dans les lésions, par immunohistochimie (Figure 10). On utilise généralement
I'anticorps monoclonal FIPV3-70, qui détecte de maniere non spécifique tous les
Alphacoronavirus (Murray et al., 2010). Théoriquement, le diagnostic étiologique nécessite
donc de coupler ce test a une RT-PCR spécifique de FRSCV et FRECV, afin de les différencier.
Mais les amorces disponibles pour ces RT-PCR ont été établies a partir d'un nombre limité de
souches virales (Wise et al., 2010), et si elles se veulent spécifiques d'un génotype,
I'association certaine avec un pathotype a été réfutée (voir A - Etiologie). Dans ce contexte,
un résultat de RT-PCR négatif pour FRSCV ne saurait exclure formellement une FSCD si
I'immunohistochimie est positive. Un tel cas s'est déja présenté, avec une RT-PCR négative
pour FRSCV mais positive pour FRECV dans le cadre de Iésions pyogranulomateuses multi-
organiques (Lindemann et al., 2016). En pratique, la seule immunohistochimie pratiquée sur
biopsies d'organes présentant des Iésions granulomateuses est considérée diagnostique de
coronavirose systémique (Gnirs et al., 2016). Sans constituer un diagnostic de certitude, la
détection de FRCoV par RT-PCR chez un animal présentant des signes cliniques compatibles

est fortement évocatrice de FSCD.
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Figure 10. Immunohistochimie, anticorps monoclonal FIPV3-70, tissu
adipeux péri-pancréatique.

Les macrophages en périphérie du granulome présentent une forte
coloration cytoplasmique traduisant la présence de coronavirus.

Wills et al., 2018.

Un test sérologique permettant de détecter des anticorps dirigés contre FRCoV, sans
spécificité génotypique, a été décrit (Minami, Terada, et al., 2016). Un résultat positif indique
gue l'animal a été exposé a un FRCoV. S'il présente un intérét pour des études

épidémiologiques, ce test ne doit en aucun cas étre considéré comme un outil de diagnostic.

6. Traitement

Aucun traitement curatif n'est disponible a ce jour, et a de rares exceptions preés les furets
meurent ou sont euthanasiés dans les quelques semaines a mois suivant le diagnostic. Le
traitement palliatif vise d'une part a ralentir la progression de l'infection, et d'autre part a
maintenir le confort de vie de I'animal en luttant contre les manifestations cliniques. Les

principaux traitements et leurs posologies sont récapitulés dans le tableau 2.

Face a une pathogénie centrée sur l'infection des monocytes et macrophages, la
thérapeutique fait avant tout appel a des molécules immunosuppressives. La prednisolone est
généralement utilisée en premiere intention. Ce glucocorticoide limite notamment I'action
phagocytaire des macrophages et leur attraction aux sites d'inflammation par chimiotactisme,
ralentissant ainsi la progression du virus qui se multiplie dans ces cellules. De plus, la
prednisolone présente des propriétés anti-inflammatoires et orexigénes qui peuvent
participer a I'amélioration clinique du patient. L'utilisation conjointe d'un autre
immunosuppresseur, comme |'azathioprine ou le chlorambucil, peut permettre de diminuer

les doses de prednisolone. Les effets indésirables de ces drogues, non étudiés chez le furet
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mais connus chez d'autres espéces, doivent étre pris en compte dans I'analyse bénéfice/risque
de la stratégie thérapeutique (Murray et al., 2010 ; Klaphake, 2011). Toutefois, s'il est
généralement contre-indiqué de pratiquer une corticothérapie au long cours en raison
d'effets indésirables (ulceres gastro-duodénaux, lymphopénie), le furet fait partie des especes
considérées «résistantes» aux corticoides, et en |'absence de molécules plus adaptées il peut
étre bénéfique de mettre en place une corticothérapie durable (Petritz, Chen, 2018 ; Wills et
al., 2018). Il est alors recommandé d'y associer une antibioprophylaxie de couverture (Murray,

2008).

Une thérapie immunomodulatrice a été proposée a travers l'usage d'interférons et de
polyisoprénols (Murray et al., 2010). Ces derniers ont fait I'objet d'une étude de terrain chez
une soixantaine de chats atteints de la forme séche de la PIF, avec des résultats prometteurs
(Legendre et al., 2017). L'effet thérapeutique d'interférons félins omega et d'interférons
humains alpha a également été étudié chez le chat, avec des résultats parfois contradictoires
et globalement peu concluants (Ishida et al., 2004 ; Ritz et al., 2007 ; Pedersen, 2014). Des
inhibiteurs de réplication virale ont fait I'objet d'études chez le chat (Pedersen et al., 2018 ;
2019), et des auteurs se sont récemment intéressés a |'efficacité d'un inhibiteur de protéase
des coronavirus chez le furet, sans aboutir pour I'instant a une solution thérapeutique (Perera

et al., 2018).

Bien que l'importance pathogénique, clinique et Iésionnelle de la vascularite ne soit pas
tout a fait éclaircie, elle peut constituer une cible thérapeutique. Murray et al. (2010)
proposent l'utilisation de la pentoxifylline, un inhibiteur des phosphodiestérases qui favorise
la microperfusion en augmentant la déformabilité des hématies. De plus, elle présente des
effets anti-inflammatoires et immunomodulateurs théoriguement intéressants (Scagnelli,
2017). D'autres molécules ont été évoquées de maniére anecdotique pour lutter contre les
Iésions vasculaires, notamment la doxycycline, 'ozagrel, I'acide acétylsalicylique et la
prednisolone, sans qu’elles aient été étudiées dans le cadre de la FSCD (Murray et al., 2010).
L'association de prednisolone, pentoxifylline et doxycycline pourrait avoir un effet synergique
dans la modulation de l'inflammation, notamment vasculaire. La doxycycline permettrait alors

également d’assurer |'antibioprophylaxie préconisée lors de thérapie immunosuppressive.

L'utilisation de molécules antioxydantes a été proposée pour réduire la production de
radicaux libres et d'espéces réactives de I'oxygene due a I'hyperstimulation immunitaire.
L'utilisation de la superoxyde dismutase et de la mélatonine a été suggérée. La seconde
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présente également des propriétés anti-inflammatoires, antivirales, immunomodulatrices et

orexigenes, qui n'ont pas été évaluées chez le furet (Murray et al., 2010).

Le traitement symptomatique doit étre adapté a la présentation clinique. On peut utiliser
le sucralfate comme gastroprotecteur, le maropitant ou le métoclopramide comme
antiémétiques, et différents antiacides. La cimétidine est préconisée en raison de son action
antivirale et pro-immunitaire, mais I'oméprazole ou la ranitidine peuvent également étre
utilisés (Murray et al., 2010). La consistance des selles peut étre améliorée par I'administration
de kaolin-pectine ou de lopéramide. Le traitement symptomatique de la diarrhée fait
également appel a l'utilisation d'antibiotiques (amoxicilline-acide clavulanique en premiére
intention) et de probiotiques. La déshydratation peut étre prise en charge par une
fluidothérapie sous-cutanée ou intraveineuse. Dans les cas les plus séveres d'anémie, une

transfusion de sang total est envisageable.

Tout comme dans le traitement de I'ECE, le soutien nutritionnel est indispensable. Un
aliment hyperdigestible et hyperénergétique, riche en lipides et protéines, doit étre proposé.
On le préférera sous forme humide, voire liquide, pour en faciliter I'ingestion et pouvoir
I'administrer a la seringue si besoin. Une supplémentation vitaminique peut aussi étre mise
en place ; un apport de cobalamine pourrait notamment améliorer la diarrhée chronique

(Murray et al., 2010).

Tableau 2. Posologie des principaux traitements médicamenteux utilisés dans le cadre de FSCD.
IM : voie intra-musculaire ; IV : voie intra-veineuse ; PO : per os ; q : quaque ; SC : voie sous-cutanée.
IMorrisey et Johnston, 2018. ?Klaphake, 2011.

Traitement Molécule Posologie Remarques
. . 1-2 mg/kg PO Dose immunosuppressive initiale.
Immunosuppression Prednisolone 2 . .
gl2h Diminuer les doses progressivement.
W . 10 mg/kg PO Présente des effets anti-
Antibiothérapie Doxycycline q12hi2 inflammatoires.
. - 20 mg/kg PO Favorise Iélmllcroa_rc.:ulatlon. Prgsente
Protecteur vasculaire Pentoxifylline 12ht des propriétés anti-inflammatoires et
q immunomodulatrices.
Antiacide a préférer en raison de ses
- s 10 mg/kg PO, actions antivirale et pro-immunitaire.
Antiacide Cimétidine IV, SC, IM g8h? | Peu appétente, privilégier les voies
parentérales.
. 25-125 mg/kg Administrer avant les repas et a
Protecteur gastrique Sucralfate PO q12h? distance des antiacides.
. : 0,2-1 mg/kg PO,
N Métoclopramide SC, IM g6-8h!
) Maropitant 1 mg/kg SC
P q24h2
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7. Prévention

En lI'absence d'une connaissance exhaustive de la pathogénie de I'infection, la prévention
consiste a limiter I'exposition au FRCoV. Cela passe en particulier par une bonne hygiéne de la
litiere, avec retrait des selles aussi souvent que possible et désinfection au moins
hebdomadaire. L'isolement des individus ayant fait I'objet d'un diagnostic de coronavirose
systémique peut étre recommandé. Néanmoins, dans les environnements ou de nombreux

furets se cotoient, il est utopique de vouloir empécher la diffusion des virus.

Bien qu'un auteur ait suggéré l'utilisation du vaccin dirigé contre la PIF chez le furet
(Murray, 2008), les réserves émises quant a l'intérét de ce vaccin méme chez le chat (Addie et
al., 2009) ne peuvent conduire a le recommander en l'absence d'études menées

spécifiguement chez le furet.
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PARTIE 2- ETUDE PROSPECTIVE

| - Objectifs

A - Objectif principal

L’épidémiologie descriptive des coronavirus de furets a été principalement étudiée au
Japon (Terada, Minami, et al., 2014) et aux Pays-Bas (Provacia et al., 2011). Les seules
publications francaises concernent des rapports de cas (Laprie et al., 2009 ; Linsart et al., 2013 ;
Gnirs et al.,, 2016). L'objectif principal de cette étude est d'appréhender la situation
épidémiologique en France et en Belgique, en recherchant et en caractérisant les coronavirus

chez des furets de tous statuts sanitaires, provenant de nombreux points géographiques.

B- Objectifs secondaires

Les coronavirus présentent généralement un tropisme digestif ou respiratoire, or aucun
FRCoV n'a été détecté dans la sphére respiratoire de furets a ce jour, hors infection
expérimentale. Comme suggéré par Terada, Minami, et al. (2014), nous nous sommes donc

attachés a rechercher des coronavirus au sein de |'arbre respiratoire de furets.

Face a la suspicion d'une pathogénie d'origine vasculaire, nous nous sommes intéressés a
la recherche de coronavirus dans le sang des furets présentant une coronavirose systémique.
En effet, il a été proposé que le virus soit détectable dans des monocytes circulants (Murray

et al., 2010).

Enfin, face a la proximité génétique des coronavirus de furets et de visons, nous avons
voulu explorer la possibilité d'une interface épidémiologique entre le furet domestique et la

faune sauvage, en recherchant des coronavirus chez des mustélidés sauvages.

Il - Matériels et méthodes

A - Recrutement des prélevements

Nous avons sollicité 35 vétérinaires exercant en clientele NAC en France et en Belgique,

au sein d'écoles vétérinaires, de cliniques dédiées aux NAC ou de services NAC de cliniques ou
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centres hospitaliers vétérinaires. Les préléevements analysés, recus entre novembre 2017 et

aolt 2019, proviennent de 12 structures différentes.

Il a été demandé aux praticiens volontaires de récolter les selles d'autant de furets que
possible, quels que soient les motifs de présentation et les signes cliniques, que les animaux
soient suspects ou non de coronavirose entérique ou systémique. Chaque prélevement était
accompagné d'une fiche de commémoratifs reproduite en annexe 1. De plus, pour les animaux
suspects de FSCD, le prélevement d'organes atteints d'inflammation granulomateuse et de
sang était encouragé. Les prélevements respiratoires étaient a envisager lors de

symptomatologie respiratoire d'étiologie indéterminée.

Pour les mustélidés sauvages, nous avons recu des feces d'animaux vivants issus du centre
de soins de la faune sauvage de I'Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse, et des prélévements
de contenu intestinal et de muqueuse intestinale d'animaux morts provenant du Groupe de
Recherche et d'Etude pour la Gestion de I'Environnement (GREGE). Chaque prélévement
devait étre accompagné d'une fiche de renseignements, différente pour les animaux vivants

et pour les prélevements d'autopsie. Ces fiches sont reproduites en annexe 2.

B- Prélevement, transport, réception et stockage

Le choix du support de prélevement s'est porté sur les cartes FTA® (Flinders Technology
Associates). Il s'agit d'une matrice de cellulose imprégnée de dénaturants chimiques et de
capteurs de radicaux libres, permettant la conservation du matériel génétique a température
ambiante durant plusieurs semaines, assurant un transport facilité (Cardona-Ospina et al.,
2019). Il a été vérifié que ce procédé permet l'inactivation et la conservation du
Gammacoronavirus responsable de la bronchite infectieuse des Gallinacés (IBV) (Moscoso et
al., 2005), et est donc adapté au traitement de grands virus a ARN. En proposant un mode de
prélevement permettant un stockage aisé et un délai important entre le prélevement et
I'envoi, nous avons espéré maximiser le nombre de prélevements recus. Des cartes FTA®
vierges ont été envoyées a tous les vétérinaires partenaires. Certains prélevements nous sont

cependant parvenus conditionnés en tubes secs ou sous forme d'écouvillons.

Les prélevements étaient traités dans les 48 heures suivant leur arrivée au laboratoire ou

stockés a -18 °C jusqu’a leur traitement.
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C- Extraction de I'ARN

Les traitements préalables a I'extraction d'ARN different selon la nature du prélevement
et sont détaillés ci-dessous. L'extraction a été réalisée a I'aide du QIAGEN® QlAamp® Viral RNA
Mini Kit selon le protocole par centrifugation recommandé par le fabricant et détaillé en

annexe 3. A la suite de I'extraction, les ARN étaient stockés a -80 °C.

1. Prélevements sur carte FTA®

Un fragment d'environ 4 x 2 mm a été découpé a la lame stérile dans chaque emplacement
et élué dans 300 pL de tampon TE (Tris EDTA) sur plateau oscillant a 40 mouvements par
minute pendant 12 heures, a 4 °C. Un fragment de carte découpé a |'extérieur de la zone
d’apposition du prélevement a été élué dans les mémes conditions pour servir de témoin
négatif d'extraction. Une étape de digestion protéique a ensuite été réalisée en ajoutant 5 L
de protéinase K a 50 Ul/mL pour 135 pL d'éluat. Le produit obtenu aprés 10 minutes
d'incubation au bain-marie a 56 °C et agitation réguliere par vortex pulsé a été utilisé comme

fluide acellulaire initial dans le protocole d'extraction.

2. Ecouvillons de féces

Les écouvillons ont été plongés dans 500 pL de PBS (Phosphate Buffer Saline) et agités par
vortex pulsé pendant 15 secondes. Une protéolyse par la protéinase K a été réalisée sur 135 plL
du surnageant obtenu, selon les modalités détaillées en 1. Le témoin négatif a été réalisé a

partir de 135 plL de PBS.

3. Fragments d'organes et sang

Pour les prélevements sanguins et tissulaires, une étape de broyage a été réalisée a I'aide
d'un broyeur-homogénéiseur Precellys®. Cing cents microlitres de PBS ont été ajoutés a un
tube a billes contenant un fragment de tissu ou 200 puL de sang. Le tube a subi deux sessions
de broyage de 15 secondes a 5 000 mouvements par minute, espacées de 60 secondes. Cent
trente-cing microlitres de surnageant ont été prélevés pour |'étape de protéolyse telle que

décrite en 1. et 135 plL de PBS pour le témoin négatif.
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D - Détection d'ARN coronaviral par RT-PCR

Pour tous les échantillons traités, une recherche d'ARN de coronavirus a été effectuée par
RT-PCR conventionnelle a I'aide de deux paires d'amorces : IN-6 / IN-7 qui ciblent une
séquence conservée de 440 nucléotides de I'ORF replb codant pour la protéine RdRp des
coronavirus (Chu, 2007) et FRCoV RdRp-F1 / FRCoV RdRp-R1 qui détectent plus sensiblement
une séquence de 295 nucléotides incluse dans la précédente, spécifique du FRCoV (Terada,
Minami, et al.,, 2014) (Tableau 3). Le kit QIAGEN® OneStep RT-PCR a été utilisé avec une

concentration d'amorces de 0,6 uM dans un volume final de 25 uL (Tableau 4).

Les étapes du cycle et les conditions de température associées sont récapitulées dans le
tableau 5. De I'eau nanopure a été utilisée comme témoin négatif. Des prélevements recus et
détectés positifs ont été utilisés ensuite comme témoins positifs. Les étapes d'extraction
d'ARN et de préparation du mix de RT-PCR ont été réalisées sur des paillasses différentes, dans

une autre piece que celle ou ont eu lieu les RT-PCR et les électrophoreses.

Tableau 3. Récapitulatif des amorces utilisées.
pb : paires de bases.

\ Amorces sens Amorces antisens Taille
Virusciblés | °S"e du
cible Nom Séquence (5' - 3') Nom Séquence (5' - 3') el
Coronavirus ( OR;Fbe) IN-6 5’-GGTTGGGACTATCCTAAGTGTGA-3’ IN-7 5’-CCATCATCAGATAGAATCATCATA-3’ 440 pb
RdRp FRCoV , , FRCoV , ,
FRCoV (ORF 1b) RdRp-F1 5-GTTGGTTGCTGCACACATAG-3 RdRp-R1 5’-GGAGAAGTGCTTACGCAAATA-3 295 pb
FRCOV FRSCV FRSCV
énotvpe 1 S (ORF 2) MSU-1 5’-CTGGTGTTTGTGCAACATCTAC-3’ MSU-1 5’-TCTATTTGCACAAAATCAGACA-3’ 157 pb
& yp forward reverse
FRCoV FRECV FRECV
énotvpe 2 S (ORF 2) MSU-2 5’-GGCATTTGTTTTGATAACGTTG-3’ MSU-2 5’-CTATTAATTCGCACGAAATCTGC-3’ 146 pb
& P forward reverse

Tableau 4. Composition du mix de RT-PCR.

Réactif Volume (uL)
5x QIAGEN OneStep RT-PCR Buffer 5
dNTP (10 mM) 1
Amorce sens (10 uM) 1,5
Amorce anti-sens (10 uM) 1,5
RNaseOUT 0,2
Eau 11,8
QIAGEN OneStep RT-PCR Enzyme Mix 1
ARN 3
Volume total 25
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Tableau 5. Etapes et conditions de durée et température de RT-PCR.

Etape Température Durée
Transcription inverse 48 °C 10 min
Dénaturation initiale 95°C 15 min
o Dénaturation 94 °C 30s
> Hybridation 53°C 30s
g Polymérisation 72 °C 2 min

Elongation finale 72 °C 10 min

Les produits de RT-PCR ont subi une électrophoréese sur gel a 1,5 % d'agarose contenant

un intercalant de I'ADN (SYBR® Safe DNA Gel Stain) utilisé au 1/10 000%™, Les résultats ont

été visualisés par transillumination en lumiere bleue. L'utilisation d'un marqueur de poids

moléculaire a permis la vérification de la taille des amplicons (Figure 11).

P046

P049 PO50

PO51 P052 T-e P0O53 Te

Figure 11. Exemple de lecture d'un gel d'électrophorése.
T-e : témoin négatif d'extraction ; T+ : témoin positif de RT-PCR ; T- : témoin négatif de RT-PCR ; pb : paires de
bases. Fleche : sens de migration.

Deux RT-PCR supplémentaires ont été réalisées sur tous les prélevements positifs pour au

moins une des deux RT-PCR précédentes. Les amorces utilisées sont celles développées par

Wise et al. (2010), amplifiant une séquence codant pour une portion de la protéine S,

spécifique de chaque génotype (voir Partie 1 — Il — A — Etiologie). Les RT-PCR détectant les

génotypes 1 et 2 amplifient respectivement des fragments de 157 et 146 pb (paires de bases)

(Tableau 3). Les conditions précédemment décrites ont été utilisées pour I'amplification

(Tableaux 4 et 5) et la détection. Un prélévement détecté positif a été utilisé comme témoin

positif pour le génotype 1. Pour le génotype 2, une séquence témoin synthétisée par un

laboratoire prestataire a été utilisée. De |I'eau nanopure a été utilisée comme témoin négatif.
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E- Séquencage partiel

Pour tous les résultats positifs en RT-PCR, I'ADN de I'amplicon a été extrait en utilisant le
kit QIAGEN® QlAquick® DNA Gel Extraction selon les recommandations du fabricant (voir

annexe 4), et séquencé par méthode Sanger dans un laboratoire prestataire.

F- Traitement des données génomiques

/////

(Hall, 1999). L'aspect des chromatogrammes a été évalué visuellement pour déterminer les
séquences retenues (Figure 12). Les séquences sens et antisens issues d'un méme
prélevement ont ensuite été alignées avec le programme ClustalW Multiple Alignment
(parametres par défaut) (Thompson et al., 1994), les erreurs d'appariement ont été arbitrées
par observation des chromatogrammes, et une séquence consensus a été créée pour chaque
amplicon. Pour une seule séquence (P107, génotype 1), la qualité des données de séquencage

n'a permis |'exploitation que de la séquence antisens.

Le logiciel MEGA version 10.1.5 (Kumar et al., 2018) a été utilisé pour déterminer le

meilleur modeéle a appliquer et construire les arbres phylogénétiques.

10 20 30 A0 30
G GG AA AT € @ A T & TE TA T & A & TT G @CACAA 6 TAET TAOGC @ G AAGTT 6T GCAT T

p

Figure 12. Chromatogramme obtenu par séquen¢age Sanger de I'ADN amplifié par RT-PCR du prélévement P027 (amorce FRCoV
RdRp-F1).
La séquence retenue commence au trentiéme nucléotide.
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1] - Résultats

A - Bilan des prélevements recus

Nous avons recu des prélevements provenant de 138 furets en France et en Belgique,
parmi lesquels 135 ont pu étre inclus dans I'étude. Ces prélevements comprenaient
141 prélevements de feces provenant de 133 animaux, 29 prélevements sanguins,
6 prélévements tissulaires provenant de 4 animaux (foie, nceud lymphatique mésentérique,
biopsie de masse digestive, péritoine, intestin) et 10 prélevements respiratoires (3 lavages
broncho-alvéolaires provenant de 2 animaux et 7 écouvillons trachéaux). Pour les mustélidés
sauvages, nous avons regu 4 prélevements d'animaux vivants et 66 préléevements d'autopsie.

La répartition des prélevements recus par espece est présentée en figure 13.

= Loutre d'Europe
Fouine

1 Martre des pins
Blaireau européen

= Vison d'Europe
Putois d'Europe

= Vison d'Amérique

Figure 13. Répartition des prélevements recus de mustélidés sauvages par espéce.

B- Caractérisation de la population de furets

Les animaux ont été prélevés dans 12 structures vétérinaires différentes. Leur répartition
géographique est représentée en figure 14. Sur 135 furets, nous avons dénombré 70 males
(52 %), 57 femelles (42 %) et 8 (6 %) dont le sexe n'a pas été renseigné. L'age de 16 animaux

était inconnu ou non précisé, les autres sont répartis par classe d'age dans la figure 15.

Les furets provenaient d'élevages ou de particuliers (63 animaux, 47 %), d'animaleries
(27 animaux, 20 %), ou avaient été adoptés en refuge ou trouvés (15 animaux, 11 %). Pour
30 furets (22 %), l'origine était inconnue ou non renseignée. L'alimentation n'a pas été
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renseignée pour 14 furets (10 %). Parmi les autres, 50 (41 %) recevaient uniquement une

alimentation industrielle, 28 (23 %) recevaient exclusivement une alimentation fraiche (proies

entiéres et/ou ration ménagere), et 43 (36 %) étaient nourris de maniére mixte. Quatre-vingt-

onze furets vivaient en communauté avec au moins un congénere (75 % des furets pour

lesquels l'information était disponible), 32 (31 %) vivaient avec au moins un chat et 45 (44 %)

vivaient avec d'autres animaux. Soixante-trois animaux (58 %) étaient susceptibles d'accéder

a l'extérieur.
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Figure 14. Répartition géographique des furets par lieu de prélévement.
Les nombres suivis d'un astérisque regroupent plusieurs structures
géographiquement proches. Les zones sont celles retenues pour I'analyse
statistique.

(Fond de carte modifié d'aprés europeansectionlgm.typepad.fr)
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Figure 15. Répartition des furets par classe d'dge.
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C- Caractérisation des prélevements

Les prélevements de feces ont été recus sur carte FTA® (74 %) ou sous forme d'écouvillons
frais (26 %). lls provenaient de 133 animaux dont 51 (38 %) ne présentaient pas de signes
cliniques, 40 (30 %) présentaient uniquement des signes digestifs, et 31 (23 %) présentaient
d'autres signes. Pour les 11 furets restants, l'information n'était pas disponible. Une
coronavirose entérique était suspectée dans 21 cas (16 %) et une coronavirose systémique

dans 9 cas (7 %).

Les prélévements sanguins ont été recus sur cartes FTA® (79 %) ou en tube sec (21 %). lls
étaient issus de 29 furets, non suspects de coronavirose (21 animaux, 72 %), ou suspects de

coronavirose entérique (4 animaux, 14 %) ou systémique (5 animaux, 17 %).

Les prélévements tissulaires ont été recus sous forme fraiche (cing prélévements) ou
comme empreinte sur carte FTA® (un préléevement). lls provenaient de quatre animaux dont

trois étaient suspects de coronavirose systémique.

Les écouvillons trachéaux ont été recus sur cartes FTA®, et I'un des animaux présentait des
signes respiratoires. Les LBA, recus sous forme liquide, provenaient de deux animaux a

symptomatologie respiratoire.

Les prélevements de contenu intestinal et de muqueuse intestinale de mustélidés

sauvages ont été réalisés sur cartes FTA®. Les feces ont été récupérées fraiches.

D - Résultats de RT-PCR

Tous les préléevements de faune sauvage se sont révélés négatifs avec les amorces
consensuelles et spécifiques de FRCoV. Les résultats présentés ici ne concernent donc que les

prélevements de furets domestiques.

L'utilisation des amorces consensuelles IN-6 et IN-7 a permis l'identification de cinqg
prélevements de féces et un prélévement de nceud lymphatique mésentérique positifs, issus
de cing animaux différents dont deux provenaient du méme foyer. Le furet dont les selles et
le noeud lymphatique mésentérique ont été détectés positifs était suspect de coronavirose
systémique, et un autre était suspect de coronavirose entérique. Les trois derniers ne

présentaient pas de signes cliniques.
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Les amorces FRCoV RdRp-F1 et FRCoV RdRp-R1 ont permis la détection de FRCoV dans

11 prélevements appartenant a 10 animaux, dont les 6 testés positifs avec les amorces

consensuelles. lls comprennent trois préléevements de feces issus d'animaux non suspects de

coronavirose, une biopsie de masse provenant d'un furet a signes évocateurs de FSCD mais

ne présentant pas d'autres granulomes visibles a la laparotomie, et un écouvillon trachéal de

furet sain. Aucun prélévement de sang ni de LBA ne s'est révélé positif. L'ensemble des

résultats selon le type de prélevement est présenté dans le tableau 6.

Quatre prélevements issus de trois animaux répartis dans deux foyers se sont révélés

positifs avec la RT-PCR spécifique du génotype 1 : trois préléevements de féces et un noeud

lymphatique mésentérique. Toutes les RT-PCR sur le génotype 2 ont donné des résultats

négatifs. Les résultats positifs sont synthétisés dans le tableau 7.

Tableau 6. Synthese des prélevements regus et résultats (amorces RdRp).

Support Prélevement Positifs Négatifs Total
Féces 1 103 104

Sang 0 23 23

IR Ecouvillon trachéal 1 6 7
Organe 0 1 1

Féces 7 30 37

Prélevement | Sang 0 6 6
brut Organe 2 3 5
LBA 0 3 3

Total 11 175 186

Tableau 7. Synthese des résultats positifs.
ECV : coronavirose entérique ; ID : identification du prélévement ; NL : nceud lymphatique ; SCV : coronavirose systémique.

D Animal Prélevement Support Clinigue et épidémiclogie Suspicion IN-6/IN-7  FRCoVRdRp Génotypel Génotype2
poos apgn  couvillen Carte FTA®  sain 4 = =
tracheal
pO25 Fices Ecouvillon  Diarrhées, cachexie progressive, 4 4 +
ADD9 affaiblissement, adénomégalie mésentérique, sCV
Poz7 NL mésentérique  Tube sec symptémes nerveux. Animal décédé. + + t
e (e iree Elaoviller Ma|gr§ur, alo_pec.le bilatérale. Suspicion de A _ _
maladie surrénalienne.
i . Diarrhée verte, ancrexie. Arrivée récente d'un
PO40  AD17  Féces Ecouvillon .y ECV + +
nouvel individu.
TR T e Ecouvillon Sain, congenere d'un furet décéde suspect de 4 ~ ~
5CV.
POSG AD35  Féces Carte FTA®  Hyperthermie +
& Ecouvillon a s =
Ploc  A071 Feces Furets sains issus du méme foyer, congénéres + + i
P107  AOT2 Fices Ecouvillon  d'un furet décéde suspect de SCV. $ $ P _
i Maigreur. Masse ebdominale adhérente a
= : 5 :
P124 ADBS8 desf € Masse  Jube sec |'estomac et & lintestin gréle. Absence de + -
igestive : i
g granulomes abdominaux & la laparotomie.
P133 AD94 Feces Ecouvillon  Sain + + = -
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E- Approche statistique

Afin d'étudier la corrélation entre les caractéristiques épidémiologiques retenues et les
résultats de RT-PCR, nous avons décidé de considérer les animaux plutét que les
prélevements. Le seul furet ayant été prélevé a plusieurs reprises avec des résultats différents
a été considéré positif en raison de |'excrétion intermittente du virus. Un autre animal
présentait des signes digestifs lors d'un premier prélevement, et une absence de signes lors
du second ; il a été exclu de I'analyse s'intéressant aux signes cliniques. Enfin, les animaux dont
plusieurs prélevements contemporains ont donné des résultats négatifs et positifs ont été
considérés positifs. Aucun des parameétres ne satisfaisant a l'indépendance des variables
nécessaire a l'application du test du khi-deux, le test de Fisher exact a été utilisé pour I'analyse
univariée (Tableau 8). Le faible taux de positivité n'a pas permis d'effectuer une analyse

multivariée en raison d'un manque de puissance.

Tableau 8. Récapitulatif des variables et résultats du test de Fisher exact.
Les zones géographiques font référence a la figure 14.

Nombre Nembre Fourcentage

Xariahies deposiiis  towal  deposinfs  Pne
Cartes FTA® 2 98 2%
Spyier Ecouvillons 8 37 22% SO0
, Oui 6 32 19 %
Présence de chats 2 3 0 i 0,03
Zone 1 0 29 0%
Localisation Zone 2 6 77 8% 0.07
geographigue Zone 3 1 15 7 % :
Zone d 3 14 21 %
_— Male 3 70 4 % 0,11
Femelle 7 57 12 %
Elevage ou particulier 7 63 11%
Origine Animalerie 0 27 0% 0,15
Refuge 2 15 13%
Digestifs 2 41 5%
Symptdmes Autres 3 32 9% 0,70
Aucun 5 51 10%
Présence d'autres Oui 7 91 8% ol
furets Non 3 30 10 % :
Accés & l'extérieur Oui 4 85 &% 0,72
MNon 4 45 9%
Présence d'autres Qui 3 45 7% 0.73
animaux Non 6 57 11% :
<1an 4 37 11 %
. 1a3ans 2 30 7 %
Classe d'age 355 ans 5 6 S 0,97
5a10ans 2 26 8 %
Suspicion de Qui 2 27 7% 00
coronavirose Non 8 108 7 % :
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F-  Analyse génétique

Les séquences nucléotidiques obtenues ont été comparées a celles de la banque de
données du National Center for Biotechnology Information (NCBI) grace a |'outil Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) et identifiées comme séquences de FRCoV, avec une identité
de 95,25 % a 98,64 % avec les séquences publiées les plus proches. Les souches correspondant
a ces séquences ont été nommées comme indiqué dans le tableau 9. Les séquences ne

correspondant pas au génome de coronavirus de furet n'ont pas été considérées.

En raison de la plus grande sensibilité des amorces FRCoV RdRp-F1 et FRCoV RdRp-R1 et
de la proximité des séquences obtenues par les amorces IN-6 / IN-7, seules les séquences

obtenues par le premier couple d'amorces ont été analysées phylogénétiquement.

Les arbres phylogénétiques (Figures 16 et 17) ont été construits selon la méthode du
maximum de vraisemblance par le modéle Tamura 3 parametres (Tamura, 1992), en intégrant
les séquences de FRCoV publiées disponibles dans la base de données du NCBI'. Des
séquences de MCoV et FCoV ont été ajoutées en tant qu'extra-groupe. Pour des raisons de
lisibilité, la figure 17 ne comporte qu'une sélection des séquences disponibles, représentatives

des principaux clusters observés. Le dendrogramme complet est représenté en annexe 5.

Tableau 9. Dénomination des souches positives.
ID : identification du préléevement ; NL : nceud lymphatique.

D Animal Prélévement FRCoV RdRp Génotype 1 Souche

poo3 Appr  Ccouvillon + - FRCoV 003 FR 2017
trachéal

PO25 Féces + + FRCoV 025 FR 2017

ADD9

PO27 NL mésentérique + + FRCoV 027 FR 2017

PO32 AD12 Féces + I FRCoV 032 FR 2017

PO4D  AD17 Féces + - FRCoV 040 FR 2018

POS3  AD25 Féces + = FRCoV 053 FR 2018

POSGE 8035 Féces + - FRCoV 066 FR 2018

P106 AD71 Féces + + FRCoV 106 FR 2018

P107 AD72 Féces + + FRCeV 107 FR 2018
Biopsie de masse

P124  AD3B : = + = FRCoV 124 FR 2019
digestive

P133 AD94 Feces + - FRCoV 133 FR 2019

! Consultée le 10/12/2019 a I'adresse https://www.ncbi.nIm.nih.gov/nuccore
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FRCoV 34 JP 2013 (ABB12842)
FROoV 40 JF 2013 (ABB12840)
FRCoV 27 JP 2012 (ABB12841)
FRCoV 35 JP 2013 (ABB12844)
FRCaV 13 JP 2012 (ABB12845)
FRCaV 28 JP 2012 (AB812847)
FRCaV 31 JP 2013 (ABB12848)
FRCoV 33 JP 2013 (ABS12852)
FRCoV 5 JF 2012 (ABB12843)
FRCoV 36 JP 2013 (AB§12848)
FRCoV 87 JP 2013 (LC029420)
FRECV1 USA 2015 (KX512805)
FRCoV 38 JP 2013 (ABB12848)
FRCoV 39 JP 2013 (ABB12850)
FRSCVE USA 2015 (KX512810)
FRCoV 4 JP 2012 (ABB12851)
FRCoV ferret063 JP 2016 (LC215871)
— FRCoV4370 JP 2013 (LC11907T)
FRCoV 133 FR 2019
FRCoV N2 FR 2017
FRCoV PE 2014 (KRT58768)
FRCoV PE 2014 (KRT5876T)
FRCOV 025 FR 2017
FRCoV 027 FRZMT
FROoV 108 FR 2018
FRCaV 107 FR 2018
FRGaoV NL 2010 (KM347865)
FRCoV 086 FR 2018
CoV 124 FR 2019

02 FR207
FRCoY 040 FR 2018
FRCoV 053 FR 2018

FRCoV 160.JP 2014 (LCO29421)
FRCaoV 22 JP 2012 (ABB12853)
MCoV WD 1127 USA 1998 (HM245925)
FCoV Black USA 1970s (EU186072)

—_—
(R0

Figure 16. Arbre phylogénétique construit sur la base de séquences partielles du gene RdRp.

Les séquences issues de cette étude sont surlignées en jaune. Les numéros d'accession GenBank® sont indiqués entre parentheses.
Meéthode utilisée : maximum de vraisemblance, modéle Tamura 92 (G).

FR : France ; JP : Japon ; NL : Pays-Bas ; PE : Pérou ; USA : Etats-Unis. Echelle : substitutions par nucléotide.

FRCoV NL 2010 (KM347965)
FRCoV-511c NL 2010 (JF260913)
FRCoV-4E98 NL 2010 (JF280914)

FRGoV 107R FR 2018
FRCoV 025 FR 2017
FRCoV 027 FR 2017

FRCaV 106 FR 2018

a _1—_FRC0\." 31 JP 2013 (AB812858)

FRSCV MSU-S USA 2007 (GU459055)

— FRCoV 35 JP 2013 (AB812867)

L FRECV1 USA 2015 (KX512809)

— FRCoV 5 JP 2012 (AB812861)

M FRSCV MSU-1 USA 2007 (GU338456)

‘I_E FRCoV 15 JP 2012 (AB812860)

FRSCV WADL USA 2006 (GU459056)
L FRCoV 20 JP 2012 (AB812862) Ji
FRCoV 22 JP 2012 (LC029419)
FRCoV 40 JP 2013 (AB812872)
FRECV 1202 USA 2008 (GU459057) Génotype 2
FRECV MSU-2 USA 2001 (GU338457)
FRSCVE USA 2015 (KX512810)

— FRECVE00 S1 2012 (JX878445)

—— FRECV526 Sl 2012 (JX878442)

FCoV WSUT91146 P50 USA 2011 (KC461237)

MCoV WD1127 USA 1998 (HM245925)

| Geénotype 1

—_—
010

Figure 17. Arbre phylogénétique construit sur la base de séquences partielles du gene S.

Les séquences issues de cette étude sont surlignées en jaune. Les numéros d'accession GenBank® sont indiqués entre parenthéses.
Meéthode utilisée : maximum de vraisemblance, modéle Tamura 92 (G+l).

FR : France ; JP : Japon ; NL : Pays-Bas ; PE : Pérou ; USA : Etats-Unis ; Sl : Slovénie. Echelle : substitutions par nucléotide.
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1V - Discussion

A - Méthodologie

Le choix de la détection des virus dans les feces nécessite d'étre prudent dans
I'interprétation des résultats. En effet, I'excrétion digestive de virus peut étre intermittente,
et I'absence d'ARN viral dans les matiéres fécales ne permet pas de conclure que I'animal testé
n'est pas infecté (Kiupel, Perpifian, 2014). A l'inverse, un test sérologique a été développé,
détectant les anticorps dirigés contre une portion de la protéine N (Minami, Terada, et al.,
2016). S'il est d'une pertinence clinique limitée, car un résultat de sérologie positif ne traduit
gu'une exposition passée de I'animal testé a un FRCoV sans préjuger de son excrétion actuelle
ni de son implication dans d'éventuels signes cliniques, il pourrait revétir un intérét lors
d'études épidémiologiques. Au Japon, la séroprévalence a été estimée a 89 % (31/35) pour

une viroprévalence de 55,7 % (44/79) (Terada, Minami, et al., 2014).

Malgré ses limites, la méthode choisie permet de détecter les animaux excréteurs et de
confronter les résultats a ceux obtenus dans d'autres pays selon une méthodologie similaire.
Au Japon, les feces de 55,7 % des 79 furets testés se sont révélées positives au FRCoV (amorces
FRCoV RdRp F1 / FRCoV RdRp R1) (Terada, Minami, et al., 2014). Aux Pays-Bas, |'utilisation de
deux autres paires d'amorces, amplifiant respectivement une séquence conservée de I'ORF1
et une portion du géne N, a permis la détection de FRCoV dans 61 % des 90 écouvillons de
féces issus de furets asymptomatiques (Provacia et al., 2011). Lors d'une étude portant sur
I'analyse métagénomique du virome fécal de furets néerlandais et suédois (Smits et al., 2013),
une proportion moindre de coronavirus a été détectée (14/39, 36 %). Avec un plus grand
nombre de cas, nous n'avons détecté le FRCoV que dans les prélevements de 6,0 % des furets

testés sur selles (8/133), et 7,4 % de I'ensemble des furets testés (10/135).

Pour expliquer un tel écart, il est important d'exclure un biais méthodologique. Les
principales différences de méthode entre notre étude et les précédentes résident dans le
choix de la population cible (voir partie B — Epidémiologie) et dans I'utilisation des cartes FTA®.
Comme précisé en partie Il - B, ce support a été validé pour la détection de coronavirus par
RT-PCR, et il a permis d'alléger les contraintes pour les vétérinaires partenaires. En effet, pour
la conservation et le transport d'échantillons destinés a la détection de coronavirus par RT-
PCR, I'OMS préconise un envoi au froid positif (4 °C) dans les 72 heures suivant le préléevement,

ou a -80 °C au-dela (Organisation mondiale de la Santé, 2015). La mise en place de telles
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contraintes aurait été extrémement délétére au nombre d'échantillons récoltés. Cependant,
les cartes FTA® sont un mode de prélevement peu connu des praticiens, et il est a noter que
malgré les explications fournies, certains prélevements n'ont pas été réalisés de maniere
optimale (Figure 18). En particulier, le dépo6t d'une épaisseur conséquente de matieres fécales
au lieu d'une simple trace pourrait avoir favorisé I'apport d'inhibiteurs de PCR contenus dans
les feces, comme des sels biliaires et des polysaccharides (Lantz et al., 1997 ; Monteiro et al.,
1997). Néanmoins, le seul prélevement de selles positif sur carte FTA® faisait partie de ceux
présentant une surabondance de matériel. De plus, le protocole d'extraction de I'ARN
comprend des étapes dédiées a I'élimination des contaminants, incluant ces inhibiteurs (voir
annexe 3). Pour de futurs travaux, il serait pertinent de s'attacher a comparer les résultats
obtenus avec un méme échantillon suite a sa conservation sur carte FTA®, au froid positif et a
température ambiante. Cela n'a pas été fait ici afin d'alléger la charge pour les vétérinaires

participant bénévolement.

Figure 18. Prélevements de féces sur cartes FTA®.
a. Prélévements réalisés correctement. b. Prélevements présentant une surabondance de matieres fécales.

Il a été montré que les cartes FTA® sont adaptées a la détection par RT-PCR de faibles
charges de coronavirus contenues dans du liquide allantoidien (Moscoso et al., 2005), mais les
charges excrétées dans les féces de furet ne sont pas précisément connues. Il est donc
envisageable que de faux négatifs soient dus a une trop faible charge virale dans les
échantillons. Cette méme étude démontre que les amplicons de petite taille, similaires aux
notres (383 pb), supportent mieux des conditions de température défavorables ou un délai
important avant le traitement des prélévements que des amplicons de grande taille (1 700 pb).
Enfin, méme si |'utilisation de ces cartes nécessite de rester prudent dans I'analyse, il est a

souligner que parmi les seuls écouvillons de selles le taux de positivité est de 19 % (7/37), ce

qui reste inférieur aux taux décrits.
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B- Epidémiologie

Le choix de la population cible peut expliquer au moins en partie le faible taux de positivité
par rapport aux chiffres précédemment décrits : en nous adressant a des vétérinaires NAC,
nous avons sélectionné une population de furets a priori bien médicalisés, c’est-a-dire dans
laguelle on peut supposer que les propriétaires sont davantage sensibilisés a la gestion
sanitaire de leurs animaux. De plus, il s'agit principalement de furets vivant seuls ou en
communauté réduite, contrairement aux animaux d'élevage ou de laboratoire. Il est
également possible que les quelques années d'écart entre les études aient vu une évolution
de la population de furets domestiques impactant la circulation du virus. Les vétérinaires
praticiens en NAC déclarent en effet recevoir moins de furets en consultation qu'il y a une
dizaine d'années. Enfin, il est a noter que les filieres de production de furet de compagnie sont
trés différentes en France et aux Pays-Bas : alors que quelques élevages néerlandais de grande
taille fournissent en grande partie les animaleries d'Europe, les éleveurs frangais ont tout au
plus une centaine de reproducteurs et leur production est majoritairement destinée aux
particuliers (Riondet, 2019). Ce fractionnement de la filiére pourrait étre en partie responsable

d'une moindre circulation de virus parmi les furets des foyers francais.

Ainsi, le partenariat avec des vétérinaires NAC a permis d'étudier une population au plus
pres de la réalité clinique des praticiens mais ne permet pas d'extrapoler les résultats a la
population totale des furets, car il exclut les individus non ou peu médicalisés. De plus,
I'échantillon d'animaux étudié a été déterminé par les choix de prélevement des vétérinaires.
Afin de limiter le biais d au recrutement des cas, il a été demandé aux praticiens de prélever
indifféremment les furets présentés a eux, qu'ils soient suspects ou non d'infection par un
coronavirus. Si certains vétérinaires ont en effet prélevé un grand nombre d'animaux sains,
d'autres ont envoyé une majorité d'échantillons issus d'animaux suspects. Bien que l'influence
de cette sélection soit probablement limitée, car aucun lien n'a été mis en évidence entre
suspicion et positivité (Tableau 8), nous ne pouvons prétendre extrapoler les résultats a

I'ensemble de la population des furets domestiques de France et de Belgique.

Une caractérisation de la population des furets frangais a été proposée par Blanchard et
al., 2018. Le tableau 10 compare les paramétres communs a cette étude et a la n6tre. Les deux
populations semblent présenter des différences en termes d'alimentation et présentent une

distribution tres différente de I'dge des animaux étudiés, avec une surreprésentation des
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animaux de moins d'un an et de plus de cing ans dans notre étude. Cette différence est
aisément explicable par le recrutement des cas en cliniques vétérinaires, ou sont

principalement rencontrés des animaux malades.

Tableau 10. Comparaison des populations de furets étudiées par Blanchard et al., 2018 et par la présente étude.
1Bourassin, 2014.

Variables Blanchard et al. 2018 Etude présente
Nombre total d'individus 1205 135

Sexe (pourcentage de males) 58,5 % 55,1 %
Age (<1 an) 19,7 % 31,1%
Age (1 -3 ans) 47,0 % 25,2 %
Age (3 - 5 ans) 21,2 % 21,8 %
Age (> 5 ans) 12,1 % 21,8 %
Accés a l'extérieur 53,0 %* 58,3 %
Alimentation strictement fraiche 28,6 % 23,1%
Alimentation mixte (industrielle / fraiche) 52,4 % 35,5%

Aucune corrélation n'a été mise en évidence entre la positivité des résultats et la présence
de signes cliniques ou la suspicion de coronavirose, confirmant que les seules données
cliniques sont insuffisantes pour diagnostiquer une coronavirose et soulignant l'importance
du portage asymptomatique. Notons que la suspicion ou non de coronavirose a été laissée a

I'entiére discrétion du vétérinaire ayant effectué le prélevement.

La détection de coronavirus chez un individu de I'échantillon étudié est également sans
lien avec I'age, I'acces a I'extérieur ou la présence d'autres furets ou d'animaux autres que des
chats (Tableau 8). Le taux de positivité chez les males est plus faible que chez les femelles,
contrairement a ce qui a été relevé a plusieurs reprises chez le chat (Pesteanu-Somogyi et al.,
2006 ; Sharif et al., 2010). Dans l'espece féline, il a été suggéré que la différence soit imputable
a une différence de comportement ou a une influence génétique du sexe sur la mise en place
de la réponse immunitaire (Worthing et al., 2012). Il est également rapporté une prévalence
plus élevée de coronavirose chez les chats stérilisés, males comme femelles (Rohrbach et al.,
2001 ; Pesteanu-Somogyi et al.,, 2006). Pour les furets étudiés, nous n'avons pas pris en
compte le statut de stérilisation, en raison d'une ambiguité liée aux pratiques de stérilisation
dans cette espéce. En effet, la stérilisation chimique par pose d'un implant sous-cutané
d'agoniste de la GnRH est généralement préférée a la stérilisation chirurgicale qui est un
facteur favorisant de maladie surrénalienne (Bielinska et al., 2006). Nous avons recu des fiches
de prélevement indiquant un animal non stérilisé et précisant «implanté», soulignant cette

ambiguité dont nous avons préféré nous affranchir.
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Sans qu'il s'agisse d'une association significative, une tendance semble se dégager entre
le taux de positivité et I'origine géographique des animaux (Tableau 8). Elle est a interpréter
avec prudence en raison d'une forte association entre I'origine géographique et le support de
prélevement (p < 0,01, données non représentées). En effet, aucune carte FTA® n'a été utilisée
pour les prélevements issus de la zone 4, en raison de la proximité avec le laboratoire, ne
nécessitant pas la conservation du matériel génétique viral sur une longue période. Si
['utilisation de ces cartes était en cause, il se pourrait que le taux de positivité détecté dans
cette zone soit le plus proche de la prévalence réelle. Inversement, il est possible qu'une
prévalence plus forte dans le sud de la France crée artificiellement cette association apparente

avec le support de prélevement.

La présence d'un chat dans le foyer est significativement associée a la détection de
coronavirus chez un furet (Tableau 8). Cette association a été rapportée ponctuellement a
plusieurs reprises (Perpinan, Lopez, 2008 ; Laprie et al., 2009) mais il s'agit, a notre
connaissance, de la premiere fois qu'elle est appuyée par des données statistiques. Les
coronavirus sont connus pour étre sujets a des taux importants de mutation et de
recombinaison (Masters, Perlman, 2013, voir Partie 1 - | - E). Des phénomeénes de
recombinaison entre des coronavirus félin (FCoV-I) et canin (CCoV-Il) ont notamment donné
naissance a un nouveau sérotype félin (FCoV-Il), et il semble que ces événements aient eu lieu
a de multiples reprises (Le Poder et al., 2013 ; Terada, Matsui, et al., 2014). Comme |'a souligné
I'émergence récente du SARS-CoV-2, la proximité physique d'espéeces sensibles constitue un
environnement favorable a la transmission inter-espéces de coronavirus (Zhang, Holmes,
2020). Il est donc tout a fait envisageable que des recombinaisons similaires aient pu avoir lieu
entre coronavirus de chat et de furet, et il serait pertinent d'étudier la question en recherchant
des coronavirus chez les chats vivant au contact des furets positifs. Nous avons proposé cette

recherche aux propriétaires de deux des furets, sans qu'il y soit donné suite.

Face au faible taux de positivité relevé, il serait intéressant de disposer de résultats de
séroprévalence afin de déterminer si la situation épidémiologique est celle d'une présence
endémique de virus dans la population avec une faible excrétion ou plutét d'une faible
exposition au virus. Dans ce dernier cas, la relative naiveté de la population vis-a-vis de I'agent
pathogéne pourrait exposer a un risque d'épizootie en cas de diffusion rapide de souches
pathogénes, comme lors des premiers épisodes d'ECE aux Etats-Unis dans les années 1990

(Williams et al., 2000).
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C- Phylogénie

L'arbre phylogénétique construit sur la base des séquences partielles du gene RdRp
témoigne de la relative originalité des souches détectées par rapport aux séquences
précédemment publiées. On observe en effet un cluster regroupant la quasi-totalité des
nouvelles souches, bien distinct des séquences originaires du Japon et des Etats-Unis
(Figure 16). Les séquences les plus proches sont celles provenant de virus détectés aux Pays-
Bas et au Pérou. Notons que les souches péruviennes ont été détectées chez un individu
importé d'Espagne, et probablement infecté avant son importation (Lescano et al., 2015).
L'analyse de ces séquences semble donc mettre en évidence une unité phylogénétique des
souches d'origine européenne. Ce résultat se retrouve dans l'analyse phylogénique basée sur
les séquences partielles du géne S (Figure 17) : les nouvelles souches détectées en France sont
plus proches des souches néerlandaises que des souches nord-américaines et japonaises. Les
souches d'origine slovene constituent un cluster a part entiere. Ces observations corroborent
celles de Xu (2020) qui décrit une lignée européenne et une lignée américaine de FRCoV, cette
derniere comprenant les souches japonaises. Il est intéressant de noter qu'une différence
génétique entre les populations de furets européenne et américaine a déja été mise en
évidence (Gustafson et al.,, 2018). On peut donc supposer que l'identification de lignées
différentes de coronavirus découle du tres faible taux d'échanges génétiques entre ces
populations, et d'une co-évolution hote-pathogene entre furets et FRCoV. Par ailleurs, un
regroupement phylogénétique correspondant a l'origine géographique plutot qu'au caractere

pathogene a également été mis en évidence pour les coronavirus félins (Battilani et al., 2010).

La projection sur le premier dendrogramme des génotypes identifiés par la séquence
partielle du géne S ne met pas en évidence de relation entre les deux regroupements
(Figure 19). De plus, l'intégration des séquences détectées en Slovénie a l'analyse
phylogénique des séquences partielles du géne S suggére I'existence d'un troisieme génotype
(Figure 17). En outre, suite a la description d'au moins un génotype supplémentaire (Minami,
Kuroda, et al., 2016) et au rejet des hypotheses de corrélation entre génotype et pathogénie
(Provacia et al., 2011 ; Terada, Minami, et al., 2014), l'identification génotypique sur la base

des séquences proposées par Wise et al. (2010) semble désormais peu pertinente.

L'identification du contexte clinique sur l'arbre phylogénétique montre que la position

d'une souche sur cet arbre n'est pas plus prédictive de sa pathogénie que son génotype
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(Figure 19). La séquence étudiée n'est donc pas discriminante pour distinguer les pathotypes
FRSCV et FRECV. Notons que les souches prélevées sur animaux asymptomatiques ne sont pas
nécessairement dénuées de pouvoir pathogene chez ces individus : il est possible que le
préléevement ait été réalisé au cours de la phase de latence. Le cas des souches FRCoV-106-
FR-2018 et FRCoV-107-FR-2018 est particulierement intéressant. Les deux congéneres
prélevés vivaient en compagnie d'un furet décédé ayant présenté des signes cliniques et des
Iésions nécropsiques compatibles avec une FSCD. La proximité des deux souches et le contexte
épidémiologique suggerent une propagation horizontale du virus, ayant pu concerner
également I'animal décédé, pourtant seul a avoir présenté des signes cliniques. Cette
observation suggere que le pouvoir pathogene d'une souche de FRCoV n'est pas inhérent a
celle-ci mais dépend de facteurs individuels de I'h6te, comme démontré pour les coronavirus
félins (Kipar, Meli, 2014). Un quatriéme furet, chez lequel il n'a pas été détecté de FRCoV,
vivait au contact des précédents. Il est possible qu'il ait échappé a la diffusion horizontale, ou
que l'excrétion intermittente soit responsable du résultat négatif. Deux chats étaient

également présents dans ce foyer.

Parmi les préléevements positifs sur carte FTA®, un écouvillon trachéal représente, a notre
connaissance, la premiere détection d'un FRCoV dans l'arbre respiratoire d'un furet.
Néanmoins, le mode de prélevement rend possible une contamination salivaire lors de
I'écouvillonnage trachéal, et I'on sait qu'une excrétion salivaire de coronavirus entérique est
possible chez le furet (Wise et al., 2006 ; Terada, Minami, et al., 2014). L'animal avait moins
d'un an et ne présentait pas de signes cliniques. Il a été impossible de le prélever a nouveau
pour s'assurer de l'origine respiratoire du virus, car il avait quitté son élevage d'origine.
L'analyse phylogénétique sur la base d'une séquence partielle du gene RdRp montre que cette
souche (FRCoV-003-FR-2017) est plus proche de certaines souches de coronavirus identifiées
comme systémiques (Lescano et al., 2015) que des autres souches issues de notre étude
(Figure 16), suggérant éventuellement le portage respiratoire d'un coronavirus systémique

davantage que la présence d'un virus a tropisme strictement respiratoire.

46



FRCaV 40 JP 2013 (ABB12840) @
FRCoV 27 JP 2012 (ABB12841) g @
- FRCoV 35 JP 2013 (ABE12844) @
FRGOV 13 JP 2012 (ABS12845) @
— FRCoV 28 JP 2012 (ABB1284T) @.8
- FRCoV 31 JP 2013 (ABB12846) @
'._ FRCoV 33 JP 2013 (ABS12852) @
FRCoV 5 JP 2012 (ABB12843) @

L FRCoV 36 JP 2013 (ABB12848) @.@
FRCoV 87 JP 2013 (LCO28420)
FRECV LISA 2015 (KX512800) @

' FRCoV 38 P 2013 (ABB12849) @

| FRCoV 39 JF 2013 (ABS12850)

- FRSCVE USA 2015 (KX512810) @

— FRCol 4 JP 2012 {AB812051) @

— FRCoV ferret0f JP 2016 (LC215871) @
— FRCoV4370 JP 2013 (LC118077) g

— FRCaV 133 FR 2019

FRCoV 003 FR 2017

i
O

FRCoV 106 FR2018 g

FRCoV 107 FR 2018 @

FRCoV NL 2010 (KM347965) @

FRCoV 066 FR 2018
FRCoV 124 FR 2019

FRCoV 032 FR 2017
FRCoV 040 FR 2018
FRCOV 083 FR 2018
FRCoV 160 JP 2014 (LC029421)
— FRCoV 22 JP 2012 (ABB12853) @
MCoV WD1127 USA 1998 (HM245925)

FCoV Black USA 1970s (EU186072)

———  rrecy.  [ESGH | Asymplomatique

010

%Fncwzd JP 2013 (ABB12842) @

—_

Figure 19. Arbre phylogénétique construit sur la base de séquences partielles du géne RdRp.

Les génotypes identifiés sont indiqués par les numéros @ ou @. Le pathotype correspondant aux signes cliniques exprimés
ou le caractere asymptomatique de I'animal sont indiqués par la couleur de surlignage. Les numéros d'accession GenBank®
sont indiqués entre parenthéses. Méthode utilisée : maximum de vraisemblance, modéle Tamura 92 (G).

* : Souche d'abord identifiée comme appartenant au génotype 2 (Terada, Minami, et al., 2014), puis requalifiée en nouveau
génotype suite a un séquengage plus complet du géne S mettant en évidence des phénoménes de recombinaisons avec
d'autres souches (Minami, Kuroda, et al., 2016).

FR : France ; JP : Japon ; NL : Pays-Bas ; PE : Pérou ; USA : Etats-Unis. Echelle : substitutions par nucléotide.
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CONCLUSION

Notre travail met en évidence un taux d'excrétion de FRCoV moindre dans la population
de furets domestiques francais et belges d'intérét que dans les autres populations étudiées
(Japon, Pays-Bas, Suede). Ce faible taux de positivité est assorti d'un portage asymptomatique
important. Le séquengage partiel du gene codant pour la protéine RdRp révele des souches
relativement originales par rapport aux données existantes, et une phylogénie recoupant
I'origine géographique mais pas le pathotype. La découverte d'une association significative
entre la détection de FRCoV et la présence d'au moins un chat dans le foyer ouvre une nouvelle
perspective dans I'analyse phylogénique de ces coronavirus : les prochains travaux devraient
s'attacher a étudier les relations génétiques entre coronavirus portés par différentes espéces
vivant en contact étroit, et en particulier a rechercher des phénomeénes de recombinaison
entre FCoV et FRCoV. Dans le contexte pandémique actuel, de tels travaux sur la transmission
interspécifique de coronavirus auraient également des implications en santé publique

humaine.

Il serait également pertinent de procéder au séquencage complet du génome de certaines
souches, afin d'étudier de maniére plus détaillée les liens phylogéniques entre les souches
détectées ici et celles dont les génomes sont disponibles. La caractérisation de I'ORF 3c,
suggéré comme un marqueur de virulence de FIPV et de FRSCV (Chang et al., 2010 ; Wise et
al., 2010), serait particulierement intéressante a explorer. L'aspect épidémiologique pourrait
étre complété par une étude de séroprévalence, afin de déterminer le niveau d'exposition de
la population au virus. A terme, la compréhension exhaustive de la pathogénie des infections
coronavirales du furet nécessitera probablement la mise en culture de FRCoV et |'étude

détaillée des spécificités individuelles de la réponse immunitaire déployée.
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ANNEXE 1 — FICHE DE PRELEVEMENT

Date de prélévement : / /

Me rien inscrire dans ce cadre
Nom de I'animal :

Nom du propriétaire :
Nature du prélévement : [ |Matiéres fécales [ |LBA [ |Sangtotal [ |Autre:

Sexe: [ |Male [ JFemelle | |Stérilisé(e) Age: Département :

|:| Sain [ ] Malade — symptémes digestifs [ ] Malade — autres symptémes

Commeémoratifs

Origine : DElevage ] Refuge [ ] Animalerie |:| Autre :

Alimentation: [ |Croquettes [ | Proies [ | Ration ménagére [ ]Autre :
Acces a I'extérieur (méme sorties occasionnelles) : || Oui [ ]Non

Autres furets dans le foyer : |:| Non |:| Oui— age et date d'arrivée :

Autres animaux dans le foyer : |:|Non |:|O-ui — E5pEces :

Anamnése

Symptomes digestifs :

Anomalies a la palpation abdominale :

Autres éléments (examen clinique, examens complémentaires, chronicite...) :

Suspicion de coronavirose : [ ]Oui [ ]Non
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ANNEXE 2 — FICHES DE PRELEVEMENT FAUNE SAUVAGE

Fiche de prélevement faune sauvage

Ne rien inscrire dans ce cadre Date de Fl'é|é‘||"ErTl ent: f ,I'(
Espéce :

Sexe : |:| Male |:| Femelle Département :
Stade ; D Nouveau-né D Juvénile D Jeune adulte [_| Adulte D Agé

Age estimé :

Nature du prélévement : D Matiéres fécales |:| Autre :

|:| Sain D Symptoémes digestifs |:| Symptomes respiratoires [:I Autres symptémes

Détails des symptdmes :

Fiche de prélevement faune sauvage — animal mort

Mokt s i oaas Identification du préléevement :

Espece: Date de prélevement :

Estimation du délai mort-préléevement :

Sexe : D Male |__—__E Femelle Lieu de découverte :

stade : [_| Nouveau-né' [ liuvénile? [] Aduite [] Agé Etat corporel:

1:avant sevrage 1 :avant pubert:

Nature du prélévement :[ | Contenu intestinal [ | Muqueuse [ ] Autre:
Conservation avant préléevement : [ | Aucune [_| Congélation [ | Réfrigération

Etat de conservation du cadavre : D Bon D Moyen D Mauvais

Principales lésions {en particulier lésions intestinales oude péritonite granulomateuse) ;
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ANNEXE 3 — PROTOCOLE D'EXTRACTION DE L'ARN

1. Pipet 560 pl prepared Buffer AVL containing carrier RNA into a 1.5 ml microcentrifuge
tube.

Note: If the sample volume is larger than 140 pl, increase the amount of Buffer AVL—carrier
RNA proportionally (e.g., a 280 ul sample will require 1120 pl Buffer AVL—carrier RNA) and use
a larger tube.

2. Add 140 pl plasma, serum, urine, cell-culture supernatant or cell-free body fluid to the
Buffer AVL—carrier RNA in the microcentrifuge tube. Mix by pulse-vortexing for 15 s.

Note: To ensure efficient lysis, it is essential that the sample is mixed thoroughly with Buffer
AVL to yield a homogeneous solution. Frozen samples that have only been thawed once can
also be used.

3. Incubate at room temperature (15-25°C) for 10 min.

Note: Viral particle lysis is complete after lysis for 10 min at room temperature. Longer
incubation times have no effect on the yield or quality of the purified RNA.

4. Briefly centrifuge the tube to remove drops from the inside of the lid.

5. Add 560 pl ethanol (96-100%) to the sample, and mix by pulse-vortexing for 15 s. After
mixing, briefly centrifuge the tube to remove drops from inside the lid.

Note: Use only ethanol, since other alcohols may result in reduced RNA yield and purity. Do
not use denatured alcohol, which contains other substances such as methanol or
methylethylketone. If the sample volume is greater than 140 pl, increase the amount of
ethanol proportionally (e.g., a 280 pl sample will require 1120 pl ethanol). To ensure efficient
binding, it is essential that the sample is mixed thoroughly with the ethanol to yield a
homogeneous solution.

6. Carefully apply 630 pl of the solution from step 5 to the QlIAamp Mini column (in a 2 mli
collection tube) without wetting the rim. Close the cap, and centrifuge at 6000 x g (8000
rpm) for 1 min. Place the QlIAamp Mini column into a clean 2 ml collection tube, and discard
the tube containing the filtrate.

Note: Close each spin column to avoid cross-contamination during centrifugation.

Note: Centrifugation is performed at 6000 x g (8000 rpm) to limit microcentrifuge noise.
Centrifugation at full speed will not affect the yield or purity of the viral RNA. If the solution
has not completely passed through the membrane, centrifuge again at a higher speed until all
of the solution has passed through.

7. Carefully open the QlAamp Mini column, and repeat step 6.

If the sample volume was greater than 140 pl, repeat this step until all of the lysate has been
loaded onto the spin column.

8. Carefully open the QlAamp Mini column, and add 500 pl Buffer AW1. Close the cap, and
centrifuge at 6000 x g (8000 rpm) for 1 min. Place the QlAamp Mini column in a clean 2 ml
collection tube (provided), and discard the tube containing the filtrate.

Note: It is not necessary to increase the volume of Buffer AW1 even if the original sample
volume was larger than 140 pl.
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9. Carefully open the QlAamp Mini column, and add 500 pl Buffer AW2. Close the cap and
centrifuge at full speed (20,000 x g; 14,000 rpm) for 3 min. Continue directly with step 11, or
to eliminate possible Buffer AW2 carryover, perform step 10 and then continue with step
11.

Note: Residual Buffer AW2 in the eluate may cause problems in downstream applications.
Some centrifuge rotors may vibrate upon deceleration, resulting in flow-through, containing
Buffer AW2, contacting the QIAamp Mini column.

Removing the QlAamp Mini column and collection tube from the rotor may also cause flow-
through to come into contact with the QlAamp Mini column. In these cases, the optional step
10 should be performed.

10. Recommended: Place the QlAamp Mini column in a new 2 ml collection tube (not
provided), and discard the old collection tube with the filtrate. Centrifuge at full speed for 1
min.

11. Place the QlAamp Mini column in a clean 1.5 ml microcentrifuge tube (not provided).
Discard the old collection tube containing the filtrate. Carefully open the QlAamp Mini
column and add 60 pl Buffer AVE equilibrated to room temperature. Close the cap, and
incubate at room temperature for 1 min.

12. Centrifuge at 6000 x g (8000 rpm) for 1 min.

A single elution with 60 ul Buffer AVE is sufficient to elute at least 90% of the viral RNA from
the QlAamp Mini column. Performing a double elution using 2 x 40 pl Buffer AVE will increase
yield by up to 10%. Elution with volumes of less than 30 ul will lead to reduced yields and will
not increase the final concentration of RNA in the eluate.

Viral RNA is stable for up to one year when stored at —30 to —15°C or at —90 to —65°C.

QIAamp® Viral RNA Mini Handbook, QIAGEN®, mars 2018, 28-30.
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ANNEXE 4 — PROTOCOLE D'EXTRACTION DE L'ADN

1. Excise the DNA fragment from the agarose gel with a clean, sharp scalpel.
Minimize the size of the gel slice by removing extra agarose.

2. Weigh the gel slice in a colorless tube. Add 3 volumes of Buffer QG to 1 volume of gel
(100 mg, or approximately 100 pl).

For example, add 300 pl of Buffer QG to each 100 mg of gel. For >2% agarose gels, add 6
volumes of Buffer QG. The maximum amount of gel slice per QlAquick column is 400 mg; for
gel slices >400 mg, use more than one QlAquick column.

3. Incubate at 50°C for 10 min or until the gel slice has completely dissolved. To help dissolve
gel, mix by vortexing the tube every 2-3 min during the incubation.

IMPORTANT: Solubilize agarose completely. For >2% gels, increase incubation time.

4. After the gel slice has dissolved completely, check that the color of the mixture is yellow
(similar to Buffer QG without dissolved agarose).

If the color of the mixture is orange or violet, add 10 pl of 3 M sodium acetate, pH 5.0, and
mix. The color of the mixture will turn to yellow.

The adsorption of DNA to the QlAquick membrane is efficient only at pH <7.5. Buffer QG
contains a pH indicator that is yellow at pH <7.5 and orange or violet at higher pH, allowing
easy determination of the optimal pH for DNA binding.

5. Add 1 gel volume of isopropanol to the sample and mix.

For example, if the agarose gel slice is 100 mg, add 100 pl isopropanol. This step increases the
yield of DNA fragments <500 bp and >4 kb. For DNA fragments between 500 bp and 4 kb,
addition of isopropanol has no effect on yield.

Do not centrifuge the sample at this stage.
6. Place a QlAquick spin column in a provided 2 ml collection tube.
7. To bind DNA, apply the sample to the QlAquick column, and then centrifuge for 1 min.

The maximum volume of the column reservoir is 800 ul. For sample volumes >800 ul, simply
load the remainder and spin again.

8. Discard flow-through and place QlAquick column back into the same collection tube.
Collection tubes are reused to reduce plastic waste.
9. Recommended: Add 0.5 ml of Buffer QG to QlAquick column and centrifuge for 1 min.

This step will remove all traces of agarose. This is only required if the DNA will be used for
direct sequencing, in vitro transcription or microinjection.

10. To wash, add 0.75 ml of Buffer PE into the QlAquick column and centrifuge for 1 min.

Note: If the DNA will be used for salt-sensitive applications such as blunt-end ligation and
direct sequencing, let the column stand 2-5 min after addition of Buffer PE before
centrifuging.

11. Discard the flow-through and centrifuge the QlAquick column for an additional 1 min at
7,900 x g (13,000 rpm).
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IMPORTANT: Residual ethanol from Buffer PE will not be completely removed unless the flow-
through is discarded before this additional centrifugation step.

12. Place QlAquick column into a clean 1.5 ml microcentrifuge tube.

13. To elute DNA, add 50 pl of Buffer EB (10 mM Tris-Cl, pH 8.5) or water (pH 7.0-8.5) to the
center of the QlAquick membrane, and then centrifuge the column for 1 min. Alternatively,
for increased DNA concentration, add 30 pl elution buffer to the center of the QlAquick
membrane, let the column stand for 1 min, and then centrifuge for 1 min. After the addition
of Buffer EB to the QlAquick membrane, increasing the incubation time to up to 4 min can
increase the yield of purified DNA.

IMPORTANT: Ensure that the elution buffer is dispensed directly onto the QlAquick
membrane for complete elution of bound DNA. The average eluate volumes are 48 pl from 50
pl elution buffer volume and 28 pl from 30 pl. Elution efficiency is dependent on pH. The
maximum elution efficiency is achieved between pH 7.0 and 8.5. When using water, make
sure that the pH value is within this range, and store DNA at —20°C because DNA may degrade
in the absence of a buffering agent. The purified DNA can also be eluted in TE buffer (10 mM
Tris-Cl, 1 mM EDTA, pH 8.0), but the EDTA may inhibit subsequent enzymatic reactions.

14. If the purified DNA is to be analyzed on a gel, add 1 volume Loading Dye to 5 volumes of
purified DNA. Mix the solution by pipetting it up and down before loading the gel.

Loading Dye contains 3 marker dyes — bromophenol blue, xylene cyanol and orange G — that
facilitate the estimation of DNA-migration distance and the optimization of the agarose gel
run time. Refer to Table 2 (page 17) to identify the dyes according to migration distance and
agarose gel percentage and type.

QIAquick® Spin Handbook, QIAGEN®, novembre 2018, 30-32.
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ANNEXE 5 — ARBRE PHYLOGENETIQUE COMPLET

Arbre phylogénétique construit sur la base de séquences partielles du géne S. Les numéros d'accession GenBank® sont indiqués
entre parenthéses. Méthode utilisée : maximum de vraisemblance, modéle Tamura 92 (G+l). FR : France ; JP : Japon ; NL :
Pays-Bas ; PE : Pérou ; USA : Etats-Unis ; SI : Slovénie. Echelle : substitutions par nucléotide. Séquences obtenues sur
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore le 12/12/2019.

FRCoV 14 JP 2002 (ABS120855)
FRCoN 13 JP 20102 (ARBT2R54)
FROOY 33 JP 2013 (ARG 2556)
FREOY 36 1.7 2013 (ABE1205T)
FROGV 31 JP 20173 (ABE1 2858)
FRCoV 30 1 JF 2012 (ABE12850]
— FRECY MSU-S LISA 2007 (SU450055)
FRCoW HL 2010 (KME4TI85)
— FROoVIEDNE NL 2010 LIF260814)
FRCeV-511e NL 2010 (JF2E0913)
FRCHY 108 FR 2018
FRCaoV 107R FR 2018
FRCaY 025 FR 2047 — Genotype L
FRCa\ 037 FR.201T
— FRECaN 5 3P 3012 (ASBZBET )
FRECN MSU-1 LISA 2007 (GUAZRAER)
—E FRCoY 15 JP 2012 (ABB12860)
FRSCV WADL USA 2000 (GGG
FRCoV 16 8P 201 {ABB 12063
— FRCoY 20 2 2017 (A8 1 2862)
— FRECY USA 2005 (K51 26007
FRCaV 35 2 301 3 (AB1ZBET)
FROCOV 34 2 2013 ABB120866)
FROoN 28 1 J° 2017 [ABS 1 2065)
FRODY 27 1 59 2012 (ABA12664)

= FRCoV lemetDEd 3 206 (LC2E5871)
e FRCEV 22 2P 7012 (LC029419)
FR3CVE LISA 2015 (KAS12810)
[FREC‘!.‘HEJJJ LESA 3005 (D340581)
FRCoV 38 22 2013 (ABR1ZETD)

-

i\— FRCoV 27 2 3@ 212 (ABBT2AT1)
F

FRCoVAIT0 JP 2002 (LCT 1BOTT]
- FRGoW £ JP 2002 (ABE1 285
T FREGY 1203 USA 2006 (GLESD0ST)
FRCaV 30 2 JP 2013 (ABIN 7373}
FRCaV 40 JP 2043 (ABB128T2)
FRCaY 39 JF 2012 (ASB128TS)
FRCoW 28 2P 012 (ARS1HITE)
FRCoWV M2 JP 2013 (AB91 2074}
FRECGO0 51 212 [SXETE4E)
FRECWSH SURTZ [JRET i)
FREGVRIS 51 2012 (IXBTE44E)
FRECYESTT 512012 (J43T5444)
FRECWESTS 512012 (JXBTB443)

01

RECY MSLLZ USA 2001 (GLIIIB4ET)

— Génotype 2

Fol WELITBT1 46 P50 LSA 2011 (KCAE1EIT)
WSy WO 12T LISA 1008 (HM245025)
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Clément BERCKER

ETUDE DES CORONAVIRUS DU FURET DOMESTIQUE (MUSTELA PUTORIUS FURO) EN FRANCE ET EN BELGIQUE :
ELEMENTS D'EPIDEMIOLOGIE ET DIVERSITE GENETIQUE

Les coronavirus du furet (FRCoV) sont responsables de deux affections : I'entérite catarrhale épizootique et la
coronavirose systémique. Les liens phylogénétiques entre les virus de pathotypes entérique (FRECV) et
systémique (FRSCV) ne sont pas entierement élucidés. La situation épidémiologique concernant ces virus a été
étudiée dans plusieurs pays mais n'est pas connue en France et en Belgique.

Nous avons regu des prélevements fécaux et tissulaires issus de 135 furets et détecté la présence de FRCoV dans
ces échantillons par RT-PCR conventionnelle ciblant une portion du géne codant pour I'ARN polymérase ARN-
dépendante (RdRp). Pour les préléevements positifs, nous avons également recherché deux séquences du gene S
associées a des génotypes précédemment décrits. Tous les amplicons ont été séquencés par méthode Sanger et
analysés phylogénétiquement.

La population étudiée présente un taux de positivité de 7,4 % (10/135), ce qui est bien inférieur aux taux décrits
au Japon (55,7 %), aux Pays-Bas (61 %) et dans une population mixte néerlandaise et suédoise (36 %). La détection
de FRCoV s'est révélée sans association significative avec I'age, le sexe, I'accés a I'extérieur ou la suspicion clinique
de coronavirose. La moitié des animaux positifs ne présentaient pas de signes cliniques, ce qui souligne
I'importance du portage asymptomatique. Le taux de positivité chez les furets vivant avec au moins un chat est
significativement supérieur (19 %, p=0,03), ce qui suggére une possible transmission inter-espéces.

L'analyse phylogénétique des séquences détectées et des séquences disponibles démontre une relative
proximité des souches d'origine européenne entre elles, a distance de celles provenant du Japon et des Etats-
Unis. Elle met également en évidence I'absence de corrélation entre le génotype (sur la séquence étudiée) et le
pathotype identifié cliniquement.

Mots-clés : Furet ; Mustela putorius ; coronavirus ; FRCoV ; coronavirus entérique du furet ; coronavirus

systémique du furet ; phylogénie ; épidémiologie moléculaire.

CORONAVIRUS IN THE DOMESTIC FERRET (MUSTELA PUTORIUS FURO) IN FRANCE AND BELGIUM:
ELEMENTS OF EPIDEMIOLOGY AND GENETIC DIVERSITY

Ferret coronaviruses (FRCoV) are responsible for two diseases: epizootic catarrhal enteritis (ECE) and systemic
coronavirosis. Phylogenetic links between enteric (FRECV) and systemic (FRSCV) pathotypes remain unclear.
FRCoV epidemiology has been studied in a few countries but the situation in France and Belgium is currently
unknown.

We received faecal and tissue samples from 135 ferrets and detected FRCoV by conventional RT-PCR targeting a
partial sequence of the RNA-dependant RNA polymerase (RdRp) gene. Positive samples were also screened for
two S gene sequences corresponding to previously described genotypes. All amplicons were sequenced by
Sanger method and analysed phylogenetically.

The population studied has a 7.4% positivity rate, which is much lower than rates documented in Japan (55.7%),
the Netherlands (61%) and in a mixed Dutch-Swedish population (36%). No significant correlation was found
between FRCoV detection and age, sex, outdoor access or clinically suspected coronavirosis. Half of the positive
ferrets showed no clinical signs, underlining the importance of asymptomatic carriage. Positivity rate in ferrets
living with at least one cat is significantly higher (19%, p=0.03), suggesting a possible cross-species transmission.

Phylogenetical analysis of detected and published sequences demonstrates that European strains cluster rather
closely together, away from American and Japanese strains. It also shows the absence of correlation between
genotypes (for the sequence studied) and clinically identified pathotypes.

Keywords: Ferret; Mustela putorius; coronavirus; FRCoV; ferret enteric coronavirus; ferret systemic coronavirus;
phylogeny; molecular epidemiology.



