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Résumé

En Algérie, le bovin de race locale est caractérisé par un niveau faible de
productivité pouvant étre expliqué essentiellement par les contraintes génétiques,
alimentaires, climatiques et sanitaires. Parmi tous ces facteurs, les avortements
constituent un réel probléme économique pour les éleveurs. Ainsi, 'amélioration de la
fertilit¢é demeure un des objectifs prioritaires pour optimiser le potentiel de
reproduction et donc de production de 1'élevage bovin. Les données de la littérature
indiquent que Neospora caninum est une cause majeure d’avortement chez le bovin

partout dans le monde y compris en Algérie.

Le statut sérologique vis-a-vis de N. caninum a été analysé chez 179 vaches
gestantes de race locale issues de 60 fermes différentes de la région de Jijel. La
séroprévalence déterminée par la technique ELISA était de 85%. L’étude cas-témoin n’a
pas mis en évidence une association entre la séropositivité a N. caninum et les

avortements OR= 0,3 (IC 95% 0,03-2,86) p=0,3.

Notre étude sur I'évolution du statut sérologique de 23 vaches gestantes (sur
chaleurs synchronisées) a montré ce qui suit: 8 vaches sur les 23 testées étaient
séropositives a N. caninum durant toute la gestation et ont vélé de veaux séropositifs
cliniquement sains ; les 15 autres se sont révélées séronégatives et ont mi-bas de veaux
séronégatifs sans aucun signe clinique. Aucun avortement n’a été enregistré a
I'exception d'une seule vache qui a avorté de 4 foetus. Cette derniere était séronégative

durant toute la gestation.

Les résultats obtenus, semblent montrer que la race bovine locale est résistante

aux avortements liés a N. caninum, malgré une forte exposition au parasite.

Mots clés : vaches, race locale, gestation, avortement, sérologie, Neospora caninum, Jijel



Summary

In Algeria, the local cattle breed is characterized by a low level of productivity
explained primarily by genetic, nutritional, health and climatic constraints. Among all
these factors, abortion is a real economic problem for farmers. Thus, improving the
fertility remains a priority objective to optimize reproductive potential and thus
producing cattle. Data from the literature indicate that Neospora caninum is a major

cause of abortion in cattle worldwide including Algeria.

Serological status against N. caninum was analyzed in 179 pregnant cows of
local breeds from 60 different farms in the region of Jijel. The seroprevalence
determined by ELISA was 85 %. The case-control study did not reveal an association

between seropositivity to N. caninum and abortions OR= 0,3 (IC 95% 0,03 -2,86) p=0,3.

Our study on the evolution of the serological status of 23 pregnant cows (on
heat synchronized) shows the following: 8 out of 23 cows tested were seropositive to N.
caninum throughout gestation calved calves seropositive and clinically healthy and 15
These were found seronegative cows calved calves seronegative without clinical signs. A

cow aborted seronegative 5th and a half months gestation fetus 4.

The results obtained suggest that the local cattle breed is resistant to abortions

due to N. caninum, despite a high exposure to the parasite.

Keywords: cattle, local breed, pregnancy, abortion, serology, Neospora caninum, Jijel
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Introduction générale

En Algérie, la production bovine est dominée par 3 différentes catégories de
populations bovines. Les bovins laitiers modernes (BLM) dont le cheptel est composé de
vaches importées a haut potentiel génétique représentant 9% a 10 % de I'effectif
national et assurant environ 40% de la production totale de lait; les bovins laitiers
améliorés (BLA) qui est un cheptel issu de multiples croisements entre les populations
locales et les races importées. Ce cheptel constitue 42% a 43% de I'’ensemble du
troupeau, et assure pres de 40% de la production nationale et enfin, les bovins de race
locale (BLL) représentant la moitié des bovins et sont surtout localisés dans les régions
de I'Est algérien. Ce cheptel renferme plus de 48% du cheptel national mais n’assure que

20% de la production (MADR, 2008).

En effet, en matiere de productions animales, le bovin de race locale est
caractérisé par un niveau faible de productivité pouvant étre expliqué essentiellement

par les contraintes génétiques, alimentaires, climatiques et sanitaires.

Cependant, face a une demande constante en lait et en viande suite a I'évolution
démographique et a I'élévation du niveau de vie et pour pallier au faible potentiel
génétique des races locales notamment en matieres de productions laitieres et
viandeuses, I'Algérie comme beaucoup d’autres pays en voie de développement est
contraint de recourir a l'importation coliteuse de ces produits de base ou bien a

I'importation de cheptel de remplacement.

Néanmoins, la volonté politique d’assurer leur indépendance alimentaire incite
ces pays a réduire le volume de leurs importations. Par conséquent, la seule alternative
reste la mise en place rapide d'une filiére laitiere locale bien adaptée a travers 1'élevage
des bovins de race locale qui sont dotés du moins d'une rusticité avérée leur conférant
d’'une part, une résistance naturelle aux maladies et d’autre part, une exigence minorée

d’un point de vue alimentaire.

Parmi tous les facteurs qui compromettraient I’évolution de I’élevage laitier et
qui empécheraient toute tentative de reconstitution et d'amélioration du cheptel bovin,

les affections susceptibles de provoquer des avortements, des mortinatalités et des cas
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d'infertilité expliqueraient la grosse part des problémes réels économiques pour les

éleveurs.

b

Parmi ces affections, la néosporose est a lorigine de répercussions
économiques particulierement importantes chez la vache. Il s’agit d’'une maladie
infectieuse parasitaire considérée depuis plus de deux décennies comme une cause
majeure d’avortement du bétail dans le monde y compris en Algérie (DUBEY et al,

2007 ; GHALMl et al., 2011b).

Dans des travaux antérieurs, GHALMI et al (2011b) ont étudié I'impact de
Neospora caninum comme agent abortif chez différentes populations bovines en Algérie.
Leur étude a montré globalement que la présence de bovins séropositifs vis-a-vis de N.
caninum dans les fermes était un facteur de risque d’avortement. Cependant, la situation
considérée au niveau des populations a fait ressortir une association significative entre
la séropositivité a N. caninum et les avortements pour les populations des BLM et celles
des BLA alors que la situation des BLL était particuliére puisque bien que ce soit la
population qui ait montré la plus grande séroprévalence, aucune association avec les
avortements n’a pu étre mise en évidence. Ils ont émis alors ’hypothese que le bovin
local pourrait résister naturellement non pas a l'infection par N. caninum mais a son

effet abortif (GHALMI et al., 2011b).

Ce présent travail est une continuité de celui de GHALMI et collaborateurs
(2011b) portant sur I'étude de la résistance de la race locale aux avortements induits

par N. caninum.

Pour évaluer I'impact de l'infection par N. caninum chez la vache gestante de
race locale et afin de vérifier cette hypothese de résistance nous avons adopté une
stratégie qui a consisté a scinder notre étude en 2 parties. Nous avons procédé comme

suit :

e FEtude I: Etude séroépidémiologique de I'infection a N. caninum chez la vache

gestante de race locale :
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- Sur la base d’un échantillonnage représentatif, 179 vaches gestantes ont
été prélevées dans la région de Jijel pour déterminer leur statut
sérologique vis-a-vis de N. caninum.

- Etude épidémiologique de type cas-témoin pour vérifier I'existence d’un
lien causal entre la présence d’anticorps dirigés contre N. caninum chez
les bovins de race locale et les avortements.

- Etude de quelques facteurs de risque potentiels.

e Ensuite, 2 groupes d’animaux ont été constitués: un groupe + a N. caninum
(n=15) et un groupe - a N. caninum (n=18).
Les vaches participant a 'étude ont subi un traitement de synchronisation et
d’induction des chaleurs puis inséminés artificiellement. Une 2¢me étude a ainsi
été réalisée qui consistait en :

- Une étude longitudinale réalisée durant toute la gestation visant a

suivre la réponse sérologique vis a vis de N. caninum.
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Revue de la littérature Apergu sur le bovin local en Algérie : la brune de
I'atlas et ses variétés

Le bovin local en Algérie serait constitué essentiellement par un seul et méme
groupe dénommé Brune de I’Atlas. Il est souvent cité comme exemple pour sa rusticité
qui s’explique par:

- La résistance aux conditions climatiques tres difficiles (chaleur, froid et
sécheresse);

— L’aptitude a 'alimentation rudimentaire et médiocre (capacité de consommer et
de transformer les fourrages grossiers de faible valeur alimentaire);

— L’aptitude a la marche en terrain difficile;

- La résistance aux parasites et aux maladies surtout la résistance aux insectes

piqueurs, vecteurs de maladies.

Malgré ces aptitudes; en Algérie et jusqu’a nos jours trés peu de travaux de
recherche existent pour l'identification et la définition de ce patrimoine génétique par la

caractérisation zootechnique et génétique.
I.1. Origine

On englobe sous appellation race Brune de I’Atlas tous les types de bovins
autochtones de Tunisie, d’Algérie et du Maroc (JOSHI et al., 1957). Ces mémes auteurs,

rapportent que le +

Beeuf brun de I'Atlas descend probablement du type établi dans ces régions
depuis la plus haute antiquité. Son principale ancétre serait le Bos primogenius

mauritanics découvert par Thomas (1881) dans le quaternaire de I’Afrique du Nord.

Selon BENNEFQY (1900), il existe dans les populations bovines de I'Afrique du
Nord, non seulement des variétés d’'une méme race caractérisées par des différences
phénotypiques (de taille et de pelage) auxquelles on a donné des noms locaux, mais
aussi des groupes a deux races biens distinctes: I'lbérique et I'Asiatique, la premiere est
autochtone se trouve a I'Est, la seconde est importée répartie a I'ouest. GEOFFRAY et al.
(1919) rapporte que pour certains zootechniciens, la race qui peuple I'Afrique du Nord
appartient a la race ibérique dont I'aire géographique comprendrait tout le bassin de la

méditerranée occidentale.
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LE VAILLANT (1931), indique que la Brune de I'Atlas a peuplé la région du
Maghreb a I'époque la plus reculée et se serait propagée dans la région de I'’Atlas sous les

Carthaginois et les Romains d’ou le nom de la Brune de I’Atlas.
1.2. Effectifs

L’effectif national est d’environ 1 464 663 tétes bovins avec 896 287 tétes de
bovins de race locale a I'état pure (MADR, 2003). Ce chiffre s’éleve en 2009 a 1 682 433
tétes dont 229 929 vaches laitieres de population moderne et 652 353 vaches laitieres

de population locale (a l'état pure ou croisée) (MADR, 2009).

Tableau 1 : Effectifs du cheptel bovins (MADR, 2003).

Cheptel Effectif en tétes Nombre d'exploitations Moyenne en tétes
BLM 279 885 33995 8
dont Vaches BLM 124 075 33995 4
BLA 288 491 44 554 6
dont Vaches BLA 134 400 44 554 3
BLL 896 287 136 376 7
dont Vaches BLL 396 810 136 376 3
Total bovins 1464 663 214 925 7
dont vaches 655 285 214925 3

BL M =Bovin Laitier moderne ; BLA = Bovin Laitier amélioré ; BL L= Bovin Laitier Local
I.3. Populations de la race la Brune de I’Atlas

Les populations qui composent la Brune de I’Atlas se différencient nettement du

point de vue phénotypique (Annexe 8).

La littérature ancienne rapporte uniquement deux populations de la Brune de
I'’Atlas : la Guelmoise et la Cheurfa. 1l existe aussi d’autres populations récentes de la
Brune de I’Atlas rencontrée en Algérie ; la Sétefienne et la Chelfienne (BENCHAAR, 1987).
Selon KERKATOU (1989), il existe d’autres populations mais avec des effectifs plus

réduits telles que la Djerba qui peuple la région de Biskra, la Kabyle et la Chaouia qui
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dérivent respectivement de la Guelmoise et de la Cheurfa suite, probablement, aux
différentes mutations génétiques et adaptations aux différents milieux (KALI et al,
2011). Les principales caractéristiques phénotypiques des différentes variétés de la

Brune de I’Atlas sont résumées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Principales caractéristiques de la Brune de I'Atlas et ses variétés en Algérie

(KHACHA, 1988 ; NEDJRAOUI, 2003 ; ABDELTIF et al., 2013)

Populations Caractéristiques

Guelmoise - La Robe est gris fer plus ou moins foncé, tres
souvent le chignon et le front sont gris clair.

- La queue grosse a la base de couleur grise.

- Latéte relativement petite est trés expressive.

- L’ceil vif, bien ouvert, entouré d’un cercle de poils
noirs.

- Le mufle est gris ardoisé foncé ou noir.

- Les cornes insérées obliquement s’incurvent en

avant et en haut.

(PHOTO ABDELTIF, 2013)

Cheurfa - Elle présente une robe a pelage gris clair (presque
blanchatre).

- Le mulfle et les paupieres sont toujours noirs.

b

(PHOTOABDELTIF, 2013)
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Sétefienne - Elle est caractérisée par une robe noiratre
uniforme.

- La queue longue de couleur noire et la ligne
marron du dos en sont les caractéristiques de cette
variété.

- Elle porte des cornes arquées horizontalement,

blanches a leur base, noires a leur extrémité qui est

tres aigue.

Chelfienne - Chelifienne présente une robe fauve, une petite

téte courte, des cornes en crochets, des orbites
saillantes. entourées de lunettes marron foncé,
- la queue est longue et se termine par un bouquets

de poils noirs.

Djerba - Larobe est brune foncée,

- la téte petite étroite,

- le cou est court et de moyenne grosseur,

- la croupe arrondie,

- queue est longue se termine par une touffe de

poils noirs,

(PHOTO ABDELTIF, 2013)

- La taille trés réduite.




Revue de la littérature Apercu sur le bovin local en Algérie : la brune de
I'atlas et ses variétés

Kabyle et 1a Chaouia -La Chaouia et la Kabyle présentent des
caractéristiques de mensurations et de taille

réduites.

i - Elle est localisée dans les monts de Tlemcen et de
Tlemcenienne

Saida. Les tendances aux croisements qu’elle a eu
a subir ont fait appel au sang ibérique (ITEBO,
1997).

1.4. Répartition géographique des populations bovine

Le cheptel occupe les zones difficiles, particulierement les régions
montagneuses et les parcours. Prés des 2/3 de l'effectif se trouvent a 'Est du pays

(Figurel).

On observe actuellement un cantonnement de la population locale uniquement
dans les milieux non accessibles aux races importées, comme les zones montagneuses et

forestieres du Tell et conduite dans le cadre de systemes sylvo-pastoraux extensifs.

10
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Figure 1 : Répartition géographique des populations bovine (ILLUSTRATION
PERSONNELLE, 2014)

L.5. Caracteres généraux de la Brune de I'Atlas
I.5.1.Morphologie

La Brune de I'Atlas est une race brachycéphaleé nette, a chignons et a sommet
écarté, de profil droit ou subconcave et a face allongée ou triangulaire. La taille et le
poids sont variables. La taille moyenne (hauteur au garrot) des animaux adultes étudiés
est égale a 112 cm (AISSAOUI et al., 2003) . La plus petite peut atteindre jusqu’a 1 metre
(KHACHA, 1988). Le poids vif moyen est estimé a environ 295 kg (AISSAOUI et al,
2003), pour les males il est de 300 a 400 kg et pour les femelles de 250 a 300kg
(BELCACEM et BENABBAS, 1998).

11



Revue de la littérature Apergu sur le bovin local en Algérie : la brune de
I'atlas et ses variétés

Le bovins de race locale et ses variétés sont presque tous cornés, les cornes sont fines et
relevées, souvent arquées, tres pointues et de couleur grise ou noiratre insérées un peu
en avant de la ligne du chignon. Dans une étude effectuée sur 7000 tétes, AISSAOUI a
trouvé cinq types de cornes mais le type en forme de croissant domine pour 64,50%,

suivi par les cornes en roue chez 10% de I'effectif (AISSAOUI et al., 2003)

Les masses musculaires sont moyennement épaisses, la peau épaisse et rude, les
poils courts, les onglons noirs a cornes extrémement dures et solides. Le pelage présente
toutes les nuances du fauve jusqu’au brun, le mufle et les paupieres sont toujours noirs.
La vache bien que qualifiée de faible laitiére, possede une mamelle réguliere
hémisphérique pourvue de petits trayons cylindriques (BELCACEM et BENABBAS,
1998)

1.5.2. Caractéristiques de production

KERKATOU (1989), indique que la race n’est pas spécialisée en vue de telle ou

telle production.

- Travail : Malgré les progrés énormes de la mécanisation (motoculture), le boeuf
Brun de I'Atlas est a nos jours utilisés pour le labour dans les régions accidentées
(BELCACEM et BENABBAS, 1998).

- Viande : Malgré que les aptitudes de la Brune de I’Atlas dans ce domaine soient
moyennes, elle demeure toujours exploitée pour sa viande dans plusieurs régions
du Maghreb (BELCACEM et BENABBAS, 1998).

- Lait: Tous les auteurs s’accordent pour dire que les aptitudes laitieres de la
Brune de I'Atlas sont faibles. Selon KERKATOU (1989), la production laitiere
journaliere de la race se situe entre 4 a 5 litres par vache, avec une durée de
lactation de 175j, cependant, pour les vaches conduites rationnellement la
production moyenne atteint 7 litres par vache avec un minimum de 6,10 litres et

un maximum de 9,10 litres.

La productivité des populations locales ne semble pas avoir progressé, il faut
néanmoins remarquer qu’elles sont particulierement économes puisqu’elles vivent

de jacheres et de parcours et qu’elles recélent d’'importantes marges de progres.

12
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I.5.3.Caractéristiques de reproduction
Tableau 3 : Caractéristiques moyennes de reproduction de la Brune de I’Atlas

Age au I-V-V  IV-SF  Nombre Durée de sources

lervélage (jours) (jours) de gestation

(mois) Saillie/SF  (jours)

Station de

Fetzara et de 38 390 120 2.4 285 (BENYOUCEF,
BABA  ALI 1986)
(1980-1984)

ITEBO 38 459 174 - 285 (AMRANE,
(1987) 1987)

13
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II.1. Vache non gravide
I1.1.1. Caractéristiques du cycle cestral

La vache est une espece polycestrienne continue a ovulation spontanée. La
durée du cycle cestral est de 21 jours en moyenne mais varie selon les individus, elle est
comprise entre 17 et 25 jours (STEVENSON, 2007). Selon BRUYAS (1991), 85% des
femelles ont une durée de cycle comprise entre 18 et 24 jours. La durée du cycle cestral
est en général plus courte d’'un a deux jours chez les génisses par rapport aux vaches
(NEBEL, 2003 ; STEVENSON, 2007). Les modifications hormonales durant le cycle

permettent de distinguer 2 périodes pour chaque phase (phase folliculaire et lutéale) :

e Phase folliculaire, cestrogénique qui correspond a la maturation des follicules de
De Graaf.
e Phase lutéinique, ou lutéale, progestéronique, qui s'étend au cours de l'activité des

corps jaunes cycliques.
Ou 4 phases distinctes (BALL et PETERS, 2004 ; STEVENSON, 2007) :

e (Estrus (Jo) : cette phase est caractérisée par la réceptivité sexuelle de la vache qui
accepte le chevauchement par un taureau ou une autre vache du troupeau,
pendant I'cestrus, le follicule continue sa croissance et se prépare a ovuler

e Metcestrus (J1 a J3) : le follicule finit sa maturation puis 'ovulation a lieu. Il y a
formation du jeune corps jaune qui commence a sécréter de la progestérone.

e Dicestrus (J4 a J18) : le corps jaune sécrete alors des concentrations significatives de
progestérone. Le dicestrus se termine lorsque la lutéolyse débute.

e Procestrus (J19 a J21) : cette phase de préparation a l'cestrus est caractérisée par la

chute du taux de progestérone et par I'émergence d’'un nouveau follicule dominant.

La durée de I'cestrus classiquement admise est de 12 a 18 heures, cependant, de
grandes variations d’expression et de durée sont possibles en fonction des individus ce

qui en rend la détection difficile (STEVENSON, 2007).
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I1.1.1.1. Folliculogénese

La folliculogénese se définit comme I’ensemble des processus de multiplication,
de croissance et de maturation folliculaire entre le stade du follicule primordial et

I'ovulation (DRION et al., 1996).

Pendant la vie fcetale, les ovogonies entrent en mitose puis en méiose (HANZEN
et al, 2000). Cette derniére s’interrompe au stade prophase 1 formant des ovocytes I.
Seulement les ovocytes I qui s’entourent par une couche de cellules somatiques et une
membrane basale, future membrane de Slavjanski, composant des follicules primordiaux

(DRION et al., 1996).
I1.1.1.1.1.Croissance folliculaire et sa régulation hormonale

Chez les bovins, peu apres la naissance, 50 a 80 follicules primordiaux quittent
le stock chaque jour pour former les follicules tertiaires. Ce nombre augmente jusqu’a
120 follicules puis décline par la suite pour se stabiliser a la puberté aux alentours de 80

follicules par jour (HANZEN, 2000).

Chez la vache, le cycle cestral comporte 2 a 3 vagues folliculaires dont chacune est

caractérisée par une dynamique de croissance se déroulant en trois étapes :
a. Recrutement

C'est l'entrée en croissance terminale et rapide d'une cohorte de follicules
gonadodépendants. Il est provoqué par une augmentation transitoire des taux de FSH
qui agit sur ces follicules en augmentant leur aptitude a aromatiser les androgenes en

cestrogenes qu’a produits de 'inhibine (DRION et al., 1996).
b. Sélection

Les sécrétions de I'cestradiol et de I'inhibine par les follicules recrutés exercent
un rétrocontrole négatif sur I'axe hypothalamo-hypophysaire en diminuant la sécrétion
de la FSH. La plupart des follicules recrutés entrent en atrésie, a I'exception du seul
follicule sélectionné. Le nombre de follicule sélectionné est spécifique de I'espece

(DRION et al., 1996).
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c. Dominance

Cette étape est caractérisée par le développement d'un ou de plusieurs
follicules sélectionnés en un ou en de gros follicules dits follicules préovulatoires
(diametre 20 mm) apte a ovuler (DRION et al.,, 1996). Bien que les taux circulants de
FSH diminuent, le follicule dominant survit par un mécanisme d’autostimulation interne
consistant en une amplification de la synthese d’IGF-1-, stimulant a son tour
I'aromatisation des androgenes en cestrogénes (SPICER, 2004) et l'acquisition des
récepteurs de LH (ROCHE et al., 1998). Le ou les follicules dominants provoquent la
régression des follicules en croissance et bloquent le recrutement des autres (DRION et

al,, 1996).

I1.1.1.1.2. Maturation folliculaire

L’intervalle ente le pic de LH et l'ovulation permet des changements
morphologiques, biologiques et chimiques qui touchent, en premier lieu, la membrane,
le cytoplasme et le noyau de l'ovocyte et, en deuxiéme lieu, le follicule dominant
(HANZEN et al, 2000). Ces modifications permettent a 'ovocyte I de reprendre sa
division méiotique qui s’arréte en métaphase II, donnant un ovocyte Il (DRION et al,
1996). Juste avant 'ovulation, la maturation se termine par I'émission du premier
globule polaire dans 'espace péri-vitellin (THIBAULT, 2001). L’ovulation fait suite a la
croissance et la maturation du follicule dominant donnant un follicule mir ou

préovulatoire. Ce dernier ovule en réponse au pic de LH (HANZEN et al., 2000).

I1.1.1.2. Formation du corps jaune

Sous l'effet de la LH, la transformation morphologique et fonctionnelle
(lutéinisation) des cellules de la theque interne et de la granulosa du follicule ovulant en
cellules lutéales secrétant de la progestérone (RATHBONE et al, 2001). Le reste du
corps jaune est composé d’éléments vasculaires, de tissu conjonctif et de fibroblastes
(DRION et al, 1996). La détection de la progestérone plasmatique débute, au 5¢me jour
du cycle c'est-a-dire a la fin de la croissance du corps jaune ou ce dernier devient

sensible a l'effet lutéolytique de la PGF2a.
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La durée de I'activité du corps jaune chez la vache varie entre le 5¢me et le 16éme
jour du cycle (RATHBONE et al., 2001). Pendant la durée de l'activité du corps jaune
I'injection de PGF2a entraine la lyse du corps jaune et I'apparition des chaleurs en 3
jours apres l'injection (HANSEL et al, 1996). Au 16éme jour du cycle le corps jaune
régresse en raison de l'absence des signaux de gestation et un autre cycle reprend avec

une nouvelle phase folliculaire qui commence (DRION et al., 1996).
I1.1.2. Régulation du cycle sexuel

L’ovaire et le complexe hypothalamus hypophysaire concourent a la réalisation

d’un équilibre hormonal dont I’évolution assure la régulation de cycle sexuel (Figure 2).

HYPOTHALAMUS

progestérone

follicule corps jaune !
OVAIRE = UTERUS

.

PGF2u
Phase lutéale %
jours
s —
18

Figure 2 : Régulation neuro-endocrinienne lors du cycle sexuel de la vache
(BONNAND et al., 2007)
I1.1.3. Protocoles de maitrise des cycles sexuels chez la vache
De nombreuses hormones utilisées seules ou associées, permettent de
synchroniser et parfois d’'induire l'ovulation afin d’obtenir une fécondation en
inséminant sur chaleurs observées ou a l'aveugle a des moments bien précis apres
I'arrét du traitement. Les méthodes utilisées sont basées sur deux principes :

e Raccourcissement de la phase lutéale par l'utilisation d’agents lutéolytiques
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e Blocage du retour normal de I'cestrus et ovulation par 'utilisation de Pa.
I1.1.3.1.Méthode par lutéolyse
I1.1.3.1.1. Traitement a base de prostaglandine F2a seule

Cette méthode utilise de la PGF,a ou ses analogues. La PGF,a est synthétisée
chez les bovins par les cellules de granulosa, les cellules lutéales et principalement par
I'endometre (BALL et PETERS, 2004). Le protocole consiste en une double injection de
PGF2a de 11 a 14 jours d’intervalle (Figure 3). La PGF,a provoque la lyse d'un éventuel
corps jaune en 24 heures si celui-ci est sensible, c'est-a-dire s’il est agé de plus de 5
jours. Cette lutéolyse permet au follicule dominant de terminer sa croissance jusqu’a
I'ovulation. Ce protocole n’est donc applicable que chez les femelles cyclées (BRUYERE,

2009).

PGF:CI'. PGF:CI'.
IA sur chaleurs IA 72 et 96h apres
observées la 2% injection
v ¥
10 J113J14

Figure 3 : Protocole de synchronisation des chaleurs a base de PGF,a (GRIMARD
etal., 2003)

I1.1.3.1.2. Associations GnRH et PGF,a (protocole GPG)

Le plus courant de ces protocoles est le protocole GPG (Figure 4). Il est
communément appelé Ovsynch, il a été proposé pour la premiere fois par PURSLEY et

al,, (1995).

Il s’agit en effet d’'un protocole permettant de provoquer la venue d’'une nouvelle

vague folliculaire puis de I'ovulation a des moments choisis. Il ne nécessite donc pas de
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surveillance des chaleurs avant l'insémination. La vache doit toutefois étre cyclée

(BRUYERE, 2009).

GnRH PGF:a GnRH
IA12a24h

aprés
I'injection
de GnRH

Y A4 v 1

e ———

JO 17 1o J10

Figure 4 : Protocole de synchronisation associant GnRH et PGF2a (GRIMARD et
al, 2003)

I1.1.3.2. Méthode de blocage du cycle

Les progestagénes sont des molécules de synthese a activité progestéronique
apparues dans les années cinquante (BALLERY, 2005). L’utilisation de traitements
contenant un progestagene va mimer un corps jaune. Le retrait du dispositif 7 a 11 jours
plus tard déclenche l'ovulation. Les traitements progestagenes peuvent étre utilisés sur
des génisses ou des vaches cyclées ou non cyclées c’est-a-dire sans activité ovarienne

(PERALTA, 2009).

Ces substances bloquantes ont été administrées par toutes les voies : orale, sous
cutanée ou par voie intra-vaginale (HANZEN et al.,, 2000). On en distingue trois types
selon leur forme et leur voie d’administration: L'implant sous cutané, le dispositif

vaginal et les spirales vaginales.

L’apport de progestérone par voie orale n’est plus disponible et seuls trois
dispositifs diffusant des progestagenes ou progestérone sont disponibles. L'implant
Crestar ® classique ou Crestar SO®, la spirale vaginale PRID® et la capsule intra

vaginale CIDR®.
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L’association cestrogene et progestagene agit a la fois sur la croissance
folliculaire et sur la durée de vie du corps jaune (CHASTANT-MAILLARD et al., 2002).
Administrés en début de cycle, les cestrogenes ont une activité antilutéotrope, ils
provoquent la disparition d’'un corps jaune en début de formation (HANZEN et al,
2000). Par ailleurs, l'utilisation zootechnique de cette hormone pour I'engraissement a
entrainé son interdiction depuis octobre 2006, ce qui a constitué par la suite une réelle
difficulté pour la maitrise des cycles basée sur l'utilisation de traitement associé aux

cestrogénes (PICARD-HAGEN et al., 2005).
I11.1.3.2.1. Implants auriculaires

L’'implant contient un analogue de la progestérone et se pose sous la peau de
'oreille a la face externe du pavillon de 'oreille a I'aide d’un trocart. L'implant reste en
place 9 a 11 jours (PERALTA, 2009). L’absence d’cestrogénes ne permet plus la
régression de la vague en cours lors de la pose de I'implant. Une injection de 0,001 mg de
buséréline (analogue de la GnRH) par voie Intramusculaire(IM) au moment de la mise
en place de I'implant sous-cutané afin de provoquer I'ovulation et la lutéinisation de tout

follicule dont la taille est supérieure a 10 mm (BEFFARA, 2007).

L’injection de PGF2a au moment du retrait ou, mieux, 48 h avant le retrait du
dispositif peut améliorer la synchronisation des chaleurs et la fertilité des vaches cyclées

avant traitement (MIALOT et al., 1998).

Une injection d’eCG est conseillée au moment du retrait du dispositif, surtout si
les vaches sont en ancestrus avant traitement. L’effet FSH et LH de '’eCG va soutenir la
croissance folliculaire terminale, la production endogéne d’cestrogenes favorise

I'ovulation (PETIT et al., 1979).

Une seule insémination artificielle est généralement recommandée, celle-ci est
effectuée 48heure apres le retrait de I'implant pour les génisses et 56heure pour les
vaches. Cependant, dans certaines conditions d’élevage, il peut-étre nécessaire de
prévoir deux inséminations artificielles a 48 et 72 heures apres le retrait (DEZAUX,

2001).
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Ce dispositif est commercialisé sous le nom de CRESTAR® (Figure 5) ou

CRESTAR SO® (Figure 6).

5 mg valérate d’cestradiol
+ 3 mg Norgestomet en IM Retrait de I'implant

. IA 48 h (génisses)
eCG : 400 a 600 UI

ou 56 h (vaches)
apres retrait

Implant 3 mg Norgestomet 9 - 10 jrs

JO J9 J11

Figure 5 : Protocole classique de synchronisation a base de progestagenes (Crestar

®) (GRIMARD etal, 2003)

Retrait de I'implant

0,001 mg de buséréline IM eCG:4003 600Ul A 48 h(génisses)
ou 56 h (vaches)
PgF2a aprés retrait

Implant 3 mg Norgestomet
9-10jrs

JO 17 19 J11

Figure 6 : Nouveau protocole CRESTAR SO® (PICARD-HAGEN et al., 2005)
I1.1.3.2.2. Spirales vaginales

La spirale renferme de la progestérone naturelle. Elle est déposée dans le vagin
ou elle reste en place 7 a 9 jours (PERALTA, 2009). Au moment du retrait, une injection
de 400 a 600 Ul de PMSG peut-étre effectuée. De la méme facon, une injection de

prostaglandine F2a peut étre effectuée 48 heures avant le retrait du dispositif.
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L’'insémination artificielle unique aura lieu 56 heures apres le retrait du
dispositif, on peut également avoir recours a 2 inséminations respectivement a 48

heures et 72 heures apres le retrait (Figure 7).

Ce dispositif est commercialisé sous le nom de PRID® (Progestérone releasing

Inter-vaginal Device).

Capsule 10mg benzoate

d’cestradiol Retrait

IA 48 h (génisses)
ou 56 h (vaches)
aprés retrait

eCG : 400 a 600

Spirale vaginale 1,55g de

progestérone 10-12 jours

JO J9 J12

Figure 7 : Protocole classique de synchronisation a base de progestérone PRID®

(GRIMARD etal, 2003)
I1.1.3.2.3. Dispositif vaginal

Le dispositif contient de la progestérone naturelle, sa forme est en T. Ce
dispositif est introduit dans le vagin a I'aide d'un applicateur qui permet de replier les

ailes du T.

Le dispositif est laissé en place pendant 7 jours, une injection de prostaglandine

est effectuées 24 heures avant son retrait (MELLI, 2009).

L’utilisation d’eCG au retrait du CIDR® permet de stimuler la maturation
terminale du follicule et donc d’obtenir une meilleure synchronisation des chaleurs

(MELLI, 2009).

Les inséminations artificielles au nombre de deux seront effectuées 48 heures et

72 heures apres le retrait (Figure 8). Ce dispositif est commercialisé sous le nom de
CIDR®.
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Pose du dispositif Retrait
P PgF2o eteCG :

400 a 600 Ul IA48h A 72h

Maintien 7jours

JO J6 17

Figure 8 : Traitement a base d'un dispositif vaginal pour l'induction et la

synchronisation de I'cestrus (DEZAUX, 2001)
I1.2. Vache gravide

Le développement de l'ceuf depuis le moment de la fécondation jusqu’au
moment de la parturition représente I'état gestatif (DERIVAUX et ECTORS, 1980). Chez
les bovins, la durée moyenne de la gestation est de 282 jours. Elle peut étre divisée en

deux phases:

- La progestation : c'est la période pendant laquelle I'embryon mene une vie libre
(non fixée) dans l'utérus. Il subit une série de divisions cellulaires. La durée de
cette période est de15 a 30 jours (SOLTNER, 2001).

- La gestation: elle correspond a toute la période allant de la nidation au vélage.
I1.2.1. Vie libre de I'ceuf

Elle débute par la fusion des deux membranes nucléaires de l'ovule et du
spermatozoide aboutissant a la formation d'un ceuf qui entre en division (la
segmentation) environ 14 a 16 heures apres la pénétration spermatique (DERIVAUX et
ECTORS, 1980). Entouré de sa zone pellucide, I'ceuf se divise en 2, 4, 8, 16, 32, 64
cellules ou blastomeéres de plus en plus petites qui forment une masse sphérique appelée
morula. C'est a ce stade, soit 3 a 4 jours apres la fécondation, que I'ceuf arrive dans

I'utérus ou il poursuit sa transformation (BONNAND et al., 2007).

Vers le 7¢me jour, la masse compacte de la morula se creuse d'une cavité, le
blastoccele (BARBRY, 2012). Celui-ci se remplit de liquide et s'entoure d'une couche
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cellulaire appelée trophoblaste, cette couche contribue a la formation des structures
extra embryonnaires et plus spécialement de celles qui interviennent dans la formation
du placenta, et par un petit groupe de cellules situé sous trophoblaste, le disque

embryonnaire qui donnera le feetus (AYAD et al., 2006).

Neuf a dix jours apres la fécondation, la zone pellucide s’amincit jusqu’a
provoquer sa rupture, c’est I'éclosion. Le blastocyste entre dans une période de
croissance considérable. Cette élongation favorise I'établissement des premiers contacts
cellulaires entre le trophoblaste et I'épithélium utérin, ce qui empéche la sécrétion du

facteur lutéolytique (BONNAND et al., 2007).

De 150 um avant éclosion, le conceptus bovin mesure 15 a 20 mm au terme de
cette phase d’élongation (CONSTANT et al, 2006).La longueur de la vésicule
embryonnaire présente toutefois des variations interindividuelles importantes, elle

mesure entre 7 et 24 mm au 16éme jour de gestation, alors que son diameétre est constant.

I1.2.2. Phase de I'implantation
Apres la phase de vie libre dans la corne utérine, le blastocyste se fixe sur
I'endometre et s’y implante plus ou moins profondément. L'implantation de I'ceuf sur la
paroi utérine est une stratégie reproductive qui assure efficacement la nutrition et la
protection des embryons. Cette implantation est tardive et lente chez la vache vers le

19&me jour (GUILLOMOT, 2001).

L’'implantation se déroule selon une succession d’étapes caractérisées par des
degrés divers de contact entre le tissu maternel et feetal (Figure 9), soit : I'orientation
du blastocyste et l'accolement, l'apposition du blastocyste a la muqueuse utérine,
I'adhérence des cellules du trophectoderme aux cellules de la muqueuse utérine et

I'invasion de I'endometre (GILBERT et al., 2005).
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1-Petede ZP. 2-Accolement 3 - Apposition
Qrientaton Contacts celiufaires

ou Diastocyste

placenta EFITHELIO-CHORIAL

placenta ENDOTHELIO-ou-HEMOCHORIAL

Figure 9 : Schéma des différentes phases de I'implantation (GUILLOMOT, 2001)
I1.2.3. Formation du placenta et annexes fceetales
I11.2.3.1. Formation du placenta

La placentation épithélio-choriale, de type cotylédonaire, avec 6 couches
cellulaires (Figure 10) séparant le sang maternel du sang feetal se met en place
progressivement par apposition et/ou fusion de cellules épithéliales de 'endometre et

du trophoblaste (SOUSA et al., 2002).

Au cours de 'apposition, la membrane plasmatique du trophoblaste est encore
apposée de maniere lache sur les cellules utérines. Pendant cette phase, des

proliférations villeuses du chorion s’enfoncent dans les orifices des glandes utérines.

C’est la formation d'un premier placenta, diffus, absorbant le contenu des
sécrétions glandulaires qui vise a disparaitre a la fin du processus implantatoire a J2s
(BARBRY, 2012). L’'apposition laisse place a lI'adhésion qui est assurée par l'inter
digitation des microvillosités des cellules épithéliales utérines et de la membrane

plasmique des cellules trophoblastiques (CONSTANT et al., 2006).
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Fetal
(chorion)

/ By \Y\@

Maternal A0M\
(endometrial w Encometria
epithelium)

1. Endometrial capillaries, 2. Endometrial interstitium, 3. Endometrial epithelium

4. Chorionicepithelium, 5. Chorionicinterstitium, 6. Chorioniccapillaries

Figure 10 : Placentation synépithélio-choriale de la vache (SENGER, 2005)

Puis a partir de Jso, 'enveloppe la plus externe du conceptus, le chorion,
présente sur sa surface externe des microvillosités cotylédonaires qui s’engrénent dans
les formations spécialisées de la muqueuse utérine : les caroncules utérines.
L’association d'un cotylédon et d’'une caroncule forme un placentome, véritable surface

d’attache utéro placentaire.

Chez la vache, ils sont en nombre important, de 60 a 120 lors de gestation
simple. Les espaces inter cotylédonaires lisses forment le paraplacenta. Selon BARBRY
(2012) I'ensemble des éléments, placentomes et paraplacenta, concourent a former le

placenta dans son entiereté (Figure 11).
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Allantoide

-------

Placentation
cotylédonnaire

Myométre
chorion

Endomeétre

: Lumiére utérine
Cavité amniotique —

Figure 11: Placentation et annexes extra-embryonnaires chez les bovins (GILBERT et

al, 2005)
I1.2.3.2. Formation des annexes feetales

Selon WOODING ET BURTON (2008), il y a formation de trois annexes foetales :
le sac vitellin, I'allantoide et 'amnios, toutes entretenant des rapports avec le chorion, et

participant a la formation et au fonctionnement du placenta (Figure 11).

I1.2.4. Physiologie du placenta
Le placenta est un organe d’échange entre la mere et le foetus qui assure la
respiration, la nutrition du feetus et sa protection contre les bactéries et les substances
toxiques. Il présente une activité endocrine indispensable a I'initiation et au maintien de

la gestation et a la croissance fcetale (SENGER, 2005).

I11.2.4.1. Fonction métabolique du placenta

Les échanges placentaires sont essentiels a la physiologie du feetus. Le placenta
est un filtre sélectif. Il permet le transport de nutriments : 1'eau, 'oxygéne, les minéraux
et les matieres organiques de la mére au feetus et le transfert des déchets du feetus a la

mere (DERIVAUX et ECTORS, 1980).
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I11.2.4.2. Fonction endocrine du placenta

Le placenta peut étre considéré comme une volumineuse glande endocrine
produisant des hormones stéroides et des hormones protéiques. Cette fonction
endocrine est en grande partie assurée par les cellules binucléées (Figure 12).

Ces cellules binucléées dérivent des cellules uninucléées trophoblastiques. Ces
cellules possédant un appareil de Golgi trés développé sont capables de migrer a travers
I'épithélium utérin et de relarguer directement dans la circulation maternelle les
produits de synthese stockés dans des granules denses (AYAD, et al., 2006).

De cette fagon les cellules binucléées sont directement impliquées dans la
production de progestérone, des prostaglandines, de ’hormone lactogéne placentaire et
des glycoprotéines associées a la gestation ou spécifique de la gestation. Au cours de la
gestation, les cellules binucléées représentent jusqu'a 20% des cellules du

trophectoderme (AYAD, et al., 2006).

Basementmembrane

Fetal
(chorion)

Maternal
(endometrial
epithelium)

et
Basementmembrane m

Maternal circulation

BNGC: Binucleate giant cells

Figure 12 : Représentation schématique de la migration des cellules binucléées

chez la vache (SENGER, 2005)
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I1.2.5. Diagnostic de gestation (gravidité)

Le diagnostic précoce de gravidité revét une grande importance économique en
reproduction animale. De nombreuses méthodes de diagnostic de gravidité ont été
mises au point chez les bovins dont les principales sont les méthodes de laboratoire et

les méthodes cliniques.

Les méthodes de laboratoire consistent dans l'utilisation des dosages radio-
immunologiques (RIA) ou immunoenzymatiques (EIA) pour la détection de différentes
hormones et protéines synthétisées par le placenta et sécrétées dans la circulation
sanguine maternelle et/ou dans le lait. Chez la vache, les principales molécules
susceptibles de conduire a un diagnostic de gravidité sont: le sulfate d’cestrone,
détectable dans le sérum, le plasma (DOBSON et al., 1993) ou le lait (HOLDSWORTH et
al, 1982), 1a progestérone (PIETERSE et al.,1990), détectable dans le plasma ou le lait,
et les protéines spécifiques ou associées a la gravidité, PSPB (HUMBLOT et al., 1988),
PSP-60 (MULLER et WITTKOWSKI, 1986) ou PAG (ZOLI et al., 1992), détectables dans

le sérum ou dans le plasma maternel a partir des 28e-30e jours de la gravidité.

En ce qui concerne les méthodes cliniques qui peuvent étre citées ; la palpation
manuelle de l'utérus, réalisée entre les 5éme et 9éme semaines de la gravidité
(VAILLANCOURT, 1979) et I'échographie, aussi appelée ultrasonographie (CHASTANT-
MAILLARD, 2002)

Le principe de la palpation manuelle est de rechercher manuellement des
modifications de I'appareil génital, voire des structures embryonnaire (ou fcetales) a
travers la paroi rectale. Les signes a rechercher lors d’'un examen par voie transrectale

sont :

- Corps jaune de gestation,

- palpation des arteres utérines,

- Asymétrie des cornes,

- Fluctuation du liquide des annexes fcetales,
- Palpation da la vésicule amniotique,

- Glissements des membranes annexielles,
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- Palpation des cotylédons,
- Palpation de feetus.

La méthode échographique fait appel a un appareil a ultrasons. Selon le principe
de cette méthode, I'image échographique résulte de la juxtaposition de points lumineux,
leur brillance étant proportionnelle a la variation d'impédance acoustique entre les
tissus. Si I'on compare ces deux méthodes, 1'échographie permet de réaliser un
diagnostic de gravidité environ un cycle en avance par rapport a la palpation

transrectale de 'utérus (EL AMIRI el al., 2003).

L’application de l’échographie au diagnostic de gravidité a fait I'objet de
nombreux travaux chez les bovins. Parmi d’autres avantages (précocité, résultat
immédiat, examen indolore du tractus génital). Elle repose sur la détection en premier
lieu de la vésicule embryonnaire, liquidienne et anéchogene, puis plus tardivement de
I'embryon lui-méme, tache échogene au sein des liquides foetaux (MERCIER PARISOT,
1991).

De plus, cette technique offre la possibilité de caractériser la morphologie de
I'embryon, de contrdler la vitalit¢é du feetus, la normalité de son développement
morphologique (KAHN, 1990; KASTELIC, 1988), d’évaluer la taille de la portée et dans
certains cas, de déterminer le sexe du feetus (QUINTON, 2002). Cependant, I'application
de cette méthode reste limitée a cause de son coilit élevé et de la lenteur de son

application en comparaison avec la technique de palpation transrectale.
I1.2.6. Mortalités embryonnaires et avortements
I1.2.6.1. Mortalité embryonnaire

La mortalité embryonnaire est définie comme la perte de 'embryon entre la
fécondation et la fin de I'organogenese vers le 42¢me¢jour de gestation, période au-dela de

laquelle on parlera de mortalité ou de perte foetale (GAYRARD, 2003).

La mortalité embryonnaire peut étre divisée en deux périodes (Figure 13):
mortalité embryonnaire précoce qui se déroule avant la reconnaissance maternelle de la

gestation qui a lieu vers le 15-17¢me jour de gestation (retour en chaleur non décalé) et
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mortalité embryonnaire tardive qui a lieu entre le début de la reconnaissance maternelle

et le 42éme jour de gestation (retour en chaleur décalé) (POLL, 2007) .

La période entre le 25¢me et le 42¢me jr est critique car il s’agit de la fixation des
membranes embryonnaires a I'épithélium utérin. Cependant la majorité des mortalités

embryonnaires surviennent avant le 25¢me jour (DESCOTEAUX et al., 2009).

Transport  Allongement Implantation  Fin du développement  Période

tubaire  du blastocyste embryonnaire Foetale
| | |1 | | R
10 17 J16  J19 135 142 Temps
A Production

d’Interféron tau
Mortalite embryonnaire Mortalité embryonnaire Mortalité
précoce tardive foetale
Non
fécondation

Figure 13 : Périodes des mortalités embryonnaires et feetales (PICARD-HAGEN, 2003)
I1.2.6.2. Avortements

L’avortement correspond d’un point de vue médical a I'expulsion avant terme
d’un feetus non viable. L’expulsion d'un feetus non viable au-dela de 260 jours environ
est considérée comme un vélage prématuré, d’autres auteurs ne parlent d’avortement
qu’a partir du 3éme mois, associant ainsi 'avortement a une probabilité plus forte de
retrouver le foetus expulsé (BALL et PETERS, 2004). L’étiologie des avortements est
extrémement variée: des causes infectieuses et non-infectieuses sont distinguées

(Tableau 4).

Cependant, I'étiologie des avortements reste tres souvent indéterminée : dans

une étude menée sur six ans par KIRKBRIDE (1992), I'origine de 67% des avortements
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n’a pas été précisée. BARR et ANDERSON (1993) précisent que 23 a 46% des avortons

soumis a un diagnostic de laboratoire ont été associés a une cause précise d’avortement.

La part des avortements infectieux est variable : 50% est un nombre traditionnellement

avancé (TAINTURIER et al., 1997), environ 30% dans 'étude de KIRBRIDE et al (1992).

Tableau 4 : Etiologie des avortements chez la vache (TAINTURIER et al., 1997)

Bactéries :
- Brucella abortus
- Salmonella
dublin,typhimurium
- Chlamydia psittaci
- Listeria monocytogenes

- Leptospira interrogans

- Campylobacter fetus

- Autres: entérobactéries
Gram-, Arcanobacterium
pyogenes...

Virus :

- Virus de la diarrhée
bovine(BVD)

- Virus de Ila rhinotrachéite

bovine (IBR)
Parasites :
- Toxoplasma gondii
- N. caninum
Champignons :

- Aspergillus spp

Anomalies génétiques
- Anomalies chromosomiques
- Mutations autosomales
Facteurs de stress
- Interventions chirurgicales
- Chaleurs ambiante
- Traumatismes (palpation
transrectale pour diagnostic de
gestation)
Facteurs iatrogénes
- Thérapeutique hormonale
(cestrogenes, prostaglandines,
glucocorticoides)
- Antiparasitaires
Toxiques
- Phyto cestrogenes
- Nitrates

- Aiguilles de pin
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En élevage bovin laitier, la maitrise des performances de reproduction est un
point essentiel. De nombreux facteurs (zootechniques et sanitaires) peuvent étre
impliqués dans la dégradation de ces performances. Dans ce cas, un allongement de

'intervalle entre vélage est observé et la suspicion d'une origine infectieuse est 1égitime.

Dans ce chapitre notre étude bibliographique évoquera 'agent de la néosporose
bovine connu pour étre une cause infectieuse majeure d’avortement chez la vache dans

de nombreux pays a travers le monde.

I1I. 1. Historique

La premiere description de N. caninum fut réalisée par le norvégien Bjerkas en
1984. BJERKAS et collaborateurs (1984) identifient dans le cerveau et les muscles de
six chiots, issus d’'une méme mere et développant une atteinte neurologique, un
protozoaire proche de Toxoplasma gondii, mais pour lequel aucun anticorps anti-
Toxoplasma n’est retrouvé dans le sérum des chiens. Ce n’est qu'en 1988 que DUBEY et
collaborateurs soulignent les différences structurales et antigéniques entre
Toxoplasma gondii et le nouveau parasite, ils le nomment alors N. caninum (DUBEY et
al, 1988a). Cependant, d’apres une étude rétrospective, la néosporose n’est pas une
maladie récente car le protozoaire a été retrouvé, sous forme de tachyzoites et de kystes
tissulaires, chez des chiens morts entre 1957 et 1958, aux Etats-Unis (DUBEY et al,,
1990a ).

En 1989, THILSTED et DUBEY observent chez plusieurs avortons provenant
d’'une méme exploitation bovine des lésions d’encéphalite et de myocardite non
nécrosantes associées a la présence de N. caninum. Le parasite est ensuite identifié au
sein de nombreux avortons bovins (ANDERSON et al.,, 1991 ; BARR et al., 1991) mais
aussi chez des veaux mort-nés (DUBEY et al., 1990b) et chez des veaux présentant
divers troubles nerveux (DUBEY et al., 1989). Les dates clés de la néosporose depuis sa

découverte sont reprises par I’Annexe 1.
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I1I. 2. Biologie de Neospora caninum

II1.2.1. Classification

N. caninum est un protozoaire appartenant au phylum des Apicomplexa d’apres
ses caractéristiques structurales et biologiques (LOSSON et BOURDOISEAU, 2000). N.
caninum appartient a la classe des Sporozoaires et a l'ordre des Coccidies: ordre
caractérisé par l'existence d'une reproduction asexuée par schizogonie, d'une
reproduction sexuée par syngamie et par un cycle homoxene ou dixene. Le genre
Neospora est classé dans la sous-famille des Toxoplasmatinés, comme le genre

Toxoplasma Tableau 5. L’ensemble de cette classification est détaillée dans ’Annexe 2.

Tableau 5 : Taxonomie simplifiée de N. caninum (CHERMETTE et MARQUER, 2000).

Protozoaires

Protistes (étres unicellulaires eucaryotes a paroi non cellulosique, souvent mobiles,

hétérotrophes).

Apicomplexa (=Sporozoaires)
Présence d’'un appareil apical visible dans certains stades de développement (microscopie

électronique).

Coccidea

« Coccidies » au sens large ; production de spores, complexe apical complet

Eimeriida

Le microgamonte donne de nombreux microgametes

Sarcocystidés

Cycle avec HI

Toxoplasmatinés,
Chez I'HD, reproduction asexuée suivie d’'une reproduction sexuée ; sporogonie dans le
milieu extérieur; une reproduction asexuée chez I'HI ; passage possible entre HI; HI

facultatif (Toxoplasma, Neospora) ou obligatoire (Hammondia, Besnoitia).
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N. caninum est identique a Toxoplasma gondii en microscopie photonique, mais
ces deux protozoaires sont différents d’'un point de vue biologique, moléculaire,
antigénique et ultrastructural (LOSSON et BOURDOISEAU, 2000 ; DUBEY et al., 2002).
Depuis 1998, une nouvelle espece a été décrite chez le cheval : Neospora hughesi. Ce
parasite est différent de N. caninum du fait des particularités structurales des
tachyzoites, mais aussi du fait de caractéristiques antigéniques et moléculaires (MARSH

etal, 1998)

I1I. 2.2. Cycle évolutif

N. caninum est un parasite hétéroxene (Figure 14). Son cycle évolutif est
élucidé depuis peu de temps. Le chien a été identifié en premier lieu comme hote
définitif du parasite (MAC ALLISTER et al., 1998; GONDIM et al, 2002). 1'existence
d’autres hotes définitifs (essentiellement des carnivores) n'est pas a exclure. En effet, le
coyote a également été décrit comme hote définitif et certaines données indiquent que le
renard pourrait aussi jouer ce role. Ceci suggére qu'a c6té d'un cycle domestique,
pourrait exister un cycle sylvatique de propagation du parasite. De plus, le cerf de
Virginie (Odocoileus vriginianus) est un hote intermédiaire naturel du parasite (GHALMI
etal., 2007).

L’hote définitif se contamine par l'ingestion de placentas ou de feetus d’hote
intermédiaire infecté, contenant des kystes a bradyzoites. Le carnivorisme permet ainsi
la transmission horizontale du parasite, de I'hote intermédiaire a I'hote définitif et donc,

la poursuite du cycle évolutif (DUBEY et LINDSAY, 1993).

La multiplication sexuée a lieu dans le tube digestif du chien qui excréete des
oocystes non sporulés dans ces feces. L’émission des oocystes débute huit a dix jours
(MAC ALLISTER et al., 1998), voire cinq jours (LINDSAY et al., 1999b), apres l'ingestion
de kystes tissulaires et se poursuit pendant une dizaine de jours (7 a 19 jours)
(CHERMETTE et MARQUER, 2000). Selon une autre étude, il semblerait que
I’élimination d’oocystes puisse perdurer pendant 4 mois (MCGARRY et al, 2003).
Aucune donnée ne permet actuellement de savoir si le chien peut réexcreter des

oocystes par la suite sans recontamination (CHERMETTE et MARQUER, 2000).
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La sporulation a lieu 48 a 72 heures apres I'émission des oocystes qui

deviennent alors infectants.

Chien sl Oocystes

Vache infectée non sporulés
transmission émis avec les
transplacentaire —:.‘.-“ﬂ?l&% selles

R s "3
T e i T
Pk rp e & rE gt

¥
Kystes
@ tissulaires dans
le systéme

Sporulation
Feetus infecté nerveux

Veau infecté t

Avortement Veau infecté

sans signe avec signe Chien
i Clinique Mouton @i
Clinique e ——
- Vache (m}

{environ 3 jours)

H Chévre
i Cheval Oocystes sporulés
i v 6 ;?* . dans l'eau, les
H Hotes aliments ou le sol
[ Vache infectée intermédiaires
E multiplication
: /l\ sous forme de
Avortement Veau infecté veau infecté tachyzoites
sans signe avec signe
Clinique Clinigque -

Figure 14 : Cycle de développement et de transmission de N. caninum (LOSSON et
BOURDOISEAU, 2000).

Chez I'h6te intermédiaire, les oocystes sporulés liberent des sporozoites qui
pénetrent les cellules du tractus digestif et se transforment en tachyzoites. Ces derniers
se multiplient rapidement par endodyogénie dans de nombreux types cellulaires,
entrainant la lyse de la cellule et l'infection des cellules voisines; ce qui permet la
dissémination des tachyzoites dans tout 'organisme. Suite a I'intervention de la réponse
immunitaire et d’autres facteurs physiologiques, les tachyzoites peuvent alors se
différencier en une forme se répliquant plus lentement : le bradyzoite qui s’enkyste dans
les tissus (GHALMI et al., 2007). Cette forme peut persister plusieurs années chez ’hote
infecté constituant la forme latente (LINDSAY et al., 1992). Celle-ci est le réservoir pour
I'infection du feetus par voie transplacentaire, d’autres hotes intermédiaires ou bien
celle de I'h6te définitif (chien) via la consommation de tissus infectés (GHALMI et al,

2007).
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Méme si ce mode de transmission horizontale semble vital pour la survie du
parasite. La transmission verticale s’est avérée étre la voie de contamination majeure du
bovin provoquant ainsi une infection foetale et contribuant a la persistance de 'infection
au sein de I'exploitation (SCHARES et al., 1998).

Outre son role d’hote définitif, le chien fait fréquemment office d’héte intermédiaire

pour N. caninum (DUBEY et LINDSAY, 2006).

I1I. 2.3.Morphologie-Structure

N. caninum est morphologiquement tres proche des autres genres de la famille
des Sarcocystidae. La description précise de ses différentes formes a donc un intérét

notamment diagnostique (Tableau 6).

Il existe trois formes parasitaires de N. caninum : deux formes asexuées chez
I’hdte intermédiaire, les tachyzoites et les bradyzoites, et une forme sexuée, I'oocyste

présent chez I'hote définitif et dans le milieu extérieur.

Les tachyzoites représentent la forme infectante et pathogéne du parasite. Les
tachyzoites envahissent de nombreux types cellulaires tels que les cellules nerveuses,
les macrophages, les fibroblastes, les cellules vasculaires endothéliales, les myocytes, les
cellules épithéliales des tubules rénaux et les hépatocytes (DUBEY et LINDSAY, 1996).
Les kystes a bradyzoites se trouvent dans les tissus nerveux : cerveau, moelle épiniére,

nerfs et rétine. Ils ont une position intracellulaire (DUBEY et al., 2002).

Les kystes a bradyzoites sont sphériques a ovoides et ne possédent ni cloison ni
paroi secondaire. Avant la sporulation, les oocystes contiennent seulement un sporonte
central alors qu’apres la sporulation, ils sont formés de deux sporocystes a quatre
sporozoites (MACALLISTER et al., 1998).Les oocystes non sporulés n’ont aucun pouvoir
infectant (CHERMETTE et MARQUER, 2000). Les oocystes sporulés sont susceptibles

d’étre trés résistants dans I'environnement, a 'instar des autres coccidies.
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Tableau 6: Description des stades parasitaires de N. caninum (CHERMETTE et
MARQUER, 2000)

Tachyzoite

Kyste tissulaires a

bradyzoites

Oocystes

Forme Ovoide Ronds a ovales Sphériques
Taille 3a7umsurla5um Kystes:jusqu'a 107um 10a11 um
Bradyzoites: 6 a 8 um
surla 1.8 um
Localisation Dans de nombreux Kystes:tissunerveux Selles de I'hote définitif
types cellulaires, a (chien)
I'intérieur d’une
vacuole parasitophore
Structure 2 anneaux apicaux Kyste a paroi lisse d'une Avant sporulation, 1

1 conoide

1 anneau polaire
jusqu’als0
micronémes

8 a 18 mitochondries
1 appareil de Golgi
REG et REL

1 noyau et 1 nucléole

épaisseur pouvant aller
jusqu’a 4 pm (1 a 2 en
général), contenant de 50
a 200 bradyzoites.

Mémes organites que
pour les tachyzoites avec
moins de rhoptries (6 a

12)

sporonte central
Apres sporulation, 2
sporocytes  contenant

chacun 4 sporozoites

I1I. 3. Pathogénie

II1.3.1. Immunologie de la gestation

La gestation est une situation tres particuliére pour le systéme immunitaire car

la mére porte ce qui représente en grande partie un « corps étranger », sans qu'une

réaction de rejet ne soit mise en place.

Les différentes recherches immunologiques ont montré le réle crucial des

cytokines présentes au niveau de l'interface materno-feetale et a sa périphérie afin que la

gestation puisse étre menée a terme. Certaines cytokines sont bénéfiques a la gestation,
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alors que d’autres sont au contraire défavorables. Les cytokines pro-inflammatoires
produites par les lymphocytes T-helper de type 1, comme le Tumour Necrosis Factor
(TNF)-a, I'interféron (INF)-y et l'interleukine (IL)-2 peuvent, si elles sont en quantité

suffisante, compromettre la survie du feetus (SARRAZIN, 2009).

Des administrations directes d'INF-y, IL-2 ou TNF-a peuvent en effet induire des
avortements chez la souris gestante (ENRICAN, 2001). Au contraire, les cytokines
régulatrices des lymphocytes T-helper de type 2, comme IL-10, le Transforming Growth
Factor (TGF)-B, I'IL-4, et I'IL-5 sont produites localement au niveau de l'interface
materno-feetale et concurrence I'action des cytokines pro-inflammatoire. Il a notamment
été démontré que I'IL-10 pouvait empécher les avortements décrits précédemment chez

la souris gestante (INNES, 2002).

Durant la gestation, la réponse immunitaire au niveau du placenta est donc
modifiée en faveur d’'un microenvironnement dominé par des cytokines « bénéfiques > a
la gestation. Les hormones produites lors de la gestation sont également connues pour
avoir des effets immunomodulateurs. La progestérone est capable d’induire la
production d’IL-4 et la présence de Prostaglandine E2 peut orienter la maturation des
lymphocytes T naifs en lymphocyte T-helper de type 2 via la production d’IL-10 par les
cellules dendritiques (SARRAZIN, 2009).

Du c6té feetal, 'immunocompétence commence a se mettre en place a partir de
100 jours de gestation, mais le foetus n’est capable de répondre aux antigenes qu’apres
150 jours. Parallelement a la mise en place de la réponse immunitaire a médiation
humorale, la réponse immunitaire a médiation cellulaire (via les lymphocytes CD4 et les
cellules Natural Killer) tendrait a se mettre en place un peu plus tot ; des feetus autopsiés
a 4 mois de gestation apres inoculation de N.caninum ont montré des taux de cytokine
pro-inflammatoires augmentées, alors que les anticorps anti-Neospora n’ont pu étre
détectés (ALMERIA et al., 2003). Ces observations tendent a supposer que le feetus
serait plus capable de lutter contre une infection si celle-ci intervient tardivement dans

la gestation (GIBNEY et al., 2008).
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I11.3.2. Pénétration et évolution du parasite dans I'organisme

Les tachyzoites constituent la forme infectante de N. caninum. La méthode
d’invasion cellulaire par les parentes du groupe des Apicomplexa est commune et fait

intervenir leur appareil apical (HEMPHILL, 1999).

Selon le méme auteur, trois étapes se succédent dans le processus d’invasion
cellulaire. Une premiere phase concerne la reconnaissance et I'attachement du parasite a
sa cellule hote grace a des récepteurs et des protéines libérées par les micronémes, les
rhoptries et les granules denses. La deuxieme étape se rapporte a I'invasion active du

parasite et la troisieme a son développement intracellulaire.

Au départ, le parasite se fixe grace a ses antigenes de surface (N.caninum SAG-
related sequence = 2 NcSRS2), de maniére aléatoire (sans orientation particuliére), sur
la cellule héte. Puis, le parasite se replace de facon a ce que son pdle antérieur soit

contre la membrane cellulaire de la cellule hote.

Le conoide provoque l'invagination de la membrane plasmique et diverses
protéines sont alors émises dans la vacuole parasitophore ainsi formée (Figure 15). Il
existe une zone d’attachement entre la membrane externe du parasite et la membrane
plasmique de I'hote par 'intermédiaire d’adhésines synthétisées par les micronemes. Le
parasite rentre progressivement dans la cellule par glissement et se retrouve finalement

entierement dans la vacuole parasitophore (BUXTON et al., 2002).

Il faut noter que les protéines transmembranaires de la cellule hote sont exclues
de la vacuole parasitophore, ce qui interdit alors la fusion des lysosomes avec celle-ci

(BUXTON et al., 2002).
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Légende : Légende :
A : anneau apical a) Fixation du tachyzoite a la cellule
C : conoide sans orientation particuliére

D : granules denses  b) Invasion par le conoide et libération
M : micronéme du contenu des organelles
N : nucleus c) Pénétration du tachyzoite a

P : anneau polaire  lintérieur de la cellule

R : rhoptries d) Création d’'une vacuole parasitophore

Figure 15 : Mécanisme d’invasion cellulaire par un tachyzoite de N. caninum (BUXTON

etal., 2002)
I11.3.2.1. Réponse immunitaire de I'’hote

La présence d'une réponse immunitaire a médiation humorale et cellulaire a été
démontrée chez des bovins a la fois infectés naturellement et expérimentalement avec

des tachyzoites ou des oocystes.

La réponse immunitaire a médiation cellulaire semble avoir un role
prédominant compte tenu de la localisation intracellulaire du parasite (GHALMI,
2011a). Les premieres études réalisées sur des souris ont montré la prédominance
d’'une réaction de type Th1l, faisant intervenir l'interleukine 12, l'interféron gamma
produit par les lymphocytes T (CD4+) et le facteur TNFa (Tumor Necrosis Factor)
(DUBEY, 1999b). Ces derniers inhibent la multiplication intracellulaire du parasite sous
sa forme tachyzoite (INNES et al., 2000).Des essais sur des vaches non-gravides
inoculées avec des tachyzoites, ont permis d’établir la présence d'une prolifération

lymphocytaire et une production d’interféron gamma (ANDERSON et al., 2000).
I11.3.2.1.1. Réponses immunitaires des bovins non gestants

La plupart des bovins adultes sont capables de lutter contre l'infection et
demeurent cliniquement normaux bien que toujours infectés. L’adulte infecté par N.
caninum va répondre en produisant des anticorps spécifiques, souvent utilisé comme

aide au diagnostic. L’efficacité des anticorps pour le développement d’'une immunité
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reste a déterminer, mais ils jouent un réle dans le controle de la parasitémie en
répondant au stade extracellulaire du parasite (HEMPHILL et al., 2000). La production
d’anticorps spécifiques est détectable une semaine apres linfection et les titres
d’anticorps circulants restent élevés durant une longue période. L’avidité des anticorps
spécifiques s’accroit des la 2éme semaine apres I'infection et ceci jusqu’a la 12¢me semaine

moment ou les valeurs atteignent un plateau (MALEY el al., 2001).

Néanmoins, N. caninum est parasite intracellulaire obligatoire et ne peut se
multiplier qu’a l'intérieur d’'une cellule hote (HEMPHILL et al, 2000). La localisation
intracellulaire implique que la réponse immunitaire a médiation cellulaire est
probablement un mécanisme de protection important. La preuve de 'importance de
I'immunité a médiation cellulaire a été apporté par des études in vitro montrant que le
traitement de cellule par de I'[FN gamma recombinant inhibe la multiplication

intracellulaire de N.caninum (INNES et al., 1995).

Chez des bovins infectés expérimentalement par des tachyzoites de N. caninum,
les cellules mononuclées du sang périphériques produisent également de 'INF gamma.
Le surnagent collecté a partir de cellule T CD4+ répondant aux antigenes de Neospora
caninum a été utilisé pour traiter des cellules avant une infection in vitro par des
tachyzoites de N. caninum. Le surnagent qui présente la plus forte concentration en IFN
gamma est le plus efficace dans I'inhibition de la multiplication du parasite. Néanmoins,
dans cette méme étude, la neutralisation de I'IFN gamma produit par le surnageant
n’annule pas completement 'activité anti-parasitaire. Ceci suggere que d’autre cytokines
du surnagent sont également en mesure d’inhiber la multiplication intracellulaire du

parasite (HEMPHILL et al., 2000).

En résumé, I'étude de la réponse immunitaire apres infection expérimentale par
N. caninum de bovins montre que les réponses humorale et cellulaire sont toutes deux
sollicitées par l'infection. Les expériences in vitro qui permettent la mesure de la
multiplication du parasite ont montré I'importance de I'immunité a médiation cellulaire
et en particulier de I'IlFN gamma dans le controle de la croissance de N. caninum chez
I’hote. La méme cytokine est également trés importante dans la résistance a Toxoplasma

gondii (HEMPHILL et al, 2000)
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I11.3.2.1.2. Réponses immunitaires des bovins gestants

- Rappels: réponse immunitaire maternelle et feetale au cours de
la gestation

- Réponse immunologique face a l'infection a N. caninum en

fonction du stade de gestation.

Il est important de savoir comment 'immuno-régulation qui intervient lors de la

gestation peut affecter 'équilibre hote-parasite.

Les cytokines pro-inflammatoires comme INF-y, IL-2 ou TNF-a qui ont pour role
de limiter la multiplication du parasite sont potentiellement néfastes pour la gestation.
En paralléle, les trophoblastes produisent de I'IL-10, qui crée un environnement local de
type Th-2. Or, I'[L-10 exerce également un rétrocontrole négatif sur la production d’INF-
Y, ce qui peut faciliter la multiplication du parasite dans I'organisme .C’est pourquoi, la
réponse immunitaire est néfaste a la survie du feetus, alors que 'immunomodulation
nécessaire a la gestation peut affecter la capacité de l'organisme a lutter contre

I'infection (INNES et al., 2002)

Chez les bovins non gestants (Figure 16i), 'infection a N. caninum est suivie
d’'une réponse immunitaire a médiation cellulaire (prolifération cellulaire et production
de cytokines) suffisante pour que I'animal ne développe pas de symptomes cliniques. La
production d’interféron gamma (IFN-y) par les lymphocytes T CD4+ est capable de
limiter la multiplication intracellulaire du parasite et joue ainsi un role important dans
la protection immunitaire. Le parasite persiste cependant sous forme bradyzoite, dans le

systéme nerveux principalement.

Les quelques données existantes semblent montrer que lorsque un animal non
gestant est infecté, il développerait une immunité suffisante pour empécher la
transmission verticale du parasite lors des mises a la reproduction suivante (INNES,

2001 ; INNES et al., 2002; MCCANN, 2007).

Au début de la gestation (Figure 16ii), les conséquences d’une infection a N.
caninum peuvent étre séveres, allant jusqu’a la mort du foetus. Le feetus, de part son

immaturité, est a ce moment la incapable de produire une réponse immunitaire efficace.
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En paralléle, la mere peut en début de gestation produire une tres forte réaction
inflammatoire avec libération massive d'IFN-y en réponse aux antigenes du parasite.
C’est pourquoi, il serait possible que l'avortement soit lié, au moins en partie, au
relargage de cytokine pro-inflammatoire par les lymphocytes T-helper de type 1 au

niveau de l'interface mere-feetus, lors de la réaction immunitaire.

Au milieu de la gestation, on observe une modulation majeure du systéme
immunitaire et surtout de la réponse IFN-y (Figure 16iii). Le rétrocontrole négatif
exercé sur le systéme immunitaire par la gestation permettrait la réactivation du
parasite quiescent dans le systéme nerveux. Lors de cette réactivation, le parasite serait

a méme de sortir de la forme kystique et d’envahir la circulation sanguine.

L’environnement materno-feetal, avec libération de cytokines régulatrices par
les lymphocytes Th-2 serait de plus favorable a la prolifération du parasite, ainsi qu’'a

I'infection du placenta et du feetus.

Pour ALMERIA et collaborateurs (2003), la réponse de type Th-1 pro-
inflammatoire primitive, serait suivi d’'une réponse modératrice de type Th-2. Cette
réponse de type Th-2 avec relargage de cytokine anti-inflammatoire préviendrait la
perte feetale induite par la réponse inflammatoire excessive, mais permettrait également
la multiplication du parasite au sein de I'hote et son passage a travers le placenta. Ainsi,
C’est toute la balance immunitaire qu’il faut considérer pour approcher la
physiopathogénie de la transmission verticale de N. caninum. L’age du foetus au moment
de l'infection est primordial. Au milieu de la gestation, les conséquences d’une infection
peuvent étre la mort du feetus et donc l'avortement, ou la naissance d'un veau

cliniquement atteint de néosporose.
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Figure 16 : Evolution de la relation Hote-Parasite lors d’une infection par N. caninum
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En fin de gestation, I'infection est moins a méme de déclencher un avortement,
certainement grace a l'acquisition progressive de la maturité du systeme immunitaire
feetal (Figure 16iv). La conséquence la plus probable d’une infection en fin de gestation
serait donc la naissance d'un veau sain, atteint congénitalement. Comme la majorité des
transmissions verticales donnent naissance a un veau sain infecté permanent, il est
probable que la majorité des transmissions ait lieu en fin de gestation (DUBEY et al.,

1988a).

L’évolution de la réponse a médiation humorale serait également le témoin de la
recrudescence du parasite lors de la gestation, chez les animaux infectés permanents. Au
milieu de la gestation, le taux d’'IgG diminue sensiblement, signe de la baisse d'immunité
exercée par l'état gestant. Puis le titre augmente rapidement en fin de gestation, les
titres les plus élevés sont observés en fin de gestation et dans les mois suivants la
gestation, ce qui concorde avec une recrudescence de la multiplication parasitaire. Le
taux d’'IgM suit la méme tendance, les taux les plus bas étant observés en milieu de

gestation et les plus élevés en fin de gestation (FIORETTI et al., 2003).
I11.4. Manifestations cliniques et tableau lésionnel

N. caninum est un parasite intracellulaire qui tue les cellules hotes du fait de la
multiplication active des tachyzoites par endodyogénie. Ceci provoque des lésions
facilement visibles en quelques jours. Ce sont des lésions inflammatoires non
suppuratives menant a 'apparition de foyers de nécrose. (DUBEY et LINDSAY 1993 ;
BRUGERE-PICOUX et al., 1998).

Les kystes a bradyzoites peuvent également entrainer des lésions, mais il
semblerait que ce soit plus rare. L'inflammation n’est ainsi pas systématique autour des
kystes. Il faut d’ailleurs noter que les kystes intacts semblent ne pas entrainer de
réaction de la part de I'hOte contrairement aux kystes rompus, autour desquels on

observe un granulome (BRUGERE-PICOUX et al., 1998).

Lors d’avortement, les lésions inflammatoires touchent d’abord les cotylédons,
lieu de tous les échanges, puis gagnent I'ensemble de I'allantochorion. Ceci a été mis en
évidence expérimentalement, puis naturellement par OTTER et al. (1995). Pendant le
méme temps, le parasite envahit le foetus par voie sanguine et gagne préférentiellement
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le systéme nerveux central, mais parfois aussi le coeur, les muscles squelettiques, les

poumons et le foie (BUXTON et al., 2002).

Les foetus expulsés précocement sont dans la plupart des cas momifiés ou
autolysés. Les 1ésions macroscopiques sont peu nombreuses (plages blanches dans les
muscles et le cceur, foyers décolorés ou surcolorés dans '’encéphale, dilatation des

cavités cardiaques) (ANDERSON et al., 1994).

Les lésions placentaires et foetales démontrent que N. caninum est un
pathogene capable d’induire par sa seule multiplication des avortements, par
I'inflammation du placenta maternel, la nécrose et I'inflammation du placenta feetal et
maternel, ou les dommages fcetaux, voire la combinaison des trois. Cependant, en
général, le nombre de parasites retrouvés dans les tissus feetaux est faible, méme chez
les sujets bien préservés. Ceci pourrait étre dii a la pathogénie méme des avortements :
la réponse immunitaire maternelle ou la lutéolyse induite par les prostaglandines
causerait 'expulsion du feetus avant que le parasite ait le temps de se multiplier en

grand nombre (SARRAZIN, 2009).

Sur le plan microscopique, les l1ésions cérébrales sont caractérisées par une
infiltration leucocytaire multifocale ou diffuse (encéphalomyélite non-suppurée), parfois
associée a des foyers de nécrose ou encore a des foyers de gliose. Ces derniers sont
souvent adjacents des capillaires dont I'endothélium est hypertrophié et entouré d'un
manchon de cellules mononuclées. L’image la plus caractéristique correspond a des
foyers nécrotiques, le plus souvent situés dans la substance blanche, dans le tronc
cérébral, entourés de cellules mononuclées. Une infiltration leucocytaire mononuclée
des méninges, et des kystes parasitaires sont visibles dans certains cas. Enfin une

calcification précoce des foyers nécrotiques a été décrite (DUBEY et LINDSAY, 1996).

Il faut noter qu'en absence de réaction immunitaire et de certains facteurs
physiologiques (chez l'adulte et le feetus agé), les tachyzoites continueraient a se
multiplier, provoquant la mort de nombreuses cellules et méme la mort de 'hote. Un
équilibre s’établit donc entre la multiplication rapide et pathogene des tachyzoites et la
capacité de I'hote a se défendre contre I'infection. Cet équilibre permet ainsi, la survie de

'hote, mais aussi celle du protozoaire parasite (BUXTON et al., 2002).
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La connaissance des différents symptomes et lésions provoqués par la
néosporose a un intérét particulierement important pour le diagnostic de la maladie
bien que les symptomes ne soient pas univoques, particulierement chez les bovins, et

que d’autres protozoaires induisent des l1ésions comparables.

Cette partie reprend les symptomes caractéristiques induits par N. caninum
chez les bovins. Nous ne verrons en détail que cette espece puisque notre étude porte
essentiellement sur les bovins. Pour le chien, la clinique sera rapidement évoquée car

malgré tout, il joue un réle important dans la transmission de la maladie aux bovins.
I11.4.1. Chez les bovins adultes

L’infection par N. caninum est asymptomatique chez les bovins adultes. En
périodes de gestation, la néosporose se manifeste parfois par des avortements
apyrétiques, sans rétention placentaire ni complication infectieuse avec un retour en

chaleur rapide (BJORKMAN et al., 1996).

La vache revient généralement rapidement en chaleurs et sa fertilité pour le
cycle suivant n’est pas compromise : le taux de réussite a 'insémination suivante est en

principe bon (JOURNEL et PITEL, 2001).

L’avortement survient a partir du troisieme mois de gestation et jusqu’au terme
(DE MEERSCHMAN et LOSSON, 1998b) avec un maximum d’avortements entre cing et
six mois de gestation. Le feetus peut mourir in utero : il est alors parfois résorbé, momifié
ou autolysé. Le veau peut aussi étre mort né ou naitre vivant. La mort feetale peut sans
doute survenir pendant toute la durée de la gestation, mais elle peut ne pas étre
diagnostiquée en cas de mortalité embryonnaire précoce ou de résorption fcetale, avec

retour en chaleurs de I'animal (DUBEY, 1999a).

Plusieurs études indiquent qu’'une vache infectée peut avorter plusieurs fois.
Cependant beaucoup d’entre elles sont réformées apres le premier avortement et il est
donc difficile d’évaluer la fréquence de la récurrence. Toutefois, il semble que moins de
5% (4/112) des vaches séropositives vis-a-vis de N. caninum et ayant avorté,

avorteraient plus d'une fois (ANDERSON et al., 1995).
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II1.4.2.Chez le veau nouveau-né

Entre 80 et 100% des veaux nés de meres infectées sont eux-mémes infectés et

présentent une sérologie positive avant la prise colostrale (JOURNEL et PITEL, 2001).

Les veaux nés infectés sont, soit normaux cliniquement, mais infectés
chroniquement, soit atteints de troubles nerveux, ce qui est plus rare. Les signes
cliniques apparaissent, en général, entre 3 et 5 jours apres la naissance, mais peuvent
apparaitre jusqu’a I'age de deux mois (DUBEY et LINDSAY, 1993). Les symptomes, puis

la mort surviennent plus particulierement au cours du premier mois (DUBEY, 1999a).

Les troubles nerveux se caractérisent par une incapacité a se lever, un retard de
croissance fréquent. L’animal peut également présenter de l'ataxie, une raideur des
membres, une paralysie, un fléchissement ou une hyper extension des pattes arriere
et/ou avant, une perte de proprioception, une diminution du réflexe rotulien, de
I’exophtalmie, une déviation du globe oculaire (aspect asymétrique des yeux) et des
déformations diverses des membres antérieurs et/ ou postérieurs (PARISH et al., 1987;

DUBEY, 2000).

La néosporose peut parfois étre a I'origine de problemes d’hydrocéphalie ou de
malformations de la colonne vertébrale (DUBEY, 2003). Lorsque les symptomes
nerveux sont séveres, l'animal peut présenter de I'hyperthermie. Certains veaux
présentent également un déficit pondéral a la naissance, associé a un faible
développement musculaire (BRUGERE-PICOUX et al, 1998 ; DUBEY, 1999a). Le
nombre de veaux mort-nés a terme est plus élevé dans les élevages infectés (JOURNEL et

PITEL, 2001).
I11.4.3. Chez le chien adulte

L’infection chez l'adulte prend deux formes : une forme intestinale qui
correspond a la phase sexuée du cycle de N. caninum (LINDSAY et al, 1999a;
MACALLISTER et al, 1998) et une forme disséminée (le chien aussi est hote
intermédiaire et le parasite effectue une multiplication asexuée). L’atteinte digestive ou
«coccidiose” ne provoque aucun signe clinique alors que la forme disséminée

s’accompagne de signes cliniques principalement nerveux (GUILLOT et al., 2000).
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La néosporose touche préférentiellement les chiots ou les jeunes chiens (entre 2
et 20 semaines), mais elle peut exister quelque soit I'age de 'animal puisque la maladie a
été décrite chez des animaux de deux jours et des chiens de 15 ans. Plusieurs animaux

d’'une méme portée ou ayant la méme mere sont souvent touchés (BARBER, 1998).

La maladie se caractérise par des troubles nerveux associés a d’autres signes
cliniques. Elle est exacerbée par toute immunodépression qu’elle soit d’origine
spontanée ou iatrogene (vaccination par exemple). Les symptomes neurologiques les
plus fréquents sont une parésie uni- ou bilatérale des membres postérieurs, qui évolue
progressivement en paralysie flasque ou spastique, associée a une faiblesse des

membres antérieurs et a un déficit des nerfs craniens (BARBER, 1998).

Les signes d’appel neurologiques les plus fréquents sont donc une modification
des réflexes proprioceptifs et spinaux, une atrophie musculaire, une myalgie, en
particulier au niveau des quadriceps et des muscles lombaires, plus rarement au niveau
cervical, une cyphoscoliose lombaire et une hyper extension spastique uni- ou bilatérale
des membres postérieurs (au niveau du genou ou du tarse) qui touche environ la moitié
des animaux atteints de néosporose clinique : on parle de « position du phoque »

(DUBEY, 1990; BARBER, 1998).

D’autres signes non neurologiques peuvent aussi nous interpeller : une
insuffisance cardiaque, des troubles pulmonaires, une atteinte ulcéro-nécrotique de la
peau, une pancreatite ou une hépatite associée a des vomissements et de la polydipsie.
Ces signes apparaissent plus particulierement chez 'adulte (DUBEY, 1990 ; BARBER,
1998).

La mort de l'animal survient suite a la paralysie évolutive ou suite a une
meéningo-encéphalomyélite, a une défaillance cardiaque, a une pneumonie ou par

euthanasie (BARBER, 1998 ; DE MEERSCHMAN et LOSSON, 1998a).

Il existe une forme suraigué : la mort survient en une semaine apres
I'apparition des premiers signes et une forme chronique : la maladie évolue
progressivement et graduellement sur plusieurs semaines. Lors de formes chroniques,

et peu évolutives, une guérison spontanée existe (BARBER, 1998).
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I11.4.4. Chez le chiot

Les chiots agés de 2 semaines a 4 mois sont les plus fréquemment et gravement
atteints, suite a une contamination pendant la gestation. La plupart des chiots naissant
normaux mais infectés et pour certains mort-nés (DUBEY et LINDSAY, 1996).Les signes
cliniques sont essentiellement nerveux et dépendent du site atteint par le parasite et

sont comparable a celle du chien adulte (BARBER, 1998).

D’autres symptomes sont possibles : paralysie de la machoire (myosite touchant
les masticateurs) entrainant des troubles de I'alimentation, dysphagie associée ou non a
un mégaoesophage, ataxie, amaurose, crises convulsives, nystagmus. Des troubles du

comportement sont parfois présents (GUILLOT et al., 2000).

Certaines races semblent plus touchées que d’autres : le labrador retriever, le
boxer, le grey hounds, la golden retriever ou le basset hounds (DUBEY et LINDSAY,
1996).

IIL.5. Impact économique de la néosporose bovine

Il est difficile d'estimer exactement les pertes économiques liées a la néosporose
dans les cheptels bovins, il semblerait que ces pertes se chiffrent en millions de dollars

(DUBEY, 2003).

Les pertes économiques reposent a la fois sur le cofit direct de I'avortement, lié
a la valeur du feetus, sur le colt indirect de l'avortement, mais également sur les
répercussions de la maladie sans rapport avec I'avortement (DUBEY, 1999a ; MARQUER
et CHERMETTE, 2000).

Les pertes économiques directes sont donc liées a la valeur du feetus perdu. La
vache infectée aurait 3 fois plus de risque d’avorter que la vache non infectée (TREES et
al, 1999) et une génisse née infectée aurait jusqu’a sept fois plus de risques d’avorter
lors de sa premiere gestation qu'une génisse saine (THURMOND et HIETALA, 1997a).
Ceci est d’autant plus grave que les avortements sont nombreux : en Californie, 42,5%
des avortements seraient dus a N. caninum (ANDERSON et al.,, 1995). Ceci représente

donc une perte considérable pour I'éleveur.

53



Revue de la littérature Néosporose bovine

La néosporose interviendrait également dans la mortalité embryonnaire
précoce avec des animaux présentant des retours en chaleurs tardifs ou répétitifs ainsi

qu’une infertilité (BJORKMAN et al., 2003).

Les pertes économiques indirectes de l'avortement sont liées au colit du
traitement, a la nécessité de réinséminer la vache avortée, a I'augmentation de la durée
de lactation, a la baisse ou la perte totale de production laitiere ainsi qu'au coiit de
remplacement et a la diminution de la valeur d'abattage de 'animal, en cas de réforme
précoce (DUBEY, 1999a; CHI et al., 2002). Le colt du traitement tient compte a la fois
de la nécessité de poser un diagnostic, a 1'utilisation de médicaments et au surplus de
travail pour 1'éleveur qui doit consacrer du temps a l'animal ayant avorté (CHI et al.,

2002).

Enfin, les pertes indirectes non liées a l'avortement sont les plus difficilement
chiffrables et les premiéres études menées en ce qui concerne ces pertes sont parfois

contradictoires :

— L’'impact de la néosporose sur la production de lait est complexe. Une
étude réalisée en Californie a montré que le rendement était diminué de
plus de 4% ce qui correspond a 2,5 litres de lait en moins par jour et par
vache infectée, au moins au cours de la premiere lactation (THURMOND
et HIETALA, 1997b).

— L’augmentation du nombre de réformes précoces (la diminution de la
production de lait et les avortements) : une vache séropositive a deux
fois plus de risque d’étre réformée qu'une vache séronégative
(THURMOND et HIETALA, 1996).

— Enfin, la valeur marchande des veaux séropositifs est réduite en raison
d’'une diminution du gain corporel et du poids de carcasse en post
sevrage, et des cofits de traitements (BARLING et al., 2000). Par ailleurs,
les vaches séropositives ne vont plus étre acceptées dans certains pays

(Hollande) pour I'élevage ce qui réduit leur valeur financiere.
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I11.6. Epidémiologie
I11.6.1. Sources de parasites
I11.6.1.1. Chien

L’introduction d’'un nouveau chien dans I'élevage est généralement a l'origine
d’'une épidémie d’avortements. Il s’agit soit d’'un jeune chien ou d’'un adulte importé dans
la ferme, soit de la naissance d’'une portée de chiots dans I'exploitation (BOUVERET,

2004).

Il a été montré que 'augmentation du nombre d’avortements intervient dans
les 18 mois qui suivent l'arrivée du nouveau chien. Ceci s’expliquerait par la
contamination du chien a son arrivée par consommation de placentas, de feetus avortés
ou de liquide utérin, puis par la transmission aux bovins encore sains (DIJKSTRA et al,,

2002a).
I11.6.1.2. Bovins

Les bovins constituent une source de parasites a I'origine de la contamination
d’autres bovins, lors de transmission verticale, mais aussi des hotes définitifs, lors de
transmission horizontale. Ainsi, 'achat d'un bovin peut étre a I'origine de I'infection du
troupeau. Si la transmission au sein du troupeau n’est que verticale, seule la lignée de ce
bovin est atteinte et cela représente peu d’animaux, bien que ce nombre augmente
lentement. Par contre, s’il y a transmission de 'infection a un hote définitif a la faveur
d’'un avortement, le nombre de bovins infectés dans le troupeau peut augmenter tres
rapidement, et étre suivi d’'une véritable flambée des avortements (DIJKSTRA et al,

2002b).
I111.6.1.3. Autres espéces

D’autres animaux sont également soupgonnés d’étre des sources de parasites.
Il s’agit d’'une part, des autres animaux domestiques ou sauvages reconnus comme hotes
intermédiaires tels que les ovins, caprins, équins et cervidés. Ils joueraient alors le

méme réle que les bovins. D’autre part, des canidés sauvages pourraient intervenir au
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méme titre que le chien : il s’agit des renards, des coyotes, des dingos ou des loups

(BUXTON et al.,, 1997).

Le role des oiseaux est aussi mis en question puisque des études ont montré
une corrélation entre le nombre de volailles présentes dans une exploitation et la

séroprévalence a N. caninum (BARTELS et al., 1999).
I111.6.1.4. Milieu extérieur

Le milieu extérieur est la source d’exposition puisque les oocystes se retrouvent
dans le milieu extérieur apres leur émission. C'est d’ailleurs dans le milieu extérieur qu’'a
lieu la sporulation nécessaire a l'infection des hotes intermédiaires. La contamination
des aliments (DIJKSTRA et al, 2002a) ou de 'eau (BUXTON et al., 1997) par des

oocystes est alors source d’infection.
I11.6.2. Especes sensibles

De nombreuses especes animales sont connues en tant qu’hote intermédiaire.
Ainsi, les bovins, le mouton, la chevre, le cheval, le chien et certains animaux sauvages
tels que les renards (BUXTON et al., 1997), les coyotes (LINDSAY et al., 1996a), les
cerfs, les buffles et les chameaux sont naturellement réceptifs a I'agent pathogene

(DUBEY, 2000).

Expérimentalement, la souris, le rat, le chien, le renard bleu, la chevre, le chat, le
mouton, le coyote, la gerbille, le lapin, les bovins et les singes (les macaques plus
précisément) ont pu étre infectés en tant qu’hoOtes intermédiaires (LOSSON et

BOURDOISEAU, 2000).

Il faut noter que la plupart des souches murines sont relativement résistantes a
la néosporose et qu’elles ne sont infectées qu’a la faveur d’'une baisse de I'immunité
provoquée par une injection de corticoides. Il en est de méme pour tous les rongeurs

possédant une compétence immunitaire normale (rats et souris) (DUBEY, 2000).
I11.6.3. Modes de transmission

Il existe deux modes de transmission de la néosporose chez les bovins : la

transmission verticale est la premiere voie a avoir été mise en évidence et c’est le mode
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de transmission principal ; et la transmission horizontale naturelle qui n’est connue que

depuis peu de temps (BERGERON et al., 2000).
I11.6.3.1. Transmission verticale ou transplacentaire

La néosporose est une maladie pouvant étre transmise de la vache a son veau au
cours de la gestation. On parle alors d’'infection congénitale, de transmission verticale

ou de transmission transplacentaire.

Ce mode de transmission semble important car plusieurs études ont révélé que
plus de 80% des meres séropositives transmettent leur infection a leur progéniture

(PARE et al., 1996).

Ce mode de transmission a ensuite été confirmé dans les conditions naturelles
par différentes études. Ainsi, la persistance de l'infection chez des génisses cliniquement
normales (a priori, contaminées suite a une infection congénitale) et la transmission a
leur progéniture ont été étudiées entre 1992 et 1995 (ANDERSON et al.,, 1997). Les

résultats de cette étude ont montré que :

- au vélage, les génisses étaient toujours infectées bien que le titre en anticorps
soit inférieur a celui de leur naissance.
- linfection par N. caninum a été transmise a leur veau. La transmission de la

néosporose peut donc se faire entre les générations successives.

D’autre part, une seconde étude, réalisée entre 1992 et 1994, a démontré qu’'un
fort taux d’anticorps chez la meére est associé avec une sérologie précolostrale positive
chez le veau. En effet, le risque d’infection congénitale est plus élevé chez un veau dont la
mere présente un fort taux d’anticorps, ou une élévation du taux d’anticorps entre le
troisieme et le huitieme mois de gestation, que chez un veau dont la mere présente un

taux d’anticorps faible ou en diminution (PARE et al., 1996).

Le diagnostic d’infection congénitale peut étre établi grace a une prise de sang
et au dosage d’anticorps anti-Neospora, chez le veau, avant la prise colostrale. un faible
taux d’anticorps chez la mere ne permet pas d’exclure une infection congénitale

(ANDERSON et al., 1997).
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L’infection par N. caninum peut ainsi se maintenir sur plusieurs générations,
dans un troupeau, avec une prévalence constante et relativement faible, sans nécessité

de dispersion de la maladie par un hote définitif (SCHARES et al., 1998).

Un risque de transmission galactogéne, entre la vache et son veau, a également
été mis en évidence, dans des conditions particulieres, par UGGLA et al. (1998), mais ce
risque n’est pas important dans la transmission de la néosporose (DAVISON et al.,

2001)
I11.6.3.2.Transmission horizontale ou post-natale

Cet autre mode de transmission a longtemps été suspecté chez les bovins. La
séroprévalence élevée dans certains troupeaux infectés ne peut pas s’expliquer par une
simple transmission verticale. La similitude entre N. caninum et Toxoplasma gondii a
permis de faire une extrapolation entre les deux parasites : I'existence d'un héte définitif
carnivore dans le cycle a longtemps été suggérée puis prouvée en deux modalités de
transmission : de ’hote définitif a '’hote intermédiaire et de ’h6te intermédiaire a ’h6te

définitif (BOUVERET, 2004).
I11.6.3.2.1. Contamination de I'hote définitif

Les enveloppes foetales, le liquide utérin et le foetus sont considérés comme
matériels a risque dans la contamination du chien (DUBEY et LINDSAY, 1996). Les
matieres virulentes par lesquelles le chien se contaminerait, contiennent des formes
tachyzoites. Aussi, la mise en évidence d’excrétion d’oocystes apres inoculation
expérimentale de chiens s’est faite avec des cerveaux de souris contenant des kystes a

bradyzoites (LINDSAY et al., 1999a).
I11.6.3.2.2.Contamination des hotes intermédiaires

La contamination des hotes intermédiaires se fait par l'ingestion d’oocystes
sporulés, a partir du milieu extérieur, comme démontré expérimentalement chez le veau
(DE MAREZ et al., 1999). La principale source de parasites identifiée aujourd’hui est le
chien, qui excrete des oocystes dans ses feces (LINDSAY et al.,, 1999a). La sporulation,
indispensable a l'acquisition des propriétés infectantes, nécessite 24 heures dans de

bonnes conditions. IIs seraient émis pendant cinqg a huit jours apres l'infection de chiens
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par ingestion de kystes tissulaires, la durée d’excrétion pouvant atteindre une dizaine de

jours (LINDSAY et al., 1999b ; MAC ALLISTER et al., 1998).
I11.6.4. Prévalence

Depuis sa découverte dans un troupeau laitier du Nouveau-Mexique, la
néosporose a été diagnostiquée dans de nombreux pays et régions d’élevages

(Tableau 7).

La néosporose est une cause majeure d’avortements dans de nombreux pays de
la planéte et plus particulierement dans les régions d’élevage intensif et industriel
notamment en Amérique du Nord (ANDERSON et al., 2000), I'Australie , la Nouvelle-
Zélande, I'Afrique du Sud, le Japon et différents pays d’Europe de I'Ouest.

Des résultats positifs ont été mis en évidence chez des bovins sans aucun
probléme d’avortement. Des études ont montré que la prévalence était plus élevée dans

les élevages laitiers que dans les élevages allaitants (DUBEY et LINDSAY, 1996).

Tableau 7: Séroprévalence des anticorps anti-N. caninum chez la vache dans différents

pays du monde.

Nombre Technique Prévalence Référence

d'animaux %
Algérie 799 IFAT 19.6 (GHALMI et al., 2012)
Argentine 173 IFAT 80.9 (MORE et al., 2009)
Brésil (Minas Gerais) 559 IFAT 91.2 (GUEDES et al., 2008)
Egypte 93 ELISA 20.4 (IBRAHIM et al., 2009)
United Kingdom 15736 ELISA 12.9 (WOODBINE et al., 2008)
Soudan 262 ELISA 10.7 (IBRAHIM et al., 2012)
Iran 285 ELISA 12.6 (FARD et al,, 2008)
USA 900 ELISA 16.7 (HOAR et al., 2007)
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I11.7. Diagnostic
I11.7.1. Epidémiologique et Clinique

Les observations épidémiologiques et cliniques permettent de suspecter la
maladie, dont la confirmation nécessite des analyses de laboratoire. Cependant, le

diagnostic clinique est tres difficile puisque les symptomes sont peu évocateurs.

Les avortements sont le signe d’appel le plus fréquent. IIs ont lieu entre trois et
neuf mois de gestation avec un pic entre cinq et six mois. IIs sont apyrétiques, sans
prodrome, sans rétention placentaire, ni complication utérine de type métrite. Lors de
I'expulsion du feetus, des glaires translucides peuvent étre observées. La vache revient
ensuite normalement en chaleurs et sa remise a la reproduction se passe bien (JOURNEL

et PITEL, 2001).

La majorité des veaux nés infectés et séropositifs avant la prise colostrale sont
en bonne santé. Cependant, certains présentent des signes nerveux (ataxie, raideur,
paralysie...) ou des déficits pondéraux et musculaires dés leur naissance, ou dans les
jours qui suivent celle-ci. D’autre part, dans un élevage infecté, le nombre de veaux mort-

nés est plus élevé JOURNEL et PITEL, 2001).

L’épidémiologie et les commémoratifs sont importants a prendre en compte.
Ainsi, si le nombre d’avortements est élevé dans une lignée donnée, la suspicion est
renforcée. Pourtant, I'avortement n’est pas systématique chez une vache infectée. On
peut observer a l’échelle d’'une vache : vache positive n’ayant jamais avorté, vache
présentant des avortements répétés ou non, ... De méme, on peut observer a I'échelle
d'un troupeau : cas sporadiques, épizootiques ou enzootiques (JOURNEL et PITEL,
2001).

Les troubles nerveux chez le veau, la mortinatalité et les avortements ne sont
pas pathognomoniques de la néosporose ; d’ou l'intérét d’'un diagnostic différentiel bien

réfléchi.
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I11.7.2. Expérimental

Face a la difficulté de poser un diagnostic de certitude et au nombre important
de causes possibles, que ce soit en ce qui concerne les avortements ou les troubles
nerveux du veau, le recours a l'analyse de laboratoire s’aveére indispensable a la
confirmation ou l'infirmation de la néosporose. Deux types de diagnostic peuvent étre
effectués : le diagnostic direct qui vise a mettre en évidence les différentes formes
parasitaires de N. caninum et le diagnostic indirect qui lui, met en évidences les témoins

de I'infection (anticorps).
I11.7.2.1. Méthodes directes

Les méthodes de diagnostic direct permettent de mettre en évidence des lésions
spécifiques ou le parasite lui-méme. L’anatomopathologie, l'isolement sur culture
cellulaire, l'inoculation et I'amplification génique sont les méthodes utilisées. Les

avantages et les inconvénients de ces méthodes sont cités dans I'annexe 3.
I11.7.2.1.1. Anatomopathologie

Il n’existe aucune lésion macroscopique spécifique de néosporose. Le foetus peut
parfois présenter des lésions de type inflammatoires ou dégénératives dans le cerveau,
le coeur ou les muscles squelettiques. Ces lésions se présentent sous forme de foyers
blancs pales sur les muscles ou de minuscules foyers de nécrose dans l'encéphale

(DUBEY, 1999b).

D’autres protozoaires tels que Sarcocystis spp. Provoquent le méme type de
lésions. Le diagnostic de certitude de l'infection repose sur la mise en évidence du
parasite lui-méme, d’anticorps spécifiques ou d’ADN spécifique de N. caninum (JENKINS
etal., 2002).

I11.7.2.1.2.Histologie

Les tissus sont fixés dans du formol puis inclus dans de la paraffine et des
sections de 4 a 5 pm sont réalisées. Une coloration classique a ’hématoxyline et a

I’éosine permet de visualiser les lésions éventuellement présentes, a un grossissement
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de x 200 (BARR et al., 1990). Le cerveau et le muscle cardiaque sont les prélévements

de choix pour rechercher le parasite chez le foetus et le veau.

N. caninum peut étre a l'origine, chez le feetus, d’'une encéphalomyélite non
suppurative, multifocale, avec infiltrat cellulaire, prolifération gliale et
occasionnellement, des calcifications. L’observation d'un foyer central de nécrose
entouré par des cellules inflammatoires gliales ou mononuclées serait trés évocatrice
d’encéphalite a N. caninum (DUBEY, 1999b).Cette méthode possede l'avantage d’étre
facile a mettre en ceuvre dans les laboratoires, d’étre peu coiiteuse et de permettre la

visualisation directe des parasites.

Les tachyzoites généralement difficiles a voir sur des coupes ordinaires car ils
sont souvent morts, en faible nombre et difficilement identifiables. Les kystes tissulaires
ne sont que tres rarement observés par cette technique (DE MEERSCHMAN et LOSSON,
1998b).

Par conséquent, I'histologie n’autorise pas un diagnostic de certitude en ce qui
concerne la néosporose, mais elle permet d’établir une suspicion qui pourra étre
confirmée ou infirmée par l'immunohistochimie. Cependant, certains travaux

considerent I'histologie comme une méthode de référence (LINDSAY et DUBEY, 1989a).
I11.7.2.1.3. Immunohistochimie

L'immunohistochimie est un examen complémentaire de I'histologie, qui permet
géneéralement un diagnostic de certitude de I'infection par N. caninum. Cette méthode de
diagnostic reposant sur la détection d'antigénes dans les tissus au moyen d'anticorps
couplés a un fluorochrome (immunofluorescence directe) ou a une enzyme (méthodes
immunoenzymatiques) (KAMGA WALADJO, 2008). Cette technique est utilisée sur des
coupes de cerveau, de cceur et de foie (WOUDA et al., 1997a).

La plupart des anticorps disponibles sont polyclonaux et obtenus par
immunisation d'animaux par des tachyzoites (GONZALEZ, 1999 ; BARR, 1991) . Ainsi,
de faibles réactions croisées ont été observées avec Toxoplasma gondii (BARR, 1991).
En revanche, aucune réaction croisée n’'a été observée avec Sarcocystis cruzi

(GONZALEZ, 1999).
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Pour pallier cet inconvénient, des anticorps monoclonaux ont été mis au point.
Ces anticorps monoclonaux ont été utilisés pour 'identification de N. caninum dans des
coupes de cerveau de souris (COLE, 1993) et le tissu cutané de chien (PEREIRA-BUENO,
2003). Bien que l'immunohistochimie ait toujours été considérée comme Ia
méthode de référence dans le diagnostic de la néosporose, 'immunomarquage
manque de sensibilité (RAMZI, 2007) .Ainsi, la génétique moléculaire a rapidement

été développée pour l'identification de N. caninum.
I11.7.2.1.4. Outil de génétique moléculaire

Les techniques de génétique moléculaire développées a des fins diagnostiques
en routine consistent essentiellement en une amplification par Polymerase Chain
Reaction (PCR) de I'ADN parasitaire, a partir d’'amorces nucléotidiques, et grace a

I'action d'une enzyme : la Taq polymérase.

Les brins d’ADN sont préalablement extraits mécaniquement et chimiquement
des tissus feetaux et dénaturés par traitement thermique. Plusieurs cycles de type
dénaturation - amplification sont effectués et les produits sont détectés par

électrophorese.

La sensibilité et la spécificité de la technique sont alors un atout en raison de la
mise en évidence d’une réaction positive avec peu de tachyzoites dans du sang total /
liquide amniotique (HO, 1996), sérum (MCINNES, 2006) ou dans le cerveau (ZHANG,
2007).

Par ailleurs, les techniques quantitatives (technique d’amplification en
temps réel) ont l'intérét de mettre en évidence, la quantité d’ADN amplifiée et

d’estimer la quantité de parasite présent dans I'échantillon (MULLER, 2002).
I11.7.2.1.5. Isolement sur culture cellulaire et inoculation

La technique de culture cellulaire est en général utilisée lors
d’expérimentations, dans le cadre de la recherche sur N. caninum, et non dans la

pratique diagnostique courante (MARQUER et CHERMETTE, 2000).
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N. caninum a été initialement cultivée in vitro sur des cellules endothéliales et
monocytes de bovins (DUBEY et al,, 1988b). Puis, de nombreux autres types cellulaires
ont été utilisés (cellules Vero, fibroblastes humains,...). Seuls les tachyzoites ont été
cultivés et peuvent conserver leurs pouvoir infectieux chez la souris aprés huit ans

de culture cellulaire (DUBEY et LINDSAY, 1996).

L’'inoculation se fait a des souris immunodéprimées et les symptomes
apparaissent alors chez ces rongeurs. L’'inoculation se fait soit par voie sous-cutanée,
soit par voie orale, soit par voie intra-péritonéale (LINDSAY et DUBEY, 1990b).
Toutefois, un minimum de deux mois est nécessaire pour confirmer un résultat (KAMGA

WALADJO, 2008).
II1.7.2.2.Méthodes indirectes

Les méthodes indirectes sont basées sur le résultat de sérologie mettant en
évidence des anticorps témoins d’une infection a N. caninum dans le sérum, le plasma, le
lait maternel et les eaux feetales. Plusieurs types de tests sérologiques ont été
développés notamment I'immunofluorescence indirecte (IFI), les méthodes
immunoenzymatiques (ELISA), la réaction d'agglutination directe et le western blot. Les
Avantages et les inconvénients de ces différentes techniques sont présentés dans

I'annexe 4.
I11.7.2.2.1. Indirect fluorescent antibody test (IFAT)

Immunofluorescence indirecte (IFI) ou indirect fluorescent antibody test (IFAT)
sur lame a été la premiere technique utilisée pour mettre en évidence les anticorps anti-
N.caninum chez le chien (LINDSAY et al., 1999a), puis le test a été développé chez de
nombreuses autres especes : le renard, le chat, les bovins, les ovins, les caprins, les
chevaux, les rongeurs et les singes (BJORKMAN et UGGLA, 1999). L'IFI reste le test de
référence de part sa sensibilité et sa spécificité. Par ailleurs, elle facilite I'étude de

I'efficacité des autres tests disponibles (KAMGA WALADJO, 2008) .

La méthode consiste a mettre en contact, des tachyzoites de culture fixés sur des
lames avec le sérum a tester a différentes dilutions ; puis, apres rincage, a révéler les

éventuels anticorps spécifiques fixés sur les antigenes du parasite, avec des anticorps de
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I'espéce d’origine marqués a la fluorescéine. Les lames sont ensuite lues au microscope a

fluorescence (Figurel7).

Visualisation d’une fluoresence au
microscope optique

Anticorps anti-bovin marqué ala ——p
Fluorescéine

-
Anticorps recherchés dans le sérum———————»a I
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antigénes de surface

Figure 17 : Principe de la technique de détection des anticorps anti-N. caninum par

immunofluorescence indirecte (PACKHAM, 1998)

Figure 18 : Immunofluorescence indirecte des tachyzoites de N. caninum d’un sérum de

bovin positif (REICHEL et DRAKE, 1996)
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Une lame est considérée comme positive lorsque les tachyzoites présentent une
fluorescence périphérique(Figure18). Ce test a été développé pour différentes espeéces,
en particulier chez I'’espece bovine a partir de la souche de culture BPA-1 (DUBEY et

LINDSAY, 1996).

Les tachyzoites étant entiers, le test ne détecte que des anticorps dirigés contre
des antigenes de surfaces, plus spécifiques que les composants intracellulaires chez les

especes du groupe des Apicomplexa (PACKHAM, 1998).

Cependant l'infection expérimentale de différents hotes a montré qu'il existait
parfois une faible réaction croisée avec d’autres coccidies, en particulier avec
Toxoplasma gondii (DUBEY et LINDSAY, 1996). Dans ce cas, seul une fluorescence
apicale non spécifique est observée (PARE et al, 1995). Ainsi, linterprétation
appropriée du test repose sur la différenciation de la fluorescence apicale et de la

fluorescence du parasite entier.
I11.7.2.2.2. Séro-Agglutination directe ou direct agglutination test DAT

Le test utilisé pour la détection d’antigenes de N. caninum découle de la
technique d'agglutination directe validée pour Toxoplasma gondii (DESMONTS et
REMINGTON, 1980). Le principe de ce test repose sur le fait qu'une agglutination est
observée lorsque des antigenes spécifiques des tachyzoites traités au formol sont mis en

contact avec des anticorps spécifiques.

La méthode d’agglutination directe a été adaptée pour N. caninum avec l'isolat
canin Nc-1(souche de N. caninum isolée chez les carnivores et conservé en culture)
(ROMAND et al., 1998) et avec l'isolat bovin BPA-1 (souche de N. caninum isolée chez
les bovins et conservée en culture) (PACKHAM et al., 1998). 1l n'a pas été rapporté de

différence antigénique entre les souches d'origine bovine et canine (HEMPHILL, 1999).

Les sérums testés sont traités au2-mercaptoéthanol (2-ME) pour détruire les
IgM. A la différence du test d’agglutination utilisé pour le diagnostic de la toxoplasmose
dans lequel un taux d’IgM est calculé en comparant le sérum non traité au sérum traité

au 2-ME, le test de séro-agglutination mis au point pour le diagnostic de la néosporose
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détecte les immunoglobulines (IgG), signes d’une conversion sérologique ancienne

(KAMGA WALADJO, 2008).

La comparaison de la méthode d’agglutination directe a celle de
I'immunofluorescence indirecte a montré que la sensibilité et la spécificité des tests sont
comparables (BJORKMAN et UGGLA, 1999). Toutefois, une moindre sensibilité a été
décrite dans une étude de séroprévalence canine utilisant les deux techniques (ORTUNO

etal., 2002).

Le DAT est considéré comme spécifique de N. caninum car aucune réaction
croisée n’a été trouvée avec les parasites proches, tels que Toxoplasma gondii,

Hammondia spp. et Sarcocystis spp. (PACKHAM et al, 1998 ; ROMAND et al., 1998).
111.7.2.2.3. Méthodes immunoenzymatiques ou ELISA

Le principe de la technique ELISA est de mettre en incubation des antigenes de
N. caninum avec les anticorps sériques de l'animal a tester. Ensuite, un conjugusé,
spécifique de l'anticorps couplé a une enzyme, ainsi que son substrat, sont ajoutés
successivement (des lavages successifs sont réalisés apres I'ajout de chaque composé)

(BJORKMAN et UGGLA, 1999).

La lecture se fait par I'observation d'un changement de coloration suite a une
réaction enzymatique. La réaction enzymatique est parfois stoppée et la lecture du
résultat se fait par mesure de la densité optique au spectrophotometre. Le résultat est

directement donné par un analyseur (BJORKMAN et UGGLA, 1999).

Deux types d'ELISA ont été développés pour la détection des anticorps anti-N.

caninum. Il s’agit d’'un ELISA «indirect» et d'un ELISA «compétitif» :

- IELISA «indirect» en microplaque, des antigenes sont fixés au fond des puits.
Le sérum de l'animal a tester est déposé dans un puit puis, la réaction
antigéne-anticorps est révélée a l'aide d'un conjugué (anti-immunoglobuline
de l'espece a tester liée a une enzyme révélée a l'aide d'un substrat
chromogene).

Les antigenes bruts du parasite ainsi que des mélanges d'antigenes

intracellulaires et de surface peuvent étre utilisés. Cependant, il semble que la
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présence d'antigenes internes augmente le risque de réaction croisée avec
d'autres Apicomplexas, et que l'utilisation d'antigenes de surface seuls

améliorerait la spécificité (HULDT, 1981).

Afin de limiter l'exposition des antigenes internes, plusieurs stratégies ont
été développées. Il s’agit de la fixation de tachyzoites entiers (WILLIAMS et
al, 1997), de lincorporation des antigenes membranaire de N. caninum
dans des iscoms (immunostimulatory complex) (BJORKMAN et LUNDEN
,1998), de I'utilisation d’antigenes recombinants (LALLY et al., 1996) et de
la purification suivie de I’enrichissement de la préparation antigénique par
capture de l'antigéne par un anticorps monoclonal (DUBEY et al., 1997). Par
ailleurs, la spécificité du test peut étre accrue par substitution du conjugué

polyclonal par des anticorps monoclonaux (WILLIAMS et al., 1997).

- TELISA compétitif, son principe repose sur la compétition entre la
fixation des anticorps éventuellement présents dans le sérum et un anticorps
monoclonal dirigé contre un épitope de l'antigéne fixé dans le puits. Cet
anticorps monoclonal peut étre couplé a une enzyme, ou alternativement, il
peut étre reconnu par un conjugué anti-immunoglobuline de l'espece
productrice (le plus souvent la souris). Ces techniques s’aveérent plus

spécifiques que les ELISA indirects (BJORKMAN et UGGLA, 1999).

I11.7.2.2.4. Western blot

Cette technique consiste a faire migrer des antigénes par électrophorese sur gel
de polyacrylamide puis de les transférer (électro transfert) sur une membrane de
nitrocellulose. Apres avoir inhibé les sites de liaison non spécifiques, les membranes
sont incubées dans le milieu pour lequel d’éventuels anticorps sont recherchés. La
liaison antigene-anticorps est ensuite révélée par un conjugué (anticorps couplé a une

enzyme) et un substrat de révélation.

Cette technique est tres fiable, permet de détecter des anticorps mais aussi de
caractériser des antigenes inconnus avec des anticorps connus(KAMGA WALADJO,

2008). Cependant la lourdeur de sa mise en place rend son utilisation difficile en
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routine. Ainsi, de part sa spécificité et sa sensibilité, le western blot pourrait étre utilisé
comme outil de diagnostic complémentaire pour le sérodiagnostic des infections a N.

caninum (STAUBLI, 2006).

Le western blot est plus sensible que les méthodes immunofluorescences et
immunoenzymatiques lors de la recherche des anticorps anti-N. caninum dans les eaux

feetaux (SONDGEN, 2001) et dans du lait (SOTIRAKI, 2008).
I11.7.2.3.Interprétation des résultats de sérologie

Chez les animaux vivants, seuls les diagnostics sérologiques peuvent étre
effectués. Le probleme est donc de savoir comment les utiliser pour avoir un maximum

de certitude quant au diagnostic.

Un résultat sérologique est pratique et fort intéressant sur un animal ayant
avorté mais plusieurs auteurs s’accordent pour dire qu'une unique sérologie positive ne
signifie que peu de chose : I'animal est porteur du parasite mais ce n’est pas forcément
lui ou lui seul, qui est a 'origine de 'avortement (ANDERSON et al., 1994 ; DUBEY et al.,
1997 ; ANDERSON et al., 2000 ; MCALLISTER et al., 2000).

D’autre part, on peut observer parfois des phases de masquage des anticorps
notamment en péripartum. Ainsi, lorsqu’on fait une enquéte épidémiologique dans un
cadre d’avortement, il faut effectuer deux prélévements a 21 jours d’intervalle minimum
pour mettre en évidence une séroconversion éventuelle (DUBEY et LINDSAY, 1996 ;

STENLUND et al., 1999 ; MC ALLISTER et al., 2000).

Dans les élevages atteints de néosporose, on ne connait pas de facon certaine s’il
y a une relation entre forte prévalence de l'infection et fort taux d’avortement. Toutefois,
les animaux séropositifs ont en moyenne 3 a 5 fois plus de risque d’avorter que des

animaux indemnes (PARE’ etal, 1997 ; WOUDA et al,. 1999).

Chez le feetus, les méthodes de diagnostic directes sont a privilégier, les
résultats donnés par la sérologie ayant un niveau de certitude trop faible (WOUDA et al,

1997b).
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En pratique, un diagnostic de certitude ne devrait étre posé que lorsque des
lésions correspondant a une atteinte par un parasite de type protozoaire sont visibles a
I'examen histologique et que, N. caninum est reconnue par immunohistochimie ou par
PCR. Dans ce cas, une sérologie dans une méme ferme peut étre considérée comme

diagnostic, qu’elle soit faite sur un feetus ou sur une vache (OTTER et al., 1997).

La sérologie prend tout son intérét lorsqu'on se place dans un contexte
épidémiologique. Elle est trés utile pour mener a bien des études de séroprévalence.
Dans ce cas les résultats auront une bonne précision si on interprete a l'échelle du

troupeau (PARE et al., 1998).

Une seule sérologie ne signifie rien sur un animal ayant avorté (cf. supra).
Lorsqu’on dispose des pieces de l'avortement, on doit effectuer en méme temps un
diagnostic direct soit sur 'avorton, soit sur le placenta. Le placenta contient beaucoup
moins de tachyzoites que 'avorton : la valeur de ce premier échantillon est donc moins

bonne (BERGERON et al., 2001).

D’autre part, le contexte épidémiologique que constituent les circonstances de
I'avortement, et le nombre de ceux-ci sont autant d’indices qui font plus ou moins
suspecter la néosporose. Ainsi le nombre d’avortements dans I'élevage, son statut
sanitaire vis-a-vis des maladies infectieuses, les signes cliniques associés a 'avortement,
I'age des avortons doivent étre recueillis pour mieux préciser le contexte de

I'avortement (PAYOT, 2002).

De nombreux laboratoires de diagnostic qui ont fait entrer la néosporose dans
le diagnostic différentiel des avortements tiennent compte de ces difficultés
d’interprétation. Ainsi, en France, dans de nombreux laboratoires départementaux et
GDS (Groupement de Défense Sanitaire), on suspecte fortement la responsabilité de N.
caninum (sérologie positive) lorsque les recherches des autres agents d’avortement sont
négatives (BERGER 1999 ; MOREAU, 2000).Cependant, N. caninum semble pouvoir
induire 'avortement en coopération avec d’autres pathogenes tels que le virus BVD

(BJORKMAN et al., 2000).
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I11.8. Pronostic

Le pronostic est toujours grave dans la mesure ou la lutte est difficile et les
résultats aléatoires. Par ailleurs, du fait de I'absence de traitement spécifique multi -

espece, la néosporose est responsable :

- d’avortements ;

- de mortalités néonatales ;

- de la baisse des performances de reproduction des animaux (allongement de
I'intervalle entre naissances, augmentation du nombre d’insémination pour
une gestation, retard de la mise a la reproduction des animaux)

- delabaisse de la production laitiere ;

- duretard de croissance et la baisse de la valeur marchande des animaux.

- delaréforme anticipée des animausx.
I11.9. Lutte contre la néosporose

En cas de diagnostic de néosporose, le traitement peut étre envisagé et au sein
du troupeau, des mesures pourraient étre envisagées pour éliminer la circulation du

parasite.
I11.9.1. Traitement de la néosporose

A ce jour, il n'existe aucun traitement systématiquement efficace contre la
néosporose (PITEL et al., 2010). L’approche thérapeutique a été calquée sur celle de la
toxoplasmose. L’efficacité des molécules a été prouvée sur des tachyzoites in vitro
(LINDSAY et al., 1996b) , puis des études in vivo ont porté sur des modeles de souris, de

chiens et de bovins.
I11.9.1.1. In vitro

La plupart des molécules n’ont actuellement été testées qu’in vitro (LINDSAY et
al, 1994; KIM et al, 2002 ; GUPTA et al, 2002) dont la triméthoprime, la
pyriméthamine, le décoquinate, le lasalocid/monensin, le nitazoxanide, le toltraruril, le

ponazuril et certains thiazolides (DARIUS et al., 2004 ; ESPOSITO et al., 2005)
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Une molécule active contre la coccidiose aviaire, le décoquinate, n’agirait que
sur les parasites intracellulaires et non sur les formes extracellulaires (LINDSAY et al.
1997). Un anticoccidien, dérivé de la pharmacopée végétale traditionnelle chinoise,
I'artémisine, entraine une compléte élimination du parasite in vitro a la concentration de
10 a 20 pg/ml (KIM et al, 2002). Des extraits alcooliques d’herbes meédicinales
asiatiques, autrefois utilisées comme anti parasitaires en médecine humaine, ont aussi
montré une activité in vitro contre N. caninum (YOUN et al. 2003 ; 2004). La dépudécine
(0,5 mg/ml) posséderait aussi des propriétés anti-Neospora in vitro (KWON et al.,
2003).

I11.9.1.2. In vivo
I11.9.1.2.1. Souris

Ces dernieres années, des résultats encourageants ont été obtenus chez la souris
avec le toltrazuril (GOTTSTEIN et al,. 2005; STROHBUSCH et al,. 2009). Le toltrazuril,
le ponazuril, la sulfadiazine et I'amprolium ont inhibé la formation des Ilésions
cérébrales chez des souris infectées par N. caninum( AMMANN et al, 2004 ;
GOTTSTEIN et al., 2005)

111.9.1.2.2.Chien

Les sulfamides, la pyriméthamine, le toltrazuril et laclindamycine ont été
prescrits a des chiens infectés par N. caninum présentant ou non des signes cliniques

(DUBEY et al., 2007) .

Bien que ces moyens thérapeutiques aient présenté une certaine efficacité, le
pronostic n’a toujours pas été favorable. Il dépend de la rapidité d’apparition des signes
cliniques et du délai séparant I'apparition des signes cliniques et le début du

traitement spécifique.
111.9.1.2.3.Bovins

Le décoquinate, le toltrazuril, la Sulfadiazine-Triméthoprime ont été testés chez

des bovins. Le décoquinate est un anticoccidien non antibiotique actif dés le premier
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stade de l'infestation par les coccidies. Il est prescrit pour la prévention des coccidioses

chez le veau (0,5mg/kg) et chez I'agneau (1mg/kg) (KAMGA WALADJO, 2008).

Chez la vache, le décoquinate utilisé a la dose de 1 a 2 mg/kg pendant 2 mois a
partir du 4¢me mois de gestation, il réduit la transmission placentaire ainsi que le taux
d’avortement a N. caninum (JOURNEL et al., 2000 ; JOURNEL et PITEL, 2001 ; BARICCO
etal, 2002). 11 est prescrit pour la prévention des avortements chez la génisse et chez la
vache allaitante. Le temps d’attente est nul pour la viande et les abats. Néanmoins, du
faite de I'absence d’un dossier sur les résidus dans le lait, il n’est pas recommandé chez

la vache laitiére.

Le toltrazuril - sulfone, actif contre Toxoplasma, Sarcocystis et Theileria, a traité
(20mg/kg pendant 6 jours a partir du lendemain de linfection) des veaux

expérimentalement infectés par N. caninum (KRITZNER, 2002).

Un protocole associant la Sulfadiazine-Triméthoprime (20mg/kg) au Toltrazuril
(20mg/kg) a considérablement réduit le taux d’animaux séropositifs (de 68% avant
traitement a 0% apres traitement) et le taux d’avortement (de 188 avortements avant le
traitement a 9 avortements un an apres le traitement) dans des élevages fortement

infectés (CUTERI, 2005).

La thérapeutie proposée blanchit les animaux, réduit la transmission verticale
ainsi que le taux d’avortements dans le cheptel. En effet, ces molécules sont actives sur
les tachyzoites circulants et n’ont aucun effet sur les bradyzoites enkystés dans les tissus

des hotes de N. caninum (DUBEY et al., 2007).

Le traitement de la néosporose est un colit supplémentaire en conduite
d’élevage. C’est pourquoi, il convient de prévenir la survenue de la néosporose en

détruisant le parasite partout ou il se trouve.
I11.9.2. Prophylaxie
I111.9.2.1. Prophylaxie médicale

La prophylaxie médicale repose essentiellement sur la vaccination. Le colt du

traitement ainsi que la faculté des protozoaires a développer des résistances aux
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molécules thérapeutiques ont incité les chercheurs a proposer des protocoles vaccinaux

(DUBEY et al,, 2007 ; INNES et al.,2006).

Un vaccin a base de tachyzoites tués (testés avec plusieurs adjuvants) a
provoqué une réponse humorale chez les bovins. Ce vaccin possede une parfaite
innocuité (ANDRIANARIVO et al. 1999), mais ne confére aucune protection contre la
transmission verticale aux animaux vaccinés (ANDRIANARIVO et al. 2000).

Un vaccin commercial a base de tachyzoites tués (Neoguard®, Intervet) a été
évalué sur des vaches laitieres au Costa Rica (ROMERO et al., 2005). Les résultats
indiquaient une diminution de moitié d’avortement dans le groupe vacciné (11%) par

rapport au groupe contréle (21%).

Un vaccin recombinant peut étre utilisé a base de peptides purifiés. Des
peptides issus de I'antigéne de surface NcSRS2 semblent induire une réponse de type T

cytotoxique et Th1 chez la vache Holstein (STASKA et al., 2005).

Quoi qu'il en soit, le vaccin doit contenir des antigenes importants pour la survie
du parasite. Ceux-ci incluent des antigénes de surface (NcSAg1, NcSRS2) et des antigenes
des trois types d’organelles sécrétoires : les micronémes, les rhoptries et les granules
denses (GHALMI, 2011a). Si on considere la complexité de la biologie de N. caninum, il
est peu probable d'induire une réponse immunitaire protectrice avec un seul antigéne

(INNES et al., 2002).

La vaccination n’est donc encore qu’a I'état d’expérimentation et la fabrication
d’un vaccin efficace et d’utilisation sécurisée nécessite, a I’heure actuelle, des recherches

plus approfondies, notamment dans la connaissance antigénique concernant N. caninum.
I11.9.2.2. Prophylaxie Sanitaire

Le manque de connaissances actuelles et I'absence de vaccin ou de molécules
préventives contre N. caninum, rend le seul moyen d’éviter ou d’éliminer la maladie est
la mise en place de mesures sanitaires. Ces mesures se décomposent en mesures
défensives et offensives. Elles sont en général fondées sur la connaissance des cycles

parasitaires et des données épidémiologiques.
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I11.9.2.2.1.Mesures défensives

Les mesures défensives visent a éviter I'infection d’'un cheptel. Elle consiste en la
prévention de la transmission horizontale dans un troupeau. Des mesures simples et

peu onéreuses ont été proposées. Il s’agit :

de limiter I'accés des chiens et de tout autre animal aux aires de stockages et de
distribution des aliments (ANDERSON et al., 2000 ; DUBEY et al., 2007)

- de lutter contre les rongeurs et d'éviter la présence d'oiseaux sauvages dans les
locaux d'élevage et de stockage des aliments (DIJKSTRA, 2002a; DIJKSTRA,
2002b; DUBEY et al., 2007)

- de distribuer de I'aliment sans moisissure au troupeau ;

- d’éviter I'abreuvement des animaux dans les cours d’eaux (OULD-AMROUCHE,
1999)

- d’introduire des animaux en bonne santé apres une quarantaine dans un cheptel

(PITEL, 2010).

Ces mesures s’averent efficaces. Néanmoins, la présence des oocystes sporulés

de N. caninum dans le sol, 'aliment et I’eau de boisson rendent cette approche difficile.
I11.9.2.2.2. Mesures offensives

Les mesures offensives consistent a éliminer I'agent infectieux d’un troupeau ou
les animaux qui en sont porteurs. Sa mise en ceuvre doit tenir compte du mode de

contamination du cheptel.
a. Prévention de la transmission horizontale

Elle consiste a lutter contre I'infection d’'un animal sain dans un troupeau infecté

ou d’éviter la réinfection d’'un troupeau et I'éleveur devrait :

o limiter I'acceés de tout autre animal sur la litiere, les aires de stockages et
de distribution des aliments (ANDERSON, 2000);

o détruire les avortons, le placenta ainsi que la litiere contaminée (WOUDA,
2000);

o éviter l'ingestion d’avortons et du placenta par I'hote définitif .
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Des données épidémiologiques indiquent un risque accru d’infection par
Neospora caninum apres introduction d'un nouveau chien ou apres la naissance d'une
portée (DIJKSTRA, 2000; DIJKSTRA, 2001). Ainsi, la présence de chiens dans une

exploitation, demeure un facteur de risque d’infection des bovins par N. caninum
b.Prévention de la transmission verticale

La transmission verticale est la principale cause de la persistance de I'infection
dans des troupeaux (DAVISON, 1999a; HEMPHILL, 2000).La mesure de lutte
consisterait a la réforme de tous les animaux infectés. C’est la mesure la plus directe
puisque la transmission congénitale est tres fréquente et se poursuit, a priori, durant
toute la carriére de la vache. Pour des raisons financiéres et génétiques, elle semble peu
adaptée aux élevages ou une forte séroprévalence est observée (WOUDA, 2000). Ainsi, il
est judicieux de ne pas garder les veaux congénitalement infectés pour le

renouvellement du troupeau dans ces élevages (WOUDA, 2000).

Une possibilité intermédiaire est 1'utilisation d’animaux laitiers séropositifs
comme femelles reproductrices en filiére de production de veau par croisement avec des
taureaux de races allaitantes. La pérennisation de l'infection dans le cheptel est ainsi
limitée. Cette stratégie a contribué a la valorisation des femelles séropositives de haut

potentiel génétique.

Il existe aussi une voie intéressante, qui permet au vétérinaire praticien de
valoriser son conseil et son acte: la transplantation embryonnaire. L’objectif est de
transplanter des embryons de donneuses séropositives chez des receveuses
séronégatives (BAILLARGEON et al., 2001; BIELANSKI et al., 2002; LANDMANN et al.,
2002). On obtient ainsi des produits séronégatifs. Dans ces conditions de bonnes
pratiques, le lavage des embryons et I'intégrité de la zone pellucide sont primordiales

(BIELANSKI et al., 2002).

La transplantation embryonnaire représente un surcoit pour I'éleveur, mais
elle lui permet de préserver la qualité génétique de son cheptel en produisant des
animaux de renouvellement séronégatifs. La seule limite, est le risque d'une nouvelle

contamination du cheptel (les receveuses devant demeurer séronégatives) et le risque
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de contamination des produits obtenus entre leur naissance et leur mise a la

reproduction ou leur commercialisation (PITEL, 2010).

Un résumé des mesures envisageables est proposé (Annexe 5) :

Réalisation de sérologies sur tous les animaux d'un troupeau atteint.
Réalisation de généalogies de chaque lignée (= identification des couples
meres - filles) a 'aide des documents de I'élevage. Ceci prend du temps et
nécessite de se rendre chez I'éleveur.

Corrélation des deux sources d’informations. Ceci permet d’identifier si les
animaux séropositifs appartiennent a une ou quelques lignées seulement
(=transmission verticale principalement) ou s’ils apparaissent « au hasard »
dans plusieurs lignées et si, une classe d’age en particulier semble plus
touchée (=transmission horizontale principalement)

Proposition un plan de lutte adapté au mode de transmission supposé
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I. Objectifs et stratégies

La néosporose connue pour étre la cause majeure d’avortement chez les bovins
dans de nombreux pays a travers le monde y compris en Algérie. Ces avortements

constituent un réel probléme économique pour les éleveurs.

Dans des travaux antérieurs, GHALMI et al (2011b) ont montré que la présence
de bovins séropositifs dans la ferme était un facteur de risque d’avortement chez la
vache en Algérie. Cependant, chez la vache de race locale, les avortements et la
séropositivité vis-a-vis de N. caninum ne se sont pas montrés associés statistiquement,
bien que ce soit la population bovine qui s’est révélée la plus prévalence pour ce
parasite. IlIs ont émis I'hypothese d'une résistance naturelle de la race bovine locale non

pas a l'infection par N. caninum mais a son effet abortif.

Cette étude est une continuité du projet de recherche du DR GHALMI et
collaborateurs qui a pour objectif principal d’étudier 'hypothese d’une éventuelle

résistance de la vache locale infectée par N. caninum aux avortements a travers :

- En premier lieu, une étude de la séroprévalence en vue de mettre en
évidence une exposition antérieure de la vache gestante locale a N.
caninum, dans la région d’étude.

- Ensuite sur la base des résultats obtenus, deux groupes d’animaux ont été
définis : un groupe séropositif et un groupe séronégatif a N. caninum. Le
but était de réaliser une étude longitudinale permettant le suivi du statut
sérologique vis-a-vis de N. caninum et de contrdler les avortements s’ils
surviennent. Les vaches des deux groupes ont recu un traitement de
synchronisation et d'induction des chaleurs et ont été suivies durant toute

la gestation.

80



Partie Expérimentale

II. Matériel et méthodes

IL1. Etude séroépidémiologique de l'infection a Neospora caninum chez la

vache gestante de race locale
I1.1.1. Description de la région d’étude et stratégie d’échantillonnage

Notre étude a été menée sur des vaches des fermes privées appartenant aux
Daira d’El Milia, d’El Ancer et de Settara faisant partie de la wilaya de Jijel, située a 390
km a I'Est d’Alger (Figure 40). Dans cette région I'élevage bovin est dominé par la race
locale qui représente un effectif de 34288 vaches (DSV, 2012). 1l s’agit de la wilaya du
pays qui héberge l'effectif le plus important en bovin local. L’élevage bovin dans ces
fermes est de type extensif, sur des paturages naturels. En hiver, et en raison des
conditions climatiques rigoureuses, dans certaines fermes une supplémentation de son

gros et de paille est effectuée ; 'eau est disposée a volonté.

Algérie

Figure 19: Localisation des régions sélectionnées pour les prélevements
(ILLUSTARTION PERSONNELLE, 2014)
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Un questionnaire épidémiologique a été adressé a I'éleveur afin de relever si des
épisodes d’avortement ont été observés ou jamais. Ce questionnaire nous a permis aussi
de relever d’autres renseignements en rapport avec chaque individu prélevé (Annexe

6).

Soixante fermes ont fait I'objet de prélévements sanguins. Le nombre de vaches
prélevées était de 179. Parmi ceux-ci, 33 étaient des génisses et 146 vaches.
L’échantillonnage réalisé a été d’environ 0,5 % pour les vaches (n=34288) et d’environ
1% pour les fermes (DSA, 2012). 1l est a souligner que pour nos prélévements, nous

nous sommes intéressés qu’aux vaches gestantes (Tableau 8).

Tableau 8 : Nombre de vaches et fermes prélevées

Nombre de vaches Nombre de fermes
prélevées (%) prélevées (%)

El Milia 68 (37,98) 20 (33,33)

El Ancer 56 (31,28) 13(21,67)

Settara 55 (30,72) 27(45,00)

Total 179 60

I1.1.2. Collecte des prélevements et conservation

Des prélevements ont été réalisés de février a avril 2013. De I'ensemble des
individus présents dans les fermes visitées, toutes les vaches gestantes et de population
locale étaient prélevées. Apres la contention des animaux, nous avons ponctionné a
chaque fois a partir de la veine jugulaire ; 5ml de sang complet ont été récupérés dans
des tubes secs (systéme vacutainer sous vide ref: 42912). Aprés chaque prise de sang,
les vaches étaient identifiées par une boucle d’oreille numérotée. Le sérum a été isolé
par centrifugation a 4000 g pendant 10 mn. Le sérum obtenu a été conservé a -20°C

jusqu’a analyse.
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Figure 20 : Identification d'un prélévement sanguin (PHOTO PERSONNELLE, 2013)
I1.1.3. Analyse sérologique

Les analyses sérologiques des 179 sérums collectés ont eu lieu a I'Institut

National de Médecine Vétérinaire d’El Harrach (INMV).

Il s’agit d’'un ELISA de compétition basé sur l'utilisation de la protéine SRS2
spécifique de N. caninum. Ce test est commercialisé par la firme BioX (Jemelle, Belgique)

pour la détection des anticorps anti-Neospora caninum dans le sérum (Figure 21).
I1.1.3.1. Principe

Le principe de ce test consiste a mettre du sérum de l'animal testé avec
I'antigene adsorbé au fond du puits, des anticorps monoclonaux de souris dirigés contre
un épitope de I'antigéne de N. caninum et liés a la peroxydase sont ensuite ajoutés. Si le
sérum testé ne contient pas d’anticorps reconnaissant le méme épitope que I'anticorps

monoclonal, ce dernier se fixe sur I'antigene.

La réaction enzyme-substrat donne des dérivés colorés solubles en fonction de
la concentration en anticorps des sérums a tester. L'intensité de la coloration est

inversement proportionnelle au titre sérique de I'échantillon.
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La détermination de la densité optique (DO) des sérums permet de déduire la
spécificité de la réaction. A cet effet, nous avons utilisé le kit Bio-X ELISA N. caninum. Ce
kit permet de détecter les anticorps de N. caninum chez de nombreuses espéces. Par
ailleurs, cette technique évite les réactions croisées avec Toxoplasma gondii et
Sarcocystis spp, car elle est tres spécifique du fait de l'utilisation d'un anticorps

monoclonal spécifique de la protéine SRS2 de N. caninum.
I11.1.3.2. Matériel

- Plaques ELISA 96 puits a fond plat sensibilisée avec la protéine SRS2,

- Lecteur de plaques ELISA,

- Solution de lavage concentrée 20 fois,

- Tampon de dilution coloré, concentré 5 fois. Cette solution est utilisée pour la

dilution des sérums sanguins et du conjugué,

Conjugué anti-SRS2 (anticorps monoclonal anti-protéine SRS2 de Neospora
caninum couplé a la peroxydase de raifort) concentré 50 fois,
- Sérum positif et négatif,
- Solution TMB monocomposant,
- Solution d’arrét contenant de 'acide phosphorique,
- Autre matériels (Micropipettes, Embouts de pipettes, Eau distillé, Microplaques,
Béchers, Flacons de dilution, pissette...),

Incubateur de 37°C.
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Figure 21 : Composition de la trousse ELISA N. caninum BIO X (PHOTO PERSONNELLE,
2013)

I1.1.3.3. Méthode

- Tous les constituants ont été portés a température ambiante (21°C +/- 3°C)
avant la réalisation du test.

- Apres la disparaissions tous les cristaux, La solution de lavage concentrée 20
fois a été diluée dans l'eau distillée (100 ml de solution de lavage est mélangé
avec 1900 ml de I’ 'eau distillée).

- La solution de dilution concentrée 5 fois a été diluée dans I'eau distillée (10ml
de solution de dilution avec 40 ml de I'eau distillé).

- les sérums ont été dilués au 1/2 dans le tampon de dilution, la méme maniére
pour les sérums de référence.

- La microplaque a été retirée de son emballage. Les échantillons dilués et les
sérums de référence (positif et négatif) ont été distribués a raison:

e 100pl de témoin positif dans la cupule (A1),
e Ensuite, dans l'autre cupule (B1), 100ul de Témoin Négatif,
e Enfin, 100ul de sérum a analyser dans les autres cupules a raison d’'une

cupule par sérum (Figure 22).
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Figure 22 : Sérums sanguins et sérums de référence apres dilution et distribution dans

la plaque ELISA (PHOTO PERSONNELLE, 2013)

- Une fois les échantillons et les controles déposés, la plaque a été couverte et
incubé pendant deux heures a la température 37°C.

- Ala fin de l'incubation, la plaque a été vidée en le retournant brutalement au-
dessus d’'un évier et lavée trois fois avec la solution de lavage. La plaque a été
séchée en la tapant sur du papier absorbant propre de maniére a bien éliminer
tout le liquide.

- L’analyse continue par la distribution dans chaque cupule 100ul de d’anticorps
monoclonal conjugué a la peroxydase. Ce Conjugué a été au préalable dilué au
1/50 (0,4 ml de conjugué dans 19,6 ml de solution dilution). Ensuite la plaque a
été incubée 30 minutes a 37°C avec couvercle.

- Apreés l'incubation, la plaque a été vidée et lavée 3 fois avec la solution de lavage.
Le séchage de la plaque a été fait en tapant sur du papier absorbant.

- Nous avons distribués par la suite dans chaque cupule 100ul de TMB.

- Une fois de plus la plaque a été incubé pendant 30 minutes a la température

ambiante (21°C +/-3°C° et I'abri de la lumiere, sans couvrir.

86



Partie Expérimentale

- A la fin de l'incubation, nous avons distribué dans chaque cupule 50ul de
Solution d’arrét. La couleur passe de bleu au jaune (Figure 23).

- la plaque a été lue, en utilisant un filtre de 450nm a l'aide d'un
spectrophotometre.

- Apresla mesure des densités optiques des sérums positifs et négatifs (DO pos et
DO nég) ainsi que celles de tous les échantillons (DO échantillons), la validité du
test a été vérifiée selon les conditions du fabricant:

e DOnég-DO pos >0,7.
e % inh positif >50%.
e % inh positif = [(DO nég -DO pos)/DO nég]*100.

- Le pourcentage d’inhibition (%inh) pour chaque échantillon a été calculé. La
formule suivante a été appliquée toujours comme indiqué par le fabricant. Le

seuil de positivité a été fixé a 33%.

¢ % inh échantillon = [(DO nég -DO échantillon) /DO nég]*100.

Figure 23 : Plaque ELISA apres la distribution de TMB(a) et la solution d’arrét(b)
avec lecteur de plaques a droite (c) (PHOTOS PERSONNELLES, 2013)
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I1.2.Etude longitudinale sur le suivi sérologique vis-a-vis de Neospora caninum

chez des vaches gestantes
I1.2.1. Sélection des groupes d’animaux

Pour cette partie, un effectif global de 33 vaches a été mis a notre disposition
dont 15 vaches séropositives et 18 vaches séronégatives. Les caractéristiques de ces
vaches sont reprises dans le Tableau 9. Elles proviennent toutes de 12 fermes privées

situées dans la Daira d’El Milia, wilaya de Jijel (Figure 24).

Figure 24: Situation des fermes sélectionnées pour les prélevements

(ILLUSTRATION PERSONNELLE, 2014)

Les 33 vaches sélectionnées (4 nullipares, 5 primipares et 24 multipares)
présentaient une moyenne d’age de 6,61 * 2,52 ans (minimum = 2 et maximum =12), et
une note d’état corporel variant entre 2 et 3. Toutes les vaches de I'étude appartenaient

a la population locale (Brune de I’Atlas et ses variétés).
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Tableau 9 : Identification et caractéristiques des femelles de I'étude

Parité BCS

2635 6 M 2,50 9983 6 M 2,50
1381 5 M 2,00 2638 9 P 2,50
2630 2 N 2,50 1367 4 P 2,50
2637 2 N 2,50 9974 9 M 3,00
2631 10 M 2,50 0940 10 M 3,00
9960 4 P 3,00 2477 9 M 3,00
1382 4 P 2,00 9947 12 M 2,00
1384 6 M 2,00 2933 7 M 3,00
1383 6 M 3,00 1380 5 P 2,50
1371 6 M 2,00 2479 7 M 3,00
9930 8 M 3,00 2639 6 M 3,00
9927 7 M 2,50 9916 8 M 3,00
9992 9 M 2,50 2476 10 M 2,50
9965 7 M 2,50 1369 8 M 2,00
1387 8 M 2,00 2632 2 N 2,00
0935 2 N 2,00 2636 8 M 2,50
0941 6 M 3,00

N°: Numéro de la vache, Age : ans, N : Nullipare, P : Primipare, M : Multipare

I1.2.2. Synchronisation et insémination des vaches

Avant d’entamer les prélevements sanguins pour le suivi de la réponse
sérologique vis-a-vis de N. caninum des vaches gestantes, nous avons d’abord procédé a
la mise en gestation des vaches sélectionnées pour cette étude a travers '’ensemble des

manipulations décrites ci-apres.

Afin de choisir le traitement de synchronisation adéquat, et pour identifier la
cyclicité des femelles, un examen par palpation rectale des 33 vaches a été réalisé, il a

montré que certaines vaches étaient en ancestrus. Par la suite, un traitement de
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synchronisation a base d'implant a été appliqué, afin d’induire et de synchroniser les
chaleurs chez toutes les vaches. Le traitement de synchronisation a duré 9 jours entre la
mise en place de 'implant et son retrait. Parallelement au retrait de I'implant, I'injection
de la PGF2a et de la PMSG a été administré (Figure 25). Toutes les vaches étaient
identifiées par des boucles d’oreille numérotées. Les vaches ont été inséminées
artificiellement (IA) et systématiquement 56 h apres le retrait de 'implant (Tableau

13).

Retraitde I'implant +

250 UI Cloprosténol eCG : 500Ul
(Estrumate®)

- EPr
{-2?

Implant 3 mg Norgestomet
P & & 48h S6h

A A, A,

|
Jo 17 19 711!

Figure 25 : Protocole de traitement de synchronisation des chaleurs par

I'implant (ILLUSTRATION PERSONNELLE, 2014)
I1.2.3. Prélevements sanguins

Les prises de sang ont été réalisées chaque 15 jour pendant toute la gestation

pour toute les vaches (Figure 26).

Apres la contention, les prises de sang ont été effectuées a partir de la veine
jugulaire avec des tubes secs (systéme vacutainer sous vide ref : 42912). Les sérums ont
été récupérés apres une centrifugation de 4000 g pendant 10 min dans des tubes
Eppendorf marqués et conservés a -20 °C jusqu’a analyse. D’autres prélevements de sang

ont été réalisés sur les veaux a la naissance et avant la prise du colostrum.
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Figure 26 : Protocole des prises de sang (ILLUSTRATION PERSONNELLE, 2014)
I1.2.3. Diagnostic de gestation

Le diagnostic précoce de non gestation est réalisé par observation des chaleurs
entre le 18éme et le 25¢me jour post-insémination. Par la suite nous avons réalisé un
diagnostic de gestation par échographie entre J3s et Jeo sur les 33 vaches inséminées,
I'aide d’'un échographe portable vétérinaire (EXAGO-ECM) équipé d’une sonde linéaire

de 6 a 8 MHz ; réglée a 7,5MHz (Figure 27f).
La démarche que nous avons suivie pour le diagnostic par écographie est la suivante :

- Nous avons bien attaché les femelles, afin d’éviter d’éventuels déplacements au

cours de I'examen (Figure 27a).

- Nous avons réalisé lI'examen échographique dans un local sombre comme
proposé par KAHN (1994), et ceci pour éviter les rayons de soleil, car la lecture

de I’écran cathodique devient alors difficile.

- Nous avons utilisé un gant protecteur lubrifié pour vider totalement le rectum de
ses feces (Figure 27b); car ces dernieres avec les bulles de gaz qu’elles
contiennent empéchent la propagation des ultrasons, ceci se traduit a I'écran,

par I'apparition de bandes sombres (TAINTURIER et al., 1998).
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- Nous avons palpé ensuite les différentes parties de I'appareil génital (Figure
27c). Cette étape est primordiale : elle permet d’apprécier la position

anatomique des différents éléments de celui-ci.

- Dans un deuxiéme temps, et comme décrit par BOISSON (1992), 1a sonde est
introduite dans le rectum, nous avons utilisé une sonde linéaire, que nous avons
tenu avec le pouce dans le creux de la main, les autres doigts regroupant
I'appareil génital sous la sonde (Figure 27d, 27e). La sonde doit étre
fermement plaquée contre le plancher du rectum. Dés lors, nous avons visualisé

les différentes structures en la faisant progresser dans le rectum.

- Suite a cela, la vessie a été apercue, cette derniere est anéchogene d’'une forme en
«poire”. En faisant progresser la sonde le col de I'utérus est apercu, il se distingue
par des plis circulaires et le canal cervical apparait comme un fort écho linéaire
central. La section de la paroi utérine apparait en ton gris, avec une structure

granuleuse variable.

- La derniere étape consiste a rechercher la vésicule embryonnaire liquidienne
(donc anéchogeéne) de forme oblongue a circulaire, aux contours nets. Si la
gestation est encore plus avancée, il est possible de mettre en évidence
I'embryon sous la forme d’'une tache échogene baignant dans la vésicule

embryonnaire ou le feetus si la gestation est tres avancé (Figure 27f).
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Figure 27: FEtapes de diagnostic de gestation par échographie (PHOTOS
PERSONNELLES, 2013)
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I1.2.4. Analyse sérologique

Les analyses sérologiques des 398 sérums collectés suite a ce suivi ont eu lieu a

I'Institut National de Médecine Vétérinaire d’El Harrach (INMV).

Une technique ELISA de type indirect commercialisé par la firme IDvet (Grabels,
France) a été utilisée afin de détecter les anticorps anti-N. caninum dans le sérum

(Figure 28) et dont le principe est le suivant :

Le principe de ce test consiste a mettre du sérum de 'animal a tester avec
I'antigene adsorbé au fond du puits. Un conjugué anti-espece marqué a la peroxydase
(HRP) se fixe aux anticorps Neospora, formant un complexe antigene-anticorps-
conjugué-HRP, la réaction est révélée par une solution de révélation(TMB). La coloration
qui en résulte est liée a la quantité d’anticorps spécifiques présents dans I’échantillon a

tester.

Ce kit de diagnostic est destiné a la mise en évidence d’anticorps spécifiques de
N. caninum dans les sérums et plasmas de bovins, ovins, caprins, et canins, et laits de

ruminants. Il utilise un extrait antigénique purifié de N. caninum.

Figure 28 : Composition de la trousse ELISA N. caninum IDvet (PHOTO PERSONNELLE,
2014)
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I1.2.4.1. Matériel

- Microplaques ELISA 96 puits a fond plat sensibilisées avec I'antigéne purifié de

- N. caninum,

- Lecteur de plaques ELISA,

- Solution de lavage concentrée 20 fois,

- Tampon de dilution 2 coloré est utilisé pour la dilution des sérums sanguins et
des sérums de référence (positif et négatif),

- Tampon de dilution 3 coloré est utilisé pour la dilution du conjugué,

- Conjugué coloré concentré 10 fois,

- Controle positif et négatif,

- Solution de révélation,

- Solution d’arrét,

- Autre matériels (Micropipettes, Embouts de pipettes, Eau distillé, Microplaques,

Béchers, Flacons de dilution, pissette...).
I1.2.4.2. Méthode

- Tous les constituants ont été ramenés a température ambiante (21°C +/- 3°C)
avant 'emploi et homogénéisés par retournement ou au Vortex.

- Apres la disparition de tous les cristaux, la solution de lavage concentrée 20 fois
a été diluée dans de I'eau distillée a raison de 60 ml de solution de lavage dans
1140 ml d’eau distillée.

- Pour réduire la différence de temps d’'incubation entre les échantillons, nous
avons préparé une microplaque de 96 puits contenant 90ul de tampon de
dilution 2 dans chaque puits ensuite nous avons distribué (Figure 29a):

e 10ul du controle positif dans les cupules Al et B1,
e 10pl du contrdle négatif dans les cupules C1 et D1,
e 10pl de chaque échantillion dans les cupules restantes.
- Puis nous avons transféré dans la plaque ELISA (Figure 29b).

- Laplaque a été incubée pendant 45 minutes a température ambiante 21°C.
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- La plaque a été vidée en la retournant brutalement au-dessus d’un évier et lavée
trois fois. Dans chaque cupule, nous versons environ 300ul de solution de lavage
toute en évitant le dessechement des cupules entre les lavages.

- Ensuite nous avons distribué dans chaque cupule 100ul de conjugué concentré
une fois (Figure 30) . Ce Conjugué a été au préalable dilué au 1/10 dans le
tampon de dilution 3 (2 ml de conjugué dans 18 ml de la solution de dilution 3).

- Ensuite la plaque a été incubée 30 minutes a 21°C.

Figure 29 : Dilution des sérums dans une plaque et leurs transferts dans la plaque ELISA

(PHOTO PERSONNELLE, 2014)

Figure 30 : Dilution et distribution du conjugué (PHOTOS PERSONNELLES, 2014)
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- Apres la fin de 'incubation, la plaque a été vidée et lavée trois fois, chaque
cupule avec environ 300ul de solution.

- Nous avons distribués par la suite dans chaque cupule 100ul de solution de
révélation(Figure 31).

- Denouveau, la plaque a été incubée pendant 15 mn a une température ambiante
(21°C) et a I'abri de la lumiere.

- A la fin de l'incubation, nous avons distribué dans chaque cupule 100pul de
solution d’arrét pour stopper la réaction(Figure32).

- Les densités optiques ont été mesurées et enregistrées a 450nm a l'aide d'un
spectrophotometre.

- Apres la mesure des densités optiques des sérums positif et négatif (DO pos et
DO nég) ainsi que celles de tous les échantillons (DO échantillons), la validité du
test a été vérifiée selon les conditions du fabricant :

e La valeur moyenne de densité optique des contrdles positifs (DOcp) est
supérieure a 0.350.
(DOcp) > 0.350
e Le rapport entre la moyenne des contréles positifs (DOcp) et la
moyenne des contrdles négatifs (DOcn) est supérieur a 3
(DOcp)/ (DOcn) >3
- Ensuite, nous avons calculé le pourcentage pour chaque échantillion le
pourcentage S/P (S/P%) on appliquant la formule suivante :
S/P% = [(DO échantillion- DOcn)/ (DOcp-DOcn)]*100.
- Les échantillons présentant un S/P% :
v S/P% < 40% : Négatif
V' 40% < S/P% < 50% : Douteux
v S/P% = 50% : Positif
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Figure 31: Plaque ELISA apres la distribution de la solution de révélation (PHOTO
PERSONNELLE, 2014)

Figure 32 : Plaque ELISA pendant la distribution de la solution d’arrét (PHOTO
PERSONNELLE, 2014)

I1.3. Méthodes statistiques

Toutes les prévalences calculées ont été estimées a 95% d’intervalle de
confiance (IC a 95%). Les différences dans les proportions ont été statistiquement
analysées et comparées en utilisant le test d’'indépendance des proportions basé sur la
distribution de probabilités de X? (Yates corrected) ou test Fisher exact quand c’est
nécessaire (ZAR, 1996) afin de déterminer des différences dans les prévalences entre les
groupes. Les calculs de Chi carré sur les tables de contingence ont été réalisés grace au

site http://www.aly abbara.com/utilitaires/statistiques/khi carre.html.
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Les différences dans les prévalences ont été considérées comme statistiquement
significatives lorsque p<0,05. La puissance d’association entre la séropositivité a N.
caninum et les avortements a été mesurée par I'odds ratio (OR) ou le Risque relatif (RR)
avec calcul d’'un intervalle de confiance de 95% (IC). Les analyses statistiques ont été

menées grace au http://easycalculation.com/statistics /odds-ratio.php.

Exemple :
~ Malade  San  total  RR
Exposé A B E=A+B i ;‘E)
Non exposé C D NE=C+D (CKNE)
Total A+C B+D A+B+C+D
Taux d’exposition A/ (A+C) B/
(B+D)
Odd d’exposition A/C B/D
Odds ratio (Ax D)

(BxC)

Pour calculer l'intervalle de confiance de cette estimation, on se place sur
I'échelle logarithmique. La variance du logarithme du risque relatif (RR) ou de 'odds

ratio (OR) est approximativement:

alors l'intervalle de confiance a 95% du RR ou de I'OR en passant a

I'exponentielle,selon

1C95%(RR) = exp(InRR-1.96xy/Var(InRR)):cap(InER+1.96xy/Var (InER))
Méme chose pour '0Odds Ratio

Test de la valeur du risque relatif ou de 'odds ratio : Usuellement, on comparera la
valeur du Risque Relatif ou de I'Odds Ratio estimé a 1, afin de pouvoir conclure a

I'existence d'un risque augmenté (RR ou OR >1) ou diminué (RR ou OR <1). L'hypothese

nulle testée est : Ho : RR ou OR =1, Contre l'alternative H1: RRou OR # 1
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II1. Résultats

IIL.1. Etude séro épidémiologique de l'infection a Neospora caninum chez la

vache gestante de race locale
II1.1.1. Séroprévalence par la technique ELISA

Les résultats de cette premiere étude ont montré que 152 vaches gestantes sur
les 179 testées se sont révélées positifs a N. caninum par la technique ELISA de

compétition, ce qui correspond a une séroprévalence de 85% (Figure 33).

20 85%
80
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20 - 15%
10 -

positif négatif

Statut sérologique

Figure 33 : Pourcentages des vaches séropositives et séronégatives

Le cutt off du fabricant étant fixé a 33% ce qui signifie que tous les sérums avec
un pourcentage d'inhibition supérieur a 33 étaient considérés comme positifs.

Cependant, le degré de positivité des sérums variait comme illustré dans la Figure 34.

Nous constatons que le seuil de positivité de la majorité des animaux testés se

situe dans l'intervalle 40% a 50%.
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Négatifs Faibles moyennement Trés positifs
positifs positifs
— > 4 -
Nombre de 70 63
sérums 60
50
40
30
20
20
10 - 10
10 4
o - m H

% d'inhibitions

Figure 34: Nombre de sérums positifs en fonction du pourcentage

d'inhibition
II1.1.2. Etude cas-témoins

Un total de 60 fermes a été étudié. Sur la base d'un questionnaire
épidémiologique les fermes étaient séparées en fermes témoins et en fermes cas. Les
fermes cas sont celles ou des épisodes d’avortements étaient survenus dans les 5
dernieres années alors que les fermes témoins étaient indemnes d’avortement. Utilisant

ce critere 34 fermes cas et 26 fermes témoins ont été définies (Tableau 10).

Les sérums d'un total de 179 bovins (131 dans les fermes cas et 41 dans les
fermes témoins) ont été prélevés et analysés pour la détection d’anticorps spécifiques de
N. caninum (Tableau 10). Une ferme était considérée comme positive si au moins un

animal était séropositif.
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Tableau 10 : Caractéristiques des fermes

Statut de la ferme

Nombre de ferme

Nombre Vaches

. prélevée :
Cas 34 131
Témoin 26 48
Total 60 179

Parmi les 152 animaux positifs a N. caninum décrits plus haut, 111

appartenaient a des fermes cas et 41 provenaient des fermes témoins (Tableau 11).

Tableau 11 : Séroprévalence en fonction du statut des fermes

Ferme +

Ferme -

Séroprévalence Vache +

des fermes %

(IC 95%)

Vache -

Séroprévalence
des vaches %
(IC 95%)

o Cas 30
g

3

: Témoi 25
= R

sy

- Total 55
3}

)

7]

88,24
(77,4-99,07)
96,15
(88,8-100)
91,67
(84,7-98,66)

111

41

152

20

27

84,73
(78,6-90,89)
85,42
(75,4-95,4)
84,92
(79,9-90,16)

Aucune différence significative n’a été mise en évidence (p>0,05) entre la

séroprévalence obtenue chez les animaux des fermes cas et celle des animaux issus des

fermes témoins.
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Tableau 12 : Cas-témoin au niveau des fermes

Séropositives

Séronégatives 4 1

Total 34 26

60

Taux d’exposition(%) 88 96

Risque ratio
p=0,13

0,7 (0,41 - 1,12)

0dd 7,5 25

' 0dds Ratio (IC 95%)

p=0,3

0,3 (0,03 - 2,86)

Les résultats de l'étude cas témoin au niveau des fermes (Tableau 11)

montrent que le risque relatif et I'odds ratio ne sont pas significativement différents de 1

(p>0,05). Par conséquent, le fait que la ferme héberge des animaux séropositifs n’est

pas lié au fait que ces fermes connaissent ou non des épisodes d’avortement.

Tableau 13: Cas-témoin au niveau individuel

Vaches prélevés Dans les fermes Dansles fermes  Total
~ Cas Témoins

Séropositives 111 41 152

Séronégatives 20 7 27

Total 131 48 179

Taux d’exposition (%) 84,7 85,4

Risque ratio 0,98 (0.77-1.26)

p=0,9
Odd 5,55 5,86
Odds Ratio 0,95 (0.37- 2.41)

p=0,9
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Les résultats de l'étude cas-témoin au niveau des animaux (Tableau 13)
indiquent que le risque relatif et 'odds ratio ne sont pas significativement différents de
1. Il en résulte qu'’il n'y a pas d’association entre la séropositivité pour N. caninum et le
fait d’appartenir a une ferme ayant connu des cas d’avortement. En conséquence, nous
n’avons pas pu mettre en évidence de lien entre la séroprévalence et les avortements

pour les vaches de race locale.
I11.1.3. Etude des facteurs de risque

A travers I'analyse d'une série de facteurs pouvant étre associés statistiquement a
la séropositivité des vaches vis-a-vis de N.caninum, nous nous sommes intéressés dans
un premier temps aux vaches ayant déja subi un avortement. L’idée est de vérifier si la
séropositivité a N. caninum serait un facteur de risque d’avortement chez la race locale

(Tableau 14).
II1.1.3.1. Avortement

Parmi les 179 vaches prélevées, 46 ont subi au moins un avortement au courant de
leur vie de reproduction. L’analyse par un test d'indépendance (Chi carré) montre qu'’il
n'y pas d’association significative entre le fait que la vache ait avorté ou non et la

séropositivité (p>0,05) (Tableau 14).
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Tableau 14. Analyse des facteurs de risque

Séroprévalence | Valeur P
0,
Facteur Catégories | Effectifs (%) | Négatifs | Positifs (%)

Vavr 46 (25,70) 4 91,30

Avortement NS
Vnavr 133 (74,30) 23 110 82,71
(0,16)
Total 179 27 152
<3 21(11,73) 3 18 85,71
age (ans)  RE3 109 (60,89) 18 91 83,49 NS
>7 49 (27,37) 6 43 87,76 (0,78)

Total 179 27 152

1-3 91(50,84) 16 75 82,42

Stade ~ de pE3 33(1844) 6 27 81,82 NS
gestation

(mois) 7.9 55(30,73) 5 50 90,91 (0,33)

Total 179 27 152

|

N 32(17,88) 7 25 78,13

P 38(21,23) 5 33 86,84 NS

M 109 (60,89) 15 94 86,24 (0,49)

Total 179 27 152

H

P : probabilité résultant du test de chi carré, NS : Non significatif, Vawr.vache ayant avortées, Vaavr:
vache n’ayant jamais avortées,, N : Nullipare, P : Primipare, M : Multipare

111.1.3.2. Age

Nous avons étudié l'effet de 1'dge des vaches, en utilisant une classification en
fonction de la classe d’age (<3ans ; 3-6 ans; 7 et plus) (ROMERO et al., 2002). Les
résultats (Tableau 14) indiquent qu'’il n'y a aucune association significative entre I'age

de I'animal et la séroprévalence (p>0,05).
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I11.1.3.3. Stade de gestation

Pour les 179 vaches nous avons voulu vérifier si le stade de gestation influencait
sur la séropositivité pour N. caninum. Les résultats statistiques indiquent (Tableau 14)

qu’il n’y a pas d’association entre le stade de gestation et la séropositivité (p>0,05).
111.1.3.3.4. Parité

Nous avons voulu vérifier si la parité influencait sur la séropositivité pour N.
caninum. Les résultats du test d'indépendance indiquent (Tableau 14) qu'’il n’existe pas

d’association significative entre la parité et la séropositivité (p>0,05).

II1.2. Etude longitudinale de la réponse sérologique vis a vis de Neospora

caninum chez des vaches gestantes de race locale

Nous avons préparé un total de 33 vaches pour le suivi sérologique vis-a-vis de
N.caninum (voir matériel et méthodes). Cependant, apres insémination artificielle et
diagnostic de gestation, le nombre de fécondations réussies s’éleve a 23 vaches

inséminées soit 69,7%.

Les vaches (n=10) dont I'insémination artificielle n’a pas été fructueuse, ont été

retirées de I'étude (3 vaches séronégatives et 7 vaches séropositives).
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I11.2.1. Diagnostic de gestation par échographie transrectale

Dans cette étude, 23 vaches (69,7%) ont été diagnostiquées gestantes sur 33

préparées par contrdle échographique transrectal réalisé entre ] 35 et ] 60 (Figure 35).

25 -

23

20 -

Nombre de vache
[ [
(=] 931
|

53}
|

Gestante Non Gestante

Figure 35: Nombre de fécondations réussies pour 33 inséminations artificielles

La Figure 36 ci-dessous, illustre des images échographiques confirmant la
gestation chez les 23 vaches inséminées et retenues pour notre étude. Les images

montrent des feetus agés de 35 et 60 j.
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Figure 36 : Confirmation du diagnostic de gestation par contréle échographique (Photos

échographiques des feetus agés entre j 40 et j 60) (PHOTOS PERSONNELLE, 2013).

Pour les taux de gestation (gestation réussite) et de mise bas ont été

respectivement de 53,33 % et 100% chez les vaches séropositives contre 88,32% et

100% chez leurs congéneres séronégatives (Figure 36).
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Figure 37 : Taux de gestation des vaches séropositives et séronégatives

Les résultats indiquent qu'’il y a association significative entre le taux de gestation

et la séropositivité a N. caninum (p<0,05).

I11.2.2.Suivi de la réponse sérologique vis-a-vis de N. caninum chez les vaches

gestantes

Sur les 23 vaches gestantes, les résultats sérologiques préliminaires obtenus a
J1s de gestation ont montré que 34,78% (8/23) de vaches étaient séropositives vis-a-vis

de N.caninum contre 65,21% (15/23) de séronégatives (Figure 38).
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Répartiton des vaches séropositves et
séronégatives

Figure 38 : Répartition des vaches séropositives et séronégatives

Toutes les vaches étaient individuellement suivies sérologiquement durant
toute la gestation jusqu’au vélage. Un seul avortement a été enregistré au 5¢me mois et

demi de gestation chez une vache ayant rejeté 4 feetus.

Pour les 8 vaches séropositives a N. caninum, Le degré de positivité a varié
comme suit durant toute la gestation : 3 vaches étaient moyennement séropositives avec
un degré d’inhibition se situant entre 40% et 80%, Cependant, les 5 autres étaient
fortement séropositives durant toute la gestation avec un degré d’inhibition dépassant

les 80% (Figure 39).
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Figure 39 : Variation du degré de positivité des vaches durant la période gestation

Maintenant, si on regarde le profil sérologique des 8 vaches séropositives

individuellement et a chaque période de prélévement, les résultats sont repris dans les

Figure 40, 41, 42.
Profil sérologique des 3 vaches fortement
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Figure 40 : Profil sérologique durant la période de gestation des 3 vaches

fortement séropositives.
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Pour ces 3 vaches, le seuil de positivité dépasse largement les 100% atteignant
jusqu’a 230% durant toute la période de gestation. Aucune de ces 3 vaches n’a avorté

(Figure 40).

Pour les deux autres vaches séropositives, le profil sérologique est un peu
différent de celui des vaches décrites plus haut. En effet, on constate qu’au début de la
gestation, le degré de positivité était situé entre 40% et 60% pour les vaches N° 2479 et
N° 2630 respectivement. Apres le 4¢me mois de gestation le seuil augmente
progressivement pour atteindre vers la fin de gestation un degré de 120% pour la vache

N° 2630 et 96% pour la vache N°2479 (Figure 41). Aucun avortement n’a été signalé.

profil sérologique des vaches séropositives
présentant des variations dans leurs titres en

anticorps
)
S 140 -
]
B 120 -
=
S 100
v
S 80 -
Q -
g 601 —N=2630
w40 - :
B ——N©: 2479
& 20 -
Q 0 T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
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Figure 41 : Profil sérologique des vaches séropositives (présentant des variations

dans les titres en anticorps) durant la période gestation.

Quant aux 3 vaches séropositives restantes, deux d’entre elles avaient un degré
de positivité faible a moyen durant les 7 premiers mois de gestation. Cependant, il a
commencé a augmenter progressivement durant les 2 derniers mois. La 3¢me vache (N°
2635), a montré un profil différent puisque contrairement aux autres, nous avons
remarqué que les titres en anticorps devenaient faibles et se situaient au dessous du

seuil de détectabilité entre le 4¢me et 7¢me mois de gestation. Par la suite, une nette
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augmentation a été constatée avec un degré de positivité de 170% qui reste au dessus de

100% jusqu’au vélage (figure 42). Aucune des 3 vaches n’a avorté.

Profil sérologique des 3 vaches moyennement
séropositives
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Figure 42 : Profil sérologique durant la période de gestation des 3 vaches moyennement

séropositives.

Toutes les vaches séropositives ont mis bas de veaux séropositifs (Figure 43)

cliniquement sains (Figure 44).

Profil sérologique des veaux
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Figure 43 : Profil sérologique des veaux issus de vaches séropositives avant la prise du

colostrum
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Figure 44: Photos des 8 vaches séropositives avec leurs veaux apres vélage (PHOTOS

PERSONNELLES, 2014).

Lors de ce suivi sérologique, une seule vache a avorté de 4 feetus au 5¢™e mois et
demi de gestation. Cette vache s’est révélée séronégative pendant toute la période du

suivi. Son profil sérologique est illustré dans la Figure 45.
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Figure 45 : Profil sérologique de la vache ayant avorté

La Figure 46 ci-dessous, montre la seule vache ayant avorté durant cette étude

ainsi que ces avortons.

Figure 46 : Vache ayant avorté et ses quatre avortons (PHOTOS PERSONNELLES, 2013)

D’autre part, toutes les vaches séronégatives sont restées séronégatives durant
toute I'étude (Figure 47). Elles ont vélé de veaux séronégatifs ne présentant aucun signe
clinique. Dans le groupe de ces vaches, deux naissances gémellaires ont été enregistrées

(taux de gémellité était de 14,28%).
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Profil sérologique des vaches séronégatives
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Figure 47: Profil sérologique des 14 vaches séronégatives
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IV. Discussion

N. caninum est un parasite Apicomplexa responsable de paralysie chez les
chiens et d’avortements chez la vache. Des travaux antérieurs (GHALMI et al., 2011b)
avaient montré que N. caninum était une cause d’avortement chez la vache en Algérie
mais que cet effet n’était pas de la méme intensité en fonction du type de Bétail. En effet,
chez les bovins laitiers modernes et améliorés, ils ont pu montrer une association entre
la présence de N. caninum et les avortements alors que chez les bovins laitiers locaux
bien que la prévalence de N. caninum soit importante il n’y avait pas d’association avec
les avortements. Il semblait donc que la race bovine locale était résistante a 'avortement
causé pas N. caninum mais pas a la colonisation par le parasite. Ces observations

constituaient le point de départ de notre travail.

Le faible nombre de travaux de recherche s’intéressant a la race locale « Brune
de I'Atlas » et la disponibilité des effectifs au niveau de notre région d’étude nous ont
dictés le choix de cette race. Cette race locale « Brune de I’Atlas » renferme un potentiel
génétique de rusticité avérée (adaptation aux faibles ressources alimentaires, résistance
aux maladies et aux variations climatiques) et un potentiel de production non

négligeable (AISSAOUI et al., 2003).

L’échantillonnage s’est fait dans la région de Jijel qui est riche en bovins locaux.

Nous avons pris le maximum de précaution lors de la réalisation et le transport de nos
prélevements de sang. Ce qui s’est traduit par peu de cas d’hémolyse et 'obtention de
sérum de bonne qualité. En effet, un mauvais prélevement et/ou une mauvaise
conservation des échantillons entre le terrain et le laboratoire se traduit par une
hémolyse et les sérums sont de mauvaise qualité et inutilisable pour I'analyse ELISA

(DOMBOU, 2008).
IV.1. Effectifs

Dans un premier temps, une étude séroépidémiologique a été réalisée au niveau
de 60 fermes différentes de race locale en prélevant du sang chez 179 vaches gestantes.
Si on considére le nombre de bovins étudiés, notre effectif est du méme ordre de
grandeur que celui prélevé dans une étude antérieure (n=105) par GHALMI et al

(2012), portant également sur la race locale algérienne. En Turquie, des travaux sur leur
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race bovine locale ont eu lieu sur 228 bovins (AKCA et al., 2005), quelques années plus
tard une seconde étude a été réalisée chez la méme race locale sur un échantillonnage de

132 bovins (KACAR et al,, 2012).

Quant a I’étude longitudinale, nous avons réalisé un suivi de 23 vaches de race
locale. Cet effectif méme s’il semble légérement faible (en raison de la durée de I’étude et
de la difficulté d’atteindre les bovins locaux), il reste tout de méme supérieur a celui
retenu par STENLUND et collaborateurs (1999) (n=18) pour une étude similaire a la
notre sur le suivi du profil des anticorps sériques chez des vaches naturellement

contaminées par N. caninum.
IV.2. Tests utilisés

Le test Elisa est une méthode de dépistage sérologique simple, rapide et fiable
présentant une sensibilité élevée et une grande spécificité. Il permet d’analyser un

nombre important de sérums en peu de temps.

LASRI et collaborateurs (2004) propose I'ELISA de compétition pour
remplacer d’autres méthodes d’analyses comme l'immunofluorescence indirect par
exemple. Cet avantage est lié a I'utilisation des anticorps monoclonaux. WAPENAAR et
collaborateurs (2007) abondent dans le méme sens en montrant la spécificité du test
Elisa dans le diagnostic de la néosporose et surtout en montrant la reproductibilité de

I’ELISA de compétition.

Cependant, la méthode Elisa présente I'inconvénient d’étre coliteuse et exige un
personnel qualifié pour sa réalisation. La sensibilité élevée de ce test pourrait révéler

des faux positifs.

Dans notre étude, deux types d’ELISA ont été utilisés pour la détection des

anticorps anti-N. caninum. 1l s’agit d’'un Elisa « compétitif » et un Elisa « indirect ».

L’ELISA de compétition de la firme Bio-X n’a pas encore été validée
indépendamment de la validation de la firme. Une validation par rapport a la méthode
de référence (IFAT) serait nécessaire pour comparer les résultats des deux méthodes

(GHALMI et al., 2009).
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Par contre I'ELISA de la firme IDVET a fait l'objet de plusieurs études
indépendantes dans la littérature (ALVAREZ-GARCIA et al., 2013).

IV.3. Etude séroépidémiologique

La néosporose bovine est considérée comme l'une des principales causes
d’avortement chez les bovins laitiers a travers le monde (DUBEY et al., 2006, 2007;
ORTEGA-MORA et al., 2006). Les bovins sont les plus importants hotes intermédiaires
de N. caninum (DUBEY et LINDSAY, 1996).

La séroprévalence chez le bovin varie en fonction du pays, de la région, de la taille
des échantillons, des populations animales, du type de test sérologique et de la valeur
utilisée comme seuil. Dans certains troupeaux laitiers, jusqu’a 88,8% de vaches se sont

montrées séropositives (GHALMI et al., 2007; DUBEY et al., 2007).

Dans ce travail, sur les 179 vaches gestantes de race locale étudiées, 152 (84,92%)
se sont révélées positives. Ce taux est nettement plus élevé comparé a celui de GHALMI
et collaborateurs (2012) qui ont obtenu une séroprévalence de 19,64% sur un effectif
de 799 bovines toutes populations confondues, prélevés dans d’autres régions de
I'’Algérie. Cependant, il est a préciser que ces derniers ont utilisé un autre type de test
sérologique qui est I'[FAT, ils ont touché d’autres régions du pays et sur des populations
bovines différentes. Cela étant dit, quand ils ont calculé les séroprévalences
indépendamment par population, ils ont constaté que le bovin de race locale était
significativement plus exposé a N. caninum (34,28%) par comparaison aux autres

populations BLM (16,04%) - BLA (18,64%).

Notre séroprévalence s’est montrée également supérieure a celle obtenue au
Sénégal par KAMGA-WALADJO et collaborateurs (2010) qui ont montré une exposition
significativement plus élevée chez les vaches locales semi- transhumantes (71,4%),
comparée a leurs congéneres de races exotiques (17,4%) et métisses (27,3%) en
stabulation. Par ailleurs, toujours dans la méme région et méme étude dans des
troupeaux intensifs en stabulation permanente, la séroprévalence a été
significativement plus élevée chez des vaches locales (53,3%) et métisses (25%) que

chez les races exotiques (13,4%) (KAMGA-WALADJO et al. 2010)
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Dans d’autres études, des séroprévalences plus faibles ont été rapportées. A
titre d’exemple, dans la région de Kars, principale région d'élevage en Turquie, aucune
réponse anticorps spécifiques a N. caninum n’a été détectée chez 228 vaches de races
locales ayant des antécédents d'avortement récents (AKCA et al.,, 2005). En revanche,
chez les vaches de race Simmental, ils obtiennent une séroprévalence de 8.2%, ce qui
démontre d’une présence et circulation du parasite dans la région. Ils ont en conclu que
N. caninum a été introduite dans la région par l'importation du bétail de race Simmental
et que la transmission verticale du parasite est importante dans la région (AKCA et al.,
2005).Dans la méme région, KACAR et collaborateurs (2012) ont rapporté une
séroprévalence de 7,6% sur 132 vaches de race locale étudiées. Ce taux obtenu, pourrait
s’expliquer par la transmission horizontale de N. caninum des races importées vers les

races locales par I'intermédiaire des chiens (hotes définitifs) (KACAR et al, 2012).

En revanche, des séroprévalences élevées et assez similaires a celle obtenue
dans notre étude ont déja été publiées. Citons I'’exemple de travaux réalisés aux USA par
JENKINS et collaborateurs (2000) qui ont montré par la technique Elisa, une

séroprévalence de 80% sur des vaches laitieres ayant avorté.

De méme, au Pérou, MOORE et collaborateurs (2005) ont obtenu une

séroprévalence de 62,10% chez des vaches laitieres analysées par le test [FAT.

Au Mexique, des travaux sur des vaches laitieres utilisant la technique Elisa, ont

montré une séroprévalence de 59% (GARCIA-VAZQUES et al., 2002).

La séroprévalence tres élevée obtenue chez le bovin de race locale dans la
région de Jijel pourrait s’expliquer d’'une part, par le systéme de gestion de 1'élevage
pratiqué par les éleveurs du bovin local. En effet, les vaches locales sont habituellement
élevées en mode de paturage extensif, ce qui laisse suggérer une transmission postnatale
plus fréquente. La présence permanente de chiens errants, hotes définitifs excréteurs
d’oocystes de N. caninum concoure a la contamination des paturages et des cours d’eau,
source d’alimentation et d’abreuvage des animaux. De plus, les conditions climatiques de
la région, sont en faveur d’'une sporulation et survie des oocystes de N. caninum. Par
ailleurs, le faible taux de renouvellement du cheptel, I'auto production des génisses de

remplacement et l'utilisation des femelles locales fortement infectées pour la production
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de métisses peuvent justifier cette forte séroprévalence vis-a-vis de N. caninum
(84,92%). L’influence du mode d’élevage sur la séroprévalence de cette protozoose dans

les troupeaux bovins a déja été soulignée antérieurement (BARTELS et al., 2006).
IV.4. Etude cas-témoin : avortements et séropositivité a N.caninum

Nous avons réalisé une étude cas-témoin sur 60 fermes (34 fermes cas et 26
fermes témoins).Cette étude visait a mettre en évidence un lien entre la présence
d’anticorps dirigés contre N. caninum chez les vaches locales et les avortements. Dans
cette étude, 'OR était de 0,3 (IC 95%: 0,03 -2,86) et donc pas significativement différent
de 1. Par conséquent, le fait que la ferme héberge des animaux séropositifs n’est pas lié
au fait que ces fermes connaissent ou non des épisodes d’avortement (pas de différence

entre la séroprévalence dans les fermes cas et dans les fermes témoins).

Cette absence d’association entre la séropositivité a N. caninum et la présence
d’avortement était en contradiction avec de nombreux travaux précédents réalisés dans
le monde y compris en Algérie, qui montrent que des vaches séropositives sont
probablement plus a risque d’avorter que les vaches séronégatives (VACLAVEK et al.,
2003; LOPEZ-GATIUS et al., 2004; GARCIA-VAZQUEZ et al., 2005; DUBEY et al,, 2007;
GONZALEZ-WARLETA et al, 2008; SIMSEK et al, 2008; MOORE et al, 2009;
RETEROVA et al., 2009 ; GHALMI et al., 2011b). Cependant, les résultats de notre étude
cas-témoin vont dans le méme sens que ceux obtenus par YILDIZ et al(2009). En effet,
ces derniers ont constaté que la séropositivité a N.caninum était presque deux fois plus
élevée chez les vaches n’ayant pas avorté que ceux ayant avorté (6.83% vs 13.62%) (p <
0.05). Aussi, nos résultats sont en accord avec ceux de GHALMI et collaborateurs
(2012) qui n'ont pas montré d’association statistiquement significative entre la

séropositivité a N. caninum et les avortements chez la race bovine locale.

Au niveau individuel, nous avons constaté que I'OR est de 0,95 (IC 95% :0.37-
2.41) ce qui est encore une fois en faveur d’'une non intervention de N. caninum dans les
avortements avec un taux d’exposition de 84,7% pour les fermes cas et de 85,4% dans

les fermes témoins.

Il ressort donc de ce travail que les vaches gestantes de race locale sont

fortement infectées par N. caninum (plus de 80% de séropositivité) mais en aucun cas on
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ne peut lier la présence d’avortement et cette forte séroprévalence. Ceci est a mettre en
relation avec les résultats déja obtenus en Algérie sur la race locale (GHALMI et al.,

2011b; 2012).
IV.5.Etude des facteurs de risque

La connaissance des facteurs de risque d’infection a N. caninum ainsi que
'association entre la présence du parasite et 'observation des avortements ont été
importantes pour le développement et la mise en ceuvre des mesures de contrdle de la

néosporose bovine (DUBEY et al., 2007).

Plusieurs études ont évalué les risques d’infection d’'une vache ou d'un troupeau
bovin par N. caninum. Ces facteurs de risques peuvent étre influencés par la sensibilité et
la spécificité des tests sérologiques utilisés. Les variations seraient consécutives aux
fluctuations du taux d’anticorps des bovins pendant la gestation, le stade de gestation ou
le nombre de gestation (DANNATT, 1997; PARE et al., 1997; STENLUND et al., 1999;
JENSEN et al., 1999; QUINTANILLA-GOZALO et al., 2000; GUY et al.,2001 ; FIORETTI et
al,, 2003).

L’utilisation de la séropositivité pour l'identification des bovins infectés est
simple, mais elle ne fournit aucune information sur le mode de transmission

(horizontale ou verticale) ou sur le moment de I'infection.
IV.5.1. Avortement

Si on considere la séroprévalence chez les vaches ayant avorté (91,30%), on
remarque qu’elle est assez similaire a celle obtenue chez les vaches n’ayant pas avorté
(82,71%). L’analyse par le test d'indépendance (chi carré) montre clairement qu’il n'y a
pas d’association significative entre le fait d’avorter ou non et la séropositivité (P=0.16)
chez la race locale. Par conséquent, N. caninum n’est sans doute pas la cause de cet

avortement.

Ces résultats corroborent avec ceux précédemment publiés sur la race locale en
Algérie qui n’ont pas montré de différence significatives entre les séroprévalences des
deux groupes de vaches (GHALMI et al., 2012).En revanche, ils sont en contradiction

avec de nombreux autres travaux qui vont dans le sens d’une relation étroite entre la
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séropositivité d'une vache et I'augmentation de la probabilité d’avorter (THURMOND et
HIEATALA, 1997a; GOTTSTEIN et al., 1998, WOUDA, 2000, CORBELLINI et al., 2002 ;
OSAWA et al., 2002; VACLAVEK et al., 2003; KASHIWAZAKI et al., 2004 ; DUBEY et al,,
2006; HALL et al, 2005; REITT et al., 2007; MOORE, 2009 ; BECK et al, 2010;
ASMARE et al., 2013a, b).

1V.5.2. Age

Nous n’avons pas pu mettre en évidence un effet de I'dge sur la séroprévalence.
Les vaches infectées chroniquement peuvent transmettre l'infection aux générations
successives, ce qui explique une distribution assez égale parmi les groupes d’age dans
les populations étudiées (DAVISON et al., 1999b). Ceci est en accord avec certaines
données de la littérature (WALDNER et al., 1998 ; DAVISON et al., 1999b; SEVGILI et
ALTAS, 2005 ; KOIWAI et al., 2006 ; PABON et al., 2007; IBRAHIM et al., 2012). Alors
que d’autres études ont montré une augmentation de la séroprévalence en fonction de
I'age de I'animal (les plus vieux étant les plus exposés) (BARTELS et al., 2006, 2007;
ARMENGOL et al., 2007; ROMERO-SALAS et al., 2010). Nos résultats obtenus pour I'age
sont a mettre en relation avec une transmission congénitale (verticale) du parasite. En
effet, dans le cas d’'une transmission horizontale, la séroprévalence augmenterait avec

’age des bovins.
IV.5.3. Stade de gestation

Les résultats obtenus pour le stade de la gestation n’ont pas mis en évidence une
différence significative. En effet, les vaches en début de gestation (1-3 mois) ont une
séropositivité (82,42%) similaire a celles des vaches gestantes a des stades de gestation
plus tardifs (4-6mois= 81,82%; 7-9 mois = 90,91%). Ceci tend a démontrer une
stimulation continue du systeme immunitaire tout au long de la gestation. Des
fluctuations dans les titres en anticorps durant la gestation avec une augmentation a
partir de la mi-gestation ont déja été décrites (DANNATT et al., 1995; QUINTANILLA-
GOZALO et al, 2000; OTRANTO et al,,2003 ; ANDRIANARIVO et al., 2005 ; GHALMI et
al, 2012). Dans notre étude longitudinale, différentes situations ont été rapportées

(voir plus loin).
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IV.5.4.Parité

Cette étude nous a permis d’observer qu’il n’existe pas d’association significative
entre la parité et la séropositivité (p>0,05). En effet, toutes les vaches ont des
séroprévalences statistiquement similaires (nullipare=78,13% ; primipare=86,84% ;
multipare=86,24%) ce qui indique une transmission verticale probable dans la
population étudiée. D’autres travaux ont obtenu les mémes résultats a savoir, pas de
variations en fonction de la parité (ALMERIA et al, 2009 ; LOPEZ-GATIUS et al 2004 ;
ASMARE et al 2013b). En revanche, des travaux au Brésil (ROMERO-SALAS et al,
2010) ont montré une corrélation positive entre la parité et la séroprévalence des
vaches. Cette derniere était plus importante chez les multipares que chez les nullipares
car le temps d’exposition a la source de contamination, comme les déjections de chiens,

est plus grande (transmission horizontale).
IV.6.Etude longitudinale
IV.6.1.Diagnostic de gestation

33 vaches ont été inséminées artificiellement. Le taux de gravidité était de
69,7% (23/33) a la premiere insémination. Ce résultat est excellent si on le compare aux
taux enregistrés chez d’autres races. A titre d’exemple, au Niger, un taux de gravidité de
33,72 % a été enregistré chez la race Azaouak de zébus en milieu sahélien difficile (Issa
et al,, 2010); un taux similaire (31,50 %) a été enregistré chez plusieurs races au Mali
dans les mémes conditions climatiques, apres deux inséminations (BALKISSA, 2007).En
Europe, un taux de 45,9 % a été rapporté en premiere insémination chez la race Holstein

(FRERET et al., 2006).

Nous avons observé un taux de gestation de 53,33 % chez les vaches
séropositives contre 88,32% chez leurs congéneres séronégatives. Une étude menée au
Sénégal a montré que les vaches séropositives nécessitent plus d’'inséminations par
gestation (le taux de gestation obtenu chez les vaches séropositives a N. caninum était de
33,1% contre 51,7% chez les vaches séronégatives) (KAMGA-WALADJO et al., 2012).
MUNOZ- ZANZI et collaborateurs (2004) montrent des résultats similaires ce qui
pourrait étre expliqué par un taux de mortalité embryonnaire assez élevé d’ou le taux de

conception moins élevé dans ces troupeaux (HOBSON et al., 2005 ; YUSUF et al., 2010).
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Plusieurs parametres peuvent avoir une influence sur la réponse a I'induction
des chaleurs et sur la réussite de l'insémination artificielle (race, age, numéro de
lactation, nombre de jours post-partum, l'alimentation, ’habileté de l'inséminateur,
I'allaitement, la détection des chaleurs, stress thermique...) et donc directement sur le

taux de gravidité.

VI.6.2. Suivi de la réponse sérologique vis-a-vis de Neospora caninum chez les

vaches gestantes

Dans cette étude, deux groupes de vaches ont subi un suivi sérologique afin
d’étudier leur statut immunitaire vis-a-vis de N. caninum : un groupe composé de 15
vaches séronégatives et un groupe formé de 8 vaches séropositives, suite a une infection
naturelle par N. caninum. Les deux groupes ont été suivis durant toute la gestation. Sur
les 23 vaches, 22 (95,65%) ont mis bas de veaux cliniquement sains. Un seul avortement
a été enregistré au 5¢me mois et demi de gestation chez une vache ayant expulsé 4 foetus.

Cet avortement ne semble pas devoir étre imputé a N. caninum.

Si on prend le profil sérologique des 8 vaches séropositives individuellement, on

constat ce que suit:

-Trois vaches ont montré des titres en anticorps tres élevés durant toute la période
de gestation. Le seuil de positivité de ces 3 vaches a dépassé largement les 100%
atteignant jusqu'a 230%. Les fortes concentrations en anticorps sériques
enregistrés s’expliqueraient par le fait que ces vaches ont été exposées en
permanence a une forte dose du parasite indiquant que le parasite se multiplie
efficacement chez 'hote infesté. Cependant aucune des 3 vaches n’a avorté. Les
données de la littérature indiquent que le risque d’avortement est plus important
lorsque le taux en anticorps sérique spécifiques a N. caninum est tres élevé
(MCALLISTER et al,1996; PARE et al, 1997 ; SCHARES et al, 1999, 2000;
QUINTANILLA-GOZALO et al.,, 2000; STENLUND et al., 2003; KASHIWAZAKI et
al, 2004; LOPEZ-GATIUS et al., 2005). Une étude menée en Suede a montré que
lors d’'un suivi sérologique durant deux gestations consécutives sur 18 vaches
infectées naturellement par N. caninum, 5 avortements et 2 morts nés ont été

enregistrés. Par ailleurs, ils ont observé que des avortements ont eu lieu a chaque
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fois que les titres en anticorps étaient tres élevés (STENLUND et al., 1999). En
Belgique, une étude a montré une forte association entre le taux d’anticorps

sérique maternel et 'apparition de lésions histopathologiques caractéristiques de

N. caninum chez I'avorton (DE MEERSCHMAN et al., 2002).

Nos résultats n'ont montré aucune association entre le taux des anticorps
sériques spécifiques a N. caninum et la survenue d’avortements chez les vaches
de race locale. Ceci ne fait que renforcer I'’hypothese émise par GHALMI et
collaborateurs (2012) qui ont montré que notre race locale pourrait résister a
'effet abortif de N. caninum. 11 est possible que chez cette derniere, la réponse
immunitaire cellulaire reste suffisamment importante pour protéger le feetus.
Une autre hypothése pourrait se jouer au niveau de la barriere placentaire dont la
traversée pourrait nécessiter des récepteurs spécifiques absents chez la race

locale.

Pour 4 autres vaches séropositives, nous avons constaté qu’au début de la
gestation, le degré de positivité était faible a moyen. Par la suite, vers le mi
gestation, le seuil a augmenté progressivement pour atteindre vers la fin de la
gestation des taux en anticorps sériques trés élevés. Aucun avortement n’a été
signalé chez ces vaches. Ce résultat va encore une fois dans le sens d’une
résistante a l'effet abortif de N. caninum. L’élévation des titres en anticorps peut
s’expliquer soit par une réinfection ou une réactivation des parasites enkystés
sous forme de bradyzoite dans les tissus apres une infection initiale. Des
observations similaires ont été faites dans d’autres travaux qui ont rapporté que
généralement, les titres moyens d’anticorps anti-N. caninum commengaient a
augmenter vers le 4éme et 5éme mois avant la parturition témoignant d’une
réactivation du parasite (CONRAD et al., 1993; PARE et al., 1997; PIERGILI et al.,
2003).

Une seule vache a montré un profil différent puisque contrairement aux autres.
Nous avons remarqué que ces titres en anticorps diminuaient au cours de la
gestation pour se situer en dessous du seuil de détectabilité entre le 4¢me et 7eme

mois de la gestation. Par la suite, une nette augmentation a été constatée jusqu’au
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vélage. Les faibles concentrations en anticorps enregistrés durant la 2éme moitié
de gestation s’explique probablement par le fait que la charge parasitaire n’est
pas assez importante que pour stimuler assez la réponse immunitaire a
médiation humorale. Il serait intéressant de voir ce qu’il en est de la réponse
immunitaire cellulaire. Dans le méme sens, des auteurs ont trouvé des
fluctuation des niveaux d'anticorps Anti-N.caninum pendant la gestation chez des
vaches infectées naturellement, parfois méme avec des valeurs inférieures au
seuil de détectabilité pour les tests utilisés (CONRAD et al, 1993; DANNATT,
1997).

De nombreuses études ont montré que la plupart des bovins qui ont transmis N.
caninum a leur descendance avait une augmentation marquée des anticorps anti-
N. caninum pendant la gestation (CONRAD et al, 1993; PARE et al, 1997;
STENLUND et al., 1999; GUY et al, 2001). A contrario, GUY et collaborateurs
(2001) ont constaté que les vaches qui n'ont pas transmis l'infection
verticalement au veau n'ont pas eu une augmentation marquée des anticorps anti
N. caninum durant la gestation. Dans notre étude, nous avons constaté que toutes
les vaches séropositives ont mis bas de veaux séropositifs avec un taux en
anticorps élevé ce qui prouve la transmission verticale de l'infection dans les

exploitations étudiées.

- Les niveaux d'anticorps sont demeurés bas chez toutes les vaches séronégatives
et ce, durant toute la durée de la gestation. Ceci pourrait s’expliquer par le fait
qu’aucune transmission horizontale ni séroconversion n’ont été détectées dans ce
groupe. Ces vaches ont vélé de veaux séronégatifs ne présentant aucun signe
clinique. Les mémes résultats ont été obtenus lors d’'une étude longitudinale de
suivi sérologique de 113 vaches (30 initialement séropositives et 83 vaches
initialement séronégatives) au cours de leur gestation (HASLER et al.,, 2006).
Cependant, parmi les 83 vaches séronégatives, une vache fut testée positive a
trois reprises au cours du sixieme, huitieme et dernier mois de gestation. Cette

derniére a donné naissance a un veau cliniquement sain. Ils ont expliqué ces

résultats positifs par la transmission horizontale au cours de la gestation. D’autre
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part toutes les autres vaches séronégatives dans la méme ferme sont restées

séronégatives ce qui témoignent d’'un événement isolé.

Certains soulignent que l'acquisition d'une infection a N. caninum au cours de la
gestation n’est pas nécessaire pour que l'avortement se produise (PARE et al,

1997).

Une seule vache du groupe des séronégatifs a avorté de 4 feetus au 5¢me mois et
demi de gestation. Nous n’avons pas pu récupérer les avortons pour les analyser.
Cependant, l'origine possible de cet avortement est probablement liée a la
gestation multiple. Dans le groupe des vaches séronégatives nous avons
enregistré deux naissances gémellaires (taux de gémellité de 14,28%). Ce taux de
gémellité et les 4 feetus rejetés, pourraient étre expliqués par l'utilisation de la
PMSG. En effet, la dose de 500 UI de PMSG utilisée pour accentuer la réponse des
femelles a été probablement élevée. Il serait intéressant et afin d’éviter ce
probleme de diminuer la dose de la PMSG ou de ne pas l'utiliser carrément pour

les vaches de race locale.
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V. Conclusion

A TI'heure actuelle, N. caninum, est reconnue comme étant une cause majeure

d’avortements chez les bovins partout dans le monde.

L’étude de la séroprévalence chez la vache de race locale a révélé une valeur
tres importante de l'ordre de 85%. Cependant, 1'étude cas-témoin n’a pas mis en
évidence une association entre la séropositivité a N. caninum et les avortements et par
conséquent, ces derniers enregistrés dans les fermes étudiées ne peuvent étre
attribuables a N. caninum. La séropositivité chez les vaches de race locale ne semble pas
étre un facteur de risque pour les avortements bien qu’elles soient le plus exposées aux
sources d’infection, par rapport aux autres populations bovines. Aucun des facteurs de
risque étudiés ne s’est montré significativement associé a la séroprévalence pour la race

locale.

L’étude longitudinale visant a suivre la réponse sérologique vis a vis de N.
caninum durant toute la gestation montre que toutes les vaches séropositives et

fortement séropositives ont mis bas des veaux cliniquement sains.

Les résultats obtenus semblent confirmer la résistance de notre race bovine

locale aux avortements dus a N. caninum, malgré une forte exposition au parasite.
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VI. Recommandations

1. le test ELISA Bio-X doit étre validé par rapport a la méthode IFAT prise comme

méthode de référence.

2. Nous recommandons de travailler sur un échantillon plus élevé de fermes et de
bovins afin de confirmer les conclusions obtenues dans cette étude.
L’augmentation de l'effectif devra s’accompagner d'une augmentation de

I'étendue de la zone géographique d’étude.

3. La recherche du mécanisme par lequel la race bovine locale résiste aux
avortements dus a N. caninum devra faire I'objet d'une étude génétique poussée.
On peut dans un premier temps comparer les génomes de la race locale avec
ceux des races sensibles a N. caninum afin de mettre en évidence les différences.
A terme, le but est d’identifier le ou les génes impliqués ainsi que les

mécanismes sous-jacents.
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Annexe 1 : Dates clés de la néosporose depuis sa découverte

Année
1957

1984

1988

1989

1990

1991

1992
1993

1995

1996

1998

2001
2003

Evénement marquant
La maladie existe déja mais est confondue avec la

toxoplasmose.

La maladie est reconnue pour la premiere fois chez le chien
en Norvege

Description de la nouvelle espéce : Neospora caninum.
Induction expérimentale de la maladie chez des chiens et
des souris.

Découverte du parasite chez des bovins qui ont avorté.
Premiers essais de traitement sur culture cellulaire.
Développement de 'immunofluorescence indirecte (IFI), de
I'immunohistochimie.

Premiers essais de traitement anti-Neospora sur les souris.
Neospora caninum est une cause majeure d’avortements
dans certains cheptels.

Démonstration que les chiots norvégiens (1984) étaient
bien infectés par Neospora caninum.

Démonstration de la transmission verticale chez les bovins.
Développement d'une technique ELISA pour le diagnostic de
la néosporose (chiens et bovins).

Séquence nucléotidique identique entre Neospora caninum
du chien et celui du bovin.

Développement d'une technique diagnostique par PCR.
Démonstration expérimentale : le chien est un hote définitif
Description d'une nouvelle espéce : Neospora hughesi chez le
cheval.

Développement d'un test d’agglutination directe pour le
diagnostic

Le chien est naturellement héte définitif.

Développement de tests ELISA permettant de savoir si

I'infection est chronique ou récente.

Publications
DUBEY et al., 1990a

BJERKAS et al., 1984

DUBEY et al., 1988a
DUBEY et al., 1988b

THILSTED et DUBEY, 1989
LINDSAY et DUBEY, 1989a
LINDSAY et DUBEY, 1989b

LINDDAY et DUBEY, 1990a
ANDERSON et al, 1991;
BARR et al.,, 1991

BJERKAS et DUBEY, 1991

DUBEY et al., 1992
PARE etal,, 1995

MARSH et al., 1995

ELLIS, 1998
MACALLISTER et al., 1998
MARSH et al., 1998

ROMAND et al., 1998

BASSO et al., 2001
BJORKMAN et al., 2003
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Annexe 2: Classification simplifiée de 'embranchement des sporozoaires d’intérét

vétérinaire (BUSSIERAS et CHERMETTE, 1992)

APICOMPLIXA

Protozoaire parasite obligatoire 4 un seul type novau, totalement dépourvu d’organites locomoteurs (sauf parfois au stade
microgamete) qui présente a certains stades un complexe apical observable uniquement au microscope électronique

] |

HEMATOZOEA COCCIDEA GREGARINAE
Complexe apical dépourvu de conoide. Complexe apical complet. Production de Parasites d’invertébrés
Pas de formation de spore. Certains spores. Pas de stades endo-eérythrocytaire.
stades endo-érythrocytaire Pas de ftransmission par  pigure
ransmission par piqures d’Arthropodes hématophages.
d"Arthropodes hématophages Reproduction asexueée de type schizogonie
et/ou endogénie. Reproduction sexuée
associant gameétogonie (production
d’oocytes) suivie d’une sporogonie
(sporozoites contenus dans des spores)

EIMERIIDA ADELEIDA

Pas de syzygie. Développement avec Syzygie
schizogonie(le plus souvent), gamétogonie
(nombreux gamétocytes produit par le
microgamonte), sporogonie produisant des
sporozoites contenus dans des ococytes et/ou

sporocystes
Emeriides Cryptosporidés Toxoplusmatidés Sarcoscystidés

Cycle homoxene Cycles homoxene. Cycle heteroxene Cycle hetéroxene
Développement a Développement a la Schizogonie suivie de Gametogonie suivie
I'intérieur des cellules surface de cellules gamétogonie chez de sporogonie chez
épithéliales épithéliales I’héte définitif 1"hote définitif
Eimeria Cryptosporidium Hammondia Sarcocystis
Isospora Toxoplasma
Tyzzeria Neospora
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Annexe 3 : Avantages et inconvénients des principaux outils de mise en évidence
directe de Neospora caninum (MARQUER et CHERMETTE, 2000)

Méthodes

Histologie

Immuno-

hitochimie

PCR

Avantages - Intéréts

Méthode de référence
Visualisation de foyer de
nécrose entourée de cellules
inflammatoires
mononuclées.
Visualisation de  Kkystes
tissulaires dans les tissus
nerveux ; de Tachyzoites

dans le cerveau,le placenta,

le coeur et les muscles
squelettiques.
Colit modéré
Visualisation = de  kystes

tissulaires et de tachyzoites
surtout dans le cerveau, le
foie et le coeur.

Utilisable chez des foetus
momifiés.

Bonne sensibilité

Tres bonne spécificité
Utilisable en cas d’autolyse.
Possibilité  de  détection
d’ADN de Neospora a partir
de pratiquement tous les
tissus foetaux et du placenta.
Mise en évidence d’ADN
alors que tous les anticorps
anti- N. caninum peuvent ne
pas étre détectables.
Méthode la plus sensible et la

plus spécifique.

Inconvénients - Limites

Manque de spécificité.

Tres difficile en cas d’autolyse.
Demande une habitude de lecture.
Grand nombre de coupes
nécessaires.

Absence de distinction entre N.

caninum et les autres Apicomplexa.

- Nécessite une bonne habitude de

lecture.

- Difficile en cas d’autolyse.

- Demande une habitude de lecture.

- Grand nombre de coupes nécessaires.

- Qualité de I'anticorps

- Existence de réactions croisées avec T.

gondii

Nécessite un matériel spécialisé
Cout élevé.

Utilisée seule ne permet pas de faire
entre

la différence néosporose

infection et maladie
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Annexe 4 : Avantages et inconvénients des principaux outils de mise en évidence

indirecte de Neospora caninum (MARQUER et CHERMETTE, 2000; ATKINSON et al

,2000)

Méthodes

Immuno-
fluorescence

Indirecte (IFI)

ELISA

Agglutination

directe

Avantages - Intéréts

Méthode sérologique de
référence.
Relativement rapide et peu

couteuse.

Utilisable sur le lait.
Automatisation, réalisable sur un
grand nombre d’échantillon
rapide et précis, peu colteux,

constant, objectivité du lecteur

Test spécifique et tres sensible
Utilisable chez différentes

espéces animales

Inconvénients - Limites

Existence de réactions croisées
avec d’autre Apicomplexa dans
certains tests.

Lecteur non standardisé de la
fluorescence.

Choix du seuil non standardisé.
Variation du seuil en fonction
du stade physiologique de
I’animal et du prélevement.
Choix des seuils non
standardisés entre les différents
kits.

Multiples antigenes
(interprétation des résultats
difficiles).

Demande une habitude de
lecture.

Seuils a établir pour chaque
espece

Echantillon réduit
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Annexe 5 : Schéma des mesures de prophylaxie sanitaires envisageables dans le cas de
néosporose en élevage bovin (JOURNEL et PITEL, 2001)

On connait le statut sérologique de toutes les

Quelques vaches positives identifiées

vaches
]
Sérologies sur les meres et les filles présentes
sur I’¢levage
[ ]

Confronter les résultats sérologiques avec la généalogie du
cheptel afin de déterminer le mode de transmission principal

Transmission uniquement verticale (in utero)

Transmission horizontale

- Transfert d’embryon

- Réforme sévére envisageable si peu
d’animaux séropositifs

- Croisement industriel sur vaches
séropositives

- Recherche des sources possibles
d’infection

- Réforme prioritaire des produits
femelles issus de meres séropositives

- Croisement industriel sur les femelles
séropositives et sur les produits de
femelles

- Castration des femelles en fin de lactation

- Empécher tout contact possible d’animaux du milieu extérieur avec les
avortons, Veaux morts et annexes foetales

-  Empécher l'acces des chiens et de tous les autres animaux aux aliments

(ensilages/concentrés/eau) et aux aires d’alimentation)
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Annexe 6 : Copie du questionnaire

MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE
ECOLE NATIONALE SUPERIEURE VETERINAIRE - ALGER

Etude de I'impact de Neospora caninum comme agent abortif chez la vache

gestante de race locale dans la région de Jijel

J\\0) 00 W e (<3 =) (k7<) U U ol

Yo L ST < TR

Renseignements concernant I’exploitation

1. Elevage agrée: oui [ non[]

Effectif total:

Nombre de vaches :

Nombre de vaches gestantes :
Nombre de vaches de race locale :

Nombre de vaches de race locale gestante :

N g s~ w D

Elevage intensif ou extensif ?

8. Etat d’hygiene de la ferme: Bon[] Moyen[] Mauvais[]

9. Présence d’autre animaux dans la ferme : ouil] non[l]
10.Si oui lesquels:
11. Contact des chiens avec les bovins : ouild nonl]

12.Y’ a-t-il des problemes d’avortement dans I'exploitation
13.Si oui donnez le nombre d’avortement enregistré depuis le démarrage de
I'exploitation :

14. Les avortements ont lieu généralement en quelle saison :
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15. Les origines des avortements enregistrés

16. Déclaration de I’'avortement : ouill non[]

17. Existence de mortalités néonatales : ouil] non[]

18. D’autres troubles de la reproduction constatés dans |'exploitation

19. Antécédents pathologiques autres ?

20. Mode de renouvellement des bovins: nés a la fermell
achetés au marché a bestiaux[]

21. Dépistage du cheptel : ouill non[]

22. Alimentation

Renseignement concernant la vache prélevée

8.
9.

> Wb

N° d’identification :
Race:
Age:

Etat corporel :

Vache : nullipare[] primipare [ multipare[]

importés[]

Cette vache : néealafermel]  importée[] acheté du marché a bestiaux[]

Mode de reproduction:  saillie naturelle [ Insémination artificielle [

Origine des taureaux :

Age de la vache a la 1ere saillie

10.Age de la vache au premier velage :

11.Vacciné: ouil] non[]

12.Si oui contre quelle maladie :

13.Est-ce que cette vache a déja avorté : ouill non[]

14.Si oui, cause d’avortement selon I’eleveur :

selon le vétérinaire :
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15.Stade de gestation au moment de I'avortement : 1¢r trimestre [J  2éme trimestre[]

3éme trimétre[]
16.Combien de fois elle avorté :

17.Au moment de I'avortement placenta : délivré[] non délivré[]
18.Etat de placenta: normall] suppureld] necrosé[] hémorragiqueld autrel]

19.Etat de 'avorton : normall] mommifiée[] malformé] macérél] autrell

20. Devenir de 'avorton et les membranes feetaux :
21.Les chiens, les vaches et leur nourriture sont -ils en contact avec I’avorton :
22. Examen de 'appareil génital avant I'induction des chaleurs

a. Activité ovarienne:

— Ovaire gauche : Ovaire lisse[] Corps jaune[] Follicule[]
— Ovaire droite :  Ovaire lisse[] Corps jaunel] Follicule[J
b. Corne utérine: Symétrique[]  Asymétrique [
c. Col utérin: Long[] Court[] Normall]

d. Date de la pose de I'implant :

®

Date et la dose d’injection de la PgF2a :

=

Date du retrait de I'implant :

Date et la dose de l'injection de I'eCG :

=

. Date de I'insémination :
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Annexe 7 : Communications

Communications orales :

- Ftude longitudinale de la réponse sérologique vis-a-vis Neospora caninum

chez la vache de race locale en période de gestation. In: «1¢r¢ Journée de
parasitologie de I'Institut des Sciences Vétérinaires, Université Constantine 1, 9
Avril 2014 ».

ABDELTIF B., TENNAH S., DERDOUR S.Y., AZZAG N., HAFSI F., GHALMI F.

- Etude de la résistance de la vache de race locale aux avortements dus a
Neospora caninum dans la région de Jijel. In: « 11éme Journées Internationales
des sciences vétérinaire, Ressources génétiques animales en Algérie,30
novembre -1 décembre 2013 »

ABDELTIF B., TENNAH S., DERDOUR S.Y., AZZAG N., HAFSI F., GHALMI F.
Communications affichée :

- Apercu sur la situation des ressources génétique bovines locales en Algérie.
In: « 11¢éme Journées Internationales des sciences vétérinaire, Ressources
génétiques animales en Algérie,30 novembre -1 décembre 2013 »

ABDELTIF B., GHALMI F. TENNAH S.
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Annexe 8 : Photos de la Brune de I'Atlas et ses variétés (PHOTOS PERSONNELLE, 2013)

Cheurfa
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Guelmoise
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Sétefienne
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Chelfienne
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Kabyle et 1a Chaouia






