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Résumé

Neospora caninum est I'un des organismes infectieux les plus répandus dans le monde
provoquant des avortements chez les bovins. A ce jour, aucune étude antérieure ne s'est
intéressée a l'infection par N. caninum chez les bovins de la race locale au Nord-Est de
I'Algérie. Cette étude visait a évaluer I'importance de Neospora caninum comme agent abortif
chez les vaches de la race locale. Une étude cas-témoin a été menée dans 60 élevages témoins
(absence d’avortement) et 30 ¢levages cas (présence d’avortement). Un total de 650
échantillons de sang a été collecté, tous issus de vaches gestantes appartenant a 90 élevages
différents, dans cinq régions de 1’ Algérie (Jijel, Skikda, Annaba, El-Tarf et Souk-Ahras). Des
échantillons de sérum ont été analysés par dosage immuno-enzymatique, pour rechercher des
anticorps dirigés contre N. caninum. La séroprévalence de I'infection par N. caninum obtenue
chez les vaches était de 36,2 % (IC a 95% :32,7-39,8) et au niveau des élevages, elle était de
81,1% (IC a 95 % : 73,0-89,2). Les facteurs de risque identifiés par régression logistique
multivariée comprenaient : la présence de chiens (odds ratio [OR] 4,7, 95 IC 2,9-7,3) ; age >
84 mois (OR 4,9, 95 IC 2,8-8,3) ; la région de Jijel (OR 2,2, 95 IC 1,1-4,5) ; la robe blanche
(OR 2,5,95IC 1,4-4,4) et grise (OR 2,5, 95 IC 1,4-4,5) ; une hygiéne modérée (OR 2,30, 95
IC 1,4-3,8) et mauvaise (OR 3,1, 95 IC 1,8-5,3) et enfin, le deuxiéme (OR 2,5, 95 Cl 1,4-4,4)
et le dernier OR de 2,3 (95 IC 1,3-4,2) stade de la gestation. Notre étude cas-témoins n'a pu
montrer aucune association significative entre la séropositivité a N. caninum et I'avortement
observé au niveau des élevages OR de 0,9 (IC a 95% 0,3-2,7). De méme, il n'y avait pas
d'association significative entre la séroprévalence vis-a-vis de N. caninum et I'avortement
observé au niveau individuel OR de 0,8 (IC a 95% 0,6-1,2).

L'histopathologie a été utilisée pour évaluer les Iésions et la distribution de N. caninum dans
les tissus feetaux (le cerveau, le ceeur, le foie, la rate, les poumons, les muscle squelettiques et
les reins) et placentaires issus de 30 vaches locales naturellement infectées par N. caninum.
Un total de 239 échantillons a été prélevé dans I'abattoir de Souk-Ahras et analysé par examen
histologique. Parmi les 30 feetus, six (n=6) ont montré des lésions et/ou des formations
kystiques trés compatibles avec une néosporose. Au total, 10/239 (4,18%) échantillons ont
présenté des lésions caractéristiques d’une infection par N. caninum. Les Iésions observées
sont des foyers d'infiltration leucocytaire assez bénignes et des structures tissulaires
semblables a des kystes a bradyzoite de N.caninum.

En conclusion, notre travail s’est intéressé a une étude inédite sur I’infection par N. caninum
chez des vaches locales gestantes du Nord-Est de I'Algérie. La séroprévalence des anticorps
dirigés contre ce parasite était importante. La majorité des facteurs de risque analyses ont
montré une relation significative avec la séroprévalence vis-a-vis de N. caninum. Bien que la
transmission verticale de N. caninum semble predominer chez la vache dans la région de notre
¢tude, D’infection n’a cependant pas causé de Iésions feetales et placentaires étendues et
séveres. Par conséquent, notre travail a renforcé I’hypothése émise sur la résistance des vaches
locales a I'avortement induit par N. caninum.

Mots clés : Algérie, Neospora caninum, Bovins de la race locale, Séro-épidemiologie,
Histopathologie



Abstract:

Neospora caninum is one of the most prevalent infectious organisms worldwide causing
abortions in cattle. To date, no previous study has focused on infection by N. caninum in the
local breed cattle from Northeast Algeria. This study aimed to assess the importance of N.
caninum as an abortifacient agent in cows of the local breed. A case-control study was
conducted in 60 control farms (absence of abortion) and 30 case farms (presence of abortion).
A total of 650 blood samples were collected, all from pregnant cows belonging to 90 different
farms, in five regions of Algeria (Jijel, Skikda, Annaba, El-Tarf and Souk-Ahras). Serum
samples were analyzed by enzyme immunoassay to search for antibodies directed against N.
caninum.The seroprevalence of N. caninum infection in the cows was 36.2% (95% CI: 32.7-
39.8) and in the farms was 81.1% (95% CI: 73.0-89.2). Risk factors found by multivariable
logistic regression included: Presence of dogs (odds ratio [OR] 4.7, 95 CI 2.9-7.3); age >84
months (OR 4.9, 95 CI 2.8-8.3); Jijel region (OR 2.2, 95 CI 1.1-4.5); white (OR 2.5, 95 CI
1.4-4.4) and gray (OR 2.5, 95 CI 1.4-4.5) coat; moderate (OR 2.30, 95 CI 1.4-3.8) and bad
(OR 3.1, 95 CI 1.8-5.3) hygiene; and second (OR 2.5, 95 CI 1.4-4.4); and last (OR 2.3, 95 CI
1.3-4.2) stage of pregnancy. Our case-control study showed no significant association between
seropositivity of N. caninum and the abortion observed in the farms OR of 0.9 (95% CI 0.3-
2.7). Likewise, there was no significant association between seroprevalence towards N.
caninum and abortion observed at the individual level OR of 0.8 (95% CI1 0.6-1.2).

Histopathology has been used to assess the lesions and distribution of N. caninum in fetal
tissues (brain, heart, liver, spleen, lungs, skeletal muscle and kidneys) and placental from 30
cows Naturally infected with N. caninum. A total of 239 samples was taken from the
slaughterhouses of Souk-Ahras and analyzed by histological examination. Among the 30
fetuses, six (n = 6) showed lesions and/or cystic formations extremely compatible with
neosporosis. A total of 10/239 (4.18%) samples presented lesions characteristic of an infection
by N. caninum. The lesions observed are benign leukocyte infiltration foci and tissue
structures similar to N.caninum bradyzoite cysts.

In conclusion, our work was interested in an unprecedented study on N. caninum infection in
local cows from Northeast Algeria. The seroprevalence of antibodies directed against this
parasite was important. The majority of risk factors analyzed showed a significant relationship
with seroprevalence of N. caninum. Although the vertical transmission of N. caninum seems
to predominate in cow in the region of our study, however, the infection did not caused
extensive and severe fetal and placental lesions. Consequently, our work has strengthened the
hypothesis emitted on the resistance of local cows to abortion induced by N. caninum.

Keywords: Algeria, Neospora caninum, Local breed cattle, Seroepidemiology,
Histhopathology.
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Introduction

En matiere de productions animales, les systémes d'élevage bovin pratiqués actuellement en
Algérie sont caractérisés par un niveau faible de productivité pouvant étre expliquée
essentiellement par les contraintes génétiques, alimentaires et sanitaires . Le faible potentiel
génétique des races locales et les sorties de devises pour I’importation du lait et des produits
laitiers ont contraint beaucoup notre pays a accroitre la production laitiére nationale. Ainsi,
I’amélioration de la fertilité demeure un des objectifs prioritaires pour optimiser le potentiel
de reproduction et donc de production de I’¢levage bovin. Selon le ministére de 1’agriculture,
I’élevage bovin est localisé principalement dans le Tel et les hautes plaines (BOURAS, 2015).
La population bovine locale représente plus de la moitié du cheptel national alors que les races
importées et celles issues de croisement avec le bovin local représentent le reste du bovin. La
répartition nationale totale du bovin local en Algérie est la suivante : environ 59 % dans le
Nord-Est ; 22 % au Centre ; 14% au Nord-Ouest et 5% dans le Sud (ANGR, 2003). Malgré
son importance en termes d’effectifs, sa participation aux productions animales et sa rusticité
ne suscitent aucun intérét ni che les scientifiques, ni chez les pouvoirs publics. En pratique,
les politiques de développement de I'élevage bovin en Algérie ont opté pour un systéme
d’intensification de la production laiticre locale par I’entremise d’un vaste programme
d’amélioration génétique du cheptel autochtone grace notamment a la biotechnologie de
I’insémination artificielle (IA). Malheureusement, 1’analyse des résultats sur 1’insémination
artificielle en Algérie a montré une faiblesse des taux de réussite a la premiére insémination
de I’ordre de 22% (ACHEMAOUI et BENDAHMANE, 2016). Plusieurs facteurs sont a
I’origine de ces faibles taux d’IA ; notamment la non maitrise des parameétres de la
reproduction chez la vache, 1’alimentation et surtout les mortalités embryonnaires et les
avortements. Ces derniers occasionnent des pertes économiques severes, ayant a la fois des
effets directs sur les animaux (pertes de veaux, stérilité, augmentation des intervalles entre
vélages, diminution de la production laitiére) et des effets indirects sur les productions
animales tels que le colt des interventions vétérinaires et de la reconstitution des cheptels
(REKIKI et al., 2005). Ainsi, pour une meilleure rentabilité économique de 1’élevage local
et de I’intensification de la production, la connaissance des causes des avortements et les
méthodes de diagnostic constituent le meilleur moyen pour maitriser nos élevages bovins
locaux. Neospora caninum est l'un des organismes infectieux les plus répandus dans le
monde, il est considéré comme un agent abortif majeur chez le bovin. Il explique entre 20 et
30 % des avortements, soit I’'unique responsable ou associé a d’autres pathogénes ; d’autre

part les vaches séropositives peuvent avoir entre 3 et 5 fois plus de risque



d’avorter que les femelles séronégatives (LAGOMARSINO et al. 2019). Malgré les quelques
études menées dans nos régions, la situation épidémiologique de la néosporose bovine au
Maghreb reste peu connue. En Algérie une séroprévalence de 19,6 % a été obtenue (157/799
bovins importés, améliorés et locaux) dans trois régions du Centre-Nord algérien (GHALMI
et al., 2012), de 12,4% (23/186 bovins laitiers) dans cing régions du Centre- Nord algérien
(ACHOUR et al 2012) et de 15% (54/306 vaches) dans la région d’Alger (DERDOUR et al.,
2017). GHALMI et al. 2012 ont étudiés aussi I’impact de Neospora caninum comme agent
abortif chez différentes populations bovines en Algérie. L’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
(34%), aucune association avec les avortements n’a pu étre mise en évidence. lls ont émis
alors I’hypothése que le bovin local pourrait résister naturellement non pas a I’infection par
N. caninum mais a son effet abortif. A I'neure actuelle, aucune donnée n’existe sur la présence
ou non de N. caninum chez le bovin de race locale « Brun de 1’ Atlas » dans la région du Nord-
Est algérien. Pour évaluer I’impact de I’infection par N. caninum chez la vache gestante de
population locale dans cette région et afin de vérifier I’hypotheése de résistance aux
avortements chez cette population bovine (GHALMI et al., 2012), nous avons adopté une
stratégie qui a consisté a scinder notre étude en 2 parties. Une premiere partie s’interesse a
une étude séroépidémiologique de I’infection par N. caninum chez la vache gestante de race
locale pour cela des vaches gestantes de la population bovine locale ont été prélevées au niveau
de cing régions différentest du Nord- Est du pays pour déterminer leurs statut sérologique
vis-a-vis de N. caninum. Une Etude épidémiologique de type cas-témoin pour vérifier
I’existence d’un éventuel lien causal entre la présence d’anticorps dirigés contre N. caninum
et les avortements et I’étude de quelques facteurs de risque potentiels favorisant cette
infection . La 2°™ partie de cette thése a été consacrée & une étude histopathologique sur des
tissus placentaires et foetaux issus de vaches seropositives gestantes abattues dans 1’abattoir
communal de Souk Ahras, afin de vérifier I’existence et I’importance de la transmission
transplacentaire. Le but était aussi d’évaluer ’ampleur des lésions et la distribution de N.

caninum dans des tissus feetaux issus de vaches infectées naturellement.




Etude des avortements et des lésions feetales induits par Neospora caninum
chez la race bovine locale infectée naturellement
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I. Apercu sur le bovin local en Algérie

Le cheptel bovin national est constitué de la population bovine autochtone/locale, de la
population bovine croisée (produit du croisement d’absorption) et des races spécialisées ou
pures. La population locale est constituée par la « Brune de 1’ Atlas » qui est conservee par des
croisements internes (ANGR, 2003). La brune de I’Atlas a acquis d’autres appellations telles
que : Beldi; Mahalli blonde des Plateaux; d'Oulmes et des Zaers; Oulmes Blond, Oulmes,
Blond Moroccan, Blond Zaers, Moroccan Blond; Libyan Brown Atlas, Libyan Shorthorn
(BENYAROU, 2016). La Brune de I'Atlas se répartit tout au long du complexe montagneux
désigné sous le nom d'Atlas qui s'étend en Tunisie, en Algérie et au Maroc. L'altitude des
chaines et des hauts plateaux varie de 900 & 4000 métres (JOSHI et al, 1957). En Algérie, le
bovin local est a 80% localisé au nord de 1’ Algérie (Figure 1), avec une prédominance a I’Est
50% réparti entre Guelma, EI-Tarf, Annaba, Jijel, Sétif et Biskra, 27% au Centre et 23% a
I’Ouest (LAIDI, 2015) avec une predominance du sexe femelle ((BENYAROU, 2016).

N

Chlef S

// Gu Ima Guelmoise
Cheurfa
Chelfienne

- Setifienne

Biskra
( Kabyle et Chaouia
; Tlemcenienne
\ 100 km Djerba
60 mi

Figure 1 : Répartition géographique des différents types du bovin local en Algérie
(ABDELTIF, 2014)

Il est de petit format (250- 300 kg) et une robe grise ou allante du fauve brunatre au rouge-
brun mais le croisement avec des races européennes (pie-rouge, pie-noire) a largement
influencée le phénotype de la population d’ou 1’apparition d’autres robes hétérogenes
(MOULA et al, 2012). 11 s’agit d’un animal brachycéphale présentant les caractéristiques
phénotypiques suivantes (ZEMMOUCHI F., 2009) : le pelage de la robe nuancée allant du
fauve brunatre au rouge-brun et au gris foncé, peau relativement fine, poils courts, muqueuses
brunes a ardoisées, paupiéres et mufle souvent noirs. Sur la téte , il y a la présence de chignon,

profil droit ou subconcave, front déprimé, face triangulaire ou allongée, orbites saillantes,




Revue de la littérature

cornes fines en crochets avec extrémité pointue de couleur grise ou noire. Le Corps est de
petite taille, musculature moyenne, fanon trés développé, hanche étroite, dos horizontal, queue
longue. Les membres fréles et courts, onglons noirs a cornes tres dures et solides. Les
Mamelles peu volumineuses, trayons petits. La « brune de I’atlas » a subi des modifications
suivant le milieu dans lequel elle vit ; elle a donné naissance a des « variétés », telles que la
Guelmoise, la Cheurfa, la Sétifienne, la Chélfienne, la Kabyle, la Tlemcénienne et la Djerba
(ITEBO, 1997). La Guelmoise (Figure 2a) a un pelage gris et vit en zones forestiéres, sa
taille est de 1,45 m et le tour spiral est de 1, 90 m; tandis que la longueur totale moyenne est
de 1,18 m. Il n’existe pas de différences avec la Cheurfa sauf qu’elle apparaisse plus grande
(RAHAL et al., 2013). Elle a été identifiée dans les régions de Guelma et de Jijel et compose
la majorité du cheptel bovin algérien (ZEMMOUCHI, 2009).

L e B

c : Cheurfa d : Chélfienne
Figure 2 : Variétés de la brune de I’atlas (ABDELTIF, 2014).
La Sétifienne (Figure 2b) a une robe uniforme de couleur noiratre, une bonne conformation,

une taille et un poids trés variables selon la région ou elle vit. La queue est de couleur noire,
longue, trainant parfois sur le sol et la ligne raie de mulet en sont les caractéristiques de cette
sous race. Elle se trouve au niveau de la région de Sétif. La Cheurfa (Figure 2c) vit en bordure
des foréts, identifiée dans les zones lacustres et littorales d’El-Tarf et d’Annaba ou se situe la

majorité de I’effectif. Elle est présente a Jijel et couvre le sud de Guelma. Elle présente une




robe a pelage gris clair (presque blanchatre) au clair presque blanc (blanc laiteux). Le mufle
et les paupiéres sont toujours noirs. La peau est fine et souple avec des poils courts. La
Chélfienne (Figure 2d) a une robe fauve, une téte courte, des cornes en crochets, des orbites
saillantes entourées de lunettes marron foncé, la queue est noire et longue et touche le sol. La
variété Djerba peuple la région de Biskra. La robe est brune foncée, la téte étroite, la croupe
arrondie, la queue longue. La taille trés réduite est caractéristique de 1’adaptation en milieu
tres difficile du sud . La variété kabyle et chaouia s’ apparentent respectivement a la population
Guelmoise-Cheurfa (FELIACHI, 2003). La variété Tlemcenienne subie des croisements avec
une race ibérique. Elle est localisée dans les montagnes de Tlemcen et de Saida (BENYAROU,
2016). Tous les auteurs s’accordent pour dire que les aptitudes laitiéres de la Brune de 1’ Atlas
sont faibles. La production laitiére de la population locale se situe entre 4 & 5 litres par vache
par jour et la durée de lactation est de 175 jours (LAIDI, 2015). La production laitiére
journaliere des vaches locales du type Guelmoise et Cheurfa conduites rationnellement est de
7 litres par vache avec un minimum de 6.1 litres et un maximum de 9.1 litres (SADELER,
1931). La vache locale présente une courbe de lactation d’allure identique a celle des fortes
productrices de lait. La phase ascendante est breve. La production de lait augmente pendant
les premiéres semaines qui suivent la mise bas. Le maximum de production laitiére est obtenu
entre la deuxieme et la sixieme semaine suivant la mise bas. La phase descendante est longue,
la production laitiere diminue d’une maniere plus ou moins réguliére jusqu’au tarissement
(LAIDI, 2015). Par contre AMRANE (1987) note que le maximum de production laitiére est
enregistré dans les deux mois qui suivent la parturition. Malgré que les aptitudes de la Brune
de I’ Atlas dans la production de viande soient moyennes, elle demeure toujours exploitée pour
sa viande dans plusieurs régions de 1’ Algérie, celle-ci s’engraisse bien au paturage (JOSHI et
al, 1957). SADELER (1931) rapporte que méme durant la période ou le bovin local est gras,
c'est-a-dire d’avril a juillet, la graisse interstitielle donne une saveur et une tendreté a la viande.
Le méme auteur ajoute que pendant les mois de disette, le bovin local subit une maigreur
sévere. Cependant, dés les mois de mars-avril, les animaux augmentent de poids ; la graisse
de couverture et la graisse viscérale apparaissent vite ce qui explique la considérable faculté
d’assimilation de la race. BOUZEBDA (2007), rapporte un rendement en viande de 48%
pour un beeuf. Selon plusieurs auteurs si les beeufs sont abattus au bon moment, leur
rendement serait de 45 a 50% (BNEDER, 1978 ; BOULAHBEL, 1999). En élevage bovin
local, les saillies, vélages et tarissements s’effectuent d’une fagon naturelle, sans aucune
intervention de I’éleveur. Les taureaux reproducteurs au niveau des exploitations sont présents

toute I’année avec les vaches. Le délai des saillies depuis I’apparition des chaleurs n’est




géneralement pas connu. Le taureau étant en permanence dans le troupeau, dés qu’une vache
manifeste ses chaleurs elle est alors fécondée. Pour les éleveurs n’ayant pas de reproducteur,
ce délai varie d’une heure (si le male se trouve dans un troupeau voisin) a plus d’une journée
(dans le cas ou la vache est en chaleur vers la fin de la journée) (BENCHAAR, 1987). Pour
certains éleveurs, la premiére saillie est en général non fécondante, cette situation est liée a la
nature physiologique de la vache. Pour d’autres, c’est plutot I’effet du poids et de 1’age de la
vache (généralement une maigreur prononcée chez la femelle influence négativement la
réussite de la saillie) et également le taureau (la premiere saillie ne réussit pas généralement
avec un taurillon mal entrainé). La réussite de la premiere saillie dépend beaucoup plus de la
saison, les saillies fécondantes sont par conséquent regroupées en Mars-Avril, période ou
I’alimentation est abondante (BENCHAAR, 1987). Selon le méme auteur, la premiere saillie
se fait généralement a I’age de 2 a 3 ans avec une moyenne de 30 mois. L’age au premier
vélage est compris entre 3 et 4 ans. Pour effecteur la premiere saillie, I’éleveur ne prend en
compte ni 1’age ni le poids de la génisse « 1’essentiel est I’obtention d’un veau dés que la
vache est apte pour étre fecondée». Les vélages s’étalent sur toute I’année. L’écart entre vélage
dépend en grande partie de 1’écart vélage-saillie fécondante, il varie entre un ou deux ans et
est en moyenne de dix-huit mois (YACHEUR, 1986). Cet écart élevé s’explique par le
mauvais ou 1’absence de détection des chaleurs et les échecs multiples des saillies aprés les
vélages. Chez les éleveurs des montagnes, les vélages interviennent en majorité en plein air
en forét, sans aucune intervention de 1’éleveur.

I1. Neospora caninum et la néosporose

I1.1. Introduction

La néosporose est une maladie parasitaire causée par Neospora caninum, un protozoaire
intracellulaire obligatoire appartenant au phylum Apicomplexa (DUBEY et al., 1988a),
proche de Toxoplasma gondii avec lequel, il présente de nombreuses similitudes (KAMGA
WALADJO et al, 2008). Les parasites apicomplexes ont été caractérisés par un complexe
apical situé a une extrémité de leur structure. Le complexe apical est important en tant
qu'adaptatif évolutif unique pour I'invasion des cellules hotes (GOODSWEN et al., 2013). N.
caninum provoque la néosporose chez les bovins (Bos taurus) et les chiens domestiques
(Canis familiaris). 1l s’agit d’une cause majeure d'avortement chez les bovins et aussi a
I’origine d’une maladie neuromusculaire chez le chien infecté. Elle a été trouvée chez les

bovins dans tous les pays ou la maladie a éte recherchee (AL-QASSAB et al., 2010).



11.2. Pathogeénie

Lors d'une primo-infection d'une vache résultant de l'ingestion d'oocystes de N. caninum
sporulés, les oocystes liberent huit sporozoites dans l'intestin gréle comme dans la
toxoplasmose ovine (BUXTON, 1998). Les sporozoites parasitent alors I'épithélium intestinal,
se transforment en tachyzoites et subissent une phase de multiplication dans les ganglions
lymphatiques mésentériques. De Ia, les tachyzoites sont libérés dans le sang (DUBEY et al.
2006). OKEOMA et al. (2004a) ont démontré la présence de I'ADN de N. caninum dans la
fraction leucocytaire de sang de bovins naturellement infectés. La parasitémie conduit a la
dissémination dans tout le corps, y compris l'utérus gravide. Expérimentalement, la
parasitémie est difficile a détecter, probablement parce qu'elle est de courte durée ou pulsatile,
ou les deux (MALEY et al., 2003 ; MACALDOWIE et al., 2004). La transmission
transplacentaire endogéne de N. caninum est le mode d’infection le plus courant chez les
bovins (BJOKMAN et al., 1996 ; ANDERSON et al., 1997). Les vaches séropositives sont
plus susceptibles que ceux qui sont séronégatives d'avorter (THURMOND et al., 1997 ;
MOEN etal., 1998 ; WOUDA et al., 1998 ; DAVISON et al., 1999a). Chez les bovins infectés
de facon chronique, N. caninum est enkysté sous forme de kyste a bradyzoites, principalement
dans le systéeme nerveux central (SNC) et dans le muscle squelettique (HO et al., 1997 ;
SAWADA et al., 2000 ; PETERS et al., 2001 ; SCHARES ET al., 2001, OKEOMA et al.,
2004b). La réactivation d'une infection chronique est éventuellement déclenchée par une
baisse de I’immunité a médiation cellulaire au milieu de la gestation (INNES et al., 2001,
2002, 2005). Les tachyzoites, alors de nouveau en dispersion, vont se diriger notamment vers
le placenta et passer la barriere pour contaminer le foetus. L'invasion cellulaire est un élément
clé et les processus complexes impliqués semblent étre similaires chez les autres espéces
Apicomplexa. Une premiére phase concerne la reconnaissance et 1’attachement du parasite a
sa cellule hote grace a des récepteurs et des protéines libérées par les micronemes, les rhoptries
et les granules denses. L’attachement se produit sans aucune orientation cohérente
(HEMPHILL et al, 1996) et implique des antigénes de surface immunodominants tels que N.
caninum SAG-related sequence 2 (NcSRS2) (HEMPHILL, 1996). La deuxieme phase se
rapporte a I’invasion active du parasite et la troisieme étape se rapporte a la formation de
vacuole parasitophore et son développement intracellulaire. Le conoide provoque
I’invagination de la membrane plasmique et diverses protéines sont alors émises dans la
vacuole parasitophore ainsi formée (Figure 3). Il existe une zone d’attachement entre la
membrane externe du parasite et la membrane plasmique de 1’hote par I’intermédiaire des

adhésines synthétisées par les micronemes. Le parasite rentre progressivement dans la cellule
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par glissement et se retrouve finalement entierement dans la vacuole parasitophore (BUXTON
et al., 2002). Cette pénétration active dans la cellule-hdte dure aprés au moins cing minutes
de contact (HEMPHILL et al.,1996), le tachyzoite s’entoure d’une vacuole parasitophore ou
il se multiplie par endodyogénie. La vacuole parasitophore est formée a partir de la membrane
de surface de la cellule hote et est modifiée par le parasite peu aprés I’invasion (RETTIGNER
et al., 2004). Chez I'animal infecté, les tachyzoites se retrouvent dans de nombreux types de
cellules : cellules nerveuses, macrophages, fibroblastes, cellules endothéliales vasculaires,
myocytes, cellules rénales tubulaires et hépatocytes (DUBEY et LINDSAY, 1996). Les
tachyzoites peuvent étre trés nombreux par cellule et I’on peut observer jusqu’a 100
tachyzoites dans un seul plan de coupe. Ce phénoméne multiplicatif conduit a la mort
cellulaire et a I’invasion rapide des cellules voisines (DUBEY et LINDSAY, 1996 ; SPEER
et al., 1999). Les conséquences de l’infection chez la vache vont dépendre du statut
immunitaire de la vache, le stade physiologique de la vache (gestante ou pas), de 1’age du
foetus au moment de I’infection (INNES et al., 2002). Elles peuvent aller de I’avortement, a
la naissance d’un veau malformé, ou d’un veau normal mais infecté¢ chroniquement par le

parasite (DUBEY et LINDSAY, 1996).

A : anneau apical, N : nucleus, a :Fixation du tachyzoite a la cellule sans orientation particuliere,
C : conoide, P : anneau polaire, b :Invasion par le conoide et libération du contenu des organelles,
D : granules denses, R : rhoptries C :Pénétration du tachyzoite a ['intérieur de la cellule,

M : micronéme, d :Création d’une vacuole parasitophore.

Figure 3 : Mécanisme d’invasion cellulaire par un tachyzoite de N. caninum (BUXTON et
al., 2002)




11.3. Réponse immunitaire a N. caninum chez les bovins

Apres une exposition a N. caninum, les bovins développent une immunité cellulaire et
humorale, des réponses qui n'offrent qu'une protection partielle contre le parasite (GUIDO,
2017). L'élimination du parasite des bovins infectés est considérée comme peu probable, voire
impossible, et les vaches infectées ont un plus grand risque d'avortement que les vaches non
infectées (LOPEZ- GATIUS et al. 2004a ; WESTON et al., 2005). Les réponses immunitaires
a médiation cellulaire devraient jouer un réle majeur dans le contrdle de I'infection et dans la
réduction de la charge parasitaire chez I'néte vue la nature intracellulaire obligatoire de N.
caninum (INNES et al., 2005 ; GHALMI, 2011a). Les premiéres études réalisees sur des
souris ont montré la prédominance d’une réaction de type Th1, faisant intervenir I’interleukine
12, 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).

11.3.1. Réponses immunitaires des bovins non gestants

La plupart des bovins adultes sont capables de lutter contre I’infection et demeurent
cliniquement normaux bien que toujours infectés. Le bovin adulte non gestant infecté par N.
caninum va répondre en produisant des anticorps spécifiques, souvent utilisés comme aide au
diagnostic, les tachyzoites sont source d’antigénes utilisés au diagnostic. L’efficacité des
anticorps pour le développement d’une immunité reste a déterminer, mais ils jouent un role
dans le contrle de la parasitémie en répondant au stade extracellulaire du parasite
(HEMPHILL et al., 2000). La production d’anticorps spécifiques est détectable une semaine
apres ’infection et les titres d’anticorps circulants restent élevés durant une longue période.
L’avidité des anticorps spécifiques s’accroit dés la 2°™ semaine aprés I’infection et ceci
jusqu’a la 12°™ semaine moment oul les valeurs atteignent un plateau (MALEY el al., 2001).
Dans le cas de I’infection expérimentale par des oocystes, une réponse proliférative spécifique
est détectable une semaine apres I’infection tandis que la production d’IgG1 et IgG2 apparait
2 a 4 semaines apres ’infection (DE MAREZ et al., 1999). Néanmoins, N. caninum est un
parasite intracellulaire obligatoire et ne peut se multiplier qu’a I’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 (prolifération
cellulaire et production de cytokines). Elle est suffisante pour que 1’animal ne développe pas

de symptomes cliniques. La production d’interféron gamma (IFN-y) par les lymphocytes T




CDA4+ 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. La preuve de I’importance de I immunité
a médiation cellulaire a été apporté par des études in vitro montrant que le traitement des
cellules par de I'IFN 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
¢galement de I’INF gamma. Le surnagent collecté a partir de cellules T CD4+ répondant aux
antigenes de N. caninum a eté 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
complétement 1’activité antiparasitaire. Ceci suggére que d’autres cytokines du surnagent sont
¢galement en mesure d’inhiber la multiplication intracellulaire du parasite (HEMPHILL et
al., 2000). En résumé, 1’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 I’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’'IFN gamma dans le contréle de la croissance de N. caninum chez 1’hdte. La méme cytokine
est également tres importante dans la résistance a Toxoplasma gondii (HEMPHILL et al,
2000).

11.3.2. Réponses immunitaires les bovins gestants

Les réponses immunitaires maternelles contre N. caninum chez les bovins gravides ont été
largement étudiées, utilisant a la fois des études d'infections expérimentales et naturelles. Des
études ont démontré I'importance de la réponse a médiation cellulaire lymphoproliférative et
la production d'IFN-y dans 1'immunité protectrice contre Neospora (WILLIAMS et al., 2000,
ANDRIANARIVO et al., 2001, ROSBOTTOM et al., 2011). Au début de la gestation, la
réponse immunitaire maternelle est essentielle pour déterminer I'issue de la maladie a la suite
d'une infection primaire ou recrudescence d'une infection chronique a N. caninum. De fortes
infiltrations de cellules T (CD3 +, CD4 +, gamma-delta (y-3)) et les cellules NK du placenta
maternel étaient liées a la mort feetale (CANTON et al., 2014b, MALEY et al., 2006). Ces
cellules infiltrantes étaient également associées a des augmentations de l'expression des
cytokines de type Thl IL-12, IFN-y et TNF-a a l'interface placentaire (CANTON et al., 2014a,
ROSBOTTOM et al., 2008) provoquant une pathologie immunitaire grave et la mort du foetus
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(MACALDOWIE et al., 2004). Ces résultats ont été soutenus par GIBNEY et ses
collaborateurs (2008), qui ont montré qu’une infection expérimentale avec les tachyzoites de
Neospora en début de gestation chez les bovins a provoqué une nécrose épithéliale focale
étendue et l'infiltration de cellules mononuclées au niveau du placenta, ce qui était associé a
la mort feetale (GIBNEY et al., 2008). Alors que les travaux de FLYNN et MARSHALL
(2011) ont démontré que les macrophages de bovins infectés par N. caninum produisaient de
I'IL-17 ainsi que de I'IFN-y, et ont suggéré qu'une combinaison de ces deux cytokines pro-
inflammatoires pourrait contribuer a I’immunopathologie observée au niveau de l'interface
feetale maternelle lors d'infection a N. caninum chez les bovins (FLYNN et MARSHALL,
2011). Au milieu de la gestation, on observe une modulation majeure du systéme immunitaire
et surtout de la réponse IFN-y. La réponse lymphoproliférative maternelle et IFN-y contre les
antigenes de N. caninum ont été détectés dans le sang périphérique et les ganglions
lymphatiques périphériques de bovins gravides infectés expérimentalement. Cependant, le
rétrocontrdle négatif exercé sur le systeme immunitaire par la gestation permettrait la
réactivation du parasite quiescent dans le systeme nerveux. Lors de cette réactivation, le
parasite serait 8 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 1’infection du placenta
et du feetus. Pour ALMERIA et collaborateurs (2003), la réponse de type Th-1 pro-
inflammatoire primitive, serait suivie 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’hdte et son passage a travers le placenta. Cette immunomodulation
(réponse de type Th2) pourrait expliquer pourquoi les taux de la transmission verticale
augmente au fur et a mesure que la gestation progresse, car elle peut permettre au parasite la
recrudescence, conduisant a des infections feetales. Cela peut aussi expliquer pourquoi de
nombreux avortements bovins associés a N. caninum se produisent vers le 150°™ jour de
gestation (DUBEY, 1999a). Au milieu de la gestation, les conséquences d’une infection
peuvent étre la mort du feetus et donc 1’avortement, oU la naissance d’un veau cliniquement
atteint de néosporose. Les études expérimentales examinant les infections a N. caninum en
fin de gestation chez les bovins sont limitées. Les données disponibles suggerent que les
primo-infections a ce stade de la gestation sont souvent associees a des taux élevés de
transmission verticale, mais a de faibles taux de mortalité foetale. ANDRIANARIVO et ses

collaborateurs (2001) ont démontré une transmission verticale et une infection feetale chez 5
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vaches sur 5 infectées par N. caninum en fin de gestation (jours 219-231 de gestation)
(ANDRIANARIVO et al., 2001). Alors que BENAVIDES et ses collaborateurs (2012), ont
observé une transmission verticale chez tous les animaux infectés a partir de 28 éme jour post
infection (jour 238 de gestation) (BENAVIDES et al., 2012). Des observations antérieures
ont également montré que suite a une infection par N. caninum a la fin de gestation, la viabilité
feetale etait expliquée par une nécrose placentaire minime, une légere infiltration
inflammatoire et une réduction des niveaux d'expression de I'IlFN-y (GIBNEY et al., 2008,
ROSBOTTOM et al., 2008). Ces conclusions ont été confirmées par les travaux de CANTON
et de ses collaborateurs (2014 a , b) ou ils ont montré que l'absence de mort feetale était
probablement due en partie a une légere infiltration cellulaire inflammatoire au niveau du
placenta maternel (CANTON et al., 2014b), avec une production limitée de cytokines pro
inflammatoires (IFN-y) (CANTON et al., 2014a). Ce manque d'immunopathologie est
probablement dd a I'environnement biaisé en Th2 au niveau du placenta, entrainant une
réduction (suppression) des réponses pro-inflammatoires nocives (RAGHUPATHY, 1997).
Cependant, le principal facteur qui réduira les taux de mortalité feetale est la maturité
croissante de la réponse immunitaire du feetus contre N. caninum a mesure que la gestation
progresse.

11..3.3. Réponses immunitaires feetales bovines contre Neospora caninum

En raison de la nature épithélio-choriale du placenta ruminant, a I’état normal, il n’y a pas de
facteurs immunitaires maternels (les cellules immunitaires, les anticorps et les cytokines) qui
peuvent traverser l'interface meére-feetus. Cela signifie que toute la réponse immunitaire
observée est directement lié & une infection feetale. Chez le foetus bovin sain normal, le
développement du systéme immunitaire est observé a partir du 42°™ jour de gestation, tandis
que la rate est structurellement présente a partir du 60°™ jour de gestation (SCHULTZ et al.,
1973). A 3 mois de gestation, les monocytes et les lymphocytes T ont été montrés en grand
nombre dans les échantillons de thymus et de rate des feetus bovins. A la méme période de la
gestation (environ 90 jours), de faibles nombres de lymphocytes B ont également été
identifiés. Ces derniers présentent une plus faible concentration car ils proliferent et se
différencient principalement de maniére dépendante de I'antigéne (SENOGLES et al., 1979).
Actuellement, la recherche s'est concentrée sur la capacité du feetus a développer une réponse
immunitaire efficace contre une infection a N. caninum et si oui, a quel stade de la gestation
la réponse immunitaire feetale devient protectrice ? Bien que les cellules immunitaires et les
tissus lymphoides sont présentes au cours du premier trimestre de la gestation, les cellules

immunitaires ne semblent pas capables de développer une réponse immunitaire protectrice
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spécifique a l'antigéne. Si la transmission verticale survienne au début de la gestation, le
résultat sera probablement la mort du feetus (ANDRIANARIVO et al., 2001, ROSBOTTOM
et al., 2008). Au milieu de la gestation, la réponse immunitaire feetale bovine est
complétement développée. Entre 131-154 jours de gestation le foetus s'est avéré capable de
remontrer une réponse immunitaire spécifique a I'antigene (ALMERIA et al., 2003). Ces
réponses sont dominées par les Cellules T CD4 + et production importante de cytokine IFN-
vy (ALMERIA et al., 2003, BARTLEY et al., 2004, ROJO-MONTEJO et al., 2009a). Aussi a
ce stade, les feetus bovins sont également capables de développer des réponses immunitaires
humorales contre N. caninum, qui sont prédominées par la production des anticorps
IgG1(ANDRIANARIVO etal., 2001). Il y a un manque de données expérimentales examinant
la réponse du systéme immunitaire feetal bovin contre N. caninum en fin de gestation. La
plupart des études expérimentales se sont concentrées sur, soit les réponses immunitaires
maternelles (ROSBOTTOM et al., 2007) soit I'immunopathologie au niveau du placenta
(GIBNEY et al., 2008). Les donnees disponibles montrent qu'au troisiéme trimestre de
gestation, les feetus bovins sont capables de produire de fortes réponses humorales, avec des
titres d'anticorps Neospora >1 : 20 000 (testés par IFAT) et une réponse immunitaire a
médiation cellulaire contre N. caninum, y compris une prolifération lymphocytaire et la
production d'IFN-y dans le sang périphérique, ganglion lymphatique mésentérique, pré-
scapulaire et dans la rate (ANDRIANARIVO et al., 2001). Ces expériences montrent que plus
I’age de gestation augmente plus le risque de mort feetale associée a une infection par N.
caninum diminue (ANDRIANARIVO et al., 2001). Cependant plus la gestation avance, la
probabilité que le parasite soit transmis verticalement au feetus augmente (BENAVIDES et
al., 2012).

11.4. Symptobmes

L’infection par N. caninum est asymptomatique chez les bovins adultes. En période 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 1’insémination suivante est en principe
bon (JOURNEL et PITEL, 2001). L’avortement survient a partir du troisiéme mois de
gestation et jusqu’au terme (DE MEERSCHMAN et LOSSON, 1998) avec un maximum
d’avortement entre cing et six mois de gestation. Le foetus 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
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pas étre diagnostiquée en cas de mortalité embryonnaire précoce ou de résorption feetale, avec
retour en chaleur de I’animal (DUBEY, 1999). 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). Entre 80 et 100% des veaux
nés de méres 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
cliniguement, 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, 1999). 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 problémes d’hydrocéphalie ou de malformations de la colonne vertébrale
(DUBEY, 2003). Lorsque les symptomes nerveux sont séveres, I’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). Les feetus infectés sont pour la plupart nés cliniquement
normaux mais infectés de maniere persistante, certains peuvent mourir, étre réabsorbés,
momifiés, autolysés ou mort-nés. Les feetus avortés présentent généralement des lésions
comme une nécrose multifocale entourée de cellules inflammatoires affectant des organes tels
que le cerveau, la moelle épiniére, le ceeur, les poumons et le placenta (BARR et al., 1991).
Environ 80 a 90% des veaux infectés pourraient étre porteurs de N. caninum. Chez les chiens,
N. caninum peut provoquer une maladie grave a tous les ages, mais décrit principalement chez
les chiots (NISHIMURA et al., 2015). La pathologie chez le chien est caractéerisé
géneralement par une paralysie des membres pelviens et une hyperextension rigide (DUBEY
et SCHARES, 2011 ; REICHEL et al., 2007). Les chiens peuvent présenter une

encéphalomyélite et une myosite qui se traduisent par une paralysie et une mort prématurée
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chez les chiots (BJERKAS et al., 1984). Cependant, les signes neurologiques observés chez
les chiens adultes sont variables selon le site de multiplication du parasite dans le systéme
nerveux central (DUBEY, 2003).

I1.5. Lésions

N. caninum est un parasite intracellulaire qui tue les cellules hétes du fait de la multiplication
active des tachyzoites par endodyogénie. Ceci provoque des Iésions facilement visibles en
quelques jours. Ce sont des lésions inflammatoires non suppuratives menant a 1’apparition de
foyers de nécrose (DUBEY et LINDSAY 1993 ; BRUGERE-PICOUX et al., 1998). Les
kystes a bradyzoites peuvent également entrainer des Iésions, 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 1’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 1’allantochorion. Ceci a été
mis en évidence expérimentalement, puis naturellement par OTTER et al. (1995). En méme
temps, le parasite envahit le foetus par voie sanguine et gagne préférentiellement le systeme
nerveux central, mais parfois aussi le cceur, les muscles squelettiques, les poumons et le foie
(BUXTON et al., 2002). Les feetus expulsés précocement sont dans la plupart des cas
momifiés ou autolysés. Les lésions macroscopiques sont peu nombreuses (plages blanches
dans les muscles et le cceur, foyers décolorés ou surcolorés dans 1’encéphale, dilatation des
cavités cardiaques) (ANDERSON et al., 1994). Les Iésions placentaires et foetales démontrent
que N. caninum est un pathogéne capable d’induire par sa seule multiplication des
avortements, par I’inflammation du placenta maternel, la nécrose et 1’inflammation du
placenta feetal et maternel, ou les dommages feetaux, voire la combinaison des trois.
Cependant, en général, le nombre de parasites retrouvés dans les tissus foetaux est faible,
méme chez les sujets bien préservés. Ceci pourrait étre di a la pathogénie méme des
avortements : la réponse immunitaire maternelle ou la lutéolyse induite par les prostaglandines
causerait I’expulsion du feetus avant que le parasite ait le temps de se multiplier en grand
nombre (SARRAZIN, 2009). Sur le plan microscopique, les lésions 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,
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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 eté décrite (DUBEY et LINDSAY, 1996). Il faut noter qu’en absence de
réaction immunitaire et de certains facteurs physiologiques (chez 1’adulte et le feetus agé), les
tachyzoites continueraient a se multiplier, provoquant la mort de nombreuses cellules et méme
la mort de 1’héte. Un équilibre s’établit donc entre la multiplication rapide et pathogéne des
tachyzoites et la capacité de I’hote a se défendre contre I’infection. Cet équilibre permet ainsi,
la survie de 1’hdte, mais aussi celle du protozoaire parasite (BUXTON et al., 2002). 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 symptdmes ne soient
pas univoques, particuliérement chez les bovins, et que d’autres protozoaires induisent des
lésions comparables.

11.6. Impact économique de la néosporose bovine

La néosporose entraine des pertes économiques pour la production de bovins laitiers et de
boucherie (LARSON et al., 2004). TREES et al. ont évalué les différentes pertes
occasionnées par le parasite qui sont principalment les avortements, diminution voire arrét de
la production laitiere, baisse de la valeur marchande des animaux, handicap a la vente,
augmentation du taux de réforme, mortinatalité et mortalité embryonnaire (TREES et al.
1999). La mortalité embryonnaire fortement suspectée mais non prouvée. WALDNER et al.
ont trouveé une association significative entre baisse du taux de fécondation et séropositivité a
Neospora (HOAR et al. 1996 ; WALDNER et al. 2001). De plus, la néosporose entraine un
allongement de I'intervalle entre les vélages (HALL et al., 2005), ainsi qu‘'une diminution de
la valeur reproductrice du cheptel (HADDAD et al., 2005). A propos de la production laitiére,
THURMOND et HIETALA ont prouvé que les vaches atteintes de néosporose subissent une
baisse de leur production laitiere et cela sans relation avec un avortement associé
(THURMOND et HIETALA, 1997). Cet effet a été retrouvé chez des primipares uniquement.
Elles ont une production diminuée de 1,25 kg de lait par jour environ, soit sur 300 jours de
lactation en moyenne, une perte nette de 375 kg de lait par an. A propos de la réforme, une
étude californienne a estimé, en suivant des animaux infectés par Neospora, que les vaches
séropositives avaient 1,6 fois plus de chances d’étre réformées que les vaches saines. Ce risque
est surtout dd aux problémes de production laitiere. Mais dés que la vache a des problemes de
reproduction ou d’avortement, elle a 2 fois plus de chances d’étre réformée qu’une vache saine
(THURMOND et HIETALA 1996). DUBEY a estimé le codt annuel de la néosporose pour

I’industrie laitiére a 30 millions de dollars. Il inclut dans cette estimation les pertes dues aux
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avortements, au remplacement des animaux, a la diminution de la production laitiére, de
I’efficacité reproductrice, et des frais de diagnostic (DUBEY, 1999). Un modéle économique
a aussi été élaboré par des néozélandais (PFEIFFER et al. 1997). Ainsi pour la Nouvelle-
Zélande uniquement, les pertes dues a Neospora caninum sont estimées a 16,5 millions de
dollars néozélandais (3000 dollars néozélandais par troupeau en moyenne). Les pertes
intégrées dans ce modéle sont les pertes dues au veau avorté, a la baisse de production laitiere,
au codt de la réforme et du remplacement. A I'échelle mondiale, les pertes causées par la
néosporose sont d'environ un million de dollars par an (REICHEL et al., 2013).

11.7. Découverte de Neospora caninum

Neospora caninum est un parasite intracellulaire identifié pour la premiere fois comme un
organisme distingue en Norvege (1984) chez des chiens atteints d’encéphalopathie et de
myosite, ce parasite ressemblait a T. gondii méme si aucun anticorps anti-toxoplasma n’a été
observé chez ces chiens (BJERKAS et al., 1984 ; DUBEY et al., 1988a). Apres une étude
rétrospective effectuée en 1988 sur la toxoplasmose canine aux Etats unies, un parasite a été
isolé sur culture cellulaire, identifié et dénommé Neospora caninum (DUBEY et al., 1988b).
L’implication de Neospora caninum dans des avortements chez des bovins date de 1989
(SHIVAPRASAD et al. 1989 ; THILSTED & DUBEY, 1989). Apreés il a été considéré dans
la plupart des pays du monde comme un agent abortif majeur chez I’espéce bovine (DUBEY
et al 2007).

11.8. Classification de Neospora caninum

Neospora caninum est un parasite protozoaire de phylum des Apicomplexa, classe des
Sporozoea, sous classe des Coccidia. Ordre des Eucoccidia, sous ordre des Eimeriidae. 1l est
classé dans la famille des Sarcocystidae, Le genre Neospora est classé dans la sous-famille
des Toxoplasmatina, avec les genres Toxoplasma, Hammondia, Cystoisospora, Besnoitia,
Sarcocystis, Frenkelia (Figure 4). Neospora caninum était le seul représentant de son genre.
En 1998 MARSH et ses COLLABORATEURS ont isolé une autre espéce de genre Neospora
chez le cheval baptisé Neospora hughesi. Des différences génomiques morphologiques et

antigéniques ont été observées entre N. hughesi et N. caninum (MARSH et al., 1998).
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Sous régne Protozoa
Phylum Apicrmp]exa (Stades invasifs avec complexe apical)
Classe Sporozoea (Motilité des stades invasifs par flexion ou glissement)
Sons-classe Coccidia (Cycle évolutif, v compris schizogonie, gamétogonie et sporogonie)
Ordre Eucoccidia (Schizogonie survenant chez des hotes vertébrés)
. . . L (Développement de macro et
Sous-ordre Haemosporina Piroplasmorina Eimeriina microgamétes)
Famille Plasmodidae Banesiida Theileriida Eimeriidae Cryptosporidiae Sarcocystidae ([?Y::IE .
| | hétéroxénes)
i ) o | o Neospora
Genre Plazsmodium Babesia Theilena Is_::-spo_ra Cryptosporidium Toxoplasma
Eimeria Hammondia
Cystoisospora
Besnoitia
Sarcocystis
Frenkelia

Figure 4 : Classification taxonomique de Neospora ces principales caractéristiques de
chaque niveau organisationnel (MARUGAN-HERNANDEZ, 2017).

11.9. Cycle de vie de Neospora caninum

11.9.1. Hotes intermédiaire et définitifs

Les chiens (Canis familiaris) sont généralement [I'h6te définitif de N. caninum
(MCALLISTER et al., 1998) bien que d'autres canideés tels que les coyotes (Canis latrans)
(GONDIM et al., 2004), le dingo d’Australie (Canis lupus dingo) (ALMERIA, 2013) et les
loups gris (Canis lupus) (DUBEY et al., 2011) excrétent des oocystes apres s'étre nourris de
kystes tissulaires infectés. Méme si les chiens infectés par N. caninum ne soient pas toujours
séropositifs (LINDSAY et al., 1999a ; MCALLISTER et al., 1998), tous les chiens doivent
étre considérés comme une source importante de transmission de N. caninum, qu'ils soient
séroconvertis ou non (REICHEL et al., 2014). Plusieurs especes animales peuvent étre
infectées par N. caninum : les parasites isolés de chiens ont été classés comme Nc-1 (DUBEY
et al., 1988b), Nc-Bahia (SAWADA et al., 2000) et Nc Liverpool (BARBER et al., 1993). Nc
BPAL, BPA2 (CONRAD et al., 1993), Nc KBA1, KBA2 (KIM et al., 2000), Nc-Spain 1H
(ROJO-MONTEJO et al., 2009), Nc-Spain 2H, 3H, 4H, et 5H ainsi que Nc-Espagne 6, 7, 8,
9 et 10 (REGIDOR-CERRILLO et al., 2008) ont eté isolés a partir de bovins ; Nc-Sheep de
mouton (KOYAMA et al., 2001) et NcBrBuf 1, 2, 3, 4 et 5 de buffle d'eau (RODRIGUES et

al., 2004). En outre, des anticorps contre N. caninum ont été détectés chez le cerf de Virginie
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(Odocoileus virginianus) (LINDSAY et al., 2002), les corbeaux (Corvus corax) (MOLINA-
LOPEZ et al., 2012), les liévres (Lepus europaeus), zebre (Equus burchelli), cerf de Thorold
(Cervus albirostris), cerf sika (Cerus Nippon pseudodaxis), daim (Dama dama), orignal
(Alces alces), mouflon (Ovis ammon), bison d'Europe (Bison Bonasus), mer loutre (Enhydra
lutris) et dauphin (Tursiops truncatus) (DUBEY et al., 2007). Ces observations suggerent que
les animaux sauvages jouent également un rdle important dans I'épidémiologie de la
néosporose.

11.9.2. Stades infectieux de N. caninum

Il existe trois stades infectieux de N. caninum appelés tachyzoites, bradyzoites et sporozoites.
Les tachyzoites et les bradyzoites se trouvent dans les tissus des hotes intermédiaires et
définitifs, tandis que les sporozoites se trouvent dans les sporocystes a l'intérieur des oocystes,
qui se forment dans l'intestin de I'ndte définitif et sont excrétés via leurs selles (DUBEY et al.,
2006).

11.9.2.1. Stade sporozoite

Le stade sporozoite de N. caninum se trouve dans I'oocyste. Chaque oocyste contient deux
sporocystes et chaque sporocyste contient quatre sporozoites (LINDSAY et al., 1999b). La
taille des oocystes est d'environ 10 x 12 pm avec une paroi lisse incolore de 0,6 a 0,8 pm
d'épaisseur. Les oocystes sont sphériques a sous-sphériques et excrétés avec les féces de I'hote
définitif sous forme non sporulée. Les sporocystes sont ellipsoidaux avec une taille de 8 x 6
um et leur épaisseur de paroi est de 0,5 a 0,6 um. Les sporozoites sont caractérisés par la
position du noyau, qui est situé au centre ou légerement en arriere (LINDSAY et al., 1999b).
Bien que la biologie de I'oocyste de N. caninum soit peu connue, il s'agit d'un facteur clé de
I'épidémiologie de la néosporose chez les bovins (DUBEY et al., 2007). Le grand nombre
d'oocystes contaminés dans I'environnement entraine un risque élevé d'infection
(GOODSWEN et al., 2013). La période prépatente avant I'excrétion des oocystes par I'hote
définitif varie de 5 a 10 jours aprés I'infection a N. caninum (AL-QASSAB et al., 2010) et ils
peuvent étre excrétés en continu pendant 10 jours (MCALLISTER et al., 1998 ; MCCANN
et al., 2007). L'age de I'héte, le type de tissus d'alimentation et le statut immunitaire de I'hdte
affectent le taux d'excrétion des oocystes (DUBEY et al., 2007). Par exemple, le nombre
d'oocystes excrétés était plus élevé chez les chiens qui ingéraient des tissus de veau infectés
que chez ceux qui avaient ingeré des kystes tissulaires de souris. Il a également été démontré
que les chiots infectés excrétaient des oocystes a un taux plus élevé que les chiens adultes
(GONDIM et al., 2002).
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11.9.2.2 Stade tachyzoite

Le tachyzoite est une forme a réplication rapide de N. caninum associée a une infection aigué.
La taille du tachyzoite de N. caninumestde3a7x 1 a5 um (DUBEY et al., 2002), ce qui est
Iegerement plus grand que T. gondii et dépend du stade de réplication (DUBEY et LINDSAY,
1996). Le tachyzoite de N. caninum a une forme de croissant, pointu a I'extrémité antérieure
et arrondi a I'extrémité postérieure (Figure 5). Il contient deux anneaux apicaux, 22
microtubules subpelliculaires, un conoide, un cytosquelette, un micropore, un microtubule
subpelliculaires, des organites sécrétoires (comme des rhoptries, des micronemes et des
granules denses), des mitochondries, un apicoplaste, un réticulum endoplasmique, un noyau,
un complexe de Golgi et un ribosome (SPEER et DUBEY, 1989 ; LINDSAY et al., 1993).
La membrane externe est recouverte d'une pellicule qui se compose de trois couches de
membrane plasmique.

Tableau 1 : Caractéristiques structurelles et morphologiques des stades de N. caninum
(DUBEY et al. 1989, 2002, 2004 ; BARR et al. 1991 ; SPEER et al. 1999).

Stade Tachyzoides Bradyzoides Ookystes
Forme ovoide Ronds a ovales Sphériques
Taille 3a7pumsurlabum Kystes: jusqu’al07 um 10a 11 pum
Bradyzoites : 6 & 8 um sur
1a1.8pum
Localisation Dans de nombreux Kystes : tissu nerveux Selles de 1’hote
types cellulaires, a définitif (chien)
I’intérieur d’une
vacuole parasitochore
Structure 2 anneaux apicaux Kyste a paroi lisse d’une Avant
1 conoide épaisseur pouvant aller sporulation :1
lanneau polaire jusqu’a 4 um ( 1 a 2 en sporonte central
mitochondries général), contenant de 50a  Apres sporulation :
Jusqu’a 150 200 bradyzoites. Memes , 2 sporocystes
micronemes oganites que pour les contenant chacun
lappareil de Golgi tachyzoites sporozoites
REL et REG

1 noyau et nucléole

Les tachyzoites se divisent en deux tachyzoites par endodyogénie et ils peuvent étre trouves
dans les cellules neurales, les macrophages, les fibroblastes, les cellules endothéliales
vasculaires, les hépatocytes, les myocytes et les cellules épithéliales tubulaires rénales
(BJERKAS et PRESTHUS, 1989 ; DUBEY et al., 1988a ; SPEER et DUBEY, 1989). Les
tachyzoites envahissent les cellules hotes par invasion active, se localisent dans une vacuole

parasitophore et deviennent intracellulaires dans les 5 minutes aprés leur fixation avec les
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cellules hotes (HEMPHILL et al., 1996). Ils peuvent étre situés dans plus d'un vacuole

parasitophore par cellule hote.

Granules denses 3
Mironemes

pellicule

Rhoptries
Apicoplaste

Mitochondie

Réticulum
endoplasmique

Figure 5 : Schéma du tachyzoite de N. caninum (REID et al., 2012)

11.9.2.3. Stade bradyzoite

Le bradyzoite est une forme a réplication lente de N. caninum qui représente le stade chronique
de la maladie. Les bradyzoites forment des kystes avec des parois jusqu'a 4 um d’épaisseur ;
la taille des kystes varie en fonction du nombre de bradyzoites qu'ils contiennent (DUBEY et
al., 2006). La forme des kystes tissulaires est souvent ronde a ovale et peut atteindre 107 pm
de long (Figure 6). On les trouve principalement dans les tissus nerveux tels que la moelle
épiniere, cerveau, les nerfs et la rétine (DUBEY et al., 1988a ; DUBEY et al., 1990) et on les
trouve dans les muscles squelettiques (DUBEY et al., 1989). Le bradyzoite est mince et a une
taille de 6 a 8 x 1 a 1,8 um. Ils contiennent les mémes organites que ceux trouvés dans les
tachyzoites sauf qu'il y a moins de rhoptries et plus de granules d'amylopectine que de
tachyzoites (DUBEY et LINDSAY, 1996).

11.9.2.4. Stade de conversion des tachyzoites en bradyzoites de N. caninum

Les tachyzoites de Neospora caninum peuvent se convertir en bradyzoites en réponse a
I'immunité de I'h6te. Les tachyzoites se différencient en bradyzoites apres avoir eté déclenchés
la réponse immunitaire de I'hdte, conduisant a la formation de kystes dans les tissus de I'hote.
La réactivation peut survenir chez les bovins gravides en raison de la suppression de
I'immunité de I'n6te et entrainer une transmission transplacentaire (GHALMI, 2011). La
transmission transplacentaire est une voie importante pour la persistante de l'infection de

génération en génération. La connaissance de I'expression des protéines impliquées dans la

21



Revue de la littérature

conversion du stade de N. caninum fournira une meilleure compréhension de la pathogénie de
la néosporose. La conversion tachyzoite-bradyzoite in vitro peut étre induite chez T. gondii
par utilisation des inhibiteurs de la fonction mitochondriale et des inducteurs de stress oxydatif
(BOHNE et al., 1994 ; SOETE et al., 1994). Il a été démontré que lI'oxyde nitrique (NO)
induit cette conversion de stade car ¢’est un inhibiteur de la fonction mitochondriale et un
facteur de stress indirect des parasites (LYONS et al., 2002). La conversion du stade
bradyzoites-tachyzoites pourrait également étre induite en utilisant un milieu alcalin (SOETE
etal., 1993).

Tachyzoite
vacuole parasitophore

“

Hote intermédiaire

" m " Sporozoite

(oocyste)

Bradyzoite

2 L A
; / Hote Définitif
Kyste tissulaire “

Hote intermédiaire

Figure 6 : Stades de Neospora caninum (MARUGAN-HERNANDEZ, 2017).
Pour N. caninum, VONLAUFEN et al. (2002) ont développé avec succes le test de conversion
de stade des tachyzoites en bradyzoites par utilisation de 70 uM du nitroprussiate de sodium
(SNP) et les parasites peuvent survivre jusqu'a 8 jours. Les kératinocytes épidermiques murins
ont été utilisés comme modele hote qui a été infecté par des tachyzoites de la souche de N.
caninum Liverpool. Leur résultat a révélé une réduction significative de la multiplication des
parasites. Le test d'immunofluorescence a été utilisé pour détecter les anticorps NcBAGL1 qui
pouvaient étre détectés d'abord au 4°™ jour (expression de NcBAG1 & 35%), puis au 8™ jour
(expression de NcBAG1 a 60%) dans la vacuole parasitophore (VP) et ces VP exprimant
NcBAG1 présentaient une expression fortement réduite des antigenes marqueurs des
tachyzoites NCAG1. L'autre conversion de N. caninum (Tachyzoites en bradyzoites) a
également éte réalisé par VONLAUFEN et al. (2004) utilisant pour le développement un autre

type de cellule héte (cellules Vero). lls ont constaté que la concentration optimale de
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nitroprussiate de sodium (SNP) était de 17 uM. Cette concentration n'a pas détruit visiblement
I'intégrité structurale de la monocouche de cellules Vero.

11.9.3 Cycle évolutif

N. caninum est un parasite hétéroxéne necessitant plus d'un hdte pour compléter son cycle de
vie ; la réplication sexuelle a lieu chez les hotes canidés définitifs et la réplication asexuée a
lieu chez les hotes bovins intermédiaires (DONAHOE et al., 2015 ; DUBEY et al., 2006). Le
cycle de vie de N. caninum comprend trois stades infectieux distincts appelés sporozoites
(forme d’excrétion), tachyzoites (forme de multiplication rapide) et bradyzoites (forme
résistance) (DUBEY, 1999b) (Figure 7). Les oocystes non sporulés sont excrétés par I'hote
définitif dans I'environnement dans les 5 & 17 jours suivant I'ingestion de kystes tissulaires
(LINDSAY et al.,, 1999a). Les oocystes sporulés sont actifs aprés 3 jours dans
I'environnement. Chaque oocyste sporulé contient deux sporocystes et chaque sporocyste
renferme quatre sporozoites (DUBEY et al., 2002). L'oocyste est résistant a la dégradation
environnementale, avec une paroi qui est tolérante a la congélation et au séchage, permettant
aux sporozoites infectieux de survivre dans l'environnement externe pendant plusieurs
semaines (UNJIT, 2018). L'h6te intermédiaire ainsi que I'hote définitif peuvent étre infectés
par N. caninum en ingérant des oocystes contenant du sporozoite. Les sporozoites sont libérés
de l'oocyste ingéré dans l'intestin de I'nGte, ceux-ci envahissent ensuite la paroi intestinale et
se différencient en tachyzoites. L'invasion cellulaire par les tachyzoites entraine la création
d'une membrane vacuolaire parasitophore qui est suivie d'une réplication asexuée rapide par
endodyogénie. Les tachyzoites peuvent étre transmis au feetus en développement via le
placenta. En réponse aux réponses immunitaires de I'hote, les tachyzoites a division rapide
peuvent se convertir en bradyzoites a réplication lente qui peuvent survivre pendant toute la
vie de I'n6te intermédiaire (DUBEY et LINDSAY, 1996). Les bradyzoites résidant dans les
kystes tissulaires quiescents peuvent conduire a une infection recrudescente si le systéeme
immunitaire de I'n6te est supprimé, par exemple pendant la gestation ou une maladie
concomitante (HADDAD et al., 2005). Lorsque les mémes kystes tissulaires sont ingérés par
des chiens, souvent via de la viande contaminée, les bradyzoites sont libérés du kyste et
infectent les cellules épithéliales de I'intestin gréle, conduisant finalement a la différenciation
des gamétocytes. La fusion des gamétocytes pour produire des oocystes non sporulés dans la
lumiere de l'intestin canin compléte le cycle de vie. Le chien, hote définitif, ingere des kystes
tissulaires et transmet des oocystes non sporulés dans I'environnement dans ses féces. Les
hotes intermédiaires, comme les bovins, ingerent des oocystes sporulés, puis les sporozoites

se libérent et forment des tachyzoites dans la muqueuse cellulaire de I'intestin. L'h6te définitif
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peut étre infecté en ingérant un kyste tissulaire ou les tachyzoites se transmettront a travers le
placenta et infecteront les feetus. L'hote définitif est infecté en ingérant de la viande infectée

contenant des kystes tissulaires.

Chien hote définitif
Les oocystes non sporulés sont
. excrétés par I'hote définitif

kystes tissulaires ingérés '\
par le chien

les kystes a brachyzoites dans tissus

des hotes intermédiaires =)
S %, e
‘;.: T =
SED)
e | ) e\
B ) R v 1
4" .w\ - "./NA B

A ; Ny, . lA
Transmission des y ] O
tachyzoites via le Vi
placenta | s o Le.s oocytes dans
@ 'k \ > l'aliment et I'eau NN
) oa LA Ingérés par les ‘
e ? - hétes intermédiaireg|
i ~—
Foetus infecté les hétes intermédiaires 3
Les oocytes sporulés
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Figure 7: Cycle de vie de Neospora caninum (DUBEY et al.,2007).

I1. 10 Transmission de N. caninum

11.10.1. Transmission verticale

La transmission verticale (transplacentaire ou congénitale) d'une mére gestante infectée a son
feetus est considéree comme la principale voie de transmission de N. caninum dans les
troupeaux de bovins (UGGLA et al., 2000 ; INNES et al., 2001 ; OMATA et al., 2004,
GONZALEZ-WARLETA et al. 2018 ; DE AQUINO DINIZ LV et al., 2019). Cette voie de
transmission joue un réle important dans le maintien de l'infection au sein du troupeau (ROJO-
MONTEJO et al., 2009a). Une fois infectés, les bovins et les chiens peuvent rester infectés
toute leur vie (BARBER et TREES, 1998). Transmission transplacentaire peuvent étre classés
en fonction de l'origine de l'infection endogene (EnTT) ou exogéne (EXTT). L’infection EnTT
est causée par la réactivation des kystes tissulaires chez une vache infectée auparavant (de
maniere chronique) et est associé avec I'échec de la reproduction et maintien de I'infection au
sein du troupeau (GONZALEZ-WARLETA etal. 2018 ; MARUGAN-HERNANDEZ, 2017).
En revanche, I’infection EXTT se produit apres une infection primaire horizontale (c.-a-d. que

les oocystes sont ingérés par une vache gestante). Cette voie de transmission est
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particulierement efficace si 1’on se base sur la présence d’anticorps spécifiques précolostraux
chez les veaux nés de méres séropositives. Ainsi, les taux de transmission de la mére au feetus
varient de 81 a 95% en fonction des études (PARE et al., 1996 ; SCHARES et al., 1998).
Dans la plupart des cas, les veaux issus de meres infectées naissent cliniquement sains, ce qui
est corrélé a un fort titre d’anticorps chez la mére dans le dernier tiers de gestation (PARE et
al., 1996). 1l est admis que les animaux restent infectés a vie (HEMPHILL et GOTTSTEIN,
2000). La période de gestation ou a lieu la parasitémie, son intensité et sa durée, 1’efficacité
de la réponse immunitaire maternelle et la capacit¢ du foetus a développer une réponse
immunitaire semblent influencer I’infection verticale (HEMPHILL et GOTTSTEIN, 2000).
La transmission verticale, a été décrite dans les conditions naturelles chez la chienne, la vache,
la chevre, la jument, la brebis, et a été induite expérimentalement chez les bovins, la brebis ,
la chévre, la souris, le chien, le chat, le singe et le porc (DUBEY, 2007). Chez la chienne,
I'efficacité de la transmission verticale semble plus variable (BARBER et TREES, 1998).
CAVALCANTE et al. (2012) ont confirmé la transmission transplacentaire de N. caninum
chez le chien. Six chiennes en deux groupes ont été inoculées avec une dose tres élevée (108
tachyzoites). Dans le groupe I, trois chiennes ont été inoculées au cours de la troisieme
semaine de gestation, et dans le groupe Il, trois chiennes ont été inoculées a la sixieme semaine
de gestation. Les chiennes étaient autorisées a mettre bas naturellement. Les meres et leurs
petits ont été testés par immunohistochimie (IHC), sérologie et PCR. Dans le groupe I, six des
dix petits sont morts dans les 48 heures suivant la naissance. Dans le groupe 11, sept des 13
petits sont morts entre cing et dix jours aprés la naissance. L'ADN de N. caninum a été détecté
par PCR imbriquée chez deux chiots (cceurs des deux et foie d'un) du groupe I, et un petit dans
le systéme nerveux central (SNC) et ganglion lymphatique du groupe I1. Les meéres et les petits
qui ont survécu étaient cliniquement normaux. Une autre source possible d'infection peut étre
de bovin a bovin est la transmission par le lait, les liquides de vélage ou les membranes feetales
(UGGLA et al.,, 1998). Ce type de transmission est documenté chez les veaux par
administration orale du colostrum ou du lait de remplacement infecté expérimentalement
méme une semaine seulement apres le vélage, cependant, les bovins n'ont pas été infectés
lorsqu'ils ont recu du lait ou du colostrum de vaches naturellement infectées par N. caninum
(DAVISON et al., 2001). Les chiens nourris au colostrum inoculés avec des tachyzoites de N.
caninum n'ont pas excrété d'oocystes (DIJKSTRA et al., 2001).

11.10.2. Transmission horizontale

La transmission horizontale de N. caninum se fait, chez les bovins, ovins, caprins et rongeurs,

soit par I’ingestion d’aliment et/ou d’eau de boissons souillées par les oocystes d’hotes
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définitifs (Figure 8), soit par ingestion des tissus infestés (I'ingestion de foetus ou tissus
placentaires infectés par des kystes tissulaires) (WOUDA et al.,, 1999 ; TREES et
WILLIAMS, 2000 ; TREES et al., 2002 ; GONDIM et al., 2004, DUBEY et al., 2007). La
confirmation de ce mode de transmission a été établie a partir de la découverte du chien
comme hote définitif dans le cycle de N. caninum. La transmission verticale ne pouvait pas, a
elle seule, assurer la pérennité de la circulation parasitaire ou provoquer des épidémies
d’avortements (ANDERSON et al., 2000). En effet, dans certains cas, une source ponctuelle
semble a I’origine des épisodes abortifs et les différences de séroprévalence entre les différents
groupes d’age dans des troupeaux, suggerent I’existence d’une source d’infection post-natale

(LOSSON et BOURDOISEAU, 2000)
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Figure 8 : Transmission de Neospora caninum (MARUGAN-HERNANDEZ, 2017).
La transmission verticale de la vache au feetus peut se produire par voie endogene (EnTT, a
partir de animaux déja infectés) ou exogéne (EXTT, a partir d'animaux nouvellement infectés).
L'infection peut provoquer la mort du feetus ou naissance de veau infecté cliniquement sain,
qui peut a son tour potentiellement infecter I'h6te définitif. Veaux infectés congénitalement et
cliniqguement sain peuvent contribuer au maintien de l'infection au sein du troupeau et avoir

le potentiel de se transmettre horizontalement a d'autres especes domestiques ou sauvages.
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11.11. Répertoire antigénique de N. caninum

La plupart des antigénes de N. caninum qui ont été identifiés et caractérisés a ce jour, sont soit
localisés sur la surface des protozoaires, soit dans les organites sécrétoires (VONLAUFEN et
al., 2004). Les informations mises a jour concernant le protéome de N. caninum a été
récemment obtenu en utilisant la chromatographie liquide a haut débit-masse en tandem
spectrométrie (LC-MS / MS), qui a permis I'étude de I'abondance relative des plusieurs
protéines antigéniques dans différents isolats (HORCAJO et al., 2018). La plupart des
antigenes identifies chez les protozoaires Apicomplexa sont soit liés a des structures de surface
soit localiseés dans les organites de sécrétion a savoir les micronemes, les rhoptries et les
granules denses. Ceux-ci ont d’importantes fonctions durant la pénétration dans la cellule hote
ou dans le développement intracellulaire du parasite (HEMPHILL et al., 1999).

11.11.1. Antigenes de surface

La surface de N. caninum est recouverte de glycosylphosphatidylinositol (GPI) - protéines
ancrées, dont la plupart sont membres de la superfamille SRS (LEKUTIS et al., 2001).
Plusieurs protéines SRS de N. caninum ont été identifiées et caractérisées a ce jour. Ceux-ci
incluent NcSAG1 et NcSRS2 qui sont spécifiques du tachyzoite et NcSAG4 (FERNANDEZ-
GARCIA et al., 2006), NcBSR4 (RISCO-CASTILLO et al., 2007) et NcSRS9 (RISCO-
CASTILLO et al., 2011) qui sont exprimés par le stade bradyzoite. En plus, NcSRS67, un
SRS sans orthologue chez T. gondii, a été récemment identifié et extrait de tachyzoite de N.
caninum (souche Nc-1) (POLLO-OLIVEIRA et al., 2013 ; BEZERRA et al., 2017). In vitro,
I’immunomarquage et la microscopie confocale au laser des tachyzoites de N. caninum ont
démontré le réle principal des deux principaux antigénes de surface immunodominants,
NcSAGL et NcSRS2 (HOWE et al, 1998), dans le cadre du processus d'invasion
(NISHIKAWA et al., 2000). Les anticorps monoclonaux et polyclonaux dirigés contre ces
deux protéines empéchent les tachyzoites d'adhérer et d'envahir les cellules cibles
(NISHIKAWA et al., 2000 ; HALDORSON et al., 2006,). NcSAG1 et NcSRS2 sont
caractérisés par une immunogénicité élevée, ils ont été largement étudié dans le cadre du
développement de vaccins et fréqguemment utilisés pour le développement de tests
diagnostiques (BASZLER et al., 2008, OTSUKI et al., 2013).

11.11.2. Protéines des micronémes (MIC)

Les micronemes sont des organites en forme de cigare qui se regroupent a l'extrémité apicale
du parasite (CARRUTHERS et TOMLEY 2008) et sécrétent les protéines des micronemes
qui ne sont pas seulement essentiels I'adhérence aux cellules hétes mais sont également

cruciales pour le mouvement de glissement (DOWSE et SOLDATI, 2004). Les protéines des
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micronemes sont caractérises par des domaines adhésifs qui interagissent avec récepteurs
localisés sur les surfaces des cellules hétes cibles. Les MIC fonctionnent comme des protéines
complexes en interagissant avec plusieurs éléments tels que les protéines du col de rhoptries
(rhoptries neck proteins : RON). De nombreux MIC ont été découverts chez T. gondii et
plusieurs N. caninum a ce jour, des homologues et orthologues ont été identifiés et
caractérisés. Celles-ci comprennent : NcMIC1 (KELLER et al., 2002), NcMIC2, NcMIC2-
like, NcMIC3 (NAGULESWARAN et al., 2001), NcMIC4 (KELLER et al., 2004) NcMIC6
(Lletal., 2015), NcMIC8 (WANG et al., 2017), NcMIC10 (YIN et al., 2012), SPATR, NcPDI
et NcSUB1 qui se caractérise par une activité protéolytique et une immunogenicité élevée
(YBANEZ et al., 2013).

11.11.3. Protéines des rhoptries (RON et ROP)

Les rhoptries sont des organites situés au pole antérieur des Apicomplexes (KEMP et al.,
2013). Les protéines rhoptrie comprennent les protéines du cou de rhoptrie(RON), qui sont
localisés dans la partie de I'organelle en forme de long cou et sont impliqués dans le formation
de la jonction mobile (MARUGAN-HERNANDEZ etal., 2011), et le ROP famille des kinases
: un groupe de protéines impliquées comme déterminants de la virulence a la fois chez N.
caninum et T. gondii (REID et al., 2012). Une souche de N. caninum déficiente en NCROP5
qui a été construite expérimentalement, présentaient des capacités d'invasion cellulaire
considérablement plus faibles, une prolifération réduite et virulence par rapport a la souche
Nc-1 de type sauvage suggérant un role clé de cette protéine au sein des mécanismes
d'invasion cellulaire (MA et al., 2017).

11.11.4. Protéines des granulaires denses (GRA)

Les protéines GRA sont sécrétées par des vésicules appelées granules denses qui se trouvent
dans tout le parasite mais généralement concentre a I'extrémité apicale. Quinze protéines GRA
ont été identifiées chez N. caninum (REID et al., 2012), seuls quelques-uns ont été caractérisés
a ce jour. Il s'agit notamment de NcGRAL1 (ATKINSON et al., 2001), NcGRA2 (ELLIS et
al., 2000), NcGRA6 (LALLY et al., 1996b), NcGRA7 (HEMPHILL et al., 1998 ;
ALVAREZ-GARCIA et al., 2007) et NcMAG1 (GUIONAUD et al., 2010). NcGRA2 et
NcGRA7 sont abondamment exprimés par les tachyzoites de N. caninum et sécrétés pendant
et apres l'invasion de la vacuole parasitophore (VONLAUFEN et al.,2004). La protéine
NcGRAY7 a été le plus utilisée avec succes pour le développement de tests afin de détecter des
anticorps spécifiques dans les serums de bovins infectés (AGUADO-MARTINEZ et al.,

2008). De plus, comme T. gondii, N. caninum exprime un nucléoside triphosphate de type |
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hydrolase (NTPase) qui est également localisée dans les granules denses (MERCIER ET
CESBRON-EDELAUW, 2015).

11.12. Expression spécifique des antigenes de N. caninum

N. caninum est caractérisé par une expression différentielle des protéines entre les tachyzoites
et bradyzoites (KANG et al., 2008b) en fonction des variations de transcription génique entre
les deux stades parasitaires (KANG et al., 2008a). Semblable & T. gondii, les tachyzoites et
les bradyzoites de N. caninum peuvent étre différenciés par microscopie électronique a
transmission (TEM), basée sur des différences de morphologie ultrastructurale, ou par
détection des antigénes exprimés selon un stade spécifiqgue (VONLAUFEN et al., 2004). Une
expression différentielle des antigénes de surface, qui semble étre une stratégie pour échapper
au systeme immunitaire de I'hote, a été observée chez la plupart des parasites apicomplexes.
Chez T. gondii, les principaux antigénes de surface TgSAGL1 et TgSAG2 sont spécifiqguement
exprimés au stade tachyzoite (KASPER, 1989). De méme, les antigenes surfacent
immunodominante NcSAG1 et NcSRS2 de N. caninum sont fortement exprimés au stade
tachyzoite et ces antigénes sont diminués pendant la conversion du stade tachyzoites en
bradyzoite (VONLAUFEN et al., 2002). Bien que fortement exprimé par le stade tachyzoite,
NCcGRAY7 est également exprimé par le stade de la bradyzoite. 1l a été démontré que I'antigéne
est localisé de maniére différentielle dans le tachyzoite et les stades bradyzoite de T. gondii
(TORPIER etal., 1993) et il a été détecté a la périphérie des kystes tissulaires chez N. caninum
(FUCHS et al., 1998, VONLAUFEN et al., 2004). En plus, de la protéine NcGRA7, d'autres
protéines granulaires denses, telles que NcGRAL et NcGRAZ2, ont été détectées dans la paroi
du kyste tissulaire de N. caninum en utilisant I’immunofluorescence (KANG et al., 2008a,
KANG et al., 2008b). Des différences dans les profils d'expression de ces antigénes ont joué
un réle déterminant dans la discrimination entre tachyzoites et bradyzoites in vitro. Par
ailleurs, NcGRAO est fortement exprimé par le stade bradyzoite (MARUGAN-HERNANDEZ
et al., 2010). De méme, TgGRAY9, I’orthologue de NcGRA9 chez T. gondii, a été
abondamment exprimée par le stade bradyzoite et efficacement sécrétée dans la matrice de la
paroi du kyste (CAFFARO et al., 2013). Cependant, cette protéine antigénique est exprimée
par les tachyzoites et les bradyzoites de N. caninum (MARUGAN-HERNANDEZ et al.,
2010) et de T. gondii (ADJOGBLE et al., 2004). De plus, la protéine NcMIC1 n'a pas été
détectée dans les kystes tissulaires de N. caninum, cela suggere que I'expression de cette
protéine MIC peut étre considérablement réduite pendant la phase de repos du parasite
(KELLER et al.,, 2002). L’immunomarquage a l'aide d'anticorps monoclonaux ou

polyclonaux ainsi que l'analyse des bibliotheques d'ADNc a permis l'identification de
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plusieurs antigenes spécifiques de bradyzoite (VONLAUFEN et al., 2004). Ceux-ci incluent
NcSAG4 (FERNANDEZ-GARCIA etal., 2006), NcBSR4 (RISCO-CASTILLO et al., 2007),
NcSRS9 (RISCO-CASTILLO et al., 2011), NcSRS13 (REID et al., 2012), NcMAG1
(GUIONAUD et al., 2010) et NcBAG1 (KOBAYASHI et al., 2013). Plusieurs antigenes
spécifiques du bradyzoite sont partagés entre N. caninum et T. gondii. Il a été démontré que
NCcSAG4 et NcSRS6 sont surexprimés dans les bradyzoites de T. gondii (WASMUTH et al.,
2012) et de N. caninum (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2006). Il a été démontré que les
anticorps polyclonaux dirigés contre TgBAG1 ont une réaction croisee avec les kystes
tissulaires de N. caninum (TUNEV et al., 2002), dans lesquels, la protéine NcBAGL1 est
fortement exprimée (KOBAYASHI et al., 2013). Cependant, d'autres antigenes considérés
comme spécifiques des tachyzoites de T. gondii ont montré une surexpression chez les
bradyzoites de N. caninum. Par exemple, la protéine TJROP9 a été signalée comme étant une
protéine antigenique spécifique du tachyzoite impliquée dans les premiers stades de I'invasion
cellulaire chez T. gondii, alors que son orthologue chez N. caninum (NcROP9) est fortement
exprimée au stade bradyzoite (MARUGAN-HERNANDEZ et al., 2011). Néanmoins, la
richesse des informations concernant le répertoire antigénique du stade bradyzoite est limite.
Cela est probablement d aux faibles niveaux de production de bradyzoite in vivo (MCGUIRE
et al., 1997b) et in vitro (WEISS et al., 1999). Contrairement a T. gondii, dans lequel des
antigénes spécifiques aux sporozoites ont été identifiés (HILL et al., 2011), il existe peu
d'informations sur les antigénes qui pourraient étre spécifiquement exprimés par le stade
sporozoite de N. caninum.

11.13. Diagnostic de la néosporose bovine

Bien que les données épidémiologiques et les antécédents cliniques, tels que I'avortement dans
le troupeau et I'dge gestationnel au moment de I’avortement, permettent uniquement de
suspecter la néosporose, des méthodes de laboratoire sont nécessaires pour un diagnostic
définitif (MCALLISTER, 2016). Il est important de faire la différence entre 1’identification
de N. caninum comme cause d'avortement et la présence des animaux infectés par le
protozoaire. La distinction entre les animaux infectés et les animaux non infectés est la base
de la gestion des maladies et un certain nombre d’outils de diagnostic ont été developpés a
cette fin (DUBEY ET SCHARES, 2006). Etant donné que la détection directe de N. caninum
chez les feetus avortés n’élimine pas les autres causes d'avortement, une analyse précise de la
gravité des lésions et I'exclusion des autres causes est requise. Par conséquent, le diagnostic
de la néosporose bovine devrait étre abordé dans le cadre d'un plan de diagnostic plus large

d'avortement dans lequel les principales causes de mortalité feetale chez les bovins doivent
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étre incluses (DUBEY et al., 2007). Dans certains cas, le diagnostic de la néosporose bovine
ne peut étre posé au niveau du troupeau qu'en combinant les informations obtenues en
examinant les feetus avortés, avec les sérologies maternelles et en comparant la présence
d'anticorps spécifiques de N. caninum lors de I'avortement et les animaux non avortés. Une
augmentation statistiquement significative du risque d'avortement des vaches séropositives
suggérerait un probléeme de néosporose bovine en cours (MCALLISTER, 2016). L'examen
des foetus avortés et les tests sérologiques doivent se compléter lorsque c'est possible.
11.13.1. Examen des feetus avortés

L'examen direct des foetus avortés offre les plus grandes chances d'atteindre un diagnostic
étiologique quelle que soit la cause de I'avortement bovin (MCALLISTER, 2016). Les lésions
macroscopiques sont rares dans les avortements associés a N. caninum, bien que
I'nydrocéphalie, hypoplasie du cervelet et de la moelle épiniére ainsi que des foyers dispersés
de nécroses pales a foncés des nécroses du cerveau, de la moelle épiniére, du cceur et des
muscles squelettiques ont été rapportées (DUBEY et al., 1998, DUBEY et SCHARES 2006).
Des feetus entiers et des cotylédons placentaires, ou des échantillons de tissus, peuvent étre
soumis a des analyses histopathologiques, sérologiques et moléculaires.

11.13.1.1. Histopathologie

Chez les bovins, les 1ésions sont fréquemment observées dans le cerveau, le ceeur, le foie et
les muscles squelettiques (WOUDA et al., 1997 ; DUBEY et al., 2007).

11.13.1.1.1. Lésions macroscopiques

Chez le beeuf , Les lésions macroscopiques sont rares, mais peuvent étre présentes dans le
ceeur, le muscle squelettique ou le cerveau sous forme de foyers blanchatres. Des petits foyers
de décolorations tissulaires localisés peuvent étre observés dans les cotylédons placentaires
(DE MEERSCHMAN et LOSSON, 1998 ; DUBEY et SCHARES, 2006).

11.13.1.1.2. Lésions microscopiques

L’analyse histo-pathologique est une étape importante pour le diagnostic de la néosporose.
L’enticreté du feetus doit idéalement étre soumise a 1’analyse et si ce n’est pas possible, le
cerveau, le cceur et le foie doivent étre analysés. Lorsque 1’état des tissus le permet, une
coloration classique a 1’hématoxyline-éosine donne la possibilité de visualiser les lésions
éventuellement présentes. Chez ’espéce bovine, les 1ésions liées a la néosporose ont fait
I’objet de plusieurs publications (DUBEY et SCHARES, 2006 ; PESCADOR et al. 2007 ;
NISHIMURA etal., 2013a, NEMATOLLAHI etal., 2013 KAMALI et al., 2014). L’examen
histo-pathologique des tissus feetaux révele de 1'encéphalomyélite non suppurative subaigué,

multifocale, caractérisée par des foyers d’infiltration de cellules inflammatoires mononuclées
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autour d’une région centrale de nécrose. De la myocardite et de 1’hépatite subaigués ont
également été rapportées (ANDERSON et al., 1991 ; BARR et al.,1991). Des foyers de
nécrose peuvent étre observés au niveau du cerveau, du cceur et du foie (BARR et al.,1990 ;
1991 ; ANDERSON et al., 1994). Les lésions placentaires typiques sont confinées aux
cotylédons et consistent en des foyers de nécrose, une inflammation non suppurative et des
tachyzoite dans les trophoblastes (DUBEY et SCHARES, 2006). Il est difficile de mettre en
évidence histologiquement N. caninum chez des veaux méme ceux montrant des signes
cliniques (DE MEERSCHMAN et al., 2005 ; DUBEY et SCHARES, 2006). N. caninum n’a
pu étre identifié sur des coupes histologiques que sur un seul des 6 veaux nés avec des signes
neurologiques et ayant produit des anticorps précolostraux (DE MEERSCHMAN et al.,
2005). Une encéphalomyélite est la Iésion prédominante a la fois chez les veaux nés vivants
avec des signes cliniques ou ceux ne présentant des signes cliniques que juste apres la
naissance (2 semaines) (BARR et al., 1991 ; BRYAN et al., 1994 ; DUBEY et SCHARES,
2006). Méme si la sensibilité et la spécificité de I’histopathologie feetale sont considérées
comme élevées (OTTER et al., 1997), une coloration classique a I’hématoxyline-€osine ne
donne que la possibilité de visualiser les Iésions éventuellement présentes et ne permet que
rarement d’observer les tachyzoite qui sont peu nombreux, souvent morts et difficilement
identifiables (SHIVAPRASAD et al., 1989 ; NIETFELD et al., 1992 ; BERGERON et al.,
2001). L’utilisation de I’immunohistochimie améliore fortement la sensibilité et la spécificité
de la technique (LINDSAY et DUBEY, 1989 ; JENKINS et al., 2002).
11.13.1.2.Immunohistochimie

L’immunohistochimie (IHC) est fréqguemment utilisée parallelement a I'analyse des Iésions
histopathologiques pour améliorer le diagnostic, utilisant des anticorps monoclonaux ou
polyclonaux reconnaissant les tachyzoites de N. caninum ou les antigénes bradyzoites
(UZEDA et al., 2013). Cette technique a l'avantage de permettre I'évaluation du nombre, la
distribution et la localisation micro-anatomique des agents pathogénes dans les sections des
tissus sections (RAMOS-VARA et al., 2008). L'IHC est particuliérement utile lorsque les
Iésions caractéristiques de néosporose ne sont pas évidentes (BOGER et HATTEL 2003). Les
tachyzoite sont fréquemment observés au sein du cerveau (85 % des feetus examinés) mais ils
peuvent aussi étre détectés dans le foie (26 %) et le cceur (14 %). Des kystes tissulaires
peuvent étre également mis en évidence dans 21% des cerveaux de feetus examinés (WOUDA
et al., 1997). Néanmoins, cette technique est laborieuse et reste assez peu sensible (DUBEY,
2003) et nécessite donc la réalisation de plusieurs coupes a différents endroits de 1’organe

(WOUDA et al., 1997). En pratique, le tissu infecté est enrobé en bloc de paraffine et de fines
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sections sériées sont réalisées. Les coupes sont déparaffinées et un sérum spécifique de N.
caninum est appliqué sur la lame. Les anticorps fixés sont révéles par un anticorps conjugué
a une enzyme. La réaction enzymatique provoque la formation d’un précipité coloré a
I’endroit de fixation des anticorps conjugués. Cette approche a été utilisée pour mettre en
évidence les tachyzoites et kystes a bradyzoites de N. caninum dans des sections de cerveaux
d’avortons bovins (DE MEERSCHMAN et al., 2002) ou chez d’autres espéces ou d’autres
tissus (BUXTON et al., 1997 ; 1998 ; PIERGILLI FIORETTI et al., 2000). La qualité
dépend de la spécificité des anticorps. D’autre part, si on utilise un anticorps a la peroxydase
il faut éliminer la peroxydase endogéne du tissu avant de réaliser le marquage. Dans la
majorité des cas, un sérum polyclonal a partir de lapins immunises avec des tachyzoites de N.
caninum dérivés de cultures cellulaires est utilis¢(DUBEY et LINDSAY, 1996). Une
détection spécifique immunohistochimique pour les tachyzoites et les kystes tissulaires de N.
caninum a déja été réalisée. Elle était basée sur un anticorps monoclonal spécifique du stade
kystique (COLE et al., 1993 ; 1994). Du fait de 1’autolyse rapide des avortons, le tissu
cérebral doit étre fixé dans du formol & 10% méme a 1’état semi-liquide afin de réaliser les
examens histologique et immunohistochimique (IHC) (DUBEY, 1999). Néanmoins, il faut
signaler que I’autolyse peut diminuer la performance de ces tests (ANDERSON et al., 2000).
En raison de la faible sensibilité de la coloration immunohistochimique, de nombreux auteurs
ont appliqué la PCR pour amplifier des séquences de N. caninum a partir des tissus foetaux
frais, congelés, fixés au formol ou enrobés dans de la paraffine (BASZLER et al., 1999 ;
JENKINS et al., 2002. KAMALI et al.2014 ; NEMATOLLAHI et al., 2013 ; AL-SHAELI
et al.2020).

11.13.1.3. Détection moléculaire de N. caninum

Plus récemment, la réaction en chaine par polymérase (PCR) est de plus en plus appliquée a
la détection directe de I'ADN (ou ARN) de N. caninum dans des aliments frais, congelés, des
tissus feetaux fixés au formol et inclus dans de la paraffine (DUBEY et SCHARES 2006). Le
cerveau foetal est généralement considéré comme le meilleur échantillon pour l'analyse par
PCR, suivi du cceur, du foie et placenta (DUBEY, 2003). Néanmoins, les protocoles
d'amplification de I'ADN parasitaire a partir de différents échantillons tels que le liquide
céphalo-rachidien (LCR) (BUXTON et al., 2001) et du liquide amniotique ont été décrits (HO
et al., 1997). En raison de sa sensibilité analytique, la PCR est particulierement utile pour le
diagnostic des avortements bovins lorsque les tissus feetaux et placentaires ont subi une
autolyse et I’histopathologie ne serait pas réalisable (MCALLISTER, 2016). La probabilité

de détecter N. caninum dans des tissus feetaux peut varier selon le stade gestationnel auquel
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la mort foetale survienne. Dans une étude, la fréquence des cas positifs a la PCR dans les
¢échantillons de cerveau, de ceeur, de rein et de poumon étaient significativement plus éleves
chez les feetus avortés au cours du premier trimestre par rapport aux feetus avortés au cours
du deuxieme et troisieme trimestre (COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006). Chez les
feetus avortés a la fin de la gestation (troisieme trimestre), I'ADN de N. caninum était presque
exclusivement détecté dans le cerveau du feetus et seulement sporadiquement dans le
diaphragme, le cceur et les reins. Ces résultats ont été attribués a des variations de la charge
parasitaire dans certains tissus feetaux pendant la gestation (COLLANTES-FERNANDEZ et
al., 2006) et sont également susceptibles de refléter le développement de la réponse
immunitaire foetale pendant la gestation. Une variété de protocoles de PCR a été établie.
Ceux-ci comprennent la PCR conventionnelle (HOLMDAHL et MATTSSON, 1996), nichée
(BUXTON et al., 1998) et multiplex (DUBEY et al., 2017). Des PCR quantitatives ont
également été développées et ont I'avantage de permettre I'estimation de la charge parasitaire
dans les tissus des avortons (REITT et al., 2007 ; NISHIMURA et al., 2013a ; REGIDOR-
CERRILLO et al., 2014). Les séquences d'ADN cibles rapportées englobent : la région
ITS1(internal transcribe spacer) (HOLMDAHL et MATTSSON 1996, BUXTON et al., 1998),
le géne Nc-5 (LIDDELL et al., 1999), I'ADN ribosomal 18S et 28S (ADNr) (FAZAELI et
al., 2000), le géne HSP70 et le gene 14-3-3 (LALLY et al., 1996a). Les régions ITS1 et Nc-5
sont les plus fréqguemment cités dans la littérature (SINNOTT et al., 2017). En outre, les
méthodes de PCR sont des outils clés pour 1’étude de I'hétérogeénéité génétique de N. caninum
qui peuvent fournir des informations épidémiologiques et phylogénétiques supplémentaires
(CAMPERO et al., 2015, MEDINA-ESPARZA et al., 2016), notamment avec la disponibilité
actuelle du génome séquencé de N. caninum Liverpool (Nc-Liv) qui pourrait faciliter le
développement d’autres protocoles de PCR (GOODSWEN et al., 2013).

11.13.1.4. Détection d'anticorps dans les fluides feetaux

Au-dela du stade d'immunocompétence feetale (de 110 a 120 jours de gestation) (SWIFT et
KENNEDY, 1972), la plupart des feetus, développent des anticorps spécifiques réponse a
I'invasion transplacentaire des tachyzoites de N. caninum (ALVAREZ-GARCIA et al., 2003,
BARTLEY et al., 2004). Les anticorps anti N. caninum peuvent étre détectés chez le feetus
dans le sang, les liquides pleuraux et péritonéaux ainsi que dans le contenu de la caillette
(DUBEY et SCHARES, 2006). Les immunoglobulines détectées sont majoritairement IgG1,
bien que des 1gG2 puissent egalement étre détectées (ANDRIANARIVO et al., 2001). 1l a été
rapporté que la sensibilité de la sérologie feetale est faible lorsqu'elle est évaluée par I’ IFAT

ou le test ELISA, (SONDGEN et al., 2001, ALVAREZ-GARCIA et al., 2003, PEREIRA-

34



BUENO et al., 2003). Dans une étude sur des avortons, seulement 25% des feetus présentant
des lésions histopathologiques évocatrices de néosporose étaient également séropositifs
(PEREIRA-BUENO et al., 2003). Par conséquent, les résultats séronégatifs du foetus
n'excluent pas nécessairement N. caninum comme agent causal. Une sensibilité réduite peut
résulter de I'immunocompétence feetale ou de la dégradation des immunoglobulines au cours
du processus d’autolyse qui suivent la mort et I'expulsion du feetus avorté (WOUDA et al.,
1997). Néanmoins, la présence d’anticorps contre N. caninum dans les liquides feetaux
représentent le premier indicateur de la multiplication spécifique de N. caninum chez le feetus
(DE MEERSCHMAN et al., 2002). Parallelement aux avortons et au placenta, la soumission
d'un échantillon de sérum de la mére avortée pour l'analyse sérologique est fortement
recommandée dans le cadre d’une stratégie de diagnostic de la néosporose bovine et des
avortements bovins en général (MCALLISTER, 2016).

11.13.2. Diagnostic in vivo de la néosporose bovine

La détection d'anticorps spécifiques dans le serum, le plasma ou le lait des bovins indique une
infection a N. caninum (DUBEY, 2003) et est actuellement considérée comme la principale
méthode de diagnostic de la néosporose bovine chez les animaux vivants (ALVAREZ-
GARCIA et al., 2013). Bien que la détection de I'ADN de N. caninum par PCR dans le sang
(OKEOMA et al., 2004. FERRE et al., 2005), le sérum (MCINNES et al., 2006b), le sperme
(FERRE et al., 2005, ORTEGA-MORA et al., 2003, SERRANO-MARTINEZ et al., 2007Db),
le colostrum et le lait (MOSKWA et al., 2007) ainsi que l'analyse des cytokines pro-
inflammatoires comme indicateurs d'exposition au parasite (ALMERIA et LOPEZ-
GATIUS, 2015) pourraient également s'appliquer in vivo, ces marqueurs d'infection sont
confinés au domaine de la recherche en raison de leur caractére transitoire.

11.13.2.1. Techniques sérologiques

De nombreuses techniques ont été développées pour la détection des anticorps spécifiques de
N. caninum. Ceux-ci englobent une grande variété, tels : La technique de dosage d'immuno-
absorption par enzyme liée (ELISA), le test d'immunofluorescence indirecte (IFAT), le test
d'agglutination Neospora (NAT), l'analyse par Western blot (WB) et le test immuno-
chromatographique (SINNOTT et al., 2017).

11.13.2.1.1. Immuno-absorption par enzyme liée (ELISA)

L’ELISA est, avec la PCR, la méthode de diagnostic qui a connu les développements les plus
importants au cours des derniéres années. Selon la nature antigenique, les différentes
techniques ELISA sont basées soit sur des antigenes de surface des tachyzoites de N. caninum

(WILLIAMS et al., 1997) soit sur des tachyzoites lysés (antigenes natifs partiellement
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purifiés) (PARE et al., 1995; DUBEY et al., 1996; OSAWA et al.,1998 ; WOUDA et al.,
1998 ; SCHARES et al., 1999 ) ou bien des antigénes recombinants (LALLY et al., 1996 ;
LOUIE et al., 1997). Certaines techniques permettent de juger de ’avidité des anticorps
produits (BJORKMAN et al.,1999) ; d’autres reposent sur 1’inhibition compétitive par des
anticorps monoclonaux spécifiques du parasite (BASZLER et al., 1996 ; 2001 ; MCGARRY
et al., 2000). Des antigénes de tachyzoites incorporés dans des complexes stimulants ou
ISCOM ont aussi été utilisés (BJORKMAN et al., 1994 ; 1997). Dans beaucoup de cas,
I’ELISA est le test de choix du fait de sa simplicité et de sa large diffusion au sein des
laboratoires de diagnostic (LOUIE et al., 1997). Il présente aussi, I’avantage d’une
automatisation aisée et d’une lecture plus objective que celle de I'IFAT. Il s’agit ainsi d’une
technique bien adaptée pour le dépistage réalisé sur un grand nombre d’échantillons lors
d’enquétes sérologiques (DE MEERSCHMAN et LOSSON, 1998 ; BJORKMAN et
UGGLA, 1999). Un premier ELISA pour détecter les anticorps spécifiques de N. caninum a
été décrit par BJORKMAN et collaborateurs (1994), et depuis divers tests
immunoenzymatiques (ELISA) ont vu le jour. De nombreuses variantes de la technique
existent mais le principe de base est le suivant : I’antigéne est fixé dans un puits d’une plaque
multi-puits, le sérum est ajouté et, aprés lavage, la présence d’anticorps spécifiques est mise
en évidence grdce a un anticorps anti-espece conjugué a une enzyme (peroxydase,
phosphatase alcaline). La liaison de ’antigéne conjugué est mise en évidence par une réaction
enzymatique qui génére un produit coloré. La densité optique (DO) a la longueur d’onde
adéquate est alors déterminée par un spectrophotomeétre. Un seuil de positivité (cut off) est
déterminé pour différencier les positifs des négatifs. La spécificité et la sensibilité des tests
ELISA basées sur les antigénes intracellulaires ont été remises en question dans le cas de T.
gondii et N. caninum (BJORKMAN et UGGLA, 1999). Il a été suggéré alors que les tests
sérologiques basés sur les antigenes membranaires se montraient plus spécifiques aux
parasites (UGGLA et BUXTON, 1990). En effet, les antigénes membranaires de N. caninum
comme ceux de T. gondii sont hautement immunogenes et induisent une réponse humorale
spécifique chez les individus naturellement infectés (WILLIAMS et al., 1997). Pour limiter
I’intervention des antigénes intracellulaires, des tachyzoites totaux fixés peuvent étre adsorbés
sur les puits de la microplague (WILLIAMS et al., 1997). Alternativement, les antigenes
membranaires concernés peuvent étre enrichis et incorporés dans des ISCOM (LOVGREN et
al., 1987 ; BJORKMAN et al., 1994). Une autre approche en vue d’augmenter la spécificité
du test est la réduction du nombre d’antigénes par 1’utilisation de protéines recombinantes

bien definies (LALLY et al., 1996b ; LOUIE et al., 1997), ou par capture d’un antigéne
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spécifique par un anticorps monoclonal (DUBEY et al., 1997). Les anticorps secondaires les
plus communément utilisés en ELISA sont des antisérums polyclonaux dirigés contre les
immunoglobulines des especes animales investiguées. Toutefois, dans certains des systémes
ELISA, des anticorps monoclonaux ont été utilisés pour augmenter la spécificité et la
sensibilité du test (BJORKMAN et al., 1994 ; 1997 ; WILLIAMS et al.,1997). En général,
les différents ELISA ne donnent pas lieu a des réactions croisées vis-a-vis des sporozoaires
voisins (TREES et al., 1994). Néanmoins, dans certains cas, des réactions croisées vis-a-vis
de Sarcocystis sp ont été signalées (PARE et al., 1995b ; Dubey et al., 1996b ; DE
MEERSCHMAN et LOSSON, 1998).

11.13.2.1.1.1. Tachyzoites complets fixés

L’ELISA le plus simple repose sur I’utilisation de tachyzoites totaux comme antigéne. Un
ELISA basé sur I’utilisation de tachyzoites de la souche Nc-Liv fixés au formol a été
développé. Ce dernier conserve intact les tachyzoites et préserve la conformation des
antigénes de surface (WILLIAMS et al., 1997). Cet ELISA a connu un développement
commercial : la trousse MASTZYME ELISA (MAST diagnostics) (WILLIAMS et al., 1997 ;
BJORKMAN et UGGLA, 1999). Dans ce type d’ELISA, ce sont principalement les antigénes
membranaires de surface et probablement les antigénes sécrétoires adhérant a la surface qui
sont exposés (WOUDA et al., 1998b ; BJORKMAN et UGGLA, 1999). Ce test a été
développé pour contourner le probléme des réactions croisées rencontrées avec les tests basés
sur des lysats antigéniques (WILLIAMS et al., 1997). Toutefois, la comparaison de ce test
avec deux autres ELISA basés sur des lysats de tachyzoites, a montré que I’utilisation de
tachyzoites totaux comme antigénes pouvait sous-estimer la séroprévalence de N. caninum
dans un troupeau (WOUDA et al., 1998b). En effet, le systeme Mastazyme Neospora semble
moins efficace lorsque les titres spécifiques sont faibles comme cela peut étre le cas chez
certains bovins infectés chroniquement (BJORKMAN et UGGLA, 1999).

11.13.2.1.1.2. Lysat de tachyzoites

Les lysats de tachyzoites totaux contenant un mélange d’antigénes intracellulaires et
membranaires sont préparés soit par sonication (PARE et al., 1995b ; OSAWA et al., 1998)
ou bien par solubilisation avec un détergent (WOUDA et al., 1998b). Un ELISA utilisant un
extrait brut de tachyzoites totaux de N. caninum a été développé et trés largement utilisé
(PARE et al., 1995b ; THURMOND et HIETALA, 1997b ; MOEN et al.,, 1998 ;
GOTTSTEIN et al.,1998). Il a montré une bonne corrélation avec les serums de bovins qui
ont des titres en IFAT de 1/1280 (PARE et al., 1995a ; DUBEY et LINDSAY, 1996). De plus,
ce test a été adopté pour utilisation chez les bovins, ovins et caprins (BJORKMAN et UGGLA,
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1999). Aussi, WOUDA et collaborateurs (1999a) ont montré que 1’utilisation d’extraits
antigéniques soniqués s’averent d’une plus grande sensibilité pour le dépistage chez les
troupeaux bovins. D’autres laboratoires utilisant la méme approche (lysat antigénique)
rapportent des sensibilités et spécificités de 92%-98% et 87%-100% respectivement
(WOUDA et al., 1998b ; MOEN et al., 1998 ; OSAWA et al., 1998). Un test basé sur des
antigénes solubles apres sonication a servi de base aux trousses commerciales IDEXX
(IDEXX Laboratories) (HerdChek Anti-Neospora : IDEXX Laboratories) (SCHARES et al.,
1998 ; WU et al., 2002) et Biovet (Biovet Laboratories) (WU et al., 2002). Ces deux tests ont
¢été validés par rapport a I’immunoblotting, leurs performances étaient comparables. Du fait
de leur grande sensibilité comparée a ’IFAT, ils ont été alors recommandés pour étre utilisés
comme test de dépistage d’animaux infectés par N. caninum dans les troupeaux bovins
(SCHARES et al., 1998 ; WU et al., 2002). La trousse CHEKIT (Bommeli diagnostics ou
Idexx laboratories) basée sur un lysat de tachyzoites solubilisés a été utilisée pour suivre la
sérologie des vaches laitiéres durant la gestation (HASLER et al., 2006a). Un ELISA basé sur
des antigénes obtenus via le traitement des tachyzoites par un détergent a été développé
(WOUDA et al., 1998b). Aucune réaction croisée détectable n’a été signalée vis-a-vis de
T.gondii, S. cruzi C.parvum, B.bigemina, B.divergens et E.alabamensis. En effet, la
solubilisation des antigenes produit une sensibilité élevée; des résultats similaires ont été
obtenus avec la solubilisation des antigenes de T.gondii (HUGHES et al., 1982). Cependant,
I’utilisation d’antigeénes obtenus par sonication des tachyzoites totaux, révéle certaines
réactions croisées sur des sérums de veaux infectés expérimentalement par Sarcocystis cruzi
(DUBEY et al., 1996b). PARE et collaborateurs (1998) utilisent le méme type de test et ne
signalent pas de réactions croisées vis-a-vis de T.gondii.

11.13.2.1.1.3. Immunostimulating complex (ISCOM)

Les ISCOM sont des particules sphériques de 30-40 nm de diameétre composées de saponine,
de phospholipides, de cholestérol et de protéines antigéniques (BJORKMAN et al., 1994;
1997). Elles imitent la structure de la membrane plasmique. Comme leur nom I’indique, les
ISCOM sont efficaces dans la présentation des antigénes au systeme immunitaire. lls sont
surtout utilisés pour solubiliser les antigenes et pour servir d’adjuvant lors des immunisations.
Néanmoins, les antigénes incorporés dans les ISCOM peuvent aussi étre utilisés en ELISA
(BJORKMAN et al., 1994 ; 1997; BJORKMAN et LUNDEN, 1998). Dans le cas de la
néosporose, le premier ELISA ISCOM développé concernait I’espéce canine (BJORKMAN
et al., 1994). Par la suite, ce test a été utilisé sur des sérums et échantillons de lait chez les
bovins (BJORKMAN et al., 1997). Les ISCOM constituent un outil congu pour sélectionner
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les antigénes amphipathiques tels que les protéines membranaires de tachyzoites (HOGLUND
etal., 1989 ; LUNDEN etal., 1996). Autrement dit, cette technique permet de bien solubiliser
les protéines de membrane afin de contourner le probléme de bruit de fond engendré par un
ELISA conventionnel employant des préparations d’antigénes bruts et un antisérum
polyclonal. Ceci permet aussi d’éviter les réactions croisées avec d’autres parasites proches
de N. caninum (BJORKMAN et al.,1994 ; 1997 ; LUNDEN et al., 1996 ; DUBEY et al.,
1997 ; BJORKMAN et UGGLA, 1999). Les analyses par immunoblotting révélent que les
ISCOM issus de N. caninum contiennent plusieurs antigénes mais considérablement moins
que les extraits bruts de N. caninum (BJORKMAN et al., 1997). En outre, les antigénes de
31-35 kDa et 45-52 kDa apparaissent étre plus concentrés dans les ISCOM (BJORKMAN et
al., 1997). Plus récemment, ce test a été utilisé pour la détection d’anticorps spécifiques de N.
caninum dans le lait de vache (FROSSLING et al., 2006).

11.13.2.1.1.4. Antigénes recombinants ou purifiés

Le screening de librairies de cDNA permet de détecter des clones qui expriment des protéines
utiles pour de futurs vaccins ou pour des tests diagnostiques (BJORKMAN et UGGLA,
1999). Pour purifier I’antigéne, une partie d’un cadre de lecture codant pour un antigéne est
amplifiée par PCR et clonée dans un vecteur d’expression en fusion avec un cadre de lecture
codant pour un peptide facilement purifiable (Glutathion-S-tranférase, His-Tag). Apres
induction, la protéine de fusion formée est purifiée par chromatographie d’affinité et utilisée
comme antigene en ELISA. Pour améliorer la sensibilité et la spécificité du systeme ELISA,
une telle approche a été utilisée pour réaliser un ELISA basé sur I’antigene NcSAG1 (HOWE
etal., 2002 ; CHAHAN et al., 2003), sur les antigénes de granules denses NcDG1 et NcDG2
(LALLY etal., 1996 ; JENKINS et al., 1997 ; VENTURINI et al., 1999), sur deux protéines
recombinantes (N54 et N57) (LOUIE et al., 1997), ou sur une protéine recombinante de
I’antigéne de surface NcSRS2 (NISHIKAWA et al., 2001c). De fagon alternative, I’antigéne
peut étre purifié par chromatographie d’affinité en utilisant un anticorps monoclonal dirigé
contre 1’antigéne. Cette approche a été appliquée pour 1’antigéne de surface p38 (NcSRS2)
purifié de N. caninum (SCHARES et al., 1998). La protéine p38 semble étre présente
uniqguement dans les tachyzoites et non dans les bradyzoites (SCHARES et al., 1999a) et elle
représente de ce fait un bon candidat pour le développement d’un test de diagnostic qui permet
de détecter I’infection dans ses phases aigués ou apres sa réactivation (SCHARES et al.
2000). Récemment, deux ELISA basés sur des protéines recombinantes utilisant la protéine
NcGRAZ7 des granules denses et la protéine NcSAG4 spécifique du stade bradyzoite ont été
développés et ont donné des résultats concordants (AGUADO-MARTINEZ et al., 2008). Ces
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résultats suggerent que les niveaux d’anticorps anti-rNcGRA7 peuvent étre indicatifs d’une
infection aigué (primo-infection, réinfection et recrudescence) alors que la présence
d’anticorps anti-rNCSAG4 peut étre associée a une infection chronique et étre un bon
indicateur de 1’établissement de I’infection (du stade tachyzoite au stade bradyzoite). La
protéine NCGRA7 est un antigéne immunodominant partagé par les stades tachyzoite et
bradyzoite (VONLAUFEN et al., 2004 ; ALVAREZ-GARCIA et al., 2007), alors que
NCcSAG4 est la premiere protéine spécifique du stade bradyzoite employée dans un test
sérologiqgue (FERNANDEZ-GARCIA et al.,, 2006). La production et caractérisation
d’antigénes recombinants tendent a améliorer la sensibilité et la spécificité des tests par
rapport a un mélange d’antigénes mal définis (LALLY et al., 1996). En outre, les tests
sérologiques basés sur un seul antigene de surface immunodominant bien défini peuvent étre
supérieur en terme de répétabilité, de reproductibilité, et d’une production standardisée plus
aisée par rapport a des mélanges antigéeniques obtenus par lyse parasitaire. Les antigenes
recombinants ont I’avantage supplémentaire sur les antigénes natifs de pouvoir étre produits
en plus grandes quantités (LOUIE et al., 1997 ; SCHARES et al., 2000 ; HOWE et al., 2002).
En outre, I’ELISA basé sur I’usage de protéines recombinantes possede certains avantages sur
I’ELISA de type compeétitif (BASZLER et al., 1996). Dans ce dernier un seul épitope
spécifique de Neospora est utilisé alors que le premier repose sur I’intervention de multiples
épitopes spécifiques de N. caninum. Le probléme de I’utilisation d’antigénes purifiés réside
dans le choix d’un antigéne qui doit étre exprimé de fagon constitutive par les différents stades
du parasite. Certains auteurs recommandent 1’utilisation d’un mélange d’antigénes purifiés
afin d’augmenter la sensibilité du test (GROSS et al., 2004).

11.13.2.1.1.5. ELISA de compétition (Cl ELISA)

Plusieurs ELISA dits de compétition (BASZLER et al., 1996; McGarry et al., 2000 ;
BASZLER et al., 2001) ont été développés afin d’éliminer la nécessité d’un anticorps
secondaire spécifique de ’espéce testée. Dans un tel test, les sérums a analyser sont ajoutés
aux plaques recouvertes d’antigene. Apres incubation, les plaques sont lavées. Les anticorps
spécifiques présents dans le sérum se seront liés aux antigénes fixés dans le puits. Ensuite, des
anticorps spécifiques de N. caninum et conjugués a la peroxydase sont ajoutés. Les anticorps
conjugues fixés sont révelés par réaction immuno-enzymatique. Plus il y a d’anticorps
spécifiques de N. caninum dans le sérum moins la réaction sera importante en raison de la
competition plus grande entre les anticorps du sérum et les anticorps conjugués (HEMPHILL
et GOTTSTEIN, 2000). Un avantage de I’ELISA compétitif sur le systétme ELISA

conventionnel, est que le premier estime le niveau des anticorps pour un épitope unique ce qui
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le rend probablement plus spécifique. En outre, exceptés les anticorps antisouris-conjugués,
les conjugués spécifiques de 1’espéce ne sont pas nécessaires, ce qui rend ce type d’ELISA
compétitif hautement modulable (BJORKMAN et UGGLA, 1999). Afin de combiner les
avantages de I’ELISA basé¢ sur I’utilisation d’un antigéne recombinant et ceux de I’ELISA de
compétition, un ELISA basé sur la protéine de surface de 65 kDa a été développé ainsi qu’un
anticorps monoclonal spécifique (BASZLER et al., 1996). Ce type d’ELISA de compétition
développé apparait comme prometteur et utile pour le diagnostic des avortements a Neospora
chez la vache (DE MEERSCHMAN et LOSSON, 1998). Aucune réaction croisée n’a été
observée avec un ELISA compétitif sur des sérums de veaux infectés expérimentalement par
S. cruzi (BASZLER et al., 1996 ; DUBEY et al., 1997). BASZLER et collaborateurs (2001),
ont validé un ELISA compétitif pour la détection des anticorps spécifiques de N. caninum
dans du sérum bovin. Dans cette optique, ils ont modifié ’ELISA de compétition développé
précédemment (BASZLER et al., 1996) par I’introduction d’un anticorps monoclonal
spécifique dit de capture nouvellement décrit et d’un anticorps monoclonal conjugué
compétiteur. L’ELISA-C ainsi modifié fournit une méthode modulable, simple et rapide pour
identifier avec précisions I’infection a N. caninum chez les bovins et utilisant une seule valeur
de seuil. Il a également permis de diminuer les liaisons d’anticorps non spécifiques ainsi que
I’utilisation de sérum non dilué pour augmenter a la fois la sensibilité et spécificité
(BASZLER et al., 2001). Ce test est commercialement disponible (cELISA, VMRD® Inc.,
Pullman, WA, USA) (BASZLER et al., 2001) et peut étre utilisé chez les bovins et chiens
(LASRI et al., 2004 ; KYAW et al., 2004 ; CAPELLI et al., 2004 ; 2006 ; AKTAS et al.,
2005 ; PARADIES et al., 2007 ; PALAVICINI et al., 2007 ; MEENAKSHI et al., 2007 ;
SHARMA et al., 2008). CAPELLI et collaborateurs (2006) ont montré une bonne spécificité
de cet ELISA-C comparé a I’I[FAT, ce qui permet son utilisation pour la confirmation des
suspicions de néosporose clinique quand des niveaux élevés d’anticorps sont attendus; d’autre
part la faible sensibilité de ce test (LASRI et al., 2004 ; CAPELLI et al., 2006) suggere de ne
pas 'utiliser dans le cadre des enquétes séroépidémiologiques visant a évaluer la prévalence
de I’infection dans une population.

11.13.2.1.1.6. ELISA de type avidité

La présence d’anticorps de N. caninum refléte seulement 1’exposition au parasite mais ne
fournit pas d’information sur I’étape de I’infection (récente ou chronique) (JENKINS et al.,
2000). Pour éviter cet inconvénient, un ELISA a été développé ; il mesure le degré d’affinité
fonctionnel ou avidité des anticorps IgG contre N. caninum et permet de distinguer une
infection récente d’une infection chronique (JENKINS et al., 2000 ; SCHARES et al., 2002).
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Les tests dits d’avidité sont basés sur le fait que les premiers anticorps spécifiques synthétisés
apres une infection primaire ont une faible affinité ou avidité pour les antigénes par rapport a
ceux produits plus tard chez différentes espéces animales infectées (BJORKMAN et UGGLA,
1999 ; BJORKMAN et al., 1999 ; AGUADO-MARTINEZ et al., 2005). Au cours d’une
immunisation, 1’affinit¢ et 1’avidité des anticorps augmentent car les anticorps qui
apparaissent ont des sites de plus en plus étroitement complémentaires des épitopes (Assim,
1989). L’ELISA d’avidité est basé sur cette propriété : un ELISA classique est effectue,
ensuite les anticorps de faible avidité sont détachés par traitement a 1’urée. L absorbance est
de nouveau mesurée et I’avidité est calculée (BJORKMAN et al 1999 ; BJORKMAN et
UGGLA, 1999 ; MALEY et al., 2001 ; SAGER et al., 2003). Une telle approche a été menée
par BJORKMAN et collaborateurs (1999) pour distinguer entre une infection récente et
ancienne chez les bovins. Ils ont montré, lors d’une infection expérimentale chez le veau,
qu’apres trois semaines d’infection, 1’avidité était de 9 a 18 %, alors que 24 semaines apres
I’infection elle était supérieure a 50 %. SAGER et collaborateurs (2003) ont évalué I’avidité
des anticorps chez les vaches ayant avorté par un ELISA avidité IgG utilisant des antigénes
somatiques de tachyzoites de N. caninum. Les résultats obtenus indiquent que les faibles
avidités ne sont pas liées uniqguement aux infections récentes mais peuvent aussi étre un
indicateur d’une augmentation du risque d’avortement chez la vache (SAGER et al., 2003).
Trois ELISA d’avidité ont été développés utilisant les protéines de N. caninum incorporées
dans des ISCOM, des extraits solubles a partir des tachyzoites ou la protéine purifiée p38
(BJORKMAN et al., 1999; 2005 ; SCHARES et al., 2002 ; SAGER et al., 2003). Ces tests
ont été utilisés avec succés dans des études épidémiologiques pour distinguer entre les
troupeaux avec des avortements d’allure épidémique (habituellement associés avec I’infection
postnatale récente) dans lesquels la plupart des animaux montrent une faible avidité 1gG ou
les troupeaux avec des avortements endémiques (habituellement associés avec la
recrudescence d’une infection chronique congénitale) dans lesquels la plupart des vaches
montrent une forte avidité IgG (JENKINS et al., 2000 ; MCALLISTER et al., 2000 ;
SCHARES et al., 2002). Cependant, ces tests ne permettent pas de distinguer une réinfection
a N. caninum d’une recrudescence chez des bovins infectés chroniquement et par la, prédire
le risque abortif (AGUADO-MARTINEZ et al., 2005).

11.13.2.1.2. Test d’immunofluorescence indirecte des anticorps (IFAT)

Le test d’immunofluorescence indirecte des anticorps (Indirect Fluorescent Antibody Test :
IFAT) est traditionnellement considéré comme test de référence pour le sérodiagnostic de N.

caninum. Il a été utilisé pour la validation des tests sérologiques basés sur des principes
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differents (ALVAREZ-GARCIA et al., 2003). Les protocoles IFAT sont chers, car ils sont
laborieux et nécessitent la production in vitro de tachyzoites de N. caninum (SINNOTT et al.,
2015). Il est important de noter que l'interprétation des résultats est subjective et peut étre
affectée par I'expérience et le niveau de formation de I'opérateur (CAMPERO et al., 2015).
Les valeurs seuils de ’IFAT varient considérablement d'un laboratoire a l'autre, ce qui entrave
la comparaison des résultats (SINNOTT et al., 2017). Bien qu'une dilution de sérum de 1:200
est couramment recommandée comme valeur seuil pour les vaches adultes, une gamme de
dilutions différentes a éte rapportéee (VON BLUMRODER et al., 2004).

11.13.2.1.3. Test d'agglutination de Neospora (NAT)

Le Test d'agglutination de Neospora (NAT) est basé sur I'agglutination de tachyzoites entiers
intacts de N. caninum en présence de sérums contenant des anticorps spécifiques. Il se
caractérise par une simple exécution (PACKHAM et al., 1998, ROMAND et al., 1998).
Cependant, dans une étude visant a comparant les ELISA, IFAT et NAT, ce dernier a montré
une spécificité significativement plus faible (66,0 %) par rapport aux autres tests
(WAPENAAR et al., 2007a).

11.13.2.1.4. Western blot

La technique de Western blot a été utilisée pour I'identification des antigenes
immunodominants des tachyzoites dans le sérum de I'néte (ALVAREZ-GARCIA et al., 2002).
Elle est généralement considérée comme une méthode fiable pour détecter les anticorps
spécifiques de N. caninum chez les bovins (SINNOTT et al., 2017). En raison des longs temps
d'exécution, la technique n'est pas adaptée au dépistage de gros nombre d'échantillons mais
elle est utile comme méthode de confirmation lorsque des résultats incertains sont obtenus
avec différents tests sérologiques (AGUADO-MARTINEZ et al., 2005). L'analyse WB est
souvent recommandée pour retester des échantillons dans lesquels des niveaux limites de la
fluorescence rend l'interprétation de I'lFAT difficile (GHALMI et al., 2014).

11.13.2.1.5. Test immunochromatographique

Le test d’immunochromatographique rapide utilise un antigéne recombinant qui est le
NCcSAGL et qui est produit dans E. coli (LIAO et al., 2005). Ce test bien qu’il soit développé,
il n'est toutefois pas été commercialisé. Le développement futur de dispositifs utilisant les
antigenes de N.caninum pour la détection d'anticorps spécifiques dans le sang total, le plasma,
le sérum ou le lait peut représenter une option possible pour augmenter la rapidité et

I'applicabilité aux conditions de terrain des outils de diagnostic de la néosporose bovine.
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11.13.2.1.6. Antigénes recombinants pour le diagnostic sérologique de la toxoplasmose
chez différentes especes animales et la néosporose chez les bovins
Les tests sérologiques pour le diagnostic de la toxoplasmose emploient généralement une
préparation d’antigenes de lysat (TLA) entiers de T. gondii (HOLEC-GASIOR , 2014).
Cependant, comme pour le diagnostic de la néosporose bovine, I'utilisation d'antigénes
recombinants a été largement enquétée. Les antigénes de T. gondii utilisés pour le diagnostic
de la toxoplasmose chez les espéces animales comprennent les antigenes de surface
recombinants (TgSAG1, TgSAG2), les protéines a granules denses (TgGRAL, TgGRAZ2,
TgGRAG6, TgGRA7, TgGRA15), la protéine micronéme 1 (TgMIC1), la protéines rhoptrie 1
(TgROP1) ainsi que I'antigéne matriciel 1 (TJMAG1) (FERRA et al., 2015). Appliqués seuls
ou en combinaison, ces antigénes recombinants ont été utilisés principalement pour le
développement des ELISA, ainsi que des tests d'agglutination au latex (LAT), comme outils
pour la détection de I'infection a T. gondii chez le bétail (moutons, porcs et chevaux) (FERRA
et al., 2015). Les antigenes recombinants pour le sérodiagnostic de N. caninum chez les
bovins comprennent NcSAG1 (CHAHAN et al., 2003, HOWE et al., 2002), NcSRS2
(ANDREOTTI et al., 2009, BORSUK et al., 2011, LIU et al., 2007), NcGRA6 (GHALMI et
al., 2014) et NcGRA7 (JENKINS et al., 1997, HUANG et al., 2007, AGUADO-MARTINEZ
et al., 2008). Les antigenes spécifiques des bradyzoites ont également été décrits, dont
NcSAG4 (FERNANDEZ-GARCIA et al., 2006), NcBRS4 et NcSRS9 (RISCO-CASTILLO
etal., 2011).
11.13.2.1.7. Serologie pré-colostrale
La détection des anticorps spécifiques a N. caninum dans le sérum pré-colostral des veaux
nouveaux-nés peuvent étre utilisés pour enquéter sur la voie de la transmission et d'évaluer
indirectement le statut d'infection (DUBEY et al., 2007, HIETALA ET THURMOND 1999).
Chez les bovins et autres ruminants, la placentation syndesmochoriale ne permet pas le
passage transplacentaire des anticorps, et le veau nait agammaglobulinémique (LEVIEUX,
1984) ; KOTERBA et HOUSE, 1996) et doit impérativement acquérir une immunité passive
par l'intermédiaire du colostrum produit par la mére. Par conséquent, la présence d'anticorps
specifiques chez les veaux pré-colostraux indiquent l'activité du systéme immunitaire foetal
suite a l'exposition a l'agent pathogéne a utero (INNES, 2007). Néanmoins, l'absence
d'anticorps spécifiques chez les veaux nouveaux-nés avant la prise du colustrum ou chez les
veaux morts-nés, suggére que l’infection par N. caninum soit improbable ; bien que
I’absence d’infection ne soit pas concluante (DUBEY et SCHARES, 2006), en effet, le

développement des anticorps spécifiques dépend du moment de l'infection in utéro
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(ANDERSON et al., 1997). Les veaux infectés tardivement au cours de la gestation n‘ont peut-
étre pas eu suffisamment de temps pour se séroconvertir avant la naissance (DUBEY et al.,
2007). Compte tenu de la difficulté d'obtenir des sérums pré-colostral dans la plupart des
conditions de terrain, la sérologie est une option diagnostique peu pratique. Cependant, il peut
étre tres informatif a des fins de recherche (GUIDO et al., 2016).

11.13.2.1.8. Analyse du lait en vrac

Dans les troupeaux laitiers, la détection d'anticorps spécifiques de N. caninum dans le lait en
vrac est utile. Elle permet I’estimation de la séroprévalence d’un groupe d'animaux qui
contribuent a I'échantillon de lait (SCHARES et al., 2003). 1l a été rapporté une bonne
corrélation entre les résultats sérologiques du lait en vrac et la séroprévalence évaluée par le
test d'échantillons individuels de serum ou de plasma (BARTELS et al., 2005, MILNE et al.,
2006, WAPENAAR et al., 2007a). L'interprétation des résultats des tests sur le lait en vrac
nécessite des considérations spécifiques. Suivant 1’exposition a un agent pathogene, les
anticorps du lait apparaissent plus tard et a une concentration plus faible, environ 30 fois plus
faible dans le lait que dans le sérum (BUTLER, 1983). Les niveaux d’anticorps dans le lait
en vrac dépendent de la proportion d'animaux séropositifs; cependant, le stade de la lactation
et la production laitiere influencent également la concentration d'anticorps spécifiques
(FROSSLING et al., 2006). Les ELISA couramment utilisés pour tester les serums de bovins
ont été adaptés pour étre utilisés sur les échantillions de lait en vrac, cependant, la sensibilité
rapportée est généralement limitée (SCHARES et al., 2004). Pour ce test un minimum de 10
a 15 % d'animaux séropositifs semble étre nécessaire pour produire des résultats positifs
(BARTELS et al.,, 2005, FROSSLING et al., 2006, WAPENAAR et al., 2007a). Par
conséquent, la méthode peut sous-estimer la proportion des troupeaux infectés dans lesquels
la séroprévalence de N. caninum est faible. Néanmoins, le diagnostic sérologique de N.
caninum lait en vrac est considéré comme une option diagnostique rentable et non invasive
qui peut fournir une indication préliminaire utile du statut sérologique dans les troupeaux
laitiers.

11.13.2.1.9. Limites actuelles des diagnostics sérologiques

Les vaches infectées par N. caninum peuvent échapper aux tests sérologiques actuellement
disponibles en raison des variations des titres d'anticorps observés tout au long de l'infection.
les rapports des meéres serologiqguement négatives a N. caninum donnant naissance a des
veaux séropositifs ou des avortons dans lesquels I'ADN du parasite a été détecté (SAGER et
al.,, 2001 ; MAZUZ et al., 2014) ainsi que des preuves post-mortem de I’infection a N.

caninum trouvée dans les tissus de vaches séronégatives n'ayant pas avorté (BENAVIDES et
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al., 2012). Chez les bovins, les fluctuations des titres d'anticorps spécifiques de N. caninum
sont bien documentées (GUY et al., 2001, JENKINS et al., 2002, WALDNER et al., 1998).
Ceux-ci peuvent se produire en fonction de I'état physiologique de la mere et de I'activité du
parasite qui depend de la réponse immunitaire de I'néte (INNES, 2007). Dans certains cas,
les taux d'anticorps peuvent chuter en dessous des limites de détection des tests sérologiques
de sorte que les tests sérologiques des animaux positifs peuvent devenir séronegatifs. Une
étude sérologique prospective chez les bovins laitiers a révélé que plus d'un tiers des vaches,
avec de faibles titres d'anticorps (1:200) pendant la gestation, sont devenues sérologiquement
négatives a la fin de la gestation (MAZUZ et al., 2014). De plus, deux études menées en
Argentine ont rapporté que 5 % (PARE et al., 1996 , MORE et al., 2009) et 3 % (MORE et
al., 2009) des meres séronégatives au vélage ont donné naissance a des veaux séropositifs. La
plupart des travaux rapportent des fluctuations dans les concentrations d'anticorps spécifiques
de N. caninum chez les bovins et se référent aux réponses humorales qui reconnaissent le
stade tachyzoite du parasite car ceux-ci sont ciblés par la grande majorité des tests
diagnostiques. Des préoccupations concernant la sensibilité des tests basés uniquement sur les
antigenes de tachyzoite ont été élevés suite a une observation intéressante d'une vache dont la
réponse en anticorps était capable de reconnaitre les antigenes spécifiques aux bradyzoites
mais pas aux tachyzoites (BENAVIDES et al., 2012). Cette vache a été maintenue dans des
conditions expérimentales comme un contrdle négatif pour une expérience d'infection a N.
caninum . Elle a été testée négative a plusieurs reprises avec des ELISA commerciaux et
expérimentaux basés sur les tachyzoites ; cependant, I'ADN du parasite a été détecté dans
plusieurs tissus en post-mortem, et d'autres analyses serologiques ont été effectuées avec un
ELISA basé sur l'antigene spécifique du bradyzoite (SAG4) a mis en évidence une
séropositivité aux antigenes de bradyzoite quiescent de N. caninum. Chez les animaux infectés
expérimentalement, les réponses humorales a N. caninum spécifiques aux antigénes des
bradyzoites présentent une variabilité individuelle (AGUADO-MARTINEZ et al., 2008). En
effet, chez les bovins les réponses en anticorps contre les antigenes bradyzoites dépendront de
I'intensité et de la durée d'exposition a un antigene spécifique au cours de l'interaction hote-
parasite. En plus, la rupture des Kystes tissulaires peut également étre nécessaire pour une
réponse immunitaire detectable contre les antigénes du bradyzoite. Comme suggéré pour
certains antigenes des bradyzoites de Toxoplasma gondii, les antigenes spécifiques du stade
quiescent peuvent difficilement étre exposés (GROSS et al., 2004). Compte tenu des limites
des tests diagnostiques actuels, il a été difficile d'évaluer I'impact épidémiologique des

animaux qui sont constamment infectés par N. caninum mais sérologiquement négatifs. Le
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Revue de la littérature

développement de des tests de diagnostic améliorés peuvent aider a I'identification correcte

de ces animaux, et faciliter ainsi les estimations de la fréquence de I'infection persistante

(Figure 9).
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(A) L'ingestion d'oocystes sporulés avec
libération de sporozoites peut exposer le
systtme immunitaire de I’ héte aux
antigenes spécifiques des sporozoites; Il y a
peu d'informations sur les réponses
d'anticorps spécifiques a la sporozoite au
cours de la premiére étape suivant
I’infection  par l'oocyste. Une fois les
sporozoites infectent les cellules ils se
convertissent en tachyzoites.

(B) les tachyzoites se multiplient rapidement

par de endodyogenie a l'intérieur de plusieurs
types de cellules qui se rompent ensuite,
déclenchant le développement de réponses
d'anticorps spécifiques a la tachyzoite. Ces
anticorps se trouvent chez la plupart des
animaux infectés et sont détectées par des
outils de diagnostic actuels basés sur les
antigénes de tachyzoite.

(C) Les tachyzoites se convertissent en
bradyzoite / stade de kyste tissulaire, des
anticorps spécifiques a la bradyzoite sont
produits; Cependant, la quantité et la durée
de cette réponse est inconnue.

(D) lors de la conversion des bradyzoites/
kyste tissulaire, les réponses d'anticorps
spécifiques a la tachyzoide peuvent diminuer
sous les seuils des tests de diagnostic actuels.
Cela peut entrainer de faux résultats négatifs.

(E) L'immunomodulation pendant la
gestation peut permettre une réactivation des
bradyzoites en tachyzoites qui se propagent
dans tout le corps, stimulant ainsi les
réponses immunitaires spécifiques a la
tachyzoide.

(F) Anticorps contre les bradyzoites / kystes
tissulaires peut décliner a ce stade, bien qu'il
y ait peu d'informations sur la dynamique de
ces réponses humorales spécifiques a
I’infection parce que les tests de diagnostic
ciblant les réponses humoral spécifiques au
bradyzoite ne sont pas utilisées actuellement.

Figure 9 : Réponses hypothetiques des anticoprs aprés infection par N. caninum (Guido et

al. 2016)
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11.14. Seroprevalence de I’infection a Neospora caninum chez les bovins

Des études ont été effectuées dans de nombreux pays pour identifier I’ infection par N. caninum
(Tableau 2). La séroprévalence individuelle de I’infection a varié dans les six derniéres années
de 3,4% (AYINMODE et al. 2017) a 41,2% (QIAN et al. 2017) et la séroprévalence du
troupeau peut atteindre 100% (RAZMI et al. 2006). La séroprévalence de 1’infection par N.
caninum chez I’espéce bovine varie en fonction du pays, de la région, du test sérologique
employé¢, de I’existence ou non d’un avortement chez I’animal examiné et du seuil de détection
des tests utilisés. La séroprévalence chez les bovins a été analysée chez le veau, la vache, et
au sein des cheptels laitiers ou viandeux.

Tableau 2 : Séroprévalence des anticorps anti-N. caninum depuis 2016.

Région Pays Methode de  N° Prévalence Auteurs
diagnostic (%0)

Afrique Algérie ELISA 360 54 (15) DERDOUR et al. (2017)
Egypte ELISA 301 57 (18,9) FEREIG et al. (2016)
Maroc ELISA 176 15 (8,52) LUCCHESE et al. (2016)
Nigéria ELISA 174 6 (3,4) AYINMODE et al. (2017)

Amérique Mexique ELISA 184 22 (11)9) RABAGO et al. (2017)
Brazil IFAT 1273 305 (24) PESSOA et al. (2016)
Brazil IFAT 1518 466 (30,69) FAVERO etal. (2017)
Brazil ELISA 119 41 (34,45)  SANTIN et al. (2017)
Brazil IFAT 600 142 (23,67) SNAK et al. (2018)
Brazil ELISA 322 100 (31,1) GINDRI et al. (2018)
Chile ELISA 437 92 (21,1) TUEMMERS et al. (2017)

Asie Chine ELISA 510 210 (41,2) QIAN et al. (2017)
Indonesia ELISA 991 165 (16,64) ICHIKAWA et al. (2016)
Iran ELISA 1500 395 (26,33) HOSSEININEJAD et al.(2017)
Turkey ELISA 116 21(18,1)  YILDIZ etal. (2017)

Europe Poland ELISA 734 143 (19,5) KOWALCZYK et al. (2016)
Slovakia ELISA 490 118 (24,1)  SPILOVSKA et al. (2015)
Océanie Australia ELISA 3298 169 (5,12) MOLONEY et al. (2017)

Au niveau des différentes matrices, on constate que dans le lait la séroprévalence varie de 7,9
% a 76 % alors que I’analyse du sérum bovin montre une variation de 4,1 % a 71% (GHALMI
et al., 2007). Bien que, la majorité des études sur la prévalence de N. caninum chez le bovin
ait été réalisée par des techniques sérologiques, la PCR appliquée chez les avortons bovins
est aussi utilisée. Une étude en Espagne a montre que 75 % des avortons étaient positifs au
test PCR en temps réel et 83 % en PCR nichée (COLLANTES-FERNANDES et al., 2002).
En Corée, la présence de N. caninum a aussi été confirmée par PCR et IHC chez 25 %
d’avortons (KIM et al., 2002). De méme, lors d’une autre etude suisse, N. caninum a été mis
en évidence chez 16,1 % des avortons bovins par PCR en temps réel (REITT et al., 2007). Au

Brésil, une étude similaire a permis de mettre en évidence N. caninum par PCR chez 31,25 %
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des avortons (PAULA et al., 2004). N. caninum a aussi été mis en évidence par PCR a partir
de sperme et du sang de taureaux (ORTEGA- MORA et al., 2003 ; CAETANO-DA-SILVA
et al., 2004 ; FERRE et al., 2005), méme si les signaux sont souvent tres faibles et que
I’excretion est inconstante dans le temps. Dans les différentes régions de 1’ Algérie, plusieurs
¢tudes ont été effectuées pour évaluer la séroprévalence de I’infection par N.caninum parmi
les bovins laitiers. En Algérie, la séroprévalence individuelle de I’infection a N. caninum
varie de 12.22% a 30,30% (Tableau 3).

Tableau 3 : Séroprévalence des anticorps anti-N. caninum En Algérie

Régions Methode de  Nombre Prevalence Auteurs
diagnostic (%)

Guelma et Tebessa ELISA 90 11(12.22) MIROUD et al , 2019
Alger ELISA 306 54(15.00) DERDOUR et al ,2017
Constantine ELISA 145 23(16.00) BOUAZIZ et al 2013
Alger, Bejaia et Setif IFAT 799 157(19.60) GHALMI et al, 2011
Blida et Tipaza ELISA 66 21(30.30) DECHICHA et al, 2010
Ain Defla Alger, Blida, IFAT 186 23(12.37) ACHOUR et al, 2012

Tipaza et Medea

11.15. Facteurs de risque a une infection par N. caninum

Il existe un certain nombre d'études sur les facteurs de risque de I’infection évaluant le risque
individuel ou de troupeaux bovins infectés par N. caninum ou subissant des avortements
associes au parasite.

11.15.1. Age

Le risque d'étre séropositif peut augmenter avec I'dge ou le nombre de gestation chez les
bovins de boucherie et laitiers (DYER et al., 2000 ; JENSEN et al., 1999, OSAWA et al.,
2002, SANDERSON et al., 2000). WALDNER et al. (1998) ont rapporté un effet négatif de
I'age sur la prévalence des bovins laitiers au Canada. Dans une etude européenne récente, il a
¢té observe que I’effet de 1'age sur la séropositivité chez les bovins laitiers peut varier selon
les zones d'étude. En Espagne, par exemple, le risque d'étre séropositif augmentait avec I'age,
alors qu'en Suede la situation était le contraire (FROSSLING et al. 2006). On peut supposer
que ces differences viennent de la probabilite d’ingerer ou non des oocystes ou encore de la
facon de gérer les troupeaux. Si le taux de remplacement est important, le risque d’exposition
est faible (DUBEY et al., 2007).

11.15.2. Hote definitif

Dans la plupart des études épidemiologiques actuelles ou plus anciennes sur des troupeaux

laitiers , la presence des chiens de ferme ou le nombre de chiens présents était considéré
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comme un facteur de risque d’avoir des bovins seropositifs (PARE et al., 1998 ; MAINAR-
JAIME et al., 1999 ; SCHARES et al., 2004 ; VON BLUMRODER et al., 2004 ;
CORBELLINI et al., 2006). WOUDA et collaborateurs (1999) ont montré que la
séropositivité chez les chiens de ferme était corrélée avec la séropositivité chez les bovins
puisque le chien est I’hote definitif, source d’oocystes (MCALLISTER et al., 1998 ; BASSO
et al., 2001). La defécation des chiens sur la nourriture destinée aux bovins est rapportée plus
souvent dans les fermes avec des problémes d’avortement (DIJKSTRA et al., 2002). Les
avortons et les placentas sont des sources possibles d’infection pour les chiens. Dans les
élevages présentant des problemes d’avortement le plus souvent, les chiens se nourrissaient
de placentas bovins, de colostrum ou de lait (DIJKSTRA et al., 2002). Cependant, les
tachyzoites ne résistent pas longtemps dans les avortons (CONRAD et al., 1993a). Il semble
egalement que Dl’introduction de nouveaux chiens pose plus de problemes de risque de
transmission de N. caninum que les chiens résidents (DIJKSTRA et al., 2002). Selon certains
auteurs, I’excretion d’oocystes par le chien diminue si on nourrit le chien de facon repetée
avec du materiel infecté (DIJKSTRA et al., 2001; SCHARES et al., 2001 ; GONDIM et al.,
2005). De plus, il a été constaté que des quantites plus importantes d’oocystes sont excretees
par les jeunes chiens (GONDIM et al., 2005). En outre, les chiens du voisinage sont aussi un
probléme puisque la densité des chiens est un facteur prédictif de la séropositivité des
troupeaux (SCHARES et al., 2004).

11.15.3. Hotes intermédiaires autres que les bovins.

D'autres hotes intermédiaires de N. caninum peuvent étre une source d'infection pour les
chiens et les autres canidés. La présence d’ADN de N. caninum chez les souris et les rats
naturellement infectés suggére que ces animaux peuvent étre des sources importantes
d'infection pour les carnivores hotes définitifs de N. caninum. Des chercheurs frangais ont
signalé que la présence de lapins et/ou de canards pouvait étre un facteur de risque de
séropositivité chez les bovins laitiers (OULD-AMROUCHE et al., 1999). Dans une étude au
nord de I'ltalie, le risque de séropositivité chez les bovins augmentait lorsque les volailles
étaient présents dans I'exploitation (OTRANTO et al., 2003). BARTELS et al. 1999 ont
également trouvé que la présence de volailles dans I'exploitation était un facteur de risque
d'avortement associé a N. caninum. Ces résultats justifient la sensibilité des lapins, des canards
et des volailles a N. caninum et ces hotes intermédiaires potentiels présentent un risque
d'infection pour les hotes définitifs (DUBEY et al., 2007).
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11.15.4. Paturage, fourrage et eau potable

La contamination des paturages, des fourrages et de I'eau potable par les oocystes de N.
caninum est considéré comme sources d'infection postnatale du bétail. Par consequent, il est
important de savoir quelles pratiques d'alimentation entrainent une augmentation de risque
d’infection. Le paturage des animaux en plein air durant la bonne saison semble étre un facteur
protecteur (SANDERSON et al., 2000 ; OTRANTO et al., 2003). Bien que les canidés et les
chiens sauvages aient acces libre aux paturages, la contamination par les oocystes éliminés
par les hotes définitifs peut étre trop faible pour poser des oocystes qui peuvent ne pas survivre
pendant les mois d'été s'ils sont tres chauds et secs. Malheureusement, les informations sur les
conditions climatiques sous lesquelles les oocystes de N. caninum sont capables de survivre
dans l'environnement est rare (DUBEY et al., 2007). Dans les troupeaux de bovins de
boucherie, [l'utilisation du distrbuteur de foin semblait étre un facteur de risque de
séropositivité (BARLING et al., 2001). Ce facteur s'expliquait par le fait que les vaches vélent,
avortent ou expulsent souvent les placentas a proximité des distributeurs de foin. Comme ces
distributeurs de foin sont rarement déplacés ou lavés, ils sont freqguemment souillés par des
matieres fécales de chiens contaminés (BARLING et al., 2001). Dans une étude menée en
France, l'utilisation d'étangs plutdt que ['utilisation d'un puits ou d'un réseau public
d'approvisionnement en eau potable s'est avéré étre un facteur de risque d'infection a N.
caninum chez les bovins laitiers (OULD-AMROUCHE et al. 1999). Les données de
séroprévalence des mammiferes marins sauvages suggerent que les oocystes de N. caninum
peuvent contaminer les eaux de surface et ensuite contaminer I'eau de mer (OSSAWA et al.
2002 ; DUBEY et al., 2003).

11.15.5. Lait et colostrum

Des études expérimentales ont montré que les veaux nouveaux-nés pouvaient étre infectés par
I’ingestion de lait contenant des tachyzoites (UGGLA et al., 1998 ; DAVISON et al., 2001).
Depuis, la découverte de N. caninum dans le lait de vache (MOSKWA et al., 2003 ; 2007),
un débat a eu lieu sur la question de savoir si la transmission lactogénique de N. caninum est
possible. Par rapport a cela, I’utilisation du colostrum regroupé est un facteur de risque de
séropositivité (CORBELLINI et al., 2006).

11.15.6. Saison

Dans une analyse des facteurs de risque au Texas, I'effet saisonnier des vélages au printemps
était important ; c'est-a-dire que le risque pour les veaux d'étre seropositifs durant le printemps
était supérieur a ceux nés a en automne (BARLING et al., 2001). Il y’ aurait un effet saison

chez ces troupeaux a viande sur le risque de donner des veaux infectés, soit par voie
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transplacentaire, soit par voie horizontale (postnatale). Cette saisonnalité peut étre
biologiquement liée a la saison de mise bas des hotes définitifs au Texas (coyotes et renards
gris).

11.15.7. Densité

Une densité importante de bovins a été identifiée comme un facteur de risque (BARLING et
al., 2000 ; SANDERSON et al., 2000 ; BARLING et al., 2001). Les fermes utilisent la
nourriture supplémentaire qui est stockée dans des silos qui sont régulierement visités par des
rongeurs considérés comme proies pour les hétes définitifs (DUBEY et al., 2007).

11.15.8. Taille du troupeau.

En Italie, le risque individuel de devenir séropositif augmente avec la taille du troupeau. Le
nombre de chiens par ferme interagi de maniére significative avec la taille de troupeau; C'est-
a-dire que le risque d'étre séropositif est lié au nombre plus important de chiens dans les
fermes de grande taille (OTRANTO et al.,2003). Dans une étude menée en Allemagne, des
troupeaux plus grands avaient un risque accru d’ avoir du lait positif (SCHARES et al., 2004).
Plus la taille de troupeau est importante, plus les mesures d'hygiéne pour prévenir les chiens
de se nourrir de placentas ou d'autres matériaux infectieux sont difficiles (DUBEY et al.,
2007).

11.15.9. Source de génisses de remplacement

La transmission verticale de N. caninum est tres efficace. L'élevage de génisses de
remplacement a la ferme plut6t que de les acquirir a I'extérieur appuient I'affirmation selon
laguelle une prévalence existante dans un troupeau peut persister pendant de nombreuses
années (STENLUND et al., 2003 ; FROSSLING et al., 2005). Si la séroprévalence est plus
élevée dans le troupeau receveur que dans la population d'ou proviennent les génisses de
remplacement, l'achat des génisses de remplacement devrait réduire l'infection dans le
troupeau receveur. Cela pourrait expliquer pourquoi 1’élevage de ses propres génisses de
remplacement a été identifié comme un facteur de risque potentiel pour une séroprévalence
élevée chez le veau (BARLING et al., 2001).

11.15.10. Climat

Des études européennes mettent en évidence I’effet du climat sur la séropositivitée
individuelle et du troupeau (SCHARES et al., 2004 ; RINALDI et al., 2005). Ceci peut
s’expliquer par le role du climat sur la sporulation et la survie des oocystes. Par exemple, une
grande température peut favoriser une sporulation plus rapide des oocystes dans le fourrage

ou dans I’environnement immediat des bovins (DUBEY et al., 2007).
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11.16. Controéle de la néosporose bovine

Les programmes de contrdle de la néosporose bovine ont comme objectifs clés la
minimisation des pertes reproductrices et la réduction de la prévalence de I'infection au niveau
des troupeaux. Les stratégies de contrble actuelles reposent sur des techniques de gestion
visant a interrompre le cycle de vie de N. caninum a un ou plusieurs stades (MCALLISTER,
2016). 11 s’agit de la mise en ceuvre de plans de controle efficace en intégrant des mesures
pour empécher la transmission horizontale de I'hdte canidé et des méthodes pour réduire les
risques de transmission verticale de la mére au feetus dans les troupeaux infectés
(FROSSLING et al., 2005). Compte tenu des differentes options de contrdle disponibles, une
évaluation précise de I'impact de la maladie au niveau du troupeau et une analyse co(ts-
avantages approfondie sont nécessaires avant se lancer dans des efforts de contrdle de la
maladie (REICHEL et al., 2014). Les colts de la néosporose bovine englobe la perte de
revenus des veaux des vaches avortées, la diminution de la production du lait en raison
d'intervalles de vélage prolongés, des colts de reproduction ou, éventuellement, de
remplacement des vaches qui avortent et les dépenses associées a l'enquéte sur les cas
I'avortement. De plus, les troupeaux infectés peuvent étre soumis a une réduction globale de
la valeur reproducteur du cheptel (REICHEL et al., 2013).

11.16.1. Prévention de I'infection horizontale

Les mesures visant a minimiser la contamination des aliments pour animaux, de I'eau et des
zones d'élevage par les oocystes de N. caninum sont essentiels pour prévenir la transmission
postnatale a partir des canidés infectés. La plupart des études épidémiologiques s'accordent
pour dire que la présence de chiens dans les locaux de bovins reproducteurs représentent un
facteur de risque de néosporose bovine. Autrement dit, le nombre de chiens a la ferme doit
étre limité et I'accés des canidés errants doit étre contrdlé. Dans les troupeaux infectés, les
chiens de ferme adultes sont probablement déja été infectés par N. caninum et sont par
conséquent moins susceptible d'excréter des oocystes (ANTONY ET WILLIAMSON, 2003).
Cependant, les chiots qui sont susceptibles d'étre naifs du parasite, sont considérés comme un
risque plus élevé de produire des oocystes apres une infection. Les matiéres fécales des chiots
peuvent avoir acces aux zones de stockage du bétail et des aliments pour animaux . La
protection des zones de stockage des aliments et d’équipement de meélange d'aliments est
fortement recommandée contre les contaminations fécales les chiens. De méme, la protection
des sources de I'eau potable en utilisant des abreuvoirs surélevés avec de I'eau potable peut

aider a prévenir le bétail a I’exposition aux oocystes de N. caninum (MCALLISTER, 2016).
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Etant donné que les chiens peuvent contracter I'infection en ingérant des tissus bovins infectés,
I'élimination rapide des avortons ainsi que des veaux mort-nés est importante pour arréter le
cycle de vie du parasite (BASSO et al., 2001, DIJKSTRA et al., 2001a). De plus, les chiens
ne doivent pas étre nourris avec des tissus de ruminants crus, car ils peuvent contenir des
kystes tissulaires de N. caninum (CAVALCANTE et al., 2011). La détection de 'ADN de N.
caninum dans les tissus de souris et de rats sauvages a suggeére que ces especes peuvent jouer
le r6le d'hétes intermédiaires pour le parasite. Bien qu'il n'y ait pas de preuves définitives, les
rongeurs peuvent représenter une source d'infection pour les canidés domestiques et sauvages
et jouer un role dans le maintien et la propagation de la néosporose (FERROGLIO et al.,
2007, JENKINS et al., 2007). Par conséquent, le contrble des rongeurs a la ferme serait
également recommandé. Cela réduirait également le risque de la leptospirose, produisant ainsi
des avantages supplémentaires dans le controle des pertes de reproduction chez les bovins en
général (REICHEL et al., 2013). De méme, un réle potentiel des volailles de plein air dans
I'épidémiologie de N. caninum a été suggéré. La présence de poulets, qui peuvent étre infectés
par le parasite (COSTA et al., 2008), était corrélée a un risque accru d'avortement bovin
(BARTELS et al., 1999) et une augmentation de la séroprévalence chez les bovins
(OTRANTO et al., 2003).

11.16.2. Gestion de la transmission verticale

Les tests sérologiques associés a une gestion adéquate des animaux positifs sont les méthodes
les plus courantes pour limiter la transmission endogene au sein d'un troupeau (GUIDO et al.,
2016). Les vaches infectées peuvent étre retirées du troupeau (réeforme) ou exclues pour
générer les femelles de remplacement de I'élevage (REICHEL et al., 2014).

L'identification fiable de tous les animaux infectés par N. caninum nécessite des tests
sérologiques dans lesquels les seuils de détection sont ajustés pour fournir un niveau maximal
de sensibilit¢ (REICHEL ET ELLIS, 2002). Cependant, la possibilité de faux résultats
négatifs peuvant affecter I'efficacité des mesures de lutte contre la maladie.

11.16.2.1. Tester et abattre

Il a été démontré que l'abattage des meres séropositives pour N. caninum réduisait la
prévalence au fil du temps dans les exploitations ou des mesures adéquates de prévention de
I'infection étaient en place (FROSSLING et al., 2005, HALL et al., 2005). Certains auteurs
se sont demandés si la rétention d'animaux infectés serait plus bénéfique que de viser un
troupeau dans lequel tous les animaux sont complétement naifs a I'agent pathogéne donc plus
sensibles aux infections horizontales (INNES et al., 2000, MCALLISTER et al., 2000). Cette

préoccupation est née de I'observation qui rapporte que les bovins peuvent développer une
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immunite partielle contre le parasite et que le risque d'avortement a tendance a diminuer avec
le temps chez les vaches exposées a plusieurs reprises au parasite (INNES et al., 2000). Bien
qu'une exposition environnementale répétée a N. caninum peut éventuellement conduire a un
risque plus faible d'avortement, il est prouvé que ce risque est encore plus élevé que chez les
animaux séronégatifs (REICHEL et al., 2013). En plus , ces meres sont toujours capables de
transmettre le parasite a leur progéniture et de maintenir ainsi l'infection dans le troupeau et
reporter le risque d'avortement aux prochaines générations (REICHEL et al., 2013). En raison
des codts élevés impliqués, I'abattage des animaux séropositifs peut étre économiquement
durable uniguement dans les troupeaux avec une faible séroprévalence dans laquelle seule
une petite proportion d’animaux devraient etre enlevés.

11.16.2.2. Elevage sélectif

L'exclusion des genisses nees de meres seropositives de la reproduction réduit le risque
d'infections in utero au niveau du troupeau (FROSSLING et al., 2005). Ce contrble est
efficace a condition que la transmission verticale endogéne soit la voie prédominante
d'infection et la transmission exogene postnatale est négligeable (HALL et al., 2005,
LANDMANN et al., 2011). Dans les fermes avec une séroprévalence élevée de N. caninum
(>50%), éviter le remplacement de 1’¢élevage a partir du stock des meres séropositives s'est
averé économiquement durable (HASLER et al., 2008). Dans un modéle de simulation codt-
bénéfice qui étudie les différentes options de contrdle dans les troupeaux de bovins infectés
de maniére endémique, le meilleur rendement économique a été fourni par 1’exclusion des
génisses de meres séropositives comme substituts potentiels (LARSON et al., 2004).
L’Analyse sérologique de toutes les génisses potentielles de remplacement, quel que soit I'état
de leurs méres, pourrait étre effectuée pour augmenter le niveau de confiance que les femelles
reproductrices potentielles n'hébergent pas N. caninum. La sérologie peut étre faite avant
I'ingestion du colostrum, mais elle est le plus souvent effectuée apres I'age de 6 mois lorsque
les taux d'anticorps maternels, dus au transfert passif via le colostrum sont diminués
(MCALLISTER, 2016).

11.16.2.3. Tester les reproductrices de remplacement

Les vaches et génisses achetées représentent un risque d'introduction de N. caninum dans le
troupeau. En régle générale, le cheptel reproducteur de remplacement devrait étre obtenu a
partir de troupeaux avec des performances d'élevage remarquables et aucun antécédent de
néosporose bovine (ROELANDT et al., 2015). Les tests sérologiques doivent étre effectués
sur les animaux achetés de maniére prospective. En raison de la possibilité de résultats

faussement négatifs, certains auteurs recommandent de répéter les tests 4-6 semaines apres
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I'introduction dans le troupeau et re-tester les échantillons douteux par Western blot
(ALVAREZ-GARCIA ET AL., 2003, ORTEGA-MORA ET AL., 2006). Le diagnostic
sérologique des meres dont les génisses doivent étre introduites dans le troupeau peut
augmenter le risque d'identifier des individus de lignées infectées et testés faussement négatifs
pour lesquels le parasite est transmis verticalement.

11.16.2.4. Gestion de la reproduction

Le transfert d'embryons (TE) de donneurs séropositifs a des receveurs séronégatifs peut
empécher la transmission endogene de N. caninum (LANDMANN et al., 2002 ,CAMPERO
etal., 2003) dans les stades préimplantatoires. En effet, la zone pellucide protege les embryons
du parasite (BIELANSKI et al., 2002). En outre, il existe plusieurs rapports de réussite de
transfet d'embryons non infectés prélevés sur des méres infectées qui stopperait le cycle du
parasite (BAILLARGEON et al., 2001, LANDMANN et al., 2002, CAMPERO et al., 2003).
Les facteurs limitatifs de l'utilisation de la TE sont les colts élevés qui ne peuvent étre justifiés
que par la haute valeur génétique du futur veau dans les troupeaux bovins. Une réduction
significative du risque d'avortement a été observée chez les vaches laitieres avec un haut
rendement, séropositives a N. caninum et inséminées avec de la semence de taureaux de
boucherie (LOPEZ-GATIUS et al., 2005). Ceci a été attribué a I'effet favorable du croisement
sur la santé feetale et la fonction placentaire (ALMERIA et al., 2009, LOPEZ-GATIUS et al.,
2005). Méme si elle est inefficace pour prévenir la transmission in utero, cette stratégie de
prise en charge, garantit que les remplacements des bovins de reproduction infectés sont
supprimés parce que les croisements entre les femelles laitieres x viandeuses ne sont
généralement pas conservées pour la production de lait.

11.16.2.5. Réduction des facteurs prédisposants

Etant donné le role des réponses immunitaires de I'hdte dans le contrdle et la réactivation de
N. caninum, les infections concomitantes, les facteurs de gestion et d'autres facteurs de stress,
qui peuvent provoquer une immunosuppression, peuvent étre impliqués dans la réactivation
des bradyzoites en tachyzoites avec une transmission verticale ultérieure. Certains auteurs ont
suggeéré que les maladies infectieuses, telles que la rhinotrachéite bovine (IBR) et la diarrhée
virale bovine (BVD), qui se caractérisent par une immunosuppression, peuvent conduire a une
réactivation de N. caninum et par conséquent une infection feetale chez les meéres gravides
(REICHEL et al., 2013). Bien que I'absence de BVD s'aveére avoir un effet protecteur contre
I'infection par N. caninum (VANLEEUWEN et al., 2010), dans plusieurs études, un risque
accru d'avortement chez les vaches séropositives pour les deux agents pathogénes n'a pas été
observé (BJORKMAN et al., 2000, MAINAR- JAIME et al., 2001, STAHL et al., 2006).
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Néanmoins, le contrble des infections concomitantes reproductives peuvent aider a réduire
I'impact de la néosporose au niveau du troupeau. Les effets immunosuppresseurs des
mycotoxines peuvent également jouer un r6le dans la recrudescence d'une infection
persistante a N. caninum (BARTELS et al., 1999, DUBEY et al., 2007). Par consequent,
fournir aux meres gravides une alimentation de bonne qualité et un fourrage correctement
stockés sont recommandés (MCALLISTER, 2016).

11.16.3. Autres approches

11.16.3.1. Option « vivre avec la maladie »

Dans les troupeaux ou la prévalence de la néosporose est faible, les codts liés au mesures de
lutte peuvent dépasser les pertes économiques encourues par la maladie. Ainsi, une politique
non interventionniste de « vivre avec la maladie » peut étre préférable comme plan d'action
dans certaines exploitations (REICHEL et al.,, 2013). Dans une étude basée sur une
modélisation mathématique, REICHEL ET ELLIS (2006) ont indiqué une prévalence au
sein du troupeau de 18 a 21 % comme seuil au-dessus duquel les avantages des programmes
de diagnostic et d'abattage dépasserait largement les colts impliqués en termes de tests
sérologiques et d’achats de femelles de remplacement.

11.16.3.2. Vaccination

L'analyse économique a suggéré que la vaccination pourrait étre la stratégie la plus efficace
de lutte contre la néosporose chez les bovins (REICHEL et ELLIS, 2006) ; cependant, les
vaccins enregistrés ne sont actuellement pas disponibles. 1l y a quelques années, un vaccin a
base de Tachyzoites de N. caninum, Bovilis Neoguard® (Intervet International B.V.,
Boxmeer, Pays-Bas), a été enregistré dans plusieurs pays mais retiré par la suite du marché en
raison de sa faible efficacité (WESTON et al., 2012). Le développement d'un vaccin efficace
est certainement I'un des principaux objectifs de la recherche sur la néosporose bovine et des
moyens considérables sont investis dans 1’étude des vaccins utilisant a la fois des modeéles
murins et ruminants (HEMPHILL et al., 2016, HORCAJO et al., 2016). Les vaccins vivants
atténués ont montré des résultats prometteurs dans différentes études. L'inoculation
intraveineuse et sous-cutanée des bovins avec des tachyzoites de la souche Nc-Nowra atténuée
a protégé les vaches gravides contre la foetopathie en induisant des anticorps puissants et
réponses cellulaires avec la production d'IFN-y (WEBER et al., 2013, WILLIAMS et al.,
2007). L'isolat Nc-Spainl naturellement atténué, inoculé avant I'insémination artificielle, a
produit une protection contre la mort feetale chez 50 % des animaux soumis par la suite a une
stimulation avec la souche Nc-1 au début (jour 70) de la gestation. De plus, des anticorps pré-

colostraux significativement plus faibles ont été observés chez les veaux asymptomatiques
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nés de meéres vaccinées pendant la mi-gestation (jour 135) (ROJO-MONTEJO et al., 2013).
Une autre étude a rapporté une incidence significativement plus faible d'avortement chez les
vaches vaccinées a la mi-gestation avec un isolat vivant dénommé Ncls491 (16 %) par rapport
au groupe non vacciné (26 %). Dans le méme essai, aucune différence dans la séroprévalence
chez les veaux pré-colostral n’a été observée entre les groupes vaccinés et non vaccines
(MAZUZ et al., 2015). Des vaccins sous-unitaires ont également été développés ; cependant,
une efficacité limitée a été observée. Les bovins non gestants immunisés avec la protéine
NcGRA7Y recombinant associée a I'oligomannose des microsomes (M3-NcGRA7) ont montré
une amélioration des réponses immunitaires humorales et cellulaires ainsi qu'une réduction de
la charge parasitaire dans le cerveau aprés stimulation avec le tachyzoite de N. caninum
(souche Nc-1) (NISHIMURA et al., 2013b). Dans un étude réalisée chez des vaches gravides
stimulées au 70e jour de gestation, I’immunisation avec NcSAG1, NcHSP20 et INcGRA7
recombinants, incorporés dans les ISCOM a suscité une réponse immunitaire humorale
marquée mais cette immunisation n'a pas réussi a empécher la transmission verticale
(HECKER et al., 2014). Dans les années a venir, les ressources génomiques et
transcriptomiques joueraient un réle primordial dans l'identification in silico d'une liste
prioritaire de candidats vaccins qui pourraient étre évalués expérimentalement (GOODSWEN
etal., 2013).

11.16.3.3. Traitement antiprotozoaire

Malgré I'évaluation de I'efficacité de plusieurs médicaments contre N. caninum a la fois in
vitro et in vivo chez les animaux de laboratoire, il n'y a pas de composes antiprotozoaires
autorisés pour une utilisation chez les bovins en cas de néosporose (MULLER et
HEMPHILL, 2013). Le toltrazuril est efficace contre diverses coccidies et largement utilisé
pour le traitement de la coccidiose chez les volailles et les bovins; cependant, une efficacité
limitée a été observée contre N. caninum in vivo (HAERDI et al., 2006). L'artémisinine et ses
dérivés, la pentamidine dicationique et les spiroindolones sont les médicaments prometteurs
(HEMPHILL et al., 2016). Néanmoins, il semble peu probable que le traitement
pharmacologique de l'infection de N. caninum chez les bovins soit rentable. La prévention
des avortements due a N. caninum impliquerait des administrations des antiprotozoaires a
long terme entrainant un risque accru de résidus inacceptables dans le lait ou la viande. De
plus, la mise en place de délais d'attente représenterait un surcodt de production (DUBEY et
al., 2007, DUBEY et al., 2017).
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Etude des avortements et des lésions feetales induits par Neospora caninum
chez la race bovine locale infectée naturellement
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I. Objectifs et stratégie

La néosporose est 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. Outre les pertes économiques engendrées par les
mortalités embryonnaires et foetales, la néosporose bovine est également responsable d'une
baisse des capacités de reproduction des exploitations, de la baisse de la valeur marchande des
animaux, d'une reduction de la production laitiere ainsi que de I'augmentation du taux de
réforme (HOAR, 1996). La situation épidémiologique de la néosporose bovine au Maghreb
reste peu connue ; des prévalences de 19,6 % et 15% chez les bovins de la région du centre
d’Algérie ont été rapportée par GHALMI et al. (2011) et par DERDOUR et al. (2017)
respectivement. Notre sujet de recherche tourne autour de I’hypothése qui précise que le bovin
local pourrait résister naturellement non pas a ’infection par N. caninum mais a son effet
abortif. Le présent travail a eu pour principal objectif la détermination de la séroprévalence
du N. caninum dans le cheptel bovin laitier local de la région Nord Est Algérien par la méthode
immuno-enzymatique (ELISA), avec I’étude de certains facteurs de risque de I’infection par
N. caninum et de vérifier ’existence d’un lien causal entre la présence d’anticorps dirigés
contre N. caninum et les avortements, a travers une étude de type cas-témoins. Une étude
histo-pathologiques sur des feetus bovins issus de vache séropositives a été réalisée afin de
déterminer la présence ou non des lésions caractéristiques de N. caninum au niveau des
organes cible.

Il. Matériel et Méthodes

I1.1. Etude Séro-épidemiologique

I1.1.1. Période et région d’étude

Notre étude a été réalisée de janvier 2017 a septembre 2019. Elle a été menée sur des vaches
des fermes privées appartenant aux cing wilayas : Jijel, Skikda, Souk-Ahras, Annaba et d’El-
Tarf, situées a I’extrémité Nord-Est du pays ((Latitude : 36°53'N-36°16'N, longitude :5°46'E-
9° 19'E), prés de la frontiére tunisienne et & environ 600 km a I’Est de la capitale Alger (Figure
10). L’¢élevage bovin de population locale dans ces fermes est de type extensif, sur des
paturages naturels. Le climat de la région est typiquement méditerranéen. L’été est chaud et
sec el I’hiver est doux et humide. Cette étude a été réalisée dans cette région parce qu'elle
contient plus de la moitié du cheptel bovin de race locale. Il est concentré dans les zones
difficiles, en particulier les montagnes et foréts. Il vit dans un systéme extensif. Ce systeme

fait partie intégrante de I'agriculture familiale et I’économie nationale (YAKHLEF, 1989).
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Figure 10 : Répartition géographique des fermes ayant fait I'objet de visite et de
prélévements sanguins (en couleur grise) (ILLUSTRATION PERSONNELLE, 2022).

I1.1.2 Stratégie d’échantillonnage
11.1.2.1. Etudes cas témoins

Il est intéressant d’étudier I’impact global de ce parasite comme agent d’avortement chez la
vache. Pour ce faire, on peut réaliser une étude cas-témoin (TOMA et al., 2001). Des vaches
ayant avorté et des vaches n’ayant pas avorté sont sélectionnées ; on réalise ensuite une étude
sérologique pour savoir si ces vaches sont séropositives ou non vis-a-vis de N. caninum. On
obtient ainsi un tableau a deux entrées représentant les vaches avortantes (cas), les vaches non
avortantes(témoins), les vaches séropositives a N.caninum (exposées) et les vaches
séronégatives a N. caninum (non exposées). On peut ainsi calculer un odd (une cote)
d’exposition pour les cas et les témoins ainsi que le rapport de ces cotes encore appelé odds
ratio (OR). L’OR est une valeur comprise entre 1 et +oo. Ainsi un OR de 5 signifie que 1’odds
d’exposition est 5 fois plus ¢élevé chez les cas que chez les témoins. Plus I’OR est élevé plus
’association entre la maladie et 1’exposition est forte. Un OR de 1 ou proche de 1 signifie
qu’il n’y a pas d’association entre le facteur d’exposition et la maladie (TOMA et al., 2001).
La population cible est constituée de vaches locales «brunes de 1’Atlas » du Nord-Est
algérien. Un total de Quatre-vingt-dix exploitations ont été sélectionnées dans cette étude.
Trente d’elles (n=30) étaient des fermes cas, tandis que les soixante autres €taient des témoins
(n=60). Ceci correspond a un rapport de 1 cas/2 témoins. Les données ont été recueillies aupres
de fermes de cas et témoins. Nous avons utilisé une face a face structuré par un entretien avec

les propriétaires de fermes pour recueillir les données.
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11.1.2.2. Prélevement sanguin

Le critere de sélection était des vaches gestantes de race locale « Brune de I’ Atlas ». La taille
de I'échantillon a été calculée a I'aide de la formule suivante (THRUSFIELD, 2007) :

N =1,962P (1-P) / D?.

Ou N était la taille de I'échantillon, 1,96 était la valeur Z pour le niveau de confiance
sélectionné (95 %), P était la prévalence de la maladie individuelle, et D était la précision
absolue recherchée. Une taille d'échantillon minimale de 516 animaux a été obtenue en
utilisant une prévalence précedente de 34% rapporté chez la race bovine locale par GHALMI
et al., (2011), une précision absolue de 4%, et un niveau de confiance 95 %. Cependant, un
total de 650 animaux a été inclus dans I’étude pour augmenter la précision. Au total, 650
vaches locales « brunes de 1’ Atlas gestantes ont été sélectionnées dans 90 fermes appartenant
a différentes régions du Nord-Est algérien. Un volume de 5 ml de sang a été prélevé de la
veine jugulaire a lI'aide de tubes secs de type Vacutainer (Becton-Dickinson, USA). Le sang a
été centrifugé et le sérum a été transféré dans des tubes eppendorfs de 2 ml et congelés a
—20°C jusqu’a analyse sérologique. Un questionnaire auprés des éleveurs a été réalisé pour
obtenir un maximum de données sur les vaches prélevées (présence de chiens, antécédents
d'avortement, parité, age, couleur de robe et stade de gestation) et sur les fermes sélectionnées
(général hygiene, saisons et région). Le tableau 4 fournit des données recueillies lors de ces
visites.

11.1.3. Analyse sérologique

Les sérums ont été testés pour la présence d’anticorps dirigés contre N. caninum a l'aide d’une
technique de dosage d'immunoadsorption par enzyme liée (ELISA) de type indirect (ID
Screen ® N. caninum Multi-espéces indirectes ; Vétérinaire, Innovant Diagnostic, Grabels,
France). Les analyses ont eu lieu au centre de recherche en biotechnologie de Constantine.
Selon les données de la littérature, le test utilisé possede une sensibilité de 99,6% et une
spécificité de 97,3%, pour le diagnostic sérologique de la néosporose bovine (ALVAREZ-
GARCIA, 2013).

11.1.3.1. Principe

Le principe du test consiste a mettre du sérum de 1’animal a tester avec I’antigéne 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 réveélée par
une solution de révelation (TMB). La coloration qui en résulte est liée a la quantité d’anticorps
spécifiques présents dans 1’échantillon a tester. Le kit utilise un extrait antigénique purifié¢ de

N. caninum.
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Tableau 4 : Facteurs de risques liés a I’infection a N. caninum

Facteurs de risques Categories Nombre de vache
Présence de chiens Non 271
Oui 379
Avortement Oui 75
Non 575
Classe d’age (mois) <36 183
36-84 246
>84 221
Parité Nullipares 190
Primipares 225
Multipares 235
Couleur de la robe Noir 130
Rouge 124
blanche 217
Grise 179
Stade de gestation (mois) 1-3 133
4-6 275
7-9 242
Hygiéne de la ferme Bonne 251
Modérée 215
Mauvaise 184
Saisons Automne 140
Hiver 157
Printemps 200
été 153
Région El-Tarf 61
Annaba 105
Skikda 90
Souk-Ahras 91
Jijel 303

11.1.3.2. Matériels

Le matériels utilisés pour I’analyse sérologique est le suivants : 7 microplaques ELISA a fond
plat sensibilisées avec I’antigeéne purifié de N. caninum (Figure 11). La Solution de lavage
concentrée 20 fois et Conjugué coloré concentré 10 fois. Le tampon de dilution 2 (pour la
dilution des sérums sanguins et des sérums de reférence). Le tampon de dilution 3 (pour la
dilution du conjugué). Le contrble positif et négatif. La Solution de révélation et solution
d’arrét. micropipettes, embouts de pipettes, eau distillé, microplaques plastique, béchers,

flacons de dilution, pissette et lecteur de plague automatique (Perkin Elmer, Waltham, USA).
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P

Figure 11 : Composition de la trousse ELISA N. caninum IDvet (PHOTOS
PERSONNELLE, 2019)
11.2.4.2. Méthodes
Tous les constituants du kit ont été ramenés a température ambiante (21°C +/- 3°C) avant

emploi et homogénéisés au Vortex (Figure 12).

Figure 12 : Préparation des sérums (PHOTO PERSONNELLE, 2019)
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 (Figure
13a).

Figure 13 : Distribution de tampon de dilution 2 (a) et transferts des sérums dans la
microplaque ELISA (b) (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
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Ensuite nous avons distribué 10ul du contrdle positif dans les cupules Al et B1, 10ul du
contréle négatif dans les cupules C1 et D1, 10ul de chaque échantillon dans les cupules
restantes. Puis nous avons transféré les sérums dilués dans la microplaque ELISA (Figure
13b). La plaque a été incubée pendant 45 minutes a température ambiante 21°C. Apres la fin
de I’incubation, la plaque a été vidée et lavée trois fois, chaque cupule avec environ 300l de

la solution de lavage (Figure 14a, b).

Figure 14 : lavage et séchage de la microplaque ELISA (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
Ensuite nous avons procédé a la dilution du conjugué dans la solution de dilution 3 (Figure
15a) apres nous avons distribué dans chaque cupule 100ul de conjugué concentré une fois
(Figurel5b).

Figure 15 : Dilution (a) et distribution du conjugué (b) (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
Ce Conjugué a été au préalable dilué au 1/10 dans le tampon de dilution 3. Ensuite la plaque
a été incubée 30 minutes a 21°C. Apreés I’incubation, la plaque a été vidée et lavée trois fois
avec environ 300ul de la solution de lavage. Par la suite nous avons distribué 100ul de solution
de révélation dans chague cupule . De nouveau, la plaque a été incubée pendant 15 mn a une
température ambiante (21°C) et a I’abri de la lumiére. A la fin de I’incubation, nous avons

distribué dans chaque cupule 100ul de solution d’arrét pour stopper la réaction (Figurel6a,b)
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Figure 16 : Microplaque ELISA durant (a) et apres la distribution (b) de la solution d’arrét
(PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
Les densités optiques ont ét¢ mesurées et enregistrées a 450nm a 1’aide d’un lecteur de plaque
automatique (PerkinElmer, Waltham, USA) a 450 nm (Figurel7). 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. On doit avoir une valeur moyenne de densité optique des contrdles positifs (DOcp)
est supérieure a 0.350. Le rapport entre la moyenne des contréles positifs (DOcp) et la
moyenne des contrbles négatifs (DOcn) est supérieur a 3. Ensuite, nous avons calculé pour
chaque échantillon le pourcentage S/P (S/P%) par la formule suivante :
S/P% = [(DO échantillon - DOcn) / (DOcp-DOcn)] *100.

Les échantillons présentant un S/P% : S/P% < 40% : Négatif, 40% < S/P% < 50% : Douteux,
S/P% > 50% : Positif.

Figure 17 : Lecteur de plaque automatique (PerkinElmer, Waltham, USA)
(PHOTO PERSONNELLE, 2019)
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11.2. Etude histopathologique
I1.2.1. Période et lieu d’étude

Notre étude a été effectuée durant une période de 9 mois (du mois d’Avril 2018 au mois
de septembre 2019) au niveau de I’abattoir communal du chef-lieu de la wilaya de Souk-
Ahras. La wilaya de Souk ahras située a 1’extrémité Nord-Est du pays, pres de la frontiere

tunisienne et a 640 km a I’Est d’Alger (Figurel8).

Souk ahras

Algérie
Figure 18 : Localisation de la wilaya de Souk Ahras en Algérie (Illustration personnelle,
2019)

11.2.2. Prélevement tissulaire

11.2.2.1. Description de ’abattoir

L’abattoir communal de Souk-Ahras situé au centre urbain de chef-lieu de Souk Ahras, juste
a cOté de I’ancien marché bestial, c’est le plus grand abattoir de la wilaya. Il est composé de
trois types de locaux : locaux techniques, locaux sanitaire, local administratif. Les locaux
techniques abritent les divers postes successifs de préparation des viandes. 1l s'agit des locaux
suivants : Parc d’attente, deux locaux d'abattage 1’un pour les grands animaux et 1’autre pour
les petits animaux, halle de dépouillement. Le travail des carcasses se fait en position
suspendue a un rail aérien, deux chambres séparées, une pour le traitement des panses et
’autre pour les intestins, 5 chambres froides a froid positif (0 & + 7 °C). Les locaux sanitaires
représentes par le bureau des vétérinaires, la chambre de saisie est sous la responsabilité

exclusive du vétérinaire inspecteur et un magasin pour les désinfectants (Figurel9).
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Figure 19 : Plan de I’abattoir pour bétail de Souk ahras (ILLUSTRATION
PERSONNELLE, 2019)

Il. 2.2.2. Matériels

Sur un total de 410 vaches abattues (toutes races confondue) durant notre période d’étude, un
nombre de 69 vaches de race locale et gestante ont fait I’objet d’une analyse sérologique pour
tester la présence d’anticorps dirigés contre N. caninum. Parmi les 69 vaches testées, 30
étaient séropositives. Nous avons récupéré les 30 feetus issus de ces vaches séropositives : 8
feetus étaient de sexe femelle, 19 de sexe male et 3 feetus n’étaient pas possibles pour
déterminer le sexe. L’age des foetus varie entre 3 et 8 mois de gestation. Les femelles sont
autorisées a I’abattage sous réserve de présenter un certificat d’orientation a I’abattage délivré
par les services vétérinaires et validé par le docteur vétérinaire chargé des abattoirs. Le motif
d’orientation de ces femelles a 1’abattoir n’était malheureusement pas connu. Afin de réaliser
des prélevements de tissus placentaires et foetaux adéquats, le matériel suivant a été utilisé
(Figure 20) : un métre ruban et une régle pour mesurer la longueur des feetus pour déterminer

leur age, des gants d’examen pour éviter toute contamination par d’autres agents infectieux
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tels Brucella abortus, des ciseaux, des pinces, des lames de bistouri et un porte lame pour faire
des incisions au niveau des anneaux cervicaux et des cornes. Enfin, une glaciére pour

conserver les prélévements au frais durant le transport.

Figure 20 : Matériel technique (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
11.2.2.3. Meéthodes
Les tractus genitaux ont été prélevés et examinés juste apres 1’abattage des femelles (Figure
21a) . Avant I’ouverture du tractus génital, un examen macroscopique a été réalisé suivi de
palpation de la partie externe de 1’appareil génital. Aprés cet examen macroscopique externe,
les utérus ont été disséqués a 1’aide d’un ciseau a partir du vagin jusqu’aux cornes utérines.
Ensuite, 'intérieur de I'utérus a été examiné et les enveloppes feetales ainsi que les feetus

entiers ont eté extraits (Figure 21b) .

Utérus gestant avant I’ouverture  Fcetus a 'intérieur des enveloppes
foetales

Figure 21 : Examen macroscopique externe de ’appareil génital (PHOTOS
PERSONNELLE, 2019)
L’age et le sexe des feetus ont été enregistrés. Le sexage des feetus a été déterminé par

visualisation des organes génitaux externes. L’4dge a été estimé en mesurant la longueur
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couronne-croupe (CRL) et comparer la CRL aux valeurs de référence tabulées pour la CRL et
le mois correspondant de gestation (HABERMEHL et al., 1975 et RICHTER et al., 1978) et
aussi le mois de gestation calculé selon I'équation donnée par SCHNORR et KRESSIN

(2001) : le mois de gestation =/(CRL + 1) — 1.

La longueur couronne-croupe (CRL) de chaque veau feetal était mesuré avec le feetus en
décubitus latéral. En utilisant un ruban a mesurer, la CRL a été mesurée comme une ligne
droite (Figure 22), du haut de la téte (couronne) a la premiére vertébre caudale (croupe). Une

autopsie a été pratiquée sur chaque feetus.

Figure 22 : Feetus en décubitus latéral pour la détermination de la longueur couronne-
croupe (CRL) (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
Le cerveau, le ceeur, le foie, les poumons les muscles squelettiques, les reins, les ganglions
lymphatiques, le thymus, la rate ont été préleveés en partie ou en totalité selon la taille (Figure
23). Des sections de ces organes ont été fixées dans un volume de formaldéhyde 10%

jusqu’aux analyses histopathologiques.

Figure 23 : Prélévements des organes feetales (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
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11.2.3. Analyses histopathologiques

Les analyses histopathologiques ont été réalisées a la plateforme de microscopie et diagnostic
génétique au niveau du Centre de Recherche en Biotechnologie de Constantine. Les
fragments de tissus placentaires et feetales prélevés ont subi un traitement selon les techniques
histologiques classiques. Ces techniques consistent en une : fixation, enrobage a la paraffine,
réalisation de coupes fines, coloration avec I’hématoxyline-€osine. Pour commencer, nous
avons procéde a la préparation de la piéce en coupant une fine couche du fragment prélevé et
fixé. Cette couche est par la suite, mise dans une cassette en plastique sur laguelle le numéro
du prélévement a été noté en crayon noir. La déshydratation est réalisée par une série de bains
d’éthanol a 1’aide d’un automate de déshydratation et inclusion en paraffine (Thermo
Scientific, Citadel 2000, Cedex, France) qui offre une capacité de 110 cassettes (Figure 24).
Cet automate permet la déshydratation progressive des échantillons fixés grace a des bains
contenant des concentrations croissantes d’alcool puis du xyléne suivie de I’'imprégnation
dans de la paraffine liquide.

v" 1¥ bac contient de I’alcool a 60° , échantillon maintenu pendant une heure.

v 2°™ bac contient de I’alcool & 70° , échantillon maintenu pendant une heure.
v’ 3™ bac contient de 1’alcool & 90°, échantillon maintenu pendant une heure.

v 4™ bac contient de I’alcool & 95°, échantillon maintenu pendant une heure.

v 5°M bac contient de 1’alcool absolu, échantillon maintenu pendant une heure.
v’ 6™ bac contient de ’alcool absolu, , échantillon maintenu pendant une heure.

L'alcool (éthanol) est ensuite remplacé par un solvant miscible a la paraffine : il s'agit
du xylene

v/ 7°™ bac contient du xyléne, échantillon maintenu pendant une heure.
v’ 8°™ bac contient du xyléne, échantillon maintenu pendant une heure.

‘ / \

Figure 24 : Automate de déshydratation et inclusion en pairaffine (PHOTOS
PERSONNELLE, 2019)
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L’inclusion confére a 1’ensemble « pic¢ce-paraffine » une consistance homogéne. Les
prélévements ont été imprégnés dans de la paraffine liquide & 56°c pendant 12 heures. Les
prélévements ont été extraits de la paraffine et de I’automate de déshydratation et inclusion
en paraffine. Les prélevements ont été mis dans des cassettes, ensuite la paraffine est fondue
avec un appareil automatique (Thermo Scientific, Histo Star™, Cedex, France) (Figure 25).
Le Refroidissement des cassettes pour former un bloc de paraffine a été fait sur une plaque
froide. Les blocs de paraffine sont préts a étre découpés (Figure26).

Figure 25 : Appareil de moulage des piéces dans la paraffine (Thermo Scientific, Histo
Star™) (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
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L’étape ultime était d’ isoler les coupes du bloc de paraffine. Pour cela un microtome (Leica

Biosystems, RM 2235, Deer Park, USA) (Figure 27a) a été utilisé pour faire avancer le bloc

sur un rasoir : le bloc avance d'environ 5um a chaque fois. L'ensemble des tranches ont formé
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un ruban dans lequel on retrouve des coupes sériées de prélevement tissulaire (Figure 27b).
Le ruban obtenu par microtomie est rapidement mis dans un bain d’eau thermostatée (40 C°)
(Figure 27c¢) afin de ramollir la paraffine et permettre donc, a la coupe de se décompresser. A
I’aide d’une lame de verre, portant le numéro du prélévement, la coupe est, par la suite,

récupérée et mises a secher.

Figure 27 : Microtome (a), Ruban obtenu par microtomie(b) et Bain d’eau thermostaté
(PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
Les sections ont été colorées avec de I'hématoxyline et de I'éosine (HE) qui colore les noyaux

en bleu et le cytoplasme en rose. La coloration est réalisée a 1’aide d’un automate (Thermo
Scientific, Varistain 24-4, Cedex, France) (Figure 28). Les lames ont été mises

successivement dans des bacs qui contiennent :

- 1°" bac contient xyléne / 10mn - 13*™ bac contient de I’eau / Imn

- 28me hac contient xyléne / 10mn - 13%me hac contient de 1’alcool acide / 10 sec
- 3¥™ bac contient I’alcool 4 100° / 10mn - 14" bac contient de I’eau / Imn

- 4™ bac contient I’alcool 4 100°/ 10mn = 15" bac contient de I’eosine / 1mn

- 5%M€ bac contient I’alcool & 90° / 10mn - 16°™ bac contient de I’eau /Imn

- 6°™ bac contient ’alcool & 70° / 10 mn - 17°™ bac contient de I’eau / Imn

- 78Mepbac contient de eau / 1mn - 18*™ bac contient de I’eau / Imn

- 88Mehac contient de ’eau / 1mn - 19°M bac contient I’alcool & 70° / Smn

- 9®Mehac contient de ’eau / 1mn - 20°™ bac contient ’alcool & 100° / Smn
- 10°™ bac contient ’Hématoxyline / 4mn - 21" bac contient Ialcool 4 100° / 5 mn
- 11°M bac contient de ’eau / 1mn - 22°" bac contient xyléne / 5mn

- 12°M bac contient de ’eau / 1mn - 24°™ bac contient xyléne / 5mn
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Figure 28 : Automate de coloration (Thermo Scientific, Varistain 24-4, Cedex, France)
(PHOTOS PERSONNELLE, 2019).
Aprés coloration, les lames ont été couvertes par des lamelles. Les lamelles ont été adhéré

aux lames avec la résine. Les lames sont prétes a étre observées (Figure 29).
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Figure 29 : Lames histologiques aprés étalement et colororation en hématoxyline-éosine
(PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
Les lames sont prétes a I’observation microscopique qui a pu étre réalisée grice au
microscope optique (Leica Microsystems, DM1000 LDE, Wetzlar, Allemagne) mené avec
camera (Leica Microsystems, Wetzlar, Allemagne) pour afficher et enregistrer 1’image
diffusée par le microscope sur un ordinateur (Figure 30). L’observation microscopique a été

réalisé avec un grossissement faible (X 100) a un grossissement élevé (X 400).
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Figure 30 : Observation microscopique des lames histologiques (PHOTOS
PERSONNELLE, 2019)

11.3. Analyses statistiques

Toutes les données ont été analysées a l'aide du Microsoft Office Excel 2016 et Package
Statistique pour le Social Sciences (SPSS) (SPSS. v.20, Chicago, lllinois, Etats-Unis). La
séroprévalence obtenue au niveau des fermes a été déterminée par le ratio de fermes positives
sur le nombre total de fermes visitées. Un élevage était considéré comme positif s’il contenait
au moins une vache séropositive. La séroprévalence des vaches a été mesurée par le nombre
de vaches séropositives sur le nombre total de vaches prélevées. L'IC de 95% a été calculé a
I'aide de la formule suivante : CI=P + Pa. P est la séroprévalence attendue. Pa est la précision
absolu précision. Pa a été calculé en utilisant les éléments suivants formule :

Pa=1.96* P (1- P) / n. Larelation entre la séroprévalence vis-a-vis de Neospora caninum et
les facteurs de risque a été déterminée a l'aide de modeles de régression logistique
multivariable (FAGERLAND et HOSMER, 2016). En premier temps, nous avons procédé a
une analyse univariée des variables par le test du chi carré et 1’odds ratio (OR). Ensuite les
variables qui présentaient P < 0,2 ( mésuré par le test de vraisemblance) ont été soumises a
analyse multivariée. Des valeurs de p < 0,001 et p < 0,05 ont été considérées comme
statistiquement significatives. L'ajustement global de la régression logistique modeéles a été
testé avec le test de Hosmer-Lemeshow. Les valeures de I’Odds Ratio sont estimées comme
suit : OR >1: existence d'un risque augmenté , OR <1 : risque diminué. L'hypothese nulle
testée est : Ho : OR =1, Contre l'alternative H1 : OR #1. Lorsque I'OR était supérieur a 1 et
p<0,05, les variables étaient considérées comme des facteurs de risque. En plus de la
régression logistique, L'analyse des correspondances multiples (MCA) a également été
effectuée. C’est une présentation graphique permettant d'étudier le lien entre plusieurs
variables qualitatives (GREENACRE, 2016).
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I11. Résultats

111.1. Etude Séro-épidemiologique

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés a la séroprévalence et aux avortements
chez la vache puisqu’il s’agit de la manifestation clinique la plus importante de N. caninum
dans I’espéce bovine. Dans un second temps, nous avons analysé les facteurs qui pouvaient
influencer la séroprévalence

111.1.1. Séroprévalence

Sur les 90 fermes visitées, 73 étaient séropositives a N. caninum, et 17 fermes séronégatives,
soit une séroprévalence estimée de 81,1% (IC : 73,0-89,2 %) (Figure 30). Une ferme était

considérée comme positive si au moins un animal était séropositif.
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Figure 31 : Pourcentage des Fermes séropositives et séronégatives
Si on considere la séroprévalence sur le plan individuel, les résultats ont montré que 235
vaches gestantes sur les 650 testées sont séropositives a N. caninum par la technique ELISA
indirect, ce qui correspond a une séroprévalence de 36,2% (IC a 95 % : 32,7-39,8 %) (Figure
32). Le degré de positivité des sérums positifs a varié (le seuil fixé a 50% par le fabricant)

comme illustré dans la Figure 33.
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Figure 32 : Pourcentage des vaches séropositives et séronégatives

75



Résultats

Nous constatons que le seuil de positivité de 48% des animaux testés positifs se situe dans
I’intervalle 50-70 % et 31.5% des sérum avec un degré de positivité supérieur a 90 % (Figure
33).
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Figure 33 : Nombre de serums positifs en fonction du pourcentage de positivité

111.1.2 Etude cas-témoins

Afin de vérifier si N. caninum était une cause d’avortement chez la vache, nous avons réalisé
une etude cas-témoins avec comme facteur d’exposition la séroprévalence a N. caninum. Un
total de 90 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 définies comme des
fermes ayant eu des problemes d’avortement au courant des cing dernieres années. Les fermes
témoins sont celles qui n‘ont pas connu d’épisodes d’avortements sur les cing dernieres
années. Lors de cette étude, nous avons analysé 30 fermes cas et 60 fermes témoins. Ceci
correspond a un rapport de 1 cas/2 témoins Tableau 5.

Au niveau des fermes, 261 vaches ont été prélevées a partir des fermes cas et 389 vaches
prélevées dans les fermes témoins. Des analyses sérologiques ont été réalisées pour détecter
les sérums positifs vis-a-vis de N. caninum. Une ferme est considérée comme positive si au
moins un animal était séropositif.

Tableau 5 : Caractéristiques des fermes
Statut des fermes  Nombre de fermes prélevées(%) Nombre de vaches prélevées(%6)

Cas 30(33,33) 261(40,16%)

Témoin 60(66,66) 389(59,84)

Total 90 650
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Comme déja mentionné plus haut, parmi les 650 sérums analyses, 235 se sont montrés positifs
a N.caninum correspondant a une seroprévalence globale de 36,2% (IC a 95 % : 32,7-39,8 %).
Parmi les 235 positifs, 89 soit 37,9% (IC a 95 % : 31,67- 44,07 %) appartenaient a des fermes
cas et 146 soit 62,1% (55,93%-68,33%) provenaient de fermes témoins (Tableau 6). Au moins
un animal séropositif a été trouvé dans 73 fermes (81,11%) ; plus particuliérement 24/30
fermes cas (80%) et 49/60 fermes témoins (81,7%). La seroprévalence dans les fermes a varié
de 0 a 100% avec une moyenne de 37,5% dans les fermes témoins et de 34,10% dans les
fermes cas.

Tableau 6 : Séroprévalence en fonction du statut des fermes
Statutdela Nombrede Fermes Nombre devaches Vaches  Séroprévalence

ferme fermes (%) + prélevés + (%) 1C 95%
Témoin 60 49 389 146 37,50 (32,72-42,34)
Cas 30 24 261 89 34,10 (28,35-39,85)
Total 90 73 650 235 36,20 (32,70-39,80)

Dans un second temps, nous avons calculé 1’association entre 1’exposition a N. caninum et le
fait d’observer des avortements dans la ferme. Comme le montre le tableau 7, le lien entre la
séroprévalence et 'avortement a été calculé par ’Odd Ratio (OR) qui a montré une valeur de
0,9 (IC a 95%: 0,3-2,7) indiquant I’absence d'association entre la séroprévalence de N.
caninum et la présence d'événements davortement dans les fermes prélevées. La
séroprévalence de N. caninum était pratiquement similaire dans les élevages témoins que dans
les élevages cas.

Tableau 7 : Association entre la séroprévalence et les avortements au niveau des fermes

Test Fermes cas Fermes témoins
Séropositives 24 49
Séronégatives 6 11

Total 30 60
Séroprévalence 80% 81,7%
Odds ratio 0,9 (ICa95% : 0,3-2,7)

Si on considere la situation sur le plan individuel, I’enquéte €épidémiologique nous a indiqué
que sur les 650 vaches prélevées, 575 vaches n'avaient pas avorté (vaches témoins) et 75
vaches reconnues avoir récemment avorté (vaches cas). Un total de 260 (40,1 %) vaches
provenaient de fermes cas et 389 (59,9 %) étaient issues de fermes témoins. Comme le montre
le tableau 8, I'OR obtenu était de 0,8 (IC a 95% 0,6-1,2), ce qui signifie encore une fois
qu’aucune association statistiquement significative n’a été mise en évidence entre la
séropositivité a N. caninum et les avortements chez les vaches locales, par conséquent,

I'exposition a N. caninum n'est pas synonyme avortement chez cette race.
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Tableau 8 : Association entre la séroprévalence et les avortements au niveau individuel
Les vaches prélevées dans les Les vaches prélevées dans les

fermes cas fermes témoins
Séropositives 89 146
Séronégatives 172 243
Total 261 389
Séropreévalence 34,1% 37,5%%
Odds ratio 0,8 (IC 95% : 0,6-1,2)

111.1.3. Etude des facteurs de risque

111.1.3.1. Présence de chiens

Puisque le chien transmet N. caninum aux bovins, il était important de tester si sa présence
dans I’environnement des vaches avait une influence sur la séroprévalence. On constate que
la présence de chien est significativement associée avec la séroprévalence chez le bovin
(p<0,01). Le calcul de ’OR en considérant 1’exposition au chien en fonction de la
séropositivité, montre une valeur de 3,5 (IC a 95% : 2,5-5.1), ce qui signifie que la probabilité
d’avoir une vache séropositive est significativement plus importante en présence de chiens.

Le tableau 9 résume ces données.

Tableau 9 : Séroprévalence en fonction de la présence de chiens.

Nombre de Nombre de Séroprévalence OR

vaches (%) vaches+ % ( Cl a 95%) (Cl 4 95%)
Absence 271 55 20,3(15,5-28,1) Référence  <0.001
Présence 379 180 47,5(42,5-52,5) 3,5(2,5-5,1)
Total 650 235 32,2(32,7-39,8)

111.1.3.2. Avortement

Parmi les 650 vaches prélevées, 75 ont subi au moins un avortement au courant de leur vie de
reproduction. La séroprévalence en fonction du fait que la vache ait avorté ou non (tableau
10), ne montre aucune association significative (p>0,05). En d’autres termes, 1’avortement et

la séropositivité vis-a-vis de de N. caninum ne semblent pas liés.

Tableau 10 : Séroprévalence en fonction de I’avortement de la vache.

Avortement Nombre de Nombre de Séroprévalence OR p
vaches (%) vaches+ % (Cla95%) (Cla95%)
Ayant avorté 75 28 37,3(26,4-48,3) Référence  0.82
N'ayant pas avorté 575 207 36,0(32,8-39,9) 1,0(0,6-1,7)
Total 650 235 32,2(32,7-39,8)
111.1.3.3. Age

Nous avons étudié la séroprévalence vis-a-vis de N.caninum en fonction de la classe d’age des

vaches. Les classes d’age ont été réparties comme suit : <36 mois ; 36-84 mois ans, 84 mois
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et plus selon la classification de ROMERO et al.(2002). Les résultats montrent que la
séroprévalence augmente avec 1’age (Tableau 11). En effet, 1’étude des OR (3,8 ; Cl a 95%
2,7-5,8) montre que 1’age de 84 mois et plus, constitue un facteur de risque de contracter une
infection par N.caninum alors que pour 1’dge inféricur a 84 mois, la situation est différente
puisqu’aucune association statistiquement significative n’a pu étre mise en évidence entre la

séroprévalence et 1’age.

Tableau 11 : Séroprévalence en fonction de la classe d’age

Classe d’age Nombre de Nombre de Séroprévalence OR p
(mois) vaches (%o) vaches + % ( Cl a 95%) (Cl a95%)

<36 183 45 24,6(18,3-30,8) Référence <0.001
36-84 246 68 27,6(22,0-33,2) 1,2 (0,8-1,8)

84 et plus 221 122 55,2(48,6-61,8) 3,8 (2,7-5,8)

Total 650 235 32,2(32,7-39,8)

111.1.3.4. Parité

Nous avons voulu vérifier si la parité influencait sur la séropositivité vis-a-vis de N. caninum.
Les résultats indiquent (Tableau 12) qu’ils existent une association significative entre la
séroprévalence et la multiparité (p>0,05). En effet, le calcul de ’OR, montre une valeur de
2,9 (IC a 95% : 1,9-4,4) pour les vaches multipares alors que pour les vaches nullipares et

primipares aucune association significative n’a pu €tre mise en évidence.

Tableau 12 : Répartition de la séroprévalence en fonction de la parité

Nombre de Nombre de Séroprévalence OR p
vaches (%0) vaches + % ( Cl a 95%) (Cl a 95%)
Nullipare 190 50 26,3(20,0-32,6) Référence <0.001
Primipare 225 65 28,9 (23,0-34,8) 1,1 (0,7-1,7)
Multipare 235 120 51,1 (44,7-575)  2,9(1,9-4,4)
Total 650 235 32,2(32,7-39,8)

111.1.3.5. Couleur de la robe

L’étude de la couleur de la robe des vaches (Tableau 13) a montré une association
significative entre la couleur de la robe et la séroprévalence. Le calcul de ’OR, montre des
valeurs de 2,1 (1,3-3,4) et 2,4(1,4-3,8) pour la robe blanche et la robe grise respectivement.
Alors que pour les vaches avec la robe rouge et noire aucune association significative n’a pu

étre mise en évidence.
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Tableau 13 : Répartition de la séroprévalence en fonction de la couleur de la robe

Couleur de Nombre de Nombre de Séroprévalence OR p

la robe vaches (%) vaches + % ( Cl a 95%) (Cl @ 95%)

Noire 130 36 27,7(20,0-35,4) Référence <0.001
Rouge 124 16 12,9 (07,0-18,8)  0,4(0,2-0,7)

Blanche 217 98 45,2 (38,5-51,8)  2,1(1,3-3,4)

Grise 179 85 47,2 (40,2-54,8)  2,4(1,4-3,8)

Total 650 235 32,2(32,7-39,8)

111.1.3.6. Stade de gestation

Notre étude a porté essentiellement sur des vaches gestantes, nous avons voulu analyser le
stade de gestation pour vérifier s’il influengait sur la séropositivité vis-a-vis de N. caninum
(Tableau 14). Les résultats n’ont pas montré d’association significative pour le premier stade
de gestation (1-3 mois) (p<0,01), toutefois, elle devient significative (p<0,01) pour les stades
suivants. Le calcul des Odds Ratios a montré des valeurs de 2,6 (IC ?) et 1,9(I1C ?) pour le
stade 2 (entre 4-6 mois) et stade 3 (entre 7-9 mois) respectivement témoignant d’une

séroprévalence plus élevée observée chez les vaches a la mi gestation et en fin de gestation.

Tableau 14 : Répartition de la séroprévalence en fonction du stade de gestation

Stade de Nombre de Nombre de Séroprévalence OR p
gestation (mois) vaches (%) vaches + % ( Cl a 95%) (Cl 2 95%)

1-3 133 30 22,6(15,4-29,7) Référence <0.001
4-6 275 118 42,9 (37,1-48,8) 2,6 (1,6-4,1)

7-9 242 87 36,0(29,9-42,0) 1,9 (1,2-3,1)

Total 650 235 32,2(32,7-39,8)

111.1.3.7. Hygiéne

Pour I’hygiéne de la ferme, nous avons essentiellement tenu compte de 1’entretien des locaux
et des animaux, nous avons ainsi classé les fermes en trois catégories (hygiéne bonne,
moyenne et mauvaise). L’¢tat sérologique en fonction I’hygiéne de la ferme est repris dans la
Figure 34. Une association significative (p<0,01) entre 1’état d’hygiéne et la séroprévalence
a été relevée. L’étude des OR montre qu’un bon état d’hygiéne peut avoir un effet protecteur

contre une infection N.caninum (Tableau 15).

Tableau 15 : Effet de I’état d’hygiéne sur de la séropositivité

Nombre de Nombre de Séroprévalence OR p
vachees(%o) vaches + % ( Cl a 95%) (Cl a95%)
Bon 251 55 21,9(16,8-27,0) Référence <0.001
Modéré 215 80 37,2 (30,7-43,7)  1,1(0,7-1,7)
Mauvais 184 100 54,3 (47,1-61,5)  4,2(2,8-6,4)
Total 650 235 32,2(32,7-39,8)

80



Résultats

100%

78%

80%

63%
54%

60%
37%

40%

20%

0%
Bon Modéré Mauvais

séropositive B séronégative

Figure 34 : Pourcentages de séropositifs et de séronégatifs en fonction de 1’état d’hygiéne
111.1.3.8 Région
Sur le plan géographique, nos prélévements ont concerné des régions de 1’Est du pays avec
cing régions sélectionnées : Jijel, Skikda, Souk-Ahras, Annaba et d’El-Tarf, situées a
I’extrémité Nord-Est du pays. Nous avons calculé la séroprévalence vis-a-vis de N. caninum

par région (Figure 35).
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Figure 35 : la séroprévalence en fonction de la région
Une association significative a été mise en évidence entre la région prélevée et la
séroprévalence (p<0,01). Celle-ci était plus importante dans la région de Jijel

comparativement aux autres régions (Tableau 16).
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Tableau 16 : Répartition de la seroprévalence en fonction de la région

Etat Nombre de Nombre de Séroprévalence OR p
d’hygiéne vaches (%o) vaches + % ( Cl a 95%) (Cl 2 95%)
El-Tarf 61 15 24,6 (13,8-35,4)  Référence <0.001
Annaba 105 24 22,9 (14,9-30,9)  0,9(0,4-1,9)
Skikda 90 19 21,1 (12,7-29,5)  0,8(0,4-1,8)
Souk-Ahras 91 10 11,0 (4,6-17,4) 0,4(0,1-0,9)
Jijel 303 167 55,1(49,5-60,7) 3,8(2,0-7,0)
Total 650 235 32,2(32,7-39,8)
111.1.3.9. Saison

L’effet de la saison sur la séropositivité a N. caninum a également été étudié (Tableau 17).
Globalement, il y a une association significative (p<0,01) entre la saison et le taux de
séropositivité obtenu. L’OR a été calculé par saison, nous avons mis en évidence un effet
protecteur de I’été sur la séropositivité avec un OR<1 (p<0,01). Alors qu’au printemps, 1’effet
obtenu est plutdt favorisant avec un OR>1 (p<0,01). En revanche, en hiver et en automne,

aucun effet n’a pu étre mis en évidence.

Tableau 17 : Effet de la saison sur la séropositivité

Couleur de Nombre de Nombre de Séroprévalence OR p

la robe vaches (%) vaches + % ( Cl a 95%) (Cl 2 95%)
Automne 140 44 31,4(23,7-39,1) Référence <0.001
Hiver 157 49 31,2 (24,0-38,5)  1(0,6-1,6)

Printemps 200 104 52,0(45,1-58,9) 2,4(1,5-3,7)

Eté 153 38 24,8 (18,0-31,7)  0,7(0,4-1,2)

Total 650 235 32,2(32,7-39,8)

I11.1.3.10. Résumé de I’étude sur les facteurs de risque

Comme nous I'avons montreé ci-dessus et apres I'analyse uni-variée, celle-ci fait ressortir 11
facteurs de risque potentiels en faveur d’augmenter le risque d’une exposition a N. caninum,
citons : la présence de chiens; la classe d’age >84 mois ; la saison (le printemps); la
multiparité; la région (Jijel) ; la couleur de la robe (blanche et grise) ; I’état d’hygiene (modéré
et mauvais) et le stade de gestation (second et le dernier trimestre). Ces facteurs ont donc été
sélectionnés pour des analyse de régression logistique (Tableau 18). Les résultats de cette
analyse étaient : présence de chiens (OR 4,7 ; IC a95% : 2.9-7.3) ; a4ge > 84 mois (OR 4,9 ;
IC a95% : 2,8-8,3) ; région de Jijel (OR 2,2 ; IC 2 95% : 1,1-4,5) ; couleur blanche (OR 2,5;
IC a95% : 1,4-4,4) ; robe grise (OR 2.5, 95 CI 1.4- 4.5) ; hygiene modéree (OR 2,30, 95 IC
1,4-3,8) ; hygiéne mauvaise (OR 3.1, 95 IC 1.8-5.3) ; second stade de gestation (OR 2,5, 95
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IC 1,4-4,4) ; et dernier stade de gestation (OR 2,3, 95CI 1,3-4,2). Le modele était un bon
ajustement pour les données (test de Hosmer et Lemeshow avec Chi-carré=8,9 ; df=8 ; p=0,3).
Tableau 18 : Facteurs de risque (modéle final de régression logistique) associés a la
séropositivité a Neospora caninum chez les vaches gestantes locales du Nord-Est algérien.

Odds ratio Intervalle de

Facteurs de risque SE

Valeur p
confiance 95%

Présence des chiens 15 0.2 4.7 3.0-7.3 <0.001
Age >84 mois 1.6 0.3 4.9 2.8-8.3 <0.001
Reégion de Jijel 08 04 2.2 1.1-45 <0.001
Robe blanche 09 0.3 2.5 1.4-4.4 <0.001
Robe grise 09 03 2.5 1.4-45 <0.001
Hygiéne modérée 08 0.2 2.3 1.4-3.8 <0.001
Hygiéne mauvaise 1.1 03 3.0 1.8-5.3 <0.001
Second stade de gestation 09 0.3 2.5 1.4-4.4 <0.001
Dernier stade de gestation 08 0.3 2.3 1.3-4.2 <0.001

B= Coefficient de régression, SE= Erreur standard, Rapport de vraisemblance 591,2, test

d'ajustement du chi carré = 8,9 ; df=8 ; p=0,3

111.1.3.11. Analyse en correspondances multiples

L’analyse en correspondances multiples (ACM) a été réalisée sous forme de nuage de points
pour illustrer visuellement les groupements de variables a la séropositivité ou a la
séronégativité (Figure 36).
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Figure 36 : Analyse en correspondances multiples (MCA) des facteurs associés a la
séroprévalence vis a vis de Neospora caninum
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En I’ACM, la présence de chiens (oui), robe blanche et grise, second et dernier trimestre de
la gestation (stades 2 et 3), région de Jijel, mauvaise hygiéne, printemps, dge >84 mois et la
multiparité des vaches ont été regroupés avec la séropositivité. En revanche, lI'absence de
chiens (non), saisons automne, I'hiver et été, région d'Annaba et de Skikda, premier trimestre
de gestation (stade 1) et enfin, hygiéne bonne et modérée ont été regroupées avec la
séronégativité. Les autres facteurs n'étaient pas associés a la sérologie : robe rouge, robe noire,
région de Souk-Ahras, région d'El-Tarf, &ge <36 mois, age entre 36 et 84 mois, vaches
primipares et nullipares.

111.2. Etude histopathologique

La détection de lésions compatibles avec N. caninum par examen histologique dans le cerveau,
le cceur ou le foie représente une des approches pour le diagnostic sur I’avorton (ORTEGA-
MORA et al., 2006). Nous avons utilisé cette méthode de diagnostic chez des feetus issus de
vache séropositive a N. caninum. Les organes prélevés étaient, le cerveau, le ceeur et le foie,
mais aussi la rate, les poumons, les muscle squelettiques, les reins et les cotylédons
placentaires. Parmi les 30 feetus bovins analyses, un nombre de n=6s’est montré positif a
I’histopathologie (Tableau 19). Au total, 10/239 (4,18%) échantillons ont présenté des lésions
caractéristiques d’une infection par N. caninum.

Tableau 19 : Localisation des 1ésions microscopiques des 6 feetus bovins issus de vache
séropositives a N. caninum

Feetus Cerveau Ceceur Muscle squelettique  Placenta
N°2 + - + - -
N°5 - + - + -
N°7 + - - - -
N°9 - - - + -
N°11 + + - + -
N°22 - - - - +

Nous avons constaté que le cerveau et les muscles squelettiques sont les deux organes les plus
touchés par le parasite (3/6) suivie par le cceur (2/6) tandis que le foie et le placenta, les
analyses montrent qu’ils sont les moins touchés (1/6). Dans 9/10 des feetus positifs, des
structures ressemblant a des kystes a bradyzoite ont été identifiées. Les Iésions des tissus
placentaires et feetales sont présentées comme suit :

111.2.1. Lésions placentaires

111.2.1.1. Lésions macroscopiques

Aucune lésion macroscopique n'a été observée dans aucun des placentas.
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111.2.1.2. Lésions histopathologiques

Sur le plan histologique, parmi les 30 placentas examinés, un seul placenta (placenta du feetus
22) semble étre positif. En effet, sur le cotylédon placentaire, nous avons observé une
structure tissulaire semblable a un kyste a bradyzoite. Les images ci-dessous sont

représentatives de cette observation (Figure 37).

(c)

Figure 37 : Structure similaire a un kyste tissulaire a bradyzoite de Neospora caninum dans
le tissu placentaire du feetus n° 22 : (a) G a X 200, (b) G a X400, (c) G a X1000. (PHOTOS
PERSONNELLE, 2019)

111.2.2. Lésions feetales

111.2.2.1. Lésions macroscopiques

L’observation macroscopique des 30 foetus collectés n’a pu montrer la présence d’aucune
Iésion macroscopique .

111.2.2.2. Lésions histopathologiques

111.2.2.2.1. Lésions cérebrales

Sur le plan histologique, parmi les 30 cerveaux étudiés, nous avons visualisé des foyers
d'infiltration leucocytaire (cerveau du feetus n° 2) et des structures tissulaires semblables a un
kyste a bradyzoite (cerveau du feetus n°7 et n°11). Nous avons noté la présence dans le cerveau
du feetus n°2 une encéphalite non suppurative caracterisée par une infiltration de cellules
mononuclées autour d’une aire centrale de nécrose. Il s’agit bien d’une lésion caractéristique

de la néosporose située dans le systéme nerveux central (Figure 38).
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FigUre 38 : i:ééioh inflamhatoire avec point central de nécrbse dans le cerveau du-faetus n°2:
(@) G aXx 100, (b) G a X 200, (c) G a X400 (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)

Des kystes intra tissulaires compatibles morphologiquement a des kystes a bradyzoite de N.
Caninum ont été observés dans le cerveau du feetus n° 7 (Figure 39) et le cerveau du feetus

n°11 (Figure 40). Ces kystes sont dépourvus de cloison (septum).

Figure 39 : Structure semblable a un kyste tissulaire a bradyzoite de N. caninum dans le
cerveau du feetus n° 7 : () G a X 200, (b) G a X400 (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)

Figure 40 : Structure semblabl
feetus n° 11 : (a) G & X 200, (b) G a X400 (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
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111.2.2.2.2. Lésions myocardiques

Au niveau du myocarde, nous avons noté la présence de structures similaires a des kystes
tissulaires de Neospora caninum chez le feetus n° 11(Figure 41) et cceur du feetus n° 5 (Figure
42).
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Figure 42 : Structure rappelant un kyste tisulaire de Neospora caninum dans le myocarde
du feetus n® 5 : (a) G a X 200, (b) G a X400 (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)

111.2.2.2.3. Lésions musculaires

Dans les muscles squelettiques, nous avons observé la présence de structures rappelant des
kystes tissulaires de Neospora caninum au niveau du feetus n° 5 (Figure 43), du feetus n° 9
(Figure 44) et du feetus n° 11 (Figure 45). Nous avons détecté la présence d’une myosite
caractérisée par un foyer de nécrose et une infiltration par des cellules mononuclées au niveau
du feetus n °11 (Figure 46).
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Figure 43 . Structure S|m|Ia|re aun kyte tissulaire de Neospora canlnum dans le muscle
squelettique du feetus n° 5 : (a) G a X 200, (b) G a X400 (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)

Figure 44 : Structure similaire a un kyste tissulaire de Neospora camnum dans le muscle
squelettique du feetus n° 9 : (a) G a X 200, (b) G a X 400 (PHOTOS PERSONNELLE, 2019)
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Flgure 45 Lesmn |nflammat0|re avec infiltration par des cellules mononuclees(FIeche) et

présence d’une structure semblable a un kyste tissulaire de Neospora caninum dans le

muscle squelettique(Cercle) du feetus n° 11 : (a) G a X100, (b) G a X 200 (PHOTOS
PERSONNELLE, 2019)
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111.2.2.2.4. Lésions hépatiques
Enfin, au niveau du foie du feetus n°2 nous avons observé la présence d’une structure
morphologique tres comparable & un kyste tissulaire associée a une infiltration par les cellules

mononucléaires (Figure 46)

-

Figure 46 : Résultats histopathologiques du foie du feetus n °2 : Structure semblable & un
kyste tissulaire (Cercle) avec infiltration par des cellules mononucléaires, G a X400
(PHOTOS PERSONNELLE, 2019)

Les résultats ont confirmé la transmission verticale de Neospora caninum chez la vache de la
race locale infectées naturellement du nord-est de 1’ Algérie.
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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., 2011) 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 soit résistante a 1’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 1’ Atlas » et
la disponibilité des effectifs au niveau de notre région d’étude nous ont dicté le choix de cette
race. La race locale « Brune de 1’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 Nord Est Algérien. Cette région héberge plus de la

moitié de I’effectif national en bovin local qui vit en extensif dans les montagnes et les foréts.

IV.1. Effectifs

Dans un premier temps, une étude séro-épidemiologique a été réalisée au niveau de 90 fermes
différentes de race locale, avec des prélevements de sang chez 650 vaches gestantes. Si on
considére le nombre de bovin local étudié, notre effectif est d’un ordre de grandeur plus
important que celui prélevé dans une étude antérieure (n=105) par GHALMI et al (2011),
seule étude portant sur la race bovine locale algérienne. En Turquie, une étude sur la race
bovine locale a eu lieu sur un effectif de 228 bovins (AKCA et al., 2005), quelgues 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’é¢tude histopathologique, un total de 239
échantillons de tissus placentaires et foetales ont été prélevés au niveau de 1’abattoir de Souk-
Ahras, au Nord-Est de I'Algérie. Les échantillons ont été prélevés sur 30 vaches locales

gestantes et séropositive vis-a-vis de 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
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sérums en peu de temps. 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, le type d’ELISA indirect utilisé pour la détection
des anticorps anti-N. caninum a une sensibilité de 99,6% et une speécificité de 97,3 %. Ce test
ELISA de la firme IDVET a été validé. Il a fait I’objet de plusieurs études indépendantes dans
la littérature (ALVAREZ-GARCIA et al., 2013). Nous avons respecté toutes les précautions
pour le bon déroulement du test. En effet, un mauvais prélévement et/ou une mauvaise
conservation des échantillons entre le terrain et le laboratoire se traduit par une hémolyse et
les sérums obtenus seront de mauvaise qualité et inutilisables pour I’analyse ELISA

(DOMBOU, 2008).

IV.3. Etude Séro-épidemiologique

IV.3.1. Séroprévalence

N. caninum ne faisant pas I’objet d’une surveillance continue dans le monde, les données les
plus courantes sont des données de prévalence. Les tests sérologiques restent les plus utilisés
mais des données de PCR sont de plus en plus fréquemment citées. Ces deux techniques
donnent des éclairages différents car elles mettent en évidence des choses trés différentes. La
séroprévalence chez le bovin varie en fonction du pays, de la région, de la taille des
¢chantillons, des populations animales, de la gestion d’élevage, du contact avec les carnivores,
du climat, du type de test sérologique utilisé et de la valeur utilisée comme seuil (DUBEY et
al., 2007, GHALMI et al., 2007). Dans certains troupeaux laitiers, jusqu’a 88,8% de vaches
se sont montrées séropositives a N. caninum (MOORE, 2005 ; DUBEY et al., 2007). La
séroprévalence a varié dans les six derniéres années de 3,4% en Nigéria (AYINMODE et al.,
2017) a 41,2% en chine (QIAN et al., 2017). Nous avons étudié la situation dans la région
du Nord-Est algérien chez la vache de la race locale. Dans un premier temps, une étude de
séroprévalence a été réalisée au niveau de 90 fermes en prélevant du sang chez 650 vaches
gestantes. La séroprévalence individuelle observée a été de 36,2% (IC a 95 % : 32,7-39,8 %)
(235/650). Elle est de méme ordre que celui rapporté dans une étude antérieure (34,3%) chez
la race bovine locale en Algérie GHALMI et al (2011). Une étude en Espagne sur la race Prim
‘Holstein a rapporte une valeur similaire a la notre (36,8%) (QUINTANILLA-GOZALO et
al., 1999). La séroprévalence observee dans notre étude est nettement plus élevée comparee
avec celles obtenues dans d’autres régions de 1’ Algérie : elle était de 19,6 % (157/799 bovins
laitiers importés, améliorés et locales) dans trois régions du Centre-Nord Algérien (GHALMI

etal., 2011), 12,4% (23/186 bovins laitiers importés et améliorés) dans les régions du Centre-
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Nord algéerien (ACHOUR et al., 2012) et 16 % (23/145 vaches de Prim - Holstein) dans la
région de Constantine (BOUAZIZ et al., 2013). Dans la région d’Alger, une séropositivité de
15 % (54/306 vaches de race importé et amélioré) a été obtenue dans une étude cas-témoins
(DERDOUR et al. 2017). La séroprévalence retrouvée dans cette étude était plus élevée
comparée aux autres séroprévalences signalées dans différents pays mediterranéens et
africains. Elle était 2 % en Turquie (GOKPINAR, 2021)8,5 % au Maroc (LUCCHESE et al.
2016), 11 % en ltalie (OTRANTO et al., 2003) 18,9 % en Egypte (FEREIG et al., 2016),
21.1% en sud de I’Italie (MANCA et al., 2022), 21,5 % en Tanzanie (SEMANGO et al., 2019).
Ces séroprévalences peuvent ne pas étre directement comparables en raison de différences
méthodes sérologiques et valeurs seuils utilisées, ou des populations bovines différentes mais
elles fournissent preuve de la distribution du parasite (DUBEY et al., 2007). Notre
séroprévalence s’est montrée inférieure 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 congénéres de races exotiques
(17,4%) et métisses (27,3%) en stabulation. Par ailleurs, toujours dans la méme région et la
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). Cependant, dans une autre étude,
une séroprévalence nulle a été rapportée. Cette étude a eu lieu dans la région de Kars,
principale région d'élevage en Turquie, ou aucune réponse d’anticorps Spécifiques a N.
caninum n’a été détectée chez 228 vaches de race 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%, démontrant une circulation du parasite dans la région (AKCA et
al., 2005). Dans cette étude, la séroprévalence dans les fermes a varié de 0% a 100%. Sur les
90 fermes étudiées, 73 (81,11%) avaient au moins un animal séropositif vis-a-vis de N.
caninum ; ceci suggere que ce parasite est distribué dans la plupart des fermes de race locale
dans les régions étudiées. Ces taux de séroprévalences sont assez similaires a ceux publiés
auparavant dans d’autres pays (DUBEY et al., 2007). Au Brésil, pratiquement la totalité des
troupeaux étudiés était séropositive a N. caninum (93,3%) (CORBELLINI et al., 2006a). En
Espagne, la séroprévalence du troupeau a été estimée a 80,6 % (EIRAS et al., 2011), et trés
récemment, une étude en Italie a montré que la présence d'une infection par N. caninum était
confirmée dans 90,0 % (36/40) des 40 elevages analysés (MANCA et al., 2022). Cependant,
des études montrant des valeurs inférieures ont été rapportés dans des régions d’Europe et de
Canada (TREES et al., 1994 ; MCNAMEE et al., 1996 ; PARE et al., 1998 ; BARTELS et
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al., 1999 ; DAVISON et al., 1999b ; MAINAR-JAIME et al., 1999 ; OULD AMROUCHE
et al., 1999 ; BJORKMAN et al., 2000, DUFFIELD et al., 2001 ; HOBSON et al., 2005 ;
FROSSLING et al., 2005 ; BARTELS et al., 2006 ; CHANLUN et al., 2007). La comparaison
directe des résultats doit se faire avec prudence car les études évoquées ont adopté des
procédures différentes : des techniques differentes, des valeurs seuils différentes, des
échantillons de taille différente ou encore des populations animales différentes. La
séroprévalence élevée obtenue chez le bovin de race locale dans la région Nord-Est Algérien
pourrait s’expliquer d’une part, par le systeme d’élevage pratiqué par les éleveurs du bovin
local. En effet, les vaches locales sont elevées en mode de paturage semi-extensif a extensif
dans des zones difficiles (montagnes et foréts), ce qui laisse suggérer une transmission
horizontale plus fréquente. La présence permanente de chiens errants et canidés sauvages,
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 I’utilisation des femelles locales fortement infectées pour la
production de métisses peuvent justifier cette seroprévalence élevée vis-a-vis de N. caninum
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).

1V.3.2. Etude cas-témoin : avortements et séropositivité a N. caninum

La néosporose est confirmée comme étant la principale cause d'avortement chez le bovin
(MCALLISTER, 2006). Nous avons mené une étude cas-témoin pour déterminer I'association
entre 1’exposition a N. caninum et I'avortement. L’étude a concerné 90 fermes (30 fermes cas
et 60 fermes témoins). Ceci correspond a un rapport de 1 cas/2 témoins. Cette étude visait a
mettre en évidence un lien entre la présence d’anticorps dirigés contre N. caninum chez les
vaches de race locale et les avortements. Dans cette étude, I’OR était de 0,9 (IC a 95% : 0,3-
2,7) témoignant d’une absence de relation significative entre les vaches séropositives a N.
caninum et les avortements observés. Dans le méme objectif que le notre, des études cas-
témoins ont été réalisées dans le monde pour estimer le réle de N. caninum dans les
avortements chez des vaches issus de populations différentes . Des valeurs de I’OR de 2,2
(ASMARE, 2014), 2,56 (DERDOUR et al., 2017), 3,36 (SANHUEZA et al., 2013),12,0
(GHALMI et al., 2011) 4 22,1 (SAGER et al 2001) ont été observées. Ainsi, VACLAVEK et
collaborateurs (2003) ont calculé un odds ratio de 7,6 et un X2de 17,4 (p < 0,001) montrant

une association évidente entre la séroprévalence a N. caninum et les cas d’avortement. De
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méme dans 1’étude de SAGER et collaborateurs (2001), une association significative a été
obtenue entre la séropositivité a N. caninum et la présence d’avortement avec un odds ratio
plus élevé de 22,1 et une valeur de X 2de 40,75 (p < 0,001). En Grande Bretagne, DAVISON
et collaborateurs (1999) ont obtenu dans une étude cas-témoins un odds ratio de 3,67 et un
X2 de 32. Enfin, DE MEERSCHMAN et collaborateurs (2000), en Belgique ont mené une
étude cas-témoin comparant le statut sérologique vis-a-vis de N. caninum de vaches ayant
avorté ou non. L’odds ratio estimé & partir des résultats IFAT était de 3,09, démontrant que
les avortements en Belgique sont associes a la séropositivité vis-a-vis de N. caninum. Toutes
ces études plaident pour un role majeur de N. caninum dans les cas d’avortement chez la
vache. Or dans notre étude, le fait que la ferme héberge des animaux séropositifs n’est pas lié
aux épisodes d’avortement observés dans ces fermes (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 cité ci-dessus realisés 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 ; ANSARI-LARI et al., 2017 ; DERDOUR et al., 2017 ; LLANO et al., 2018; KOSE
etal., 2021). En revanche, 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 pu montrer 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 était de 0,8 (IC a 95% : 0,6-1,2) ce qui
n’était pas significativement différent de 1. Ce qui est encore une fois en faveur d’une non
intervention de N. caninum dans 1’avortement. 1l ressort donc de cette étude cas témoins que
les vaches gestantes de race locale sont fortement infectées par N. caninum mais en aucun cas
on 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). Il semblerait encore une fois que les vaches de la race locale sont naturellement
résistantes non pas a ’infection par N. caninum mais a son effet abortif.

1V.3.3. Etude des facteurs de risque
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La connaissance des facteurs de risques susceptibles d’influencer positivement ou
négativement la séroprévalence d’une maladie est nécessaire pour une bonne compréhension
de son épidémiologie, ainsi que leurs implications en termes de stratégies de contr6le adaptées
aux conditions locales. Plusieurs auteurs a travers le monde ont étudieé les facteurs de risques
associés a I’infection par N. caninum. La connaissance des facteurs de risque ainsi que
I’association entre la présence du parasite et I’observation des avortements ont été importantes
pour le développement et la mise en ceuvre des mesures de controle de la néosporose bovine
(DUBEY et al., 2007). Nos résultats ont révélé que la présence de chiens, la classe d'age 84
mois et plus, la région de Jijel, la couleur blanche et grise, les conditions hygiéne et le stade

de gestation sont identifies comme facteurs de risque de séropositivité pour N. caninum.

IV.3.3.1 Présence de chiens

Dans la présente étude I’OR est de 3,5 (IC a 95% : 2,5-5.1) ce qui montre que la présence de
chiens est un facteur qui augmente le risque d’avoir des bovins séropositifs et appuie le fait
épidémiologique que les chiens sont les principaux hétes définitifs de N. caninum. Cela a été
déja décrit dans plusieurs études ou la présence quasi permanente de chiens représente un
facteur de risque majeur vis-a-vis de la séropositivité a N. caninum chez les bovins (PARE et
al. 1998; OULD AMROUCHE et al., 1999 ; MOORE et al., 2002 ; SANCHEZ et al., 2003 ;
VON BLUMRODER et al., 2006 ; HOBSON et al., 2005 ; CORBELLINI et al., 2006,
GHALMI et al., 2012 , FAVERO et al., 2017 ; SEMANGO et al., 2019 ; DE VELASCO-
REYES et al., 2020 ; DE VENTUROSO et al., 2021). D’autres études ont également mis en
évidence des associations positives entre la séropositivité a N. caninum chez le bovin et la
présence, le nombre ou la densité des chiens des fermes (PARE et al., 1998 ; BARTELS et
al., 1999 ; MAINAR-JAIME et al., 1999 ; OTRANTO et al., 2003 ; RINALDI et al., 2005 ;
SCHARES et al., 2004 ; CORBELLINI et al., 2006). En revanche, des travaux déja décrits
ne montrent pas d’associations entre la présence de chiens et 1’augmentation du risque
d’exposition des bovins a N. caninum (RODRIGUEZ et al., 2002 ; KYAW et al., 2004 ;
AGUIAR et al., 2006). Durant notre étude, nous avons pu constater que les chiens étaient en
libre circulation dans toutes les zones d’élevage de bovin de la race locale, méme dans les
zones montagneuses. En effet, les chiens avaient acces libre et donc ils se nourrissaient de lait
et des membranes placentaires en provenance de vaches qui mettaient bas ou avortaient. 1l est
aussi fort probable que les chiens déféquaient sur la nourriture stockée puisqu’ils n’étaient pas
surveillés. Bien que la séroprévalence ait été plus faible dans les fermes dépourvues de chiens,

le fait d’avoir trouvé une séroprévalence de 20,3 % peut impliquer d’autres sources d’infection
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que les chiens. Rappelons que quasiment toutes les vaches de la race locale sont élevées en
mode de paturage semi extensif dans des zones difficiles (montagnes et foréts) avec présence
de canidés sauvages, hotes définitifs excréteurs d’oocystes de N. caninum concourent & la
contamination des paturages et des cours d’eau, source d’alimentation et d’abreuvage des
animaux. Aussi la transmission verticale est un important mode d’infection qui contribue
significativement a la persistance de I’infection a N.caninum dans le troupeau (SANCHEZ et
al., 2003 ; MANCA et al., 2022).

1VV.3.3.2. Avortement

Si on considere la séroprévalence chez les vaches ayant avorté (37,30%), on remarque qu’elle
est assez similaire a celle obtenue chez les vaches n’ayant pas avorté (36,0%). Ce qui montre
clairement qu’il n’y a pas d’association entre la séroprévalence et le fait que la vache ait avorté
ou non. Par conséquent, il est supposé que 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 différences significatives entre les séroprévalences des deux
groupes de vaches (GHALMI et al., 2012). GINDRI etal., (2018) et MOURA et al. (2012)
ont démontré I’absence d’une association significative entre les prévalences plus élevées vis-
a-vis de N. caninum chez les animaux atteints de troubles de la reproduction (avortement,
repeat breeding, ...). En revanche, ils sont en contradiction avec de nombreux autres travaux
qui vont dans le sens d’une relation étroite entre la séropositivité d’une vache et
I’augmentation de la probabilit¢é d’avorter (THURMOND et HIEATALA, 1997 ;
GOTTSTEIN etal., 1998 ; WOUDA, 2000 ; OSAWA et al., 2002 ; VACLAVEK et al., 2003;
KASHIWAZAKI et al., 2004 ; HALL et al., 2005 ; DUBEY et al., 2006. REITT et al., 2007;
MOORE, 2009 ; BECK et al., 2010 ; NEMATOLLAHI et al., 2011 ; ASMARE et al.,
2013 ; KLAUCK et al., 2016 ; FAVERO et al., 2017 ; GHAREKHANI et YAKHCHALI,
2019; DE SOUZA et al., 2022).

1V.3.3.3. Age

Nos résultats montrent que la séroprévalence augmentait avec I’age. Les animaux plus agés
(84 mois et plus) présentaient une séroprévalence plus élevée comparé aux plus jeunes comme
I’a évoqué DIJKSTRA et collaborateurs (2002). Cela suggere que la transmission horizontale
dans cette population était plus répandue que la transmission verticale. Cela peut étre di a
une augmentation des risques d'exposition aux oocystes sporulés dans I’environnement et que

le temps d’exposition a cette source de contamination, est plus grande. Ceci est en accord
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avec certaines études qui ont mis en évidence des différences significatives en fonction de
I’age, avec une séroprévalence plus élevée chez les animaux de plus de 24 mois (JENSEN et
al., 1999 ; DYER et al., 2000 ; ROMERO et al., 2002 ; GUIMARES et al., 2004; RINALDI
etal., 2005 ; RAZMI et al., 2006 ; ARMENGOL et al., 2007, ROMERO-SALAS et al., 2010 ;
NAZIR et al., 2013 ; DE SOUZA et al., 2022). Alors que d’autres études n’ont pu mettre en
évidence aucun effet significatif de 1’dge sur la séroprévalence (PARE et al., 1996 ;
DAVISON et al., 1999a ; PITEL etal., 2001 ; OTRANTO et al., 2003; KYAW et al., 2004 ;
KOIWAI et al., 2006 ; PABON et al., 2007 ; IBRAHIM et al., 2012). SANDERSON et al.,
(2000) ont rapporté que les vaches de moins de 3 ans avaient des titres d'anticorps anti-N.
caninum plus élevés que les vaches de plus de 6 ans. En effet, dans le cas d’une transmission
verticale, on ne s’attend pas a avoir une augmentation de la séroprévalence avec 1’age alors
que s’il s’agit d’une transmission horizontale, la séroprévalence augmenterait avec 1’age des

bovins.

1V.3.3.4. Parité

Les résultats obtenus sur ce facteur font apparaitre une association significative entre la
séroprévalence et la multiparité alors que pour les vaches nullipares et primipares aucune
association n’a pu étre mise en évidence. Ceci est en accord avec certaines études ayant obtenu
les mémes résultats (ALMERIA et al, 2009 ; LOPEZ-GATIUS et al 2004 ; ASMARE et al
2013 ; KAMALI et al., 2014 ; FAVERO et al., 2017 ; KLAUCK et al., 2016 ; SNAK et al.,
2018). Au Brésil (ROMERO-SALAS et al, 2010) ont montré une corrélation positive entre la
parité et la séroprévalence des vaches. Cette derniére était plus importante chez les multipares
que chez les nullipares. En revanvhe, DE SOUZA et al., 2022 n’ont rapporté aucune
différence en fonction de la parité. Comme évoqué ci-dessus, la transmission horizontale dans
la population étudiée semblait plus fréquente. Cela est di probablement a une augmentation
des risques d'exposition aux oocystes sporulés dans I’environnement, conséquence de

I'infection (DUBEY et al., 2007).

1\V.3.3.5. Couleur de la robe

La couleur de la robe est pour la premiere fois étudiée comme éventuelle facteur de risque. Il
existe en effet, une différence significative entre la séropositivité et la couleur des poils chez
les bovins locaux. Les vaches avec robes grises et blanches ont tendance a étre plus
vulnérables a l'acquisition de I’infection. Ces résultats doivent étre interprétés avec prudence

car la majorité des vaches de la région de Jijel sont grises et blanches. La relation entre la
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séropositivité a N. caninum en fonction de la région s’est révélée positive. La séroprévalence
la plus élevée a éte retrouvée dans la région de Jijel (55,1%). L'élevage de vaches dans cette
région existe dans un systéeme extensif au niveau des montagnes et des foréts ou les chiens,
les canidés sauvages et les vaches vivent ensemble au méme endroit, ce qui facilite la

transmission horizontale du parasite.

V. 3.3.6. Stade de gestation

Une différence dans la séroprévalence en fonction du stade de gestation a été observée. En
effet, les résultats ont montré que les vaches en début de gestation (1-3 mois) sont moins
souvent séropositives (22,6%) que les vaches gestantes a des stades plus tardifs (>4 mois)
(39,45%). Ceci est probablement due a une réinfection ou a la réactivation d’une infection
chronique. Ainsi, le parasite, enkysté dans les tissus de la vache aprés une infection initiale,
va se réactiver (passage du stade bradyzoite au stade tachyzoite) et stimuler le systeme
immunitaire, ce qui entrainerait au cours de la gestation une production d’anticorps
specifiques (CONRAD et al., 1993 ; JENKINS et al., 1997 ; STENLUND et al., 1999 ;
MALEY etal., 2001 ; MORE et al., 2009 ; GHALMI et al., 2012). 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 1’infection
verticalement aux veaux n'ont pas eu une augmentation marquée des anticorps anti N. caninum
durant la gestation. Des fluctuations dans les titres en anticorps ont été observées durant la
gestation chez des vaches infectées chroniquement (NOGAREDA et al., 2007). En effet a
partir de la mi- gestation une augmentation des titres d’anticorps a été détectée (DANNATT
etal., 1995 ; STENLUND et al., 1999 ; QUINTANILLA-GOZALO et al., 2000 ; TREES et
al., 2002 ; ANDRIANARIVO et al., 2005 ; KAMALIl et al., 2014 ; DE SOUZAetal., 2022).

1V.3.3.7. Etat d’hygiéne des fermes

Les résultats relatifs a I’état d’hygieéne de la ferme mettent en évidence que plus I’hygiéne de
la ferme est bonne plus le taux de séroprévalence est faible. Inversement quand 1’hygiéne est
mauvaise ou moyenne, le taux de séroprévalence est important. Un nettoyage adéquat dans
les fermes réduit le risque de contamination des aliments et de I'eau par des oocystes, ce qui
minimise le risque de néosporose. Or les conditions d’hygi¢ne faibles favorisent le contact

entre les matiéres fécales des chiens (riche en oocystes) et les bovins, mais aussi le contact les
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chiens avec les avortons, placentas ou d'autres matériaux infectieux. Cette observation
corrobore les résultats obtenus par GHAMI et collaborateurs (2012) et par DE SOUZA et al.,
2022. Des conditions d’hygiéne inadéquates peuvent également entrainer d'autres maladies
infectieuses, entrainant des altérations de la reproduction des vaches. Le virus de la diarrhée
virale bovine (BVD) et le virus de I'nerpes bovin sont associés a I'infection a N. caninum chez
les bovins (RINALDI et al., 2007 ; OLMO et al., 2019), ce qui souligne I'importance d'une
gestion sanitaire adéquate pour éviter les pertes de reproduction.

1VV.3.3.8. Région

Nous avons montré que la séroprévalence vis-a-vis de N. caninum était significativement
différente en fonction de la région. La séroprévalence est plus importante au niveau de la
région de Jijel qu’au niveau des autres régions étudiées. En effet, la séroprévalence chez les
bovins peut varier largement en fonction des pays, des régions et de la localisation
géographique. Des travaux ont montré des variations en fonction de la région géographique
au sein du méme pays notamment en Suéde (FROSSLING et al., 2008), en Thailande
(SUTEERAPARRP et al., 1999 ; KASHIWAZAKI et al., 2001 ; CHANLUN et al., 2002 ;
2006 ; 2007), en Iran (SADREBAZZAZ et al., 2004 ; HAJlI HAJIKOLAEI et al., 2008,
SALEHI et al., 2010 ; SATTARI et al.,, 2011 ; GHAREKHANI et al., 2012 ; 2014 ;
HOSSEININEJAD et al., 2017 ; NOUROLLAHI FARD et al., 2017 ; ANSARI-LARI,
2020) et méme en Algérie (GHALMI et al., 2011 ; ACHOUR et al., 2012 ; BOUAZIZ et al.,
2013 ; DERDOUR et al. 2017). Les différences régionales dans les séroprévalences peuvent
avoir de multiples causes comme la présence plus importante des chiens et des canidés
sauvages ou la plus grande densité de fermes qui peuvent favoriser la contamination
horizontale. De plus, les facteurs climatiques comme les précipitations et la température
semblent influencer la sporulation et la survie des oocystes de N. caninum (SCHARES et al.,
2004 ; RINALDI et al., 2005).

IVV.3.3.9. Saison

Nos résultats font apparaitre une séroprévalence significativement plus faible en été et plus
élevée au printemps. Si on met cela en relation avec les facteurs climatiques, il est a signaler,
que les températures ambiantes ainsi qu’une bonne humidité, ont été¢ décrites comme étant
optimales pour la sporulation des oocystes (BARLING et al., 2001 ; GONDIM et al., 2002 ;
RINALDI et al., 2005 ; DUBEY et al., 2007) alors que la température de 4°C semble inhiber
la sporulation (SCHARES et al., 2003). En effet, une sporulation meilleure et rapide des
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oocystes dans 1’environnement de I’animal serait plus efficace a la bonne saison (printemps)
alors que celle-ci diminue si la température diminue (automne) ou si la température augmente
avec diminution d’humidité (été). Le printemps est aussi la saison des vélages et donc aussi
des avortements ce qui augmente la charge infectieuse, et permet au cycle de N. caninum de
se derouler efficacement avec au final une infection des bovins plus importante. Cette
saisonnalité de I’infection a été confirmé dans plusieurs études (BARLING et al., 2001 ;

RINALDI et al., 2005 ; KAMALLI et al., 2014).

IV.4. Etude histopathologique

La présence des anticorps spécifiques dans les sérums de vaches est seulement indicative de
I’exposition a N. caninum (DUBEY, 1999). L’étude cas témoins sur des vaches gestantes de
race locale fortement infectées a montré que les vaches de la race locale sont naturellement
résistantes non pas a I’infection par N. caninum mais a son effet abortif. L’examen des feetus
s’impose pour confirmer la transmission transversale de N. caninum des méres séropositives
au feetus et pour un diagnostic définitif de la néosporose feetale. Nous nous sommes donc
attachés a la collecte et a I’examen de foetus bovins. Dans la présente étude nous avons
récupéré 30 feetus issus de 30 vaches séropositives. En pratique, la méthode principale pour
diagnostiquer I’infection a N. caninum chez I’avorton est I’examen histopathologique des
tissus feetaux suivie par 1’identification spécifique du parasite dans les Iésions tissulaires par
ImmunoHistoChimie (ANDERSON et al., 1991 ; DUBEY et LINDSAY, 1993 ; WOUDA et
al., 1997 ; NEMATOLLAHI et al., 2003 ; KAMALI et al., 2014). Bien qu’il n’existe pas de
1ésions pathognomoniques de la néosporose, la Iésion la plus caractéristique est I’encéphalite
multifocale marquée par de la nécrose et de I’inflammation non suppurative ainsi qu’une
myocardite non suppurative. L hépatite est plus fréquente dans les avortements épidémiques
que sporadiques (BARR et al.,, 1991 ; WOUDA et al., 1997). La détection de lIésions
compatibles avec N. caninum par examen histologique et du parasite par PCR dans le cerveau,
le cceur ou le foie de 1’avorton représente la meilleure approche pour le diagnostic sur
I’avorton (ORTEGA-MORA et al., 2006). Dans la présente étude nous avons utilisé
uniquement 1’analyse histopathologique. En effet, la technique IHC, reste une méthode qui
nécessite des moyens financiers considérables. Dans notre travail, 1’examen
histopathologique a été considéré comme technique de référence, conformément a d’autres
travaux déja publiés (BASZLER et al., 1999 ; SAGER et al., 2001 ; MEDINA et al., 2005.
NEMATOLLAHI et al.,2013 ; FILHO et al., 2017). Les organes prélevés étaient, le cerveau,

le cceur et le foie, organes les plus fréquemment affectés en cas de néosporose bovine
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(WOUDA et al., 1997a ; DUBEY, 2003 ; GEORGIEVA et al., 2006) mais, la rate, les
poumons, les muscle squelettiques, les reins et les cotylédons placentaires ont aussi €té
prélevés. Parmi les 30 feetus bovins étudiés, 6 se sont montrés positifs a 1’histopathologie.
Nous avons constaté que le cerveau, avec le muscle squelettique étaient les organes les plus
touchés par le parasite (3/6). Cette constatation supporte les travaux qui ont montré que le
cerveau feetal était le tissu le plus affecté en cas de néosporose (ANDERSON et al., 1991 ;
NIETFIELD et al., 1992 ; HELMAN et al., 1998 ; DUBEY, 2003 ; CORBELLINI et al.,
2006 ; COLLANTES-FERNANDEZ et al., 2006 ; ALMERIA et al., 2010 ; ELSHEIKHA et
al., 2013 ; NEMATOLLAHI et al,, 2013 ; PEREIRA et al., 2014 ; ALMERIA et al., 2016).
Les sections des 3 cerveaux positifs ont permis de mettre en évidence la présence de lésions
compatibles avec I’infection par N. caninum. Nous avons noté sur 1’une des coupes, une
encéphalite non suppurative caractérisée par une infiltration de cellules mononuclées autour
d’une aire centrale de nécrose. Il s’agit bien d’une 1ésion caractéristique de la néosporose
située dans le systéme nerveux central. Cette 1ésion liée a la néosporose a fait 1’objet de
plusieurs publications (BARR et al.,1990 ; 1991 ; ANDERSON et al., 1994 ; HELMAN et
al., 1998 ; SLAPETA et al., 2003 ; DUBEY et SCHARES, 2006 ; DUBEY et al., 2006 ;
PESCADOR etal. 2007 ; NISHIMURA et al., 2013a, NEMATOLLAHI etal., 2013 ; UTEU
et al. 2013 ; SANCHEZ et al., 2013 ; KAMALI et al., 2014 ; DONAHOE et al., 2015). La
multiplication des tachyzoite a I’intérieur des cellules nerveuses provoque des lésions
caractérisées par une inflammation non-suppurée associée a des foyers de nécrose (DUBEY,
1999b). De facon intéressante, nous avons identifié sur deux coupes différentes de cerveaux,
une structure morphologique trés comparable a un kyste tissulaire a bradyzoite. Elle était plus
volumineuse a paroi épaisse et plus complexe, dépourvu de cloison (septum) qui semblait
correspondre a des stades avancés de I’infection (JARDINE, 1996). Les kystes tissulaires a
bradyzoite observés dans les échantillons de cerveau des feetus étaient similaires a ceux
rapportés dans la littérature lors des infections par N. caninum (DUBEY et al., 2006 ; ZHANG
et al. 2007 ; MORENO et al., 2012 ; NISHIMURA et al., 2013 ; DONAHOE et al., 2015).
Selon GUINO (2005) les kystes sont rarement observés dans le systéme nerveux de 1’avorton
mais s'ils sont présents, ils sont faciles a observer. Dans cette étude, des lésions
microscopiques ont été aussi observées au niveau des muscles squelettiques. Ils se
caractérisent par une myosite avec un foyer de nécrose et une infiltration par des cellules
mononucléaires et par la présence de structures rappelant des kystes tissulaires de Neospora
caninum. L’existence de ce genre de lésions musculaires est fréquente chez les avortons

bovins et chez les feetus bovins infectés expérimentalement par Neospora caninum (DUBEY
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et al.,, 1989 ; MORALES et al., 2001 ; PETERS et al., 2001. GONDIM et al., 2002 ;
ORTEGA-MORA et al., 2006, ZHANG et al. 2007 ; PESCADOR et al., 2007 ; NAKAGAKI
etal., 2016 ; COSTA et al., 2021). Les kystes tissulaires sont plus susceptibles de se former
dans le systéme nerveux central plutdt que dans d’autres tissus (DUBEY et al., 1988, 1990).
Bien que PETERS et al. (2001) ont signalé des kystes tissulaires a paroi épaisse dans des
muscles de bovins et de chiens naturellement infectés, nous avons aussi observe des kystes
musculaires avec une épaisseur de la paroi identique a celle rapportée précedemment par
PETERS et al. (2001). La présence de kystes a bradyzoite de N. caninum dans les muscles
squelettiques de I’hote intermédiaire signifie que I’avorton représente une source de
contamination facile pour I’HD (facilement consommés) contrairement au SNC qui est
protégé par le créne osseux et les vertébres. Au niveau du myocarde, nous avons noté la
présence de structures similaires a des kystes tissulaires de Neospora caninum chez deux
feetus. Des lésions du myocarde séveres (myocardite extensive et nécrose des myocytes) ont
déja été décrites dans plusieurs publications (YAEGER et al. 1994 ; JARDINE, J.E. et LAST,
R.D. 1995 ; DUBEY et LINDSAY, 1996 ; HELMAN et al., 1998 ; LINDSAY et al., 1999 ;
CORBELLINI et al., 2002 ; DUBEY, 2003 ; ORTEGA-MORA et al., 2006 ; ZHANG et al.
2007. SANTOS et al., 2011 ; FOSTER, 2017 ; AL-SHAELLI et al.,2020). Dans notre étude,
aucune lésion myocardique n'a été détectée. Une étude de DUBEY et al. (1999) rapporte que
la cause de la mort des feetus avortés est I’insuffisance cardiaque causée par des lésions
myocardiques étendues et séveres. Enfin, au niveau du foie et du placenta, les analyses
montrent qu’il s’agit d’organes les mois fréquemment touchés. Au niveau du foie, I’examen
histopathologique révele un foyer inflammatoire riche en cellules mononuclées avec présence
d’une structure morphologique trés comparable a un kyste tissulaire. Les Iésions trouvées au
niveau du foie étaient similaires a celles décrites auparavant dans la littérature (BARR et al.,
1990 ; JARDINE et LAST, 1995 ; WOUDA et al., 1997 ; GONDIM et al., 2002 ; ZHANG
et al. 2007. SANTOS et al., 2011 ; DONAHOE et al., 2015 ; FOSTER, 2017 ; MAHAJAN
et al., 2019 ; AL-SHAELI et al.,2020). BARR et al., (1990) et WOUDA et al., (1997)
rapportent que des lésions d’hépatites sont plus nombreuses lors d’épizootie d’avortements
dans un élevage par rapport a des élevages ou les avortements sont sporadiques. Les Iésions
placentaires sont plut6t rares, toutefois sur le cotylédon placentaire, nous avons observé une
structure tissulaire semblable a un kyste a bradyzoite. Dans les conditions expérimentales ou
naturelles, les 1ésions inflammatoires touchent d’abord les cotylédons pour gagner ensuite
I’ensemble de I’allantochorion. En parallele, le parasite passe dans le systéme sanguin du

feetus envahissant préférentiellement son systeme nerveux (BUXTON et al., 2002). Les
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1ésions de placentite et de nécrose du mésenchyme et du trophoblaste feetal sont d’autant plus
graves que le nombre de tachyzoites est élevé (MACALDOWIE et al., 2004 ; DUBEY et
SCHARES, 2006). Les tissus maternaux et foetaux sont tous deux atteints par Neospora
caninum. Les feetus présentaient des 1ésions histopathologiques plus bénignes, mais davantage
de kystes parasitaires. Ces résultats pourrait s'expliquer par le fait que les tachyzoites se
différencier en bradyzoite qui s’enkyste dans les tissus. Cette transformation est trés
probablement initiée en réponse a la réaction immunitaire du feetus. Les kystes tissulaires a
bradyzoites peuvent d’ailleurs persister trés longtemps dans les tissus (LINDSAY et al., 1992)
et constituent le réservoir pour I’hote définitif (GONDIM et al., 2002). Chez les bovins
infectés par N. caninum, les cellules de la rate et du foie du feetus sont capables de répondre a
une stimulation mitogene au environ du jour 100 de la gestation mais ne sont pas capables de
produire de réponse humorale ou cellulaire spécifiques il faut attendre 130 jours de gestation
pour voir apparaitre cette réponse spécifique (INNES et al., 2005). Au fur et a mesure que la
gestation progresse, la capacité du feetus a développer une réponse immunitaire contre le
parasite augmente (GHALMI, 2011). L'absence de résultats positifs dans les autres fragments
analysés n'exclut pas la possibilité d'une présence parasitaire. Selon PINTO et al. (2012),
I'absence de tachyzoite ou de kystes de N. caninum dans les tissus présentant des lésions
typiques de ce protozoaire peut survenir en raison de sa distribution sporadique et clairsemée
dans les tissus. Cependant, I’examen de coupes histologiques permet d’établir un diagnostic
de suspicion, pourtant les lésions ne sont pas pathognomoniques et le recours a
I’immunohistochimie est indispensable pour confirmer la présence de Neospora caninum. Un
diagnostic différentiel avec Toxoplasma gondii et Sarcocystis spp doit étre réalise (DUBEY
and LINDSAY, 1996). Des méthodes d’examens plus poussées, comme 1I’immunohistochimie
et ’amplification génique (PCR) permettent de différentier Neospora caninum des autres
protozoaires (JENKINS et al., 2002). Bien que la transmission verticale de N. caninum se
produise chez les bovins dans cette région d'Algérie, I’infection n’a pas causé¢ de lésions
feetales et placentaires étendues et séveres. Les résultats obtenus dans 1’étude histopathologie
ne font que renforcer encore une fois les résultats de 1’étude séro-épidemiologie précédente.
Ceci est a mettre en relation avec les résultats déja obtenus en Algérie sur la race locale
(GHALMI et al., 2011b ; 2012). Les vaches de la race locale sont naturellement résistantes

non pas a I’infection par N. caninum mais a son effet abortif.
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Conclusion et recommandations

V. Conclusion et recommandations

A T’heure actuelle, N. caninum, est reconnu comme étant une cause majeure d’avortement
chez les bovins partout dans le monde. Notre étude constitue la premiére sur I'infection par N.
caninum chez la population bovine locale « brune Atlas » dans le Nord-Est de I'Algérie. Sur
le plan individuel, la séropositivité obtenue vis-a-vis de ce parasite était de 1’ordre 36.2%. Les
Facteurs de risque pouvant favoriser potentiellement une infection par N. caninum incluaient
la présence de chiens, 1’age, la région, la couleur de la robe, 1’hygiene de la ferme ou encore
le stade de gestation. La transmission horizontale de N. caninum représente probablement le
mode d'infection le plus important dans la région Nord-Est Algérien. La présence de chiens
s’est montrée un facteur de risque d’avoir des bovins séropositifs. Ceci n’est pas surprenant
puisque le chien est I’hote définitif, source d’oocystes. Par ailleurs, les vaches peuvent
représenter des sources possibles d’infection pour les chiens a travers leur consommation de
placentas et/ou d’avortons bovins. Par conséquent, il est important de prendre des mesures

préventives pour réduire le risque d’infection des bovins par transmission horizontale.

Le probléme de la transmission verticale d’une vache a son veau reste posé. Un programme
de contréle basé sur la diminution de cette voie de transmission est indispensable. Parmi les
éléments importants a envisager, prévenir par exemple certains facteurs potentiels qui seraient

en faveur d’une recrudescence de la maladie chez les vaches infectées congénitalement.

Notre étude cas-témoins n'a montré aucune relation entre I’infection & N. caninum et
I’avortement. Bien que la transmission verticale de N. caninum soit aussi courante chez le
bovin local, I’infection présente chez le feetus n’a pas été responsable de lésions feetales et
placentaires importantes. L’analyse histopathologique, méme si elle n’a pas été suivie par la
technique d’immunohistochimie, semble appuyer les résultats Séro-épidemiologiques
obtenus. Les avortements survenant dans les fermes étudiees ne semblent pas étre attribuables
a N. caninum. Ce constat renforce celui observé dans une autre étude réalisée en Algérie qui
émet une hypothese sur la résistante des bovins de population locale aux avortements induits

par N. caninum.

La confirmation que les vaches locales ne soient pas sensibles a la néosporose peut se faire,
d’une part, par une étude cas-témoin plus large en premier et d’autre part, si nos résultats sont

confirmés, proceder a des études moléculaires pour mettre en évidence la base génétique de
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cette résistance. Cette étude repose sur l'identification du ou des genes impliqués et des
mécanismes sous-jacents. |l serait alors intéressant d'introduire ce caractére par croisement
avec d'autres races existantes en Algérie, sensibles aux avortements par Neospora caninum. Il
serait aussi intéressant d’exporter ce caractére sous forme de semence de taurecaux ou

d'embryons congelés.

Enfin, dans le cadre du diagnostic différentiel, il serait intéressant de pouvoir développer chez
I’avorton, un test de PCR multiplex permettant de détecter en une méme réaction toutes les

causes infectieuses possibles d’avortement chez la vache.
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Annexe 1 : Guide d’utilisation du kit ELISA IDvet
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Annexe 2: Informations sur les tissus placentaires et feetales prélevé pour I’analyse

histoplatologie

Parasitic host : Bovine fetus
collection place : Souk Ahras -Algeria
Total number of samples : 239
Identification
Fetus | Sex Femal
1
Age 4 and a half months
Number of 8
samples/fetus
Name of the —1 liver= (1L)
samples —1Cotyledon= (1Co)
— 1Brain = (1B)
— 1Skeletal muscle= (1SM)
—1Lung = (1P)
—1Kideny= (1K)
—1Brain= (1B)
—1 Heart = (1H)
Fetus | Sex Femal
2
Age 6months
Number of 10
samples/fetus
Name of the -2 liver=(2L)
samples —2brain = (2B)
—2skeletal muscle= (2SM)
—2spleen = (2S)
-2 lung= (2P)
—2kideny = (2k)
—2Skeletal muscle= (2SM)
— 2Heart= (2H)
—2gonglion = (2G)= (lymph node)
—2kideny= (2K)
Fetus3 | Sex Femal
Age 3months
Number of 8
samples/fetus
Name of the —3liver=(3L)
samples —3skeletal muscle=(SM)
—3brain= (3B)
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—3heart=3H
—3lung= (3P)
—3kidney= (3k)
—3spleen= (3S)
—3cotyledon= (3Co)
Fetus | Sex Femal
‘ Age 4 months
Number of 8
samples
Name of the —4heart= (4H)
samples/fetus —4liver= (4L)
—4lung= (4P)
—4skeletal muscle= (4SM)
—4spleen= (4S)
—4brain= (4B)
—4 Kidney = (4k)
—4colyledon= (4Co)
Fetus | Sex Male
° Age 5 months
Number of 10
samples/fetus
Name of the —5liver= (5L)
samples —5spleen= (5S)
— 5 gonglion= (lymph node),
-5 skeletal muscle= (5SM)
—5thymus= (5T)
—5cotyledon= (5Co)
—5brain=(5B)
— 5 heart=(5H)
—5 kidney=(5K)
—5lung=(5P)
Fetus | Sex Male
° Age 2 and a half months
Number of 7
samples/fetus
Name of the —6kidney ,= (6K)
samples — 6liver,=(6L)
—6brain,=(6L)
—6lung, =(6P)
—6heart, =(6H)
—6skeletal Muscle =(6SM)
—6 cotyledon.=(6C)
Sex Male
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Fetus | Age 8 months
! Number of 2
samples/fetus
Name of the —7 brain, =(7B)
samples —7 cerebelum.=(7Cerv)
Fetus | Sex 8months
| Age Male
Number of 6
samples/fetus
Name of the —8skeletal muscle, =(8SM)
samples —8lung,=(8P)
—8heart, =(8H)
—8liver, =(8L)
—8 spleen,=(8S)
—8kidney.=(8K)
Fetus9 | Sex male
Age 5and a half months
Number of 8
samples/fetus
Name of the -9 lung =,(9P)
samples — 9brain,= (9B)
—9 Skeletetal muscle=(9SM)
—9spleen=, (9S)
—9kidney =,( 9K)
-9 thymus,= (9T)
—9heart,= (9H)
—9liver=.(9L)
Fetus | Sex femal
10
Age 8 months
Number of 9
samples/fetus
Name of the —10brain, =(10B)
samples —10 gonglion=( 10G)
—10 liver, =(10L)
—10lung, =(10P)
—10kideny,=(10K)
—10 heart, =(10H)
—10 spleen,= (10S)
—10thymus, =(10T)
—10 skeletal muscle.= ( 10SM)
Sex male

159



Annexes

Fetus | Age 3 and a half months
H Number of 7
samples/fetus
Name of the —11 liver,= (11L)
samples —11brain,= (11B)
—11 lung, =(11P)
—11skeletal muscle, =(11SM)
—11heart,=(11H)
— 11 kidney= (11K)
—11 spleen=(11S)
Fetus | Sex Femal
12
Age 4months
Number of 7
samples/fetus
Name of the — 12 spleen, =(12S)
samples — 12kidney, =(12K)
— 12 brain=(12B)
— 12 heart=(12H)
— 12 liver(12L)
— 12 skeletal muscle=(12SM)
— 12 lung=(12P)
Fetus | Sex /
13
Age /
Number of 7
samples/fetus
Name of the —13spleen=(13S)
samples — 13kidney=(13K)
—13 skeletal muscle=(13SM)
—13liver=(13L)
—13 lung=(13P)
—13 heart=(13H)
—13 brain=(13B)
Fetus | Sex Male
14
Age 5months
Number of 7
samples/fetus
Name of the —14 thymus=(14T)
samples — 14 skeletal muscle =(14MS)
—14kidney=(14K)
—14liver=(14L)
—14 heart=(14H)
—14 lung=(14P)
—14 brain(14B)
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Fetus | Sex Male
15
Age 6
Number of 7
samples/fetus
Name of the —15liver=(15L)
samples —15 heart=(15H)
—15 brain=(15B)
—15lung=(15P)
—15skeletal muscle=(15SM)
— 15spleen =(15S)
—15 Kideney=(15K)
Fetus | Sex Male
16
Age 6months
Number of 8
samples/fetus
Name of the —16 thymus=(16T)
samples —16spleen=(16S)
—16 kidney=(16K)
— 16cotyledon=(16Co)
—16lung=(16P)
—16 brain=(16B)
—16 liver=(16L)
—16 heart=(16H)
Fetus | Sex male
17
Age 7months
Number of 7
samples/fetus
Name of the —17 heart=(17H)
samples —17lung(17P)
— 17 skeletal muscle (17SM)
—17Kidney=(17K)
— 17liver=17(17L)
—17brain=(17B)
—17 spleen=17S)
Fetus | Sex male
18
Age 5months
Number of 7
samples/fetus
Name of the —18 lung=(18P)
samples —18 spleen(18S)
—18 brain=(18B)
—18 Kidney=(18K)
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—18 muscle skeletal=(18MYS)
—18 heart(18H)
—18 liver(18L
Fetus | Sex Male
19
Age 3and a half months
Number of 7
samples/fetus
Name of the —19 liver=(19L)
samples ~19 brain=(19B)
—19 skeletel mucle=(19SM)
— 19 kidney=(19Kk)
— 19spleen=(19S)
—19 heart=(19H)
—19lung=(19P)
Fetus | Sex Male
20
Age 6months
Number of 9
samples/fetus
Name of the —20 Skeletel Muscle=(20SM)
samples —20 brain=(20B)
—20kidney=(20K)
—20cotyledon=(20Co)
—20thymus =(20T)
—20lung=(20P)
—20heart=(20H)
—20spleen=(205S)
—20liver=(20L)
Fetus | Sex femal
21
Age 5months
Number of 9
samples/fetus
Name of the —21 skeletal muscle=(21SM)
samples —21 heart=(21H)
—21liver=(21L)
—21 cotyledon =(21Co)
—21kidney=(21K)
—21 spleen=(21S)
—21thymus=(21T)
—21 lung=(21P)
—21brain=21B)
Sex Male
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Fetus | Age 5 and a half months
2 Number of 9
samples/fetus
Name of the —22liver=(22L)
samples —22heart=(22H)
—22 skeletal muscle= (22SM)
—22 lung= (22P)
—22 kidney= (22Kk)
—22 lung= (22P)
—22 spleen= (22S)
—22 brain = (22B)
—22 cotyledon=(22Co)
Fetus | Sex Male
23
Age 5months
Number of 8
samples/fetus
Name of the —23 spleen=(239S)
samples —23 lung=(23P)
—23kidney=(23k)
—23spleen= (23S)
—23liver=(23L)
—23 cotyledon =(23Co)
—23 heart=(23H)
—23 sekeletel muscle=(23SM)
Fetus | Sex Femal
24
Age 5and a half months
Number of 9
samples/fetus
Name of the —24Spleen=(245S)
samples —24 heart= (24H)
—24brain= (24B)
—24 liver=(24L)
—24 gonglyon (lymph node)=(24G)
—24 Kidney =(24K)
—24 thymus= (24T)
—24 skeletel muscle=(24SM)
—24lung =(24P)
Fetus | Sex Male
25
Age 3and a half months
Number of 8
samples/fetus
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Name of the —25 heart=(25H)
samples —25brain=(25B)
—25 liver=(25L)
—25 Coteledon=(25Co)
—25 Kidney=(25k)
—25 spleen=(255S)
—25 Skeletel muscle=(25SM)
—25lung =(25P)
Fetus | sex male
26
age 5 months
Number of 9
samples/fetus
Name of the —26Spleen=(26S)
samples —26 heart=(26H)
—26brain =(26B)
—26 liver=(26L)
—26 kidney=(26K)
—26 thymus =(26T)
—26skeletel muscle=(26SM)
—26lung =(26P)
—26stomacal liquide=(26SI)
Fetus | Sex / local
27
Age 5months
Number of 7
samples/fetus
Name of the —27Spleen
samples —27 heart
—27brain
=27 liver
—27 Kidney
—27 skeletel muscle
—27lung
Fetus | Sex /
28
age 5 and a half months
Number of 11
samples/fetus
Name of the —28Spleen
samples —28heart
—28brain
—28 liver
—28 gonglyon (lymph node)
—28 kidney
—28 thymus
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—28Intestin
—28 Skeletel muscle
—28lung
—28 Cotyledon
Fetus | Sex /
29
age 3 and a half months
Number of 7
samples/fetus
Name of the —29Spleen
samples —29 heart
—29brain
—29 liver
—29 Kidney
—29 Skeletel muscle
—29lung
Fetus | Sex
30
age 3 mounths
Number of 8
samples/fetus
Name of the —30Spleen
samples —30 heart
—30brain
—30 liver
—30 kidney
—30 skeletel muscle
—30lung
—30 coteyedon
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Annexe 3 : Dates clés de la néosporose depuis sa découverte

Publications

Evénement marquant

1957  La maladie existe déja mais est confondue avec la DUBEY etal., 1990a
toxoplasmose.

1984  La maladie est reconnue pour la premiere fois chez le BJERKAS et al., 1984
chien en Norvege

1988  Description de la nouvelle espéce : Neospora caninum. DUBEY et al., 1988a
Induction expérimentale de la maladie chez des chiens DUBEY et al., 1988b
et des souris.
Découverte du parasite chez des bovins qui ont avorté. THILSTED et DUBEY, 1989
Premiers essais de traitement sur culture cellulaire. LINDSAY et DUBEY, 1989a

1989 Développement de I’immunofluorescence indirecte LINDSAY et DUBEY, 1989b
(IFT), de ’'immunohistochimie.

1990  Premiers essais de traitement anti-Neospora sur les LINDDAY et DUBEY, 1990a
souris.
Neospora caninum est une cause majeure ANDERSON et al, 1991;
d’avortements dans certains cheptels. BARR et al., 1991

1991  Démonstration que les chiots norvégiens (1984) étaient BJERKAS et DUBEY, 1991
bien infectés par Neospora caninum.

1992  Démonstration de la transmission verticale chez les DUBEY etal., 1992
bovins.

1993  Développement d’une technique ELISA pour le PAREetal., 1995
diagnostic de la néosporose (chiens et bovins).

1995  Séquence nucléotidique identique entre Neospora MARSH et al., 1995
caninum du chien et celui du bovin.

1996  Développement d’une technique diagnostique par PCR. ELLIS, 1998
Démonstration expérimentale : le chien est un hdte MAC ALLISTER et al., 1998
définitif

1998  Description d’une nouvelle espéce : Neospora hughesi MARSH et al., 1998
chez le cheval.
Développement d’un test d’agglutination directe pour ROMAND et al., 1998
le diagnostic

2001  Le chien est naturellement hote définitif. BASSO et al., 2001

2003  Développement de tests ELISA permettant de savoir si  BJORKMAN et al., 2003
I’infection est chronique ou récente.
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