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INTRODUCTION

En raison de son extréme similitude avec Toxoplasma gondii, tant sur le plan
morphologique que sur le plan clinique, Neospora caninum a longtemps été confondu avec
celui-ci. Ce n’est qu’en 1988 que les deux espéces ont été distinguées, notamment grace a la
microscopie électronique. Aujourd’hui, le parasite Neospora caninum est reconnu comme
étant un agent pathogeéne a 1’origine de troubles diverses, dont des troubles de la reproduction.
De nouvelles études concernant Neospora caninum sont publiées trés réguliéerement, le
parasite étant un sujet de recherche d’actualité et les connaissances ont beaucoup évolué ces
dernicres années. Cependant, si le parasite a été au départ mis en évidence chez le chien, c’est
chez le bovin que son impact sur la reproduction a été le plus étudié. Aujourd’hui Neospora
caninum est considéré comme le premier agent abortif en élevage bovin. S’il est évident que
le parasite peut toucher le chien, son rdle en ¢levage canin n’a été que peu étudié. Le but de
cette these est donc de regrouper les connaissances acquises sur la transmission verticale de
Neospora chez les bovins tout d’abord, puis chez les autres mammiféres —et en particulier le

chien — afin de savoir si I’impact de cette maladie pourrait étre sous-estimé en élevage canin.

Aprés avoir décrit le parasite Neospora caninum, ses conséquences cliniques — la
néosporose des mammiféres — et économiques, nous nous attacherons a étudier plus
particulierement sa transmission verticale. Celle-ci fait I’objet de nombreuses études chez le
bovin. Cette espéce nous servira de modele dans une deuxiéme partie concernant la
pathogénie des troubles de la reproduction liés a Neospora caninum, leur épidémiologie et les

mesures de lutte envisageables en élevage.

Pour appliquer les données observées chez les bovins a I’élevage canin, nous serons
amenés a nous poser deux questions, a savoir si les troubles de la reproduction liés a
Neospora sont spécifiques aux bovins — de par la biologie du parasite, le type de placentation,
etc. — ou genéralisables aux autres hotes du parasite ; et ensuite si le chien peut multiplier et
transmettre verticalement le parasite.

Dans une troisiéme partie une revue de I’impact de Neospora caninum lors de troubles de la
reproduction chez différentes espéces sera alors présentée. Enfin, la transmission verticale de
Neospora caninum chez le chien sera étudiée, afin de savoir si Neospora caninum peut étre

considéré comme un pathogene émergent en élevage canin.
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1. Le parasite Neospora, agent de la néosporose chez

les mammiferes

1.1. Neospora caninum : Premiére mise en évidence du parasite

et historique

Historiqguement, une infection pouvant étre attribuée a Neospora caninum fut
initialement décrite par Bjerkas en 1984 en Norvege, sur trois portées successives de chiots
de race Boxer (23). Ces chiens avaient présenté des troubles neurologiques divers entre I’age
de 2 et 6 mois. Un parasite semblable & Toxoplasma gondii en microscopie optique avait été
observé sur des coupes histologiques de cerveaux, alors que les sérologies visant a mettre en
évidence la présence d’anticorps dirigés contre Toxoplasma étaient toutes négatives. Le
parasite trouvé se différenciait cependant de Toxoplasma gondii par 1’épaisseur de sa paroi.
En 1988, aux Etats-Unis, lors d’une étude rétrospective portant sur 23 chiens présumés
atteints de toxoplasmose, le méme parasite inconnu avait été retrouvé pour 10 de ces animaux
(47). Il fut finalement décrit grace a la microscopie électronique et nommé Neospora caninum
en 1988 par Dubey et son équipe (Dubey et al. (47)). Un test immuno-histochimique fut mis
au point la méme année par Dubey et al. (50), permettant 1’identification spécifique du
parasite. En 1991, la structure et les antigénes des parasites conservés sur des coupes
histologiques des chiens Boxer de Norvege et ceux présents sur les 10 chiens américains ont
pu étre comparés, et le parasite initialement observé en 1984 fut officiellement reconnu
comme étant Neospora caninum (Bjerkas et Dubey (21)). Des infections a Neospora caninum
ont depuis été démontrées dans de nombreuses espéces et des études rétrospectives ont

démontré son existence aux Etats-Unis dés 1957.
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1.2. Neospora caninum : Position systématique

Tout comme Toxoplasma gondii, Neospora caninum est un protozoaire du phylum des
Apicomplexa (sporozoaires), caractérisé par la présence d’un appareil apical complexe visible
en microscopie électronique (voir annexe 1).

Il est de plus classé au sein de la famille des Sarcocystidés. Neospora caninum était
jusqu’en 1998 le seul représentant de son genre. Un autre parasite, Neospora hughesi, trés
peu différent génétiquement a été mis en évidence dans 1’espece équine.

Les études récentes de phylogénétique ont comparé I’ARN ribosomal de Neospora
caninum avec d’autres protozoaires du groupe des apicomplexes, ce qui a révélé un trés haut
degré d’homologie entre Neospora sp. et Toxoplasma gondii, ce qui laisse suggérer que ces
deux especes sont trés proches et ont divergé trés récemment. Cependant, d’autres études ont
prouve que Toxoplasma gondii et Neospora caninum différaient sur le plan morphologique et
que les deux especes possédaient des antigénes distincts. Si une réaction croisée lors des tests
immunologiques est possible, celle-ci peut donc étre en grande partie évitée par I’utilisation
d’antigeénes spécifiques.

La différentiation avec d’autres coccidies est assez difficile. Les oocystes de Neospora
caninum et ceux auparavant attribués a Isospora bigemina, Isospora Bahiensis et Hammondia
heydorni étant indifférenciables morphologiquement, ils ont été confondus dans les premiéres
études. A présent, Isospora bigemina, Isospora bahiensis et Hammondia heydorni sont
considérées comme étant une unique espéce de parasite. Pour les études menées avant 1998, il
est donc impossible de savoir si les oocystes s’apparentant a des Isospora étaient en fait des
oocystes de Neospora caninum ou Hammondia heydorni. Ainsi, une souche considérée
comme appartenant a 1’espéce Hammondia, la souche Hammondia heydorni 1996, s’est
finalement révélée étre une souche de Neospora caninum (Rapporté par Dubey (51)).

En conclusion, s’il est indiscutable que Neospora caninum est une espece distincte
génétiquement et immunologiquement de Toxoplasma gondii et de Hammondia heydorni, la

différentiation morphologique est parfois difficile.
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1.3. Neospora caninum: biologie générale et cycle de

developpement

1.3.1. Cycle de développement de Neospora caninum

Neospora caninum est une coccidie parasite avec un cycle de développement tres
proche de celui de Toxoplasma gondii : cycle hétéroxéne faisant intervenir un carnivore
comme hote définitif. Cependant, la néosporose touche en premier lieu les espéces canine et
bovine, avec un canidé comme hote définitif de Neospora caninum, alors que la toxoplasmose
est une maladie qui touche de trés nombreuses espéces de mammiféres et d’oiseaux,
notamment les espéces humaine, ovine, caprine et les félidés sont I'unique héte définitif du
parasite Toxoplasma gondii. Neospora caninum est un parasite difficile a isoler et a mettre en

culture, il subsiste de ce fait encore des incertitudes concernant son développement.

Le cycle évolutif de Neospora caninum comporte trois formes infectieuses connues:
les formes tachyzoite et kyste a bradyzoites, retrouvées chez les hotes intermédiaires, et la
forme oocyste, forme de résistance dans 1’environnement, retrouvée dans les féces de 1’hote
définitif. Les stades de schizogonie et de gamétogonie présumés se dérouler entre I’ingestion
de la forme infectante par I’hote définitif et la production d’oocystes sont encore inconnus,
méme si une forme évoquant un schizonte a été observée sur une coupe histologique de

cerveau de chien (Dubey et al. (65)).
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Figure 1 : Cycle évolutif de Neospora caninum,
repris de Dubey (43)
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Les trois formes du parasite —tachyzoite, bradyzoite et oocyste — sont impliquées dans

la transmission du parasite. L’hote définitif carnivore se contamine probablement par

ingestion de bradyzoites contenus dans des tissus, et les hotes intermédiaires se contaminent

par I’ingestion de nourriture ou d’eau contaminée par des oocystes de Neospora caninum

(voir figure 1).
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1.3.2. Hotes intermédiaires et hotes définitifs de Neospora

caninum

1.3.2.1. De nombreux hotes intermédiaires sources de bradyzoites

L’hote intermédiaire héberge le parasite qui y accompli une reproduction asexuée,
sous sa forme kyste a bradyzoites et sous la forme tachyzoite. Tout d’abord identifié chez le
chien (Bjerkas (21)), puis chez les bovins le parasite Neospora sp. apparait maintenant

comme tres peu spécifique d’espéce.

1.3.2.1.1. Hotes intermédiaires pour lesquels des souches

viables de Neospora caninum ont pu étre mises en évidence.

Des souches de Neospora caninum viables ont pu étre isolées et identifiées a partir de
tissus de vache, de mouton, de daim, de buffle et de chien (64). La plupart de ces isolats
provenaient d’animaux cliniquement atteints et de nouveau-nés ou fcetus infectés par voie
congénitale, a I’exception des isolats de buffle, mouton et daim qui proviennent d’adultes
asymptomatiques (voir tableau 1). L’isolement direct de tachyzoites viables en culture
cellulaire est treés difficile a obtenir et limité par la nécessité d’avoir un matériel non
contaminé par d’autres agents pathogenes. Pour pallier cette difficulté, la présence du parasite
dans le tissu contaminé a pu étre prouvée par inoculation chez la souris immunodéprimée ou
par 1’observation et la recherche d’oocystes dans des féces de chien aprés ingestion du tissu
contaminé. L’avantage de cette derni¢re technique est qu’elle permet 1’ingestion et donc le
test d’une quantité plus grande de matériel par le chien que ne le permettrait la culture
cellulaire ou I’inoculation aux rongeurs. Cependant, le chien pouvant excréter des ceufs de
parasites trés similaires a ceux de Neospora, pour identifier de maniére certaine des ceufs de
Neospora caninum il faudrait dans 1’absolu que 1’on retrouve par essai biologique des
tachyzoites dans des cultures cellulaires ou sur des rongeurs aprés inoculation de ces oocystes
(45).

21



1.3.2.1.2. Hotes intermédiaires naturels pour lesquels la
présence du parasite a été demontrée par immuno-histochimie et/ou

recherche d’ADN de Neospora caninum.

La présence de Neospora caninum a pu étre démontrée par histologie chez le daim
(quelques cas), le raton laveur (1 cas), le rhinocéros (1 cas), la chévre (quelques cas) (64).

Par ailleurs, la présence d’ADN de Neospora caninum a été mise en évidence par PCR
(polymerase chain reaction) ou par recherche d’antigénes spécifiques (immuno-histochimie)
chez le renard, le raton laveur, I’antilope, le cerf, le daim, le lama, 1’alpaga, le rat, la souris, le
rhinocéros et la chévre (voir tableau 2). Cependant trouver de I’ADN du parasite n’est pas

synonyme de trouver des parasites viables dans un organisme.
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Tableau 1 : Hobtes intermédiaires et distribution de Neospora caninum ou

Neospora hughesi prouvés par isolement du parasite

repris de Dubey et al. (64).

Hote Lieu de I’étude Tissu/origine Nombre
d’isolats

Hote intermédiaire

Vache (Bos Taurus) Australie Cerveau et moelle épiniére de veau 1
Brésil Cerveau de feetus et d’un veau de 3 mois 2
Italie Cerveau d’un veau de 45 jours 1
Japon Cerveau et moelle épiniére de veau 5
Corée Cerveau de feetus et de veau nouveau né 2
Malaisie Cerveau de veau nouveau né 1
Nouvelle Zélande Cerveau de veau nouveau né 2
Portugal Cerveau de feetus 1
Espagne Cerveau de feetus 1
Suede Cerveau d’un veau nouveau né 1
Royaume-Uni Cerveau de feetus et de veau nouveau né 2
Etats-Unis Cerveau de feetus et de veaux nouveaux nés 8
Pays Bas Placenta 3*
Italie Cerveau d’un veau de 8 mois 1
Japon Cerveau de vache adulte 1
Nouvelle Zélande Cerveau de vache adulte

Mouton (ovis ovis) Brésil Mouton de 4 mois 1
Japon Brebis adulte 1

Buffle (Bubalus bubalis) Brésil Buffle adulte 5

Cheval (Equs caballus) Etats-Unis Tissus nerveux de cheval adulte 3°

Cerf & queue Etats-Unis (Virginie) Cerveau de cerf adulte 3

(Odocoileus virginianus)
Etats-Unis (lllinois) Cerveau de cerf adulte 1*

Chien (Canis familiaris) Allemagne Tissus nerveux de chiot infecté congénitalement 1
Royaume Uni Tissus nerveux de chiot infecté congénitalement 1
Etats-Unis Tissus nerveux de chiot infecté congénitalement 10
Australie Peau de chien adulte
Brésil Cerveau de chien adulte

e isolement d’oocystes aprés ingestion par des chiens, ° Neospora hughesi
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Tableau 2 : Hbtes intermédiaires pour lesquels la présence du parasite a été démontrée par

immuno-histochimie (IHC) et/ou recherche d’ADN de Neospora caninum.

Repris de Dubey et al. (64)

Hote

Lieu

Observation

Renard roux (Vulpes vulpes)

Catalogne, Espagne

République Tcheque

PCR positive pour 10,7% de 122 renards

PCR positive 4,6% de 152 renards

Raton laveur (Procyon lotor) Etats-Unis PCR et IHC positives dans un cerveau
Antilope (Tragelaphus imberbis)  Allemagne PCR positive chez deux avortons et un nouveau né
Cerf a queue noire (Odocoileus Etats-Unis IHC positive et Histologie (tachyzoites tissulaires)
hemionus columbianus) chez un nouveau né
Cerf aux cornes brunes de France IHC positive dans un cerveau de nouveau né
Thailande (Cervus
siamensis)
Daim (Dama dama) Suisse PCR et IHC positive chez un jeune
Lama (lama glama) Pérou IHC et PCR sur un cerveau de foetus
Alpaga (Vicugna pacos) Pérou THC et PCR sur deux cerveaux de feetus
Rat sauvage (Rattus norvegicus)  Royaume Uni PCR positive pour 4,4% de 45 rats provenant de
fermes ovines
Taiwan PCR positive dans le cerveau de 2 sur 55 rats

Grenade, Indes

séropositifs, présence du parasite confirmé par
titrage sur la souris

PCR positive pour 30% de 238 rats

Souris (Mus musculus)

Royaume Uni

Etats-Unis, Maryland

PCR positive (cerveau) pour 3% de 100 souris
provenant de fermes ovines

PCR positive (cerveau) pour 10% de 105 souris

Rhinocéros
simum)

(Ceratotherium

Afrique du Sud

Histologie :  tachyzoites tissulaires chez un
nouveau né
IHC positive

Chévre (Capra hircus)

Brésil, Rio Grande
Costa Rica

Italie

Etats-Unis, Californie

Etats-Unis, Pennsylvanie

IHC positive sur nouveau né

IHC positive sur avorton

Histologie et PCR positive sur un avorton
IHC positive sur 2 avortons

IHC positive sur un nouveau né
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1.3.2.1.3. Hotes intermédiaires induits expérimentalement

De maniére expérimentale, la multiplication du parasite a pu étre obtenue chez le chat,
la souris, le cochon domestique, le rat, la gerbille, le renard et le singe (44). Chez le macaque
rhésus, deux feetus ont pu étre contaminés directement par voie intramusculaire in-utéro,
avec un inoculum de 106 tachyzoites (12). Les deux feetus ont déclaré des Iésions tissulaires

intracérébrales caractéristiques et des tachyzoites ont été retrouvés a I’histologie.

1.3.2.14. Hotes possibles de Neospora caninum pour lesquels

un contact avec le parasite a été démontré par la présence d’anticorps

La présence d’anticorps spécifiques anti-Neospora a été mise en évidence chez de
nombreuses especes, domestiques et sauvages, partout de part le monde, ce qui fait de
Neospora sp. un parasite extrémement cosmopolite. Pour ces espéces, la présence de
Neospora caninum n’a pas été attestée de manicre directe, la présence d’anticorps seule est
donc a considérer avec circonspection et ne permettrait pas de conclure formellement vis-a-
vis du rang d’hote intermédiaire.

Méme si on ne peut affirmer la qualité d’hote, intermédiaire ou définitif, il apparait
néanmoins que de tres nombreuses especes de mammiferes on été exposées au parasite.

Les especes pour lesquelles une sérologie positive vis-a-vis de Neospora caninum a
été trouvée (en dehors des especes précédemment citées pour lesquelles @ minima une trace

ADN du parasite avait été mise en évidence dans 1’organisme) sont (64):

Animaux domestiques

Chat domestique (Felis catus),

- Dromadaire (Camelus dromedarius),
- Cochon (Sus scrofa domesticus),

- Alpaga (Vicugna vicugna),

- Buffle (Bubalus bubalis).
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Faune sauvage

Canidés : Dingo australien (Canis familiaris dingo), Coyote (Canis latrans), Loup
Eurasien (Canis lupus dingo), Loup (canis lupus), Chacal doré (Canis aureus),
Loup a criniere (Chrysocyon brachyurus), Renard gris (Urocyon
cinereoargenteus), Renard de Darwin (Pseudalopex fulvipes), Fennec (Vulpes
zerda), Renard d’Aszara (Lycalopex gymnocercus), Renard crabier (Cerdocyon
thous), Renard chenu (Dusicyon vetelus), Chien viverrin (Nyctereute

procyonoides),

Félidés : Guépard (Acinonyx jubatus), Jaguar (Herpailurus yaguarondi), lynx
eurasien (Lynx lynx), Lion d’Asie (Panthera leo goojratensis), Lion (Panthera

leo),

Autres carnivores : Hyene (Crocuta crocuta), Pécan (Martes pennanti), Ours brun

(Ursus americanus),
Equidés : Zebre (Equus burchelli),

Cervidés et ruminants : Antilope cervicapre (Antilope cervicapra), Cobe de

Lechwe (Kobus leche), Buffle du cap (Syncerus caffer caffer), Impala (Aepyceros
melampus), Gazelle (Gazella thomsoni), Bouquetin d’Espagne (Capra pyrenaica),
Mouflon de corse (Ovis ammon), Mouflon & manchette (Amnotragus lervia), Eland
du Cap (Taurotragus oryx), Bison d’Europe (Bison bonasus), Bison (Bison bison),
Beeuf musqué (Ovibos moschatus), Sitatunga (Tragelaphus spekei gratus), Cerf du
Pere David (Elaphurus davidianus), Cerf brésilien (Mazama sp.), Cerf des pampas
(Ozotoceros bezoarticus), Cerf élaphe (Cervus elaphus), Cerf sika du Vietnam
(Cervus nippon pseudaxis), Chevreuil (Capreolus capreolus), Izard (Rupicapra
pyrenaica), Chamois (Rupricapra rupricapra), Wapiti oriental (Cervus elaphus

canadensis), Caribou (Rangifer tarandus), Elan (Alces alces),

Rongeurs : Lapin européen (de Garenne) (Oryctolagus cuniculus), Lievre ibérique
(Lepus granatensis), Liévre brun (Lepus europaeus),
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- Mammiferes marins: Loutre de mer (Enhydra lutris), Morse (Odobenus

rosmarus), Lion de mer (Zalophus californiarus), Phoque annelé (Phoca hispida),
Phoque veau-marin (Phoca vitulina), Phoque barbu (Erignathus barbatus), Phoque
tacheté (Phoca largha), Phoque marbré (Phoca fasciata), Grand Dauphin

(Tursiops truncatus), Orque (Orcinus orca),

- Autres mammiféres: Sanglier (Sus scrofa), Phacochére (Phacochoerus

aethiopicus), Opossum (Trichosurus vulpecula).

1.3.2.2. De rares hotes définitifs sources d’oocystes

1.3.2.2.1. Le chien : seul héte définitif confirmé de Neospora

caninum

L’hote définitif de Neospora caninum est resté inconnu jusqu’en 1998, bien que des
expérimentations aient été tentées sur le chien, le coyote, le chat et d’autre canidés sauvages
susceptibles épidémiologiquement de remplir ce réle. Ce n’est qu’en 1998 que I’équipe de
McAllister a mis en évidence la faculté d’excrétion d’oocystes de Neospora caninum par le
chien (122) : sur les 4 chiens ayant consommeé des tissus murins contaminés par des formes
bradyzoite de Neospora caninum, 3 ont excrété des oocystes s’apparentant a ceux de
Toxoplasma gondii ou Haemondia sp. 8 jours aprés I’ingestion. L’identification des ceufs a
été confirmée par essai biologique chez la souris : des souris inoculées par voie orale ou sous
cutanée avec des extraits de matiéres fécales ont été observées afin de rechercher des signes
histologiques, sérologiques ou immuno-histochimiques de néosporose. Les souris ayant regu
des extraits de matiére fécale de deux de ces chiens ont développé un titre élevé en anticorps
anti-Neospora et une souris inoculée a partir des extraits de matiere fécale du troisieme chien
a développé une néosporose, confirmée par immuno-histochimie et examen histologique des
tissus en microscopie électronique.

Le réle du chien comme héte définitif a par la suite été confirmé et les recherches
approfondies par Lindsay et al. en 1999 (104) : la période prépatente entre 1’ingestion de

tissus contaminés et 1I’excrétion d’oocystes est réduite a 5 jours. Par ailleurs, aucun des deux

27



chiens inoculés par Lindsay et al. n’a présenté de signes cliniques de néosporose, méme si des
Iésions microscopiques cardiaques et hépatiques évoquant une atteinte par Neospora ont par

la suite été retrouvées a 1’autopsie.

D’autres études visant a investiguer les facteurs intervenant sur 1’excrétion des oocystes
par le chien ont ensuite été menées (voir tableau 3), mais ces facteurs restent en grande partie
inconnus de part la difficulté et le colt engendrés par de telles expérimentations (élevage des
chiens, faible nombre d’oocystes excrétés, excrétion irréguliere). L’excrétion d’oocystes par
le chien a pu étre provoquée apres ingestion de tissus naturellement infectés — cerveau de
buffle (154) ou placenta de bovin (41) contenant des souches de Neospora caninum — ou
infectés expérimentalement (induction de I’infection chez 1’animal d’expérimentation, puis
alimentation du chien avec les tissus infectés). Par contre, ni I’ingestion de lait contaminé par
des tachyzoites (41), ni la consommation de feetus contaminés naturellement (20) n’ont induit
une excrétion d’oocystes, méme si le faible nombre d’études a ce sujet ne permet pas de
conclure définitivement sur ces voies possibles de contamination.

Il apparait tout de méme que la durée d’excrétion varie de un a quelques jours et que cette
excrétion n’est pas continue mais évolue plutdt par vagues. Les chiens nourris avec des tissus
bovins semblent excréter des oocystes en plus grand nombre que ceux nourris avec des tissus
murins, de méme que les chiots excretent plus que les adultes. Ainsi, si on regroupe les
données des études menées par Gondim et al. en 2002 et 2005, on note que sur les 12 chiots
utilisés, I’excrétion moyenne est de 166 400 oocystes, alors qu’elle est de 2 900 pour les
adultes (77, 79).

Certains chiens traités par corticothérapie a dose immunosuppressive ont excrété plus de
100 000 oocystes apres ingestion de cerveaux contamines, ce qui laisse suggérer que
I’immunodépression majore 1’excrétion (104, 107) ; par ailleurs le chien ayant excrété le plus
grand nombre d’oocystes avait subi une splénectomie (104). Il n’existe pour I’instant pas de

données concernant une eventuelle prédisposition raciale.
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Tableau 3 : Excrétion d’oocystes par le chien : synthese des études réalisées

Source alimentaire Nombre de Jours d’excrétion, aprés Nombre Période Séroconversion Référence
(souche de N. chiens ingestion d’oocyste isolés d’observation, en (Nombre de
caninum) jours chien/total)
Total Excr
étant
Tissu infecté obtenu
expérimentalement
Cerveau souris 3 2 8-27 ND* 37 33 122
(NC2) 13-23
Cerveau souris 2 1 13-20 ND 37 1/2 122
(NC beef)
Cerveau souris 2 1 13-20 ND 37 212 122
(NC liverpool)
Cerveau Souris 2 2 5,6 4 500 000 42 1/2 104
(NC beef) Peu
Cerveau souris 3 1 13 Peu 36 3/3 107
(CKO)
Cerveau souris 3 2 7-14 810 000 36 2/3 107
(CKO cloné) 8-13, 15 161 000
Cerveau souris 2 2 17,19, 21, 22, 24 700 30 ND 77
(NC 2) 6-11, 13-17 29 900
Cerveau de souris 2 2 9,17,21,25 500 30 ND 77
(NC beef) 9,10, 12-14 1200
Cerveau de souris 2 2 10, 13, 16, 17, 300 30 ND 77
(NC IL) 6 100
Souris BALB/c 1 0 ND 0/1 157
Rat 1 1 9-13 0 ND ND 157
(HY Berlin 1996)
Cochon d’inde 5 5 5-12 2 000 000 ND 1/4 157
(HY Berlin 1996) 5-11 1 000 000 (1 ND)
5-14 0
8-13 Peu
11-13 Peu
Coeur et muscle 8 7 9-13 1 500 000 ND 0/5 157
ovin 6-10 Peu (3ND)
(HY Berlin 1996) 6-10 0
7-11 Peu
7-13 Peu
8-13 0
8-13 0
Cceur et muscle 1 0 0 ND ND 157
caprin
(HY Berlin 1996)
Cceur, Muscle et 3 3 7-12 0 ND 0/3 157
cerveau caprin 7-10 Peu
(HY Berlin 1996) 6-12 80 000
Veau 4 3 5-8, 11, 14-17 54 100 30 ND 77
(NC beef) 5-14, 16, 19 392 800
Veau 4 4 8-10, 13-16, 19, 20 25100 30 ND 77
(NC IL) 7-9 5700
10-13, 18,26, 29 345900
6-10, 14-16 95 700
Veau 5 3 ND 2 000 28 4/5 79
(NC beef, NC Liv) | adultes 1200
11 400
Veau 3 3 ND 504 400 28 2/3 79
(NC beef, NC Liv) | chiots 45 2000
500
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Tableau 3, suite

Repris de Dubey et al. (64)

Source alimentaire
(souche de N.
caninum)

Nombre de
chiens

Jours d’excrétion, apres
ingestion

Nombre
d’oocyste isolés

Période
d’observation, en
jours

Séroconversion
(Nombre de
chien/total)

Référence

Total Excr

étant

Tissu infecté obtenu
naturellement

Placenta bovin 3 3 13,15,16,25,27,30 <10 opg 60 0/3
11-16, 18
10-19, 21
Cerveau de buffle 7 4 26 (durée 275 969 30 2/4
17 excrétion) 820 655
7 21265
9 43 500

*ND : Non déterminé

Les données publiées concernant la présence d’oocystes retrouvés de maniére naturelle
dans les feces de chien sont trés peu nombreuses. En effet, les ceufs de Neospora sp. étant tres
proches structurellement des ceufs d’autres coccidies, il est difficile de les identifier, et leur

présence doit étre confirmée par essai biologique sur animaux d’expérimentation.

L’équipe de Basso et al. est la premic¢re a avoir identifié, en 2001, des ceufs
correspondant a Neospora caninum provenant d’un Rottweiler de 45 jours naturellement
atteint ; apres inoculation chez la gerbille, des souches viables de Neospora caninum ont pu
étre mises en culture(18). Par la suite, Slapeta et al. identifient des ceufs de Neospora dans les
féces d’un chien en République Tchéque en 2002 (164). En 2003, McGarry et al. retrouvent
des oocystes de Neospora caninum en quantité modérée dans les féces d’un chien de chasse,
deux fois a 4 mois d’intervalle (127). En 2005, Shares et al. examinent 24 089 échantillons de
feces de chiens, souffrant pour la plupart de désordres gastro-intestinaux (158). Des oocystes
s’apparentant a Neospora caninum furent retrouvés dans 47 prélevements, dont 28 ont pu étre
analysés et testés sur animal de laboratoire. Sur ces prélevements, 7 se sont réveles contenir
des oocystes de Neospora caninum aprés identification par PCR et essai biologique (12
prélevements contenaient des oocystes de Hammondia heydorni, 2 des oocystes Toxoplasma

gondii, 2 des oocystes de Hammondia hammondi et 6 ne furent pas identifiés).
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Une seule étude, celle de Gondim et al. en 2002 (77), s’est intéressée a I’excrétion des
oocystes sur le long terme, en réalisant un examen coprologique hebdomadaire sur 5 chiens
atteints. Deux chiens ont alors excrété de nouveau un petit nombre d’oocystes de manicre
spontanée deux mois apres la premiere expérimentation ; un total de 640, 665 et 170 oocystes
furent retrouvés dans les féces du premier chien sur trois jours consécutifs et 170, 0 et O pour
le deuxieme. La méme équipe réalisa une seconde épreuve sur ces 5 chiens en les exposant de
nouveau au parasite Neospora caninum (79). Les chiens furent une nouvelle fois nourris avec
des tissus de veaux infectés expérimentalement par Neospora caninum ; le titre en anticorps
par IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Test) ainsi que I’excrétion d’oocystes ont été ensuite
étudiés. Le résultat de cette étude est exposé dans le tableau 4. On remarque qu’apreés un
intervalle de 8 mois entre deux expositions au parasite, 2 chiens sur 2 ne ré-excretent pas
d’oocystes. A 1’opposé, lorsque I’intervalle de temps était de 18 et 20 mois, une ré-excrétion a
eu lieu, ce qui laisse a supposer qu’une immunité de 8 mois peut résulter d’une unique
exposition, mais qu’elle disparaitrait a plus longue échéance. Cependant, le faible nombre de
chiens étudiés ne permet pas de tirer des conclusions certaines, de plus, un des chiens exposés

au parasite apres un intervalle de 19 mois n’a pas ré-excrété des oocystes.

Tableau 4 : Production d’oocyste et titre en anticorps suite a une exposition répétée au
parasite Neospora caninum chez le chien
Repris de Dubey et al. (64)

Chiens exposés deux fois au parasite Chiens controles
nouvellement exposés
Temps. Oocystes Oocystes Titre en Titre en Oocystes Titre en
entre la 1*° | produit en produit en Anticorps | Anticorps produiten | Anticorps 4
etla 2°™ 1 deuxiéme avant la 4 1 semaines
exposition | exposition | exposition 2°me semaines exposition | aprés la 1°®
(en mois) | (Gondim et exposition apres la exposition
al. (77)) (IFAT) 2°me (IFAT)
exposition
(IFAT)
A 8 23 500 0 1/400 1/400 A 0 1/400
B 8 25100 0 1/200 1/400 B 2000 1/200
C 19 345900 0 <1/50 1/100 C 1200 1/200
D 20 54 100 1700 1/1600 1/1600 D 11 400 <1/50
E 18 5700 11 600 <1/50 1/800 E 0 1/200

Remarque : seuil de positivité en IFAT : 1/50,
Tous les chiens étaient séronégatifs avant leur premiére épreuve.
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Il est important de noter que dans la majorité des études, seuls certains chiens présentent
une séroconversion, et donc que 1’estimation de la prévalence de Neospora chez le chien est
peut-étre sous estimée avec les tests sérologiques. De méme, la plupart des chiens ayant
excrété des oocystes n’ont pas présenté d’atteinte clinique, ce qui rend la détection des chiens
porteurs difficile.

Pour conclure, on peut souligner le fait que le chien joue, dans le cycle de Neospora
caninum, un double réle : celui d’héte intermédiaire multipliant le parasite sous forme

tachyzoite et bradyzoite, et celui d’hote définitif réalisant la multiplication sexuée du parasite.

1.3.2.2.2. Le coyote et autres canidés sauvages: hotes

définitifs possibles de Neospora caninum

En dehors du chien, hote définitif connu et étudié de Neospora caninum, d’autres canidés
sauvages sont présumés intervenir comme héte définitif dans le cycle du parasite. Le coyote
est désormais le deuxieme hote définitif connu de Neospora caninum : apres avoir nourris 4
jeunes coyotes pendant 2 jours avec 1kg de tissus bovins infectés, des oocystes de Neospora
caninum ont été retrouvés dans les féces de 1'un des animaux (Gondim et al. (78)).
L’identification des oocystes a ét€¢ confirmée par PCR. La quantité¢ d’oocystes produite a été

estimée comme suffisante pour infecter un bovin (>300 oocystes).

Le loup est un carnivore plus proche phylogénétiquement du chien que ne ’est le coyote,
ce qui laisse a suggérer que celui-ci pourrait également étre un héte définitif. Par ailleurs, de
I’ADN de Neospora caninum a été retrouvé dans les féces de 2 renards sur 271 au Canada
(rapporté par Dubey (64))
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1.3.2.3. L’homme : un hdte possible de Neospora caninum ?

La transmission du parasite chez le macaque rhésus ayant été réalisée expérimentalement
(12), la question concernant 1’éventuel role zoonotique de Neospora caninum est soulevée. A
I’heure actuelle, Toxoplasma gondii est considéré comme le seul protozoaire du phylum des
apicomplexes a l’origine de maladie systémique chez I’homme. Cependant, si Neospora
caninum devait étre considéré comme un agent pathogéne zoonotique, on peut craindre qu’il
ait été sous diagnostiqué, de part sa ressemblance morphologique avec Toxoplasma gondii,
surtout si le diagnostic est établi de maniere conventionnelle par histologie.

Il n’existe pas pour I’instant de preuves d’une infection humaine a Neospora caninum,
méme si de faibles taux d’anticorps anti Neospora caninum ont pu étre mis en évidence dans
des échantillons sanguins. La séroprévalence humaine concernant Neospora caninum est
rapportée par Dubey et al. (64), dans le tableau 5. Il n’existe pas de contréles positifs
(manipulateur contaminé accidentellement par exemple), qui permettrait d’étalonner les tests
sérologiques, le seuil de positivité choisi arbitrairement dans chacune des études ne permet

donc pas d’affirmer qu’une personne a été en contact avec le parasite.

Tableau 5: Séroprévalence de Neospora caninum chez ’homme
Repris de Dubey et al. (64)

Pays Echantillon Nombre de Test utilisé % positif
sérum étudiés (seuil positivité)
Brésil Personnes atteintes du SIDA 61 38
Troubles neurologiques 50 IFAT (1/50) 18
, ELISA
Nouveaux nés 91 B 5
Témoins 54 6
Danemark Fausses couches répétées ELISA 0
76 IFAT (1/640)
IB
Corée Donneurs de sang IFAT (1/100) 6,7
172 ELISA
IB
Irlande du Donneurs de sang 247 IFAT (1/160) 8
Nord
Royaume Uni  Agriculteurs et femmes lors 400 IFAT (1/400) 0
de fausses couches répétées
Etats-Unis Donneurs de sang IFAT (1/100) 6,7
1029 IFAT (1/200) 0
IB
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1.3.3. Modes de transmission de Neospora caninum, hors

transmission verticale

1.3.3.1. Contamination horizontale par ingestion du parasite

La voie de contamination horizontale par ingestion d’oocystes sporulés provenant de
I’environnement est 'unique mode d’infection naturelle démontré chez I’hdte intermédiaire
apres la naissance ; la transmission entre adultes n’a jamais été décrite. Le développement et
la distribution tissulaire de Neospora caninum aprés ingestion naturelle d’oocystes n’est que
peu connu. De maniere expérimentale, on retrouve alors des kystes a bradyzoites dans le
systéme nerveux de souris 20 a 28 jours aprés l’ingestion de tissus cérébraux de chiens

infectés contenant le parasite (Dubey et al. (65)) ; McAllister et al. (122)).

L’ingestion d’oocystes a été prouvée comme étant une voie de contamination possible
chez le veau, la chevre, le mouton et les rongeurs tels que la souris, la gerbille et le cochon
d’inde (64). Par contre, si de nombreuses expérimentations ont prouvé que le chien pouvait se
contaminer par 1’ingestion de tissus contaminés (voir tableau 3), il n’existe pas de données

concernant la possibilité d’une infection apres ingestion d’oocystes.

Expérimentalement, des veaux ont pu étre infectés par ingestion de colostrum
contenant des tachyzoites (Uggla et al. (174)): aprés ingestion de lait additionné de
tachyzoites, de I’ADN de Neospora caninum a été retrouvé dans le cerveau des 4 veaux
soumis a I’expérience, mais 1’isolement du parasite a échoué. Parallelement, de I’ADN de
Neospora caninum a été retrouvé dans du colostrum de vache infectée (134), ce qui laisse a
penser qu'un tel mode de contamination est possible, mais il n’a jamais ét¢ démontré de
maniére naturelle. Chez le chien, les tentatives d’infection via le colostrum infecté par des

tachyzoites ont échoué. (41)
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1.3.3.2. Contamination vénérienne

Une contamination par voie vénérienne semble possible mais peu évidente chez la
vache et pour ’animal d’expérimentation. Chez la souris, un passage du parasite dans les
testicules 7 jours apres inoculation par voie intrapéritonéale a été démontré (Masuda et al.
(120)). Par la suite, le parasite a €té mis en évidence pour 3 souris femelles sur 7 (3/5 scid et
0/2 BALB/c) s’étant accouplées avec le male porteur.

Chez la vache, apres inoculation par voie intra-utérine du parasite, une parasitémie
(ADN du parasite présent dans le sang) a été mise en évidence, pour des quantités inoculées
allant de 102 & 10° tachyzoites (Serrano-Martinez et al. (161)). Au-deld de 10* parasites
inoculés, une sérologie positive durable a été retrouvée, ce qui confirme la possibilité d’une
contamination utérine (161). Méme si de I’ADN de Neospora caninum a été retrouvé de
maniere sporadique dans du sperme de taureaux séropositifs, a des concentrations
équivalentes a 1 a 2,8 parasites par ml de semence (et jusqu’a 7,5 parasites par ml pour un
échantillon) (138), ces résultats laissent a penser que si des parasites viables se retrouvent
dans le sperme, c’est a des concentrations faibles et de maniére exceptionnelle et donc
certainement en quantité insuffisante pour provoquer une infection. De plus, les essais de
transmission de la néosporose par insémination artificielle via du sperme contenant des

tachyzoites ont échoués : les animaux inséminés sont restes séronégatifs (31, 134).

1.3.3.3. Contamination d’hoéte a hote

Pour I’instant, la possibilité d’une transmission du parasite entre hotes intermédiaires,
d’animal a animal, n’a pas pu étre démontrée. Par exemple, lors d’une étude, 25 génisses
séronégatives ont été élevées au contact de 25 génisses séropositives. Toutes les génisses
séronegatives le sont restées et ont donné naissance a des veaux séronégatifs vis-a-vis de
Neospora caninum, alors que les génisses séropositives, bien que n’ayant montré aucun signes

clinigues, ont donné naissance a des veaux infectés congénitalement (Anderson et al. (3)).
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1.4, Neospora caninum : Caractéristiques et localisation des

différentes formes parasitaires

N. caninum est un parasite intracellulaire strict. 1l est connu sous trois formes : le kyste
a bradyzoites, la forme tachyzoite et I’oocyste. Différentes études descriptives menées par
Dubey et al. (47), Dubey et Lindsay (55), Speer et al. (166) ont permis de caractériser le
parasite Neospora caninum, peu apres sa découverte. Une étude plus récente, menée en 2002
par Dubey et al. sur les souches du parasite étudiées en 1988 ainsi que des coupes de tissus
conservées a partir des études précédentes, a ensuite apporté certaines modifications, offrant
ainsi une description réactualisée du parasite en vue de sa classification officielle (45). Par la
suite, une caractérisation biologique, morphologique et moléculaire du parasite sur une portée

de chiots naturellement infectés a été réalisée en 2004 par Dubey et al. (65).

Chacune des formes du parasite de Neospora caninum, tachyzoite et bradyzoite,
présente une ultrastructure similaire, avec tous les organites et inclusions caractéristiques des
parasites protozoaires Apicomplexa: deux anneaux apicaux, deux anneaux polaires, une
conoide, un plasmalemme accolé a une membrane interne, 22 microtubules, des rhoptries, des
mitochondries, un noyau, un complexe de Golgi, des ribosomes, des polysomes, des granules
denses, des granules d’amylopectine, des corps lipidiques, des vésicules, un réticulum

endoplasmique, des micropores, un pore postérieur.

1.4.1. La forme bradyzoite

14.1.1. Distribution du parasite sous forme bradyzoite dans

I’organisme

Les bradyzoites sont la forme de division latente du parasite. Pour 1’ensemble des
especes touchees par la néosporose, ils sont regroupés dans des kystes tissulaires retrouvés
dans le systeme nerveux central - cerveau, rétine, moelle épiniere (5) — a la différence des
kystes du toxoplasme retrouvés dans divers organes. Récemment, en 2001, Peters et al. (141)

ont rapporté la présence de kystes intramusculaire chez des chiens et des bovins naturellement
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infectés par un parasite s’apparentant a Neospora caninum. Ces kystes ont été caracterises
grace a des anticorps anti Neospora caninum et étaient retrouvés dans des fibres musculaires,
sans qu’une localisation plus précise n’ait pu étre confirmée. De tels kystes n’ont jamais été
retrouvés sur les modéles expérimentaux d’étude de la néosporose tels que les souris, gerbilles
et chats infectés expérimentalement. Ceci serait 1i¢, du moins en partie, au fait qu’il est
difficile d’induire la formation de kystes chez les rongeurs (Dubey, données non publiées).

Les kystes sont répartis de maniére inégale dans le systeme nerveux.

1.4.1.2. Description _en microscopie électronique du Kkyste a

bradyzoite

Les kystes a bradyzoites sont sphériques a ovoides et ne possédent ni cloison ni paroi
secondaire. Leur taille est variable : dans la premiére étude descriptive menée sur le parasite
Neospora caninum, en 1988, des kystes de grande taille — 55 a 107 um — avaient étés observes
sur des coupes de cerveau de caniche (Dubey et al. (47)). Depuis, de telles valeurs n’ont pas
étés observées : la taille moyenne des kystes de Neospora caninum s’échelonne selon les
études entre 15 et 60 pm, en fonction du nombre de bradyzoites contenus dans le kyste (65).
Au cours d’une étude menée par Dubey et al. en 2004 (65), des préparations a base de 2 a
3mm? de tissu cérébral de trois chiens atteints de néosporose ont été examinées afin de décrire
précisément les caractéristiques biologiques, morphologiques et moléculaires du parasite.
Cette ¢étude a permis de mettre en évidence l’irrégularité de répartition et d’aspect de
Neospora caninum chez un individu. En effet, si la plupart des échantillons de cerveau
étaient dépourvus de parasites, on pouvait compter jusqu’a 12 kystes pour certaines coupes.
Les kystes observés vont de 14 um de diameétre contenant 15 bradyzoites seulement pour les
plus petits, jusqu’a 65 um, contenant de nombreux bradyzoites pour les plus grands. Chaque
kyste est délimité par une paroi, constituée d’une fine membrane plasmique externe, ¢lectron-
dense et d’une couche granulaire interne, comprenant des vésicules et des granules.
L’ensemble de ces deux structures forme la paroi du kyste, souvent ondulée ou irréguliére,
d’une épaisseur moyenne comprise entre 1 et 4 pm. Cette €paisseur peut varier pour un méme
kyste : dans la méme étude de 2004 (Dubey et al. (65)), des valeurs comprises entre 0,7 um et
2,4 um ont été mesurées pour la méme structure kystique, mais sans protrusion de la paroi.

Pour Jardine (91) I’épaisseur de la paroi des kystes est directement liée a la chronicité de
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I’infection : plus I’infection est ancienne, plus celle-ci est épaisse. Cette affirmation est remise
en question par Dubey en 2002 (45), pour lequel la relation entre maturité du parasite et taille
des kystes n’est pas établie.

Les kystes retrouvés dans les fibres musculaires sont similaires a ceux trouvés dans le
systéme nerveux. lls contiennent chacun de 14 & 50 bradyzoites et mesurent moins de 50 um

de longueur (9).

1.4.1.3. Description en microscopie électronigue du bradyzoite

Les parasites sous leur forme bradyzoite ont un aspect incurvé, avec un noyau proche
de I’extrémité postérieure. Leur taille est en moyenne de 6,5 x 1,5 um, avec des valeurs
extrémes allant de 4 & 8 um pour la longueur et 1 a 2 pm pour la largeur.

Les bradyzoites possedent une conoide a 1’extrémité antérieure, des micronémes, des
rhoptries, de ’amylopectine et un noyau.

Les micronémes sont nombreux, mesurent approximativement 232 x 58 nm et sont
regroupés dans le tiers antérieur du bradyzoite pour la plupart, méme si on en retrouve
certain postérieurement au noyau. Selon 1’étude de Dubey et al. de 2004, (65) ils ne sont pas
répartis selon un schéma particulier. Dans des études antérieures menées par Jardine (1996)
(91) Bjerkas et Dubey (1991) (21) ; Barr et al. (1991) (11); Speers et al. (1999) (166) ; Peters
et al. (2001) (141) ; les micronémes observés étaient parfois organisés orthogonalement a la
membrane du parasite.

Les rhoptries se répartissent sur toute la longueur du parasite ; leur contenu est
électron-dense. Leur nombre moyen varie selon les études : pas plus de 3 par parasite selon
Dubey et al.. (65), alors qu’une moyenne de 6 a 12 rhoptries était couramment observee dans
les études antérieures (Bjerkas et Perthus en 1988 (24) ; Barr et al. en 1991 (11))

Les granules d’amylopectine sont situées principalement dans le tiers moyen du
bradyzoite. Un micropore est parfois visible au niveau de I’extrémité conoidale du parasite
(65).
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Figure 2 : image en microscopie électronique de Neospora caninum
Repris de Dubey et al. (64)

20.0 ym

A Frottis hépatique d’une souris infectée expérimentalement par Neospora caninum montrant de nombreux
tachyzoites (coloration Giemsa). Les tachyzoites varient en dimension, en fonction de leur stade de division :

(a) mince tachyzoite (b) tachyzoite avant division, et (c) trois tachyzoites en division. La taille d’'une hématie est
donnée par comparaison (fléche)

B Coupe histologique montrant un kyste tissulaire dans un neurone de la moelle épiniére d’un veau infecté
congénitalement (coloration hématoxyline et éosine). La paroi du kyste est épaisse (entre les deux tétes de
fleches) ; il contient de nombreux petits bradyzoites (téte de fleche transparente). Le noyau de la cellule héte est
repoussé en périphérie.

C Oocyste non sporulé (fleche) avec un amas indivisé dans les féces d’un chien.

D Oocyste sporulé (fleche) comprenant deux sporocystes.
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1.4.2. La forme tachyzoite

1.4.2.1. Distribution du_parasite sous forme tachyzoite dans

I’organisme

Le tachyzoite est la forme de division rapide du parasite, a 1’origine des dommages
tissulaires et assurant la propagation du parasite a I’intérieur de I’héte. IIs se divisent en deux
rapidement par endodyogénie et on peut en observer jusqu’a 100 dans une unique cellule (45).

Chez le chien infecté, on retrouve couramment des tachyzoites dans de nombreux types
cellulaires : muscles striés squelettiques, particulierement le muscle quadriceps lors de
troubles neurologiques touchant ’arriére train, mais aussi masséter et muscle temporal ;
muscle de I’cesophage ; myocarde. On en retrouve également dans le poumon, les hépatocytes
et de maniére moins fréquente dans les reins, le pancréas, les glandes surrénales et 1’utérus
(Barber et al. (5)). On peut remarquer que si le parasite a été observé sur des coupes
histologique d’cesophage, il n’a jamais ét¢ mis en évidence dans les autres parties du tractus
intestinal, d’ou le manque de connaissance au sujet du cycle de développement intra-intestinal
du parasite.

Dans I’espéce bovine les études ont prouvé la présence de tachyzoites dans de trés
nombreux types cellulaires incluant les neurones, les cellules de I’endothélium vasculaire, les
macrophages alvéolaires, les cellules du myocarde, les hépatocytes, les cellules rénales, les
trophoblastes du placenta (Barr et al. (5) ; Dubey et al. (45); Dubey et al. (46))

1.4.2.2. Description en microscopie électronigue

Les tachyzoites sont de forme ovoide, lunaire ou parfois globuleuse en fonction de leur
stade de division. On les observe au mieux suite & une coloration May-Grinwald-Giemsa. On
les retrouve au sein d’une vacuole parasitophore, qui inclut en outre des tubules. Lors de leur
premiére description en 1988 (Dubey et al. (47)) cette vacuole parasitophore, fine et parfois
invisible sur certaines préparations, n’avait pas été mise en évidence dans les prélevements de
foie et de derme étudiés. Sa présence fut démontrée un peu plus tard, toujours en 1988, par la
méme équipe (Dubey et al. (50)) lorsque le parasite fut isolé en culture cellulaire.
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La taille du tachyzoite est de 3 @ 7 um sur 1 a 5 pm en fonction de son stade de division.
(45). On retrouve les mémes organites que ceux contenus dans le bradyzoite, & savoir : un
conoide, plusieurs micronémes (jusqu’a 150), une mitochondrie, un nucléus et des rhoptries.
On retrouve 6 a 16 rhoptries de densité homogene, dans chaque tachyzoite, et parfois jusqu’a
6 rhoptries postérieurement au noyau. Des micropores n’ont étés observés que sur culture in

vitro et non in vivo (108).

1.4.3. Les oocystes

Les oocystes sont excrétés non sporulés dans les excréments de I’hote définitif. Ils sont de
forme sphérique ou sub-sphérique et mesurent en moyenne 11,7 sur 11,3 um ; le ratio
longueur sur largeur est de 1,04. Les oocystes de Neospora caninum ne contiennent ni
micropyle, ni residuum. (Lindsay et al. (104))

Il n’y a pas de granules polaires, bien que, occasionnellement, on puisse retrouver des
granules réfringents en microscopie électronique au niveau des sporozoites contenus dans
I’oocyste (104).

Dans la majorité des observations, chague oocyste contenait deux sporocystes, comme
c’est le cas pour Isospora, ce qui rend les deux entités difficiles a distinguer. Cependant, des
oocystes s’apparentant au genre Caryospora, avec un sporocyste et 8 sprorozoites sont
occasionnellement retrouvés.

Les sporocystes sont de forme ellipsoidale et mesurent 8,4 um sur 6,1 um en moyenne. Le
ratio longueur sur largeur pour les sporocystes est de 1,37. Un groupe de petites granules,
formant un residuum sphérique a I’intérieur du sporocyste est fréquemment observé.

On retrouve 4 sprorozoites dans chacun des sporocystes. Ceux-ci sont de forme
allongés et mesurent 7 a 8 pm de longueur sur 2 a 3 um de largeur.

Apres excrétion, les oocystes de Neospora caninum sporule en 24 heures si les conditions

sont optimales (37°C ou température ambiante) (104)

La différentiation formelle en microscopie entre les oocystes de Neospora caninum et les
oocystes d’autres parasite proches tels que Hammondia ou Toxoplasma est actuellement
impossible (166). Pour différencier ces différentes especes, des tests génétiques (recherche
d’ADN par PCR) ou des essais biologiques par inoculation a I’animal d’expérimentation sont

obligatoires.
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1.4.4. Variation inter-especes

1.4.4.1. Différenciation entre Neospora caninum et Neospora

hughesi

Marsh et al. décrivirent pour la premiere fois une nouvelle espéce de Neospora,
Neospora hughesi, propre au cheval, en 1998 (118). Le parasite isolé avait été obtenu par
inoculation a 1’animal d’expérimentation de cultures cellulaires de tissus nerveux d’un cheval
californien. Il montrait des différences avec Neospora caninum au niveau de la séquence
ITS1 du génome (7 nucléotides différents) ainsi que sur la morphologie des kystes tissulaires.
Depuis, Neospora hughesi a été isolé sur un cheval en Oregon en 2001 (Dubey et al. (57)) et
sur un cheval en Alabama en 2002 (Cheadle et al. (33))

Les criteres de différentiation entre Neospora caninum et Neospora hughesi ont été
rapportés par Dubey et al. en 2002 (45). Les tachyzoites de Neospora hughesi apparaissent
morphologiquement similaires a ceux de Neospora caninum. Seuls 6 kystes ont été retrouvés
dans le cerveau du cheval californien, ceux-ci mesuraient 6,9 a 16,0 sur 10,7 a 19,3 pum, et
I’épaisseur de leur paroi était comprise entre 0,15 et 1,0 um, ce qui est inférieur aux valeurs
de I’épaisseur communément retrouvée pour Neospora caninum. Les bradyzoites mesuraient
4,4 25,8 sur 1,7 a2,8 um, et contenaient chacun 13 a 24 rhoptries (4 a 8 um sur 1 a 2 um pour
Neospora caninum, avec 4 a 12 rhoptries). 1l semblerait que les bradyzoites de
Neospora hughesi soient plus grand que ceux de Neospora caninum. Aucun kyste tissulaire
n’a été retrouvé sur le cheval de I’Oregon, et ils n’ont pas pu étre retrouvés apres infection
expérimentale chez la souris et la gerbille (57).

Il semblerait d’ailleurs que la gerbille ne soit pas sensible & Neospora hughesi, alors
qu’elle est sensible a Neospora caninum : les gerbilles inoculées ne déclenchent pas de
maladie ; une séroconversion ainsi que quelques Iésions tissulaires sont tout de méme
observées (57).

Les oocystes et 1’hote définitif de Neospora hughesi ne sont pas pour I’instant
identifiés. Un essai d’infection du chien par ingestion de cerveau de souris contaminées par
Neospora hughesi a échoué, mais seulement deux chiens ont été utilisés dans cette étude
(Walsh et al. (180))
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Genétiqguement, les deux espéces Neospora caninum et Neospora hughesi sont
clairement différentes. Les antigénes de surfaces de Neospora hughesi (SAG1, SRS2) ainsi
que les proteines GRAG et GRATY different des protéines équivalentes de Neospora caninum
(57 ; 180) et la séquence ITS1 de I’ADN de Neospora caninum montre des différences avec
celle de Neospora hughesi.

1.4.4.2. Différentiation entre les souches bovines et canines de

Neospora caninum

Lors des premiéres identifications de Neospora caninum, des différences morphologiques
avaient été notées entre les observations faites chez le chien et les bovins. Il a été montré par

la suite qu’aucune différence morphologique n’existait entre les parasites d’origine canine ou

bovine (Jardine (91))

1.4.5. Resistance du parasite

Peu de données existent concernant la résistance du parasite dans 1’environnement.

La forme tachyzoite du parasite perd son caractere infectieux aprés passage dans I’acide
peptique, ce qui n’est pas le cas de la forme bradyzoite. Ce caractére du parasite a renforcé
I’hypothese d’un hote définitif carnivore au début des recherches concernant le parasite
(rapporté par Dubey et al. (64)). Les kystes tissulaires et bradyzoites semblent résister
jusqu’a 10 jours a la réfrigération a 4°C : si on inocule a une souris KO (Knock Out) des
kystes tissulaires conservés 7 et 10 jours a 4°C, celle-ci meure de néosporose aigue. Par
contre ni lésions ni séroconversion ne sont notées si les kystes sont conserves 23 et 31 jours
(Dubey et al. (65)). La congélation fait également perdre le caractére infectieux (rapporté par
Dubey et al. (65))

Une autre étude montre que les oocystes perdent leur caractere infectieux aprés une

conservation de 46 mois dans le I’acide sulfurique a 2% et a 4°C (Uzeda et al. (175))
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1.5. Neospora caninum: agent de la néosporose chez les

mammiferes

1.5.1. Pathologie générale

Chez I’hote intermédiaire, la multiplication des tachyzoites de Neospora caninum dans
les différents tissus de I’organisme est capable d’induire la formation de 1ésions nécrotiques
extensives en quelques jours. La principale manifestation de cette multiplication est la
survenue de troubles de la reproduction, et particulierement d’avortement, qui feront I’objet

d’une étude spécifique.

En dehors des troubles de la reproduction, les troubles neuromusculaires sont le plus
fréquemment rencontrés, par destruction d’un grand nombre de cellules nerveuses, dont les
cellules des nerfs craniens et périphériques, ce qui affecte en outre la conductivité des cellules
lésées(55). La néosporose a également été associée, chez le chien, a des lésions de nécrose
hépatique, nécrose pancréatique, pneumonie et dermatite pyogranulomateuse (28 ; 32; 48;

80 ; 103) Une exacerbation des I€sions est associée a I’administration de corticostéroides.

La durée pendant laquelle les kystes tissulaires a bradyzoites peuvent persister dans
I’organisme est inconnue, mais on retrouve des formes viables du parasite un an apres
infection expérimentale chez la souris. On retrouve parfois des granulomes entourant des
kystes tissulaires degénérescents ou des bradyzoites, ce qui laisse suggérer que certains kystes

pourraient se rompre, d’ou une réaction inflammatoire focale de la part de I’hote (48).

Les symptdmes associés a la néosporose sont surtout rencontrés chez de jeunes animaux
infectés congénitalement. Chez la vache adulte, les troubles de la reproduction sont en effet
les seuls symptémes observables. Les pics de fiévre biphasiques, observés chez des vaches,
des chats, un cheval et des brebis apres inoculation de Neospora caninum (Innes et al. (90) ;
Dubey et al. (58) ; McDole et Gay (126) ; Macaldowie et al. (115)) n’ont jamais été rapportés
dans les cas d‘infections naturelles. A part chez le chat immunodéprimé — ou deux déces sur

trois chats inoculés sont survenus (Dubey et al. (58) — les animaux inoculés
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expérimentalement avec des doses importantes de tachyzoites n’ont pas exprimé de
symptomes cliniques autres que I’hyperthermie.

Chez le chien adulte, des cas d’atteinte neurologique, de pneumonie ou de dermatite sont
exceptionnellement décrits, alors que des troubles neuromusculaires sont courants chez le

jeune infecté de maniere congénitale (103).

Bien qu’il n’existe pas de cas de transmission naturelle de néosporose chez les
rongeurs, ceux-ci ont été largement utilisés pour diverses expérimentations. L’induction d’une
néosporose clinique est difficile sans D’aide d’immunodépresseurs, comme la
méthylprednisolone. Les rongeurs présentant une certaine résistance au parasite. Les souris
« nude » et « knockout », déficiente en interferon y ou lymphocytes B sont particuliérement
sensibles a Neospora caninum et peuvent déclencher de véritable néosporose « aigue » (153).
Lors de néosporose aigue, la pneumonie hystio-lymphocytaire est la lésion dominante, alors
qu’en cas de néosporose subaigue ou chronique, les lésions touchant le systéme nerveux :
méningo-encéphalite, encéphalite nécrotique et gliose multifocale dominent. La gerbille serait
plus sensible que la souris au parasite, alors que des traitements immunosuppresseurs

importants sont nécessaires pour infecter le rat. (Buxton et al. (30))
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1.5.2. Apercu des méthodes de diagnostic de la néosporose

15.2.1. Diagnostic histologique

Le diagnostic anatomo-pathologique est une proceédure intéressante pour orienter le
diagnostic de néosporose. En effet, la multiplication du parasite dans les tissus de 1’hote induit
des lésions microscopiques typiques, nécrotiques et inflammatoires, retrouvées dans divers
organes, mais surtout dans le systeme nerveux. Les Iésions macroscopiques sont rares, mais
peuvent étre présentes dans le cerveau, le cceur, le foie des animaux atteints (avortons et
jeunes) ((8); (17); (30); (37); (115); (136)). Les lésions spécifiques retrouvées lors

d’infection congénitales seront développées par la suite.

L’examen de coupes histologiques d’organes peut également permettre la mise en
¢évidence directe du parasite, par coloration a I’Hematoxyline et a I’Eosine (HE). Cependant,
le nombre de parasites est généralement faible et Neospora caninum est un parasite difficile a
reconnaitre d’autres parasites proches comme Toxoplasma gondii et Hammondia sp (Dubey et
Shares (63)).

15.2.2. Diagnostic immuno-histochimique

Le diagnostic par immuno-histochimie est plus a méme de diagnostiquer directement
des infections a Neospora caninum. Des anticorps poly et mono clonaux peuvent ainsi étre
employés pour révéler la présence d’antigeénes du parasite sur des coupes histologiques
tissulaires (63). Par immuno-histochimie, le parasite est le plus souvent retrouvé dans le
cerveau et le coeur, mais moins souvent dans d’autres organes comme le placenta, peut étre a
cause de la forte concentration en péroxydase de ce dernier, qui nécessite un traitement

specifique (63).
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1.5.2.3. Démonstration de la viabilité du parasite

Afin d’attribuer de maniére certaine les lésions observées au parasite Neospora
caninum, la viabilité du parasite devrait étre démontrée, car il existe de nhombreux animaux
infectés asymptomatiques. Cependant, les essais d’isolement du parasite viable par culture
cellulaire ou essai biologique sur animal d’expérimentation sont souvent suivis d’échec.
Ainsi, des souches viables du parasite n’ont pu étre isolées que pour une vingtaine de bovins
analysés (Dubey et Schares (63)), quelques isolats de cheval, chien (Dubey et al. (49)) et de
ruminants sauvages (voir tableau 1) ce qui est trés faible par rapport au nombre de cas
rapportés. Cet échec pourrait étre di au fait que le parasite meure le plus souvent en méme
temps que son hote. Pour la réalisation de ces tests, les tissus infectés sont digérés dans de la
trypsine ou de la pepsine, puis centrifugés, lavés et homogénéisés dans du sérum
physiologique. La solution obtenue est ensuite mise en culture cellulaire ou mieux, injectée a
I’animal d’expérimentation. La souris immunodéprimée serait la plus a méme de déclencher
la maladie. Ce diagnostic, méme s’il apporte le plus de certitudes concernant I’infection, car
démontre la présence de parasites pathogeénes dans I’organisme étudié, est difficile & mettre en

place de maniére courante.

1.5.2.4. Diagnostic par Polymerase Chain Reaction (PCR)

La PCR joue un role de plus en plus important dans le diagnostic des infections a
Neospora caninum, car elle permet la détection directe la plus facile du parasite. La plupart
des protocoles utilisés permettent la détection de I’ADN du parasite dans les tissus des
avortons ou des hotes intermédiaires, mais certains tests peuvent s’effectuer sur fluide
amniotique ou cérébrospinal (Dubey et Schares, (63)) ou sur feces de chien ou de coyote
(Gondim et al. (77) et (78); Basso et al. (18)). Récemment (2003), I’identification d’ADN de
Neospora caninum par PCR a été possible dans le colostrum (Moska et al. (134)) et le sperme
de taureau (Ortega Mora et al. (138)). Il semblerait que le cerveau soir le plus @ méme d’étre

utilisé pour une détection du parasite par PCR, suivi du cceur, des poumons et des reins (63).
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La détection de Neospora caninum par PCR repose sur I’amplification d’une
séquence spécifique d’ADN, appelée cible, par cycles successifs de dénaturation, hybridation
et élongation, puis sa révélation. Différentes cibles ont été proposées pour le parasite
Neospora caninum, la séquence 18S de I’ADN ribosomal, la séquence 28S de I’ADN
ribosomal, le géne pNc5, la séquence ITS1. Pour la majorité des protocoles développés, une
bonne spécificité a été retrouvée, et aucune amplification n’est survenue pour ’ADN de
Toxoplasma gondii et de Sarcocystis cruzi, qui peuvent tout deux contaminer les mémes hétes
intermédiaires (63). La plupart des tests ont été développés avant de connaitre 1’existence de
Neospora hughesi, et depuis que le génome des sequences ITS1 et 28S (ADN ribosomal) de
Neospora hughesi est connu, il semble évident qu’il différe au moins par une paire de base de
Neospora caninum pour ces séquences. Les PCR basées sur ces séquences cibles de Neospora
caninum ne sont donc pas capable de détecter Neospora hughesi, ou alors avec une sensibilité
moindre. Actuellement, il existe des tests PCR spécifiques de Neospora caninum pour
lesquels ’ADN de Neospora hughesi n’est pas amplifié, mais aucune PCR spécifique de

Neospora hughesi n’a été développée.

Les avantages et inconvénients de chaque méthode de diagnostic direct de
Neospora caninum sont donnés dans le tableau 6.
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Tableau 6 : Comparaisons des différentes méthodes de diagnostic direct de

Neospora caninum

Repris de Leleu (101) d’aprés Pitel et al. (144)

Technique Avantages Inconvénients Prélevements Modalité de
transport
- Technique de
référence
- Visualisation des | - Trés difficile si
foyers de nécrose autolyse ,
, - Encéphale
entourés de cellules | - Demande une - Ceour - Eormol
H|sto|og|e inflammatoires hablltude_d,e lecture | Muscles - Liquide de Bouin
- Eventuellement - Nécessité de -
. . squelettiques
observation de plusieurs coupes,
tachyzoites ou jamais exhaustives
kystes tissulaires
- Co(t modéré
- Distinction de - Difficile si
Neospora des autres | autolyse
Apicomplexa - Qualité de
Immuno- —’\/_lsuallsatlon des | I’anticorps - Encéphale - Eormol
histochimie Iesmqs etdu - ngande une - Ceour - Liquide de Bouin
IS parasite habitude de lecture
- Utilisables chez - Nécessité de
les feetus plusieurs coupes,
mommmifiés jamais exhaustives
- Détection d’ADN . .
5 - - Nécessite un
a partir de - L g ,
. materiel spécifique | - Encéphale et cceur . .
nombreux tissus : - Frais ou congelé,
... | enlaboratoire surtout
PCR - Grande sensibilité sous couvert du
P - Pas de - beaucoup de types .
et spécificité L . : : froid
; . .| visualisation des tissulaires possibles
- Possible méme si lésions
début d’autolyse
- Permet
I’isolement du A .
arasite et sa - Long, colteux - Encéphale
Culture/ parastte €t s - Non applicable en | - Ceeur - Frais, sous couvert
. . caractérisation . , P .
inoculation routine, réservé a la | - Muscles du froid

- Mise en évidence
du pouvoir
pathogéne

recherche

squelettiques

49




1.5.25. Diagnostic sérologigue

La sérologie, sur sang, ou plus récemment sur le lait, et la méthode la plus
couramment employée pour diagnostiquer I’infection a Neospora caninum. Les tests
sérologiques ont 1’avantage de pouvoir étre réalisés de maniére ante-mortem et d’apporter des
indications concernant le stade de 1’infection, par contre, ils ne sont que le témoin indirect de
I’infection. Les anticorps (Immunoglobuline G, IgG et immunoglobuline M, IgM)
apparaissent chez ’animal contaminés quelques jours seulement aprés 1’infection primaire.
Chez la vache, le taux d’IgM montre un pic deux semaines apres ’infection, puis décline
lentement, alors que le pic en 1gG est atteint 3 a 6 mois aprées infection expérimentale (Uggla
et al. (174) ; Trees et al. (172)). Les anticorps peuvent persister toute la vie de 1’animal chez

le bovin, et plus de 4 ans chez le chien, mais de maniere fluctuante au cours de temps.

Actuellement, les deux types de tests majoritairement utilisés pour diagnostiquer une
infection & Neospora caninum sont I’IFAT (Indirect Fluorescent Antibody Test) et ’ELISA
(Enzyme Like Immunosorbent Assay). Il existe de nombreuses variantes de procédures pour
ces tests, mais la plupart sont basées sur I’utilisation de souches bovines ou canines de
tachyzoites issus de cultures cellulaires permettant la détection des anticorps présents dans le

sérum et, depuis 2005, dans le lait ou le colostrum (Bjorkman et al. (26) ; Bartels et al. (15)).

1.5.25.1. Test IFAT

Les antigénes utilisés en IFAT sont des tachyzoites entiers fixés sur lame. Cette
technique demande une grande habitude de lecture, car seule la fluorescence compléte du
tachyzoite doit étre prise en compte. Elle reste cependant la technique de référence concernant
la recherche sérologique de Neospora caninum. Cette technique détecte les anticorps diriges
contre la surface du tachyzoites, qui fournit de nombreux antigenes trés specifiques de
Neospora caninum, ce qui a été démontré par 1’utilisation d’anticorps monoclonaux (Baszler
et al. (19) ; Bjorkman et Hemphill (25)). Il est important de savoir que la détection d’anticorps
par 'IFAT peut donner des faux positifs si le sérum foetal bovin utilis€ pour la culture
cellulaire intermédiaire contient déja des anticorps dirigés contre Neospora caninum.

En raison de la forte prévalence de la néosporose subclinique, la plupart des sérums bovins
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commercialisés contiennent ces anticorps (Dubey et Schares (63)). Un seul test IFAT est
disponible dans le commerce (voir annexe 2 : méthodes de diagnostic commercialisées pour

la détection de Neospora caninum)

1.5.25.2. Test ELISA

De nombreux tests ELISA ont été décrits et développés pour la recherche des
anticorps de Neospora caninum et sont disponibles dans le commerce (Voir annexe 2). Ces
ELISA utilisent différents substrats : tachyzoites entiers ou fixés, extraits de tachyzoites
solubilisés dans de I’eau ou dans des détergents, antigénes naturels ou recombinants de
Neospora caninum. Les antigenes recombinants pourraient prendre une place plus importante
dans le futur car ils sont plus facile a produire en grande quantité et autorisent une meilleure

standardisation des résultats.

Récemment, des modifications ont été apportées pour améliorer la spécificité des tests
ELISA, comme I’utilisation de complexes de stimulation immuns (Immuno Stimulating
COMplex, pour ISCOM ELISA), d’anticorps monoclonaux spécifiques a certaines
immunoglobulines ou a des antigenes de surfaces des tachyzoites, et de clones d’antigenes
spécifiques de Neospora. En outre, une amélioration du test ELISA permet de mesurer
I’avidité des immunoglobulines G (IgG), ce qui autorise ainsi a différencier les infections
chroniques, a haute avidité des 1gG, des infections aigues, a faible avidité (Bjorkman et al.
(27) ; Schares et al. (156))

Chez le cheval, les tests sérologiques utilisant des antigénes de Neospora caninum
peuvent étre utilisés pour détecter des anticorps dirigés contre Neospora hughesi, car il existe
une antigenicité croisée entre les deux especes de Neospora (Vardeleon et al. (177)).
Récemment, un test ELISA utilisant un antigéne recombinant spécifiqgue de Neospora
hughesi, ’antigéne de surface 29-kDa (NhSAGL) a été développé et a montré une grande

spécificité et une grande sensibilité, en comparaison avec les techniques d’immunobloting

(Hoane et al. (86)).

Des protocoles sont maintenant disponibles dans le commerce pour la recherche

d’anticorps contre Neospora caninum dans le lait ou le colostrum, individuellement ou par
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mélange sur lait de tank (15, 26). Ces tests seraient capables de détecter avec une bonne
sensibilité et une bonne spécificité une prévalence de 15% dans un troupeau (15). Deux de ces

tests sont couramment disponibles en France et présentés en Annexe 3 et 4.

15.25.3. Immunoblotting

Une technique d’immunobloting a montré sa haute efficacité en mati¢re de spécificité et
de sensibilité, pour I’espeéce bovine. Lors de I’immunobloting, les protéines (ici antigénes de
Neospora) sont tout d’abord séparées par ¢électrophorése, transférée sur un filtre
(nitrocellulose le plus souvent) puis détectées immunologiquement a I’aide du sérum a tester.
Différents antigénes dominants de Neospora caninum ont été identifiés (Bjerkas et al. (22)),
qui donnent une réaction forte avec les sérums positifs. La réaction est meilleure avec les
antigenes non dénaturées, ce qui laisse penser que la conformation des épitopes est impliquée
dans la réponse immunitaire. (Dubey et Schares (63)) Cette technique est recommandee
lorsque ’ELISA ou I'IFAT donne des résultats ambigus et elle peut étre d’une aide cruciale
pour interpréter d’éventuelles réactions croisées ou méme pour différencier chez les nouveau-
nés les anticorps d’origine maternelle ou feetale. Cependant, ce test n’est pas utilisé de

maniére courante.

1.5.254. Agglutination directe : NAT

Les tests d’agglutination directes (NAT : Neospora Agglutination Test, ou DAT : Direct
Agglutination Test) qui ne nécessitent pas d’anticorps secondaires spécifiques d’espéce, sont
également utilisés pour le diagnostic des affections a Neospora caninum (Romand et al.
(155)). Un test d’agglutination est commercialisé par Vétoquinol en France, il est présenté en

annexe 5.
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1.5.255. Notion de seuil et de comparabilité

Pour de nombreuses espéces, la séropositivité vis-a-vis de Neospora caninum est
considérée comme un caractére acquis a vie et il existe ainsi de nombreux infectés chroniques
asymptomatiques. Trouver des anticorps anti-Neospora caninum ne signifie donc pas qu’un
animal est atteint cliniqguement de néosporose, mais que celui-ci a été en contact avec le
parasite & un moment de sa vie. De plus, le taux peut fluctuer et devenir, de temps en temps,
en dessous du seuil de détection (Pabon et al. (139)).

Cette notion méme de seuil de positivité a été 1’objet de nombreux débats. La difficulté
concernant 1’¢laboration de seuil de positivité concernant I’infection a Neospora caninum est
qu’il n’existe pas de standard auquel se référer, aucune méthode n’a été validée par la
démonstration de parasites viables pour définir un animal positif (Dubey et al. (64)). Ce n’est
gue récemment que les méthodes de détection de Neospora caninum ont été évaluées et les
seuils de positivité optimiseés.

Pour la majorité des études comparatives, les différents tests utilisés avaient montré un
haut degré de concordance négative (P> 0,84), mais un degré modéré de concordance positive
(P=0,25 a 0,96) (92, 100, 163, 179, 181), a mettre en relation avec 1’utilisation de certains
tests ELISA qui manguaient de spécificité.

Pour I’espece canine, selon Silva et collaborateurs, dans une étude de 2007, (163) les tests
ELISA utilisant des parasites entiers pour la détection des anticorps doivent étre regardés avec
circonspection, surtout si le titre en anticorps est faible. Cependant, les études menées sur les
tests sérologiques utilisant des antigenes de Neospora caninum ont donné de bons résultats
(Pinheiro et al. (143)).

Concernant I’TFAT, il est difficile de trancher concernant un seuil de positivité. En effet
cette méthode dépend en grande partie de la qualité du matériel utilisé pour évaluer la
fluorescence. En conséquence, il serait justifié que chaque laboratoire établisse sa propre
valeur seuil (Schares et al. (63)). En général, pour ’espéce canine, le seuil de 1/50 est choisi
comme seuil de positivité et semble le plus approprié pour diagnostiquer une infection a

Neospora caninum chez le chien (Cole et al. (51) ; Pinheiro et al. (143))
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Depuis I’amélioration des tests, il semble que la plupart des méthodes employées dans
le commerce soient de bonne qualité pour explorer la prévalence vis-a-vis de
Neospora caninum dans une population bovine (Von Blumrdder et al. (181)) ou canine
(Pinheiro et al. (143)) et que les réactions croisées avec les antigénes de Toxoplasma gondii

ou Sarcystis sp., si elles surviennent, sont désormais mineures (Lally et al. (100)).

Une étude de 2008 a comparé les résultats de I’IFAT avec ceux de la PCR quantitative. Il
semblerait que I’IFAT sous estimerait la séroprévalence des populations canines : sur les 32
PCR positives, seules 8 ont donné un résultat positif par IFAT, ce qui serait peut-étre di au
fait que les infections chroniques, ou le parasite est enkysté, ne stimulent pas assez le systeme

immunitaire (Ghalim et al. (73)).

Une synthése des avantages et limites des différents tests de diagnostic indirect est donnée
dans le tableau 7.

Tableau 7 : Comparaisons des différentes méthodes de diagnostic indirect de Neospora
caninum
Repris de Leleu (101), d’aprés Pitel et al. (144)

Technique Avantages Limites Prélévements

- Méthode sérologique de - Lecture subjective
nécessitant une certaine

IFAT référence - Sérum

- Rapide et peu colteux expérience
- Seuil non standardisé

- Automatisation possibles
- Diversité des kits . - - Sérum
ELISA commercialisés - Seuil non standardise - Lait, colostrum

- Réalisable sur lait

- Spécifigue et trés sensible , .
P q - Nécessité d’un nombre

NAT - ’Pas Fie réactif spécifique important de tachyzoites - Sérum
d’espéce
;er;l;ﬁ?e spécifique et trés | Long, cotteux, | sérum
Western Blot - Permet de décrire Eggﬂgfcnﬁsm utilisépour fa - Fluides feetaux

I’intensité de la réponse
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1.6. Neospora caninum : séroprévalence générale

La séroprévalence vis-a-vis de Neospora caninum a été évaluée chez le chien, le bovin et
de nombreuses espéces domestiques ou appartenant a la faune sauvage.

Méme si I’ensemble des données ne peut étre comparé, du fait de la diversité des tests et
des seuils de positivité utilisés, les études de séroprévalence réalisées montrent tout de méme

que le parasite Neospora est présent sur les 5 continents et touche de nombreuses espéces.

1.6.1.1. Séroprévalence de Neospora caninum dans 1’espéce bovine

La séroprévalence de Neospora caninum dans 1’espéce bovine est donnée dans le tableau
8 pour les vaches laitiéres et 9 pour les vaches allaitantes (repris de Dubey (64))

Une étude internationale européenne de 2006 a permis de lever le biais de
comparabilité des prévalences, en étudiant a 1’aide d’un test ELISA standardisé la
séroprévalence intra-troupeau, inter-troupeau et individuelle de la néosporose bovine en
Allemagne, au Pays-Bas, en Espagne et en Suede (Bartels et al. (14)). Dans cette étude, des
différences considérables de prévalences ont été obtenues entre les troupeaux, mais aussi au
sein des troupeaux en fonction du pays, de la région, du type d’¢élevage, de 1’age et de la race.
Ainsi, la prévalence individuelle réelle de la maladie (estimation de Rogan Gladen) varie de
0,5% en Suéde, a 16,2% en Espagne, alors que la prévalence de troupeaux atteints varie de
30% en Suede a 80% de troupeau atteint au Pays-Bas. Dans cette méme étude, la prévalence
individuelle de la maladie apparait comme plus élevée pour les bovins laitiers par rapport aux
bovins allaitants en Allemagne et au Pays-Bas (respectivement 4,1%, 13,3%, 15,8% de bovins
laitiers atteints en Allemagne, Pays-Bas et Espagne, contre 1,6%, 9,9% 16,2% de bovins
allaitant). Pour chaque pays, des facteurs ont pu étre associés significativement a des

différences de séroprévalence, tels que 1’age, la race, mais ils n’ont pas été retrouvé entre les

pays.
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Tableau 8 : Prévalence sérologique des anticorps de N. caninum chez les vaches laitiéres

Repris de Dubey et al. (64)

Pays Région Nombre d’animaux | Nombre de | % Test Titre/nom
(détails révélateurs) | troupeaux positif commercial
Argentine La Plata 33 3 51,5 IFAT 1:800
La Plata 189 (avortement) 19 64,5 IFAT 1:25
1048 52 16,6 IFAT 1:200
750 (avortement) 49 43,1 IFAT 1:200
Australie Nouvelles Galles | 266 1 24 IFAT 1:160
du Sud
Nouvelles Galles | 266 1 10,2 ELISA | POURQUIER
du Sud
Belgique 711 52 12,2 IFAT 1:200
Brésil Bahia 447 14 14,0 IFAT 1:200
Goias 444 11 30,4 IFAT 1:250
Minas Gerais 584 18 18,7 ELISA | IDEXX
Minas Gerais 476 15 12,6 ELISA | IDEXX
Minas Gerais 100 3 46,0 ELISA | IDEXX
Minas Gerais 126 34,4 IFAT 1:25
Minas Gerais 243 2 16,8 ELISA | IH-ISCOM
Mato Grosso do | 23 21,7 IFAT 1:25
Sul
Parana 165 (avortement) 1 42,1 ELISA | IDEXX
Parana 172 1 34,8 ELISA | IDEXX
Parana 623 23 14,3 IFAT 1:25
Parana 75 21,3 IFAT 1:25
Parana 385 90 12,0 IFAT 1:200
Rio Grande do Sul | 223 (avortement) 11,2 IFAT 1:200
Rio Grande do Sul | 1549 60 17,8 IFAT 1:200
Rio Grande do Sul | 70 18,6 IFAT 1:25
Rio Grande do Sul | 781 (laitieres et 11,4 ELISA | CHEKIT
allaitantes)
Rio de Janeiro 75 22,7 IFAT 1:25
Rio de Janeiro 563 57 23,2 ELISA | IDEXX
Rondbnia 1011 50 11,2 IFAT 1:25
Sé&o Paulo 150 27,3 IFAT 1:25
Sé&o Paulo 521 15,9 IFAT 1:200
Sé&o Paulo 521 30,5 ELISA | IDEXX
Sé&o Paulo 408 35,5 ELISA | IDEXX
Canada Alberta 2816 77 18,5 ELISA | IDEXX
Manitoba 1204 40 8,3 ELISA | IDEXX
New Brunswick 900 30 25,5 ELISA | WT-IHCA
Nova Scotia 900 30 21,3 ELISA | WT-IHCA
Ontario 758 25 6,7 ELISA | WT-IHCA
Ontario 3412 56 7,0 ELISA | WT-IHCA
Ontario 3702 82 12,1 ELISA | WT-IHCA
Ontario 3162 57 10,5 ELISA | WT-IHCA
Ontario 9732 125 11,2 ELISA | WT-IHCA
Ontario, Prince | 3531 134 12,7 ELISA | WT-IHCA
Edward, Island,
New  Brunswick,
Nova Scotia
Ontario 930 31 8,2 ELISA | BIOVET
Prince Edward | 900 30 10,4 ELISA | WT-IHCA
Island
Québec 437 11 9,8 ELISA | BIOVET
Québec 2 037 23 21,9 ELISA | BIOVET
Québec 3059 46 16,6 ELISA | WT-IHCA
Saskatchewan 1530 51 5,6 ELISA | BIOVET
Pays Région Nombre Nombre de | % Test Titre/nom
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d’animaux (détails | troupeaux positif commercial
révélateurs)
Chili 9 régions 198 1 15,7 IFAT 1:200
173 1 30,2 IFAT 1:200
Costa Rica 3002 20 39,7 ELISA | WT-IHCA
2743 94 43,3 ELISA | WT-IHCA
République 407 (avortement) 5 3,1 IFAT 1:200
Tcheque 463 (avortement) 137 3,9 ELISA | IDEXX
Danemark 1561 31 22,0 ELISA, | IH-ISCOM
IFAT
France Normandie 575 26,0 ELISA | IDEXX
1924 42 5,6 ELISA | IDEXX
895 26,0 ELISA | IDEXX
1373 13 10,4 ELISA | IDEXX
1170 12 11,1 ELISA | IDEXX
2141 17 ELISA | IDEXX
Allemagne 388 (problémes de | 22 4,1 IFAT 1:400
fertilite)
1357 6,8 ELISA | IDEXX
100 1 27,0 IFAT 1:50
4261 100 1,6 ELISA | IH-p38 (lait)
Hongrie 97 (avortement) 10,0 ELISA | IH-ISCOM
518 39 3,3 IFAT 1:100
Iran Mashhad 810 (avortement) 4 15,1 IFAT 1:200
Mashhad 337 30 46,0 ELISA | IDEXX
Irlande 324 (avortement) 12,6 IFAT 1:640
165 (contrdle) 3,0 IFAT 1:640
Italie 5912 (avortement) 24,4 IFAT 1:640
Parme 820 (avortement) 28,7 IFAT 1:160
880 (avortement) 85 14,0 IFAT 1:160
Potenza, Patuna 387 11,4 ELISA | CHEKIT
Alpes italiennes 864 81 30,8 ELISA | IDEXX
Italie du Sud 350 35 18,8 ELISA | MASTAZYME
Japon 145 (avortement) 20,0 IFAT 1:200
Pays en entier 2420 57 IFAT 1:200
Coree 9 provinces 793 168 20,7 IFAT 1:200
895 (avortement) 30 48,7 IFAT 1:200
492 23,0 ELISA | IgG-IH
852 12,1 ELISA | IH-Ncp43P
Mexique Aguascalientes 187 (avortement) 13 59,0 ELISA | IDEXX
Coahuila, 813 (avortement) 20 42,0 ELISA | IDEXX
Chihuahua
Hidalgo, 50 56,0 ELISA | WT-IH
Queterado, Jalisco
Coahuila 12 185 45,0 ELISA | WT-IH
Nuevo Leon 18 262 40,0 ELISA | WT-IH
Tamaulipas 11 144 16,0 ELISA | WT-IH
Pays-Bas 2430 18 39,4 ELISA | WT-IH
6910 108 9,9 ELISA | WT-IH
Nouvelle 77 (avortement) 1 46,7 IFAT 1:200
Zélande 97 (avortement) 1 30,7 IFAT 1:200
800 40 7,6 ELISA | WT-IH
194 (avortement) 1 53 ELISA | WT-IH
600 (avortement) 1 50 ELISA | WT-IH
1199 (avortement) | 3 33,6 IFAT 1:200
164 (avortement) 1 10,9 IFAT 1:200
Paraguay 297 6 35,7 ELISA | WT-IH
Chine 262 9 17,2 ELISA | CIVTEST
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Pays Région Nombre Nombre de | % Test Titre/nom
d’animaux (détails | troupeaux positif commercial
révélateurs)

Pologne 45 (avortement) 6 15,6 ELISA | IDEXX
416 32 9,3 ELISA | IDEXX

Portugal 119 (avortement) 1 49,0 ELISA | IDEXX
114 49 28,0 NAT 1:40
1 237 (avortement) | 36 46,0 NAT 1:40

Russie 391 8 9,9 ELISA

Slovaquie 105 (avortement) 22,2 ELISA | IDEXX

Espagne 889 43 30,6 ELISA | WT-IHCA
1121 143 36,8 ELISA | WT-IH
237 (avortement) 1 35,4 ELISA | IDEXX
185 (éleveur de 11,2 IFAT 1:50
taureaux)

11,2 ELISA | CIVTEST

13,3 ELISA | IDEXX
3360 291 16,2 ELISA | CIVTEST
2773 6 15,1 ELISA | CIVTEST
1970 (avortement) | 3 12,0 ELISA | CIVTEST
1331 2 26,8 ELISA | CIVTEST

Suede 70 (avortement) 1 63,0 ELISA | IH-ISCOM
>1 300 14 5,8-65 | ELISA | IH-ISCOM
4 252 112 1,3 ELISA | IH-ISCOM
780 2 ELISA | IH-ISCOM

Taiwan 613 25 44,9 IFAT 1:200

Thailande 11 provinces 904 6 IFAT 1:200
549 59 55 ELISA | VMRD
83 16 37,5-70 | IFAT 1:100
164 11 15 ELISA | IH-ISCOM

Turquie Ankara 60 10,0 ELISA | VRMD

Anatolie 3287 32 13,9 ELISA | IDEXX
Gebze 97 5,0 ELISA | VMRD
Kars 228 (local) 14 0 ELISA | MASTAZYME
Kars 73 (importé) 3 8,2 ELISA | MASTAZYME
Thrace 274 6 8,0 ELISA | IDEXX
Sakarya 92 9,2 ELISA | VMRD
Sanliurfa 305 75 ELISA | VMRD

Royaume 95 (avortement) 1 60 ELISA | MASTAZYME

Uni 4 295 14 17,1 ELISA | MASTAZYME

Etats Unis Californie 176 1 34,0 IFAT 1:640

Californie 277 1 43,0 IFAT 1:640

Californie 285 2 40,4 ELISA | WT-IHCA

Californie 254 1 60,6 ELISA | WT-IHCA

Géorgie 327 3 32,1 IB Lait

Maryland 1029 1 28,0 IFAT 1:200

5 régions 4907 93 |laitieres, | 16,0 ELISA | IDEXX

5 allaitantes

Oklahoma 1000 16 14,7 ELISA | IDEXX

Texas 87 2 10,3 IB Lait
Uruguay 155 1 61,3 IFAT 1:200
Vietnam 200 > 30 55 ELISA | IH-ISCOM
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Tableau 9 : Prévalence sérologique des anticorps de N.

caninum chez les vaches

allaitantes
Repris de Dubey et al. (64)

Pays Région Nombre d’animaux | Nombre de | % Test Titre/nom
(Détails révélateurs) troupeaux positif commercial
Andorre 65 1 9,2 ELISA | CIVTEST
1758 26 7,4 ELISA | CIVTEST
Argentine 400 17 47 IFAT 1:200
216 (avortement) 39 18,9 IFAT 1:200
305 (taureaux) 19 4,9 IFAT 1:200
290 (avortement) 1 20,3 IFAT 1:200
Australie Queensland 1673 45 14,9 IFAT 1:200
Belgique 93 14 IFAT 1:200
Brésil Goias 456 9 29,6 IFAT 1:250
Mato  Grosso | 241 26,1 ELISA | IDEXX
do Sul
Mato  Grosso | 87 29,9 IFAT 1:25
do Sul
Minas Gerais 36 111 IFAT 1:25
Parana 15 26,7 IFAT 1:25
Rio de Janeiro | 75 6,7 IFAT 1:25
Rio Grande do | 70 21,4 IFAT 1:25
Sul
Rondbnia 584 11 9,5 IFAT 1:25
Séo Paulo 505 20,0 ELISA | IDEXX
Séo Paulo 777 8 15,5 IFAT 1:200
Sdo Paulo et | 600 16,8 IFAT 1:200
Minas Gerais
Canada Alberta 1806 174 9,0 ELISA | IDEXX
Alberta 1 976 (boeufs) 4 lots 6,5 ELISA | IDEXX
Manitoba 1425 49 9,1 ELISA | IDEXX
Provinces de | 2484 200 5,2 ELISA | BIOVET
I’ouest
Allemagne 2022 106 41 ELISA | IH-p38
Hongrie 545 49 1,8 IFAT 1:100
Italie Potenza, 385 39 6,0 ELISA | CHEKIT
Paduna
France 219 4,1 ELISA | ND
Japon 65 15 IFAT 1:200
Coree 9 provinces 438 4,1 IFAT 1:200
Mexique Linares 29 2 10 ELISA | WT-IH
Pesqueria 30 1 10 ELISA | WT-IH
Pays-Bas 1601 82 13,3 ELISA | WT-IH
Nouvelle 499 40 2,8 ELISA | WT-IH
Zélande
Paraguay 582 5 26,6 ELISA | WT-IH
Espagne 1712 216 17,9 ELISA | WT-IH
Galice 2 407 372 15,8 ELISA | CIVTEST
Etats Unis Etats de ’ouest | 2 585 55 23,0 ELISA | VMRD
Texas 1009 92 12,9 NAT 1:80
Nebraska 208 (avortement) 1 79,0 ELISA | IH-ISCOM
Dakota du | 212 7 5,2 ELISA | IDEXX
Nord
Uruguay 4 444 229 13,9 ELISA | WT-IH
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1.6.1.2. Séroprévalence de Neospora caninum dans I’espéce canine

La séroprévalence de Neospora caninum dans I’espéce canine est donnée dans le tableau
10 (repris de Dubey (64))

Entre les différentes études, il apparait que les animaux vivant en milieu rural sont plus
atteints que ceux vivants en milieu urbain. Par exemple, en Italie du Nord, dans une étude de
2007, la prévalence (test ELISA) de Neospora caninum est de 14,6% pour les chiens vivants
en chenil, contre 43% pour ceux vivant a proximité d’une ferme et on note une association
entre la séroprévalence et ’augmentation de 1’age. (Paradies et al. (140)). Dans le Nord Ouest
de I’Italie, la méme corrélation avec le milicu de vie est retrouvée : les séroprévalences (Test
NAT, Neospora Agglutination Test) aux dilutions 1/40, 1/80 et 1/160 étaient
significativement plus élevées en milieu rural (36,4%, 19,5%, 9,9% respectivement pour les
302 chiens), qu’en milieu urbain (20,2%, 10,6%, 4,8% respectivement, pour les 188 chiens)
(Ferroglio et al. (68)). En 2001, une corrélation a pu étre faite en Allemagne entre la
séroprévalence vis a vis de Neospora caninum et I’existence de troubles cliniques évoquant
une néosporose : 4% de séropositivité dans le groupe témoin, contre 13% dans le groupe
suspect clinique (Klein et Miiller (96)). Par contre, aucune association n’a pu étre faite entre la
séroprévalence et le sexe (Cheadle et al. (32)). Rappelons que cette séroprévalence pourrait

étre sous-estimée par rapport a I’infection réelle déterminée par PCR (73)
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Tableau 10 : Prévalence des anticorps de N. caninum chez le chien

Repris de Dubey

et al. (64)

Pays Région Type Nombre de | % Test Titre
tests positif
Argentine Province de | Ville 160 26,2 IFAT 1:50
Buenos Aires
Elevage laitier 125 48,0 IFAT 1:50
Elevage allaitant 35 54,2 IFAT 1:50
La Plata Compagnie 97 47,4 IFAT 1:50
Australie Melbourne 207 5,0 IFAT 1:50
Sydney 150 12,0 IFAT 1:50
Perth 94 14,0 IFAT 1:50
Autriche Campagne 433 53 IFAT 1:50
Ville 381 2,1 IFAT 1:50
Inconnu 956 3,3 IFAT 1:50
Belgique Elevage laitier 56 46,4 ELISA | VMRD
26,8 IFAT 1:100
Clinique 84 18,4 ELISA | VMRD
Asymptomatique 9,7 IFAT 1:100
Malade 71 22,2 ELISA | VMRD
Anvers Aléatoire 100 11,0 IFAT 1:100
Gand Clinique 100 11,0 IFAT 1:50
Gand Aléatoire 100 12,0 IFAT 1:50
Breésil Bahia Compagnie et | 415 12,0 IFAT 1:50
errant
Mato Grosso do | Ville 345 21,2 IFAT 1:50
Sul
Mato Grosso do | Compagnie 245 26,5 IFAT 1:50
Sul
Mato Grosso do | Campagne 40 30,0 IFAT 1:50
Sul
Maranhéo De rue 100 45,0 IFAT 1:100
Minas Gerais Ville 300 10,7 IFAT 1:50
Minas Gerais Péri-urbain 58 18,9 IFAT 1:50
Minas Gerais Campagne 92 21,7 IFAT 1:50
Minas Gerais Clinique 163 6,7 IFAT 1:50
Minas Gerais Clinique 275 7,9 ELISA | WT-IH
Minas Gerais Errant 94 12,8 ELISA | WT-IH
Minas Gerais Clinique, errant 300 10,7 IFAT 1:25
Paraiba Domestique 286 8,4 IFAT 1:50
Parana Elevage laitier 134 21,6 IFAT 1:50
Parana Ville, neurologique | 31 0 IFAT 1:50
Parana Elevage ovin 24 29,1 IFAT 1:50
Rondbnia De rue 157 8,3 IFAT 1:25
Rondbnia De rue 174 12,6 IFAT 1:50
S&o Paulo Elevage allaitant 39 58,9 IFAT 1:50
S&o Paulo Compagnie 500 10,0 NAT 1:25
S&o Paulo De rue 611 25,0 NAT 1:25
S&o Paulo Campagne et ville 295 8,4 IFAT 1:50
Sdo Paulo Ville 204 17,6 IFAT 1:50
Chili 9 régions Campagne 81 25,9 IFAT 1:50
Ville 120 12,5 IFAT 1:50
Elevage laitier 7 57 IFAT 1:50
République 80 1,3 ELISA | IH-ISCOM
Tchéque 858 4,9 IFAT 1:50
Danemark Compagnie 98 15,3 IFAT 1:160
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Pays Région Type Nombre de | % Test Titre
tests positif
Allemagne Clinique 200 13,0 IFAT 1:50
Normal 50 4,0 IFAT 1:50
lles 500 0,2 IFAT 1:50
Falkland
France Elevage laitier 22 22,7 IFAT 1:100
Hongrie Campagne 249 6,0 IFAT 1:80
Ville 402 1,0 IFAT 1:80
Iran Campagne 50 20,0 IFAT 1:50
Ville 50 46,0 IFAT 1:50
Italie Campania Compagnie 1058 6,4 IFAT 1:50
Campania Parma Compagnie 194 28,9 IFAT 1:50
Compagnie 282 18,1 IFAT 1:50
Veneto Chenil et compagn. | 707 10,9 ELISA | VMRD
Italie du Sud Chenil 144 14,6 ELISA | MASTAZYME
Ferme 162 26,5 ELISA | MASTAZYME
Japon Ville 198 7,1 IFAT 1:50
Elevage laitier 48 31,3 IFAT 1:50
Kenya Campagne 140 0 IFAT 1:50
Corée Ville 289 8,3 IFAT 1:50
Elevage laitier 51 21,6 IFAT 1:50
Mexique Hidalgo Ferme 27 51 ELISA | IDEXX
Hidalgo Ville 30 20 ELISA | IDEXX
Pays Bas Ville 344 55 ELISA | WT-IH
Ferme 152 23,6 ELISA | WT-IH
Nouvelle Ville 150 76,0 IFAT 1:50
Zélande Elevage laitier 161 97,5 IFAT 1:50
Elevage bovin/ovin | 154 100 IFAT 1:50
Ferme 200 22 IFAT 1:40
Roumanie Cluj Napoca Errant 56 12,5 IFAT ND
Espagne Catalogne Compagnie 139 12,2 IFAT 1:50
Suede Compagnie 398 0,5 ELISA | IH-ISCOM
Suisse Compagnie 1080 7,3 ELISA | WT-IH
Elevage laitier 30 20 ELISA | WT-IH
Taiwan Elevage laitier 13 23 IFAT 1:50
Tanzanie Campagne 49 22 IFAT 1:50
Thailande Elevage laitier 82 1,2 ELISA | VMRD
Turquie Bursa, Adana Compagnie 150 100 IFAT 1:50
Royaume Compagnie 104 5,8 IFAT 1:50
Uni Compagnie 163 16,6 IFAT 1:50
Etats Unis Kansas Compagnie 229 2 IFAT 1:50
35 états Compagnie 1077 7 IFAT 1:50
Uruguay 414 20 IFAT 1:50
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1.6.1.3. Séroprévalence de Neospora hughesi dans I’espéce équine

La séroprévalence de Neospora hughesi dans 1’espece équine est donnée dans le
tableau 11 (repris de Dubey (63)).

Dans une étude de 2007 de Kliger et al. portant sur 892 chevaux en lIsraél (97), la
séropositivité (IFAT) était significativement supérieur pour les animaux souffrant de signes
neurologiques (21,2%) et pour les juments ayant avorté (37,5%) que dans la population
générale (11,9%). Dans une étude portant sur 536 sérums de chevaux en Alabama, en 1999
(Cheadle et al. (33)) une séroprévalence de 11,5% a été notée dans la population genérale.

Une association entre 1’age et la séropositivité est également rapportée (97).

1.6.1.4. Séroprévalence de Neospora caninum chez d’autres

especes domestiques

La séroprévalence de la néosporose a été évaluée chez de nombreuses espéces
domestique, et montre que ’infection peut toucher un trés grand nombre d’hote. Celle-ci est

rapportée dans le tableau 11.
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Tableau 11 : Prévalence des anticorps de N. caninum chez les animaux domestiques en

dehors des chiens et des bovins

Repris de Dubey et al. (64)

Héte Localisation Nombre examinés % Test Titre
(Détails révélateurs) Positif
Chat domestique Brésil 502 11,9 NAT 1:40
(Felis catus) Brésil 400 24,5 IFAT 1:16
Italie 282 31,9 NAT 1:40
Chameau Egypte 161 3,7 NAT 1:40
(Camelus domesticus) | Iran 120 5,8 IFAT 1:20
Cochon Allemagne 2 041 (94 fermes) 3,3 ELISA | WT-IH
(Sus scrofa) 0,04 ELISA/
IB
Royaume Uni 454 0 IFAT 1:50
Mouton Rio Grande do Sul, | 62 3,2 ELISA | CHEKIT
(Ovis aries) Brésil
Parana, Brésil 305 9,5 IFAT 1:50
Séao Paulo, Brésil 597 9,2 IFAT 1:50
Suisse 117 10,3 IFAT 1:160
Royaume Uni 660 (avortements) 0,45 IFAT 1:50
Italie 1010 2 ELISA | CHEKIT
Chévre Costa Rica 81 6,1 IFAT 1:100
(Capra hircus) Sri Lanka 486 0,7 ELISA | WT-IH
Séo Paulo, Brésil 394 6,4 IFAT 1:50
Taiwan 24 0 IFAT 1:200
Lama Pérou 81 1,2 IB
(Lama glama) Pérou 73 32,9 IFAT 1:50
Allemagne 20 0 IB
Alpaga Pérou 657 2,6 IB
(Vicugna pacos) Pérou 78 35,9 IFAT 1:50
Allemagne 12 0 IB
Minnesota 61 13,1 IFAT 1:50
Vigogne Pérou 114 0 IB
(Vigogna vigogna)
Buffle de I’Inde Séo Paulo, Brésil 222 53,0 NAT 1:40
(Bubalus bubalis) Par4, Brésil 196 70,9 IFAT 1:25
Séo Paulo, Brésil 411 56,0 IFAT 1:200
Rio Grande do Sul, | 164 14,6 ELISA | CHEKIT
Brésil
Egypte 75 60,0 NAT 1:40
Campana, Italie 1377 34,6 IFAT 1:200
Chine 40 0 ELISA | CIVTEST
Vietnam 200 1,5 IFAT 1:640

64




Tableau 11, suite

Héte Localisation Nombre examinés % Test Titre
(Détails révélateurs) Positif

Cheval Argentine 76 0 NAT 1:40

(Equus caballus) Plusieurs régions, | 101 0 NAT 1:40
Brésil
Plusieurs régions, | 961 2,5 ELISA | NhSAG1
Brésil
Parana, Brésil 36 47,0 IFAT 1:50
Séo Paulo, Brésil 1106 10,3 IFAT 1:50
Régions VIII, IX, | 145 32,0 NAT 1:40
Chili
France 434 23,0 NAT 1:40
France 50 6,0 NAT 1:100
France 54 (avortement) 50,0 NAT 1:40
France 45 (aléatoire) 71,7 NAT 1:40
France 76 (aléatoire) 77,6 NAT 1:40
Caserta, Naples, | 150 28,0 IFAT 1:50
Salerno, Italie
lle Jeju, Corée du | 191 2,0 IFAT 1:50
Sud
Suéde 414 9,0 ELISA | IH-ISCOM
Suéde 1,0 IB
Alabama 536 11,5 IFAT 1:50
Texas, Nebraska 296 21,3 NAT 1:40
5 régions | 208 17,0 IFAT 1:100
géographiques, Etats-
Unis
Washington 160 (normal) 8,0 IFAT 1:50
Washington 276 13,0 IFAT 1:50
Wyoming 1917 31,1 NAT 1:25
Plusieurs états, Etats 30,4 ELISA | NhSAG1

Unis

65




1.7. Neospora caninum : un impact majeur sur I’économie

L’évaluation des pertes économiques liées a Neospora caninum, qui n’a été effectuée
que pour 1’¢élevage bovin, doit regrouper a la fois les pertes directes, les colits de traitements et
de diagnostics (Chi et al. (34); Trees et al. (171)). Concernant les pertes directes, il faut
prendre en compte a la fois les pertes liées aux avortements (mortalité foetale) et a la baisse
des performances de reproduction, mais aussi les pertes liées a une mise a la réforme
anticipée. En effet, il est apparu qu’en moyenne, les vaches séropositives était réformée
relativement plus tot que les vaches séronégatives (risque 1,6 fois plus élevé d’étre réformée
pour une vache séropositive, Dubey et al. (63)), ce que 1’on peut rapprocher du fait que les
vaches avortant sont généralement réformées plus tot. En analysant ’ensemble de ces
parametres, Chi et ses collaborateurs (34) ont évalué en 2002 pour un troupeau de 50 tétes, a
2304 dollars par an les pertes liées a la néosporose au Canada (contre 2421 dollars par an pour
la maladie des muqueuses bovine BVD)

En Californie, les pertes liées aux avortements & Neospora caninum sont évaluées a 35
millions de dollars par an, en Australie et en Nouvelle Zélande, elles attendraient plus de 100
millions de dollars australien par année. En Suisse, les pertes économiques dues a Neospora
sont estimées 9,7 millions d’euros par an, pour les troupeaux laitiers (Haesler et al. (81)). Au
Pays-Bas, les pertes attendraient 2000 euros par an pour certains troupeaux, avec jusqu’a 50
euros par animal pour les deux ans suivant une épidémie d’avortements dans un troupeau,

pertes directes liées a la mortalité feetale exclues. (Repris de Dubey et al. (63))

L’importance des pertes économiques liées a la Néosporose en élevage incite a
contrbler et a connaitre au mieux cette maladie et surtout son influence sur la reproduction,
qui est la fonction la plus touchée. De plus, les calculs appliqués a 1’espeéce bovine pourraient
étre étendus a toute espéce touchée par Neospora caninum, d’ou I’importance des recherches

concernant ce parasite.
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2. Transmission verticale de Neospora caninum chez
les bovins, un modele d’étude concernant I’influence

du parasite sur la reproduction

2.1. Neospora caninum chez les bovins, une transmission

particulierement efficace a la descendance

2.1.1. Premiére mise en évidence d’une transmission verticale

Historiquement, Thilsted et Dubey sont les premiers a rapporter I’existence d’un
organisme s’apparentant a Neospora caninum dans le tissu cérébral d’un feetus provenant
d’un troupeau atteint d’avortements a répétition au Nouveau Mexique, en 1989 (167). Le
diagnostic était alors basé sur la découverte de quelques petits kystes tissulaires ressemblant a
ceux de Toxoplasma gondii et sur I’exclusion de toute autre cause possible. La toxoplasmose
avait était écartée du diagnostic car ce n’était pas un facteur reconnu d’avortements chez les
bovins et les vaches ayant avorté parmi le troupeau ne possédaient pas d’anticorps anti-
Toxoplasma. Le diagnostic final a pu étre fait rétrospectivement une fois que les tests
sérologiques vis-a-vis de Neospora caninum furent développés (55).

Barr et al. (8) furent les premiers a reconnaitre en 1990 les avortements a protozoaire
comme une cause épidémiologique majeure d’avortement. Entre 1987 et 1989 en Californie,
sur 445 avortons, 82 ayant des lésions d’encéphalite, de myocardite, ou des parasites
tissulaires visibles furent sélectionnés. Des protozoaires, d’abord non identifiés, purent étre
retrouveés histologiquement pour 21% de ces feetus. Par la suite, en 1991, 66 feetus parmi les
80 sélectionnés (2 feetus non analysés), donnerent une réponse positive aux tests de recherche

sérologique de Neospora caninum (Barr et al. (9)).
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En 1992, la transmission du parasite au cours de la gestation a pu étre étudiée et vérifiée
de maniere expérimentale (Dubey et al. (56)) Depuis, le potentiel de transmission de
Neospora caninum par voie transplacentaire est maintenant une donnée acquise.

De maniére rétrospective il semble que le premier cas rapporté de néosporose bovine soit

celui d’un veau mort-né en Australie, en 1974 (Raporté par Dubey, (55)).

2.1.2. Efficacité de la transmission de Neospora caninum a la

descendance

Actuellement, le parasite Neospora caninum est reconnu comme étant I’un des parasites
transmis le plus efficacement a la descendance au cours de la gestation chez les bovins. Dans
cette espece, il n’y a pas de transfert d’anticorps de la mére au foetus durant la gestation, la
preuve formelle de la transmission verticale du parasite peut donc se faire en comparant le
statut sérologique de la mere et du nouveau-né, avant prise colostrale. Cependant, si
I’infection est tardive au cours de la gestation, le veau peut naitre séronégatif mais infecté, la
synthése des anticorps n’ayant pu avoir lieu. Rarement, on rapporte des cas de veaux
séropositifs nés de meres séronégatives, cela pourrait étre di au fait que les vaches ont été
infectées il y a suffisamment longtemps pour que le taux d’anticorps soit devenu inférieur au
seuil de détection (Dubey et al. (63)).

Dubey et collaborateurs rapportent dans une synthese de 2006 (46), des taux de
transmission congénitale variant selon les études, de 40,7% (Pan et al., 2004), 44% (Bergeron
et al., 2000), 63,7% (Romero et Frankena, 2003), 73% (Dijkstra et al., 2003), 81% (Pareé et
al., 1995), 85% (Bjorkman et al., 2003), 93% (Shares et al., 1998) a 95% (Davison et al.,
1999). Cependant, il semble que I’efficacité¢ de la transmission soit plus proche des 95%
voire méme supérieure, si I’on considére le potentiel de transmission d’une mere atteinte
congénitalement a sa future descendance. Méme si le potentiel de transmission a la
descendance est trés fort, les différents modéles mathématiques de transmission ont montré
que cette derniere n’était pas suffisante pour expliquer la persistance de 1’infection au sein des
troupeaux : le mode de contamination par voie horizontal doit également étre pris en compte
(French et al. (72))
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2.1.3. Conséquences de la transmission du parasite au cours de

la gestation

2.1.3.1. Des avortements possibles

Les avortements sont la manifestation clinique principale de la néosporose bovine, a la
fois dans les troupeaux laitiers et les troupeaux allaitants, pour les génisses aussi bien que
pour les vaches multipares. Le plus souvent, les foetus retrouvés morts in utero ont entre 3 et 8
mois de gestation et montrent généralement des signes d’autolyse modérée. Il est possible de
trouver des feetus momifiés de moins de 5 mois ainsi que des feetus entierement résorbés pour
les avortements les plus précoces, avec, en conséquence, des retours en chaleur répétés
(Dubey et al. (46)).

2.1.3.2. Dans la majorité des cas, la naissance d’un veau

cliniguement sain mais infecté persistant

Méme si les avortements sont la manifestation la plus visible de la néosporose, dans la
majorité des cas, une vache atteinte donne naissance a un veau cliniqguement sain mais infecté
persistant (Anderson et al. (3) ; Dubey and Lindsay (55); Dubey et al. (63) ; Fioretti et al.
(70)). On estime qu’il y aurait jusqu’a 95% des veaux nés de mére séropositive qui seraient
infectés de maniére congénitale, et donc hébergeraient le parasite, mais qui seraient
cliniquement sains a la naissance. Ce mode de transmission serait donc a 1’origine de la

persistance de I’infection au sein des troupeaux.
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2.1.3.3. Rarement, la naissance d’un veau cliniquement atteint de

néosporose

Rarement, on observe des troubles neurologiques chez les veaux agés de moins d’un mois
infectés congénitalement. Ceux-ci peuvent étre chétifs, avec un faible potentiel de croissance.
Les antérieurs ou les postérieurs, voire méme les deux peuvent étre en flexion permanente ou
en hyperextension. L’examen neurologique révéle une ataxie, une diminution du reflex
patellaire, une perte de proprioception consciente. Une exophtalmie ou une asymétrie oculaire
sont également rapportées dans certains cas, ainsi que des scolioses, des cas d’hydrocéphalie

ou des compressions de la moelle épiniére (Dubey et al. (46) ; Peters et al. (141)).

2.2. Mode de transmission Neospora caninum chez les bovins :

une transmission verticale complexe, exogene ou endogene

2.2.1. Définition des termes exogene et endogene

Depuis 2005 (Trees et Williams (173)), les termes de transmission exogene et
transmission endogéne sont utilisés pour décrire précisément la transmission verticale (ou
congénitale) de Neospora caninum.

En effet, avant méme la découverte de 1’hdte définitif, il est apparu que dans certains
troupeaux la courbe épidémiologique des avortements liés a Neospora suggérait 1’existence
d’une source de contamination extérieure, & un moment précis de la gestation (correspondant
au contact avec 1’hote définitif) (McAlister et al. (123) ; Yaeger et al. (187)). En parallele,
aprés une épizootie d’avortements a Neospora caninum, le risque d’avortement lors des mises
a la reproduction suivantes était accru (Moen et al. (131) ; Wouda et al. (186)) et une forte
association entre séroprévalence et avortement était notée ((131); (170); (186)), ce qui
suggérait un deuxieme mode de transmission congénitale, par réactivation de I’infection

durant la gestation.
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Le terme de transmission transplacentaire exogéne désigne la transmission du parasite
apres une primo infection de la mere durant la gestation, alors que le terme de transmission
transplacentaire endogene désigne la transmission résultant de la réactivation du parasite au

cours de la gestation chez une mere infectée de maniére persistante (voir figure 3).

Figure 3 : Transmission de la Néosporose bovine
Repris de Dubey et al. (46)
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2.2.1.1. Transmission exogéne du parasite durant la gestation
2.2.1.1.1. Transmission exogeéne du parasite : une infection

primaire a I’origine d’une parasité mie

Concernant le mécanisme de transmission exogéne du parasite, il est probable
qu’apres 1’ingestion, il y ait relargage dans I’intestin des huit sporozoites contenus au sein de
I’oocyste, comme c’est le cas pour la toxoplasmose. Les sporozoites colonisent alors
I’épithélium intestinal et se transforment en tachyzoites. Il s’ensuit une phase de
multiplication, qui pourrait avoir lieu dans les nceuds lymphatiques mésentériques. Les

tachyzoites gagneraient ensuite la circulation sanguine.
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Le statut intracellulaire ou libre du parasite au cours de la parasitémie est pour 1’instant
inconnu, méme si la présence d’ADN de Neospora caninum a été démontrée dans des
leucocytes de veaux naturellement infectés (46). La parasitémie serait alors a I’origine de la
dissémination de Neospora caninum dans 1’organisme, dont I’utérus gravide. De nombreuses
inconnues subsistent concernant la dissémination du parasite, car la parasitémie est difficile a
observer expérimentalement, probablement car elle serait de tres courte durée ou pulsatile
(Macaldowie et al. (115))

2.2.1.2. Transmission exogéne expérimentale a partir de tachyzoites
ou bradyzoites

Afin d’investiguer le mode de transmission et de mieux comprendre 1’épidémiologie
des avortements a Neospora caninum, les observations de terrains ont été complétées par des
épreuves expérimentales visant a reproduire la transmission du parasite. En 1992, Dubey et al.
(56) inoculent pour la premiére fois trois vaches par voie intramusculaire et sous cutanée avec
26 millions de tachyzoites a 81, 126 et 129 jours de gestation. La vache inoculée a 81 jours fut
euthanasiée 32 jours post inoculation et la présence de Neospora caninum dans les tissus
feetaux fut prouvée par immuno-histochimie et par essai biologique sur animal de laboratoire.
Les deux autres vaches ont avortés, les feetus étaient momifiés et non analysables.

En 1994, une nouvelle preuve expérimentale de la transmission exogene du parasite
est apportée (Barr et al. (13)). Deux feetus furent directement inoculés in utero (groupe 1) et
un total de 6 vaches furent inoculées par voie intraveineuse et intramusculaire au cours de la
gestation : entre 138 et 161 jours (groupe 2), a 85 jours de gestation (groupe 3), et a 120 jours
de gestation (groupe 4). Six feetus furent retirés chirurgicalement et analysés : les deux feetus
infectés directement ainsi que deux autres fcetus présentaient des lésions compatibles avec
I’évolution d’une néosporose et un feetus était positif par [FAT. Pour deux vaches, le feetus fut
laissé en place : I'une avorta d’un feetus momifié 67 jours apres inoculation, 1’autre donna
naissance a un veau cliniquement atteint a la naissance. Au final, une preuve (immuno-
histochimie, isolement du parasite) de la présence du parasite été mise en évidence pour les

deux feetus infectés directement, ainsi que pour 5 des 6 fcetus issus de meéres contaminées.
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2.2.1.3. Transmission exogéne expérimentale a partir d’oocystes

Méme si I’ingestion de tissus — placenta notamment — contenant des formes
tachyzoites et bradizoites peut étre un mode d’infection possible pour I’hdte, les oocystes
produits par 1’hote définitif sont, épidémiologiquement, la forme la plus probable de
contamination a 1’origine d’une transmission exogene. Cependant, les études a ce sujet sont
assez contradictoires. Sur trois vaches ayant ingéré 600 oocystes a 70 jours de gestation
(Trees et al. (172)), aucune preuve de la transmission du parasite au veau n’a pu étre
démontrée. Les trois veaux sont nés a terme, sans Iésions apparentes et sans signes du parasite
apres recherche par PCR. L’infection des trois méres a pourtant été prouvée par 1’¢lévation du
taux d’anticorps durant la gestation et il est connu que 1’administration intraveineuse de
tachyzoites a 70 jours de gestation est susceptible de déclencher des avortements.
L’expérience a été renouvelée en 2004, par Gondim et al. (76) en administrant a 19 vaches
1500 a 115000 oocystes entre 70 et 176 jours de gestation. Apres examen sérologique,
histologique, PCR et immuno-histochimique, 6 feetus dont un avorton étaient infectés par
Neospora caninum.

Récemment, dans une étude de 2007, 18 vaches recurent 40 000 oocystes par voie
orale ; a 70 (6 vaches), 120 (6 vaches) et 210 (6 vaches) jours de gestation (McCann et al.
(146)). Un seul avortement attribuable a Neospora fut noté pour une vache inoculée a 120
jours et aucune trace du parasite ne fut retrouvée pour les 11 autres feetus nés des vaches
inoculées a 70 et 120 jours. Par contre, 4 des 5 veaux nées des vaches inoculées a 210 jours

avaient un taux d’anticorps pré-colostraux élevés pour Neospora.

Au total, sur les 40 vaches contaminées, seuls 10 foetus ont été infectés et un seul
avortement a été provoqué, pour des doses d’oocystes élevées. Ce résultat peut sembler
paradoxal, car d’apres les études réalisées, il apparait que le chien excréte peu d’oocystes, si
on exclue les cas d’immunosuppressions ((41); (104 ; (107); (154)). On peut illustrer ce
paradoxe en faisant une comparaison avec les avortements a Toxoplasma gondii, responsable
lui aussi de vagues d’avortements épizootiques chez la brebis. Pour déclencher un avortement,
la dose nécessaire d’oocystes est relativement faible (moins de 1500) au regard de la quantité
excrétée par le chat (13,6 millions par jour et jusqu’a 150 millions sur toute la période
d’excrétion), ce qui rend possible 'infection aprés dissémination des feéces de chat dans

I’environnement via I’eau ou la nourriture.
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Pour Neospora caninum, les doses d’oocystes produites par le chien sont de 1’ordre de
10 oocystes par gramme de feces, ce qui les rend difficiles a étudier expérimentalement, alors
que plus d’un millier d’oocystes sont nécessaires pour déclencher 1’avortement de manicre
expérimentale. En 2007, une étude de McCann et al. (125) a montré que les doses utilisées
lors des expérimentations étaient compatibles avec celles présentes naturellement dans
I’environnement. En effet, aprés essai biologique sur la gerbille, il est apparu que sur les
40 000 oocystes (qui €taient conservées a 4°C) utilisés dans I’expérimentation, seuls 127
pouvaient étre considéré comme viables. La quantit¢é d’oocystes viables nécessaires a
déclencher un avortement est donc relativement faible (de 1’ordre de quelques centaines

d’oocystes).

2.2.2. Transmission endogene du parasite durant la gestation

2.2.2.1. Transmission endogene du parasite : une transmission

répétée du parasite au cours des gestations successives

La preuve d’une transmission endogéne du parasite au cours de la gestation a éeté
apportée par Anderson et son équipe en 1997 (3). Dans leur étude, 25 génisses seropositives
(issues de meres seropositives) élevées depuis leur naissance et leur descendance furent
étudiées afin de mettre en évidence une infection a Neospora caninum. Les génisses
séropositives demeurerent cliniquement saines, mais donnérent naissance a des veaux
séropositifs ; sept de ces veaux furent autopsiés et tous présentaient des Iésions histologiques
typiques de néosporose.

Il est maintenant connu que Neospora caninum peut étre a 1’origine d’avortements
répétés, lors de gestations successives (Fioretti et al. (70)) ou de maniére intermittente
(Thurmond et al. (170) ; Wouda et al. (186)). Dubey rapporte le cas d’une vache ayant avorté
au cours de trois gestations successives, en 1987, 1988 et 1989 (63), le parasite
Neospora caninum avait été identifié sur les avortons de 1987 et 1989. Plus récemment, en
2003, Fioretti et al. (70) ont sélectionné trois vaches ayant mis bas des veaux sains infectés
par Neospora caninum afin d’observer les trois gestations suivantes (deuxiéme, troisiéme et

quatrieme gestation). Aucun des 9 veaux et aucune des trois vaches n’ont présenté de
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symptdmes cliniques, pourtant les trois vaches sont restées séropositives au cours de leurs
gestations successives et les 9 placentas étudiés étaient infectés. Il s’est avéré apres
inoculation a la souris d’extraits des cerveaux des veaux que les 9 veaux étaient effectivement
contamineés. Le parasite a donc été transmis a chacune des descendances au cours des trois

gestations successives étudiées.

La transmission répétée du parasite au cours des gestations est a [’origine
d’avortements, successifs ou de maniere intermittente au sein du troupeau. Il est avéré que les
vaches infectées de maniére congénitale par Neospora caninum ont un risque d’avortement
plus élevé que les vaches saines, surtout lors de la premiére et de la deuxieme gestation : un
risque relatif d’avortement 7,4 fois supérieur pour les génisses infectées congénitalement est
rapporté par Thurmond et al. (170). Celui-ci est ensuite de 1,7 pour la gestation suivante. Il
est important de noter que dans cette étude, méme si le risque d’avortements répétés sur les
gestations successives était élevé, certaines vaches n’ont avorté que lors de leur deuxiéme ou

troisieme gestation.

2.2.2.2. Transmission endogéne du parasite : I’hypothése d’une

recrudescence de I’infection au cours de la gestation

Il est maintenant clairement établi que la transmission transplacentaire endogene est le
mode le plus commun de transmission de I’infection a Neospora caninum chez le bovin. Les
différentes études épidémiologiques sont en effet en faveur d’une recrudescence de I’infection
au cours de la gestation (Fioretti et al. (70); Moen et al. (131) ; Thurmond et al. (170);
Wouda et al. (186)). Cette recrudescence serait vraisemblablement rendue possible & cause de
la baisse d’immunité maternelle survenant aux alentours du milieu de la gestation (Innes et al.
(88) et (89)). Chez les bovins infectés permanents, le parasite persisterait sous forme
bradyzoite, confiné au systeme nerveux et pour une moindre part aux muscles squelettiques
(Schares et al. (159)), en équilibre avec le systeme immunitaire. Concernant la toxoplasmose,
il est etabli que toute perturbation du systéme immunitaire de 1’héte peut induire, chez des
personnes infectées permanentes, une recrudescence de I’infection. Pour Neospora, la
possibilit¢ d’une baisse d’immunité par ingestion de toxique ou via une autre affection

intercurrente a été évoquée, mais n’est pas appuyée par des études fiables.
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Le mécanisme le plus probable de réactivation ferait appel a un deséquilibre
immunitaire dans la relation héte-parasite induit par la gestation (voir infra), mais n’est pas

encore totalement élucidé (Dubey et al. (63))

2.2.2.3. Transmission endogene du parasite : une transmission

possible uniquement par les méres infectées permanentes

Les différentes études ont pu montrer que si une vache pouvait rester séropositive a vie
aprés avoir été infectée expérimentalement par des souches de Neospora caninum
(Transmission de type horizontale), seul le fait d’étre infectée congénitalement et donc
infectée permanent était a 1’origine d’une transmission endogeéne au cours des gestations.
McCann et al. (125) ont infecté en 2007 18 génisses séronégatives par inoculation de
Neospora caninum a différents stades de gestation, ce qui fut a I’origine d’une transmission
exogene avéré du parasite pour 5 feetus. Sept vaches furent ensuite sélectionnées pour étre
mise de nouveau a la reproduction : les 5 vaches ayant infecté leur veau ou leur feetus, une
vache ayant eu un avortement dont 1’origine n’avait pu étre attribuée de manicre certaine a
Neospora caninum, et une vache ayant un taux d’anticorps anti-Neospora particuliérement
élevé persistant. Toutes les vaches garderent un taux élevé d’anticorps anti-Neospora jusqu’a
la seconde mise-bas et donnérent naissance a des veaux cliniquement sains. Toutes les prises
de sang pré-colostrale pour chacun des veaux sont restées négatives, les échantillons de
cerveaux et de cceur ne montraient pas de trace d’ADN de Neospora par PCR. De plus, il n’y
a pas eu de variation du taux d’anticorps chez les meres au cours de la gestation, qui aurait pu
témoigner d’une recrudescence de I’infection. Si I’infection au cours de la gestation est a
I’origine d’une transmission exogeéne du parasite, elle n’est pas capable d’induire une
transmission endogéne au cours des gestations suivantes (McCann et al. (125)). De plus, une
infection par le parasite avant la gestation n’est pas a I’origine d’une transmission endogene
du parasite au cours de la gestation suivante (Innes et al. (90))

Seule la transmission congénitale du parasite peut donc étre a 1’origine, par la suite,

d’une transmission répétée, endogene, de Neospora caninum dans le troupeau.
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2.3. Pathogénie des avortements liés a Neospora caninum

chez les bovins

2.3.1. Hypothéses concernant les mécanismes a l’origine de

I’avortement

Au cours de la gestation chez les mammiferes, des mécanismes complexes sont mis en
place pour permettre a la mére de tolérer le feetus, qui représente immunologiquement un
véritable « corps étranger ». Chez les bovins, la placentation est de type cotylédonaire, avec
jusqu’a 100 placentomes, composés d’une villosité feetale intimement en relation avec la
caroncule maternelle. Le placenta est un tissu dynamique, en constant remodelage, qui ne
cesse de se développer durant la gestation et qui permet le passage des nutriments et de
I’oxygene. De plus, le placenta joue un role primordial dans le contrOle endocrine de la

gestation, par la production de la progestérone et la régulation des prostaglandines.

A la suite de la parasitémie, Neospora caninum est capable d’’envahir les caroncules
placentaires, avant de franchir la barriére foeto-placentaire (Macaldowie et al. (115) ; Maley
et al. (117)). Pour qu’un avortement ait lieu, le feetus et/ou le placenta doivent avoir été
suffisamment endommagés pour rendre impossible la suite de la gestation. Pour cela, deux
hypothéses sont possibles : le parasite peut nuire directement a la survie du feetus, ou étre a
I’origine du relargage de cytokines induisant lutéolyse et avortement. Concernant la premiére
hypotheése, la survie du feetus peut étre compromise directement par la multiplication
parasitaire, ou par un défaut d’oxygénation et de nutrition secondairement aux dommages
placentaires. L’ensemble de ces mécanismes interviendrait d’'une maniére ou d’une autre lors

des avortements, et tous seraient influencés par le stade de gestation.
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2.3.2. Rappel immunologique : réponse immunitaire maternelle

et feetale au cours de la gestation

La gestation est une situation trés particuliére pour le systtme immunitaire car la mére
porte ce qui représente en grande partie un « corps étranger », sans qu’une réaction de rejet ne
soit mise en place. Les différentes recherches immunologiques ont montré le role crucial des
cytokines présentes au niveau de I’interface materno-foetale et a sa périphérie afin que la
gestation puisse étre menée a terme. Certaines cytokines sont bénéfiques a la gestation, alors
que d’autres sont au contraire défavorables. Les cytokines pro-inflammatoires produites par
les lymphocytes T-helper de type 1, comme le Tumour Necrosis Factor (TNF)-a, 1’interféron
(INF)-y et I’interleukine (IL)-2 peuvent, si elles sont en quantité suffisante, compromettre la
survie du feetus. Des administrations directes d’INF-y, IL-2 ou TNF-a peuvent en effet induire
des avortements chez la souris gestante (Enrican (67)). Au contraire, les cytokines régulatrices
des lymphocytes T-helper de type 2, comme IL-10, le Transforming Growth Factor (TGF)-,
I’'IL-4, et I'IL-5 sont produites localement au niveau de I’interface materno-foetale et
concurrence ’action des cytokines pro-inflammatoire. Il a notamment été démontré que 1’IL-
10 pouvait empécher les avortements décrits précédemment chez la souris gestante (88).
Durant la gestation, la réponse immunitaire au niveau du placenta est donc modifiée en
faveur d’un microenvironnement domine par des cytokines « bénéfiques » a la gestation.

Les hormones produites lors de la gestation sont également connues pour avoir des
effets immunomodulateurs. La progestérone est capable d’induire la production d’IL-4 et la
présence de Prostaglandine E2 peut orienter la maturation des lymphocytes T naifs en
lymphocyte T-helper de type 2 via la production d’IL-10 par les cellules dendritiques.

Du coté feetal, 'immunocompétence commence a se mettre en place a partir de 100
jours de gestation, mais le feetus n’est capable de répondre aux antigénes qu’aprés 150 jours.
Parallélement a la mise en place de la réponse immunitaire a médiation humorale, la réponse
immunitaire a médiation cellulaire (via les lymphocyte CD4 et les cellules Natural Killer)
tendrait & se mettre en place un peu plus tot ; des feetus autopsié a 4 mois de gestation apres
inoculation de Neospora caninum ont montré des taux de cytokine pro-inflammatoires
augmentees, alors que les anticorps anti-Neospora n’ont pu étre détectés (Almeria et al.(1))
Ces observations tendent a supposer que le foetus serait plus capable de lutter contre une

infection si celle-ci intervient tardivement dans la gestation (Gibney et al. (74)).
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2.3.3. Réponse immunologique face a I’infection a Neospora

caninum en fonction du stade de gestation.

Afin de mieux comprendre la pathogénie des avortements & Neospora caninum, il
importe de savoir comment I’immuno-régulation qui intervient lors de la gestion peut affecter
1I’équilibre hote parasite. Les cytokines pro-inflammatoires comme INF-y, IL-2 ou TNF-o qui
ont pour réle de limiter la multiplication du parasite sont potentiellement néfastes pour la
gestation. En paralléle, les trophoblastes produisent de 1’'TL-10, qui crée un environnement
local de type Th-2. Or, I’IL-10 exerce également un rétrocontrole négatif sur la production
d’INF-y, ce qui peut faciliter la multiplication du parasite dans 1’organisme. C’est pourquoi, la
situation est telle que la réponse immunitaire est néfaste a la survie du feetale, alors que
I’immunomodulation nécessaire a la gestation peut affecter la capacité de 1’organisme a lutter
contre I’infection. La gestation est donc a 1’origine d’un déséquilibre de la relation hote-

parasite (Innes et al. (88)).

La figure 4 illustre 1’évolution de la relation Hote-Parasite lors d’une infection par

Neospora caninum.

Chez les bovins non gestants (figure 4 (i)), I’infection a Neospora caninum est suivie
d’une réponse immunitaire a médiation cellulaire (prolifération cellulaire et production de
cytokines) suffisante pour que 1’animal ne développe pas de symptdmes cliniques. La
production d’interféron gamma (IFN-y) par les lymphocytes T cps* est capable de limiter la
multiplication intracellulaire du parasite et joue ainsi un réle important dans la protection
immunitaire. Le parasite persiste cependant sous forme bradyzoite, dans le systéme nerveux
principalement. Les quelques données existantes semblent montrer que lorsque un animal non
gestant est infecté, il développerait une immunité suffisante pour empécher la transmission

verticale du parasite lors des mises a la reproduction suivantes ((88) ; (90) ; (125)).
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Au début de la gestation (Figure 4 (ii)), les conséquences d’une infection a Neospora
caninum peuvent étre séveéres, allant jusqu’a la mort du feetus. Le foetus, de part son
immaturité, est a ce moment la incapable de produire une réponse immunitaire efficace. En
paralléle, la mere peut en début de gestation produire une tres forte réaction inflammatoire
avec libération massive d’IFN-y en réponse aux antigenes du parasite. C’est pourquoi, il serait
possible que I’avortement soit li¢, au moins en partie, au relargage de cytokine pro-
inflammatoire par les lymphocytes T-helper de type 1 au niveau de I’interface mere-feetus,

lors de la réaction immunitaire.

Au milieu de la gestation, on observe une modulation majeure du systeme immunitaire
et surtout de la réponse IFN-y (figure 4 (iii). Le rétrocontrole négatif exercé sur le systéme
immunitaire par la gestation permettrait la réactivation du parasite quiescent dans le systeme
nerveux. Lors de cette réactivation, le parasite serait a méme de sortir de la forme kystique et
d’envabhir la circulation sanguine.

L’environnement materno-feetal, avec libération de cytokines régulatrices par les
lymphocytes Th-2 serait de plus favorable a la prolifération du parasite, ainsi qu’a I’infection
du placenta et du feetus. Pour Almeria et collaborateurs (1), la réponse de type Th-1 pro-
inflammatoire primitive, serait suivi d’une réponse modératrice de type Th-2. Cette réponse
de type Th-2 avec relargage de cytokine anti-inflammatoire préviendrait la perte feetale
induite par la réponse inflammatoire excessive, mais permettrait également la multiplication
du parasite au sein de 1’hdte et sont passage a travers le placenta. Ainsi, c’est toute la balance
immunitaire qu’il faut considérer pour approcher la physiopathogénie de la transmission
verticale de Neospora caninum. L’age du feetus au moment de I’infection est primordial. Au
milieu de la gestation, les conséquences d’une infection peuvent étre la mort du feetus et donc

I’avortement, ou la naissance d’un veau cliniquement atteint de néosporose.

En fin de gestation, 'infection est moins a méme de déclencher un avortement,
certainement grace a I’acquisition progressive de la maturité du systéme immunitaire feetal
(figure 4 (iv)). La conséquence la plus probable d’une infection en fin de gestation serait donc
la naissance d’un veau sain, atteint congénitalement. Comme la majorité des transmissions
verticales donnent naissance a un veau sain infecté permanent, il est probable que la majorité

des transmissions ait lieu en fin de gestation (Dubey et al. (46)).
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Figure 4 : Evolution de la relation Hbte/parasite lors d’une infection par Neospora caninum
chez ’animal non gestant (i) et en cours de gestation (ii, iii et iv)
d’aprés Innes et al. 2002, (88)

—
&
—

(it} ,
milieu gestation fin gestation

0
K . o -

|

1

|

1

B
nse er anticorps

sem. de gestation

setn. post-infection

~ Rep. irarounitaire cellulaive
[ P —

Répomse en anticorps
Fep. iravomitaire cellulaire

(i) Recrudescence
de 1" infection

(i) Recrudescence ou
nowvelle infection?

(iv) Invasion du placemta

koyste tissulaire et des tissus foetaux

‘ début gestation
0 s
I I I |
1 1 1 |
1 1 1 |
I I I |
1 1 1 |
1 1 1 |
() & bradizoites ! | | |
'L’Jﬁlﬁ; : : Rétrocontrile négatif ! !
I/‘_' ?\. _— “"%‘._.._l[fl,-"f" i i - de la réponse Th-1 i i
N X . J o PN (Y67, IFN-y . |
3 e N, ) :
o I -1 J - ) T =%
IFH-(T . o ! ; . ._13% .
: P in.ﬂCﬁOkIrles-' | Invasion du Cytokines | [} = |
ro-itflatnat oires - e |
i J[ i placenta # ., de type 2 i ) i
IEg P - I P . I - . |
i i : ot i :
! Maternal | ! !
! Foetal 1 1 I
1/ - I ’ I - |
‘ 1 - 1 |
(EC = | | |
| KE: : Apstéme immaniaire | Spstéme immuniaire |
\ | foetal immature l fhefale +- capable de !
1 1 I combatfre Hivfection I
Légende figure (a) :
(i) Infection d’un animal non gestant (i, iii et iv) Infection d’un animal pendant la gestation
—— Réponse itmnitaire 3 médiation celulladre —— FReéponse immunitaire 4 médiation celullaire
weeenees RlépONIZE eh atiticofrs ivvens,  EEponse en anticotps

Infection en milien de gestation

--------- Réponse en enticorps
Infection en fin de gestation

= = = Réponze invmnitaire foetale
(thaturité)

L égende figure (b)

EC: Epithélium chorionique
FS : Syncytium feetal

VS: Vaisseau sanguin

81



L’évolution de la réponse a médiation humorale serait également le témoin de la
recrudescence du parasite lors de la gestation, chez les animaux infectés permanents. Le titre
en IFAT d’immunoglobuline G (IgG) et M (IgM) contre Neospora caninum au cours de 3
gestations successives a été observé pour 3 vaches infectées permanentes (congénitales)
(Fioretti et al. (70) ; voir figure 5).

Figure 5 : Titre en anticorps (1gG et IgM) anti-Neospora caninum au cours de 3 gestations
consécutives.
D’aprés Fioretti et al. 2003, (70)
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Au milieu de la gestation, le taux d’IgG diminue sensiblement, signe de la baisse
d’immunité exercée par 1’état gestant. Puis le titre augmente rapidement en fin de gestation,
les titres les plus élevés sont observés en fin de gestation et dans les mois suivants la
gestation, ce qui concorde avec une recrudescence de la multiplication parasitaire. Le taux
d’IgM suit la méme tendance, les taux les plus bas étant observés en milieu de gestation et les

plus élevés en fin de gestation.

Une synthese des expérimentations réalisées en vue de qualifier la réponse
immunitaire maternelle et foetale responsable des avortements a Neospora caninum est
présentée dans le tableau 12. On peut remarquer qu’en cas d’infection précoce, la réaction
inflammatoire de type cellulaire domine, avec une forte production d’Interféron gamma,
deélétere a la poursuite de la gestation. En cas d’infection en milieu de gestation, aucune
modification concernant I’environnement en cytokines n’est notée si a 1’autopsie le foetus
retrouvé était viable. Par contre, une forte réaction cellulaire est présente en cas d’avortements
(115). En cas d’infection en fin de gestation, une réponse immunitaire foetale est notée en plus
de la réaction maternelle ((1) ; (17)). A coté de la réaction de type Th-1, une réaction de type
Th-2 est également présente qui laisse penser, comme dit précédemment, que les mécanismes

mis en causes lors de I’infection par Neospora caninum sont assez complexes.

Le processus immunitaire prend donc une large part dans la pathogénie des
avortements a Neospora caninum et pourrait dans certains cas étre responsable a lui seul de
I’avortement, mais tous les mécanismes mis en jeu n’ont pas encore €té ¢lucidés. Néanmoins,
dans la majorité des cas, la pathogénie des avortements est complexe, associant le processus
immun et les 1ésions directes causées par la multiplication parasitaire dans les tissus feetaux et

maternels.
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Tableau 12

: Réponse immunologique feetale et maternelle aprés inoculation de souches de Neospora caninum chez le bovin, en fonction de

la dose inoculée, de la voie d’inoculation et du stade de gestation.

Quantité Voie Stade de Avortements Réponse immunologiques a Réponse immunologique a source
Animal inoculée gestation | constatés lors du médiation cellulaire médiation humorale
(tachyzoites) retrait des feetus
8 vaches et leur | 10 sC 140 j 0/8 17
feetus euthanasiés : Réponse maternelle Réponse maternelle :
-al4j Pl (2) - production IFN-y Séroconversion (IFAT et ELISA)
-a28jPl(2) - prolifération cellulaire NL utérins et
-a42j Pl (2) de drainage du site d’inoculation a 14j | Réponse foetale:
-a56j PI (2) et 28j PI Séropositivité (IFAT et ELISA)
6 vaches et leur | 5.10° SC 140j 0/6 Réponse feetale :
feetus euthanasiés : - production IFN-y
-a14j Pl (2) - prolifération celullaire/NL
-a28jPl(2) réactionnels 14j Pl et 28j PI
-a42jPI(2)
8 vaches et leur | 5.10° v 70j (116)
fogtilije;}h(zl)lams' 0/2 Infilt+ration placentaire de type CD3",
-228j Pl (2) 212 CD4,ydTCetNK -~
-242iP1 (2) 22 Pr(_)ductlon d’IFN-y dés 14j PI (IV) ou
caseipl || A 2 2P0
8 vaches et leur | 5.10° SC 70j
f(zullz.egfkg)lams' 02 Pas de modifications par rapport aux
3 28} PI (2) 12 cgntréles dans le cas des feetus
-242j Pl (2) 1/2 viables.
-a56j Pl (2) 1/2
4 génisses | 107 v 110j 0/4 Mére: réponse de type Th- | Pasde réponse humorale maternelle ou | (1)
euthanasiées  21j 1 majoritaire (IFN-y, TNF-a, IL-12) et | feetale
PI Th-2 (1L-4)

Feetus : Réponse de type Th-1 (IFN-y,
TNF-a) puis contrdle de type Th-2
(IL-10, TNF-B)
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2.3.4, Dommages placentaires et feetaux causés par Neospora

caninum

2.3.4.1. Dommages placentaires causés par Neospora caninum

Lors des infections expérimentales, les lésions les plus sévéres sont observées au
niveau placentaire. Lorsque Neospora caninum envahit les cellules utérines, il s’y multiplie
et détruit le tissu maternel et feetal, provoquant alors une forte réponse inflammatoire non
suppurée (Macaldowie et al. (115) ; Maley et al. (117)). Les lésions les plus précoces ont été
observées par Macaldowie, 14 jours aprés inoculation par voie intraveineuse a 70 jours de
gestation. On pouvait alors observer la multiplication du parasite dans les villosités
placentaires feetales ainsi qu’une nécrose de ces villosités, parfois associée a un exsudat
séreux entre la villosité feetale et le septum maternel et a une inflammation non suppurée du
septum maternel (voir figure 6). Les analyses réalisées (Innes et al. (88) et (89) ; Maley et
al. (116)) apres infection expérimentale et étude de la réponse immunitaire locale au niveau
placentaire, ont mis en évidence la présence d’un infiltrat cellulaire composé pour une large
part de lymphocytes CD4+, CD8+, et de cellules T-y5, a I’origine d’une production accrue
d’interféron gamma. La réaction inflammatoire maternelle serait donc en grande partie
responsable du rejet du feetus a ce stade de gestation. En général, aucune réaction
inflammatoire feetale n’était observée pour les stades précoces de gestation.

Chez les vaches inoculées par voie sous cutanée, les 1ésions n’étaient observées que
dans la moitié des cas, et moins précocement (voir tableau 13). Une désinsertion des
cotylédons vis-a-vis des caroncules maternelles a été observée 28 jours aprés inoculation par
voie sous cutanée. Les observations les plus tardives ont mis en évidence une autolyse des
caroncules maternelles et du feetus, les tissus utérins tendaient a se normaliser avec une

nouvelle épithélialisation des caroncules résorbées.
Lors des infections naturelles, on rapporte la présence d’une placentite non suppurée,

pouvant s’étendre a la région inter-cotylédonaire du placenta, avec parfois des minéralisations
(Barr et al. (8); Collantes-Fernandez et al. (37); Nietfeld et al. (136))
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Figure 6 : Lésions placentaires causées par Neospora caninum, coupes histologiques

Macaldowie et al. (115)

A-D Coupes histologiques de placentomes de vaches 14 jours apres inoculation par voie intra-veineuse (A,D) ou
sous cutanée (B,C) de tachyzoites de Neospora caninum.

(A) Inflammation du septum des caroncules maternelle (X) et nombreux tachyzoites dans les villosités feetales
( =) (Immuno-histochimie x110)

(B) Inflammation maternelle a la base des caroncules (X), inflammation du septum maternel et nécrose des
villosités feetale (=) (HE x10)

(C) Inflammation (X) et nécrose des villosités feetale (=)(HE x50)

(D) Inflammation du septum des caroncules maternelles avec un nombre important de cellules positive pour
I’ ARN de I’INF-y. (Hybridation in-situ, x50)

2.3.4.2. Dommages foetaux causés par Neospora caninum

Lors de I’infection placentaire, Neospora caninum est capable d’envahir la circulation
sanguine et les tissus feetaux, avec une prédilection pour le systéme nerveux central
(Macaldowie et al. (115)). Le parasite est tout d’abord retrouvé en périphérie des vaisseaux
sanguins (Bartley et al. (17)) et, pour les feetus les plus jeunes, sa multiplication intense peut
causer des destructions fatales de la substance grise contenant les prolongements neuronaux
(ou neuropile) sans qu’il y ait d’inflammation (Buxton et al. (30)) (voir figure 7). Pour les
feetus plus agés, dont la capacité a controler le parasite est plus élevée, la multiplication est
restreinte. On observe alors des zones de nécroses focales, entourées d’un infiltrat
inflammatoire d’origine feetale important, composé de cellules microgliales, d’astrocytes
réactionnels et de cellules des lignées monocytaires et lymphocytaires. Une minéralisation des

zones de nécroses est parfois notée (Dubey et al. (46)) ainsi qu’une méningite modérée.
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Les avortons infectés par Neospora caninum présentent souvent des lésions de
nécroses multifocales et des infiltrations cellulaires mononuclées diffuses, disséminées dans
de nombreux tissus. La destruction des cellules feetales, associée a une réaction inflammatoire
lymphoide peut se produire dans de nombreux tissus, comme le cceur, les muscles
squelettiques, le poumon, le foie (Barr et al. (8) ; Bartley et al. (17); Collantes-Fernandez et
al. (37); Nietfeld et al. (136)). Pour certains feetus, on retrouve aprés infection par Neospora
caninum des lésions typiques inflammatoires et nécrotiques ou le parasite peut &tre mis en
évidence, dans des tissus comme le foie et le coeur. Des Iésions de leucomalacie cérébrale,
indicatives d’une hypoxie feetale, sont également rencontrées. Les différentes
expérimentations réalisées (voir tableau 13) tendent a montrer que le cerveau serait 1’organe
parasité le plus tot ; les tachyzoites se multipliant a I’intérieur et en périphérie des vaisseaux

sanguins initieraient I’encéphalite.

Figure 7 : Lésions feetales causées par Neospora caninum, coupes histologiques
Macaldowie et al. (115)

ol -,

(A, B) Coupe histologique de cerveau de feetus bovin, a 84 jours de gestation, 14 jours post inoculation de la
mere par des tachyzoites de Neospora caninum

(A) Inclusions de N. caninum (=) dans le pont cérébral (HE x360)

(B) Antigenes de N. caninum dans une zone de nécrose aigue du diencéphale (Immuno-histochimie, x120)
(C, D) Coupes histologiques d’encéphale et de cceur de feetus naturellement infectés par Neospora caninum

(C) Nécrose focale et infiltration de cellules mononuclées (=) dans le myocarde (HE x300)

(D) Encéphalomyélite associée a N. caninum : zone de nécrose centrale avec entourée de cellules

mononuclées (HE x150)
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Tableau 13 : Lésions feetales et placentaires observées aprés inoculation de souche de Neospora caninum chez le bovin, en fonction de la

dose inoculée, de la voie d’inoculation et du stade de gestation.

Animal Quantité Voie Stade de Nombre Avortements Lésions observées source
inoculée gestation Transmissions
verticale (sur
total inoculé)
Vache Jersey 1 26.10° SC et|129] 1/1 Non* Feetus : encéphalite nécrotique (70)
Tachyzoites IM
Vache Jersey 2 126 11 Oui 101j PI Feetus : autolysé
Vache Jersey 3 81j 1/1 Oui 74jPI Feetus : autolysé
19 vaches 1500 a 115000 | PO 70a176j 6/19 1/19 Avorton : lésions histologiques typiques (inflammation avec nécrose | (76)
oocystes multifocale)
8 vaches et leur | 5.10° v 70 1)
feetus euthanasiés : tachyzoites
-a14j Pl (2) 2/2 0/2* Placentite nécrotique focale, dégénérescence cotylédonnaire
-a28jPl(2) 2/2 2/2 Désinsertion cotylédonnaire
-a42jPl(2) Résorbé 2/2 Disparition des tissus foetaux
- a56j Pl (2) Résorbé 2/2 Disparition des tissus feetaux
8 vaches et leur | 5.10° SC 70j pas d’altérations visibles pour les feetus viables aprés 28jPI 1)
feetus euthanasiés : Tachyzoites
-al14jPI (2) 212 0/2* Placentite focale modérée
-a28jPl(2) 1/2 1/2 Placentite sévere, nécrotique, hémorragique
-a42j Pl (2) 1/2 1/2 Nécrose des cotylédons
- a56j Pl (2) 1/2 1/2 Nécrose des cotylédons

* Retrait précoce du feetus
jPI : jours post infection
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Tableau 13 : Lésions feetales et placentaires observées aprés inoculation de souche de Neospora caninum chez le bovin, en fonction de la

dose inoculée. de la voie d’inoculation et du stade de gestation. (suite)

Animal Quantité Voie Stade de Nombre Avortements Lésions observées source
inoculée gestation Transmissions
verticale (sur
total inoculé)
vaches 40 000 PO 70j (n=6) 0/6 0/6 (125)
oocystes 120j (n=6) | 0/6 1/6 Feetus : Nécrose multifocale et infiltration des muscles squelettiques
210j (n=6) | 5/6 1/6
12 vaches 10’ SC 70j (n=6) 6/6 6/6 Nécrose multifocale placentaire, feetale et maternelle avec infiltration | (74)
Tachyzoites lymphocytaire, macrophagique ou neutrophilique diffuse.
Hémorragies placentaires focales, exsudat séreux
Nécrose épithéliale focale modérée, affectant souvent un seul
210j (n=6) 6/6 0/6 cotylédon, avec infiltration lymphocytaire associée
14 vaches 5. 10% | sC 140j 8/8 0/8 Placenta : Dégénérescence aigue des villosités choriales avec nécrose, | (17)
tachyzoites exsudat séro-nécrotique, infiltration
N=8
Feetus : inflammation péri vasculaire cérébrale dés 14j P1, encéphalite
nécrotique multifocale a partir de 28j PI, hépatite, myosite, nccuds
lymphatiques réactionnels
10’ tachyzoites | SC 140j 6/6 0/6 Placenta : lésions moins marquées, zones de nécrose placentaire avec

N=6

minéralisation.

Feetus :  encéphalite nécrotique multifocale a 42j Pl; nceuds
lymphatiques réactionnels, pas de Iésions observé a 14, 28 et 56j PI.
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Lors d’infection naturelle, les feetus sont souvent autolysés, ce qui rend leur étude
difficile (voir tableau 14). Le plus souvent, les Iésions touchent le systéme nerveux central,
avec une encéphalomyélite multifocale nécrotique, mais peuvent étre rencontrées dans
différents organes. Dans une étude portant sur 82 feetus en Californie, une encéphalite et une
myocardite étaient rencontrées dans 100% des cas, des Iésions des surrénales dans 80% des
cas, des myosites dans 72% des cas, des néphrites dans 66% des cas, des hépatites dans 62%
des cas et des pneumonies dans 44% des cas., Les 1ésions étaient accompagnées d’un infiltrat
de type monocellulaire et des protozoaires ont pu étre observés pour 89% des foetus (Barr et
al. (8))

La synthése des lésions feetales et maternelles, lors d’infection expérimentale est
donnée dans le tableau 13. La synthése des lésions rencontrées lors d’infection naturelle est

donnée dans le tableau 14.

Les lésions placentaires et feetales démontrent que Neospora caninum  est un
pathogene capable d’induire par sa seule multiplication des avortements, par I’inflammation
du placenta maternel, la nécrose et I’inflammation du placenta foetal et maternel, ou les
dommages feetaux, voire la combinaison des trois. Cependant, en général, le nombre de
parasites retrouvés dans les tissus feetaux est faible, méme chez les sujets bien préservés. Ceci
pourrait étre d0 a la pathogénie méme des avortements : la réponse immunitaire maternelle ou
la lutéolyse induite par les prostaglandines causerait 1’expulsion du feetus avant que le parasite
ait le temps de se multiplier en grand nombre.
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Nombre observé Critére d’identification Lésions histologiques source
17 feetus issus | Parasite présent dans les tissus feetaux Autolyse Barr et al.
d’avortement entre 1897 Hépatite non suppurée, inflammation et nécrose hépatiques focales, myosite | (8)
et 1989 focale non suppurée, inflammation des surrénales, de la graisse mésentérique
et abdominale, du placenta (minéralisation), pneumonie.
19 feetus provenant de 15 | Tachyzoites dans les tissus cérébraux, IHC | Autolyse Nietfeld et al.
troupeaux, Nouveau | positive Encéphalite multifocale non suppurée, myocardite, myosite, hépatite (136)
Mexique, 1989 Inflammation pulmonaire, rénale, placentaire
Nécrose multifocale cérébrale, hépatique, pulmonaire, placentaire
72 feetus parmis 220 | PCR positive dans les tissus feetaux Avortement en début et milieu de gestation : lésions généralisee : encéphalite, | Collantes-

avortons,
2000 a 2003

Espagne,entre

myocardite, hépatite, nephrite, pneumonie
Avortement en fin de gestation : Iésions moins sévéres, touchant un nombre

plus restreint d’organes.

Fernandez et al.
(37)

Tableau 14: Lésions feetales et placentaires observées aprés infection naturelle par Neospora caninum chez le bovin.
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2.4, Approche épidémiologique des avortements a Neospora

caninum chez les bovins

2.4.1. Neospora caninum dans 1’espéce bovine : premier agent a

’origine d’avortements

De maniere rétrospective, la premiere mise en cause de la néosporose dans une
épidémie d’avortements remonte a 1989, dans un troupeau laitier du Nouveau Mexique
(Nietfeld et al. (136)), et de nombreuses données ont confirmé cette infection comme une
cause particuliérement importante d’avortement. La néosporose a une distribution mondiale,
touchant de nombreux pays répartis sur les 6 continents. La néosporose bovine n’est
probablement pas une maladie nouvelle, mais nouvellement reconnu, car le parasite serait
enzootique depuis 1984 en Californie. Des études menées en Californie, aux Pays-Bas et en
Nouvelle-Zélande indiquent qu’environ 20% des avortons examinés sont touchés par
Neospora caninum (64). Dans les troupeaux laitier ayant déja subi des avortements a
Neospora caninum, la proportion des avortons infectés par Neospora caninum serait méme
de 44% (Rapporté par Dubey et al. (64)). Le taux d’infection était de 77% pour 226 feetus
issus de 50 troupeaux danois ayant subit de nombreux avortements sur une courte période
(Anderson et al. (2)). Le taux d’avortements liés a Neospora caninum serait compris entre 20
et 43%, en Californie au Brésil ou en Argentine. En Europe, des études menées en
Allemagne, en Espagne ou en Suéde ont également mis en avant le r6le majeur de Neospora

caninum lors d’avortements (Dubey et al. (64)).
L’ensemble de ces données fait de Neospora caninum le premier ou le deuxieme

agent infectieux — eventuellement derriere le virus de la diarrhée virale bovine, BVD — mis en

cause lors d’avortements dans 1’espece bovine
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2.4.2. Diversité des formes épidémiologiques d’avortements liés

a Neospora caninum

24.2.1. Epizootie d’avortements et transmission exogéne du parasite

Avant méme la découverte du chien comme hote définitif, différentes études
concernant des épisodes d’avortements attribués au parasite Neospora caninum ont pu mettre
en évidence I’existence d’une source d’exposition des vaches a un moment précis de la
gestation ((92) ; (123); (187)). En effet, dans certains troupeaux, de Véritables épizooties
d’avortements attribués a Neospora caninum sont survenus sur un laps de temps court, ce qui
est trés évocateur d’une contamination a un moment précis de la gestation via une source de
contamination commune a I’ensemble du troupeau. On définit les épisodes d’avortements
comme épizootique, si plus de 10% ou 12,5% des vaches a risque avortent sur une période de
6-8 semaines (46).

En 1989, au Mexique, 29 vaches sur 240 (12,1%) avorterent sur une période de 5
mois, 7 feetus sur les 9 examinés présentaient des Iésions de néosporose (Thilstead et Dubey
(167)). En Irlande, en 1993, 11 vaches sur 150 (7,3%) subirent des avortements, 5 foetus
présentaient des lésions compatibles avec une néosporose et le parasite pu étre identifié sur
deux avortons (McNamee et Jeffrey (129)).

En 1993 également, 33% d’un troupeau de 158 vaches de Nouvelle Zélande avorterent
durant I’automne, ’atteinte par Neospora caninum fut confirmée par les examens (Thornton
et al. (168)).

En 1994, au Dakota, 9 vaches sur un troupeau de 90 avorterent sur seulement 10 jours
d’intervalle. Neospora caninum fut identifié¢ sur les 7 foetus examinés (Yaeger et al. (187)).

En 1995, un épisode explosif d’avortements fut observé au Pays-Bas, sur 4 troupeaux
de vaches Holstein. En trois semaines, 33% des 227 vaches et 14% des génisses avortérent, la
période d’avortement fut suivie de la mise-bas d’avortons momifiés les mois suivants. Sur les
51 feetus examinés, 50 avaient des lésions suggestives de néosporose. Le diagnostic fut
confirmé par immuno-histochimie pour 40 sujets (Moen et al. (131)).

Dans un troupeau de 1 200 tétes en Californie, 66 vaches sur les 360 gestantes (18%)

ont avorté sur une période de 2 mois (McAllister et al. (123)). Les titres en anticorps et les
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Iésions retrouvées sur les feetus étaient compatibles avec des avortements a Neospora. La
courbe représentant les taux hebdomadaires d’avortements marquait un pic soudain, ce qui
¢tait en faveur d’une source commune de contamination.

En 2000, sur un troupeau de vaches laitieres de Caroline du Sud, prés de 10% du
troupeau et 40% des vaches en milieu de gestation ont avorté sur une période de 4 mois
(Jenkins et al. (92)). De telles épidémies d’avortements sont fortement évocatrices d’une

contamination lors de la gestation par voie exogeéne.

24.2.2. Enzootie  d’avortements et transmission endogéne du

parasite

Les avortements sont considérés comme une affection enzootique, s’ils persistent dans
le troupeau sur une période de plusieurs mois ou années. Pour beaucoup de troupeaux ayant
une enzootie d’avortements a Neospora caninum, une association a pu étre faite entre le
statut sérologique vis-a-vis de Neospora caninum des meres et de leur descendance (Hall et
al. (82); Shares et al. (159) ; Thurmond et al. (169) ; Wouda et al. (186)). Les meres ayant
avorté d’un feetus infecté par Neospora caninum ont en général une descendance séropositive
vis-a-vis de Neospora caninum, et des liens de parenté entre animaux positifs ont été

retrouvés pour des valeurs allant jusqu’a 75% des animaux concernés (82).

La séropositivité vis-a-vis de Neospora caninum est considérée comme étant acquise
a vie et des titres élevés en anticorps peuvent persister plusieurs années (Pabon et al. (139)).
Seuls 2 animaux séropositifs sur 30 et 1 animal séronégatif sur 83 changeraient de statut
sérologique au cours de la gestation, ce qui montre la grande stabilité sérologique de

I’infection.
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L’ensemble des études menées (Fioretti et al. (70); Moen et al. (131) ; Thurmond et
al. (170) ; Wouda et al. (186)) montrent une relation étroite entre statut sérologique et risque
d’avortements : les vaches sé€ropositives ont un risque relatif d’avortement variant selon les
études, de 3 fois (Moen et al. (131)), 3,13 fois (Wouda et al. (186)), 7,4 fois (Thurmond et al.
(170)), 13 fois (Hall et al. (82)), plus élevé que les vaches séronégatives. Le risque relatif
d’avortement est méme de 18,9 fois plus élevé pour une vache séropositive si I’on s’intéresse
aux avortements survenant apres 90 jours de gestation (Lopez Gatius et al. (111)).

Plus recemment, en 2007, le statut sérologique et les performances de reproduction
d’un troupeau ayant subi des avortements attribuables a Neospora caninum furent étudiés sur
une période de trois années consécutives (Pabon et al. (139)). Les résultats de cette étude sont
donnés dans le tableau 15. Sur un total de 414 gestations sur les 3 années, le taux
d’avortement des vaches séropositives (39,5%) était significativement supérieur a celui des
vaches séronégatives (1,4%) et 92,5% en moyenne des avortements sont survenus pour des
meéres séropositives. Pour les animaux séropositifs, la moitié (51%) des avortements étaient

des avortements répétés.

Tableau 15 : Séroprévalence de Neospora caninum et avortement pour un troupeau de
vaches laitiéres sur trois années consécutives
Pabon et al. (139)

Année | Nombre total de | Vaches Nombre total de | Nombre  total | Avortement Avortement
vaches du | séropositive (%) | gestation d’avortement chez les vaches | répété pour les
troupeau (séropositive)® (%) séropositive vaches

(%)° (%)° séropositives
(%)
259 82 (31,7) 165 (65) 34 (20,6) 31(47,7) (91,2) | 18(58,1)
222 55 (24,8) 128 (32) 7 (5,5) 7(21,9) (100) | 4 (57,1)
231 46 (19,9) 121 (27) 12 (9,9) 11 (40,7) (91,7) | 3 (27,3)
Total | 712 183 (25,7) 414 (124) 53 (12,8) 49 (39,5) (92,5) | 25 (51)

® Nombre total de vaches séropositive gestante
® Rapporté au nombre total de vache séropositive gestante
¢ Rapporté au nombre total d’avortement

9 Rapporté au nombre total d’avortement chez les vaches séropositives
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Les enzooties d’avortements sont donc compatibles avec le mode de transmission
endogéne du parasite, a ’origine du maintient de I’infection dans le troupeau sur plusieurs
générations.

On peut rajouter, pour différencier les deux formes épidémiologiques, que si la
transmission est principalement endogéne, les meres et leur descendance (anticorps pre-
colostraux) seront séropositifs et la distribution des animaux positifs sera uniforme dans le
troupeau.

Au contraire, lors d’une infection de type exogene, les animaux séropositifs sont
surtout confinés a une classe d’age (Dubey et al. (64)). La mesure de 1’avidité des anticorps
immédiatement apres des avortements, sur 8 a 10 vaches, apporte également des informations
concernant le mode de transmission. Dans un troupeau subissant des avortements de type
enzootique et ou I’avidité des anticorps est élevée (donc témoin de la chronicité de

I’infection), le mode de transmission endogéne doit étre considéré en premier lieu.

2.4.3. Etudes des facteurs de risques influengant les avortements

chez les bovins

2.4.3.1. Stade de gestation

La mise en place progressive du systéme immunitaire feetal et 1’évolution de la
relation hote parasite au cours de la gestation influencent la survenue des avortements et

I’efficacité de la transmission verticale.

Comme il a été expliqué précédemment, les infections en début de gestation sont plus
a méme de déclencher les avortements, car le feetus n’est pas capable de déclencher une
réponse immunitaire. En fin de gestation, une infection donnerait naissance a un veau sain,

infecté congénital (Gibney etal. (74) ; Innes et al. (88) ; Innes et al. (89)).
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Lors des expérimentations, les avortements sont obtenus quasi systématiquement pour
une inoculation dans le premier tiers de gestation, alors que les fcetus sont généralement
viables pour une inoculation plus tardivement dans la gestation. On note, selon les études : 5
avortements sur 6 vaches inoculées précocement, alors que dans la méme étude toutes les
vaches inoculées tardivement dans leur gestation ont donné naissance a des veaux viables,
tous montrant des signes de néosporose (Williams et al. (183)) ; 8 avortements sur 8 vaches
inoculées a 70 jours de gestation par voie intraveineuse (Macaldowie et al. (115)), 6
avortement sur 6 vaches inoculées a 70 jours de gestation, alors que dans la méme étude les 6
vaches inoculées a 210 jours de gestation portaient des feetus infectés viables. Par ailleurs, les
avortements sont rarement provoqués lors des inoculations tardives, ou alors pour des doses
extrémement élevées (Fioretti et al. (70) ; McCann et al. (125)) (voir tableau 12).

D’aprés 1’étude de 2004 faite par Gondim et al. (76) le risque de transmission
transplacentaire aprés ingestion d’oocystes, qui est la voie naturelle de contamination, serait

directement corrélé a I’avancement de la gestation

Pourtant, lors d’infection naturelle, les avortements sont le plus souvent rencontrés
tardivement (entre 5 et 7 mois de gestation), méme si ils peuvent survenir de 2 mois jusqu’au
terme de la gestation. Pour 72 avortons infectés par Neospora caninum, les lésions observées
¢était d’autant plus importantes et touchaient d’autant plus d’organes que le feetus était jeune,
et le nombre de PCR positives, tout comme la charge parasitaire et I’intensité des 1ésions
diminuent de maniére équivoque avec I’avancée de la gestation (Collantes-Fernandez et al.
(37)). Quelques données peuvent expliquer cette observation : d’une part les trés jeunes
avortons sont rarement soumis a analyses donc peut étre sous estimés ; d’autre part, la
transmission de Neospora caninum serait plus a méme de se produire en fin de gestation. En
effet, lors d’une infection endogéne, qui est la voie principale de transmission, la
recrudescence de l’infection serait favorisée par 1’avancée de la gestation et la baisse
d’immunité concomitante (Innes et al. (89)). La majorité des transmissions naturelles
interviendrait donc en fin de gestation, ce qui donnerait naissance majoritairement a des veaux
cliniguement sains et néanmoins infectés, mais provoquerait également quelques

avortements ; cette hypothése reste encore a confirmer.
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2.4.3.2. De maniére expérimentale : influence de la dose et de la

voie d’inoculation

Lors des différentes expérimentations, les lésions les plus graves et les plus rapides ont
été observees aprés inoculation par voie intraveineuse, par comparaison avec la voie
intramusculaire (Macaldowie et al. (115)). De méme, une correélation entre la dose inoculée et
la gravité des lésions a pu étre mise en évidence lors d’inoculation par voie sous cutanée
(Bartley et al. (17)). Le méme lien dose/effet a été retrouvé lors d’ingestion d’oocystes. En
effet, les premicres expérimentations, ou le nombre d’oocystes ingéré était faible, n’ont pas
provoqué de transmission verticale (Bergeron et al. (20)). Dans une autre étude
expérimentale, la dose d’oocystes ingérée a pu étre corrélée au taux de transmission verticale

et a la survenue d’avortement chez la vache (Gondim et al. (76))

2.4.3.3. Séroprévalence individuelle

Les vaches séropositives vis-a-vis de Neospora caninum ont clairement un risque plus
élevé d’avorter que les vaches séronégatives ((70) ; (82) ; (111) ; (139) ; (170) ; (186)) et cette
association entre séropositivité et risque d’avortement a ét¢ démontrée aussi bien dans les
études prospectives que rétrospectives. Le facteur de risque peut varier grandement, d’un
risque 3 fois plus élevé jusqu’a 19 fois plus élevé d’avortement chez les séropositives, en
fonction du groupe d’étude et des valeurs seuil de positivité choisies. Cependant, il apparait
clairement que le risque d’avortement s’accroit avec l’intensité du titre en anticorps anti
Neospora caninum (Dubey et al. (64); Gondim et al. (76) ; MacAllister et al. (123);
Quintanilla-Gozalo et al. (150)).

Chez les vaches avortant, une augmentation du taux d’anticorps est observée a partir
du troisieme mois de gestation, et se maintient a une valeur maximale a partir du septiéme
mois de gestation. L’élévation du taux d’anticorps anti-Neospora est plus marquée chez les

vaches qui avortent (Voir figure 8). Cette différence des valeurs en anticorps, plus élevées

98



chez les vaches avortant par rapport aux vaches n’avortant pas (mais séropositives), laisse a
penser que les anticorps présents seraient non protecteurs (64).

Dans les troupeaux étudiés par Quintanilla-Gozalo (150), la trés grande majorité des
avortements (74,5%) est survenue lors du troisiéme trimestre de gestation, lorsque les taux en
anticorps étaient au plus haut. Dans le cadre des infections latentes, il semble évident d’apres
les études prospectives que I’intensité et la durée de 1’élévation du taux d’anticorps spécifique
anti-Neospora caninum au cours de la gestation est corrélé au risque de mort feetale (Dubey et
al. (64)). C’est pourquoi, I’étude du taux d’anticorps anti-Neospora caninum pourrait étre un

outil pour identifier les animaux a haut risque d’avortement dans un troupeau atteint.

Figure 8 : Cinétigue de la réponse en anticorps chez des bovins gestant infectés naturellement
par Neospora caninum, pour 10 bovins ayant avorté et 12 bovins n’ayant pas avorté.
D’aprés Quintanilla-Gozalo et al. (150)
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2.4.3.4. Séroprévalence de troupeau

Il existe de nombreuses études et de nombreux cas rapportés qui ont mis en évidence
la corrélation entre séroprévalence du troupeau et avortement a Neospora caninum (Dubey et
al. (64)). Ceci serait di a la fois au risque d’avortement accru chez les vaches infectées
permanentes (voir plus haut) et au risque de nouvelle infection dans le troupeau. Cependant,
une exposition recente a Neospora caninum, mise en évidence soit par une épizootie
d’avortement dans le troupeau, soit par des séroconversions, n’implique pas forcément un
taux d’avortement plus élevé les années suivantes. Les études menées sur les troupeaux apres
une épizotie montrent que le taux d’avortement du troupeau n’augmente que trés peu I’année
d’apres (Dubey et al. (64)). Par contre, les avis divergent concernant les années suivantes.
Selon Wouda et al. (186), les veaux nés de meres atteintes ont un risque 3,13 fois plus élevé
d’avorter par la suite. Le taux d’avortement du troupeau va donc augmenter quelques années
apres I’exposition a Neospora caninum. Au contraire, dans d’autres études comme celle de
Dijkstra et al. (40), la séroconversion du troupeau n’a pas été suivie d’une élévation du taux
d’avortement. Cela pourrait étre mis en relation avec une contamination horizontale massive,
qui n’engendre pas de transmission endogeéne lors des gestations suivantes. L’épidémiologie
de Neospora caninum et les notions de transmissions endogéne ou exogene n’étaient pas
encore connues au moment de ces études d’ou les imprécisions. Certains points restent
néanmoins encore a éclairer concernant 1’épidémiologie des avortements a Neospora

caninum.

2.4.35. Age et parité

Dans certaines études, il apparait que, lors d’avortements de type épizootique, le
risque d’avorter s’éléeve avec 1’dge (Wouda et al. (184)). Cependant, lors d’enzootie
d’avortement, I’association avec 1’age semble étre contraire. En effet, il a été rapporté un
risque 7,4 fois plus élevé pour des génisses infectées congénitalement d’avorter lors de leur
premiére mise a la reproduction (Thurmond et al. (170)), alors que ce risque est seulement 1,7

fois plus élevée pour la gestation lors de la premiere lactation. Dans une autre étude,
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(Hernandez et al. (85)) il est observé un risque d’avortement 2,8 fois plus élevé au cours de la
deuxiéme gestation pour des vaches infectées, mais aucune modification n’a été notée pour la

premiére, la troisieme et les gestations suivantes.

2.4.3.6. Présence de I’hote définitif

La présence d’un chien dans les exploitations, leur nombre et la fréquence des
observations de défécations des chiens dans la zone d’alimentation ont été associés a une
augmentation du risque d’avortement, lors d’une étude portant sur 6 troupeaux des Pays-Bas
entre 1995 et 1997 (Wouda et al. (184)). Lors des études épidémiologiques, la présence d’un
hote définitif a 1’origine de I’exposition des vaches a I’infection, avait été fortement suspectée
lors d’épidémie d’avortement, mais le role du chien n’était pas encore connu. Au contraire,
dans d’autres études, aucun lien entre chien et avortements n’a été mis en évidence (Dubey et
al. (64)). Cependant, comme les avortements a Neospora sont plus souvent le fait d’une
recrudescence de I’infection chez des infectés permanent que le résultat d’une transmission
horizontale, il n’est pas étonnant de ne pas toujours retrouver une corrélation.

Dans une étude de Wouda et al. (185), il a été observé une forte corrélation entre la
séropositivité vis-a-vis de Neospora caninum chez le chien et une forte prévalence en
anticorps anti-Neospora caninum chez les bovins. Dans les exploitations ou aucun chien
n’était présent, la séroprévalence était significativement plus faible chez les bovins, par
rapport aux exploitations ou vivaient un ou plusieurs chiens. Dans ce cas, les chiens étaient
présents dans des exploitations ou sévissaient les deux formes épidémiologiques, épizooties et

enzooties d’avortements.

Au contraire, I’observation de canidés sauvages ou la présence de chats sur une
exploitation semble étre un facteur protecteur vis-a-vis de 1’infection a Neospora caninum
(64). Ceci serait probablement d( au fait que la présence des canidés sauvages ou de chats
dans une exploitation serait souvent synonyme d’absence de chien, le chien étant supposé

facteur de risque.
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2.4.3.7. Autres facteurs de risques

Des facteurs tels que la saison, le climat, 1’alimentation, le type d’élevage, les
conditions de vélage, la fréquence des non délivrances ont été étudiés afin de savoir s’ils
pouvaient étre corrélés au risque d’avortement a Neospora caninum, sans réponse certaine

(rapporté par Dubey (64)).

Il semblerait que les facteurs de stress, comme la sous-alimentation ou la saison des
pluies puissent étre associés a un taux plus élevé d’avortements, peut étre en favorisant une
recrudescence de ’infection (Dubey et al. (64)). Cependant, d’autres études doivent étre

menées afin d’identifier clairement les différents facteurs de risques.

2.5. Mise en cause de Neospora caninum lors d’avortements,

établissement d’un lien de cause a effet

Les avortements sont un probléme majeur en élevage, cependant, méme pour des
laboratoires bien équipés, la cause d’un avortement sur deux reste inconnue. Etablir une
relation de cause a effet entre avortement et Neospora caninum est complexe, car les
affections asymptomatiques sont courantes, et trouver le parasite ou son ADN ne signifie pas

que celui-ci ait pu causer ’avortement.

Le diagnostic d’orientation d’un avortement a Neospora caninum repose sur des
examens serologiques, immuno-histochimiques et d’autres méthodes permettant de démontrer
I’infection sur la mere et sur le foetus. Pour parfaire cet objectif, il est important de démontrer
la présence de Neospora caninum dans les 1ésions et d’exclure une autre cause d’avortement
du diagnostic. Il faut ainsi considérer I’examen du sérum maternel et des fluides feetaux, au
méme niveau que I’examen histologique ou 1’analyse par PCR. Si les 1ésions observées sont
jugées comme non compatibles avec la survie du feetus, si elles peuvent étre reliées par
immuno-histochimie ou PCR au parasite Neospora caninum et si les autres causes sont

exclues, alors on peut conclure a un avortement a Neospora caninum (63) (voir Figure 9).

102



Dans les cas ou le feetus ne pourrait étre soumis a I’examen (autolyse notamment), il
est important d’examiner le probleme des avortements en fonction du contexte
épidémiologique. En effet, I’implication de Neospora caninum dans des avortements peut
également étre confirmée par des études statistiques et épidémiologiques permettant
d’associer les avortements dans un groupe « a risque » et une sérologie positive vis-a-vis de

Neospora caninum. (Dubey et Schares (63) ; Schares et al. (156)).

Le groupe des femelles a risque doit étre défini en fonction de la forme
épidémiologique des avortements : dans le cas d’épidémie, il s’agit des femelles entre 58 et
260 jours de gestation au moment de 1’épidémie alors que pour les avortements enzootiques,
il s’agit de ’ensemble des femelles gestantes pendant la période étudiée (156). S’il existe un
lien statistiquement significatif entre sérologie positive vis-a-vis de Neospora caninum et
avortement dans ce groupe a risque, alors le parasite peut étre mis en cause (voir Figure 9 :

arbre de diagnostic).
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Figure 9: Arbre diagnostic des avortements & Neospora caninum.
D’apres Dubey et Schares (63)
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2.6. Autres conséquences de I’infection a Neospora caninum

sur la reproduction chez les bovins

2.6.1. Influence de Neospora caninum sur la fertilité.

En dehors de I’impact de Neospora caninum sur la fécondité des bovins, une étude
s’est intéressée aux effets du parasite sur la fertilité. Pour cela, 7518 inséminations ont été
réalisées, 6556 inséminations sur des vaches seronégatives et 962 sur des vaches
séropositives. Si une différence notable du point de vue de la survenue des avortements a été
observée (7,1 fois plus d’avortements dans le groupe positif), aucune différence n’a été notée
concernant la fertilité : le taux de réussite en premiere insémination du groupe des vaches
positives était de 34%, contre 32,6% de reussite pour les vaches séronégatives. Il semblerait

que Neospora caninum n’affecte pas la fertilité¢ chez la vache (Lopez Gatius et al. (112)).

2.6.2. Influence de Neospora caninum sur la production laitiére.

L’effet d’un avortement sur la production laitiere est complexe. En effet, si un
intervalle vélage-vélage allongé réduit le nombre de lactations sur une période d’années
donnée, un avortement peut également prolonger la lactation au cours de laquelle il survient.
C’est pourquoi, I’'impact de Neospora caninum sur la production laitiere est difficilement
quantifiable. Cependant, d’apres la synthése sur le sujet de Chi et al. (34), il est apparu sur un
troupeau que ’infection a Neospora caninum avait réduit de 4% la production laitiere en
premiere lactation, alors que dans une autre étude comparant les productions laitieres pour
différents numéro de lactation (premiére, seconde et troisieme ou plus), aucune différence de
production n’a été notée. En étudiant 25 troupeaux de vaches laitiére en Ontario, la production
laitiere (test des trois premiers jours de lactation) s’est avérée inchangée, quelque soit la
prévalence vis-a-vis de la neosporose. Par contre, le méme test effectué par la méme équipe
quelques temps apres a montré que la production laitiére était diminuée pour les troupeaux a
forte prévalence et avec un taux d’avortement élevé, alors qu’elle était inchangée pour les
troupeaux séropositifs ayant un taux d’avortement normal (34). A I’heure actuelle, I'impact de
Neospora caninum sur la production laitiere est donc flou, et nécessite de plus amples

investigations.
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2.7. Controéle de la transmission verticale de Neospora caninum

chez les bovins.

Differentes méthodes ont été proposées et recemment comparées afin de controler les
infections a Neospora caninum, et surtout les avortements qui en découlent. Ces méthodes
incluent une lutte offensive (faire disparaitre la maladie) et défensive (éviter I’entrée de la

maladie).

2.7.1. Mesures de luttes offensives visant a contrbler les

avortements a Neospora caninum

2.7.1.1. Chimiothérapie curative: aucune molécule efficace

disponible actuellement

Stratégiquement, il peut €tre intéressant de tester 1’efficacité d’un traitement des veaux
nouveau-nés issus de meéres séropositives avec un médicament approprié. Le but d’une telle
métaphylaxie est d’anticiper afin d’éliminer les tachyzoites qui se sont développés apres la
naissance et ainsi prévenir la mise en place d’une infection chronique. Cette méthode pourrait
aider a produire des lignées indemnes de Neospora caninum indépendamment du statut de la
mere. Les sulfamides ont d’abord été proposés comme molécules curatives, associées ou non
au triméthoprime, mais leur efficacité semble trés limitée. Des essais concernant le toltrazuril
et son dérive le ponazuril ont été menés ou sont en cours. Dans le cerveau des veaux traités
avec du ponazuril, le parasite est revenu a un seuil indétectable (Kritzner et al. (99)); chez la
souris infectée expérimentalement, le toltrazuril serait capable de bloquer la transmission
transplacentaire (rapporté par Dubey et al. (64)). Aucune molécule n’a actuellement prouvé

son efficacité sur le terrain
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2.7.1.2. Controle de Dinfection par réforme préférentielle des

animaux positifs

Une analyse statistique visant a évaluer les différentes méthodes de contrdle a été réalisée
en Suisse en 2006 (Haesler et al. (81)). Une politique de réforme annuelle de tous les animaux
séropositifs d’un effectif réduirait la prévalence de la néosporose efficacement et rapidement
en Suisse de 12% a moins de 1% des la premiere année de simulation. Cependant, cette

méthode peut paraitre difficile a appliquer d’un point de vue économique.

2.7.1.3. Autres moyens de lutte offensive contre Neospora caninum

Le transfert embryonnaire, de mére infectée a une receveuse saine semble protéger le

feetus de I’infection (64). Cependant, cette méthode est peu réalisable a grande échelle.

La prévention des possibles facteurs favorisant une recrudescence de I’infection, telles
que le stress, une contamination alimentaire de type mycotoxine, ou une sous nutrition,

pourrait également avoir un effet bénéfique (64).

2.7.2. Mesures de luttes défensives visant a contrbler les

avortements a Neospora caninum

2.7.2.1. Prophylaxie vaccinale, un outil d’avenir en développement

La recherche d’un vaccin est I’une des priorités concernant la lutte contre Neospora
caninum. Idéalement, un vaccin contre la néosporose devrait protéger contre les pertes
embryonnaires et contre la transmission verticale. En outre, ce vaccin devrait permettre la

différenciation entre animaux vaccinés et infectés.
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Il existe des preuves claires montrant que certaines vaches infectées hors gestation par
Neospora caninum sont capables de développer un degré d’immunité suffisant pour empécher
la transmission du parasite lors des gestations suivantes (Innes et al. (88) ; Innes et al. (89))
La transmission verticale du parasite a été prévenue chez la souris par I’inoculation de
parasite vivant ou par immunisation a 1’aide de parasite non viables, avant la gestation (Miller
et al. (130); Ramaroorthy et al. (152)). Chez le Bovin, une protection vis-a-vis de la
transmission verticale a été observee, apres inoculation de tachyzoites a des vaches avant leur
gestation : sur les 3 vaches inoculées avant la gestation, aucune n’a transmis le parasite une
fois mise a la reproduction, alors que la transmission verticale du parasite a été effective pour

les groupes d’animaux inoculés en milieu et en fin de gestation. (Innes et al. (90))

Les recherches s’orientent actuellement vers le développement d’un vaccin inactivé.
En effet, méme s’ils sont plus @ méme de déclencher une réponse immunitaire a médiation
cellulaire appropriée, les vaccins vivants présentent le désavantage d’étre plus durs a produire
et a stocker. De plus, le potentiel zoonotique de Neospora caninum n’est pas exclu, donc un
vaccin vivant pourrait étre un risque pour la santé humaine en cas d’inoculation accidentelle.
Il nécessiterait de plus des recherches poussées en termes de limite en résidus des denrées

alimentaires.

N™ a été la seule a

Une préparation a base de parasites tués adjuvée par POLYGE
produire chez les bovins des taux d’interféron gamma identiques a ceux obtenus par infection
expérimentale. Cependant, son utilisation s’est soldée par un échec en matiere de prévention
de la transmission transplacentaire chez la vache inoculée en milieu de gestation
(Andrianarivo et al. (4)). Une autre préparation a base de tachyzoites tués adjuvée par

Havlogen (Neoguard™

) a été récemment approuvée par le département américain de
’agriculture. Apreés administration a 56 et 77 jours de gestation, il a montré une efficacité
moderée — de ’ordre de 46% — en matiére de prévention des avortements chez des vaches et
des génisses inoculées a 95 jours de gestation. Cependant, ce vaccin s’est montré incapable

d’empécher la transmission du parasite au feetus (Innes et al. (88) ; Dubey et al. (64)).
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2.7.2.2. Mesures hygiéniques visant a limiter 1’entrée du parasite

Les mesures hygiéniques de défense vis-a-vis de I’infection a Neospora caninum
visent a prévenir la transmission du chien — et des autres hotes définitifs potentiels — aux
bovins, ainsi que la transmission via 1’alimentation. Pour cela, on recommande d’éviter au
maximum les contacts entre les féces de chien (et surtout les chiots) et I’alimentation ou I’eau
destinée aux bovins. Les chiens, ou autres hotes définitifs, ne devraient pas avoir acces aux

tissus infectés issus des hoétes intermédiaires (Dubey et al. (64) ; Gondim et al. (77)).

2.7.3. En conclusion : contrdle de la néosporose sur le terrain

Afin d’évaluer I’impact des différentes stratégies de contrdle sur la séroprévalence vis-
a-vis de Neospora caninum dans le cheptel laitier suisse, un modele dynamique de simulation
déterministe a été développé en 2006 (Haesler et al. (81)). Ce modéle a été utilisé pour
évaluer quatre stratégies de contrdle possibles : I’abattage des animaux positifs, I’exclusion
des génisses ou des vaches issues d’une mere séropositive pour le renouvellement du
troupeau, le traitement médical des veaux nouveau-nés issus de meres séropositives
(traitement non disponible), et la vaccination de tous les animaux, indemnes ou infectés (non

disponible en Europe).

Toutes les stratégies testées par Haesler montrent une efficacité concernant la baisse
de la prévalence de la maladie, méme si la réforme totale de toutes les positives semble étre le
plus efficace (une politique de réforme annuelle de tous les animaux séropositifs d’un effectif
réduirait la prévalence efficacement et rapidement en Suisse de 12% a moins de 1% deés la
premiére année de simulation). Cependant, cette méthode peut paraitre difficile a appliquer
d’un point de vue économique. Il semblerait que le dépistage de I’ensemble du troupeau, puis
I’exclusion de la reproduction de tous les veaux femelles issus de meres positives serait la
solution la plus économique. Le traitement médical de tous les veaux infectés congénitaux
(métaphylaxie) pour anticiper la mise en place d’une infection chronique, s’il était disponible,
a montré le rapport codt bénéfice le plus élevé, et serait donc une solution d’avenir (Haesler et
al. (81) ; Kiritzner et al.(99)).
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Neospora caninum est reconnu comme 1’un des agents infectieux les plus impliqués lors
d’avortements bovins. L’infection endogéne transplacentaire par [D’intermédiaire de
tachyzoites maternels réactivés est le mode le plus fréquent de transmission de la mére au
feetus, méme si la transmission exogeéne apres une infection primaire est possible. Les troubles
observés apparaissent lorsque le parasite se multiplie dans le placenta et le feetus, en générant
en parallele une réponse immunitaire maternelle délétere a la survie foetale. Les pertes
économiques causées par I’infection a Neospora caninum, en grande partie liées aux pertes
générées par les avortements, sont majeures, d’ou I’intérét d’un plan de lutte organisé. Le
parasite Neospora caninum est d’emblée apparu comme un parasite trés efficacement
transmis entre mere et feetus chez les bovins. Cependant, il est également caractérisé par son
trés large tropisme d’hotes. On peut donc étre amené a étudier, par comparaison avec les
bovins, la transmission verticale entre la mére et le foetus pour les autres hotes intermédiaires
touchées par Neospora caninum, afin de définir si les troubles observés chez les bovins

pourraient étre généralises.
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3. Transmission verticale de Neospora sp.chez de
nombreux hotes intermédiaires autres que le bovin :
un agent de plus en plus incriminé lors de troubles de

la reproduction

3.1. Transmission verticale de Neospora caninum chez les

ovins : des troubles de la reproduction avérés

3.1.1. Mise en évidence d’une transmission verticale chez les

ovins

Le potentiel infectieux de Neospora caninum pour I’espéce ovine fut découvert trés
tot. Dés 1990 (Dubey et Lindsay (54)), le parasite fut mis en évidence sur un agneau atteint de
paralysie. Le potentiel de transmission du parasite fut rapidement étudié expérimentalement,
afin de savoir si le mouton pouvait étre un modele d’étude de la néosporose bovine. La
premiére preuve d’une transmission a la descendance fut apportée par Dubey et Lindsay, en
1990. Deux brebis furent inoculées, I’une par voie intra veineuse et I’autre par voie sous
cutanée, a 1’aide de tachyzoites de Neospora caninum, & environ 90 jours de gestation. Les
deux chévres avortérent chacune de deux feetus a 25 et 26 jours post inoculation. Les lésions
retrouvées sur les avortons étaient compatibles avec celle observées lors de néosporose
bovine. Le parasite fut mis en évidence dans le systeme nerveux central des 4 avortons (54).
Diverses expérimentations ont ensuite confirmé la possibilité d’une transmission verticale,
mais seulement quelques observations de terrain ont été publiées. Neospora caninum a ainsi
été¢ identifié sur des moutons et leur foetus de maniere sporadique au Japon en 2001
(Kobayashi et al. (98)), en Amérique du Sud en 2003 (Moore (132)), en Suisse en 2005
(Hassig et al. (83)) et pour trois cas d’avortements spontanés de moutons en Nouvelle

Zélande en 2005 (West et al. (182)); confirmé par Howe et al. en 2008 (87).
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3.1.2. Efficacité et conséquence de la transmission verticale de

Neospora caninum chez les Ovins

3.1.2.1. Efficacité de la transmission verticale

Tout comme chez les bovins, la transmission verticale du parasite peut conduire a
diverses situations : avortement, naissance d’un agneau atteint de néosporose ou naissance
d’un agneau cliniquement sain. De maniére expérimentale, il semble que I’infection soit tres
facilement transmissible a la descendance. Lors de la premiére expérimentation, le parasite
provoqua I’avortement des deux brebis inoculées (Dubey et Lindsay (54)). Dans une autre
étude de McAllister et al. publiée en 1996, 36 brebis furent inoculées a des stades de gestation
différents. Des lésions compatibles avec la multiplication de Neospora caninum furent
retrouvées pour 90% de 1I’ensemble des agneaux et la parasite avait été observe pour 38% des
avortons, 25% des agneaux atteints de néosporose a la naissance et pour 39% des agneaux
cliniqguement sains (124). Sur I’ensemble des études menées, il semblerait que le taux de
transmission de Neospora caninum a la descendance, apres infection expérimentale, soit
supérieur a 90% ((29); (95); (124)), ce qui se rapproche du taux de transmission de

Neospora caninum chez les bovins.

3.1.2.2. Conséquences de la transmission verticale

Comme chez les bovins, la transmission verticale de Neospora caninum peut soit
provoquer un avortement, soit donner naissance a un agneau infecté. Dans I’étude de
McAllister (124), aprés inoculation a 36 brebis, a c6té des avortements, des naissances
d’agneaux faibles, incapables de téter et a potentiel de croissance faible ont eu lieu, ainsi que
des naissances d’agneaux cliniquement sains, pour lesquels le parasite a néanmoins été mis en

évidence par histologie.
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3.1.3. Mécanismes a 1’origine d’une transmission verticale chez

les ovins

3.1.3.1. Un mode de transmission exogéne avéré

La transmission exogene expérimentale du parasite est un fait avéré dans I’espece
ovine. En effet, apres inoculation a la brebis gestante le parasite a peut étre retrouvé a la fois
dans les tissus feetaux et les placentas (MacAllister et al. (124) ; Buxton et al. (29)), ce qui
prouve son passage de la mére au feetus au cours de la gestation. Par contre, le mode de
contamination a ’origine des avortements observés de maniére naturelle reste inconnu, méme
si, par analogie avec ce que 1’on observe chez les bovins, une contamination via les féces de
chien au cours de la gestation est fortement suspectée (87). De plus, les chiens sont

couramment rencontrés dans les élevages ovins.

3.1.3.2. Un mode de transmission endogéne suspecté

Une seule étude, publiée par Joley et al. en 1999, porte sur la possibilité de
transmission répétée du parasite chez la brebis (95). Pour cela, des brebis utilisées lors d’une
expérimentation précédente, qui avaient été inoculées au cours de leur gestation en 1995
(McAllister et al. (124)) furent réutilisées en 1996. Quatre brebis infectées en 1995 furent
remises a la reproduction sans étre réinfectées, cing brebis infectées en 1995 furent réinfectée
par des tachyzoites au cours de leur gestation en 1996, 2 brebis qui n’avaient jamais été
infectées furent nouvellement inoculées en 1996. Au cours de I’expérimentation, 7 brebis sur
11 avortérent : deux des quatre brebis infectées uniquement en 1995, trois des cing brebis
infectées en 1995 et 1996 et les deux brebis nouvellement infectées en 1996. Des lésions
typiques de néosporose furent retrouvées sur tous les agneaux et sur 7 avortons sur 11 (les 4
autres étant autolysés). Le parasite fut mis en évidence par histologie sur au moins un animal
par groupe (voir tableau 16). Cette étude a ainsi démontré la possibilité d’une transmission
verticale de Neospora caninum d’une mére infectée latente au feetus, le parasite ayant pu étre

transmis de fagon répétée sur deux gestations successives en 1’absence de nouvelle infection.
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L’ensemble des brebis infectées en 1995 avait gardé, au moment de la nouvelle
expérimentation, un taux en anticorps anti-Neospora élevé, qui n’a pas protégé des infections
congénitales. Une élévation notable du taux d’anticorps, a partir de 95 jours de gestation fut
notée pour les 9 brebis précédemment infectées, méme pour les brebis n’ayant pas recu une
nouvelle inoculation de tachyzoites (voir tableau 16). Ces résultats sont compatibles avec la
recrudescence d’une infection au cours de la gestation, comme dans 1’espéce bovine. On peut
quand méme remarquer que 2 brebis déja infectés, n’ont pas avorté lors de la deuxiéme
épreuve, alors que les brebis témoins ont avorté. La mise en place d’une immunité partielle

serait donc possible.

Tableau 16 : Naissance ou avortement pour des brebis aprés inoculation sur une ou deux
gestations de 1,7.10° tachyzoites de Neospora caninum & 65 jours de gestation par voie

intraveineuse et suivi du titre en anticorps
D’aprés Jolley et al., 1999, (95)

Brebis | Inoculation Nombre Agneaux/Avortons | Lésions/parasite Titre en anticorps
1095 | 1996 detectes A67) de 395110 de
gestation gestation
Al + - 1 Agneau, decédé apres mise ++ ND 1:12 800
bas

A2 + - 1 agneau +/+ 1:400 1:3200

A3 + - 1 avorton ++ 1:400 1:800

A4 + - 1 avorton +/- 1:800 1:800

B1 + + 1 agneau +/+ 1:400 1:800

B2 + + 1 agneau +/- 1:1600 1:3200

B3 + + 1 avorton +/+ 1:1600 1:6400

B4 + + 2 avortons -IND 1:400 1:3200
-IND

B5 + + 2 avortons +- 1:1600 1:6400
+/-

C1l - + 2 avortons -/IND <1:50 1:6400
-/ND

C2 - + 2 avortons +/- <1:50 1:12 800
+/-
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On peut noter qu’au moment de cette étude, la pathogénie des avortements a Neospora
caninum chez les bovins était mal connue. En effet, chez les bovins, on sait maintenant que
seule I’infection congénitale peut conduire a des transmissions endogenes répétées et qu'une
infection préalablement a une gestation apporterait plutét une immunité pour les gestations
suivantes. Chez les ovins, de maniere expérimentale, il semblerait au contraire qu’une

recrudescence de I’infection puisse avoir lieu chez des animaux primo-infectés a I’age adulte.

Pour McAllister et al.. (124), une transmission endogene par des meres infectées de
maniere congénitale serait envisageable : en effet, certaines brebis infectées ont donné
naissance a des agneaux cliniquement sains mais infectés par Neospora, qui pourraient,
comme c’est le cas chez les bovins, transmettre 1’infection lorsqu’ils seront mis a la

reproduction. Cependant, des études sur le long terme n’ont pas été menées.

Les données de ces ¢tudes sont a prendre avec précautions, d’une part car le nombre
d’animaux utilisés est faible, et d’autre part car les animaux avaient recu des trés fortes doses

de tachyzoites par voie intraveineuse, ce qui est peu compatible avec les conditions naturelles.

I n’existe aucune publication concernant des avortements répétés liés a

Neospora caninum chez les ovins observés sur le terrain.

3.14. Pathogénie des avortements a Neospora caninum chez les

ovins

3.1.4.1. Dommages placentaires causés par Neospora caninum

Comme chez les bovins, des lésions de placentite nécrotique, parfois associées a des
mineralisations sont rapportées (Howe et al. (87), McAllister et al. (124)). Une infiltration
diffuse, modérée voire sévere, de type leucocytaire est souvent présente. Des tachyzoites ont

été observés sur des coupes histologiques de placentas.
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3.1.4.2. Dommages foetaux causés par Neospora caninum

Les lésions observées lors de transmissions verticales chez les ovins sont semblables a
celles observées chez les bovins. L’autolyse des feetus est fréquente, mais des 1ésions typiques
de néosporose ont été mises en évidence. Une encéphalite multifocale, avec infiltration
lymphocytaire est la lésion le plus souvent retrouvée, avec parfois une meéningite associée
(McAllister et al. (124)). Ces lésions sont le plus communément présentes dans le cortex, le
thalamus, le mésencéphale le tronc cérébral.

Les muscles squelettiques, le diaphragme, le myocarde et la langue sont souvent
altérés par des infiltrations leucocytaires multifocales, non suppurées. Des hépatites
périvasculaires ou périportales concomitantes a 1’avortement a Neospora caninum sont

également rapportées (McAllister et al. (124)).

3.14.3. Evolution de la relation hote/parasite au cours de la

gestation, influence du stade de gestation sur la survenue d’avortements a

Neospora caninum.

Comme chez les bovins, deux grands mécanismes peuvent expliquer la survenue
d’avortement : soit la multiplication du parasite et les lésions associées est a I’origine de
’arrét de la gestation, soit la réponse immunitaire induite par 1’infection a Neospora caninum
est a Dorigine du rejet du foetus. Cette derniere hypothése n’a pas fait 1’objet d’études
specifiques chez les ovins, mais les avortements a Neospora chez les ovins semblent, comme
chez les bovins, étre fortement influencés par le stade de gestation, et donc par le statut

immunitaire de la meére et du feetus.

Lors des expérimentations, les infections précoces (avant 65 jours de gestation) ont
quasiment toutes (23/24) menées a 1’avortement (exclusion faites des infections répétées ou
une certaine immunité a pu se mettre en place) (Buxton et al. (29); Jolley et al. (95);
McAllister et al. (124)). Les infections tardives (a 120 jours de gestation) ont toutes menées a
la naissance d’agneaux cliniquement sains, pour lesquelles une infection a parfois ét€¢ mise en

évidence (McAllister et al. (124)).
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Lors d’une infection en milieu de gestation (2 environ 90 jours de gestation), les

brebis ont soit avorté, soit donné naissance a un agneau malade, soit donné naissance a un
agneau sain (Buxton et al. (29) ; Dubey et Lindsay (54);
tableau 17)

McAllister et al. (124)) (voir

Tableau 17 : Déroulement de la gestation aprés inoculation de tachyzoites (1,7.10°4 1,7.

10°) par voie intraveineuse chez des brebis a différents stades de gestation.

Nombre Jours de Nombre de brebis Nombre de brebis ayant Nombre de brebis ayant référence
Brebis gestation ayant avorté (Nombre mis bas des agneaux mis bas des agneaux
lors de d’agneaux) cliniguement atteints cliniguement sains
I’inoculation (Nombre d’agneaux) (Nombre d’agneaux)

12 65 12 (19) 0 0 (124)

12 90 8 (10) 2 (4) 2(3)

12 120 0 0 12 (15)

2 65-67 2 (4) 0 0 (95)

8 45 8 (10) 0 0 (29)

8 65 7 (10) 0 1(2)

8 90 6 (7) 2(1) 2(1)

L’influence du stade de gestation sur la survenue des avortements est probablement a

mettre en lien, comme c’est le cas chez les bovins, avec I’évolution de la relation hote/parasite

au cours de la gestation et les modifications immunitaires feetales et maternelles associées.
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3.15. Approche épidémiologique des avortements a Neospora

caninum chez les ovins

La prévalence de la néosporose ovine est faible de part le monde. Au Royaume-Uni, la
prévalence vis-a-vis de Neospora caninum dans la population de brebis ayant subi des
avortements n’était que de 0,45% en 2002 (3 sérums positifs sur 600 brebis ayant avorté)
(Helmick et al. (84)). Elle serait évalué a 2% en Italie (Masala et al. (119)) ; de 3,2 4 9,5% au
Brésil (Figliuolo et al. (69)) et a 10,3% dans des troupeaux a avortements enzootiques en
Suisse (rapporté par Dubey et al. (64)). La néosporose n’est donc pas une maladie majeure en
¢levage ovin. Les agents infectieux les plus couramment mis en cause lors d’avortements dans
I’espéce ovine sont des bactéries, comme Chlamydophila abortus, Coxiella burnetti,
Campylobacter sp., Salmonella sp., Brucella abortus, Listeria sp., des virus comme le virus
de la fievre catarrhale ovine (Bluetongue), et des parasites comme Toxoplasma gondii.
Cependant, il reste de nombreux avortements dont la cause reste inexpliquée, ce qui laisse une

place pour des investigations plus poussées concernant Neospora.

3.1.6. Autres conséquences de I’infection a Neospora caninum

sur la reproduction dans I’espece ovine

La fertilité¢ des ovins pourrait étre affectée par des infections latentes a Neospora
caninum. En effet, les brebis déja infectées auparavant, remises a la reproduction ont montré
une fertilité¢ diminuée (Jolley et al. (95)) : seules deux paires de jumeaux sur 9 gestations
(taux de fertilité de 122%, contre 140 a 160% attendus pour I’espéce étudiée) soit 22 % des
gestations lors de la gestation suivant 1’infection, contre 39% lors de la premiére mise a la
reproduction. Cependant, le nombre d’animaux étudiés est faible, et d’autres investigations

sont nécessaires pour confirmer I’effet de Neospora sur la fertilité ovine.

Le parasite Neospora est fortement transmissible de la mére au foetus chez les ovins, et
montre une grande similitude de pathogénie par rapport aux observations faites chez les
bovins. La néosporose peut raisonnablement étre prise en compte dans le diagnostic

différentiel des avortements dans cette espéce.
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3.2. Transmission verticale de Neospora caninum chez les
caprins : des troubles de la reproduction occasionnellement

observés

3.2.1. Mise en évidence d’une transmission verticale chez les

caprins.

La transmission verticale de Neospora caninum chez les caprins est suspectée des
1992, apres observation d’avortements a protozoaires sur deux chévres (Barr et al. (10)). Les
foetus présentaient des lésions semblables a celles observées chez les bovins et le parasite fut
mis en évidence sur coupe histologique de cerveau. La méme année, le parasite fut identifié
dans le cerveau d’un chevreau prématuré, faible et présentant des signes neurologiques
(Dubey (44)). Par la suite, le parasite fut incriminé lors d’avortement sur une chévre laitiére

en 1996 (Dubey et al. (60)).

La transmission verticale fut prouvée expérimentalement en 1995 (Lindsay et al.
(106)), par inoculation de souches de tachyzoites a 6 chévre naines. Neospora caninum fut

alors retrouvé sur tous les placentas et avortons analysés.

3.2.2. Pathogénie des avortements a Neospora caninum chez les

caprins

3.2.2.1. Dommages placentaires causés par Neospora caninum

Le parasite est couramment retrouvé dans le placenta aprés infection expérimentale,
associé a une placentite nécrotique multifocale qui s’apparente aux lésions décrites chez les
bovins (106). De maniére naturelle, le parasite sous forme tachyzoite a été identifié sur des

coupes histologiques de placenta (10).
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3.2.2.2. Dommages foetaux causés par Neospora caninum

Les lésions typiques de néosporose sont retrouvées chez les caprins, de méme que
I’autolyse feetale. A I’examen anatomo-pathologique, on observe une méningo-encéphalite
multifocale, nécrotique, avec infiltration cellulaire périvasculaire et gliose ((44) ; (66) ; (106)).
Des kystes a bradyzoites sont fréeqguemment rencontrés dans le systeme nerveux central,
associes ou non aux lésions inflammatoires. Des minéralisations ectopiques sont parfois
décrites ((44) ; (106)). Une hypoplasie cérébelleuse avec hydrocéphalie a été rapportée par
Dubey et al., sur le cas décrit en 1996 (60).

Des kystes tissulaires ont été observés sur des coupes de muscles squelettiques par
Dubey et al. en 1992 (44), mais ils n’ont pas été retrouvés sur les autres cas décrits. Une
inflammation du cortex rénal a été notée pour I’un des feetus (Dubey et al. (44)), ainsi qu’une

myocardite avec dégénérescence nécrotique (Eleni et al. (66))

3.2.3. Approche épidémiologie des avortements a Neospora

caninum chez les caprins

La séroprévalence individuelle vis-a-vis de Neospora caninum est faible chez les
caprins, elle serait de 0,7% au Sri-Lanka (Naguleswaran et al. (135)) , de 6,6% en Argentine
(Moore et al. (133)) et jusqu’a 15% au Brésil (Uzeda et al. (175)), ou I’affection semble étre
plus courante. La séroprévalence de troupeau est plus importante, la moitié des troupeaux
testés en Argentine (53%), avait au moins un animal positif. Une séroprévalence de 6,5% a
été trouvée dans le troupeau du Costa Rica ou avait eu lieu ’avortement décrit par Dubey et
al.. (60). Cependant, la séropositivité comme facteur de risque d’avortement n’a pas pour
I’instant été étudiée. Il apparait tout de méme que la séropositivité ne serait pas corrélée avec
I’age mais plutdt répartie de manicre uniforme chez les caprins, d’ott un mode de transmission

plutot vertical dans cette espece.
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Les avortements a Neospora caninum sont rarement observés de maniére naturelle
dans I’espéce caprine : avortements a protozoaires s’apparentant & Neospora caninum en
1992 (Barr et al. (10)), un avortement sur une chevre naine en 1992 (Dubey et al. (44)), un
cas d’avortement sur une chévre laitiére en 1996 au Costa rica (Dubey et al. (60)), un cas
d’avortement a Neospora en Italie en 2004 (Eleni et al. (66)). Un cas de prématuré, souffrant
de troubles neurologiques et mort quelques heures jours aprés la naissance a été rapporté, au
Brésil en 2001 (Corbellini et al. (38)).

Méme si la séroprévalence est faible et que peu d’avortement a Neospora ont été
décrits a I’heure actuelle, beaucoup d’avortements restent inexpliqués dans cette espéce. Dans
une étude de Masal et al. (119), sur I’ensemble des échantillons provenant de chévres ayant
avorté, seuls 17% ont été positifs pour au moins un des agents pathogénes majeurs testés. Sur
les 31 échantillons ou un agent pathogene avait été incriminé par PCR, Neospora caninum a
été détecté dans 8,6% des cas, contre 13% des feetus et 25% des placentas pour Toxoplasma
gondii, 12,5% des placentas pour Chlamydophila abortus et 12,5% des placentas pour
Coxiella burnetti. Des recherches supplémentaire concernant Neospora caninum et son

implication lors d’avortement chez les caprins pourraient se révéler intéressantes.

3.3. Transmission verticale de Neospora caninum chez les
autres ruminants : un agent a suspecter lors de troubles de la

reproduction

3.3.1. Transmission verticale de Neospora caninum  chez

I’antilope (Tragelaphus imberis) a I’origine de néomortalité

Chez I’antilope, I’infection par Neospora caninum a été diagnostiquée sur deux
jumelles antilopes (Tragelaphus imberis) mort-nées en déecembre 1999 ainsi que sur un autre
mort-né male, tous trois provenant du zoo de Hanovre (Allemagne). Les avortons ne
présentaient pas de lésions macroscopiques, mais les Iésions microscopiques observées
étaient typiques de néosporose : méningo-encéphalite multifocale nécrotique, minéralisations
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ectopiques, myocardite, hépatite, avec infiltrations cellulaire périvasculaire. Le parasite a été

incriminé par PCR et/ou par sérologie pour chacun des trois avortons (Peters et al. (142)).

La transmission verticale de Neospora caninum est donc possible chez 1’antilope. De
plus, I’absence de 1ésions macroscopiques sur les petits examinés laisse suggérer, selon Peters
et al., que I’infection a Neospora caninum pourrait dans cette espéce, conduire a la naissance
d’animaux infectés mais cliniquement sains, a 1’origine de la persistance de 1’infection,

comme c’est le cas chez les bovins (142).

3.3.2. Transmission verticale de Neospora caninum chez les
ruminants sauvages, cerf (Cervus eldi siamensis) et daim (Dama

dama).

Des kystes tissulaires apparentés a Neospora caninum ont été retrouvés dans le
cerveau d’un cerf mort-né provenant d’un zoo francais, associé a des 1ésions d’encéphalite
non suppurée typiques de néosporose. Le diagnostic a été confirmé par immuno-histochimie,

mettant en évidence la présence d’antigenes spécifiques de Neospora caninum. (Dubey et al.

(62))

La transmission verticale du parasite a également été suspectée chez le daim :
des kystes tissulaires ont été retrouvés en 2004 sur un daim de trois semaines présentant des
troubles neurologiques. Le diagnostic fut confirmé par PCR et immuno-histochimie. (Soldati
et al. (165))

3.3.3. Transmission verticale de Neospora caninum chez les
camélidés, Alpaga (Vicugna pacos) et Lama (Lama glama) : des

avortements récemment décrits

Cinquante feetus provenant de deux régions d’¢levage de camélidés péruviens ou les
avortements etaient nombreux ont été soumis a analyse (Serrano-Martinez et al. (161)). Pour
26% des échantillons (13/50), des 1ésions suggestives d’un avortement a protozoaires ont été
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observées. Une infection & Neospora caninum a été détectée par PCR et/ou immuno-
histochimie pour 28% des feetus (14/50), dont 8 montrant des Iésions associées a des
protozoaires, alors qu’aucun feetus n’a été contr6lé positif pour Toxoplasma gondii.
L’infection a Neospora caninum était plus fréquente lors de la deuxiéme moitié de gestation,

ce qui est concordant avec les avortements observés de maniere naturelle chez les bovins.

Les résultats de cette étude montrent que le parasite peut étre transmis par voie
transplacentaire chez les camélidés et que son rdle doit étre considéré lors d’avortement dans

ces especes.

3.4. Transmission verticale de Neospora sp. chez les équidés:

un agent émergent lors de troubles de la reproduction.

3.4.1. Mise en évidence d’une transmission verticale chez les

équides

La premiere mise en évidence du parasite chez le cheval se fit sur un avorton, en 1990,
par Dubey et Porterfield (61) ce qui démontra également la possibilité d’une transmission
verticale dans cette espece. Des tachyzoites de Neospora, appelés a ce moment
Neospora caninum, furent retrouvés sur des coupes histologiques de poumon d’un feetus
avorté deux mois avant terme. Ces tachyzoites réagissaient fortement en immuno-histochimie

vis-a-vis de Neospora caninum mais par pour Toxoplasma gondii.

Un autre avortement a Neospora a été identifié en Normandie, par Pronost et al. en
1999 (148) ce qui est actuellement le seul cas décrit en France. Cependant, d’aprés une étude
de 2003, le parasite a été identifi¢ par PCR sur 3 cerveaux de feetus (sur 91 analysés), 2 ceeurs
(sur 77 analysés) et 1 placenta pour 91 avortons collectés entre 1999 et 2002 en Normandie,
meéme si la cause des avortements n’a pas pu étre relié de maniére certaine a Neospora (Pitel

et al. (146)).
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En 1996, le parasite fut identifié sur une pouliche de 1 mois de race Quarter-Horse, qui
présentait des troubles neurologiques depuis sa naissance. Des kystes tissulaires, identifiés par
immuno-histochimie comme étant des kystes de Neospora caninum, furent retrouves dans le
cerveau et dans les muscles oculaires, ce qui est une localisation inhabituelle du parasite
(109).

Il est important de noter que pour I’instant on ne sait pas quelle est I’implication respective de

de Neospora caninum ou Neospora hughesi dans ces avortements ((109) ; (155))

3.4.2. Pathogénie des avortements a Neospora sp. chez les

équides

Peu de données sont disponibles concernant la pathogénie des avortements a
Neospora caninum chez les équidés. Comme chez les bovins, les Iésions observées sont
majoritairement d’ordre microscopique et circonscrites au systéme nerveux central, avec une
méningo-encéphalite nécrotique multifocale dominante ((148) ; (155)). Des lésions d’hépatite
multifocale nécrotique, de néphrite et d’adénite des noeuds lymphatiques mésentériques sont
décrites chez une pouliche infectée de maniere congénitale, mais n’ont pas été retrouvées sur

les feetus avortés (109)

Sur I’avorton francais, une 1égeére congestion de 1’allanto-chorion et un épanchement

péritonéal modéré (100ml) ont été retrouvés a I’autopsie. (Pronost et al. (148))

3.4.3. Approche épidémiologique des avortements a Neospora

sp. chez les équidés

La séroprévalence de Neospora sp. chez les chevaux est relativement élevee — elle est
estimée a 11,5% pour 536 chevaux en Alabama (33), 11,9% pour 800 chevaux en Israél (97),
23% pour 434 chevaux en Normandie (145) et 32% pour 208 chevaux de différentes régions

des Etats-Unis (IFAT) (177) — alors que le nombre d’avortements publiés est faible. Le
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potentiel de transmission de Neospora caninum serait plus faible chez le cheval que chez la
vache. En effet, dans une méme zone géographique, les séquences ADN de
Neospora caninum sont plus fréeqguemment détectées par PCR chez les avortons bovins que
chez les avortons éequins, alors que les seroprévalences des juments et des vaches sont
identiques (Pitel et al. (146)). De plus, le parasite se transmettrait moins facilement d’une
mere séropositive au feetus. Le risque de transmission serait non décelable (Duarte et al. (42))
ou faible: au cours de I’année 2006, des anticorps pré-colostraux ont été détectés sur
seulement 2 poulains sur 5 nés de méres séropositives et la prévalence de poulain positifs nés
de meres séropositive ne serait pas plus élevée que la prévalence de poulains positifs dans la
population générale. (Locatelli-Ditrich et al. (110)).

Pourtant, différentes études épidémiologiques mettent en avant I’implication probable
de Neospora caninum lors d’avortements dans I’espéce équine. En effet, les juments
séropositives seraient 1,7 fois (Duarte et al. (42)) et 1,67 fois (McDole et Gay (126)) plus
sujettes a avoir avorté auparavant. De plus, la séropositivité vis-a-vis de Neospora caninum a
été évaluée comme significativement plus élevée pour des groupes de juments ayant avorté
par rapport aux groupes témoins : seroprévalence de 13% chez les juments ayant avorté contre
8% chez les juments sans troubles de la reproduction pour McDole et Gay au Etats-Unis
(126); séroprévalence de 15,1% chez les juments présentant des troubles de la reproduction
contre 5,8% chez le groupe témoin pour Villalibos et al. au Brésil (178) séroprévalence de
37,7% chez les juments ayant avorté contre 11,9% dans la population générale pour Kligler et
al. en Israél (97) ; titre en anticorps supérieur a 1/80 pour 29,6% des juments ayant avorté
contre 17% et 13% dans les populations témoins et titre les plus élevé plus souvent retrouvés

dans le groupe des juments a troubles de la reproduction pour Pitel et al. en France (145)

Pour I’ensemble des études menées, Neospora — caninum ou hughesi — apparait
comme un agent pathogene émergent lors de troubles de la reproduction dans I’espece équine.
Les recherches visant a préciser le réle de Neospora caninum et son impact sur la

reproduction chez les équidés sont donc d’un intérét majeur.
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3.5. Transmission verticale expérimentale de Neospora
caninum : des troubles de la reproduction induits chez 1’animal

de laboratoire

3.5.1. Transmission verticale de Neospora caninum chez les

rongeurs de laboratoire et baisse de la fécondité

35.1.1. La souris, modéle de transmission verticale de Neospora

caninum

Différents modeles murins de transmission verticale de Neospora caninum ont été
rapidement développés afin d’étudier plus facilement le parasite. Les souris de lignées non
consanguines sont relativement résistantes au parasite et ne déclenchent pas de symptomes
cliniqgues ((30); (153)), contrairement aux lignées consanguines pour lesquelles des
néosporoses aigues sont observées. Par contre, la transmission verticale du parasite survient
dans les deux types de lignées, de maniére tres efficace.

Lors d’infection expérimentale pendant la gestation, on rapporte un taux de
transmission de 100% chez la souris C57BL/6 aprés inoculation intra péritonéale de 1,5. 107
tachyzoites (151), 85% chez la souris « Swiss Webster » (36), 76% chez la souris BALB/c
(187), 75%, 76%, 67% et 76% pour quatre groupes de souris Quackenbush (Qs) ayant regu
1.106 tachyzoites par voie sous cutanée a 5 jours de gestation (130).

Lors d’infection avant la mise a la reproduction, le parasite serait transmis
efficacement a la descendance lors de la gestation suivante pour 50% de la descendance chez
la souris BALB/c (137), 90,5% de la descendance chez la souris C57BL/6 apres inoculation
intra péritonéale de 1,5. 107 tachyzoites (183), 25% de la descendance lors d’expérimentation
sur la souris « Swiss Webster » (36). Une recrudescence de I’infection lors de la gestation est
donc également possible chez la souris. Cette affirmation est appuyée par le fait qu’apres

inoculation lors d’une premiere gestation, une transmission verticale est survenue chez la
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souris BALB/c pour 86% de la descendance lors de la mise a la reproduction suivante. Ces
souris étaient restées asymptomatiques entre les deux gestations. (Omata et al. (137))

Comme chez les autres hotes intermédiaire, la transmission verticale du parasite peut soit
étre a ’origine d’avortements, comme le témoigne la diminution de la taille de la portée des
souris infectées, témoin de la résorption placentaire ((36); (114); (137); (151)) soit la
naissance de souriceaux cliniguement sains, soit la naissance de souriceaux atteints
cliniguement de néosporose (retards de croissance, défaut de développement du systeme

pileux, symptdmes nerveux) (151).

3.5.1.2. Pathogénie des avortements & Neospora caninum chez la

souris

3.5.1.2.1. Evolution de la relation hote parasite au cours de la
gestation, influence du stade de gestation sur la survenue

d’avortements

Comme chez les bovins et les autres hétes intermédiaires, la transmission verticale du
parasite est grandement influencée par le stade de gestation. Pour les différentes études
menées, la transmission la plus efficace est observée lors des deux premiers tiers de gestation,
avec les conséquences les plus importantes sur la descendance : transmission accrue et
diminution nette de la taille de la portée lors d’une infection a 7 jours de gestation par rapport
a une infection a 14 jours de gestation (Lopez-Perez et al. (114)) ; pour la premiére moitié de
gestation par rapport a la seconde moitié de gestation (Cole et al. (36)) ; lors d’une infection
entre 8 et 12 jours de gestation alors qu’une infection entre 12 et 15 jours de gestation n’est
transmise que partiellement a la descendance (Lidell et al. (102)) ; mort de la totalité de la
portée avant 1’age de 2 mois lors d’infection a 7 jours de gestation contre 69% de mortalité
lors d’infection le premier jour de gestation et 46% lors d’infection a 14 jours de gestation

(Lopez Perez et al. (113)).
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Parallélement, les recherches concernant les modifications d’ordre immunologique
rencontrées lors d’infection a Neospora caninum chez la souris montrent que si la réponse de
type Thl (pro-inflammatoire) est présente lors d’infection chez la souris non gestante, une
orientation vers une réponse de type Th2 (anti-inflammatoire) est observée lors de la
gestation. La réponse immunitaire @ médiation cellulaire, présente lors d’une infection en
milieu de gestation, est orientée vers la production accrue d’interleukine 4 (IL-4), par
comparaison avec la souris non gestante. Une baisse concomitante des cytokines de type Thl
(IFN-y, IL-12, TNF-a) est alors observée, et serait a 1’origine du déséquilibre hote/parasite
permettant la multiplication parasitaire, de la méme maniére que ce qui est observé chez les
bovins. (Quinn et al. (149))

3.5.1.2.2. Lésions causées par Neospora caninum apres

transmission verticale chez la souris

Les avortons sont rarement soumis a 1’étude histologique car les résorptions sont
fréquentes. Les lésions prédominantes sont localisées au cerveau, au foie et aux poumons :

encéphalite nécrotique, hépatite, pneumonie interstitielle, myocardite (151)

3.5.2. Transmission verticale de Neospora caninum chez le porc

et avortement

L’infection expérimentale de la truie par Neospora caninum au cours de la gestation a
été réalisée en 1998 par Jensen et al. (93). Six truies recurent 2,5.10° tachyzoites par voie
intramusculaire, a trois périodes de gestation différentes. Une transmission transplacentaire
fut mise en évidence pour une des truies inoculées le plus précocement (vers 48 jours de
gestation). Une endométrite nécrotique multifocale fut observée a 1’autopsie, de manicre
concomitante avec 1’évolution d’une nécrose des trophoblastes pour deux feetus. Des Iésions
compatibles avec la multiplication de Neospora caninum ont été retrouvées pour ces deux
feetus (encéphalite nécrotique multifocale) et de maniére moins marquée pour un troisiéme
feetus (hépatite nécrotique). La présence du parasite a été confirmée par immuno-histochimie

sur les fluides feetaux et les tissus des trois feetus.
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De maniére naturelle, les troubles de la reproduction liés a Neospora caninum sont
suspectés chez la truie. Une investigation sérologique portant sur 454 truies présentant des
troubles de la reproduction a révélé un taux de séropositivité pour Neospora caninum par

ELISA de 8,8%, cette séropositivité n’a pas été confirmée par IFAT. (Helmick et al. (84))

3.5.3. Transmission verticale de Neospora caninum chez le chat

et avortement

Une seule étude publi¢e, datant de 1989, a évaluée la possibilité d’une transmission
par voie transplacentaire du parasite Neospora caninum chez le chat. Une chatte gestante fut
inoculée au 47°™ jour de gestation par voie sous-cutanée a 1’aide de 2.10° tachyzoites de
Neospora caninum. Elle mit bas un unique chaton qui mourut de néosporose généralisée a
I’age de 2 jours. Aprés autopsie, un feetus autolysé fut retrouvé dans 1’utérus de la meére,
parallelement a une endométrite et une placentite sévere. Une deuxiéme chatte fut nourrie a
’aide de tissus contaminés par des kystes de Neospora caninum est mise a la reproduction
111 jours plus tard. Elle mit bas 3 chatons cliniquement sains, mais le parasite fut mis en
évidence directement par histologie sur un des chatons et de maniere indirecte par sérologie
sur les trois chatons (Dubey et Lindsay (52)). Cette étude indique que la parasite
Neospora caninum peut étre transmis par voie transplacentaire chez le chat, dont la

placentation est similaire a celle du chien et provoquer des avortements dans cette espéce.
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3.54. Transmission verticale expérimentale de  Neospora

caninum chez les primates et avortement

Une transmission verticale expérimentale de Neospora caninum a été obtenue chez un
primate. En 1994, Conrad et al. inoculent par voie sous-cutanée et intraveineuse un total de
1,6.107 tachyzoites a deux femelles macaques rhésus au 43°™ jour de gestation. Au cours de
I’autopsie pratiquée 67 a 70 jours apreés I’inoculation, 1’infection a Neospora caninum a été
identifiée pour les deux feetus. Une méningo-encéphalite multifocale nécrotique,
accompagnée d’une inflammation nécrotique modérée de I’amnios était présente pour chacun
des feetus. La présence du parasite a été confirmée par isolement in vitro et immuno-

histochimie (Barr et al. (12)).

Cette expérience souleve la question du potentiel pouvoir zoonotique de
Neospora caninum. En effet, le systéme de placentation humain est trés semblable a celui des
macaques rhésus, les mécanismes observés chez le primate pourraient donc s’appliquer dans
I’espéce humaine, mais aucun cas de néosporose humaine n’a été¢ pour 1’instant décrit. Des
études complémentaires sont & mener pour clarifier I’éventuel role de Neospora caninum chez

’homme.

Le parasite Neospora caninum est capable de se transmettre de la mére au feetus pour un
trés grand nombre d’hétes intermédiaires, peut-étre méme pour tous et cela quelque soit le
type de placentation. Son implication lors de troubles de la reproduction est avérée chez les
ruminants domestiques et sauvages, mais aussi les équidés et les camélidés. De maniere
expérimentale des troubles de la reproduction ont été induits chez les rongeurs le porc, le
macaque rhésus, mais aussi le chat, carnivore domestique dont la physiologie est tres proche
de celle du chien. Il est donc naturel de s’interroger sur 1’implication de Neospora caninum

lors de troubles de la reproduction chez le chien, hote définitif.
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4. Transmission verticale de Neospora sp.,
conséquences pour l’espéce canine: un agent a

suspecter lors de troubles de la reproduction ?

Il est clair que Neospora caninum, par sa multiplication sous la forme tachyzoite, est un
parasite fortement impliqué lors de troubles de la reproduction dans 1’espéce bovine et pour
de nombreux autres hotes intermédiaires. Pour envisager un tel réle dans 1’espéce canine, il
implique donc de savoir si, comme le bovin, le chien peut multiplier le parasite sous forme
tachyzoite et le transmettre via le placenta de maniére efficace, et donc jouer exactement le

role d’hote intermédiaire dans le cycle parasitaire.

4.1. Le chien, un hote intermédiaire multipliant le parasite sous

forme tachyzoite

Neospora caninum fut décrit pour la premiére fois sur une portée de chien, en Norvege, en
1984 (Bjerkas et al. (23)). Un protozoaire sous forme kystique, associé a des lésions du
systéme nerveux central avait €té décrit sur 6 chiots issus de la méme mere de race Boxer.
Excepté I’un d’entre eux, tous avaient développé des troubles neurologiques conduisant a une
parésie, entre 2 et 6 mois, alors qu’ils paraissaient cliniquement sains a la naissance. A
I’autopsie, des lésions inflammatoires diffuses étaient présentes dans toutes les zones du
systéme nerveux central ainsi que sur des coupes de muscles squelettiques. Un parasite
s’apparentant a Toxoplasma gondii était present en grand nombre dans le systéme nerveux
central, le plus souvent en association avec les lesions inflammatoires. On le retrouvait plus
rarement dans les muscles squelettiques. Pourtant, aucun des chiots n’était séronpositif vis-a-

vis de Toxoplasma gondii.

En 1991, des coupes histologiques provenant de 23 chiens provenant du centre hospitalier

vétérinaire de Boston (Angell Memorial Animal Hospital) furent passeés en revue par Dubey
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et al. (47). Tous etaient décédés suite a une maladie s’apparentant a une toxoplasmose.
Toxoplasma gondii fut identifi¢ pour 13 d’entre eux, mais un nouveau parasite,
structuralement distinct de Toxoplasma, fut identifié pour 10 de ces chiens. Le nouveau
parasite était présent directement dans le cytoplasme des cellules de 1’hdte, sans vacuole
parasitophore, il se divisait par endodyogeénie, contenait plus de 11 rhoptries et ne réagissait
pas avec les anticorps anti-Toxoplasma. Ce nouveau parasite fut alors nommé Neospora

caninum.

Chez le chien, la multiplication du parasite se manifeste le plus communément par une
ataxie posterieure chez le jeune, pouvant progresser et toucher les membres antérieurs ou les
muscles faciaux ((6) ; (49) ; (147)). L’animal cliniquement sain a la naissance développe des
troubles neurologiques, généralemententre 1 et 10 mois, méme si des cas de néosporose sur
des tres jeunes chiots de 15 jours environ ont également été décrits (55). Sous des formes
moins fréquentes, la néosporose peut se manifester par un collapsus brutal li€ a une
myocardite et, particulierement chez 1’adulte, par une maladie neurologique généralisée, des

pneumonies ou des dermatites ((5) ; (28) ; (49) ; (59) ; (80)).

Tous ces symptdébmes sont liés a la multiplication parasitaire et aux Iésions qu’elle
engendre. En 1996, Barber et al. (5) ont évalué la présence du parasite sur 6 chiens
cliniqguement atteints de néosporose. Le parasite est le plus couramment retrouvé dans le
cerveau et le systeme nerveux. Il a également été mis en évidence dans les muscles temporaux
et le quadriceps de tous les chiens examinés, ainsi que dans le triceps, le biceps et les muscles
du cou pour un cas. Le cceur, le foie, le poumon, les reins, 1’cesophage sont également le sicge
de la multiplication parasitaire. Des tachyzoites ont été retrouvées de maniere sporadique dans
le pancréas, les surrénales et les thyroides d’un animal examiné. Il est important de noter,
pour I’aspect de la néosporose qui nous intéresse, que le parasite a été retrouvé sous sa forme

tachyzoite dans les ovaires et 1’utérus de la femelle atteinte.

Neospora caninum est donc capable de se multiplier sous sa forme tachyzoite chez le

chien, comme chez n’importe quel hote intermédiaire.
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4.2. Transmission verticale de Neospora caninum chez le

chien : un potentiel de transmission variable

4.2.1. Transmission verticale de Neospora caninum chez le

chien : naissance de chiots cliniquement atteints

La premiére observation d’une transmission verticale d’un protozoaire s’apparentant a
Neospora caninum chez le chien fut apportée par Cummings et al. en 1987 (39). Un
protozoaire avait alors été observé sur 5 chiots Labrador atteint de polyradiculonévrite sévere.
En 1988, la méme chienne est remise a la reproduction avec le méme male et donne naissance
a 7 chiots, qui eurent une croissance normale jusqu’a 1’age de 5 a 6 semaines, age pour lequel
ils développéerent tous des signes neurologiques de néosporose (Dubey et al. (50)). Trois de
ces chiots furent euthanasiés et soumis a examen ; le parasite Neospora caninum fut observé
sur coupe histologique et isolé sur culture cellulaire. Depuis, les observations de chiots
infectés congénitalement sont nombreuses, par exemple : Dubey et al. en 1990 (51) ; Barber
et Trees en 1996 (6); Dubey et al. en 1998 (49) ; Lindsay et Dubey en 2000 (103). En
Europe, 27 cas ont été décrit entre 1990 et 1995 (6) et un cas de néosporose sur un chien
Braque Allemand a été publié en France par Pluye en 1999 (147), mais les cas non publiés

sont courants.

La transmission verticale de Neospora caninum est observée chez la chienne comme chez
les autres hotes intermédiaires de maniére répétée a la descendance. Ainsi, la chienne
Labrador étudiée par Dubey et al. en 1988 a transmis le parasite a ses chiots sur deux portées
successives ((39) ; (50)). De la méme maniére, une équipe menée par Dubey a étudié la
transmission du parasite dans un élevage de chien de race Pointer de maniére rétrospective,
sur 4 portées apparentées (51). Les différentes portées obtenues sont schématisées en figure
10. Sur les 39 chiens de 1’élevage, 29 ont présenté une paralysie postérieure. Six chiots de
deux portées distinctes furent autopsiés et présentaient une encéphalomyélite ; des tachyzoites
et des kystes tissulaires de Neospora caninum furent retrouvés dans le cerveau et la moelle

épiniére de chacun des chiens. Par immuno-histochimie, 1’organisme réagissait fortement vis-
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a-vis des anticorps anti-Neospora mais pas vis-a-vis des anticorps anti-Toxoplasma gondii, a

I’exception d’un cas.

Figure 10 : Transmission transplacentaire répétée de Neospora caninum a la descendance
dans un élevage de Pointer
d’aprés Dubey et al. (51)
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Dans cet élevage, le parasite s’est transmis sur plusieurs portées successives, de maniere
tres efficace. Le fait que plusieurs portées soient atteintes, de maniére successive, suggere une
réactivation d’une infection subclinique chez la meére, et le passage de I’infection lors de la

gestation.

4.2.2. Une transmission non systématique, pouvant se répeter

sur plusieurs générations

Une étude a été menée a relativement grande échelle par Barber et Trees afin d’évaluer le
potentiel de transmission de Neospora caninum a la descendance (7). Pour cela, une étude
rétrospective fut menée sur les portées de 6 chiennes de race Hamiltonstvare et sur les
portées de 7 autres chiennes de races diverses, apres diagnostic de néosporose sur des chiots
dans les deux cas. Parallelement, une étude prospective fut réalisée sur 17 chiennes

séropositives qui furent mise a la reproduction.
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Afin de determiner le caractére séropositif des chiots et donc d’établir le diagnostic de
transmission transplacentaire, la recherche d’anticorps sur prise de sang pré-colostrale est la
méthode de choix. Un titre en IFAT supérieur a 1/50 a été considéré comme témoin d’une
infection a Neospora caninum. En effet, les titres en anticorps par IFAT avant infection sont
toujours en dessous de cette valeur et ils deviennent supérieurs a cette valeur apres infection
expérimentale (Cole et al. (35)). La prise de sang pré-colostrale s’est révélée peu réalisable en
pratique pour 1’é¢tude de terrain de Barber et Trees, car les chiennes qui appartenaient a des
propriétaires privés, n’étaient pour la plupart pas gardées dans les conditions de laboratoire
nécessaires. Une prise de sang a partir de 1’a4ge de 5 semaines a été souvent préférée dans
cette étude, pour exclure I’interférence avec les anticorps d’origine maternelle. Il semblerait
que le taux d’anticorps colostraux anti-Neospora diminue rapidemment apres la naissance ;
Dubey et Lindsay ont en effet remarqué qu’un chiot né de meére fortement positive était
devenu séronégatif lors de la prise de sang réalisée a 17 jours, ce qui indiquerait que les
anticorps colostraux diminueraient aux alentours de 17 jours (53). Cependant cette
observation n’est issue que d’une unique étude et n’a été retrouvée que pour 1I’un des chiots
¢tudiés. Dans d’autres maladies, Parvovirose notamment, il est connu que le taux d’anticorps
maternel peut persister jusqu’a 8 a 10 semaines apres la naissance. Le choix d’effectuer la
prise de sang deés 5 semaines d’age lors de 1’étude de Barber et Tress, visant a ne pas

interférer avec les anticorps maternels, peut donc étre critiqué.

Un total de 26 chiots provenant de 9 portées issues des 6 chiennes Hamiltonstdvare
séropositives furent testés sur une période de 9 années. La taille de la portée moyenne était de
5,1 +/- 2,2 chiots. Au total, 54% (14/26) des chiots testés étaient séropositifs et 26% (12/46)
ont développé une néosporose clinique. Trois chiennes séropositives ont produit deux portées
successives, chacune comportant des chiots atteints. Une infection congénitale s’est répétée

sur la génération suivante a trois reprises. (\Voir Figure 11)
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Figure 11 : Variabilité de transmission de Neospora caninum a la descendance chez 6
femelles Hamiltonsvire, d’aprés étude rétrospective.
Barber et Trees (7)
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La race Hamiltonsvire, d’origine suédoise, est peu représentée en Grande Bretagne, zone
de I’étude, et de ce fait une certaine consanguinité a permis de maintenir I’infection dans
I’effectif de la race. Pour évaluer la prévalence de I’infection au niveau de la race, 69 chiens
furent testés par IFAT, soit 58% de la population d’Hamiltonsvare de Grande Bretagne, parmi
lesquels 26% (18/69) furent séropositifs. Trois de ces chiens développéerent des signes
cliniques de néosporose et furent traités, dont une chienne qui fut par la suite mise a la
reproduction. Quatre chiots de sa portée moururent avant 1’dge de 12 semaines en ayant
présentés des troubles neurologiques compatibles avec une néosporose et un autre chiot, qui
mourut quelques temps apres, fut diagnostiqué rétrospectivement comme étant atteint de
néosporose (7).
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Dans I’étude rétrospective portant sur les 7 chiennes séropositives de races diverses, la
taille moyenne de la portée était de 6 +/- 2,8 chiots, 51% de ces chiots (18/35 testés) etaient

séropositifs et 24% (10/42 nés) présentaient des signes cliniques (7).

Concernant 1’étude prospective, 373 femelles reproductrices ont été testées, et 50 avaient
un titre en anticorps supérieur a 1/50 par IFAT. Dix-sept de ces femelles furent mises a la
reproduction. Un total de 20 portées a été étudié, avec une taille moyenne de 6,5 +/- 2,8
chiots, pour lesquelles I’ensemble des sérums des chiots n’a malheureusement pas pu étre
collecté. Quatre chiots sur 188 testés (3%) etaient séropositifs et 3% des chiots nés ont

présenté des symptdmes cliniques (\Voir tableau 18).

Tableau 18: Variabilité de transmission de Neospora caninum a la descendance d’aprés
étude prospective sur 17 chiennes reproductrices
D’apres Barber et Trees (7)

Chienne Titre Taille Nombre Nombre Age lors Nombre Nombre
IFAT portée Morts-Nés testés du test séropositifs | malades
1(i) 800 10 8 16 sem 0 28
1 (ii) 800 7 1 6 14 sem 0
2 800 7 6 5 sem 3 1°
3 200 8 8 7 sem© 0
4 200 7 7 PC 0
5 200 5 5 7 sem 0
6 200 2 2 7 sem 0
7 50 12 12 PC 0
8 50 8 4 6 PC 0
9 50 9 1 5 PC 0
10 50 3 3 5 sem 0
11 50 7 7 6 sem 0
12 50 7 6 PC 0
13 50 10 10 PC 0
14 50 7 7 PC 0
15 50 2 2 12 sem 0
16 (i) 50 6 6° PC 0
16 (ii) 50 6 6 6 sem 0
17 (i) 50 4 4 5 sem 1 1'
17 (ii) 50 2 2 6 sem 0
Total 129 6 118 4 (3%)° 4 (3%)"

PC prise de sang pré-colostrale

& Sérum non disponible pour les 2 chiots

® Un cas confirmé par immuno-histochimie

¢ Cing chiots également testés négatifs a la naissance

¢ Dont sang cardiaque de deux morts-nés

¢ Deux chiots re-testés a 10 semaines, négatifs

" Cas confirmé par sérologie et réponse au traitement

9 Pourcentage de chiens positifs parmis les chiens testés

" Poucentage de chiens malades parmis les chiens nés
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En définitive, méme si ’infection a pu se transmettre de génération en génération,
80% des chiots nés de méres séropositives ne présentaient pas un titre en anticorps détectable,
ce qui montre que la transmission de Neospora caninum a la descendance est variable et ne
permettrait pas a elle seule le maintient de 1’infection dans 1’espéce canine. Comme chez les
bovins, la transmission post-natale semble étre une obligation pour maintenir le niveau de
séroprévalence observé. Cependant, les résultats de cette étude sont a prendre avec précaution,
car ils ne prennent en compte que le nombre de chiots nés, et non les éventuelles pertes

embryonnaires.

4.2.3. Un potentiel de transmission corrélé au titre en anticorps

Un titre en anticorps anti-Neospora caninum supérieur a 1/50 par IFAT est
généralement considéré comme seuil de positivité ((7) ; (35) ; (143)). Selon Barber et Trees,
(7) les anticorps anti-Neospora caninum ont persisté a des seuils élevés plus de 4 années pour
9 chiens sur 13 inclus dans I’étude. Par contre, pour les quatre chiennes faiblement positives
lors de la sérologie initiale, le taux d’anticorps est descendu en dessous de la limite de

positivité apres 1 ou 2 ans.

Si on regarde la proportion de chiots infectés congénitalement par Neospora caninum
en fonction du titre en anticorps de la mere, on note qu’il existe une forte corrélation entre ces
deux parametres. Selon Barber et Trees, le pourcentage d’animaux infectés nés de mere
faiblement positive est de 5% (% estimé : 4-14%), alors qu’il est de 89%(% estimé 35-96%)
pour les méres fortement positives (voir tableau 18 et 19). Le coefficient de corrélation entre

proportion de chiots séropositifs et titre en anticorps (IFAT) de la mére serait alors de 0,980.
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Tableau 19 : Proportion de chiots séropositifs en fonction du titre en anticorps anti-

Neospora caninum par IFAT de la mére

D’apres Barber et Trees, 1998, (7)

Titre en Nombre de Nombre de Nombre de chiots Pourcentage Intervalle
anticorps IFAT chiots nés chiots testés séropositifs séropositifs/testés possible*
de la mére
50 91 82 4 5 4-14
200 46 41 9 22 20-30
800 57 47 15 32 26-44
12800 23 9 8 89 35-96
Total 217 179 36 20 17-34

*minimum calculé a partir de nombre de séropositif/nombre nés ; maximum calculé en supposant que tous les
chiens non testés sont séropositifs.

Le parasite est d’autant plus transmis a la descendance que le titre en anticorps de la mére est

fort, d’ou I’intérét de la détection des femelles a risques dans un élevage.

4.3. Des troubles de la reproduction averés lors des
expérimentations
4.3.1. Transmission verticale de Neospora caninum en milieu de

gestation et naissance de chiots non viables

En dehors des transmissions naturellement observées dans 1’espeéce canine, des études
expérimentales ont été menées pour mieux comprendre I’influence de Neospora caninum sur
la reproduction dans cette espece. Cependant, ces études sont codteuses et difficiles, le

nombre de données publiées est ainsi trés restreint.

La premiere transmission verticale expérimentale de Neospora caninum chez la
chienne gestante fut réalisée par Dubey et Lindsay, en 1989 (53). Ils inoculérent un total de
1,5.10° tachyzoites par voie sous cutanée et intramusculaire & une chienne beagle au 35eme
jour de gestation. Celle-ci mis bas 8 chiots 28 jours apres inoculation, dont un mort-né, le plus
oéme

chétif de la portée, probablement décéde in utero. Le chiot mourut 2 jours aprés la mise-

bas. Le 3°™ et le 4°™ chiot furent euthanasiés a 2 et 3 jours, respectivement, pour cause
éme

d’hypothermie et de non alimentation. Le 5 chiot fut euthanasié pour cause de mauvais état

géneral a 20 jours. A 49 jours, les chiots 6, 7 et 8 étaient cliniquement normaux.
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Seul le chiot 5 présentait des lésions macroscopiques : Iésions hépatiques, cardiaques,
pulmonaires, épanchement péritonéal, compatibles avec la multiplication de
Neospora caninum. Microscopiquement, tous les chiots présentaient une pneumonie
interstitielle et une myocardite focale nécrotique était présente pour les chiots 1 et 5. Des
lésions d’encéphalite avec gliose et infiltration périvasculaire ainsi qu’une hépatite furent
également observées sur le chiot 5.

Les tachyzoites de Neospora caninum furent retrouvés pour le chiot 5 et
Neospora caninum fut mis en évidence sur culture cellulaire a partir de tissus des 5 chiots
examinés, ainsi qu’a partir des placentas, ce qui prouve la présence du parasite a la fois dans

les tissus feetaux et maternels.

4.3.2. Transmission verticale de Neospora caninum en début de

gestation et avortements

La premiére expérimentation menée par Dubey et Lindsay (53) a mis en évidence la
possibilité de passage transplacentaire en milieu de gestation, et les conséquences qui en
résultent. Celle-ci avait été réalisée trés tot, un an seulement aprés que le parasite
Neospora caninum ait été décrit. Or on sait maintenant que, pour les autres espéces et les
bovins notamment, les troubles de la reproduction les plus sévéres — dont les avortements —
surviennent lorsque le parasite est transmis tot dans la gestation.

Une seconde expérimentation fut réalisée par Cole et al. (35) pour évaluer I’impact de
I’infection par Neospora caninum de maniére plus précoce lors de la gestation. Six femelles
furent inoculées par voie sous cutanées a ’aide de 5.10° tachyzoites, au 21°™ jour de
gestation et leur gestation fut suivie par échographie. Dés que la mort des feetus était constatée
au controle échographique, la chienne était euthanasiée puis soumise a autopsie. Sur ces 6
chiennes, seules deux portaient finalement des chiots viables : une seule termina sa gestation
et donna naissance a 3 chiots a terme, mais présentant tous des signes neurologiques plus ou
moins séveres ; ’autre fut euthanasiée a 39 jours de gestation. Douze feetus étaient présents,

dont 3 feetus résorbés qui n’ont pu étre analysés. Sur les 9 feetus soumis a examens, 2 feetus

¢taient viables, 4 décédés et la viabilité des 3 derniers n’a pu étre établie (voir tableau 20).
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A D’examen histologique, le parasite a été mis en évidence pour § chiots sur 9 et 4
placentas sur 12, ce qui est notable du fait de la difficulté d’observation du parasite par

histologie.

Pour les 4 autres chiennes, seuls des feetus macérés ou momifiés ont été retrouvés a
I’autopsie (voir Tableau 20). La chienne 1 fut autopsiée 10 jours aprés la date prévue du
terme, 1 avorton macéré et 3 foetus résorbés €taient présents dans 1’utérus. La chienne 2 fut
tuée a 43 jours de gestation et portait 6 feetus macérés ; Neospora caninum fut mis en
évidence pas histologie sur un des cerveaux. La chienne 4 fut retrouvée morte a 38 jours de
gestation, des Iésions de néosporose aigue furent constatées a 1’autopsie, ainsi que 3 foetus
résorbés in utero. La chienne 5 fut autopsiée a 54 jours de gestation, 4 foetus résorbés furent
également retrouveés. Le nombre de feetus des chiennes 4 et 5 n’a pas pu étre déterminé avec

certitude, du fait de ’avancement de la résorption.

Tableau 20: Avortements et mort feetales aprés infection expérimentale de 6 chiennes par
Neospora caninum a 21 jours de gestation
D’apres Cole et al. (35)

Femelle (j) | Titre IFAT | Nombre chiots statut
1(73) 400 4 1macéré 3résorbtions
2 (43) 400 6 6 macerés
3 200 3 3 nés vivants

4 (38) ND 3 3 résorbés

5 (54) 100 4 4 résorbés

6 (39) 400 12 7 morts (3 résorbions), 2 vivants, 3 ND

parasites identifiés pour 8/9 chiots et 4/12

placentas

)] nombre de jours de gestation lors de I’observation (euthanasie)

femelle 3 euthanasiée 99j post mise bas
ND  non determiné

Les résultats de ces études démontrent clairement que 1’infection par Neospora caninum
en début de gestation peut conduire a des morts foetales ainsi que des résorptions. Si les
conséquences post-natales de la néosporose sur les jeunes chiots sont a ce jour bien
documentées ((6) ; (47) ; (49) ; (51) ; (103) ; (147)) I’étude de Cole et al. (35) est actuellement
la seule publiée concernant les décés in utero liés a la multiplication du parasite, alors que

ceux-ci sont bien étudiés chez de nombreux hbtes intermédiaires.
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4.3.3. Dommages placentaires et feetaux causés par Neospora

caninum lors des avortements

Peu de données existent concernant la pathogénie des avortements a Neospora caninum
chez le chien. Il semble tout de méme que, comme chez les hotes intermédiaire, le stade de la
gestation au moment de 1’infection soit un facteur primordial. Ainsi, lors de I’étude de Dubey
et Lindsay, a 35 jours de gestation (53), la transmission du parasite a conduit a la naissance de
chiots atteints, alors que I’infection a 21 jours de gestation pratiquée par Cole et al. a été
suivie d’avortements (35). Cependant, les mécanismes immunitaires a 1’origine de ces
avortements n’ont pas été étudiés chez le chien ; seuls les dommages placentaires et feetaux

sont rapportés pour expliquer la mort feetale.

Chez le feetus, les résorptions et macérations sont fréquentes et rendent 1’examen difficile.
Neospora caninum a néanmoins été mis en évidence sur des coupes histologiques feetales de
cceur, de foie, de poumon, de méninges, de cerveau (substance grise et blanche), de nceud
lymphatique, de moelle épiniére, de muscle, d’intima des vaisseaux sanguins, de sinus, de
choroide et de sclére oculaire, d’intestin, de pancréas, de cartilage, de rein et de peau ((35) ;
(51)). Sur ces feetus, les réactions inflammatoires étaient souvent absentes, probablement du

fait de I’'immaturité du systéme immunitaire feetal.

Au niveau placentaire, le parasite ainsi que des Iésions de nécrose focales, touchant les
trophoblastes feetaux etla lamina propria maternelle ont été retrouvées a 1’examen

histologique (35).

Concernant les chiots atteints cliniquement de néosporose a la naissance ou les mort-nés,
les lésions microscopiques typiques de néosporose sont couramment observées :
méningoencéphalite, polyradiculonévrite, myosite. Le plus souvent, ces lésions sont

multifocales, nécrotiques, accompagnées d’une infiltration cellulaire périvasculaire. ((35) ;
(53) ; (103))
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4.4, Neospora caninum et troubles de la reproduction chez le

chien, une voie de recherche a développer

4.4.1. Les arréts de gestation en élevage canin, un défi
diagnostic
441.1. Des arréts de gestation fréguents mais souvent non

diagnostigués

Les arréts de gestation (ou «avortements » au sens large) peuvent survenir a tout
moment de la gestation chez le chien et se manifester par une mort embryonnaire avec
résorption, I’avortement d’un feetus mort ou vivant, I’expulsion de chiots mort-nés, la mort du
feetus avec momification et rétention dans la cavité utérine. Le fait que le feetus soit résorbé,
avorté, mort-né ou momifi¢ dépend de la cause de I’arrét de gestation, du stade de gestation
pour lequel la mort du feetus est survenue et de la réponse immunitaire maternelle et feetale
(94). L’incidence exacte des pertes feetales et embryonnaires chez le chien est difficile a
évaluer. En effet, si la mort feetale survient dans la premiére moitié de gestation, les
résorptions ou morts feetales passent souvent inapercues. Les propriétaires peuvent ne pas
savoir que la chienne était préalablement gestante, car les signes d’arrét de gestation sont
minimes. De plus, comme il n’existe pas de test permettant de diagnostiquer précocement les
gestations (c'est-a-dire pas avant 2 semaines de gestation voire 3 semaines de maniére
courante), les vétérinaires eux-mémes ne peuvent pas affirmer facilement le diagnostic
d’avortement précoce. Dans une revue de 2001 sur le sujet, Jonhston et al. (94) rapportent
qu’a I’examen des utérus de 22 chiennes Beagles, entre 22 et 54 jours aprés 1’accouplement,
11% des feetus et embryons (13/117) étaient a différents stade de résorptions. Dans une autre
étude, aprés hystérotomie de 12 chiennes beagle a 48 jours de gestation, 13 résorptions sur 98

implantations feetales ont été observées (13%) (94)

Lorsque la mort feetale survient dans la seconde moitié de gestation, elle conduit soit a
un avortement au sens strict soit a la naissance de chiots mort-nés. L’avortement au sens strict

est défini par D’expulsion d’un conceptus mort ou incapable de survivre de manicre
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indépendante. Méme si I’avortement est associé a des pertes utérines, son diagnostic peut étre
difficile, surtout si la chienne a consommé ou caché les avortons. Si I’avorton n’est pas

expulsé, une macération feetale avec emphyséme peut avoir lieu.

L’incidence des chiots mort-nés serait de 2,2 a 4,6 % (94), sans lien avec le sexe du
feetus, mais augmenterait avec les mise-bas dystociques. La chienne peut également mettre
bas des chiots faibles ou malades qui mourront rapidement durant la période néonatale,

comme c’est le cas lors de chiots atteint congénitalement par Neospora caninum.

Lorsque la mort feetale survient tardivement au cours de la gestation et qu’elle n’est
pas associée a un avortement ou une macération, elle peut étre suivie d’une momification
feetale. Celle-ci ne peut avoir lieu dans la premiere moitié de gestation, car le décés du
conceptus avant ossification est souvent suivi de résorption. La momification a lieu lorsque le
feetus, maintenu dans 1’utérus, s’autolyse, que les fluides feetaux-placentaires sont absorbés et
le que placenta maternel s’involue. Les momifications feetales sont décrites chez la chienne,

notamment apres infection par Neospora caninum (35) mais leur incidence est inconnue.

44.1.2. Diagnostic différentiel des avortements en élevage canin :

une place pour Neospora caninum

Le diagnostic différentiel des avortements regroupe les causes infectieuses et non
infectieuses. Les causes infectieuses ont été plus étudiées, de part leur incidence plus élevée et
leur plus grande facilité de diagnostic (94). Le diagnostic peut étre difficile a établir, surtout si
les tissus nécessaires n’ont pas été collectés correctement ou ne sont pas disponibles.
Idéalement, 1’avorton et le placenta doivent €tre acheminés sous couvert du froid, mais non
congelés, pour étre soumis au diagnostic. Parallelement, le sérum maternel devrait étre
prélevé et soumis aux examens sérologiques. Il est important de noter que chez I’homme, la
cause d’approximativement 60% des pertes foetales reste inconnue (94), le méme défaut de

diagnostic existe a fortiori dans 1’espece canine.
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Les différentes causes infecticuses d’avortements sont synthétiseées dans le tableau 21,
elles incluent les causes bactériennes, virales et parasitaires ((75); (94)). Les causes non
infectieuses d’avortements regroupent les anomalies endocrines a 1’origine d’une insuffisance
lutéale, les causes medicamenteuses, les facteurs immunologiques — le lupus serait associé a
une ¢élévation de l’incidence des avortements — les facteurs genétiques, les facteurs
environnementaux, les facteurs nutritionnels. L’influence de ces différents facteurs est plus
souvent suspectée que reellement appuyée par des études scientifiques, car les études sont peu

nombreuses a ce sujet.

Dans les différentes revues ou articles récents portant sur le diagnostic des
avortements dans 1’espéce canine, le parasite Neospora caninum est a chaque fois mis en
avant ((75) ; (94) ; (160)). Méme si son role lors d’arrét de la gestation n’a été pour I’instant
mis en évidence que de maniere expérimentale, Neospora caninum pourrait étre un agent a
inclure dans le diagnostic différentiel lors d’avortement chez le chien. 1l est en plus important
de noter que le parasite bénéficie d’une forte prévalence dans de nombreux pays (voir

1.6.1.2.), et que celle-ci pourrait en plus étre sous-estimée (73).

145



Tableau 21 : Diagnostic différentiels des avortements dans I’espéce canine

(75); (94)
Causes infectieuses Remarque
Bactérie Brucella canis Mort embryonnaire, mort feetale tardive ou Résorption
Avortements entre 7 et 9 semaines de gestation avec pertes vulvaires
prolongées
Streptococcus Flore normale vaginale
B-hémolytique Role lors d’avortement, de mortalité néonatale, d’infertilité
Campylobacter Portage asymptomatique possible
Salmonella sp. Pathogéne primaire ou secondaire lors d’avortement (infection
ascendante)
Réle lors d’avortement, mort-nés et néomortalité
Escherichia coli | Flore normale du vagin, présente lors de métrite et pyomeétre
Role possible des endotoxines lors d’avortement
Mycoplasma Portage asymptomatique possible
et Ureaplasma Réle lors de résorption, avortement, mort-nés et néomortalité
Virus Herpesvirus Roéle lors de mort feetale tardive, résorption, momification,

canin

Parvovirus canin
de type 1 (Virus
minute)
Morbilivirus
(Virus distemper
canin)

neomortalité
Infection par sécrétions durant la gestation ou recrudescence d’une
infection latente

Réle lors de résorption, néomortalité, mort-nés,

Réle lors de résorption, néomortalité, mort-nés

Protozoaires

Toxoplasma
gondii
Neospora
caninum

Placentite puis infection feetale

Avortements, mort-nés, momifications induites expérimentalement
Néomortalité

Causes non infectieuses

Défauts
endocriniens

Défaut de
maintient lutéal

Hypothyroidisme

Chute du taux de progestérone lors de la gestation
Réle suspecté lors de résorption, avortement, mise-bas prématurée

Infertilité, avortement et momification rapportées dans un élevage

Cause Molécules
médicamenteuse abortives
Facteurs Cause émergente en médecine humaine ; role chez le chien inconnu
immunologiques
Facteurs génétiques | Anomalie

chromosomique

Maladies

génétiques
Facteurs Nombreux chez I’homme : exposition au tabac, pesticides, métaux
environnementaux lourds
Facteurs Utilisation de conservateurs antioxydant incriminés par les éleveurs
alimentaires
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4.4.2. Actuellement, le rbéle de Neospora caninum lors de

troubles de la reproduction sur le terrain est inconnu

La séroprévalence de Neospora caninum a été étudiée dans de nombreux pays.
Cependant, contrairement a ce qu’il existe chez les bovins ou d’autres especes, il n’y a pas de
données publiées concernant un lien entre séropositivité et troubles de la reproduction. En
effet, s’il est siir que I’environnement est un facteur de risque chez le chien (séroprévalence
plus élevée en zone rurale), tout comme une association statistique a pu étre faite entre signes
neurologique et seroprévalence vis-a-vis de Neospora caninum (voir 1.6.1.2), aucune étude
n’a publié¢ de résultats concernant la séroprévalence chez les femelles reproductrices ayant

avorté par rapport a la séroprévalence genérale.

En outre, les données concernant 1I’'impact de Neospora caninum sur la reproduction,
en dehors des expérimentations, sont tres limitées. Dans leur étude prospective, Barber et
Trees ont noté 6 chiots mort-nés sur les 122 naissances totales (7), soit 5%, ce qui n’est pas
particulierement plus élevé que dans la population générale. La taille de la portée n’a pas
semblé étre affectée par 1’infection a Neospora caninum, et cela pour 1’étude prospective et
rétrospective menée par Barber et Trees (7). Une diminution de la taille des portées des
chiennes séropositives par rapport aux standards de la race n’a d’ailleurs jamais été rapportée
dans la littérature ((6) ; (7) ; (103)), mais aucune étude précise a ce sujet n’a été entreprise. Il
est sir néanmoins que des chiennes séropositives ayant eu des portées atteintes ont été
remises a la reproduction sans problémes particuliers. Barber et Tress (7), dans leur étude
rétrospective portant sur les chiennes Hamiltonsvére, rapporte le cas de trois femelles atteintes
ayant mis bas deux fois de suite. La taille de la portée était normale et les gestations se sont
déroulées sans anomalies. L’infection congénitale s’est répétée a chaque fois lors des deux
gestations successives, avec un taux d’infection des chiots similaire. Dans 1’étude prospective,
trois chiennes furent suivies sur deux gestations consécutives. Aucun probléme n’est rapporté
au sujet du déroulement de ces gestations. Cependant, deux d’entre elles donnérent naissance
a un chiot atteint lors de leur premicre gestation, mais 1’ensemble de la portée était saine lors
de la deuxieme gestation. Dubey et al. (51) rapportent le cas de deux chiennes Berger
Allemand infectées ayant mis bas deux fois de suite, sans problémes particuliers (voir figure

10, 4.2.1) L’intervalle entre les deux gestations n’est précisé que pour I'une des chiennes.
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Celui-ci, d’une durée de 2 ans, n’a pas empéché la répétition de I’infection lors des deux

gestations successive.

Pourtant, dans d’autres études, des troubles de la gestation ou I’implication de
Neospora caninum pouvait étre suspecté ont été rapportés . Dans la méme étude de Barber et
Trees (7), deux des chiennes qui avaient mis bas une portée infectée spontanément par
Neospora caninum ont trés probablement avorté et résorbé leurs feetus lors de la mise a la
reproduction suivante avec des signes d’infection utérine, mais la cause de 1’avortement n’a
pas ¢été formellement établie. Dans ce cas, I’incidence des avortements n’était pas plus élevée
que dans la population générale, mais les auteurs soulignent que cette incidence n’a pas pu
étre parfaitement évaluée. En effet, il est difficile pour le propriétaire de suspecter un arrét de
gestation si le feetus n’est pas expulsé ou si la chienne ne présente pas de signes cliniques.
Seule un suivi échographique précoce pourrait mettre en évidence les résorptions

embryonnaires.

Un article récent souléve la possibilité de I’émergence du parasite Neospora caninum
lors d’avortement chez le chien. Une chienne ayant mis bas une portée infectée de 10 chiots (5
atteints et 5 cliniquement sains), fut remise a la reproduction. Lors des deux gestations
suivantes, la chienne montra des signes d’avortement vers 45 jours de gestation. L hypothese
d’une néosporose congénitale avec avortement a été appuyée par des tests immuno-
histochimique — la présence du parasite a ét¢ démontré sur les placentas et les tissus foetaux —
et des tests sérologiques (Fioretti et al. (71)). Le lien de causalité entre Neospora caninum et
avortement n’a pas €té¢ formellement établi, mais c’est a présent 1’unique cas probable

d’avortement spontané a Neospora caninum decrit chez la chienne.

L’implication de Neospora caninum en élevage canin n’a pas encore fait 1’objet
d’études particulieres. Méme si le role de Neospora caninum lors d’avortement est reconnu
expérimentalement et fortement suspecté naturellement, on ne sait actuellement rien de la
forme épidémiologique, de la prévalence et des implications de ces arréts de gestation a

Neospora caninum.
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4.4.3. Aucun traitement ne permet de protéger le foetus de

I’infection a Neospora a I’heure actuelle.

Certains traitements se sont montrés efficace vis-a-vis des formes nerveuses de
néosporose, lorsqu’ils sont commencés précocement. Dans une étude sur le sujet, Lindsay et
Dubey (103) rapportent qu’une association de triméthoprime et de sulfadiazine, a la posologie
standard de 15mg/kg deux fois par jour avec de la pyremethamine a la posologie de 1 mg/kg
une fois par jour, pendant 4 semaines, a permis la guérison de la paralysie postérieure chez
certains chiens. La clindamycine s’est également montrée efficace dans certains cas de formes
nerveuses, mais aussi pour la forme cutanée de néosporose (59). Cependant, ces traitements
n’ont été efficaces que sur un nombre restreint de chiens— sur 27 cas, 16 ont pu étre traités,
avec une amélioration clinique pour seulement 10 d’entre eux (Barber et Trees (6)) — et ils ne

protegent en aucun cas la transmission placentaire du parasite.

En effet, une femelle qui avait donné naissance a une portée atteinte fut traitée contre
Neospora caninum apres sa mise-bas puis traitée a intervalle hebdomadaire pendant la
gestation suivante, ce qui n’a pas empéché la transmission du parasite a trois de ses chiots
(Mayhew et al. (121)). Barber et Trees (7) décrivent également le cas d’une jeune chienne
atteinte de néosporose et traitée précocement, dont les symptdmes ont disparus, et qui fut mise
guelques années plus tard a la reproduction. La chienne donna naissance a une portée atteinte

de néosporose.

En élevage, aucun traitement n’est efficace pour prévenir la transmission de la
néosporose de la mere aux feetus. Seule une meilleure connaissance du parasite et de sa
transmission, afin de définir et de dépister les femelles a risques, peut apporter une solution

aux problemes engendrés par la néosporose en élevage canin.
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4.4.4. Le chien, clé épidémiologique des avortements a

Neospora chez les bovins

Le rble précis des chiens dans I’épidémiologie de la néosporose bovine n’est pas
parfaitement connu. On estime a environ 5 a 9% le taux d’infection postnatale nécessaire chez
les bovins pour que I’infection a Neospora caninum soit maintenue dans un troupeau (French
et al. (72)). Or, le chien est actuellement la seule voie possible de contamination horizontale
(ou post natale) chez les bovins. Plusieurs études ont mis en avant le fait que la présence d’un
chien dans une exploitation était un facteur de risque pour la néosporose bovine et que le
nombre de chiens présents était corrélé aux avortements a Neospora caninum (Dubey et al.
(64)). Non seulement la transmission horizontale est nécessaire au maintient de I’infection
dans le troupeau, mais elle est souvent également nécessaire pour 1’introduction du parasite
dans I’¢levage : la transmission verticale du parasite et les avortements associés ne sont
possible que si le parasite a été préalablement introduit dans 1’exploitation (Lindsay et Dubey
(103) ; Schares et al. (159)). Le chien, via I’excrétion d’oocystes, est une des clés
épidémiologiques de I’entrée et du maintient de I’infection a Neospora caninum dans un
troupeau. Au regard des lourdes conséquences engendrées par la néosporose en élevage
bovins, les études concernant la néosporose canine et sa transmission chez le chien seraient

ainsi utiles au contrdle de 1’infection bovine.

4.4.5. Pistes d’études possibles concernant Neospora

caninum en élevage canin

De nombreuses voies de recherches sont possibles concernant Neospora caninum et
son implication en élevage canin. En effet, son role lors de troubles de la reproduction chez le
chien est de plus en plus suspecté, mais les études de terrain sont trés peu nombreuses. On
peut en premier lieu remarquer que la séroprévalence vis-a-vis de Neospora caninum n’a
jamais éte étudiée en élevage. De maniére plus précise, il pourrait étre extrémement
intéressant d’étudier 1’éventuelle corrélation entre séropositivité et troubles de la reproduction

des chiennes reproductrices. En effet, de telles études ont déja été menées chez les bovins,
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mais aussi chez les chevaux ou les petits ruminants. Une étude a grande échelle visant a
évaluer la séroprévalence des meéres en élevage canin pourrait étre réalisée par prélévement
systématique lors des visites vétérinaires. Une comparaison entre séroprévalence vis-a-vis de
Neospora caninum chez les meres « saines » et séroprévalence chez les méres ayant subi des
avortements ou sujettes aux troubles de la reproduction (chiennes qui n’arrivent pas a
« remplir »), pourrait alors étre réalisée, ce qui serait une premiére approche de I’impact de
Neospora caninum lors de troubles de la reproduction en élevage canin. Une recherche
systématique du parasite sur les avortons ou placentas pourrait par la suite préciser le role et

surtout I’'importance de Neospora caninum lors d’avortement chez le chien.

Une étude concernant 1’impact de Neospora caninum sur la fertilité chez la chienne
pourrait également étre intéressante. En effet, aucune étude n’a été publiée concernant la taille

de la portée et I’infection par Neospora caninum.

Les mécanismes mémes a 1’origine des avortements a Neospora caninum chez le chien
sont en grande partie non ¢€lucidés. Aucune étude n’existe concernant les mécanismes
immunitaires mis en jeu par ’infection a Neospora chez le chien en fonction du stade de
gestation. De plus, on ne sait pas pour I’instant si I’infection a Neospora caninum chez le
chien peut conduire, comme chez les bovins, a la mise en place d’une immunité et donc
protéger de la transmission placentaire. Or on sait que chez le bovin le moment de I’infection
est primordial et peut conduire soit & la mise en place d’une immunité, soit a la transmission
de I’infection au feetus. Cette donnée est fondamentale pour la lutte contre Neospora caninum,
car justifie le développement d’une stratégie vaccinale. Chez le chien, on ne sait actuellement

pas si le développement d’un vaccin pourrait étre justifié sur le plan immunologique.

De plus, on sait chez le bovin que seules les femelles infectées in utero sont
susceptibles de transmettre ’infection de maniere répétée a leur descendance. Chez le chien,
les modalités de transmission de Neospora caninum a la descendance sont encore trés floues
et mériteraient d’étre approfondies. Des infections expérimentales, sur un plus grand nombre

de chiennes et surtout sur plusieurs gestations, pourraient étre extrémement intéressantes.
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On peut pour conclure ce paragraphe souligner que les études a grande échelle
concernant la transmission de Neospora caninum sont certainement plus difficiles a mettre en
ceuvre chez le chien que chez les bovins. En effet, il est difficile et onéreux de maintenir des
chiens dans les conditions de laboratoires nécessaires aux études expérimentales. De plus, les
avortements sont souvent difficiles a diagnostiquer chez le chien, en dehors d’un controle
échographique strict. Au contraire, chez les bovins, les avortements sont soumis a déclaration
obligatoire, de part les risques de zoonose encourus. De plus, I’impact majeur des avortements
bovins sur le plan économique a incité les laboratoires a développer les recherches a ce sujet.
On peut alors penser que si les investigations concernant les avortements chez le chien
étaient réalisées a aussi grande échelle que le sont les avortements chez les bovins, de
nouveaux agents pathogenes, et notamment Neospora caninum, pourraient apparaitrent

comme des pathogenes émergents.

Tout comme les différents hotes intermédiaires connus de Neospora caninum, le chien
multiplie le parasite sous forme tachyzoite et le transmet a sa descendance. La naissance de
chiots atteints de néosporose est un témoin relativement bien étudié de cette transmission
verticale. Par contre, les troubles de la reproduction, fréquemment décrits chez d’autres hotes
intermédiaires, sont moins connus chez le chien, méme si des arréts de gestation ont été
provoqués expérimentalement. Les arréts de gestation sont des problémes majeurs en élevage
canin alors qu’il existe des lacunes concernant leur diagnostic étiologique. Il semble alors
justifié de développer les recherches concernant le parasite Neospora caninum en élevage

canin.
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CONCLUSION

Le parasite Neospora caninum est transmis tres efficacement a la descendance au
cours de la gestation chez les mammiferes. Les modifications immunitaires complexes qu’il
engendre lorsqu’il se multiplie au sein de 1’organisme maternel gestant, ainsi que les lésions
feetales directes qu’il provoque chez le feetus, sont a I’origine d’avortements, pouvant se
répéter au cours des gestations successives. La transmission verticale de Neospora caninum a
fait I’objet de nombreuses études chez les bovins, ce qui en fait un exemple d’étude du
parasite. Cependant, son implication lors d’avortement a ét¢ mise en évidence pour de
nombreux hotes, sur des observations de terrain chez les ovins, les caprins, les équides, les
ruminants sauvages, les camélidés et de maniere expérimentale chez les rongeurs, les

primates, le porc, le chat.

Le chien est un point clé du cycle épidémiologique de Neospora caninum car il en est
le seul hote définitif connu a ce jour. Cependant, son réle dans le cycle parasitaire est plus
complexe, car il est également 1’hote de la multiplication du parasite sous forme tachyzoite,
comme n’importe quel hote intermédiaire. Ainsi, les conséquences observées et maintenant
bien connues chez les hétes intermédiaires sont attendues dans cette espece. La prévalence de
la néosporose est relativement élevée chez le chien, le parasite est facilement transmis a la
descendance, comme en témoignent les cas d’atteintes congénitales de chiots et les rares
études expérimentales réalisées a ce jour. De plus, les troubles de la reproduction —
avortements compris — sont probablement plus fréquents qu’il n’y parait en élevage canin et
représentent une réelle perte économique pour 1’éleveur. Ces différents constats posent de
réelles questions, qui sont encore sans réponse, concernant 1’éventuelle émergence de
Neospora caninum en élevage canin. Le développement de la recherche concernant le parasite
Neospora caninum et son implication lors de troubles de la reproduction chez le chien

pourrait étre un enjeu majeur de la médecine vétérinaire de collectivité dans un futur proche.
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Annexe 1 : Classification simplifiée de I’embranchement des sporozoaires
d’intérét vétérinaire

D’aprés Bussieras et Chermette, repris de Leleu (101)

APICOMPLEXA
Pratozoaive parasite ebligatoire a un senl fype de noyan, totalement dépowrvu d organites locamotenrs (sauf
parfoais au stade microgaméte) qui présente a certains stades un complexe apical observable uniguement au
micrascope électronique.

L . L . L .

HEMATOZOEA COCCIDEA GEEGARINAE
Complexe apical dépowrvu de Complexe apical complet. Parasites d'invertébrés.
conoide.

Production de sparves (sauf excepfions)
Pas de formation de spore. Pas des stades endo-érythrocyiaire

tades endo- Par de rramsmission par pigure d Arthropodes

y hemarophages
SHISIIion par pigures Reproduction asexuée de type schizogonie et/ou
d Arthropodes hemartophages endogenie

Reproduction sexuée associant gamétogonie
(production d ‘'vocystes) suivie d une sporogonis
(sporozoites contenus dans des spores)

EIMERIIDA ADELEIDA
Pas de syzygie. Syzygie.
Dévelloppement avec schizogonie (le plus souvent),
gametogonie (mombrewx gamerocytes produil par le
microgamonte), sporagonie produisant des
sporszoites confenus dans des oocystes et/ou
SPOFOCYSTEs.

Emerudes Cryptospondes Toxoplasmatides Sarcoscystides
Cyele homoeine Cyele homoxens. Cyele hétéroxane. Cyele héteroxeéne.
Develloppement a [ 'interienr des Dévelloppement a la suface . . - .
cellules apithelial de callules épithéliales. Schizogenie suivie de Gamerogenie suivie de
N gamétogonie chez 1 hdre sporegonie chez | hée
(Cryptosponidim. . ) dgfimirf dgfinirf

| | | I |

Eimeria Cryptasporiditm Hammendia Sarcocystis
Isospora Toxoplasma
Tyvzzeria Neospora

Besnoitia
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Annexe 2 : Tests de dépistage sérologique de Neospora caninum

disponibles dans le commerce

D’aprés Dubey et Schares (137)

Test Type de Préparation Commercialisation
réaction d’antigéne
BIOVET Neospora | ELISA Indirect | Lysat de tachyzoites | BIOVET  laboratories,
caninum (Ultrasons) Canada

CHEKIT  Neospora | ELISA Indirect | Lysat de tachyzoites | IDEXX laboratories,

IDEXX (détergent) Pays-Bas

CIVTEST BOVIS | ELISA Indirect | Lysat de tachyzoites | HIPRA, Espagne

NEOSPORA (Ultrasons)

Cypress Diagnostics | ELISA Indirect | Lysat de tachyzoites | Cypress Diagnostics,

C.V. Neospora (détergent) Belgique

caninum

HerdCheck IDEXX ELISA Indirect | Lysat de tachyzoites | IDEXX laboratories,
(Ultrasons) Etats-Unis

MASTAZYME ELISA Indirect | Paroi de tachyzoite MAST GROUP,

Neospora Royaume-Uni

Neospora  caninum | ELISA Pas d’information Insitut Pourquier, France

Blocking ELISA compétitif

P38-ELISA ELISA Indirect | Antigene de surface | AFOSA GmbH,
de haute affinité | Allemagne
purifié (NCSRS2)

ImmunoComp bovine | DOT-ELISA Pas d’information Biogal, Israél

Neospora antibody

SVANOVIR ELISA Indirect | Antigene incorporé | SVANOVA Biotech AB,
Neospora-Ab ELISA dans un ISCOM Suede

VMRD Neospora | ELISA Antigéne de surface | VMRD, Etats-Unis
caninum cELISA compétitif GP65 du tachyzoite

VMRD Neospora | IFAT Paroi de tachyzoite VMRD, Etats-Unis

caninum FA substrate
slide
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Annexe 3 : Test de depistage ELISA
(MAST Diagnostics)

=(:) MAST DIAGNOSTIC

MASTAZYME™ NEOSPORA

Test ELISA pour la détection des lIgG anti-Neospora dans le sérum bovin.

Introduction

Neospora est un parasite potozoaire (1) qui est
désornnais reconnu conmime ['agent majeur de
'avortement par infection dans I'élevage laitier
au niveau mondial (2). C'est le micro-
organisme le plus fréquemment responsable
d'avorlements dans le cheptel laitier en
Grande Bretagne (3,4,5). Les avortements
semblent apparaitre de fagon isolés ou bien
sous forme d'épidémie dans les troupeaux
affectés (C). .

La prévalence des anticorps anti-Neospora
" chez un troupeau normal (sain) estde 1 3.3 %
en Grande Brelagne (3). Parmi tous les
avortements en Grande Bretagne, il est estimé

que 4 2 10 % d'entre eux sont associés a une

infection a Neospora. (3,4,5).

La biologie, 1a structure et le taux dADN de
Toxoplasma gondii est  irés proche de
Neospora. (10,11,12). Le cycle complet de
Neospora n'est pas encore connu. A ce jour,
les seuls stades du cycle de Neospora qui ont
été décrits sont ceux des tachyzoites et des
kystes de tissus et la seule voie de
transmission est verlicale (de la vache au
veau.) A cause de sa similitude avec T. gondii
on pense que Neospora-pourrait avoir un héte
définitif carnivore qui excréte des oocytes
dans I'environnement. Cependant aucun hote
définitif n'a encore éié décrit. Neospora différe
de T. gondii sur un point important : une vache
infectée peut transmettre l'infection a toute sa
progéniture et un certain nombre d'entre elles
font des avortements répétés. C'est pourquol
Neospora est d'une grande importance - pour
I'insdustrie laitiére et un diagnostic fiable de I
infection est fondamental. Une infeclion a
Neospora sur des foetus avortés ne peut étre
définitivement diagnostiqué qu'a lissu d'un
test immunocytochimique sur les tissus
foetaux en utilisant des anticorps spécifiques
du parasite (4). Il existe, une bonne corrélation

entre les foelus qui sont positifs pour
Neospora par immunocytochimie et Ia
sérologie positive de la vache par

immunofluorescence indirecte (IF1) a partir de
sérums dilués au 1/ 640 iéme ou plus (5,9).

Mastazyme™ NEOSPORA est un test ELISA
pour la délection des IgG dirigés
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spécifiquement contre les antigénes Néospora
dans le sérum bovin. Le test a été développé
en collaboration' avec le Déparlement de
Parasitologie Vélérinaire de [I'Ecole de
Médecine Tropicale de Liverpool. Le test a
une sensibilité de 95 % et une spécificité de
96 % par rapport a limmunofiuorescence
indirecte.(8)

Principe du test

Le sérum bovin dilué est incubé dans les puits
sensibilisés avec les tachyzoites de Neospora
caninum (NC-LIV) (7). Au cours de
I'incubation, tous les anlicorps spécifiques de
Néospora forment un complexe avec les
tachyzoites immobilisés. Aprés lavage, pour
éliminer, le malériel en excés, un anticorps
monoclonal de souris purifié par
chonotographie d'affinite et conjugué a la
péroxydase du raifort est ajouté dans les puits.
Aprés fincubation, les puits sont lavés pour

_€liminer le matériel en excés .Les complexes
“enzymaliques sont détectés par ajout de

péroxyde d'hydrogéne et du substrat
chromogeénique 33, 5,5' tétrameéthylbenzioane
(TMB). Au cours de [incubation, les
complexes présents réagissent avec le
substrat en donnant une coloration bleue. La
réaction est stoppée par ajout d' acide avec un
virage de la coloration du bleu au jaune.
Lintensité de coloration mesurée par un
lecteur de microplaque spectrophotométrique
est directement proportionnelle & la quantité
d'anticorps 1gG spécifique de Neospora,
présents dans I'échantillon.

Procédure

1. Diluer le tampon de lavage concentré au
1/10éme.

2. Diluer les échantillons de sérums a tester et
les sérums de controle au 1/400 éme dans
le diluant d'échantillon.

3. Distribuer 100 pl de diluants d'échantilion
dans les puits A1, A2, B1 et B2. s
Distribuer 100 pl de contréle négatif dan
les puits C1 et C2.
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Distiibuer 100 pl de controle positif dans
les puits D1 et D2.

Distribuer 100 pl de contrdle positif fort
dans les puits E1, E2, F1 et F2.

Distiibuer 100 pt d’échantiflon a tester dilué
dans les puits suivants.

4. Recouviir la microplaque et incuber a 37
*C pendant 30 minutes

5. Diluer le conjugué concentré au 1/1000
eme dans le diluant pour conjugué.

6. lLaver 3 fois les puils a I'aide du tampon de
lavage prépaié.

7. Distribuer 100 pl de conjugué dilué dans
tous les puits a 'exception des puits A1 et
A2. Distribuer 10041l de diluant d'échantilion
dans les puits A1 et A2

8. Recouviir la microplague et incuber a 37°C
pendant 30 minutes.

9. Piéparer la solution de substrat en diluant a
volume égal la solution A de TMB et la
solution B de TMB.

10.Laver les puits trois fois a l'aide de la
solution de lavage dilué.

11.Distribuer 100 il de solution de substrat
TMB dans tous les puits.

12.Incuber a température ambiante (18-25°C)
pendant 10 minutes.

13.Distribuer 100 pl de solution d'arrét dans
tous les puits et agiter la microplaque pour
une boine homogénéisation de la phase.

14 Lire Ia micioplaque a 450 nun dans les 30
minutes aprés 'arrét de la réaction.

Validation et interpréiation des résultats
1. Validation

Les valeurs allencdues de DO pour les des
couttdles saul les suivantes.

__Contigle DO attendues
B1 < 0,047 - 0,077

“99 L 0,000 - 0,049

N C- 0.038 - 0,117
C+ 0,360 - 0,583

C# 0,741 -1,322

2. Calcul et Interprétation des résultats

.es DO exprimées en pourcentage du controle
positif ~ fort (C++) correspondent  au
Pourcentage de Positivite (PP).
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Cethluat S

1. Calcul du PP de chaque échantilion

a) Eliminer les valeurs faibles et élevées du
contréle posilif fort (C++)
b) Calculer le PP selon la formule suivante :

DO de I'échantillon 7
R = x 100
DO moyenne de C++

PP> 25% : résultat posilif
PP< 20% : résultat négatif

20%=<PI?<25% : 1ésultat douteux

Limites de la méthode

1. Les résullals «du test doivent étre
interprétés en fonclion des autres données
clinicjues.

2. Le laux d'anlicorps Ig G anti-Neospora peut-
varier en fonction du cycle de reproduction
et de I'dge de la vache. il est recommandé
que les sérums soit prélevés le plus tot
possible du moment de I'avoitement.

3. Une élévation du tilre d'anlicorps n'est pas
significative d'une infection du cheptel par
Neospora. De ce fait des prélévements
répatés sur de coutles périodes ne sont pas
indiqués.

Conservation

Le coffret MASTAZYME ™ NEOSPORA doit
élre stocke a 2-8 °C et peut étre utilisé jusqu'a
la date de péremption indiquée sur le coffret.
La solution de lavage diluée se conserve cing
jours a ftempéralwre ambiante ou deux
semaines a 2- 8 ° C. Ne pas congeler les
réactifs.

Conditionnement

MASTAZYME ™ NEOSPORA

Code EIA1001
Code EIA1002

Microplacue de 9G puits
Microplacue de 12 x 8 puils
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Annexe 4 : Test de dépistage ELISA

(IDDEX)

Neospora caninum Antibody Test Kit
Antistoftestkit voor Neospora caninum

Kit de détection des anticorps
anti-Neospora caninum

Kit para la deteccion de anticuerpos
contra Neospora caninum

Testkit zum Nachweis von Antikorpern
gegen Neospora caninum

Die devtsche Fassung der Gabrauchsialormalion
st d §17¢ TierSG.

Kit di rilevazione degli anticorpi
contro la Neospora caninum

Herdchek®

| ) ek V o7 4
[ S =Y o V o N
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Kit de detection des anticorps
anti-Neospora caninum

Définition el application

HerdChek* anti-Neospora est le nom déposé
par IDEXX d'un kit de dosage immuno-
enzymatique desliné 3 la déleclion des
anlicorps anli-Neospora caninum dans le
sérum bovin.

Intormation générale

Neospora caninum est un parasile prolozoaire
(Apicomplexan) récemment découverd,
pouvant provoguer I"avoriement, ainsi que I3
morbidilé et 12 mortalité néonalales chez les
bovins, ovins, caprins el équins.” Ona
constaté qu'en Californie (USA), 'infection par
le Neospora constituait la cause la plus
fréquemment diagnosliquée d'avoriement chez
les vaches laitiéres.”*4 On a constaté
également dans d"aulres pays que les Etals-
Unis que fa néosporose étail une cause
d'avoriement.®4 A 'heure actuelle, on ne
connait pas encore le mode de contamination
de cet organisme dans les Iroupeaux et on ne

. sail sTl peut se transmettre d'un animal 3 un

autre avirement que congénitalement

" Untest ELISA 2 &1 mis au point pour le

diagnostic sérologique de Infection par le
Neospora chez les bovins, ce qui peut se
réwéler utile pour les éludes épidémiologiques
ou pour les mesures de contrdle et de
traitement destinées a enrayer Minfection par le
Neospora dans un {roupeau, Puisqu'dl est
nécessaire d'isoler I'organisme pour établir un
diagnostic définitif, le statut sérologique d'un
animal ne conslilve qu'un des nombreux
criléres devanl étre pris en comple dans le
trailement global du troupeau.

Réaclils
Conserver lous les réactifs 4 2° - 7°C.
Réservé a I'usage vétérinaire.
Volume
A. 2 Plaques sensibifisées avec I'antigéne de
Neospora. Incinérer le récipient et tous les
composants non utilisés.

C. Conjugué anti-bovin: 30ml
peroxydase de raifort (HRPO)

D. Contrdle Positif Neospora. Iml
Sérum bovin anti-Neaspora dilué
dans un tampon avec stabilisaleurs de
protéines. Conservaleur : azide de sodium.

E. Conirdle Négalil Meospora. C3ml
Sérum bovin ne réagissant pas avec
Neaspora, dilué dans un tampon
phosphate avec stabilisateurs de proléines.
Conservateur : azide de sodium.

F. Diluant des Echantillons *250 ml

Tampons avec stabiliszteurs de protéines.
Conservateur : azide de sodium.

G. Solution de lavage, concentrée 250 mi
10 fois : tampon phosphate/Tween.
Conservateur ; gentamicine.

H. Substral TMB 60 mi

1. Solution d'arrét © soml
Acide fluorhydrique dilué (0,125 %)

Descriplion el principes

HerdChek anti- Neospora est un kit de dosage
Immung-enzymalique destiné 2 détecter k2
présence d'anticorps anti-Neospora dans le
sérum bovin. 1l se présente sous le forme de 2
plaques de 96 cupules sensibilisées avec des
antigénes de Meospora. Lors de lincubation de
V'échantillon 2 tester dans fa cupule
sensibilisée, les anticorps anti-Neospora
forment des complexe Ag-Ac avec les
anligénes fixés. Aprés avoir éliminé des
cupules le matériel non lié par lavage, on
joute un conjugué (sérum anti-bovin marqué
4 la peroxydase de raifort) qui se fie aux
anlicorps anti-Neospora bovin fixé dans les
cupules. Au stade final du dosage, le conjugué
non lié est éliminé par lavage, puis un substrat
enzymatique (peroxyde d'hydrogéne) et un
chromogéne 3,3', 5.5 1traméthyibenzidine
sont ajoutés aux cupules. La coloration qui en
résulle est la proportionnelle 3 a quanlité
d'anlicorps présenls dans [échantilion testé.




Matériel nécessaire mais non lourni

1.

L

Pipettes de précision, capables de
distribuer S ., 100 pl et 500 p ou des
sysiémes de pipelles muflicanaux.
Embouts de pipette a usage unique.
Eprouvette graduée : S00 mi pour la
solution de lavage.

Lecteur de plaques 96 cupules.

5. Tubes en verre ou en maliére plastique

O

Averli is el pré

pour 1a dilution des échantillons.

. Eav distillée ou désionisée.

Systéme de lavage manuel, semi-
ique ou

1.

wn

d'emploi

Bien que I'antigéne ait été inactivé,
manipuler lous les réactifs biologiques
Neospora comme pouvant transmettre le
Neospora.

Ne pas pipetter 3 la bouche.

Ne pas manger ni boire, ni fumer duran! la
maniputation des échantilions ou des
réactifs du kit.

Le substral TMB et les solutions acides
peuvent éire irritanis pour la peau.
Certains composants du kit contiennent de
I'azide de sodium comme conservateur.
Prendre les précautions nécessaires pour
éviler 12 contamination du conjugué anti-
bovin:HRPO par ce consesrvateur.

Ne pas exposer k2 solution TMB 3 ta lumigre
intense ou 3 des agents oxydants. N'utikser
que du maténiel en verre ou en plastique
propre pour la manipulation du substrat TMB.
Conserver tous les réactifs & 2°- 7°C. Amener
3 1a température ambiante 15° - 30°C avant
remplod el ramener 3 2° - 7°C aprés
uliisation.

. Tous les déchets doiven! &ire

convenablement décontaminés avant

. Prendee les précautions nécessaires pour

éviter contamination des composants du kil
Ne pas uliliser les composants au dela de
la dale de péremplion el ne pas intervertir
les composants issus de lots différents.

. On obliendra des résultals optimaux en

respeciant striclement ce prolocole.
Eflectuer un pipelage, un minutage el un
lavage soigneux tout au long de cette
procédure de fagon @ maintenir
précision el I'exactitude du tesl. l

Préparalion des échanlilions

Diluer les échantiflons & tester cent fois
(1:100) avec le dituant pour échanliflon (ex. :
diluer 5 yd d'échantilion avec 500 14 de diluant
des échantilions). REMARQUE : ne pas diluer
les contriles.

Veiller & changer les embouts de pipeties pour
chaque échantillon et 3 enregistrer la position
dedvaqmémanlﬂlmsurhphqumuﬂlsam
un plan de plague HerdChek.
lesedmﬂbnsmlardstnbubmdmsh
plague sensibilisée Neospora.

Préparation de !a solution de lavage

La solution de lavage concentrée doit élre
amenée & la température ambiante et
homogénéisée de fagon & assurer la
dissolution de tout sel précipité. La solution de
lavage concentrée doil étre diluée 10 fois avec
de I'eau distillée/désionisée avant Femploi (ex.
: 30 ml de solution concentrée pour 270 mi
d'eau par piaque  tester).

Mode opéraloire

Tous les réactifs doivent étre amenés 3 la
température ambiante avant 'emploi.
Homogeénéiser les réactifs par agitation
modérée ou au voriex.

1. Réserver la (les) plague(s) sensibilisée(s)
el enregistrer 1a position de chaque
échantillon en ulifisant un pian de plaque

HerdChek.

2. Distribuer 100 pd de contrdle négatif NON
DILUE dans les cupules A1 et A2,

3. Distribuer 100 g de contrdle posilif NON
DILUE dans les cupules A3 et A4,

4. Distribuer 100 p d*échantilion DILUE dans
les cupules appropriées. Tous les
échantillons doivent étre testés en doubies
exemplaires.

5. Laisser incuber 30 minutes & la
température ambiante.

6. Aspirer le liquide de chaque cupule dans le
réservoir a déchels approprié.

7. Laver chaque cupule qualre lois avec
environ 300 p! de solution de lavage
tamponnée au phosphate. Aspirer le
liquide de chaque cupule aprés chagque
lavage. Eviter la dessiccation des plaques
enlre les lavages et avani I'ajout du
conjugué. Aprés aspiration du dernier
liquide de lavage, tapoler doucement mais
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fermement chaque plaque sur du papacr
absorbant de fagon & éminer la solution
de lavage résiduelie.

8. Dislribver 100 pl de conjugué anli-bovin:
HRPO dans chaque cupule.

9. Laisser incuber 30 minutes a la
température ambiante.

10. Répéter les étapes G et 7.

n Wlwuasdmndesmmm

cans chaque cupule des plagues a tester.

12. Laisser incuber 15 minutes 3 k2
température ambiante.

13. Distribuer 100 g4 de solution d'arrét dans
chaque cupule des plaques 3 lester pour
arréter la réaction.

14. ranlebmueduspewnpmmmsm
"air.

15. Mesurer et enregistrer la densité optique &
620 nm, 630 nm ou 650 nm.

16. Calculer les résultats.

Résultats
Pour que le test soil valide, la difiérence (P - N)

entre la moyenne du contrdle positif (PCY) et la
moyenne du contrble négatif (NCX) doit étre

supérieure ou égale 3 0,150. En outre, NCx doit -

&tre inférieure ou égale & 0,20.

En cas de résultats non valides, refaire Je test
en respectant attentivemeni le protocole
indiqué dans Ia notice.

La présence ou I'absence d"anticorps anti-
Neospora est délerminée en calculant le
rapport Echantillon/Positif (E/P) pour chaque
échantilion. Le contrle positif a £1& étalonné et
correspond 3 un taux significalif d°anticorps
anli-Meospora dans le sérum bovin.

Voir le paragraphe CALCUL DES RESULTATS
pour obtenir des exemples.

REMARQUE : IDEXX Laboratories, Inc. dispose
d'instruments et de logiciels capables de
calculer les moyennes el les rapparts E/P, el de
fournir le rappor! des données.

Interprélation des résullats

1. Sile rapport E/P de I'échantillon de sérum
est inférieur & 0,50, Féchantilion es! classé
comme NEGATIF pour les anticorps anti-
Neaspora.

2.

i 12 13pporl L e51 SUPLIEWE CU Lyer »
0.50, I'échantilion est classé comme
POSITIF pour les anticorps anti-Neospora.

Calcul des résullals

¢ B

Catcul de la moyenne du conirdle négatil (HCR)
NCE =D.0(650) A1 + D.O.(650) A2
2

Exenle: 0080+ 00 - 0085

. Calcul 02 k2 moyenne du conledie posilil (PC3)

PCk = D.O(650) A3 + D.OESO) A4
2

w:mp;zmsm

. Calul du rzpport E/P

EP = D.0.(650) échankilion - NCX
PCx-NCx

Exemple : Moyenne des échanlilions = 0,450

EfP = D450 - 0.085 = 0.365 = 0.67
0505-0,085 0420
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Annexe 5 : Test de dépistage par agglutination directe

(\Vétoquinol)

Des infections & Neospora caninum ont été mises en évidence chez de
nombreuses especes animales. Elles sont une cause importante
d’avortements, de morbidité et de mortalité néonatale chez les bovins,
ovins, canins, caprins et équins.

Neospora caninum est un protozoaire qui a ét€ isolé et identifié par
Dubey et coll. en 1988. Ce parasite est morphologiquement proche de
Toxoplasma. A I'heure actuelle, le cycle parasitaire demeure largement
inconnu, le seul mode d’infestation connu est la voie transplacentaire,
a I'origine d’infections congénitales.

VETOQUINOL a développé un test d’agglutination direct pour la
détection des IgG spécifiques de I'antigéne Neospora dans le sérum de
différentes esp2ces animales.

Principe du test :

Les réactions d’agglutination sont réalisés dans des
microplaques de 96 puits A fond rond. 50 pl de quatre
dilutions séquentielles de raison 2 (1/40, 1/80, 1/160, 1/320)
de chaque sérum 2 analyser sont mises en présence de 50
- Négatif ' pl de suspension antigénique Neospora caninum. Les
plaques sont agitées brizvement et mises 2 incuber 2 30 °C
pendant une nuit. La présence d’anticorps sériques entraine
la formation d’une agglutination parasitaire en voite,
macroscopiquement visible dans les microcupules.
L’absence d’anticorps se traduit par une sédimentation en
Négatif bouton des parasites au fond des microcupules.
L’interprétation de la réaction est :
- Qualitative : présence ou absence de voile d’agglutination
- Quantitative : titration par dilutions séquentielles : le titre
est donné par la derniere dilution du sérum donnant une
agglutination des parasites.

Précautions d’utilisation :

Ce test ne peut &tre utilisé que pour un diagnostic "in vitro". Il est & usage vétérinaire exclusivement.

Les réactifs doivent &tre conservés entre 2°C et 8°C.

Les réactifs ne peuvent &tre garantis si leur date de péremption est dépassée ou s'ils n'ont pas été conservés dans
les conditions recommandées.

Porter les réactifs a température ambiante au moins une demi-heure avant de metire en oeuvre les réactions.

Le 2 - mercaptoethanol est 2 manipuler avec précaution.

Ne pas prélever les réactifs 2 la pipette avec la bouche.

Manipuler les échantillons 2 tester comme s'ils étaient susceptibles de transmettre des maladies.

r;:“?:

wAVétoquinol
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Protocole d’utilisation

Amener les réactifs 2 température ambiante au moins une demi-heure avant la mise en ceuvre de la trousse.

Bien homogénéiser la suspension antigénique, soit en vortexant soit par retournement du flacon, avant de procéder & la dilution.
Préparer I'antigéne Neospora en diluant la suspension concentrée dans le tampon de dilution de I'antigene, le facteur de dilution
figure sur le certificat de contrdle de qualité. On diluera la quantité nécessaire d’antigene pour la manipulation (compter 210 pt
d’antigéne prét & I'emploi par sérum et prévoir 420 ul d'antigéne pour le contrdle positif et le contrdle négatif). L'antigéne dilué
peut €tre conservé environ 3 mois 3 4°C.

Préparation du tampon de dilution des échantillons :

Dans le flacon de 15 mi de tampon de dilution des échantillons, ajouter 210 pl de 2-mercaptoéthanol fourni dans la trousse.
Homogénéiser la solution. Cette solution est stable pendant 6 semaines environ 2 4°C.

Dilution des sérums : les sérums sont traités en ligne dans la microplaque.

Controle Négatif :

Déposer dans les cupules Al et A2 50 pl de tampon de dilution des échantillons.

Controle Positif :

Déposer dans la cupule B1 100 pl de tampon de dilution des échantillons et dans les cupules B2 3 B5 50 p! de ce méme tampon.
Ajouter 5 pl de Contréle Positif dans la cupule B1. Bien homogénéiser par pipetage. Le Contrdle Positif est dilué 2 1/20 dans le
puits Bl. Reprendre 50 ul du puits B1 et mettre dans le puits B2. Bien homogénéiser le mélange par pipetage. Refaire cette
opération jusqu’au puits BS. Prendre 50 pl dans le puits B5 et les mettre dans le puits B6. Le Controle Positif est dilué 3 1/40 dans
le puits B2, 1/80 dans le puits B3,'1/160 dans le puits B4 et 1/320 dans le puits BS. Le puits B6 ne sera pas utilisé.

Echantillons :

Procéder de la méme maniére que pour le Contrdle Positif en plagant les échantillons dans les puits C, D, E etc.

Ajouter 50 p1 d’antigéne dilué dans les cupules contenant les dilutions au 1/40, 1/80, 17160 et 1/320 du Contrdle Positif et des
€chantillons et 50 ul dans les puits A1 et A2 pour le Contrdle Négatif. Mélanger bridvement les dilutions par agitation manuelle ou
mécanique de la plaque. Ne pas mélanger par pipetage 2 refoulement.

Couvrir la plaque et incuber 1 nuit & 30°C.

Lecture et interprétation :

La ecture est réalisée le lendemain 2 I'ceil. L' utilisation d’une source lumineuse est fortement conseillée pour faciliter la lecture
des voiles d’agglutination dans les cupules.

Interprétation Qualitative :

Une réaction négative (absence d’anticorps) provoque la sédimentation en bouton des parasites au fond de la microcupulelet
I"absence de voile d’agglutination.

Une réaction positive (présence d’anticorps) entraine la formation d’un voile complet d’agglutination des parasites 2 la surface de
toute la cupule. Dans de rares cas, des sérums souillés peuvent donner un bouton de sédimentation accompagné d'un voile
d’agglutination, ces serums seront considérés comme positifs.

Interprétation Quantitative :

Le titre de chaque sérum est donné par la dernigre dilution du sérum donnant une réaction positive. Pour les sérums dont le titre est
> 1/320, un titre exact peut &tre calculé en réalisant des dilutions séquentielles de raison 2 & partir d'une dilution au 1/100 de
1"échantilion.

Pour les sérums bovins, le seuil de positivité a été fixé au 1/80. Les échantillons de sérums ayant un titre inférieur ou égal a 1/4C
sont considérés comme négatifs. Les échantillons ayant un titre égal 3 1/20 sont considérés comme douteux et les échantillons
ayant un titre supérieur ou égal 2 1/160 sont considéiés comme positifs.

La mise en évidence d’IgG spécifiques dans un échantillon est le témoin d’une infection 3 Neospora caninum récente ou ancienne.

mais n’est pas prédictive d’un risque significatif chez un animal donné. A I'échelle d'un troupeau, des taux élevés d'anticorps sont
- signiﬁéalivemcpt correlés & la survenue d'avortements liés 3 une infection 2 Neospora caninum.
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TRANSMISSION VERTICALE DE NEOSPORA SP.
CHEZ LES MAMMIFERES

QUELLES CONSEQUENCES POUR L’ELEVAGE CANIN ?

NOM et Prénom : SARRAZIN Claire

Résumé

Le parasite Neospora caninum, protozoaire du phylum des Apicomplexa est un parasite de
découverte relativement récente décrit chez de tres nombreux mammiféres. Sa transmission
verticale est a I’origine de troubles de la reproduction séveres et répétés. La pathogénie des
avortements & Neospora caninum, qui a fait ’objet d’études détaillées chez le bovin, est
complexe et peut intervenir aprés une infection primaire ou plus communément suite a la
réactivation du parasite au cours de la gestation chez une femelle infectée chronique.

En dehors des bovins, les troubles de la reproduction liés a Neospora caninum ont été décrits
chez de nombreux hotes intermédiaires. Chez le chien, Neospora caninum est transmis
efficacement a la descendance et des avortements ont été provoqués expérimentalement. Des
études supplémentaires sont nécessaires pour savoir si Neospora caninum pourrait étre un
parasite émergent a rechercher lors de troubles de la reproduction en élevage canin.
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VERTICAL TRANSMISSION OF NEOSPORA SP.
IN MAMMALS

WHAT CONSEQUENCES FOR CANINE BREEDING?
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Summary

The parasite Neospora caninum, protozoan of Apicomplexa’s phylum was recently
discovered and has been described in quite many mammals. Its vertical transmission causes
serious and repeated problems of reproduction. The pathogenesis of the abortions due to
Neospora caninum, which was studied in details in cattle, is complex et can follow a primary
infection or, more commonly, the recrudescence of the parasite load during the pregnancy in
a chronic infected female.

Except from cattle, Neospora caninum-related reproduction troubles are described in many
intermediate hosts. In dogs, Neospora caninum is transmitted efficienctly to the descendants
and some abortions were experimentally provoked. Additional studies are needed to check
whether Neospora caninum could be an emergent parasite which has to be searched for when
reproduction troubles appears in canine breeding
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