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RESUME : Neospora caninum est un parasite pathogène principalement chez les bovins et le chien 
mais qui peut infecter d’autres animaux (petits ruminants, équidés, ruminants sauvages). Chez la 
vache, la manifestation clinique la plus souvent observée est l’avortement. Les méthodes de dia-
gnostic de cette pathologie comprennent : la sérologie, la recherche du parasite au sein des tissus 
par immunohistochimie ou des lésions par examen anatomopathologique. La réaction de polymé-
risation en chaîne est aussi applicable sur différents tissus.  Des tests statistiques permettent de 
comparer les performances de ces différentes techniques.  Les méthodes sérologiques ont été 
utilisées pour évaluer la prévalence de N. caninum chez différentes espèces animales. Ces études 
montrent notamment que la prévalence est plus élevée chez le chien de ferme que chez le chien 
de ville ou chez les vaches qui avortent par rapport à celles qui n’avortent pas.  En ce qui concerne 
l’isolement du parasite, il est le plus couramment réalisé à partir du cerveau des avortons bovins 
bien que ce ne soit pas une technique de routine.  Il est clair que l’amélioration des techniques de 
diagnostic permettra de mieux comprendre les voies de transmission du parasite et de lutter plus 
efficacement contre ce pathogène récemment découvert.

1. IntroductIon

Depuis sa découverte en 1984 chez 
des chiots en Norvège (Bjerkas et al., 
1984) et sa description comme une 
nouvelle espèce de parasite  (Neospora 
caninum) (Dubey et al., 1988), la 
néosporose a émergé comme une 
maladie importante du bétail (Thilsted 
et Dubey, 1989 ; Dubey, 2003) et 
du chien (Dubey et al., 1988 ; Mc 
Allister et al., 1998 ; Lindsay et al., 
1999) partout dans le monde. De plus, 
N. caninum a été identifié chez les 
ovins (Dubey et al., 1990 ; O'Handley 
et al., 2002), les caprins (Dubey et al., 
1996), le cheval (Dubey et Porterfield, 
1990) et certains animaux sauvages 
comme le cerf de Virginie (Odocoileus 

virginianus) (Vianna et al., 2005) ou 
le rhinocéros (Ceratotherium simum) 
(Williams et al., 2002). Enfin, de nom-
breuses espèces animales sont por-
teuses d’anticorps contre N. caninum 
(tableau I). L’infection expérimen-
tale a été réalisée avec succès chez 
le chat (Dubey et Lindsay, 1989), 
le rat (Lindsay et Dubey, 1990), la 
souris (Lindsay et Dubey, 1989), la 
gerbille (Meriones unguiculatus) 
(Dubey et Lindsay, 2000), le singe 
rhésus (Macaca mulatta) (Barr et al., 
1994), le chien (Cole et al., 1995), le 
renard roux (Vulpes vulpes) (Almeria 
et al., 2002), la chèvre (Dubey et 
al., 1992a ; Lindsay et al., 1995) le 
mouton (Mac Allister et al., 1996), 
le coyote (Canis latrans) (Lindsay et 

al., 1996), le lapin  (Dubey et al., 
1992b) et même le pigeon (McGuire 
et al., 1999). Actuellement, l’infection 
par N caninum a été identifiée dans 
de nombreux pays.  Elle constitue la 
principale cause d’avortement chez 
les bovins en Californie, Nouvelle-
Zélande et aux Pays-Bas (Anderson et 
al., 2000).

Cet article vise à synthétiser les 
données sur les principales métho-
des de diagnostic de l’infection par 
N. caninum : les méthodes sérologi-
ques et les méthodes de détection du 
parasite, ainsi qu’à résumer les don-
nées récentes sur la séroprévalence 
vis-à-vis de ce protozoaire dans le 
monde.
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tableau I : Séroprévalence  des anticorps anti-n. caninum depuis 2000.

Année Pays Espèce Technique Prévalence Référence
2000 Corée Bovins ELISA 23 % Bae et al., 2000
2000 USA Bovins (veau) IFAT 13 % Dyer et al., 2000
2000 USA Bovins (génisse) IFAT 26,20 % Dyer et al., 2000
2000 USA Bovins (vache laitière) IFAT 39,07 % Dyer et al., 2000
2000 Suède Bovins (vache laitière) ELISA 22,50 % Frössling et al.., 2005
2000 Italie Buffles IFAT 34,60 % Guarino et al., 2000
2000 USA Bovins (vache avortée) IFAT/ELISA 80 % Jenkins et al., 2000
2000 Chili Bovins (vache laitière) IFAT 22,40 % Moore, 2005
2000 Pérou Bovins (vache laitière) IFAT 62,10 % Moore, 2005
2000 USA Bovins (vache laitière) ELISA 24 % Sanderson et al., 2000
2000 Nouvelle-Zélande Bovins ELISA 2,80 % Tennent-Brown et al., 2000
2001 USA Bovins (veau) agglutination 13 % Barling et al., 2001
2001 Belgique Bovins (vache laitière) IFAT 29 % De Meerschman et al., 2002
2001 Belgique Bovins viandeux IFAT 14 % De Meerschman et al., 2002
2001 Argentine Chien de fermes (vaches)  IFAT 48% Basso et al., 2001b
2001 Argentine Chiens de fermes ( bœufs) IFAT 54,20 % Basso et al., 2001b
2001 Argentine Chiens de la clinique  IFAT 26,20 % Basso et al., 2001b
2001 Suède Bovins (vache laitière) ELISA 37,90 % Frössling et al.., 2006
2001 Brésil Buffles Agglutination 53 % Fujii et al., 2001
2001 USA Renard gris Agglutination 15,40 % Lindsay et al., 2001
2001 Brésil Bovins (vache laitière) IFAT/ELISA 34,80 % Locatelli-Dittrich et al., 2001
2001 Brésil Chiens de ville IFAT 6,70 % Mineo et al., 2001
2001 Chili Chiens ruraux IFAT 26 % Moore et al., 2005
2001 Chili Chiens urbains IFAT 12,50 % Moore et al., 2005
2001 France Bovins (vaches mères) ELISA 20,19 % Pitel et al., 2001
2001 France Bovins (vaches laitières) ELISA 18,30 % Pitel et al., 2001
2001 France Chiens de ferme ELISA 23,07 % Pitel et al., 2001
2001 Suisse Bovins (vache témoin) ELISA 28 % Sager et al., 2001
2001 Suisse Bovins (vaches mères) ELISA 44 % Sager et al., 2001
2002 Thaïlande Bovins (vache laitière) ELISA 15 % Chanlun et al., 2002
2002 Canada Bovins ELISA 19,20 % Chi et al., 2002
2002 Brésil Bovins (vache laitière) IFAT 11,20 % Corbellini et al., 2002
2002 Italie Chiens IFAT 6,40 % Cringoli et al., 2002
2002 Pays-bas Bovins (vache laitière) ELISA 55,10 % Djikstra et al., 2002
2002 Suède Bovins (vache laitière) ELISA 22,60 % Frössling et al.., 2006
2002 Mexico Bovins (vache laitière) ELISA 59 % Garcia-Vazques et al., 2002
2002 Brésil Chiens Agglutination 10 % Gennari et al., 2002
2002 Brésil Chien errants Agglutination 25 % Gennari et al., 2002
2002 RU Ovins ELISA 4,24 % Helmick et al., 2002
2002 RU Ovins IFAT 0,45 % Helmick et al., 2002
2002 RU Porc ELISA 8,80 % Helmick et al., 2002
2002 RU Porc IFAT 0 % Helmick et al., 2002
2002 Taiwan Bovins IFAT IgG-IgM 52,60 % Huang et al., 2004a
2002 Taiwan Bovins IFAT IgG 13,20 % Huang et al., 2004a
2002 Taiwan Bovins IFAT IgM 10,50 % Huang et al., 2004a
2002 Corée  Bovins viandeux IFAT 4,10 % Kim et al., 2002
2002 USA Chevaux  sains IFAT 8 % McDole et Gay, 2002
2002 USA Juments avortées IFAT 13 % McDole et Gay, 2002
2002 Argentine Bovins (vache laitière) IFAT 43,10 % Moore et al., 2002
2002 Paraguay Bovins (vache laitière) ELISA 36 % Osawa et al., 2002
2002 Paraguay Bovins (bœuf) ELISA 26,60 % Osawa et al., 2002
2002 Costa Rica Bovins ELISA 39,70 % Romero et al., 2002
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Année Pays Espèce Technique Prévalence Référence
2002 Brésil Chiens de ferme IFAT 21,60 % Moore et al., 2005
2003 Corée Bovins ELISA  12,10 % Ahn et al., 2003
2003 Nouvelle- Zélande Chiens de ferme  IFAT 96,80 % Antony et Williamson, 2003
2003 Brésil Chiens urbains IFAT 8,30 % Canon-franco et al., 2003
2003 Pays-bas Bovins (vache laitière) ELISA 35,90 % Dijkstra et al., 2005
2003 USA Mammifères marins dont Agglutination 13,60 % Dubey et al., 2005
2003 USA Dauphins Agglutination 91,40 % Dubey et al., 2005
2003 USA Otaries Agglutination 36,70 % Dubey et al., 2005
2003 USA Phoques Agglutination 12,50 % Dubey et al., 2005
2003 Italie Lièvre (Lepus europaeus) Agglutination 8 % Ezio et Anna, 2003
2003 Suède Bovins (vache laitière) ELISA 27 % Frössling et al., 2006
2003 Corée  Chiens urbains IFAT 8,30 % Kim et al., 2003
2003 Corée Chiens de ferme IFAT 21,60 % Kim et al., 2003
2003 Brésil Poulains IFAT 61 % Locatelli-Dittrich et al., 2006
2003 Espagne Bovins (vache laitière) ELISA 15,10 % Lopez-Gatius et al., 2005
2003 Argentine Bovins  IFAT 20,30 % Moore et al., 2003
2003 Argentine Bovins  IFAT 4,90 % Moore et al., 2003
2003 Argentine Bovins  IFAT 16,70 % Moore et al., 2003
2003 Argentine Bovins  IFAT 3,90 % Moore et al., 2003
2003 Italie Bovins (vache laitière) ELISA 16 % Otranto et al., 2003
2003 France Juments   Agglutination 50 % Pitel et al., 2003
2003 France Juments Agglutination 22,70 % Pitel et al., 2003
2003 Costa Rica Bovins (vache laitière) ELISA 39,70 % Romero et Frankena, 2003
2003 Mexique Chiens de ferme ELISA 57 % Sanchez et al., 2003
2003 Mexique Chiens urbains ELISA 20 % Sanchez et al., 2003
2003 Allemagne Bovins (vache laitière) ELISA 7,90 % Schares et al., 2003
2003 Tchéquie Bovins (vache laitière) ELISA/IFAT 3,19 % Vaclavec et al., 2003
2004 Portugal Bovins (vache normale) Agglutination 28 % Canada et al., 2004
2004 Portugal Bovins (vache avortées) Agglutination 13,70 % Canada et al., 2004
2004 Italie Chiens ELISA 10,90 % Capelli et al., 2004
2004 Espagne Bovins (taureaux) IFAT 13,70 % Caetaeno-da-Silva et al., 2004
2004 Italie Chevaux IFAT 28 % Ciaramella et al., 2004
2004 Brésil Chiens urbains IFAT 10,20 % Fernandes et al., 2004
2004 Brésil Chiens péri-urbains IFAT 18,90 % Fernandes et al., 2004
2004 Brésil Chiens ruraux IFAT 21,70 % Fernandes et al., 2004
2004 Brésil Bovins (vache laitière) IFAT 14,30 % Guimaraes et al., 2004
2004 Uruguay Bovins (vache laitière) IFAT 56,70 % Kashiwazaki et al., 2004
2004 Thaïlande Bovins (vache laitière) ELISA 5,50 % Kyaw et al., 2004
2004 Thaïlande Chiens ELISA 1,20 % Kyaw et al., 2004
2004 Brésil Poulains IFAT 47,20 % Locatelli-Dittrich et al., 2006
2004 Allemagne Bovins (vache laitière) IFAT 15,10 % Lopez-Gatius et al., 2004
2004 Espagne Bovins (vache laitière) ELISA 15,10 % Lopez-Gatius et al., 2004
2004 Argentine Renards Sérologie 44 % Martino et al., 2004
2004 Brésil Bovins (vache laitière) ELISA 18,40 % DeMelo et al., 2004
2004 Brésil Bovins ELISA 12,61 % DeMelo et al., 2004
2004 Iran Bovins (vache laitière) IFAT 15,18 % Sadrebazzaz et al., 2004
2004 Brésil Loups IFAT 8,60 % Vitaliano et al., 2004
2005 Nouvelle- Zélande Chien de ferme IFAT 74,50 % Antony et Williamson, 2003
2005 Nouvelle-Zélande Chien de ville IFAT 30,80 % Antony et Williamson, 2003
2005 Brésil Chien IFAT 8,40 % Azevedo et al., 2005
2005 Pays-Bas Bovins (lait) ELISA 76 % Bartels et al., 2005
2005 Pologne Bisons ELISA 7,30 % Cabaj et al., 2005
2005 Italie Chiens IFAT 11 % Capelli et al., 2006
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2. BIologIe

Le cycle de N. caninum est hétéroxène, 
il nécessite l’infection d’un hôte défini-
tif et d’un hôte intermédiaire. Le chien 
a été identifié en premier lieu comme 
hôte définitif du parasite (Mc Allister et 
al., 1998 ; Gondim et al., 2002).  Par la 
suite, on a montré que le coyote pouvait 
jouer ce rôle (Gondim et al., 2004) et de 
grosses présomptions indiquent que le 
renard pourrait aussi jouer le rôle d’hôte 
définitif (Wapenaar et al., 2006), c’est-

à-dire celui qui excrète le résultat de la 
reproduction sexuée (oocystes) du para-
site. Les paramètres d’excrétion au cours 
du temps sont méconnus. Néanmoins, il 
semblerait que l’élimination d’oocys-
tes puisse perdurer pendant au moins 4 
mois (McGarry et al., 2003).

Outre son rôle d’hôte définitif, le chien 
fait fréquemment office d’hôte inter-
médiaire pour N. caninum (McAllister 
et al., 1998 ; Dubey, 1999a ; Dubey, 
2003).

Le boeuf quant à lui est l’hôte inter-
médiaire principal de N. caninum.  Le 
cycle du parasite  peut se résumer de la 
manière suivante (figure 1) : les oocys-
tes sont excrétés non sporulés dans les 
fèces par le chien et le coyote. Peu de 
choses sont connues sur la durée de 
survie des oocystes dans l’environne-
ment (Lindsay et al., 1999).  Après une 
sporulation dans le milieu extérieur 
de 24 h environ et consommation par 
les herbivores, les oocystes sporulés 
libèrent des sporozoïtes qui pénètrent 

Année Pays Espèce Technique Prévalence Référence
2005 USA Bisons Agglutination 0,02 % Dubey et Thulliez, 2005
2005 USA Caribou Agglutination 0,03 % Dubey et Thulliez, 2005
2005 USA Élan Agglutination 0,02 % Dubey et Thulliez, 2005
2005 USA Loups communs Agglutination 0,03 % Dubey et Thulliez, 2005
2005 USA Ovibos maschatus Agglutination 0,00 % Dubey et Thulliez, 2005
2005 USA Ours noir Agglutination 0 % Dubey et Thulliez, 2005
2005 Italie Chats <6 mois agglutination 32,50 % Ferroglio et al., 2005
2005 Italie Chats > 6 mois Agglutination 23,60 % Ferroglio et al., 2005
2005 Mexique Bovins ELISA 42 % Garcia-Vazques et al., 2005
2005 Brésil Bovins ELISA 32,50 % Gaturaga et al., 2005
2005 Brésil Buffles IFAT 70,90 % Gennari et al., 2005
2005 RU Renards roux  IFAT 20 % Hamilton et al., 2005
2005 Japon Bovins (vache laitière) IFAT 20 % Koiwai  et al., 2005
2005 Italie Bovins ELISA 30,80 % Rinaldi et al., 2005
2005 Brésil Chrysocyon brachyurus ELISA 8,50 % Silva et al., 2005
2005 Brésil Ozotoceros bezoarticus IFAT 38,46 % Tiemann et al., 2005
2005 Canada Bovins (vache laitière)  ELISA 5,60 % VanLeuwen et al., 2005
2005 USA Cerf à queue blanche Agglutination 25,40 % Vianna et al., 2005
2005 Autriche Chiens urbains  IFAT 2,10 % Wanha et al., 2005
2005 Autriche Chiens ruraux  IFAT 5,30 % Wanha et al., 2005
2005 Autriche Renards  IFAT 0 % Wanha et al., 2005
2005 Pérou  Alpaga  immunoblot 2 % Wolf et al., 2005 
2005 Pérou  Lama  immunoblot 2,75 % Wolf et al., 2005 
2006 Allemagne Bovins viandeux ELISA 41 % Bartels et al., 2006
2006 Espagne Bovins viandeux ELISA 41 % Bartels et al., 2006
2006 Pays-bas Bovins viandeux ELISA 41 % Bartels et al., 2006
2006 Allemagne Bovins (vache laitière) ELISA 13,70 % Bartels et al., 2006
2006 Espagne Bovins (vache laitière) ELISA 13,70 % Bartels et al., 2006
2006 Pays-bas Bovins (vache laitière) ELISA 13,70 % Bartels et al., 2006
2006 Suède Bovins (vache laitière) ELISA 13,70 % Bartels et al., 2006
2006 Suède Bovins (vache laitière) ELISA 12 % Frössling et al., 2006
2006 Hongrie Chiens IFAT 1,20 % Hornok et al., 2006
2006 Japon Bovins viandeux IFAT 1,50 % Koiwai  et al., 2006
2006 Tchéquie Animaux de Zoo IFAT 5,60 % Sedlak et Bartova, 2006
2006 Israël Chiens en meute IFAT 29,30 % Steinman et al., 2006
2006 Israël Chacal  IFAT 0,02 % Steinman et al., 2006
2006 Israël Renards roux  IFAT 0,04 % Steinman et al., 2006
2006 Israël Loup s IFAT 0,11 % Steinman et al., 2006
2006 Italie Bovins  (vache laitière) ELISA 55 % Varcasia et al., 2006
2007  USA Boeuf ELISA 9,7 % Scott et al., 2007
2007 Canada Bovins (vache laitière) ELISA 6,4 % Wapenaar et al., 2007a
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les cellules du tractus digestif d’un 
hôte intermédiaire et se transforment 
en tachyzoïtes ; cette voie de conta-
mination est la voie horizontale. Ces 
derniers se multiplient rapidement par 
endodyogénie dans de nombreux types 
cellulaires, entraînant la lyse de la cel-
lule et l’infection des cellules voisines 
ce qui permet la dissémination des 
tachyzoïtes dans tout l’organisme.

Les tachyzoïtes peuvent alors se dif-
férencier en une forme se répliquant 
plus lentement : le bradyzoïte qui 
s’enkyste dans les tissus. Cette forme 
peut persister plusieurs années chez 
l’hôte infecté (Lindsay et al., 1992).  
Elle constitue  alors un réservoir pour 
l’infection du fœtus, d’autres hôtes 
intermédiaires ou bien celle de l’hôte 
définitif (chien) via la consommation 
de tissus infectés. Les kystes sont sur-
tout présents au niveau du système 
nerveux central, et au sein des mus-
cles squelettiques du chien et du veau 
infectés naturellement. 

Le chien s’infecte par ingestion de tis-
sus contaminés (viande ou autre) pro-
venant d’un hôte intermédiaire (Basso 
et al., 2001a ; Dijkstra et al., 2001 ; 
Gondim et al., 2002 ; Dubey et al., 
2004 ; Rodrigues et al., 2004 ; Gondim 
et al., 2005) ou de tissus placentaires 

(Dijkstra et al., 2001 ; Fioretti et al., 
2003 ; Dubey et al., 2006). 

Néanmoins, la consommation d’avor-
tons infectés n’apparaît pas comme 
une source d’infection importante 
pour le chien (Bergeron et al., 2001 ; 
Dijkstra et al., 2002).

La principale voie de transmission du 
parasite est la voie transplacentaire, 
ou  verticale (figure 1). Elle a été 
reproduite expérimentalement chez le 
chien (Dubey et Lindsay, 1990), le 
bœuf (Dubey et al., 1992c), le mouton 
(Mac Allister et al., 1996), la sou-
ris (Long et Baszler, 1996). En outre, 
les infections transplacentaires peu-
vent se répéter chez un même animal 
(Dubey et al., 1988 ; Barr et al., 1993). 
Plusieurs études ont démontré l’im-
portance de la transmission verticale 
chez les bovins. En effet, au cours 
de la gestation des taux de passage 
transplacentaire allant de 80 à 100 % 
ont été rapportés (Paré et al., 1996 ; 
1997; Wouda et al., 1998 ; Davison et 
al., 1999a).

En l’absence de néosporose avérée, 
des anticorps contre N. caninum ont 
été mis en évidence chez de nom-
breuses espèces animales (tableau I) 
indiquant un contact avec le parasite et 
comprenant des carnivores sauvages 

comme le renard roux (Vulpes vulpes), 
le renard gris (Urocyon cinereoargen-
tus), le loup commun (Canis lupus), le 
loup à crinière (Chrysocyon brachyu-
rus), le chacal doré (Canis aureus), 
l’ours noir (Ursus americanus), ainsi 
que des ongulés comme le buffle 
(Bubalus bubalis), le bœuf musqué 
(Ovibos moschatus), le lama (Lama 
glama), l’alpaga (Lama pacos), le cerf 
des pampas (Ozotoceros bezoarticus), 
le cerf de Virginie (Odocoileus virgi-
nianus), l’élan (Alces alces) , le cari-
bou (Rangifer tarandus).  Ceci  sug-
gère qu’à côté d’un cycle domestique, 
pourrait exister un cycle sylvatique 
de propagation du parasite. Ceci est 
confirmé par le fait que le coyote peut 
excréter des oocystes de N. caninum 
dans ses matières fécales et que le cerf 
de Virginie (Odocoileus vriginianus) 
est un hôte intermédiaire naturel du 
parasite (Rosypal et Lindsay, 2005).

3. dIagnoStIc

3.1. lésions et signes cliniques

Chez le chien, la néosporose peut 
entraîner une atteinte grave du sys-
tème nerveux central.

Elle se manifeste le plus souvent chez 
le chiot suite à une infection congéni-
tale. Néanmoins des cas cliniques gra-
ves ont été observés chez des chiens 
adultes voire âgés (Dubey et al., 
1988 ; Hoskins et al., 1991 ; Dubey et 
al., 1995).

Les signes neurologiques sont les plus 
fréquemment observés et consistent le 
plus souvent en une parésie progressive 
des membres postérieurs. Ceux-ci sont 
souvent tenus en hyperextension et 
l’animal présente alors la position dite 
du phoque. Cette hyperextension est 
sans doute due à une atteinte combi-
née des neurones moteurs et des mus-
cles ce qui conduit à une contracture 
associée à de la fibrose progressive 
(De Meerschman et Losson, 1998). 

D’autres atteintes existent pouvant 
se manifester par une paralysie de la 
mâchoire, des difficultés de déglu-
tition (Barber et Trees, 1996), de la 
flaccidité ou de la fibrose musculaire 
et de l’insuffisance cardiaque (Hay 
et al., 1990 ; Odin et Dubey, 1993). 
Dans certains cas, on note une atteinte 
généralisée et la plupart des organes 
peuvent alors être atteints. Une loca-
lisation cutanée est même décrite qui 
consiste en une atteinte ulcérative très 
riche en parasites (Greig et al., 1995 ; 
Poli et al., 1998) .

Figure 1. Le cycle de vie de Neospora caninum (modifié de http://www.idexx.
com/production/ruminant/6163301m.pdf, consulté le 5/03 :2006)

Les oocystes excrétés par le chien sont ingérés par la vache qui peut contaminer son veau conduisant 
soit à l’avortement soit à un veau infecté.  Le chien peut se réinfecter par ingestion de tissus bovins 
contaminés.
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Chez la vache, N. caninum est res-
ponsable d’avortements (Dubey et 
Lindsay, 1996). L’avortement survient 
en général à partir du troisième mois 
de la gestation ; la plupart des avor-
tements se manifestent au cours des 
5e et 6e mois (Rettigner et al., 2004 ; 
Georgieva et al., 2006). Le fœtus peut 
mourir in utero, être résorbé, momifié 
ou autolysé. Le veau peut être mort-né 
ou naître vivant. Dans ce dernier cas, 
l’animal est soit cliniquement atteint 
soit cliniquement normal mais infecté 
de manière chronique. Les avorte-
ments dus à N. caninum peuvent sur-
venir durant toute l’année (Anderson 
et al., 1991 ; Thurmond et al., 1995 ; 
Wouda et al., 1998).

Si une vache non-immune est infec-
tée par N. caninum alors qu’elle n’est 
pas pleine, l’infection ne produit en 
général pas de signes cliniques mais 
une séroconversion a lieu accompa-
gnée d’une réponse immunitaire à 
médiation cellulaire. Si l’infection 
à lieu chez une vache non-immune 
pleine depuis moins de 3 mois, l’in-
fection conduit à une mort rapide de 
l’embryon. Si la vache est en milieu 
de gestation (3-7 mois), l’infection 
conduit soit à l’avortement soit à la 
naissance d’un veau faible et anormal 
en fonction du mois de l’infection.  
Si la vache non-immune est infectée 
en fin de gestation, un veau faible 
ou normal naîtra qui sera séropositif 
pour N. caninum.  En effet, le système 
immunitaire du veau est déjà fonc-
tionnel et est donc plus apte à com-
battre l’infection (Dubey et al., 2006 ; 
Georgiva et al., 2006).

Les veaux infectés à la naissance peu-
vent être cliniquement normaux ou, 
au contraire, manifester des signes 
nerveux, être incapables de se lever 
ou encore présenter un retard de crois-
sance important. L’examen clinique 
peut révéler de l’ataxie, une perte de 
proprioception, une diminution du 
réflexe rotulien, de l’exophtalmie, une 
déviation du globe oculaire, des défor-
mations diverses telles que la contrac-
ture des membres antérieurs ou posté-
rieurs (Dubey et al., 1990 ; Barr et al., 
1991 ; Dubey et de Lahunta, 1993 ; 
Dubey et al., 1998 ; De Meerschman 
et al., 2005).

Cependant, comme la plupart des ani-
maux infectés ne développent pas de 
signes cliniques, il est important de 
pouvoir réaliser un diagnostic différen-
tiel par des examens complémentaires. 
Ainsi, des méthodes de diagnostic per-
formantes ont dû être développées.

Outre les signes cliniques et l’examen 
lésionnel, le diagnostic repose sur la 
sérologie ou sur la recherche du para-
site par immunohistochimie, PCR ou 
par des tests sur animaux. 

3.2. la sérologie

La mise en évidence d’anticorps spé-
cifiques anti-N. caninum au niveau 
du sérum d’une vache ayant avorté 
indique seulement une exposition au 
parasite.  Les méthodes sérologiques 
sont des méthodes indirectes car on 
ne recherche pas le parasite mais bien 
une trace de son passage chez l’indi-
vidu.  En effet, suite au contact avec 
le parasite, l’animal va développer des 
anticorps spécifiques présents dans le 
sérum.   Les méthodes sérologiques 
visent à rechercher la présence de ces 
anticorps.

La détection d’anticorps spécifiques 
dans le sérum des vaches peut se révé-
ler utile pour le diagnostic des avor-
tements à N. caninum et pour étudier 
l’épidémiologie du parasite au sein des 
troupeaux. Plusieurs techniques immu-
noenzymatiques (ELISA ou Enzyme 
Linked Immuno Sorbent Assays) 
(Bjerkas et al., 1994 ; Jenkins et al., 
1997; Schares et al., 2000 ; Baszler 
et al., 2001 ;  Alvarez-Garcia et al., 
2002; Reichel et Pfeiffer, 2002), et 
plusieurs tests d’immunofluorecence 
indirecte (IFAT) (Conrad et al., 1993 ; 
Barr et al., 1995 ; Paré et al., 1995 ; 
Gondim et al., 1999 ; Moore et al., 
2002), ainsi qu’un test d’agglutination 
(Packham et al., 1998 ; Romand et al., 
1998) ont été développés.

Cependant, il est important de souli-
gner que l’absence d’anticorps spéci-
fiques chez le fœtus n’exclut pas la 
présence du parasite : le fœtus peut 
être trop jeune et par conséquent 
immuno-incompétent ou bien l’infec-
tion peut être trop récente donnant des 
tests sérologiques négatifs (Barr et al., 
1995 ; Slotved et al., 1999).  D’autre 
part, en cas d’infection chronique sous 
forme de bradyzoïtes, la sérologie peut 
se révéler négative en raison du faible 
degré de stimulation antigénique des 
formes enkystées. Enfin, les réactions 
croisées éventuelles sont souvent liées 
à la nature de la préparation antigé-
nique ainsi qu’à la dilution du sérum 
utilisée (Hanukoglu, 1990).

N. caninum possède de nombreux 
antigènes comme le démontrent les 
profils obtenus par immunoblot (Barta 
et Dubey, 1992).  Cependant, les anti-

gènes immunodominants sont l’anti-
gène p29 ou NcSAG1 qui est similaire 
à l’antigène SAG1 de Toxoplasma 
gondii et l’antigène p35 homologue à 
l’antigène SRS2 de T. gondii (Howe et 
al., 1998).

3.2.1. Indirect Fluorescence 
Antibody Test (IFAT)

L’IFAT a été le premier test utilisé 
pour la recherche d’anticorps spécifi-
ques vis-à-vis de N. caninum (Dubey 
et al., 1988). Cette méthode repré-
sente d’ailleurs la méthode de réfé-
rence lors de l’évaluation de nouveaux 
tests de diagnostic. Malheureusement, 
aucune dilution limite de référence 
(cut-off) n’a pu être déterminée de 
façon absolue pour le sérodiagnostic 
de l’infection par N. caninum par la 
méthode IFAT. La variabilité du taux 
d’anticorps circulants observée chez 
les animaux infectés (Stenlund et al., 
1999) ainsi que la prévalence élevée 
de l’infection au sein des exploitations 
rendent parfois difficile l’obtention de 
sérums négatifs de contrôle.

Le principe de l’IFAT est le suivant : 
les tachyzoïtes de Neospora caninum 
sont fixés sur une lame porte-objet.  
Les sérums sont incubés en présence 
des tachyzoïtes immobilisés. Après 
lavage, les anticorps spécifiquement 
fixés sont mis en évidence par un anti-
corps secondaire conjugué à l’isothio-
cyanate de fluoréscéine. Les lames 
sont alors examinées en microscopie 
à fluorescence.  En pratique, on teste 
différentes dilutions du sérum afin 
de déterminer le titre en anticorps de 
celui-ci.  L’IFAT est très spécifique 
de N. caninum (Dubey et al., 1996). 
Cependant, la comparaison des résul-
tats entre les laboratoires est difficile 
car la préparation des antigènes, la 
composition des réactifs, les dilutions 
des sérums utilisées et la détermi-
nation du seuil de détection peuvent 
varier (Rettigner, 2004). 

Il est également nécessaire de pren-
dre en considération l’âge de l’animal 
testé. Ainsi, pour les bovins adultes on 
considère des titres de 1/200 à 1/640 
comme signant une infection (Conrad 
et al., 1993 ; Haddad et al., 2005) alors 
que des valeurs plus basses de 1/80 
sont recommandées pour une infec-
tion chez le fœtus (Barr et al., 1995 ; 
Haddad et al., 2005).

L’espèce animale entre aussi en ligne 
de compte dans la mesure où les seuils 
de positivité peuvent varier d’une 
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espèce à l’autre toute chose étant égale 
en fonction notamment des anticorps 
secondaires conjugués qui sont spéci-
fiques de l’espèce étudiée.

La spécificité de l’IFAT est considé-
rée comme élevée, aucune réaction 
croisée n’ayant été observée vis-à-vis 
de Babesia divergens, Sarcocystis sp, 
Eimeria bovis et Cryptosporidium par-
vum.  Par contre, certains auteurs ont 
mis en évidence une réactivité croisée 
avec T. gondii (Dubey et al., 1996).

Lors de la lecture des lames, une atten-
tion toute particulière doit être portée 
à la distribution de la fluorescence. En 
effet, dans le cas d’une réponse humo-
rale anti-N. caninum, l’entièreté de la 
surface du parasite est fluorescente ; 
lorsque seule une fluorescence apicale 
est observée, elle traduit une réaction 
non-spécifique. Cette réaction pour-
rait être due à l’existence de multiples 
contacts antigéniques de l’animal avec 
différents pathogènes au cours de son 
existence, ce type de réaction n’étant 
jamais observé avec les sérums fœtaux 
(Barr et al., 1995).

Les lames pour l’IFAT pour N. caninum 
sont vendues sous forme commerciale 
(par exemple, VMRD Inc., USA). De 
plus, il existe aussi de nombreux tests 
non commerciaux ce qui rend aussi la 
comparaison des études difficile.

3.2.2. Tests immuno-enzymatiques 
(ELISA)

L’ELISA est, avec la PCR, la méthode 
de diagnostic qui a connu les dévelop-
pements les plus importants au cours 
des dernières années.

Il existe de nombreuses variantes de 
la technique mais le principe de base 
est le suivant : l’antigène est déposé 
dans un puit d’une plaque multi-puits, 
le sérum est ajouté et après lavage, la 
présence d’anticorps spécifique est 
mise en évidence grâce à un anticorps 
anti-espèce conjugué à une enzyme 
(peroxydase, phosphatase alcaline).  
La liaison de l’antigène conjugué est 
mise en évidence par une réaction 
enzymatique qui génère un produit 
coloré.  La densité optique (DO) à la 
longueur d’onde adéquate est alors 
déterminée.  Un seuil de positivité (cut 
off) est déterminé pour différencier les 
positifs des négatifs.  Les antigènes 
peuvent être de composition variée : 
des tachyzoïtes entiers (Williams et 
al., 1997), des tachyzoïtes lysés (Paré 
et al., 1995 ; Schares et al., 1999), 
divers extraits antigéniques (Osawa 

et al., 1998 ; Wouda et al., 1998), des 
antigènes associés à des complexes 
stimulants ou iscoms (Björkman et 
al., 1994 ; Björkman et al., 1997) et 
des protéines recombinantes (Louie et 
al., 1997).

Tachyzoïte complet

L’ELISA le plus simple est basé sur 
l’utilisation de tachyzoïtes entiers 
comme antigène.  C’est le cas notam-
ment de la trousse commerciale 
CHEKIT (Bommeli diagnostics, 
Bern). Ce test a été utilisé pour suivre 
la sérologie des vaches laitières durant 
la gestation (Häsler et al., 2006).

Lysat de tachyzoïtes

Un ELISA utilisant un extrait brut de 
tachyzoïtes de N. caninum a été déve-
loppé, il s’est montré plus sensible et 
plus spécifique que l’IFAT (Paré et 
al., 1995).

Ce test a servi de base aux trous-
ses commerciales IDEXX (IDEXX 
Laboratories) et  Biovet (Biovet 
Laboratories).  Ces deux tests ont été 
validés par rapport à l’immunoblot.  
Les performances de ces deux tests 
étaient comparables (Wu et al., 2002).   

Immunostimulating complex (ISCOM)

Les ISCOM sont des particules sphé-
riques de 30-40 nm de diamètre com-
posées de saponine, de phospholi-
pides de cholestérol et de protéines. 
Elles sont amphiphyles (hydrophiles 
à l’extérieur et hydrophobes à l’inté-
rieur) mimant la structure de la mem-
brane plasmique.  Ils sont surtout 
utilisés pour solubiliser les antigè-
nes et pour servir d’adjuvant lors des 
immunisations.  Mais les antigènes 
portés par les ISCOM peuvent aussi 
être utilisé en ELISA (Björkman 
et Lunden, 1998).  Cette technique 
permet de bien solubiliser les pro-
téines de membrane et de diminuer 
le bruit de fond ainsi que les réac-
tions croisées avec d’autres parasi-
tes (Björkman et al., 1997).  Un tel 
ELISA a d’abord été développé pour 
la sérologie chez le chien (Björkman 
et al., 1994) et ensuite pour la séro-
logie chez les bovins (Björkman et 
al., 1997).  Récemment ce test a été 
utilisé pour la détection d’anticorps 
spécifiques de N. caninum dans le lait 
de vache (Frössling et al., 2006). 

Antigène recombinant ou purifié

Une partie d’un cadre de lecture 

codant pour un antigène est amplifiée 
par PCR et clonée dans un vecteur 
d’expression en fusion avec un cadre 
de lecture codant pour un peptide faci-
lement purifiable (Glutathion-S-tran-
férase, His-Tag).  Après induction, la 
protéine de fusion formée est puri-
fiée par chromatographie d’affinité et 
utilisée comme antigène en ELISA. 
Une telle approche a été utilisée pour 
réaliser un ELISA basé sur l’antigène 
NcSAg1 (Chahan et al., 2003).  

De façon alternative, l’antigène peut 
être purifié par chromatographie d’af-
finité en utilisant un anticorps mono-
clonal dirigé contre l’antigène.  Cette 
approche a été appliquée pour l’an-
tigène p38 de N. caninum (Schares 
et al., 2000). Le problème de l’uti-
lisation d’antigènes purifiés réside 
dans le choix d’un antigène qui doit 
être exprimé de façon constitutive 
par les différentes formes du para-
site. Certains auteurs recommandent 
l’utilisation d’un mélange d’antigènes 
purifiés afin d’augmenter la sensibi-
lité du test (Gross et al., 2004).

ELISA par compétition

Plusieurs ELISA dits de compétition 
(Baszler et al., 1996 ; McGarry et al., 
2000) ont été développés afin d’élimi-
ner la nécessité d’un anticorps secon-
daire spécifique de l’espèce testée. 
Dans un tel test, les sérums à tes-
ter sont ajoutés aux plaques recou-
vertes d’antigène.  Après incubation, 
les plaques sont lavées. Les anticorps 
spécifiques présents dans le sérum se 
seront liés aux antigènes fixés dans le 
puits. Ensuite, des anticorps spécifi-
ques de N. caninum et conjugués à la 
peroxydase sont ajoutés. Les anticorps 
conjugués fixés sont révélés par réac-
tion immuno-enzymatique. Plus il y a 
d’anticorps spécifique de N. caninum 
dans le sérum moins la réaction sera 
importante en raison de la compéti-
tion plus grande entre les anticorps du 
sérum et les anticorps conjugués pour 
les antigènes de Neospora caninum 
(Hemphill et al., 2000).

ELISA d’avidité

La distinction entre les infections 
récemment acquises et celles plus 
anciennes, peut être réalisée grâce à 
l’incorporation d’une étape d’incuba-
tion en présence d’urée, celle-ci éli-
minant les anticorps de faible avidité 
produits au cours de la phase aiguë 
de l’infection (Björkman et Uggla., 
1999 ; Schares et al., 2002).
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La réactivité d’un anticorps se carac-
térise par son affinité et son avidité. 
L’affinité d’un anticorps pour l’an-
tigène spécifique caractérise l’in-
tensité des forces de liaison du com-
plexe Ag-Ac. Elle est mesurée par la 
constante d’association intrinsèque 
K = [Ag.Ac]/[Ag] [Ac]. L’avidité d’un 
anticorps pour l’antigène spécifique 
conditionne la rapidité de l’apparition 
d’une réaction antigène-anticorps. 
Elle dépend de la constante d’associa-
tion, de la valence de l’anticorps, du 
nombre d’épitopes, de la température, 
du pH et de la force ionique du milieu.  
C’est donc une valeur expérimentale. 
Au cours d’une immunisation, l’affi-
nité et l’avidité des anticorps augmen-
tent car les anticorps qui apparaissent 
ont des sites des plus en plus étroi-
tement complémentaire des épitopes 
(Assim, 1989).

L’ELISA d’avidité est basé sur cette 
propriété. Un ELISA classique est 
effectué, ensuite les anticorps de faible 
avidité sont détachés par traitement 
à l’urée. L’absorbance est de nou-
veau mesurée et l’avidité est calculée 
(Björkman et Uggla, 1999). Björkman 
et al.,1999 ont montré lors d’une 
infection expérimentale chez le veau 
qu’après trois semaines d’infection, 
l’avidité était de 9 à 18 %, alors que 
24 semaines après l’infection elle était 
supérieure à 50 %.  Une telle approche 
a aussi été menée avec un ISCOM-
ELISA (Björkman et al., 2005) ou 
avec un ELISA contre l’antigène P38 
purifié (Schares et al., 2002).  

Caractéristiques de l’ELISA

La spécificité du test ELISA est tribu-
taire du type d’antigènes parasitaires 
utilisé. En effet, il apparaît que des 
réactions croisées sont plus fréquem-
ment observées lors de l’utilisation 
d’antigènes totaux (Dubey et Lindsay, 
1996) tandis que seule une faible 
réaction croisée avec des anticorps 
anti-S. cruzi a été observée lorsque 
des antigènes hydrosolubles étaient 
utilisés. En outre, dans ces conditions 
aucune réaction croisée vis-à-vis de 
T. gondii, C. parvum et E. bovis n’a 
été observée (Paré et al., 1995).

En général, tous les tests ELISA présen-
tent une bonne sensibilité si les sérums 
testés contiennent des taux moyens ou 
élevés d’anticorps. Cette situation cor-
respond aux animaux primo-infectés, 
à ceux dont l’infection latente a été 
réactivée, aux vaches venant d’avor-
ter et aux animaux testés durant la 

période de mise bas. Néanmoins, un 
faible taux d’anticorps spécifiques est 
fréquemment observé chez les ani-
maux infectés par N. caninum car ces 
derniers peuvent montrer des fluctua-
tions importantes du taux d’anticorps 
(Quintanilla-Gozalo et al., 2000). 
Le taux d’anticorps tend également 
à diminuer fortement plusieurs mois 
après l’avortement (Stenlund et al., 
1999). Il est également faible chez 
les animaux infectés depuis moins de 
2 semaines (Lunden et al., 1998) et, 
plusieurs mois après leur naissance, 
chez les veaux congénitalement infec-
tés (Hietala et Thurmond, 1999). Il est 
donc nécessaire d’adapter le choix du 
test et la dilution du sérum à tester aux 
conditions de terrain. 

D’autre part, on peut modifier la 
valeur du « cut off » si on veut réaliser 
un diagnostic de séroprévalence dans 
un cas d’avortement chez la vache par 
rapport à une surveillance de séro-
prévalence normale (Vaclavek et al., 
2003)

3.2.3. Immunoblot

L’immunoblot est aussi utilisé dans le 
cadre de la détection d’anticorps spéci-
fiques (Schares et al., 1999 ; Atkinson 
et al., 2000 ; Söndgen et al., 2001).

Cette technique consiste à réali-
ser une séparation des protéines en 
SDS PAGE (Sodium Docecyl Sulfate 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis). 
Les protéines sont ensuite transférées 
sur une membrane. La membrane est 
bloquée, puis hybridée avec le sérum.  
La présence d’anticorps fixés est 
ensuite mise en évidence par un anti-
corps conjugué à une enzyme dont 
l’activité génère un précipité coloré au 
niveau des  protéines du parasite recon-
nues par les  anticorps du sérum.

La technique de Western blot ou 
Immunoblot est utilisée au sein de 
plusieurs laboratoires de recherche 
pour le diagnostic de l’infection par 
N. caninum. Le poids moléculaire des 
antigènes reconnus par les anticorps 
spécifiques du sérum testé varie selon 
les conditions de préparation des anti-
gènes (Barta et Dubey, 1992). Un ani-
mal est considéré comme infecté si 
au moins 3 des 5 antigènes immuno-
dominants (IDA ; 17, 29, 30, 33 et 37 
kDa) sont reconnus (Schares et al., 
1998 ; Schares et al., 1999). Chez les 
avortons, un antigène de 40 kDa est 
également pris en compte, la recon-
naissance de 2 de ces 6 IDA rend la 

sensibilité et la spécificité du test 
supérieures à celles de l’IFAT lorsque 
des échantillons de fluide péritonéal, 
pleural ou abomasal sont analysés 
(Söndgen et al., 2001).

Les principaux antigènes de N. caninum 
ont un poids moléculaire apparent en  
immunoblot variant de 11 à 175 kDa 
(Baszler et al., 1996). Les antigènes 
immuno-dominants sont p29 et p35 
(Howe et al., 1998).  L’immunoblot est 
souvent utilisé comme méthode com-
plémentaire aux autres tests (Atkinson 
et al., 2000) même si des études séro-
logiques sur des troupeaux bovins ont 
été menées par immunoblot (Schares 
et al., 1998 ; Atkinson et al., 2000). 

Un immunoblot anti- p17, un antigène 
immunodominant, a récemment  été 
développé pour une étude de séro-
prévalence chez les bovins (Alvarez-
Garcia et al., 2006).

C’est une technique malgré tout lourde 
et difficile à mettre en œuvre pour du 
diagnostic de routine surtout sur des 
cheptels.  Par conséquent, il s’agit sur-
tout d’une technique de confirmation 
en cas de test sérologique classique 
(ELISA, IFAT, DAT) positif ou dou-
teux.

3.2.4. L’agglutination directe

Il s’agit d’un test de détection d’anti-
corps anti-N. caninum basé sur l’agglu-
tination de tachyzoïtes de N. caninum 
intacts et formolés. Ce test détecte les 
IgG et les IgM spécifiques avec une 
prédilection pour les IgM.

Deux tests utilisant des isolats diffé-
rents de N. caninum ont été décrits : 
le test décrit par Romand et colla-
borateurs (1998) qui fait intervenir 
l’isolat canin NC-1 alors que le test 
de Packham et collaborateurs (1998) 
utilise l’isolat bovin BPA-1.

Ce test à l’avantage de ne pas faire 
appel à un conjugué spécifique de 
l’hôte testé, l’agglutination directe 
permet de tester des sérums issus de 
n’importe quelle espèce sous réserve 
d’établir des seuils de positivité pour 
chaque espèce.

Par rapport à l’IFAT, la sensibilité 
relative de ce test est bonne mais pas 
la spécificité relative  car des faux-
positifs sont observés sur les fluides 
fœtaux contenant du pus ou sur des 
sérums hémolysés (Dubey et Schares, 
2006).

Ce test est hautement reproducti-
ble, facile à mettre en œuvre et ne 
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nécessite pas de matériel particulier. 
L’utilisation de plaques 96 puits per-
met de tester simultanément un grand 
nombre de sérums et de dilutions.

3.3. les méthodes de détection 
du parasite

Lorsque le résultat des tests sérologi-
ques s’avère négatif, cela n’exclut pas 
la possibilité que l’animal soit effec-
tivement infecté par N. caninum. La 
mise en place d’une réponse humorale 
dépend de l’âge du fœtus, plus préci-
sément de la maturité de son système 
immunitaire au moment de l’infection, 
mais aussi du temps écoulé entre le 
moment de l’infection et le prélève-
ment (Lunden et al., 1998 ; Maley et 
al., 2001) chez le fœtus. D’autre part, 
en cas d’infection chronique, il est 
possible que le parasite sous forme 
enkystée ne stimule plus suffisam-
ment le système immunitaire donnant 
une sérologie négative alors que la 
recherche du parasite au niveau des 
organes se révèle positive. La détec-
tion du parasite est aussi indiquée pour 
les sérologies positives en cas d’avor-
tement compte tenu de la forte pré-
valence sérologique et du « portage » 
chronique du parasite.

Il est donc important de pouvoir met-
tre en évidence le parasite directe-
ment à partir d’un tissu.  Pour ce faire, 
plusieurs approches sont utilisées : 
l’immunohistochimie, l’amplification 
génétique ou encore les inoculations 
d’animaux.

3.3.1. L’ immunohistochimie

Une autre méthode de diagnostic fré-
quemment utilisée est l’immunohis-
tochimie, elle permet de mettre en 
évidence la présence d’antigènes 
parasitaires au sein des tissus infec-
tés. Les tachyzoïtes sont fréquemment 
observés au sein du cerveau (85 % 
des fœtus examinés) mais ils peuvent 
aussi être détectés dans le foie (26 %) 
et le cœur (14 %) (Wouda et al., 1997). 
Néanmoins cette technique reste assez 
peu sensible (Dubey, 2003) et nécessite 
donc la réalisation de plusieurs coupes 
à différents endroits de l’organe.

Le tissu infecté est enrobé en bloc de 
paraffine et de fines sections sont réa-
lisées.  Les coupes sont déparaffinées 
et un sérum spécifique de Neospora 
caninum est appliqué sur la lame.  Les 
anticorps fixés sont révélés par un 
anticorps conjugué à une enzyme. La 

réaction enzymatique provoque la for-
mation d’un précipité coloré à l’endroit 
de fixation des anticorps conjugués. 

Cette approche a été utilisée pour 
mettre en évidence N. caninum dans 
des sections de cerveaux d’avortons 
bovins (De Meerschman et al., 2002) 
ou dans d’autres espèces ou d’autres 
tissus (Buxton et al., 1997 ; 1998).

La qualité dépend de la spécificité des 
anticorps. D’autre part, si on utilise un 
anticorps à la peroxydase il faut élimi-
ner la peroxydase endogène au tissu 
avant de réaliser le marquage. 

3.3.2. La réaction de polymérisation 
en chaîne (PCR)

La présence d’ADN parasitaire peut  
être mise en évidence au sein des tis-
sus. Bien que cette technique ne soit 
pas toujours utilisée en routine partout 
dans le monde, elle a été largement 
développée et de nombreuses métho-
des de PCR reposant sur l’utilisation 
de séquences spécifiques à N. caninum 
sont disponibles.

En 1983, un processus simple dans 
le concept d’amplification du nom-
bre de fragments d’ADN présents 
dans un échantillon fut développé par 
Mullis (1990). Ce processus est appelé 
« Polymerase Chain Reaction » (PCR).  
Très rapidement, la PCR est devenue 
la méthode de choix pour l’amplifica-
tion de l’ADN.  La technique est basée 
sur la polymérisation cyclique de la 
séquence d’ADN choisie grâce à deux 
oligonucléotides bordant la séquence 
à amplifier et à une ADN polymérase 
thermostable (China et al., 2002).

3.3.2.1. Les PCR nichées et semi-
nichées

Lorsque l’ADN recherché est présent 
en faible quantité parmi une quantité 
importante d’ADN étranger comme 
c’est le cas pour le parasite dans un 
tissu, souvent la PCR simple n’est 
pas assez sensible. On utilise alors 
une PCR nichée ou semi-nichée.  La 
PCR nichée (nested PCR) consiste à 
amplifier l’ADN cible par PCR puis à 
utiliser le produit de cette PCR comme 
cible dans une deuxième PCR en utili-
sant des primers qui sont internes par 
rapport aux primers de la première 
PCR .  Dans la PCR semi-nichée, le 
même principe est utilisé mais les pri-
mers de la seconde PCR sont consti-
tués d’un primer de la première PCR et 

d’un primer interne.  Le gros problème 
de la PCR nichée ou semi-nichée c’est 
le risque de contamination d’un tube 
négatif par un produit positif de la 
première PCR.  Il en résulte un taux de 
faux-positifs important.  Il est recom-
mandé de travailler en tubes indivi-
duels fermés et d’introduire le plus 
souvent possible (au mieux entre cha-
que échantillon) des contrôles négatifs 
de PCR). Alternativement, on peut uti-
liser une PCR nichée n’utilisant qu’un 
seul tube afin d’éviter les contamina-
tions (Ellis et al., 1999).

3.3.2.2. La PCR en temps réel 

La PCR en temps réel permet de 
mesurer l’accumulation du produit de 
PCR à chaque cycle au cours de la 
réaction d’amplification.  Le principe 
est d’utiliser un marquage fluorescent 
du produit de PCR.  Le fluorochrome 
est ajouté à la réaction de PCR.  La 
réaction de PCR et la détection du 
produit de PCR sont donc simulta-
nées.  L’appareil de PCR en temps réel 
mesure l’intensité de la fluorescence à 
chaque cycle et construit la courbe de 
fluorescence en fonction du nombre 
de cycles. 

On définit un seuil de fluorescence 
correspondant à 10 fois le bruit de 
fond.  Le cycle où la courbe dépasse 
le seuil est appelé le cycle seuil ou 
« cycle Threshold » (Ct) en abrégé.  
Cette valeur est le paramètre le plus 
important de la PCR en temps réel.  
En effet, il existe une relation linéaire 
entre la valeur du Ct et le logarithme 
du nombre de copies présentes.  C’est 
donc la base de la quantification par 
PCR en temps réel. Habituellement 
on observe une excellente linéarité sur 
sept ordres de grandeur ce qui permet 
de mesurer le nombre de copies dans 
une gamme très large de quantités 
d’ADN cible.

 Pour la détection de l’amplicon, on 
peut utiliser un marquage non spécifi-
que ou spécifique.  

Le marquage non spécifique utilise 
comme fluorochrome le SybrGreen® 
(Schneeberger et al., 1995) qui se lie 
spécifiquement à l’ADN bicaténaire.  
L’avantage de cette méthode est son 
faible coût.  Le désavantage de ce pro-
cessus est son manque de spécificité 
dû au fait que le fluorochrome se liera 
indifféremment aux produits de PCR 
spécifiques et non spécifiques.  On 
peut circonscrire ce problème en réa-
lisant après la PCR une courbe de 
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dissociation permettant de déterminer 
la température de fusion de l’amplicon 
et de comparer cette température à 
celle attendue pour l’amplicon recher-
ché. Une autre méthode est d’utiliser 
une détection spécifique du produit de 
PCR recherché.  Parmi ces techniques 
spécifiques, on trouve l’utilisation des 
sondes TaqMan (Applied Biosystems) 
basée sur l’activité d’exonucléase 5’-
3’ de la Taq polymérase (Holland et 
al., 1991).  La sonde spécifique est 
marquée deux fois : un fluorochrome 
quencher  situé en 3’ et un fluoro-
chrome reporter  en 5’.  Dans cette 
configuration, la fluorescence émise 
par le reporter est absorbée par le 
quencher situé dans son voisinage et 
aucune fluorescence n’est détectée.  
Au cours de la polymérisation, la Taq 
polymérase dégrade la sonde située 
sur son chemin et libère le reporter 
du quencher.  La fluorescence asso-
ciée au fluorochrome reporter ainsi 
mesurée est proportionnelle à la quan-
tité de produit généré (Livak et al., 
1995).  D’autres technologies moins 
utilisées ont également été dévelop-
pées comme le FRET (Fluorescence 
Resonance Energy Transfer) (Wittwer 
et al., 1997) ou encore les « molecular 
beacons » (Tyagi et Kramer, 1996 ; 
China et al., 2002).

3.3.2.3. Inconvénients de la PCR

 Les points faibles de la PCR sont : la 
susceptibilité aux contaminations par 
de l’ADN étranger qui peut être ampli-
fié avec l’échantillon et la présence 
d’inhibiteurs (Cimino et al., 1991).  

En effet, si on travaille à partir de 
matrices complexes comme les ali-
ments, le sang ou les matières fécales, 
il est possible que ces échantillons 
contiennent des inhibiteurs de la réac-
tion de PCR qu’il faudra éliminer 
avant la PCR (Wilson, 1997).  Il en 
résulte l’obtention de résultats faus-
sement négatifs. Pour remédier à cela, 
on recourt à un contrôle interne d’am-
plification. Il s’agit par exemple d’une 
molécule d’ADN étranger bordée par 
les séquences des primers utilisés pour 
détecter l’ADN cible. Le contrôle est 
choisi plus grand que le produit de 
PCR cible de manière à favoriser l’am-
plification de l’ADN cible que l’on 
ajoute à chaque réaction de PCR.  On 
détermine la plus petite quantité de 
CI à ajouter pour avoir toujours un 
signal afin de limiter au maximum la 
compétition pour les primers. C’est 

cette quantité qui est ajoutée lors de la 
PCR.  Quatre possibilités d’amplifica-
tion existent (i) le CI interne et l’ADN 
sont amplifiés, (ii) l’ADN cible est 
amplifié mais pas le CI (cas où l’ADN 
cible est abondant),  dans ces deux cas 
le résultat est positif ; (iii) le contrôle 
interne est amplifié et pas l’ADN cible 
ce qui signe un résultat négatif ; (iv) 
ni le contrôle interne, ni l’ADN cible 
n’est amplifié ce qui signe une inhibi-
tion de la PCR.

Un autre type de contrôle interne peut 
consister en l’amplification simulta-
née du gène cible et d’un gène présent 
dans chacun des échantillons (gène 
de la GAPDH par exemple) (Lidell et 
al.; 1999).  Outre les problèmes liés à 
l’inhibition, on peut aussi rencontrer 
des problèmes de contamination lors 
de la PCR. 

En effet, si la PCR est habituellement 
décrite comme une méthode sensible, 
elle peut se révéler délicate en raisons 
des faux positifs résultant de contami-
nations de la réaction par de l’ADN 
cible exogène.  Ceci peut être évité 
grâce à divers traitements  qu visent 
à détruire l’ADN exogène comme 
l’irradiation aux UV, l’utilisation 
d’hypochlorite de sodium ou par des  
méthodes enzymatiques (utilisation 
de l’urocyl-N-glycosylase) ainsi que 
la séparation physique des différentes 
étapes pré et post-PCR (ISO22174, 
ISO, 2004).

3.3.2.4. Détection par PCR de 
N. caninum

En ce qui concerne N. caninum il s’agit 
dans un premier temps de trouver un 
fragment d’ADN à amplifier qui est 
spécifique de ce parasite.  Plusieurs 
cibles ont été testées : la région codant 
pour les ARN ribosomiaux  et en par-
ticulier la région intergénique (ITS1) 
(Payne et Ellis, 1996), le gène NC5 
(Kaufmann et al., 1996 ; Yamage et 
al., 1996), l’ADN codant pour l’ARN 
ribosomal 18S (Dubey et Schares, 
2006) et le gène 14-3-3 (Lally et al., 
1996). 

Les principaux systèmes PCR pour la 
détection de N. canimum sont repris au 
tableau II. 

Classiquement, la détection de 
N. caninum par PCR se fait en utili-
sant la technique de la PCR nichée 
ou semi-nichée.  La PCR nichée a été 
utilisée pour détecter la présence de 
N. caninum dans le sperme et le sang 

de taureau infecté expérimentalement 
(Serrano-Martinez et al., 2007) Mais 
des applications en PCR classique, 
PCR compétitive et en PCR en temps 
réel ont été réalisées (tableau II). Ainsi 
la PCR en temps réel à été récemment 
utilisée  pour détecter N. caninum au 
niveau des avortons bovins (Reitt et 
al., 2007).

3.3.4. Les tests sur animaux

La souris knock-out pour le gène de 
l’interféron gamma est très sensi-
ble à une inoculation parentérale de 
tachyzoïtes ou de kystes de N. caninum 
(Dubey et al., 1998 ; Dubey, 2003) ; il 
en va de même pour la souris nude 
où la voie intrapéritonéale est utilisée 
(Sawada et al., 1997).  La gerbille 
(Meriones unguiculatus) est sensible 
à une inoculation par des oocystes 
(Dubey et Lindsay, 2000). Ainsi, il 
est possible de mettre en évidence la 
présence de N. caninum dans un tissu 
ou dans les matières fécales de chien 
par inoculation d’un extrait du tissu 
ou du prélèvement par voie orale à un 
rongeur sensible.  Ainsi des matières 
fécales de chien ont été inoculée à 
des gerbilles et les tissus des animaux 
morts ont été fixés et analysés par 
immunohistochimie pour mettre en 
évidence la présence de N. caninum 
(Basso et al., 2001a).  

De même, des extraits de cerveaux de 
cerfs de Virginie ont été inoculés à des 
souris et les tissus des souris mortes 
furent examinés au microscope pour 
mettre en évidence le parasite (Vianna 
et al., 2005).  Cependant, pour des 
raisons éthiques cette approche n’est 
pas à privilégier. De plus ce sont des 
techniques longues et onéreuses peu 
compatibles avec le diagnostic de rou-
tine en laboratoire. 

4. la comparaISon deS 
méthodeS de dIagnoStIc

De nombreux paramètres permet-
tent de quantifier l’efficacité d’une 
méthode par rapport à une autre.  Les 
plus utilisés sont : la spécificité rela-
tive, la sensibilité relative et le coef-
ficient Kappa de Cohen mais d’autres 
approches ont été décrites comme 
l’approche bayesienne (Le bozec, 
2001). Dans tous les cas, il s’agit de 
voir si une méthode alternative donne 
d’aussi bons résultats que la méthode 
de référence (Gold standard).  Dans le 
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cas d’une pathologie déclarée, on peut 
appliquer ces paramètres pour évaluer 
la capacité du test à différencier les 
animaux sains des animaux malades. 
Toutes ces méthodes sont valables et, 
dans la littérature, on retrouve indif-
féremment l’une ou l’autre voire plu-
sieurs en combinaison.

4.1. la spécificité, la sensibilité 
et l’exactitude relative

Lorsqu’on veut comparer deux métho-
des entre-elles, on peut utiliser la spé-
cificité, la sensibilité et l’exactitude 
relatives (figure 2). Soit deux tests A 
(pris comme référence) et B (nouvelle 
méthode), les échantillons sont analy-
sés par les deux tests. On peut répartir 
les résultats dans un tableau à deux 
entrées. On distingue les échantillons 
positifs pour les deux tests, les échan-
tillons négatifs pour les deux tests, les 
échantillons positifs pour le test A et 
négatifs pour le test B et les échan-
tillons négatifs pour le test A et posi-
tifs pour le test B.  Cette disposition 

permet de calculer différents paramè-
tres. L’accord positif (PA) correspond 
aux échantillons positifs pour les deux 
méthodes (vrais positifs, VP), L’accord 
négatif (NA) correspond aux échan-
tillons négatifs pour les deux méthodes 
(vrais négatifs, VN), La déviation posi-
tive (PD) correspond aux échantillons 
négatifs pour la méthode A et posi-
tifs pour la méthode B (faux positifs, 
FP).  Inversement, la déviation néga-
tive (ND) correspond aux échantillons 
positifs pour la méthode A et néga-
tifs pour la méthode B (faux négatifs, 
FN).  L’exactitude relative est définie 
comme étant le nombre de  NA +PA/N 
où N est le nombre total d’échantillons 
testés. La spécificité relative (SP) est 
égal à NA/N- où N- est le nombre 
total d’échantillons négatifs pour la 
méthode de référence. La sensibilité 
relative (SE) est égale à PA/N+ où N+ 
est le nombre d’échantillons positifs 
pour la méthode de référence (norme 
ISO16140 ; ISO, 2001).  L’indice de 
Youden (J = sensibilité + spécificité - 
1) est une valeur qui tient compte de la 

sensibilité et de la spécificité du test et 
sera donc élevé uniquement si les deux 
paramètres sont eux-mêmes élevés. 

D’autre part, on peut aussi calculer 
la valeur prédictive positive qui est 
la proportion de vrais positifs parmi 
l’ensemble des réponses positives 
d’un test. Il s’agit donc des vrais posi-
tifs (VP = A de la figure 2) sur l’en-
semble des positifs du test alternatif 
(VP + FP). Cette valeur va dépendre 
de la sensibilité, de la spécificité et 
de la fréquence des positifs. La VPP 
sera d’autant plus élevée que la sensi-
bilité et la spécificité du test sont éle-
vées mais surtout que la fréquence des 
positifs est élevée (Toma et al., 2001).  
La valeur prédictive négative est la 
proportion de vrais négatifs (VN) par 
rapport à l’ensemble des négatifs du 
test (VN + FN), elle varie aussi en 
fonction de la sensibilité, de la spéci-
ficité et de la fréquence des positifs. 
Un autre point de comparaison est la 
limite de détection de la méthode qui 
est la plus basse concentration détec-
tée pour un composé analysé (ADN, 

tableau II : principaux système pcr utilisés pour détecter n. caninum

Gène  Primers Matrice Techinque utilisée Référence

NC5 NP1, NP2, NP3, NP4, NP5 NP6, 
NP7, NP8, NP21 Cerveau de souris PCR Classique Yamage et al., 1996

NC5 NP21/NP6 Tachyzoites PCR classique+hybridation Muller et al., 1996
ITS1 NS1-SR1 Tachyzoites PCR classique Payne et Ellis, 1996

Nss-RNA COC1-COC2-sondeneo Sang et liquide amniotique de 
bovins et de singes PCR classique-southern Blot Ho et al., 1996

ITS1 NN1/NN2, NP1/NP2 Avortons de moutons PCR nichée Buxton et al., 1998

NC5 
PRL

PCR1 : NP4/NP7 PCR2 : NP6/
NP7 NP4/NP7-HL035/HL033 Avortons de bovin PCR semi-nichée

PCR classique multiplex Baszler et al., 1999

NC5 NP21/NP6 Tissus de souris PCR compétitive Liddell et al., 1999

ITS1 Tim3, Tim 11 Sang de bovin PCR classique Okeoma et al., 2004

ITS1 NF1, NS2, NR1, SR1 Cerveau de chien et 
d’avortons bovins PCR nichée Ellis et al., 1999

NC5 Collantes 1-collantes 2 Cerveaux d’avortons bovins et 
de souris PCR en temps réel-sybrgreen Collantes-Fernandez et 

al., 2002

NC-5 PRIMERS : NP21/NP6
SONDES : Np5LC-Np 3FL Cerveau de rat PCR en temps réel : FRET Muller et al., 2002

NC5

PCR1 : NP21/NP6 PCR2 : NP7/
NP6
PCR1 : NP4/NP7 PCR2 : NP6/
NP7

Cerveaux d’avortons bovins PCR semi-nichée Paula et al., 2004

NP1 : CCGAGAATGAGAGCGATT – NP2 : CGCTCTGCAAACCCATCTA-NP3 : CAGGTGTCTTCCTTCTGAG-NP4 : CCTCCCAATGCGAACGAAA
NP5 : TGACTGGAGGCACGCTGAA-NP6 : CAGTCAACCTACGTCTTTCT-NP7 : GGGTGAACCGAGGGAGTTG-NP8 : GTTCACCCGTTCACACACT –
NP21 : GTGCGTCCAATCCTGTAAC
Tim3 :CCGCTGCAGGTGAACCTGCGGAAGGATC-Tim11 :CACTGAAAACAGACGTACC
NF1 : GCGTGATATACTACTCCCTGT-NS2 : CATGTGGATATTTTGCA-NR1 : AAACTCCTGGAAGTTAAAG-SR1 : AAATAACGGTGTGGGAAAA
NS1 : GCTGATAATGAAAGTGTGT-SR1 : AAATAACGGTGTGGGAAA
COC1 :AAGTATAAGCTTTTATACGGCT-COC2 : CACTGCCACGGTAGTCCAATAC-Sondeneo : AGTCAAACGCG
collantes1 :ACTGGAGGCACGTGAACAC-collantes2 :AACAATGCTTCGCAAGAGGAA
HL033 : CGAGTCCTTATGAGCTTGATTCTT-HL035 : GCCTTCCAGAAGTCGTTTGTTTTC
NP5LC :TCCCTCGGTTCACCCGTTCACACACAC-NP3FL :CACGTATCCCACCTCTCACCGCTACCA
NN1 :TGAACCTTTGAATCCCAA-NN2 :CGAGCCAAGACATCCATT-NP1 :TACTACTCCCTGTGAGTTG-NP2 :TCTCTTCCCTCAAACGCT
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parasite, anticorps spécifiques) dans 
une matrice réelle, qui lorsque traité à 
travers toutes les étapes d'une méthode 
complète, incluant les extractions 
chimiques et le prétraitement, produit 
un signal détectable avec une fiabilité 
définie, statistiquement différent de 
celui produit par un « blanc » dans 
les mêmes condition.  La limite de 
détection sera d’autant plus basse que 
la sensibilité et la spécificité de la 
méthode sont grandes.

4.2. la statistique Kappa de 
cohen

Une autre façon de réaliser une com-
paraison de méthodes consiste à utili-
ser la statistique Kappa (K) de Cohen 
(Cohen, 1960).  Le coefficient Kappa 
mesure l’intensité de la concordance 
réelle entre deux méthodes. Il est égal 
à la différence entre la concordance 

observée et la concordance aléatoire 
divisée par la concordance potentielle 
(figure 2).

En pratique la concordance entre 
les deux méthodes est d’autant plus 
grande que la valeur de K est grande 
(avec K compris entre 0 et 1).  On 
considère que la concordance est mau-
vaise si le coefficient K est compris 
entre 0 et 0,2, faible si K est compris 
entre 0,21 et 0,4, moyenne si la valeur 
de K est comprise entre 0,41 et 0,6, 
bonne si K est compris entre 0,61 et 
0,8 et excellente si K est compris entre 
0,81 et 1.

4.3. exemples de comparaisons 
de méthodes appliquées à la 
détection de N. caninum

Baszler et collaborateurs (2001) ont 
validé un test ELISA par compétition 

en calculant la spécificité (98,6 %), 
la sensibilité (97,6 %) et l’exactitude 
(97,8 %) par rapport à des sérums 
venant de vaches qui avaient avorté ou 
non.  Dans un second temps il ont testé 
la spécificité (96,8 %), la sensibilité 
(96,4 %) et l’exactitude (96,7 %) rela-
tives par rapport à des sérums bovins 
qui avaient été préalablement testés 
par IFAT. Ce type d’étude a égale-
ment été mené par d’autres chercheurs 
(Capelli et al., 2006) pour valider une 
autre test d’ELISA par compétition ; 
ils ont obtenus des valeurs de sensibi-
lité et de spécificité relatives de 72 et 
89,3 %, respectivement. 

Le kappa de Cohen a été utilisé pour 
comparer les résultats de sérologie 
obtenus par deux tests ELISA com-
merciaux et l’IFAT sur des sérums de 
taureaux de reproduction (Caetano-
da-Silva et al., 2004), les valeurs obte-
nues étaient de 0,87 pour un ELISA et 
0,93 pour l’autre. L’indicateur kappa 
a aussi été utilisé pour valider une 
méthode sérologique par immunoblot 
par rapport à l’IFAT pour des sérums 
bovins. La concordance était excel-
lent (k = 0,86) (Alvarez-Garcia et al., 
2006).

Dans une autre étude, deux kits ELISA 
commerciaux ont été validé par rap-
port à l’immunoblot avec le calcul de : 
spécificité, sensibilité et exactitude 
relatives, du kappa de Cohen et des 
valeurs prédictives positives et négati-
ves (Wu et al., 2002). 

Hall et collaborateurs (2006) ont 
validé deux kits de la firme Pourquier 
dont un kit ELISA de compétition en 
prenant le kit ELISA IDEXX comme 
référence sur 526 sérums. Après ajus-
tement du cut off, ils ont obtenu des 
valeurs de spécificité et de sensibi-
lité supérieures à 98 % pour les deux 
tests.   

Silva et collaborateurs (2007) ont com-
paré l’IFAT et un ELISA et sur 300 
sérums de chien. La valeur de kappa 
pour l’ELISA par rapport à l’IFAT 
n’etait que de 0,3 ce qui témoigne d’un 
concordance faible même si l’exacti-
tude relative était de 74 %. L’ELISA, 
l’IFAT et l’immunoblot ont était com-
paré sur 200 sérums. L’ELISA a mon-
tré une spécificité  relative de 54,7 % 
et une sensibilité relative de 90,6 %  
par rapport à L’IFAT.  Si on compare 
l’ELISA et l’immunoblot,  les résultats 
sont encore moins bons avec une spé-
cificité relative de 54,8 % et une sen-
sibilité relative de 84,8 %. L ‘ELISA 
montre donc une faible spécificité 

Figure 2. Les principales méthodes de comparaison de méthodes.

Si on compare une méthode alternative par rapport à une méthode de référence, on peut construire 
une table 2 x 2 reprenant les résultats positifs pour les deux méthodes (a), négatifs pour les deux 
méthodes (d), les résultats positifs pour la méthode de référence et négatifs pour la méthode alterna-
tive (b), les résultats négatifs pour la méthode alternative et positifs pour la méthode de référence (c). 
De là, on peut calculer différentes valeurs qui permettent de comparer les deux méthodes.
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à cause de nombreux faux positifs.  
L’immunoblot montre une sensibilité 
relative de 78,1 % et une spécificité 
relative de 97 %.  Un immunoblot est 
considéré comme positif si au moins 
deux antigènes immunodominants 
sont reconnus par le sérum (Silva et 
al., 2007).

La comparaison des méthodes séro-
logiques la plus exhaustive a été réa-
lisée (Von Blumröder et al., 2004) en 
comparant 11 tests ELISA et l’IFAT 
sur 523 sérums.  Dans cette étude, le 
résultat de référence a été décidé par 
le résultat de la majorité des tests. Sur 
cette base, la spécificité et la sensi-
bilité relative a été calculée. La sen-
sibilité variait de 76,5 à 100 % et la 
spécificité variait de 92 à 100 %.  Un 
autre calcul de spécificité et de sen-
sibilité relatives a été réalisé sur base 
du cut off habituellement utilisé par 
le laboratoire réalisant le test. Dans 
ce cas, la sensibilité relative variait de 
78,1 % à 99 % et la spécificité relative 
de 88,8 % à 99,4 %.  Enfin la valeur 
de kappa a été calculée pour chaque 
test en comparaison avec les autres.  
Ces valeurs variaient de 0,73 à 0,98 
montrant une concordance bonne à 
excellente.  

Trois tests ELISA constitués d’un lysat 
d’antigènes totaux, le premier non-
commercial (Wouda et al., 1998) et 
les deux autres commerciaux (IDEXX 
et LSI) ont été comparés sur du lait de 
vache (Bartels et al., 2005).  L’étude a 

été menée sur 162 troupeaux dont 59 
étaient séropositifs pour N. caninum et 
103 étaient séronégatifs.  La spécifi-
cité, la sensibilité et les valeurs prédic-
tives positives et négatives ont été cal-
culées pour différentes valeurs de cut 
off.  Le test non commercial donnait 
de mauvaises valeurs de spécificité 
alors que les deux tests commerciaux 
donnaient de meilleurs résultats.  Les 
valeurs de kappa ont été également 
calculées, elles confirment les don-
nées précédentes avec 0,47 pour le 
test non commercial, 0,78 pour le kit 
IDEXX et 0,72 pour le kit LSI (Bartels 
et al., 2005).

Une comparaison de différents 
tests sérologiques a été réalisée sur 
des sérums de coyotes et de renards 
(Wapenaar et al., 2007c).  Les techni-
ques utilisées furent un ELISA com-
mercial (Biovet) (Paré et al., 1995), 
l’IFAT, l’agglutination en phase 
liquide (DAT) et l’immunoblot.  Sur 
des sérums connus, la spécificité et la 
sensibilité ont été calculées sur base 
d’un cut off optimisé par le rapport de 
vraisemblance.  L’IFAT, l’immunoblot 
et l’ELISA avaient une sensibilité et 
une spécificité de 100 %.  Le DAT 
avait une sensibilité de 50 % et une 
spécificité de 100 %.  

Sur base de sérums de terrain, la préva-
lence a été calculée par les différentes 
méthodes et celles-ci on été comparées 
par calcul de la valeur de kappa. Le 
kappa variait de 0,97 (ELISA-IFAT) à 

0,44 (ELISA-DAT) (Wapenaar et al., 
2007b).  

4.6. comparaison pragmatique

D’un point de vue plus technique, 
les différentes méthodes de diagnos-
tic peuvent être comparées en termes 
de coût du matériel, de rapidité ou  
de difficulté technique dans la mise 
en œuvre ou dans l’interprétation des 
résultats (tableau III).  Pour la séro-
logie, si les ELISA sont disponibles 
commercialement, faciles à réaliser 
en routine et reposent sur une mesure 
objective, leur sensibilité et leur spéci-
ficité ne sont pas toujours optimales.  
Pour la détection directe du parasite, 
la PCR et surtout la PCR en temps 
réel risque de s’imposer comme une 
méthode de référence en diagnostic 
étant donné le coût en constante baisse 
du matériel et des réactifs ces derniè-
res années. De plus en plus de labora-
toires en sont maintenant équipés.

5. etude du lIen 
entre dIagnoStIc et 
avortement chez la 
vache

Pour N. caninum, il est intéressant 
d’étudier si ce parasite est la cause 
des avortements chez la vache.  Pour 
ce faire, on peut réaliser une étude 
cas-témoin  (d’après Toma et al., 

tableau III : comparaison des méthodes de diagnostique

* : Si on ne tient pas compte de la production des tachyzoites qui prend environ 15 jours.
1. IFAT : Indirect Fluoresence Antibody Test ; 2. ELISA : Enzyme Linked Immunosorbent Assay; 3. DAT : Direct Agglutination Test ; 4. WB : 
Western Blot ; 5. PCR : Polymerase Chain Reaction

Méthode Temps Gros équipement
Nécessaire Difficulté technique Specificité-sensibilité

Sérologie

IFAT1 < 1 j* Microscope à fluores-
cence ++ (interprétation) +++

ELISA2 < 1 j Lecteur de plaques + ++ (varie en fonction de l’ELISA)
DAT3 2 j* Aucun + ++  

WB4 2 j
Electrophorèse de pro-
téines
Appareil de transfert

++ +++

Recherche du parasite

PCR5 < 1 J Thermocycleur +++ (délicat) +++ (très sensible et spécifique si pas 
d’inhibition ou de contamination)

Immunohistochimie > 2 J Microtome
Microscope +++ (délicat) ++ (spécifique mais peu sensible)

Tests sur animaux > 5 j Microscope
microtome +++ (délicat) +++ (très sensible et spécifique) 

Lésions histologiques 2 j Microscope
microtome ++ ++ (spécifique mais peu sensible)
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2001).  Des vaches ayant avorté et des 
vaches n’ayant pas avorté sont sélec-
tionnées; on réalise ensuite une étude 
sérologique pour savoir si ces vaches 
sont séropositives ou non vis-à-vis 
de N. caninum.  On obtient ainsi un 
tableau à deux entrées représentant les 
vaches avortantes (cas), les vaches non 
avortantes (témoins), les vaches séro-
positives à N. caninum (exposées) et 
les vaches séronégatives à N. caninum 
(non exposées).  On peut ainsi cal-
culer un odd (une cote) d’exposition 
pour les cas et les témoins ainsi que 
le rapport de ces cotes encore appelé 
odds ratio (OR). L’OR est une valeur 
comprise entre 1 et +∞.  Ainsi un OR 
de 5 signifie que l’odds d’exposition 
est 5 fois plus élevé chez les cas que 
chez les témoins.  Plus l’OR est élevé, 
plus l’association entre la maladie et 
l’exposition est forte.  Un OR de 1  ou 
proche de 1 signifie qu’il n’y a pas 
d’association entre le facteur d’expo-
sition et la maladie (Toma, 2001). 

On peut utiliser un test statistique (χ2) 
pour évaluer la vraisemblance de l’as-
sociation observée c’est-à-dire estimer 
la probabilité que l’observation faite 
puisse être expliquée par le simple 
hasard.     

Des études cas-témoins ont été réalisées 
pour estimer le rôle de N. caninum dans 
les avortements chez la vache.  Ainsi, 
Vaclavek et collaborateurs (2003) ont 
calculé un odds ratio de 7,6 et un χ2 de 
17,4 (p ≤ 0,001) montrant une asso-
ciation claire entre la séroprévalence 
à N. caninum et les cas d’avortement.  
De même dans une autre étude Sager 
et collaborateurs (2001) ont obtenu 
une association encore plus fore avec 
un odds ratio de 22,1 et une valeur de 
χ2 de 40,75 (p ≤ 0,001). Enfin, Davison 
et collaborateurs (1999b) ont obtenu 
pour leur étude cas-témoins un odds 
ratio de 3,67 et un χ2  de 32.  Toutes ces 
études plaident pour un rôle majeur de 
N. caninum dans les cas d’avortement 
chez la vache.

6. la prévalence

Toutes ces techniques de diagnostic 
visent notamment à réaliser l’épidé-
mio-suveillance de N. caninum chez 
les animaux par des études de pré-
valence ou d’incidence.  Cependant, 
N. caninum ne faisant pas l’objet 
d’une surveillance continue dans le 
monde, les données les plus courantes 
sont des données de prévalence.  Les 

tests sérologiques restent les plus utili-
sés mais des données de PCR sont de 
plus en plus fréquentes.

De nombreuses études ont été publiées 
sur la prévalence de N. caninum chez 
différents animaux.  Les études de 
séroprévalence publiées depuis 2000 
sont résumées dans le tableau I.

6.1. chez le chien

La séroprévalence chez le chien varie 
largement : de 1,2 % en Thaïlande et 
en Hongrie à 96,8 % dans une ferme 
d’ovins en Nouvelle-Zélande (Antony 
et Williamson, 2003). De façon inté-
ressante, plusieurs études comparent la 
séroprévalence chez des chiens vivant 
en ville, des chiens vivants à proxi-
mité de la ville et des chiens vivants 
à la campagne. Dans une telle étude, 
réalisée au Brésil, on constate que la 
séroprévalence est significativement 
plus élevée chez les chiens vivant 
à la campagne que chez les chiens 
urbains ou péri-urbains (Fernandes et 
al., 2004).  Des études similaires réa-
lisées en Corée (Kim et al., 2003) , 
au Mexique (Sanchez et al., 2003), 
au Chili (Moore, 2005) en Argentine 
(Basso et al., 2001b), en Autriche 
(Wanha et al., 2005), en Belgique 
(Lasri et al., 2004), en Nouvelle-
Zélande (Antony et Williamson, 2003) 
ou en Iran (Malmasi et al., 2007) vont 
dans le même sens. 

Si on regarde la répartition géogra-
phique, on constate que la prévalence 
sur le continent sud américain varie 
de 8,3 % à 57 % avec une moyenne de 
21,7 % et un écart-type de 15,02 (pour 
20 données).  Pour l’Europe, on a une 
fréquence minimale de 1,2 % et maxi-
male de 23,07 % avec une moyenne 
de 8,56 % et une variance de 7,45 
(pour 7 valeurs).  En Asie, la préva-
lence varie entre 1,2 et 21,6 % mais 
c’est en Nouvelle-Zélande qu’elle 
est la plus élevée puisqu’elle varie 
de 30,8 % à 96,8 %. La présence de 
N.caninum peut être mise en évi-
dence par PCR ou par tests sur ani-
maux  dans les matières fécales du 
chien  (Hill et al., 2001 ; Basso et al., 
2001a ; Slapeta et al., 2002 ;; McInnes 
et al., 2006) ou  au niveau des orga-
nes (Liddell et al., 1999 ; Gondim et 
al., 2001 ;  Schatzberg et al., 2003 ;; 
Dubey et al., 2004 ). 

6.2. chez les bovins

Les avortements à N. caninum ont été 
signalés de manière formelle dans de 

nombreuses parties du monde (Dubey 
et Lindsay, 1996). En élevage lai-
tier, des études réalisées aux U.S.A, 
en Nouvelle-Zélande, aux Pays-Bas 
et en Allemagne sur l’impact de la 
néosporose ont indiqué que 12 à 42 % 
des fœtus examinés sont infectés par 
N. caninum. La séroprévalence bovine 
varie en fonction du pays, de la région, 
du test sérologique employé, de l’exis-
tence ou non d’un avortement chez 
l’animal examiné et du seuil de détec-
tion des tests utilisés. 

N. caninum est considéré comme le 
principal agent pathogène abortif 
aux U.S.A. (Anderson et al., 1991 ; 
Anderson et al., 1995), en Nouvelle-
Zélande (Thornton et al., 1991) et en 
Pays-Bas (Wouda et al., 1997). Le 
parasite serait responsable de 15 à 
43 % des avortements dans ces pays. 
L’infection par le parasite a également 
été décrite en Belgique.  En Wallonie, 
il est responsable de 12 % des avorte-
ments (De Meerschman et al., 2000).

L’infection par N. caninum a été obser-
vée dans de très nombreux pays et 
sur tous les continents sauf l’Océanie 
(Dubey, 2003). Au sein des exploi-
tations, le pourcentage d’animaux 
séropositifs peut être très élevé, attei-
gnant 70 % et plus (Paré et al., 1996 ; 
Thurmond et al., 1997 ; Wouda et al., 
1999 ; Sanderson et al., 2000).

La séroprévalence chez les bovins a 
été analysée chez le veau, la vache, et 
au sein des cheptels laitiers ou vian-
deux.  La prévalence varie de 2,8 % en 
Nouvelle-Zélande (Tennent-Brown et 
al., 2000) à 80 %  aux USA  (Jenkins 
et al., 2000).  

Au niveau des différentes matrices, on 
constate que dans le lait la séropréva-
lence varie de 7,9 % à 76 % alors que 
pour le sérum de bœuf, elle varie de 
4,1 % à 71% et que pour les vaches 
laitières on a un séroprévalence variant 
de 3,19 % en Tchéquie (Vaclavek et 
al., 2003) à 80 % aux USA (Jenkins 
et al., 2000). 

Si on examine la séroprévalence par 
continent, on constate qu’en Amérique 
du Sud, elle varie de 3,9 % à 62,1 % 
avec une moyenne de 28 % et un 
écart-type de 17,6 % (24 données). En 
Europe, la prévalence moyenne est de 
26,36 % avec un écart-type de 16,59 % 
(pour 30 données).  En Amérique du 
Nord, la prévalence moyenne est de 
27,51 % avec un écart-type de 22 %. 
En Asie, la séroprévalence est de 
15,7 % en moyenne avec un écart-type 
de 13,86 % (tableau I).
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Certaines études comparent la séropré-
valence chez les vaches laitières et les 
bovins de boucherie. Ainsi, au Japon, 
la séroprévalence est de 1,5 % chez 
les bovins de boucherie alors qu’elle 
est de 20 % chez les vaches laitières 
(Koiwai et al., 2005).  Des différences 
moins importantes sont rapportées au 
Paraguay avec 36 % pour les vaches 
laitières et 26,6 % pour les bovins de 
boucherie (Osawa et al., 2002), en 
Allemagne avec 41 % chez les bovins 
de boucherie et 50 % pour les vaches, 
aux  Pays-bas avec 71 % pour les 
bovins de boucherie et 80 % pour les 
vaches et en Espagne avec 46 % pour 
les animaux viandeux et 63 % pour les 
vaches laitières (Bartels et al., 2006). 
De plus, une séroprévalence plus 
élevée est constatée chez les vaches 
ayant subi un avortement par rapport 
à des vaches n’ayant pas avorté (De 
Meerschman et al., 2002 ; Canada et 
al., 2004).

Signalons encore que dans les fermes 
où la séroprévalence chez les bovins 
est importante, on trouve aussi une 
séroprévalence élevée chez les chiens 
présents (Basso et al., 2001b ; Antony 
et Williamson, 2003). Enfin, la séro-
prévalence chez les vaches semble 
augmenter avec l’âge (Dyer et al., 
2000).

D’autre part, en ce qui concerne les 
avortons bovins, certaines études 
recherchent la présence du parasite 
au niveau du cerveau.  Pour cela, les 
méthodes de PCR, d’immuno-histo-
chimie ou les tests d’inoculation in 
vivo sont utilisés. Ainsi, dans une 
étude espagnole, 75 % des avortons 
étaient positifs en PCR en temps réel 
et 83 % en PCR nichée (Collantes-
Fernandes et al., 2002).  Dans une 
autre étude, Baszler et collaborateurs 
(1999) étudièrent différents groupes 
de tissus d’avortons, soit des tissus 
positifs en IHC, soit des tissus négatifs 
en IHC.  Les résultats par PCR mon-
trent une sensibilité relative de 100 %, 
une spécificité relative de 94 % et 
une exactitude relative de 97 % sur 
les tissus fixés par rapport à l’IHC. 
La présence de N. caninum a aussi 
été confirmée par PCR et IHC chez 
25 % d’avortons en Corée (Kim et al., 
2002).  En Suisse, N. caninum a été 
mis en évidence par PCR chez 21 % 
des avortons (Sager et al., 2001). De 
même, lors d’une autre étude suisse, 
N. caninum a été mis en évidence chez 
16,1 % des avortons bovins par PCR 
en temps réel (Reitt et al., 2007). Au 
Brésil, une étude similaire a permis 

de mettre en évidence N. caninum par 
PCR chez 31,25 % des avortons (Paula 
et al., 2004). Edelhofer et collabora-
teurs (2003) confirmèrent la présence 
par PCR  de N. caninum au niveau du 
cerveau d’un avorton en Autriche.

En Malaisie, N. canimum a été mis en 
évidence par PCR et test sur souris chez 
un veau né faible et malformé (Cheah 
et al., 2004). En Belgique, N. caninum 
a été mis en évidence par PCR chez 
un veau naturellement contaminé (De 
Meerschman et al., 2005). N. caninum 
a aussi été détecté par PCR et test 
sur souris au niveau de cerveaux de 
vaches adultes (Sawada et al., 2000).  
La PCR sur tissu cérébral a été utilisée 
comme méthode de criblage d’avor-
tons bovins en Suisse montrant 21 % 
de positifs à N. caninum.  Parmi ceux-
ci, 84 % ont été confirmés par analyse 
histopathologique (Sager et al., 2001). 
En France, des travaux similaires ont 
permis de détecter N. caninum par 
PCR au niveau des avortons. De plus, 
il existait une bonne corrélation entre 
le statut sérologique des mères et la 
PCR (Pitel et al., 2001).

La PCR peut également être utilisée 
pour tester la présence de N. caninum 
dans le sang de vaches. Ainsi, Okeoma 
et collaborateurs (2004) montrèrent 
qu’il y avait une corrélation parfaite 
entre les résultats sérologiques et par 
PCR pour 12 génisses. Une étude espa-
gnole (Collantes-Fernandes, 2006) 
montre que la fréquence d’avortons 
positifs par PCR à N. caninum  est 
plus importante pour des avortements 
en début de gestation.  N. caninum 
a aussi été mis en évidence par PCR 
et inoculation à des souris à partir de 
sperme et du sang de taureaux (Ferre et 
al., 2005 ; Ortega-Mora et al., 2003 ; 
Caetano-da-Silva et al., 2004), même 
si les signaux sont souvent très faibles  
et que l’excrétion est inconstante dans 
le temps.

6.3. autres espèces domestiques

Outre le chien et les bovins, des étu-
des de séroprévalence ont aussi été 
menées chez d’autres espèces domes-
tiques (tableau I) comme le chat 
(Ferroglio et al., 2005), le cheval 
(Locatelli-Dittrich et al., 2006 ; Pitel 
et al., 2003 ; Ciaramella et al., 2004) 
(avec des séroprévalence variant de 
22,7 à 61 %), les ovins et les porcs 
(Helmick et al., 2002). 

N. canimum a aussi été mis en évi-
dence par PCR chez un avorton de 

chèvre (Eleni et al., 2004) et chez des 
avortons de moutons (Hassig et al., 
2003 ; Kobayashi et al., 2001) et chez 
le cheval (Pitel et al., 2003)

6.4. animaux sauvages

Des anticorps spécif iques de 
N. caninum ont été recherchés dans le 
sérum d’animaux sauvages (tableau I).  
De façon surprenante, des anticorps 
à N. caninum sont présents chez de 
nombreuses espèces de mammifères 
sauvages que ce soient des carnivores 
(renard, coyote, loup, chacal) ou des 
ongulés (cerf, caribou, buffle, bœuf 
musqué, bison, lama, alpaga) mais 
aussi chez des mammifères marins 
comme le dauphin (91,4 %), l’ota-
rie (36,7 %) ou le phoque (12,5 %) 
(Dubey et al., 2003).

De nombreuses espèces de mammi-
fères sont infectées par N. caninum, 
pouvant constituer un réservoir pour 
le parasite et un vecteur de sa propa-
gation.

En effet, N. caninum a été mis en évi-
dence par PCR chez le cerf de Virginie 
(Vianna et al., 2005), chez le rat 
brun (Rattus norvegicus) (Huang et 
al., 2004b), l’antilope (Tragelaphus 
imberbis) (Peters et al., 2001), chez le 
renard roux (Vulpes vulpes) (Almeiria 
et al., 2002 ; Hurkova et Modry, 
2006), chez le coyote (Canis latrans) 
(Gondim et al., 2004).  Ceci suggère 
encore une fois la présence d’un cycle 
au sein des animaux sauvages paral-
lèle à celui observé chez les animaux 
domestiques.

Au niveau des oiseaux, les colombi-
dés sont sensibles à N. caninum alors 
que les fringillidés sont résistants 
(McGuire et al., 1999).

7. epIdémIologIe 
moléculaIre

En épidémiologie, il est utile de pou-
voir comparer les différentes souches 
de N. caninum isolées.  Le but est de 
déterminer si les souches isolées sont 
les mêmes ou si elles sont proches 
génétiquement. Pour cela, on utilise 
des techniques de biologie moléculaire 
qui permettent d’avoir des renseigne-
ments indirects sur la séquence géno-
mique du parasite.  Parmi celles-ci on 
trouve la « Random Amplification of 
Polymorphic DNA » (RAPD) (China, 
2003).  Une  telle approche a été menée 
sur 6 isolats de N. caninum (Schock et 
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al., 2001) montrant par exemple que 
les isolats bovins BPA-1 et canin NC-1 
étaient proches génétiquement.

Une autre approche consiste à étu-
dier les variations de séquences de 
la région intergénique ITS1 présente 
entre les gènes codant pour l’ARN 
ribosomal 18S et 5,8S.  L’ADN est 
amplifié par PCR et séquençé.  Les 
séquences sont alignées et comparées 
entre-elles. Une telle étude (Gondim et 
al., 2003) révèle que cette région  per-
met de distinguer N. caninum d’autres 
espèces proches comme T. gondii ou 
Hammondia hammondi. L’alignement 
des séquences ITS1 présentes dans la 
banque de séquences genbank (www.
ncbi.nlm.nih.gov) permet de constater 
que la séquence ITS1 présente bien 
un polymorphisme génétique au sein 
même de l’espèce. N. caninum (plus 
de 20 mutations sur 420 paires de 
bases).  

Une autre façon de distinguer les sou-
ches entre-elles est de procéder à des 
infections expérimentales d’animaux 
et de mesurer la virulence des souches 
notamment en ce qui concerne les 
lésions produites (Dubey et al., 2007).

8. dIScuSSIon

Depuis sa mise en évidence chez le 
chien en1984, N. caninum s’est imposé 
comme une cause majeure d’avor-
tement chez les bovins partout dans 
le monde. Le fait que la plupart des 
fermes possèdent des chiens favorise 
le déroulement du cycle parasitaire. 
À côté du cycle domestique chien 
(hôte définitif)-bovins (hôte intermé-
diaire), il existe un cycle sylvatique 
avec comme hôte définitif le coyote 
et peut être le renard et des ruminants 
sauvages comme hôtes intermédiai-
res (Rosypal et Lindsay, 2005).  Les 
méthodes de sérologie ont permis 
de mettre en évidence des anticorps 
dirigés contre N. caninum chez des 
espèces animales diverses et variées 
regroupant des animaux domestiques 
et des animaux sauvages.  Ceci sou-
ligne le fait que ce parasite est large-
ment distribué dans la nature.  

Les techniques sérologiques sont les 
plus répandues dans les laboratoires 
car elles sont en général simples à 
mettre en œuvre et des kits commer-
ciaux sont déjà disponibles.  La capa-
cité d’un test à distinguer les individus 
infectés des individus non-infectés est 
souvent décrite par sa sensibilité et sa 

spécificité. La sensibilité représente la 
proportion d’animaux infectés posi-
tifs au test et la spécificité comme 
la proportion d’animaux non-infectés 
négatifs au test.  On peut ajuster la 
sensibilité et la spécificité d’un test 
en jouant sur le « cut-off » c’est-à-
dire la valeur au-dessus de laquelle 
un test est positif. Si on augmente le 
« cut-off », on augmente la spécificité 
mais on diminue la sensibilité c’est-à-
dire la proportion de faux-négatifs et 
inversement. Quoique la sensibilité et 
la spécificité soient importantes pour 
les tests sérologiques, la valeur pré-
dictive d’un test est aussi intéressante.  
Il s’agit de calculer la probabilité que 
le résultat d’un test reflète le statut 
réel de l’animal.  Les valeurs prédic-
tives varient en fonction de la préva-
lence de la maladie dans la population 
étudiée (Björkman et Uggla, 1999).  
Une nouvelle méthode est souvent 
validée par rapport à une ancienne 
méthode considérée comme le « Gold 
Standard ». Pour la sérologie vis-à-
vis de N. caninum, l’IFAT est consi-
déré comme la méthode de référence 
(Björkamn et Uggla, 1999).  Le pro-
blème de l’IFAT est que son interpré-
tation est visuelle et donc subjective 
à un certain degré d’où l’importance 
de disposer de contrôles adéquats. De 
plus, la détermination du « cut off » 
en IFAT est dépendante de nombreux 
facteurs comme le conjugué ou le 
microscope utilisé.  Il peut donc varier 
d’un laboratoire à l’autre. Le test le 
plus simple est sans doute l’aggluti-
nation directe avec une sensibilité et 
une spécificité s’approchant de celle 
de l’IFAT (Packham et al., 1998). 
L’avantage majeur de ce test est qu’il 
est indépendant de l’espèce étudiée 
et peut donc être appliqué à tout type 
de sera.  L’interprétation de l’aggluti-
nation est aussi visuelle et donc sub-
jective ; les valeurs seuils pour cha-
que espèce doivent aussi être établies. 
Les ELISA quant à eux permettent 
de quantifier l’intensité de la réaction 
antigène-anticorps par la mesure de la 
densité optique.  La spécificité peut 
être augmentée en utilisant des anti-
gènes purifiés en combinaison au non 
avec des ISCOMs.  De plus, l’utilisa-
tion d’un ELISA d’avidité permet de 
savoir si le contact avec le parasite est 
récent ou non en fonction de l’avidité 
des anticorps présents. L’immunoblot, 
quant à lui, est une méthode quali-
tative qui permet cependant d’avoir 
des renseignements sur les antigènes 
contre lesquels les anticorps sont diri-
gés.  Un sérum hyper-immun réagira 

contre plus d’antigènes alors qu’un 
sérum moins immun réagira surtout 
contre les antigènes majeurs. Ce test 
est souvent utilisé comme test com-
plémentaire aux autres tests.  La séro-
logie, même si elle ne permet pas de 
mettre en évidence le parasite lui-
même mais est un outil épidémiologi-
que de premier choix par sa facilité et 
sa capacité à traiter un grand nombre 
d’échantillons. 

La séroprévalence vis-à-vis de 
N. caninum révèle que de nombreu-
ses espèces animales présentent des 
anticorps.  Si on considère le chien, 
on trouve en général plus de séropo-
sitivité chez les chiens de ferme que 
chez les chiens urbains (tableau I).  En 
ce qui concerne les bovins, les vaches 
avec des problèmes d’avortement ont 
une séroprévalence plus importante 
que les vaches sans avortement ou 
que les mâles (tableau I). Les diffé-
rences de séroprévalence observées 
dans la littérature peuvent s’expliquer 
d’une part par les techniques diffé-
rentes utilisées dans chaque étude et 
d’autre part par le type d’élevage pra-
tiqué dans les différents pays.  On peut 
aussi émettre l’hypothèse que les races 
bovines étudiées soient différentes.  Il 
est possible que des facteurs généti-
ques de susceptibilité puissent interve-
nir.  Enfin, la présence de chiens dans 
les fermes et leur séropositivité n’ont 
pas été systématiquement étudiées. Il 
est clair que dans les fermes où les 
chiens ont accès librement aux vaches 
et aux arrière-faix, tous les éléments 
du cycle sont présents pour une conta-
mination maximale des vaches et des 
chiens.  Dans les fermes où les chiens 
sont absents, le cycle ne peut être com-
plet et le niveau de contamination des 
bovins devrait être plus faible.

La mise en évidence directe du para-
site faisait au départ appel à des tests 
sur animaux ou à des techniques d’im-
munohistochimie mais le développe-
ment de la PCR a permis de faciliter 
cette détection. Des PCR sensibles et 
spécifiques ont été développées avec 
succès.  Cependant, la PCR nécessite 
de contourner l’obstacle des inhibi-
teurs présents dans les tissus analysés 
et, d’autre part, son faible volume de 
réaction la rend moins sensible qu’es-
compté  En effet si on part de 50 mg 
de tissu pour extraire l’ADN dans un 
volume de 50 μl et que 5μl sont utili-
sés par réaction, alors même si la PCR 
détecte une copie de N. caninum cela 
signifie qu’il faut au moins 200 para-
sites par gramme de tissu pour pouvoir 
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détecter la présence de N. caninum.  
Cependant, dans le cas des kystes 
présents dans les organes, ceux-ci 
peuvent contenir jusqu’à 1000 bra-
dyzoïtes ce qui devrait permettre leur 
détection.  Le problème réside dans 
la prise d’essai qui doit être réalisée 
de manière à augmenter la probabilité 
qu’elle contienne au moins un kyste. 
Quoi qu’il en soit, la PCR et surtout la 
PCR en temps réel par sa rapidité, sa 
facilité de mise en œuvre et sa capacité 
d’automatisation risque de s’imposer 
progressivement dans les laboratoires 
de diagnostic.  Cependant, la détection 
de l’ADN de N. caninum ne suffit pas 
à prouver que l’avortement est dû à 
ce parasite.  Les lésions spécifiques 
doivent être recherchées ainsi que leur 
intensité (Dubey et al., 2007).  En 
conclusion, si l’IFAT reste la méthode 
sérologique de référence, certains tests 
ELISA commerciaux semblent devoir 
le supplanter en raison de leur facilité 
d’utilisation et de lecture.  Des valida-
tions sont cependant nécessaires pour 
garantir des résultats équivalents dans 
les deux cas.  Le DAT est une techni-
que qui quand elle existera sous forme 
commerciale pourra aussi être très uti-
lisée étant donné qu’elle ne demande 
aucun matériel spécifique et qu’elle 
est utilisable pour n’importe quel type 

de sérum sans devoir modifier les 
réactifs.  Enfin, la PCR en temps réel 
est très utile pour détecter la présence 
de N. caninum au niveau d’un tissu 
mais cette technique requière des pré-
lèvements plus invasifs et ne peut donc 
pas être utilisée pour la prévalence de 
routine sauf si les résultats sur le sang 
se confirment.  Ceci serait alors une 
bonne alternative aux méthodes séro-
logiques. 
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SUMMARY

Neospora caninum is a patho-
genic parasite responsible for 
diseases mainly in cattle and 
dog but other animals could 
be infected (small ruminants, 
equids, wild ruminants). In cow, 

the most frequent clinical mani-
festation is abortion.  The main 
diagnosis methods are : serol-
ogy detection of the parasite in 
infected tissues by immunohis-
tochemisty and the observation 
of lesions in infected tissues. The 
polymerase chain reaction can 
be applied on different tissues 
types.  Statistical methods allow 
the determination of the more 
powerful method.  These sero-
logical techniques were used to 
determine the seroprevalence in 
animals. Studies indicated that 
the seroprevalence is higher in 
farm dogs compared to urban 
dogs or in aborting cows com-
pared to non-aborting cows.  The 
isolation of the parasite is usu-
ally performed from the brain of 
aborted bovine foetus. It is clear 
that the improvement of diag-
nosis methods will allow a bet-
ter understanding of the parasite 
transmission ways and a better 
control of this recently described 
pathogen.
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