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RESUME : Neospora caninum est un protozoaire intracellulaire de la classe des Apicomplexa, essen-
tiellement responsable d’avortements chez les bovins et d’une pathologie neuro-musculaire chez
I’espéce canine. Il s’agit d’'un parasite a cycle hétéroxéne qui peut se montrer invasif et atteindre
les organes profonds de I’héte intermédiaire comme le cerveau, les poumons, le foie ou la rate. La
réponse immunitaire de I'héte vis-a-vis de ce pathogéne a été étudiée principalement chez la souris
et le bovin. Cet article présente les principaux travaux réalisés sur ces modeles ainsi que les essais
vaccinaux entrepris. On constate que méme si la réponse immunitaire spécifique de type humorale
(anticorps spécifiques) est intense, c’est la réponse immunitaire de type cellulaire médiée principale-
ment par I'interféron gamma (IFN-y) qui est la clé de la résistance a I'infection. Cette cytokine est pro-
duite par les lymphocytes Th1 et tend a inhiber la réponse Th2. Si la protection est efficace chez les
animaux non gestants qui restent pour la plupart asymptomatiques, la situation est plus critique pour
les animaux gestants. En effet, on constate dans ce cas que la réponse Th1 tend a laisser la place a
la réponse Th2 pour garantir le maintien du feetus. Ceci s’accompagne d’une transmission verticale
de N. caninum pouvant entrainer I’avortement dans un certains nombre de cas. Le systéme immuni-
taire du feetus peut prendre le relais si I'infection a lieu aprés 4 mois de gestation avec naissance de
veaux viables mais séropositifs. La vaccination qui a été modélisée chez la souris et qui a donné lieu
au développement d’un vaccin commercial chez le bovin permet de réduire les signes cliniques et les
avortements chez I’h6te mais pas de facon systématique. La compréhension de I'interaction héte-

parasite devrait nous permettre de mieux envisager la lutte prophylactique contre ce pathogene.

1. INTRODUCTION

Neospora caninum est un protozoaire
Apicomplexa proche de Toxoplasma
gondii. 11 a émergé comme une cause
majeure d’avortement chez la vache
partout dans lemonde (Dubey et Lindsay,
1996). Les vaches infectées ont 2 a 7 fois
plus de risque d’avorter comparées aux
animaux non-infectés (Pare et al., 1997 ;
Thurmond et Hietala, 1997 ; Moen et al.,
1998 ; Waldner ef al., 1998 ; Davison
et al, 1999a ; Jensen et al, 1999 ;
Lopez-Gatius et al, 2004 ; Romero et
al., 2005). N. caninum utilise le chien
et le coyote comme hotes définitifs
(McAllister et al, 1998 ; Gondim
et al, 2004). Les chiens éliminent
de facon transitoire les oocystes de
N. caninum apres ingestion de tissus
d’hoétes intermédiaires (de nombreuses
especes animales notamment le bovin)
infectés par le parasite (Basso et al,
2001; Dijkstra et al., 2001 ; Schares
etal., 2001; Gondim et al., 2002).

Chez I’héte intermédiaire, le parasite
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se transforme en tachyzoite qui se
multiplie par endodyogenie dans de
nombreux types de cellules : cellules
nerveuses, macrophages, fibroblastes,
cellules  endothéliales  vasculaires,
myocytes, cellules rénales tubulaires
et hépatocytes (Dubey et al, 1988;
Speer et Dubey, 1989). Les tachy-zoites
peuvent alors se différencier en une
forme se répliquant plus lentement :
le bradyzoite qui s’enkyste dans les
tissus. Cette transformation est trés
probablement initiée en réponse a la
réaction immunitaire de I’hdte. Les
kystes tissulaires a brady-zoites peuvent
d’ailleurs persister trés longtemps
dans les tissus (Lindsay et al., 1992) et
constituent le réservoir pour I’infection
du feetus ou de I’hote définitif (Gondim
et al., 2002).

N. caninum peut étre transmis au bétail
via la nourriture ou I’eau con-taminées
par les excréments du chien (McAllister
et al., 2000 ; Dijkstra et al., 2002). Bien
que la transmission horizontale semble

jouer un role vital dans la survie du
parasite, latrans-mission transplacentaire
de N. caninum demeure la voie majeure
de contamination chez la vache et les
veaux infectés congénitalement res-
tent porteurs du parasite a vie et peu-
vent passer l’infection de nouveau
a leur descendance (Bjorkman et al.,
1996; Paré et al., 1996; Anderson et al.,
1997 ; Wouda et al., 1998 ; Schares et
al., 1998 ; Davison et al, 1999b). En
outre, les transmissions transplacentaires
peuvent se répéter chez un méme animal
(Barr et al., 1993).

Les conséquences de I’infection chez la
vache gestante vont dépendre de 1’age
du feetus au moment de I’infec-tion
et du statut immunitaire de la vache
(Innes et al., 2002). Cela peut aller de
I’avortement, a la naissance d’un veau
malformé, ou d’un veau normal mais
infecté chroniquement par le parasite
(Dubey et Lindsay, 1996).



Figure 1. La réponse immunitaire spécifique : les réponses de type Th1 et Th2

ont tendance a s’exclure mutuellement. Les lymphocytes Th1 produisent de I'TFNy

qui inhibe les lymphocytes Th2 alors que les lymphocytes Th2 produisent de I'IL-
4 et de I'IL-10 qui inhibent la réponse Th1. Les lymphocytes Th1 s’autostimulent
en produisant de 1’IL-2 et entrainent une réponse de type cellulaire en produisant
du TNF-J et de I'TFN-y alors que 1I’'TL-4 autostimule les Th2 et permet avec 1’'IL-
3, 'IL-5 et I'IL-10 la production d’une réponse de type humorale.
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ont ¢été décrits chez des chiots
congénitalement infectés présentant de
la paralysie et de I’atrophie musculaire
(Barber et Trees, 1996 ; Dubey et
Lindsay, 1996).

Par ailleurs, d’autres espéces y
compris 1’homme peuvent dévelo-
pper des anticorps contre N. caninum
comme le montrent de nombreuses
études sérologiques (Tranas et al,
1999; Dubey et al., 2007 ; Ghalmi et
al., 2007). Enfin, différents animaux
se sont révélés sensibles a une infec-
tion expérimentale par N. caninum
(Rettigner et al., 2004).

N.  caninum est un parasite
intracellulaire  obligatoire. Il en
résulte une participation importante
de 'immu-nité a médiation cellulaire
pour con-troler le développement du
parasite chez 1’hote (Hemphill, 1999).

Dans cet article, nous passerons en
revue les connaissances actuelles de la
réponse immunitaire développée face
a une infection a N. caninum chez les
ruminants et les modéles murins.

cytokines, jouant un rdle central
dans la régulation et 1’orientation de
la réponse immunitaire sont les lym-
phocytes T CD4" ou T auxiliaires
(T helper ou Th). A partir d’une
population cellulaire indifférenciée
appelée ThO, ils se différencient en
deux sous-populations lymphocy-
taires appelées Thl et Th2. Parmi les
différentes classes de lymphocytes T,
ce sont des lymphocytes importants
dans la régulation de la réponse
immunitaire. Les lymphocytes Thl
produisent surtout les interleukines
IL-2, Dinterféron gamma (IFN-y)
et les Tumor Necrosis Factor (TNFa
et B) alors que les lymphocytes
Th2 produisent de I’IL-4, de I'IL-5,
de I'IL-6, de I'IL-10 et de L’IL-13.
L’orientation vers la voie Thl dé-
pend essentiellement de I'IFN-y et
de I'IL-12 alors que [’orientation
vers la voie Th2 dépend de I'IL-4
(Wilczynski, 2006) (Figure 1).

La voie Thl conduit essentiellement
a une réponse immunitaire de

type cellulaire avec activation des
macrophages et des lymphocytes T
cytotoxiques ainsi qu’a la production
d’anticorps  de D’isotype IgG2a
chez la souris, alors que la voie Th2
conduit essentiellement a une réponse
immunitaire de type humorale avec
production d’anticorps spécifiques
principalement de [D’isotype IgGl
(aussi chez la souris). Ces deux types
de réponses s’excluent mutuellement,
les cytokines Th1 inhibent la réponse
Th2 et vice et versa.

En général, au cours de I’infection par
un pathogéne intracellulaire, I’IL-12,
sécrétée par les cellules présentatrices
d’antigéne, stimule la différentiation
Thl des lymphocytes T et la
production d’IFN-y par les cellules
Thl et par les cellules NK (Natural
Killers). Elle stimule également sa
propre production. L’IFN-y active les
fonctions microbicides des macro-
phages et leur production de NO,
O, et ROI (intermédiaires réactifs de
I’oxygéne) ainsi que [’activité cyto-
toxique des lymphocytes CD8" et
des cellules NK. Les cellules CD8"
sécretent 'IFN-y et le TNF-o, la
perforine et les granzymes et indui-
sent la mort de la cellule cible. La
production d’anticorps opsonisants
accroit encore 1’¢limination du patho-
géne par les cellules microbicides
(Rettigner, 2004).

3. LE MODELE MURIN

Différentes souches de souris ont
été utilisées pour tenter d’accumuler
un maximum de connaissances
sur I’immunité développée contre
N.caninum (Anderson et al., 2000 ;
Hemphill et al, 2000). La souris
est expérimentalement sensible a
N. caninum quoique des différences
de sensibilit¢ existent selon les
lignées (Dubey, 2003). Chez la
souris BALB /¢, N. caninum cause
des avortements (Long et Baszler,
1996), chez la souris Swiss white, une
infection expérimentale a N. caninum
induit des signes cliniques comme la
pneumonie, la myosite et 1’encépha-
lite (Lindsay et Dubey, 1989). En
revanche, les souris A/J sont résis-
tantes a I’infection (Khan et al., 1997).
Différentes études ont été menées
chez cet animal de labo-ratoire afin
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d’investiguer la réponse immunitaire
vis-a-vis de N. caninum.

La plupart des animaux non gestants
peuvent faire face a I’infection par N.
caninum et ne présenter aucun signe
clinique, alors que le parasite persiste
bien dans I’organisme. Il serait donc
intéressant d’observer chez les animaux
cliniquement sains comment la réponse
immunitaire  contréle le  parasite
(Hemphill ez al., 2000).

3.1. Chez la souris non gestante

D’emblée, il a été constaté que pour
lutter contre un parasite intracellu-laire,
la réponse immunitaire de type Thl
semble plus efficace. Pour con-firmer
cette hypothése Baszler et al. (1999) ont
établi le protocole suivant : un groupe
de souris a été inoculé avec N. caninum
et un anticorps anti-IFN-y, un groupe
avec N. caninum et de I'IL-12 et un
groupe avec N. caninum et a la fois un
anti-IFN-y et I'IL-12. 1l ressort (i) que
la neutralisation de I'IFN-y entraine
une augmentation de la mortalité et de
la morbidité durant une infection aigué
a N. caninum (ii) I'IL-12 entraine une
diminution de la sévérité des signes
cliniques précoces mais ne semble pas
altérer la progression de la maladie a
long terme, (iii) I’effet transitoire de
I’TL-12 est dfi a 'TFN-y. Par conséquent
I’TFN-v (la principale cytokine Thl) est
le médiateur majeur de la survie et de
la résistance a la maladie pendant une
infection aigué a N. caninum (Khan et
al., 1997; Long et al., 1998 ; McAllister
etal, 1998).

Les souris BALB/c sont résistantes a
une infection aigué a N. caninum mais
développent une infection chronique
alors que les souris défi-cientes en
IFN—y étaient sensibles a I’infection
aigué avec la mort survenant dans
les 9 jours post-inoculation et que
les animaux traités avec de I'IFN-y
survivaient plus longtemps. Les souris
déficientes en IFN—y n’ont pas une
expression augmentée des molécules du
complexe majeur d’histo-compatibilité
(CMH) de classe 2 au niveau des
macrophages. De plus, elles ne stimulent
pas la prolifération des lymphocytes
T contrairement aux souris sauvages.
Cette ¢étude souligne I’importance de
PIFN-y pour activer les macrophages
et induire une réponse immunitaire
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protectrice (Nishikawa et al., 2001b).
Dans l’infection aigué a N. caninum,
les souris BALB/c-déficientes dans
la production d’IFN-y et sensibles a
I’infection par N. caninum, montrent des
niveaux élevés de production d’IL-10.
Par contre, des niveaux élevés d’IFN-y
et d’IL-4 sont produi-tes par les souris du
type sauvage infectées mais résistantes a
I’infec-tion (Nishikawa et al., 2003). Par
conséquent, la balance IFN-y/IL-4 peut
avoir un role important dans la réponse
a médiation cellulaire dirigée contre le
parasite.

Un autre role de I'IFN—y serait d’induire
I’apoptose  de cellules infectées
par N. caninum comme montré sur
des fibroblastes murins en culture
(Nishikawa et al., 2002).

Cependant, la réponse humorale et les
lymphocytes B ne sont pas a négliger.
Ainsi, Eperon et coll. (1999) ont infecté
des souris sauva-ges C57BL/6 et leur
mutant pMT (déficient en cellules B)
par N. caninum. Ils ont constaté que
les souris sauvages ne montraient pas
de signes cliniques de néosporose alors
que les souris mutantes mouraient de
I'infection a partir du 29%™ jour post-
inoculation. Le parasite est retrouvé dans
le cerveau de toutes les souris sauvages
44 jours apres I’inoculation et 24 jours
aprés I’inoculation pour les mutantes.
Les souris uMT montraient des Iésions
nécrotiques au niveau du cerveau avec
de nombreux tachyzoites alors que le
nombre de tachyzoites détectés au niveau
du cerveau des souris sauvages était
faible. La mort est probablement due a
ces nécroses cérébrales. Au niveau du
sérum, les souris sauvages présentaient
des anticorps anti-N. caninum d’isotypes
1gG2a,1gG2b et dansune moindre mesure
1gG3 alors que les IgG1 étaient absents.
Ceci est a mettre en relation avec le fait
que la présence de I'IFN-y et 1’absence
d’IL-4 conduisent préférentiellement a la
production d’IgG2a et d’IgG3 alors que
la conversion en IgG1 et IgE est inhibée
(Snapper et Finkelman, 1993).

La stimulation in vitro de splénocytes
avec des antigénes de N. caninum
ou avec la concanavaline A (un mitogeéne
T et mitogéne B T-dépendant= conA) a
entrainé une réponse lymphoproliférative
dans les deux cas, aussi bien chez les
souris sauvages que mutantes (uUMT)
infectées avec N. caninum. Alors

que 10 jours aprés I’infection, les
souris sauvages et mutantes infectées
montraient clairement une réponse
immunodéprimée a la stimulation a la
Con A, a 24 jours aprés I’inoculation,
cette immunosuppression est maintenue
chez les souris pMT mais disparait chez
les souris sauvages (Eperon et al., 1999).
Une prolifération lymphocytaire réduite
a aussi été observée apres la stimulation
par les antigenes de N. caninum quand
les souris infectées sont comparées
avec des souris inoculées avec des para-
sites morts. Cette immunosuppre-ssion
est liée a 'intensité de la stimu-altion
antigénique. Les splénocytes des souris
sauvages retrouvent leur capacité a
proliférer normalement a la stimulation a
la conA et aux antigénes de N. caninum
alors que les souris uMT ne montrent
pas de réponse proliférative. Cette
suppression de la réponse immunitaire
a été liée a la réduction de la production
d’IL-2.

D’un autre c6té, les macrophages
activés sont connus pour produire de
I’IL-10 qui inhibe la prolifération des
lymphocytes T (Taga et Tosato, 1992).
De fait, on constate une augmentation de
I’IL-10 chez les souris sauvages dans les
stades précoces de I’ infection coincidant
avec la suppression de la réponse
proliférative. De plus, I’infection induit
spécifiquement et simulta-nément une
augmentation de la production d’TFN-y
et I'I[L-10 par les splénocytes stimulés
par des anti-génes de N. caninum. Chez
les souris mutées, la production d’IL-10
et dans une moindre mesure d’IFN-y
est significativement diminuée dans les
stades avancés de I’infection (Eperon et
al., 1999).

L’infection par des pathogénes
intracellulaires entraine la production
d’IL-12, IFN-y et d’IL-10 (Trinchieri,
1997). Apres ’infection, le pathogéne
intracellulaire provoque la production
d’IL-12 par les phagocytes (Teixeira et
al,, 2010). L’IL-12 stimule la production
d’IFN-y par les cellules Thl et les
cellules NK. Ensuite, 'IFN-y active
les macrophages qui vont produire
davantage [I'IL-12. Mais comme
la production d’IL-12 entraine une
toxicité, elle stimule aussi la production
de son inhibiteur, I’'IL-10 produite
par les lymphocytes et les cellules
phagocytaires. En principe, un patho-



géne intracellulaire induit une réponse
Thl avec une production d’IFN—y et
I’activation des macro-phages. Mais
dans ce cas-ci, on assiste a une production
concomi-tante d’IFN-y (Thl) et d’IL-
10 (Th2) s’opposant a une dichotomie
claire Th1/Th2. De telles observations
ont également ¢été réalisées pour
Toxoplasma gondii (Allen et Maizels,
1997) ou pour Plasmodium falciparum
(Kossodo et al, 1997). Ainsi, I'IL-10
est protectrice chez la souris contre
une infection a 7. gondii (Gazzinelli et
al., 1996). Par conséquent, les parasites
peuvent induire la production de I’'IL-10
non seulement pour inhiber la réponse
cellulaire a leur bénéfice mais aussi au
bénéfice de I’hote. Ainsi, 1’absence de
réponse humorale n’est pas le seul facteur
expliquant la mort des souris mutées.
En effet, I’inhibition de la prolifération
lymphocytaire et de la production
d’IFN-y et d’IL-10 semble diminuer la
protection contre la maladie.

A coté des lymphocytes T CD4+,
on trouve les lymphocytes T CDS8+
cytotoxiques qui interviennent dans la
lyse de cellules parasitées. Des souris
traitées avec des anticorps anti-CD4*
ou anti-CD8" avant une infection par N.
caninum meurent endéans les 30 jours
dans le groupe traité par I’anticorps
anti-CD4", alors qu’aucune mortalité
n’a été observée pendant cette période
dans le groupe traité par [’anticorps
monoclonal anti-CD8* (Tanaka et al.,
2000). Dans une autre étude (Spencer
et al., 2005), un groupe de souris a regu
des lymphocytes CD8" isolés de rates
de souris immunisées par N. caninum et
un groupe a regu des lymphocytes CD4*
des mémes souris. Les deux groupes de
souris ont ét¢ infectés par N. caninum.
Les souris ayant regu les cellules CD8*
ont développé des signes neurologiques
séveres, de [I’ataxie, des troubles
moteurs. Ces signes persistent durant
I’étude (28)) mais sans s’aggraver et
s’accompagnent d’une cachexie. Dans
le groupe ayant regu les cellules CD4",
les signes cliniques étaient plus légers
avec une légere ataxie au jour 22 mais
plus aucun signe clinique a la fin de
I’expérience. Or, durant une infection
aigué, les cellules CD8+ sont censées
agir comme cellules cytotoxiques
limitant la dissémina-tion du parasite
soit en reconnaissant les je cellules
infectées et présentant les antigénes

parasitaires en combi-naison avec les
molécules de classe 1 du complexe
majeur d’histocompati-bilit¢ soit en
produisant des cyto-kines. Cette étude
suggere qu’un exces de cellules CD8*
exacerbe la destruction des cellules et
la produ-ction des cytokines conduisant
a des manifestations neurologiques
séveres tandis que 1’étude de Tanaka et
coll (2000) suggére que les lymphocytes
T CD8" ne jouent pas de role central
dans le contrdle de I’infection.

Dans une autre étude, Rettigner et coll.
(2004) ont montré que les souris CBA/
Ca développaient une réponse spécifique
a N. caninum avec une augmentation
d’TFN-y (Th1) mais aussi d’IL-4 (Th2)
et d’IL-10 (Th2) quoi que moins
importante. Aucune Iésion tissulaire n’a
pu étre mise en évidence. Cependant,
des kystes se développent dans les tissus
10 semaines aprés |’infection avec des
doses ¢élevées de N. caninum (>10°). 11
semble donc que I’IFN-y puisse protéger
la souris méme en présence de cytokine
de type Th2.

L’IL-12 est produite par les cellules
dendritiques trés tot apres I’infection des
souris par N. caninum qui s’accompagne
d’'une augmentation des protéines
du CMH de classe 2 par ces cellules
(Teixeira et al., 2010).

L’étude menée par Khan et coll (1997)
a montré la mise en place d’une
réponse immunitaire de type Thl lors
de I’infection par N. caninum. Les taux
d’ARN messager pour I'IL-12 et 'IFN-y
augmentent de maniére considérable
(jusqu’a 200 fois) dans les heures qui
suivent I’infection de souris A/J par
des tachyzoites. Le taux d’ARNm
de I'IL-12 revient rapidement a son
taux de base alors que celui de I'IFN-y
reste ¢élevé (20 fois) pendant plusieurs
jours. Un taux élevé d’ARNm de I'IL-
10 a, quant a lui, ét¢ détecté entre les
jours 10 et 21 aprés infection. Ces
animaux ont développé une réponse
lymphoproliférativespécifiquemesurable
a partir du 10°™ jour de I’infection alors
que la production d’IFN-[] par les
splénocytes maintenus en cultures est
présente dés le jour 3 post-infection.

L’importance de la production des
cytokines de type Thl dans la rési-
stance a I’infection est confirmée par
Long et al. (1998) qui observent que les
souris présentant un rapport IFN-[1/IL-4

¢élevé se montrent résistantes vis-a-vis de
I’infection alors que les souris chez qui
ce rapport est plus faible expérimentent
des lésions cérébrales plus importantes
ainsi qu’une charge parasitaire plus
élevée. Chez ces animaux, le controle
de P'infection est également associ¢ a
la production préférentielle d’IgG2a.
D’autre part, la mise en place d’une
réponse immune de type Th2 chez les
souris BALB/c recevant une susp-ension
de tachyzoites tués s’acco-mpagne d’une
aggravation des 1és- ions d’encéphalite
chez les souris immunisées par rapport
aux souris contrles (Baszler er al,
2000 ; Rettigner, 2004).

Cette importance de I'IFN-y dans la
résistance a l’infection est mise en
évidence par [’utilisation de lignées
murines génétiquement déficientes en
IFN-y ou ayant regu une dose inhibitrice
d’anticorps anti-IFN-y. Ces souris se
montrent trés sensibles a I'infection et
succombent généra-lement au cours des
dix premiers jours de I’infection (Khan
et al., 1997 ; Tanaka et al., 2000 ; Ritter
et al., 2002). La mortalité enregistrée au
cours de la phase aigu€ de I’infection est
associée a une altération de ’expression
des récepteurs du CMH de classe 2
sur les macrophages et a I’absence de
réponse lymphopro-liférative spécifique
(Nishikawa et al., 2001c).

Plusieurs autres facteurs participent
également a la mise en place de la
résistance vis-a-vis de l’infection par
N. caninum. La cytokine TNF-o et le
systtme de reconnaissance du CMH
de classe 1 interviennent également
dans la résistance. En effet, les souris
génétiquement  déficientes pour le
récepteur 2 du TNF-oo ou pour la
B2-microglobuline se montrent plus
susceptibles a I’infection que les souches
sauvages (Ritter ez al., 2002). Par contre,
I’absence d’IL-10 et de I’enzyme iNOS,
qui pourraient jouer un role dans la courte
phase d’immunodépression observée 7
a 10 jours aprés I’inoculation de tachy-
zoites de N. caninum, n’accroit pas la
résistance des animaux.

Etant donné que la néosporose appa-
rait principalement chez les animaux
gestants, il est important de relever les
changements qui ont lieu dans le systéme
immunitaire au cours de la gestation et
qui peuvent rendre 1’ani-mal vulnérable
a la maladie.

41



3.2. La souris gestante

11 a été montré que la réponse de type 1
joue un réle important dans la protection
contre les parasites intra-cellulaires.
L’inhibition des réponses Thl lors de la
gestation peut mener a une augmentation
de la transmission verticale (Williams et
al., 2000).

Dans le modéle murin, Long et
Baszler (2000) ont émis I’hypothése
que l’induction chez la meére de la
réponse de type 1 pourrait empécher la
transmission verticale et ont démontré
que la modulation des cytokines de type
2, en administrant un anticorps anti-IL-4
avant la ges- tation, pouvait réduire la
fréquence de la transmission verticale de
N. caninum. De plus, Long et Baszler
(2000) ont montré que la neutra-lisation
de I'IL-4 au moment de la primo-
infection de souris CBA/Ca réduit de
manicre importante le taux d’infection
feetale apres une inocula-tion d’épreuve
administrée au cours de la gestation.
Cette diminution du taux de transmission
verticale ¢était accompagnée d’une
augmentation de la production d’IFN-y
et d’une dimi-nution de I’'IL-4.

Une grande fréquence de transmission
verticale est observée chez la souris
BALB/c infectée par N. caninum
quand les souris sont inocu-lées durant
la gestation et ensuite ré accouplées
dans les stades avancés de I’infection
(Omata et al., 2004). La transmission
transplacentaire pourrait étre due a la
réactivation du parasite consécutive a
I’inhibition de I’'immunité protectrice de
la souris.

Kano et collaborateurs en 2005 ont
étudié la réponse immunitaire de type
1 et de type 2 suite a I’infection de la
souris gestante ou non gestante par
N. caninum. Quatre groupes de souris
BALB/c ont été constitués. Le groupe
Ip sont des souris gestantes inoculées
avec N. caninum en début de gestation.
Le groupe Inp qui sont des souris non
gestantes inoculées avec de la méme
maniére que les souris du groupe 1p.
Le groupe 2 sont des souris infectées
chroniquement par N. caninum et qui ont
été croisées au moins 4 semaines apres
I’infection et le groupe 3 qui sont des
souris gestantes infectées et qui ont été
recroisées au moins 4 semaines apres la
mise bas. Différents paramétres ont été
examinés dans les différents groupes. Le
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pourcentage de transmission verticale
était de 27, 41 et 50% dans les groupes
1P, 2 et 3, respectivement.

Le taux d’INF-y sérique augmente
directement apreés [’inoculation dans
les groupes 1p et Inp alors qu’aucune
augmentation n’a été¢ observée dans les
groupes 2 et 3 durant la gestation ou aprés
la mise bas. Si les souris des groupes 2
et 3 sont réinoculées (40 jours apres la
premiére) avec N. caninum, on observe
la. méme aug-mentation transitoire
d’IFN-y juste aprés I’inoculation. Les
niveaux d’IL-4 sériques augmentent
de la méme fagon aprés 1’inoculation
dans les groupes lp et Inp. Aprés
réinoculation, I'TL-4 augmente plus dans
le sérum des souris du groupe 3 que dans
celles du groupe 2. On observe aussi
une augmentation des anticorps sériques
IgG1 chez les souris du groupe 3 et ce,
5 jours apres la réinoculation. Dans cette
étude, on n’observe pas de différence
dans la réponse de type 1 (INF-y) entre
les souris gestantes et non gestantes.
Ceci confirme les résultats déja obtenus
préalablement sur des souris JPA-1
(Shibahara et al, 1999). Par contre,
des études similaires menées avec le
parasite Toxoplasma gondii proche de
N. caninum ou on a des taux augmentés
d’INF-y chez la souris gestante alors
que la réponse de type 2 est faible
(Thouvenin et al., 1997).

Ceci peut étre mis en relation avec le
plus faible degré de pathogénicité de
N. caninum pour la souris. De plus, la
transmission verticale est observée dans
les groupes 2 et 3 qui ne présen-tent pas
d’augmentation d’IFN-y. Ce qui suggere
que la transmission verticale dans la
phase chronique de I’infection n’est pas
accompagnée de production d’IFN-y.
Ce qui peut s’expliquer soit par un faible
taux de multiplication du parasite dans
les tissus maternels, a une inhibition de
la réponse Thl ou une stimulation de la
réponse Th2. Le niveau d’IL-4 sérique
augmente de manicre similaire apres
I’inoculation dans les groupes 1p et 1np.
Dans le groupe 3, on observe des taux
d’IL-4 sérique parfois supérieurs a ceux
du groupe 2 apres la seconde inoculation.
Les titres en IgGl anti-N.caninum
augmentent dans le groupe 3, 10 jours
apres laréinfection. Donc, ¢’est laréponse
Th2 qui est stimulée dans le groupe 3. Ces
résultats suggerent que les souris infectées

durant la gestation peuvent acquérir une
réponse immunitaire plus faible vis-a-vis
du parasite par comparaison aux souris
infectées non gestantes et que les souris
infectées durant la gestation peuvent
montrer une réponse immunitaire de
type 2 aug-mentée en cas d’infection
secondaire.

Quinn et collaborateurs (2004) ont
montré que les splénocytes de souris
infectées mais non gestantes et infectées
gestantes produisaient de I’[FN-y, de
I’IL-12 et du TNF-a.. Cependant, le taux
de ces cytokines de type 1 était moins
¢levé chez les souris gestantes. Les
deux groupes de souris produisent aussi
de I'[L-10. ’IL-4 quant a elle n’est
produite que chez les souris gestantes
et serait responsable de la diminution
de la production des cytokines de type
1. Les cytokines de type Th2 assurent
la viabilit¢ de la gestation (Wegmann
et al., 1993 ; Chaouat et al, 1995).
D’autre part, la production d’IL-10
est aussi observée chez des souris non
gestantes infectées par N. caninum
(Eperon et al., 1999). Il n’y a donc pas
de clivage clair entre la réponse Thl et
Th2 lors d’une infection chez la souris
par N. caninum. La production d’IL-
10 doit étre vue comme un mécanisme
pour réguler la production de niveaux
toxiques de cytokines inflammatoires.
Les souris des deux groupes produisent
des IgG2a spécifiques de N. caninum ce
qui est une réponse de type Thl puisque
I’IL-4 induit en général la production
d’IgGl. De fait, le taux d’IgG2 est plus
faible chez les souris gestantes ou les
anticorps de type IgGl dominent. Il
semble donc que la réponse immuni-
taire de type 1 est plus propice a réduire
la transmission verticale de N. caninum
que la réponse de type 2.

3.3. Vaccination

La recherche d’un vaccin capable
d’inhiber la mise en place de I'infec-
tion latente par N. caninum et/ou la
transmission verticale du parasite est en
plein développement. En effet, il a été
observé chez la souris que I’ino-culation
d’un lysat de tachyzoites en combinaison
avec l’adjuvant Immun-MAXR™
prévenait la transmission verticale du
parasite aprés une inoculation d’épreuve
effectuée 2 a 4 semaines plus tard
(Liddell ez al., 1999).



Le pouvoir immunogene de nomb-reuses
protéines recombinantes a été testé. Le
vaccin recombinant (virus de la vaccine-
NcSAGI1 ouvirus de la vaccine-NcSRS2)
diminue ladissé-mination du parasite chez
les souris infectées expérimentalement ;
de plus avec le vaccin recombinant (virus
de la vaccine-NcSRS2) la transmission
verticale est inhibée (Nishikawa er al.,
2001a et b). L’immunisation de souris
avec des protéines parasitaires associées
a des ISCOMS réduit significativement
les lésions d’encé-phalite chez les
animaux apres infec-tion (Lunden ez al.,
2002). Un vaccin ADN constitué d’un
plasmide conte-nant la séquence d’ADN
complémen-taire de la protéine NcSAGI
ou NcSRS2 inhibe la dissémination
cérébrale du parasite lorsqu’il est associé
a I’injection de la protéine recombinante
correspondante ; I"uti-lisation des seules
protéines recom-binantes n’offre, par
contre, aucune protection (Cannas et
al,, 2003). La transmission verticale est
diminuée chez les souris immunisées avec
un plasmide codant pour les protéines
NcGRA7 ou NcsHSP33 (Liddell et al.,
2003).

Pour souligner la complexit¢ de la
réponse Th1/Th2aN. caninum,signalons
encore que des souris im-munisées
avec l’antigéne de surface NcSRS2
produisent des anticorps de type IgG1.
Ces souris infectées par N. caninum ont
montré une diminution significative de
la transmission verticale de N. caninum
par rapport a des souris non immunisées.
D’autre part, la réponse immunitaire
a Dinf-ection était surtout de type Th2
avec un rapport IL-4/IFN-yélevé mesuré
au niveau des splénocytes stimulés.
Quoi qu’il en soit, cette réponse de
type Th2 permet une protection contre
I’infection par N. caninum (Haldorson
et al., 2005).

Par contre, une tentative d’immunisa-
tion avec des antigénes solubles de N.
caninum s’est révélée désastreuse avec
une aggravation de la maladie (Baszler
et al, 2000). La réponse immunitaire
était aussi de type 2 avec sécrétion d’IL-
4 et production d’IgG1. Donc il semble
bien que le succés de I’'immunisation
dépende plus du type d’antigéne que de
la réponse immunitaire suscitée.

Dans une autre expérience d’immuni-
sation, Lunden et collaborateurs (2002)

ont comparé¢ 4 groupes de souris (i) un
groupe immunisé avec des N. caninum
vivants associés a des ISCOMS, (ii)
un groupe immunisé avec un lysat
de N. caninum et du quilA qui est une
substance proche de la saponine, (iii)
un groupe immunisé avec un lysat de
N. caninum dans du PBS et (iv) un
groupe témoin qui a recu du quilA.
Apres infection par N. caninum, il a été
constaté que seul le groupe immunisé
avec la préparation de N. caninum
vivants montraient une protection contre
Iinfection a N. caninum. De plus, il
semble qu’il existe une corrélation entre
le taux élevé d’IFN-y produit et le niveau
de protection. Les immunisations a base
de lysats cellulaires conduisaient plutot
a une réponse de type Th2 donnant lieu
a une réponse infla-mmatoire moins
importante au ni-veau du cerveau
de ces souris mais aussi une moins
bonne protection contre les Iésions
occasionnées par N. caninum.

Les souris BALB /c vaccinées avec un
virus vaccinia recombinant exprimant
la protéine de surface NcSRS2 ont
résisté a la dissémination du parasite
dans I’organisme, de plus faibles taux
d’TFN-y et de plus forts taux d’IL-4
sont produits par les animaux vaccinés
en comparaison avec les animaux non
vaccinés (Nishikawa et al., 2003).

Les protéines recombinantes INcGRA7
(protéine des granules denses) et
NcSAG4  (spécifique du  stade
bradyzoite) ont ét¢ utilisées comme
vaccin contre N. caninum chez la
souris (Aguado-Martinez et al., 2009).
Aucune protection n’a pu étre mise
en évidence puisque dans les groupes
de souris vaccinées et non vaccinées,
les individus meurent. Cependant, la
survie est augmentée dans les groupes
vaccinés surtout avec INcSAGA4.
Les souris inoculées avec NcSAG4
montrent une réduction des niveaux
d’IgG spécifiques et de cytokines avec
une balance équilibrée entre IFN-y et IL-
10. Les souris vaccinées avec INCGRA7
montrent des réponses immunitaires
humorales et cellulaires exacerbées
avec une hyperproduction d’IFN-y. La
vaccination avec la combinaison des
deux protéines réduit ’infection des
poumons et du cerveau mais pas de
facon significative.

Les antigénes des rhoptries sont
impliqués dans I’invasion des cellu-
les hoétes ainsi que dans la formation
de la vacuole parasitophore et dans
I’interaction hdte-parasite. La pro-téine
recombinante NcROP2 de rhoptries a
été produite et utilisées comme vaccin
chez la souris (Debache et al.,, 2008).
In vitro, tant la protéine recombinante
qu'un anticorps dirigé contre celle-ci
empéchent I’entrée de N. caninum dans
les cellules en culture. In vivo, un groupe
de souris a recu le vaccin adjuvanté et
un groupe du PBS avec I’adjuvant. Le
challenge par N. caninum a montré
que les souris du groupe contrdle ont
développé des signes cliniques et sont
mortes alors que les souris vaccinées
n’ont pas montré de signes cliniques. De
fagon intéressante, on constate que les
animaux vaccinés avec comme adjuvant
la saponine ont développé une réponse
humorale de type IgGl alors que les
animaux vaccinés avec une préparation
protéique adjuvée avec I’adjuvant
incomplet de Freund ont développé une
réponse de type IgG2a. Ceci montre
que le type d’adjuvant peut orienter la
réponse immunitaire vers une réponse
Thl (Freund) ou Th2 (Saponine).

D’autres adjuvants comme les lipo-
somes ont été utilisés avec succes pour
induire une réponse immunitaire Thl
contre N. caninum chez la souris en
utilisant 1’antigéne NcAMA (Zhang et
al., 2010).

4. LE BOVIN

4.1. Le bovin non gestant

Comme chez le modele murin, les
bovins infectés expérimentalement
ou naturellement par N. caninum
développent rapidement une réponse
immune a médiation cellulaire
accompagnée de la production d’IFN-y
(Anderson et al., 2000).

La mise en place de la réponse immune est
rapide. Une réponse lymphoproliférative,
déjamesurable 4 a 6 jours apres I’ infection,
s’accompagne de la production de taux
¢élevés ’IFN-y(Lunden ez al., 1998). Cette
réponse cellulaire se maintient durant une
longue période (Guy et al., 2001 ; Williams
et al, 2003). On observe I’activation de
cellules a activité cytolytique qui sont
composéesessentiellementdelymphocytes
T CD4" (Staska ez al., 2003).
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Chez le bovin, la dichotomie Th1/Th2
est un peu différente par rapport a la
souris. En effet, suite a une infection
parasitaire, la plupart des lymphocytes
T auxiliaires produisent a la fois de
I’IFN-y et de I’IL-4 en association avec
une expression variable d’IL-2 et d’IL-
10. De plus, chez le bovin, I'TL-10 n’est
pas une cytokine de type 2 comme chez
la souris mais elle est exprimée par les
différents types de cellules T auxiliaires
(Brown et al., 1999).

Les premiéres preuves de I’impor-
tance de la réponse a médiation
cellulaire pour le contrdle de I’infec-
tion a N. caninum ont ét¢ de montrer
que les des cellules traitées in vitro par
I’IFN-y inhibaient la multiplication
du parasite (Innes ef al, 1995). De
méme, L’INF-y et le TNF-y inhibent
la multiplication des tachyzoites de M.
caninum dans des cultures primaires
des cerveaux bovins (Yamane et al.,
2000). Plusieurs auteurs ont démontré
la production d’IFN-y chez des bovins
naturellement ou expérimentalement
infectés par N. caninum (Innes
et al, 2005) . Les lymphocytes T
CD4" dérivés de bovins infectés
sont capables de tuer des cellules
autologues infectées par N. caninum
(Staska et al., 2003). On voit donc que
les cytokines pro-inflammatoires et
la production d’une réponse de type
Thl est importante pour une réponse
immunitaire de type protectrice chez
le bovin (Innes et al., 2005).

La réponse humorale a N. caninum
chez le bovin est utilisée comme outil
de diagnostic et d’épidémiologie. Peu
de choses sont connues concernant
Iefficacité de la protection de ces
anticorps. Néanmoins, un role proba-
ble serait la prévention de I’infection
des cellules de I’hote par le stade
tachyzoite du parasite (Innes et al,
2002). Ils sont dirigés contre la forme
extracellulaire du parasite, ¢’est-a-dire
les tachyzoites lors de la phase de la
parasitémie (Hemphill et al, 2000).
Jusqu’a présent, les tachyzoites sont
la seule source d’antigéne utilisée
en diagnostic. Plusieurs antigénes
immunodominants ont été décrits (17,
29/30, 37 et 46 kDa) (Bjerkas et al.,
1994). Chez les bovins naturellement
contaminés, des protéines d’un poids
moléculaire de 25, 65 et 116 kDa sont
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reconnues par des sérums de vaches qui
ont subi un avortement a N. caninum
et a partir des avortons (Baszler et al.,
1996). La reconnaissance de 3 des
4 antigénes immunodominants (17,
29/30, 37 et 46 kDa) par des sérums
de vaches naturellement contaminées
est considérée comme une confirma-
tion de D’infection (Schares et al,
1998). Cependant, un profil commun
des antigénes reconnus chez la vache
et le feetus n’a pas encore été établi.
De fagon intéressante, 1’antigéne de 17
kDa est plus fortement reconnu en cas
d’avortement (Alvarez-Garcia et al.,
2002).

La production d’anticorps spécifi-
ques est détectable une semaine apres
I’infection et les titres d’anticorps
circulants restent élevés durant une
longue période. L’avidité des anti-
corps spécifiques s’accroit dés la
2¢me semaine apres 1’infection et ceci
jusqu’a la 12 semaine moment
ou les valeurs atteignent un plateau
(Maley et al., 2001).

Dans le cas de I’infection expérimen-
tale par des oocystes, une réponse
proliférative spécifique est détectable
une semaine aprés I’infection tandis
que la production d’IgGl et IgG2
apparait 2 a 4 semaines apres ’infec-
tion (De Marez et al., 1999).

4.2. Bovin gestant

Chez le bovin, la pathologie princi-
pale due a N. caninum est 1’avorte-
ment. Or, la gestation pose des ques-
tions intéressantes au niveau immuni-
taire puisque le feetus constitue une
greffe semi-allogénique (la moitié
des geénes venant du pére et la moitié
de la mere) pour la mére mais sans
rejet. Ceci pose bien slr le probléme
de la reconnaissance du soi et du non
soi. L’explication avancée est une
modulation de la réponse immuni-taire
(Entrican, 2002). La réponse de type
Thl qui est bénéfique pour éliminer N.
caninum peut au niveau de la barriére
materno-foetale devenir dangereuse
pour le feetus et causer sa mort (Innes
et al., 2002). L’enviro-nnement en
cytokines du placenta favorise les
cytokines de type Th2 comme I’IL-
10, 'IL-4 et le TGF-B dont le rdle
est de contrecarrer les cytokines
Thl responsables de I’inflammation
(Entrican, 2002). Mais ce faisant, le

controle de I’infection a N. caninum
est plus difficile.

Le taux d’anticorps sériques varie
au cours de la gestation (Pare et al.,
1997 ; Guy et al., 2001). Or le titre en
anticorps est un indicateur indirect de
la stimulation antigénique. Ainsi, une
augmentation du titre en anticorps peut
signer la multiplication de N. caninum
chez I’h6te. Une augmentation du titre
en anticorps observée en milieu de
gestation est plus liée a un avortement
qu’une augmentation en fin de
gestation (Pare et al., 1997 ; Guy et
al, 2001). Si on regarde la réponse
cellulaire, on constate que celle-ci ainsi
que la production d’IFN-y diminuent
a la mi-gestation (Innes et al., 2001).
De plus, la progestérone dirige la
réponse immunitaire vers une réponse
de type 2 (Kalinski et al., 1997). Par
conséquent, la gestation est propice au
développement de N. caninum.

Les ruminants ont une placentation
syndesmochoriale qui ne permet pas
le transfert d’anticorps de la mére au
foeetus (Osburn, 1981). Le feetus bovin
est positif a un test de prolifération
cellulaire induite par des antigénes de
N. caninum autour du jour 80 de la
gestation et la maturation du systéme
immunitaire se déroule tout au long de
celle-ci qui est d’une durée de neuf mois
(Osburn et al., 1982). Chez les bovins
infectés par N. caninum, les cellules de
la rate et du foie du feetus sont capables
de répondre a une stimulation mitogene
au environ du jour 100 de la gestation
mais ne sont pas capables de produire
de réponse humorale ou cellulaire
spécifiques il faut attendre 130 jours
de gestation pour voir apparaitre cette
réponse spécifique (Innes et al., 2005).
Au fur et a mesure que la gestation
progresse, la capacité du feetus a
développer une réponse immunitaire
contre le parasite augmente.

Les femelles infectées au jour 110 de leur
gestation montrent une dimi-nution du
taux de cellules CD3*, CD4*, CD8&" et IL-
2R* circulantes a partir de la 2°™ semaine
post-inoculation, cette chute est plus
mar-quée encore apres 3 semaines tandis
que le taux de cellules B est lui, accru.
Par contre, le taux des cellules CD3%,
CD4*, CD8" et IL-2R* est supérieur
au sein des ganglions mésentériques.



Chez ces animaux, seule la rate montre
un accroissement de I’expression de
I’ARNm pour les cytokines TNF-o. et
IL-12. Aucune modification du niveau
d’expression des cytokines n’est observée
a partir des lymphocytes circulants
(Almeria et al., 2003).

Une expérience a ¢ét€é menée par
inoculation de N. caninum a des
vaches gestantes de 110 jours (Almeria
et al, 2010). Apres 3, 6 et 9 semaines
les feetus ont été analysés. Apres 6
semaines, une meére avait un foetus
mort qui présentait des Iésions et des
tachyzoites ont été¢ détectés a la fois
au niveau du feetus et du placenta.
Le feetus était séropositif et un haut
niveau d’IFN-y a été détecté au niveau
des fluides feetaux. Dans tous les cas,
la transmission transplacentaire a été
observée. Ces expériences révelent
que la sévérité des Iésions placentaires
et la réponse IFN-y intense de certains
feetus destinées a limiter la parasitémie
entrainent en fait leur mort (Almeria et
al., 2010).

A 130 jours de gestation, les cellules de la
rate de feetus infectés par N. caninum ont
une transcription augmentée des genes de
I'TEN-y, du TNF-o et de I'IL-10 (Almeira
et al, 2003). A partir du jour 168, une
prolifération antigéne-spécifique et une
production d’IFN-y ont ét¢é montrées a
partir de ganglions lymphatiques chez le
feetus infecté. De fagon intéressante, les
réponses les plus intenses ont ét€ observées
au niveau du ganglion retropharyngé
qui regoit le drainage lymphatique
du cerveau, lorgane le plus touché
chez le feetus (Bartley et al, 2004).
Les feetus plus agés (jour 219-231)
montrentuneréponse humoraleetcellulaire
spécifiques importantes (Andrianarivo
et al, 2001). Par conséquent, a partir
de la mi- gestation, le foetus commence
a développer une réponse immunitaire
spécifique contre N. caninum qui peut lui
permettre de survivre.

La relation hote-parasite chez le
bovin infecté par N. caninum est une
interaction dynamique et modulée
entre la réponse immunitaire de la
mere, celle du feetus et le parasite. Ce
dernier exploite I’immunomodulation
naturelle de la gestation pour infecter
le feetus. Si celui-ci survit, il nait
naturellement contaminé sans signes
cliniques apparents. Mais le parasite

est présent chez le veau et pourra en
cas de gestation de nouveau infecter
le feetus. Du point de vue du parasite,
c’est un mode de transmission et de
survie assez efficace. Cependant,
un bovin non-immun infecté par MN.
caninum avant la gestation ne trans-
met pas le parasite a sa descendance
(Innes et al, 2001). De plus, ces
animaux développent une immunité
suffisante pour empécher la trans-
mission verticale méme si 1’animal
est de nouveau infect¢ en milieu de
gestation (Innes ef al, 2001). Il est
donc possible d’induire une immuni-
té protectrice chez des animaux non
immuns permettant d’empécher la
transmission verticale.

Chez les vaches gestantes, le type de
réponse immune mise en place lors
de I’infection par N. caninum semble
varier en fonction de la période de
la gestation durant laquelle a lieu
I’infection. En effet, selon une étude
menée par Innes (2007), les vaches
infectées a 70 jours de gestation
développent principalement une rép-
onse immune a médiation cellulaire
alors que chez les vaches infectées
en fin de gestation, on observe esse-
ntiellement la production d’anticorps
spécifiques. Chez les  vaches
infectées et gestantes, une étude a
mis en évidence une phase d’immu-
nodépression a partir de la 18 sem-
aine de gestation (Innes et al., 2001).

Néanmoins, les vaches infectées au
cours de leur gestation développent
une réponse lymphoproliférative spé-
cifique dans les 2 a 4 semaines qui
suivent 1’infection et, tout comme
chez les animaux non gestants,
cette réponse s’accompagne de la
produc-tion d’IFN-y. Ces animaux
mettent également en place une
réponse humorale qui est maximale
2 a 6 semaines apres ’infection. La
réponse de type 1 s’accompagne de
la production d’INF-y qui induit la
production d’anticorps IgG2 alors que
la réponse de type 2 s’accompagne
de la production d’IL-4 qui induit la
productiond’IgGl. Leratio [gG1/1gG2
décroit apres I’inoculation du parasite
(Andrianarivo et al., 2001). Williams
et coll (2000) ont, quant a eux, observé
une production préférentielle de
I’isotype IgG2.

Une seule étude a ét¢ menée afin de
tenter d’identifier la période de la
gestation durant laquelle était réactivée
I’infection chronique chez les vaches
infectées de manicre naturelle (Guy et
al, 2001). Cette équipe a constaté¢ une
augmentation du titre des anticorps
spécifiques au cours de la gestation,
qui s’accompa-gnait de la transmission
verticale du parasite. Ils ont observé que
cette augmentation était plus précoce
chez les vaches ayant avorté que chez
celles ayant donné naissance a un
veau infect¢ de maniére congénitale.
Néanmoins, aucune précision supplé-
mentaire n’a pu étre apportée. Par contre,
aucune modification du taux d’anticorps
n’a été observée chez les méres infectées
chroniques et ayant donné naissance a un
veau séronéga-tif. Aucune modification
de la répon-se lymphoproliférative
spécifique ou de la production d’TFN-y
n’a été observée lors de la réactivation
de I’infection chronique.

La mise en évidence d’une réponse
immune chez le feetus infecté¢ dépend
essentiellement de 1’dge de celui-ci
au moment de I’infection et du laps
de temps écoulé entre ’infection et le
prélévement.

Les résultats obtenus au cours
d’infections expérimentales montrent
que le développement d’une réponse
cellulaire spécifique est sujet a une
grande variabilité individuelle. Les
feetus agés de 222 a 232 jours et
examinés 9 semaines aprés 1’infec-
tion maternelle présentent tous une
réponse humorale importante basée
essentiellement sur la production
d’IgG1l spécifiques. Par contre, un
grand nombre de foetus ne présen-
taient pas de réponse lymphoproli-
férative  spécifique  (Andrianarivo
et al., 2001). Les feetus infectés au
début du 2™ trimestre de la gesta-
tion montrent 3 semaines apres 1’in-
fection un accroissement du nombre
de cellules CD3" au sein de la rate, une
¢élévation non significative des cellules
CD4*, CDS8" et IL2R" est également
observée. Les cytokines IFN-y, IL-10
et TNF-a sont exprimées en grande
quantité tandis que le taux d’IL-4 est,
lui, diminué (Almeria et al., 2003).

I semble que la pathogénie de
I’infection chez le foetus tout comme
le type de réponse immune mater-nelle
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mise en place soient liés au moment
de la gestation ou a lieu I’infection. La
mortalité feetale est en effet tres élevée
lorsque I’infection a lieu a 10 semaines
de gestation alors que 20 semaines
plus tard, seule la naissance de veaux
séropositifs est observée (Williams et
al., 2000).

4.3. Vaccination

Les vaccins vivants sont plus aptes a
produire une immunité a médiation
cellulaire chez 1’hote. Une souche
atténuée semble donc un bon candi-
dat comme c’est le cas pour la toxo-
plasmose avec le Toxovax (Innes et
al., 2002). Les problémes des vaccins
vivants sont le colt de production
¢levé et la possibilité de réversion vers
la virulence. Les vaccins tués sont
considérés comme moins dangereux
mais sont moins aptes a entrainer une
réaction immunitaire de type cellulaire
(Innes et al., 2002).

Ainsi, un vaccin fait de tachyzoites
tués et adjuvés s’est montré immuno-
génique mais n’a pas empéché la
transmission verticale chez le bovin
(Andrianarivo et al., 1999 ; 2000). De
méme, le vaccin commercial a base de
tachyzoites tués (Neoguard®, Intervet)
a été évalué sur des vaches laitiéres au
Costa Rica (Romero et al., 2005). Les
résultats indiquaient une diminution
de moiti¢ d’avortement dans le groupe
vacciné (11%) par rapport au groupe
contréle (21%).

La solution, est peut-étre d’utiliser un
vaccin recombinant a base de pepti-
des purifiés. Ainsi, des peptides issus
de l’antigéne de surface NcSRS2
semblent induire une réponse de
type T cytotoxique et Thl chez la
vache Holstein (Staska et al., 2005).
Quoi qu’il en soit, le vaccin doit
contenir des antigénes importants pour
la survie du parasite. Ceux-ci incluent
des antigénes de surface (NcSAGI,
NcSRS2) et des antigeénes des trois
types d’organelles secrétoires : les
micronémes, les rhoptries et les
granules denses. Si on considére
la complexité de la biologie de N.
caninum, il est peu probable d’induire
une réponse immunitaire protectrice
avec un seul antigéne (Innes et al.,
2002).
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5. DISCUSSION

N. caninum est un parasite protozo-
aire reconnu comme l'un des plus
importants agent infectieux a l'origi-ne
des avortements et des mortinata-lités
chez le bovin a travers le monde (Dubey
et Lindsay, 1996). La néo-sporose
dont il est responsable se manifeste
principalement durant la gestation au
moment ou le dévelo-ppement feetal
est particuliecrement vulnérable. Par
ailleurs, des signes neurologiques
avec hyperextension des membres
postérieurs chez des veaux nouveau-nés
congénitalement infectés ont ét¢ décrits
(Dubey et Lindsay, 1996).

Cependant, les ¢études de la réponse
immunitaire  développée face a
une infection par N. caninum sont
nécessaires pour comprendre les
mécanismes de cette pathologie.

La réponse immunitaire de I’hote vis-
a-vis de ce pathogéne a été étudice
principalement chez la souris et
le bovin (Anderson et al, 2000 ;
Hemphill ez al., 2000).

La réponse immunitaire chez I’hote
définitif n’a pas fait ’objet d’études
importantes jusqu’a ce jour. Les seules
¢études existantes chez le chien sont
celles qui étudient la séropréva-lence
et donc I’intensit¢ de la réponse de
type humorale (Ghalmi et al., 2007).

L’immunité a médiation cellulaire est
généralement la principale réponse
immunitaire protectrice contre
les infections causées par des para-
sites  protozoaires intracellulaires
(Anderson et al., 2000).

La lutte contre N. caninum ne peut
s’envisager que par 1’¢tude de son
interaction avec son héte. Ceci passe
notamment par 1’étude de la réponse
immunitaire de I’hote vis-a-vis de
ce parasite. Si on considére les deux
bras armés de la réponse immunitaire
spécifique quesontlaréponse cellulaire
et la réponse humorale, on constate
que la meilleure protection contre ce
parasite intracellulaire obligatoire est
fournie par la réponse cellulaire bien
qu’une réponse humorale importante
soit présente chez 1’héte comme en
témoigne sa séroconversion rapide.

Si on considére la réponse cellulaire,
on sait que celle-ci dépend essen-

tiellement de la réponse de type Thl
dont les médiateurs principaux sont
I’IFN-y et I’IL-12 (Wilczynski, 2006).

Lors d’une infection a N. caninum
chez un animal non gestant, ¢’est en
effet I'IFN-y qui est la cytokine la
plus abondamment produite (Khan
et al., 1997 ; Long et al., 1998). Elle
est la clé pour lutter efficacement
contre une infection a N. caninum en
agissant notamment par stimulation
de la production des molécules de
classe 2 du CMH au niveau des
cellules présentatrices d’antigénes et
ceci en stimulant les macrophages qui
augmentent leur pouvoir parasiticide,
en entrainant la prolifération des
lymphocytes T (Th1 et T cytotoxiques)
et en favorisant I’apoptose des cellules
infectées (Nishikawa et al, 2002).
Chez la souris, I’'IL-12 joue aussi un
role important dans la lutte contre
N.caninum (Nishikawa et al., 2001c¢).

Chez I’animal non gestant, la réponse
humorale est aussi importante par
I’intermédiaire de la production d’IL-
4 (Eperon et al., 1999). Néanmoins,
I’importance de la production d’IL-4
dans le développement de la résistance
vis-a-vis de I’infection par N. caninum
a été envisagée réce-mment. En effet,
les souris BALB/c vaccinées a 1’aide
d’un vaccin recombinant NcSRS2,
résistantes vis-a-vis de 1’infection,
produisent un taux d’IL-4 plus élevé
que les souris non vaccinées et
sensibles ; ces derniéres montrent
également un taux supérieur d’IFN-y.
L’IL-4 pourrait, dans ce cas, modérer
les effets immunopathologiques de
I'IFN-y.  D’ailleurs, 1’adjonction
d’IFN-y a des cultures de cellules
infectées par N. caninum accroit la
mortalité cellulaire, effet inhibé par
IL-4 (Nishikawa et al., 2003).

Les souris déficientes en cellules B
montrent une phase d’immunosupp-
ression soutenue qui s’accompagne
d’une dissémination excessive du
parasite et d’une production réduite
d’IFN-y alors que la production
d’IL-12 et d’IL-10 est supérieure a
la normale (Eperon ef al,, 1999). La
production d’anticorps spécifiques
pourrait également jouer un role dans
la résistance vis-a-vis du parasite,
car des anticorps monoclonaux
dirigés contre les protéines Nc-p43



et Nc-p36 sont capables de réduire
significativement in vitro la capacité
d’invasion cellulaire des tachyzoites
(Nishikawa et al., 2000). 11 est clair
que les anticorps peuvent inhiber
I’infection des cellules de 1’hdte par
les tachyzoites qui connaissent un
bref passage extracellulaire entre deux
cellules a infecter (Innes ef al., 2002).

Chez I’animal gestant, I'IFN-y semble
jouer un rdle important pour réduire
la transmission verticale quoique le
modéle souris ne semble pas montrer
un role de I’'INF-vy lors de I’infection a
N. caninum. Cependant, sa production
est moins intense et tend a diminuer au
cours de la gestation au profit d’une
réponse Th2. La réponse Thl ayant
tendance a entrainer le rejet du feetus,
la réponse Th2 est plus compatible
avec la gestation méme si elle combat
moins efficacement la transmission
verticale du parasite. Cependant,
aprés 4 mois de gestation, le foetus est
immunocompétent et peut lui-méme
se défendre contre le parasite. Mais
si cette réponse est de type Thl, elle
peut aussi entrainer la mort du feetus
(Almeira et al., 2010).

Au niveau de la vaccination, de
nombreux essais ont ¢été réalisés
avec de nombreuses formulations.
Chez la souris, les résultats sont
variables selon le type de souris
utilisé, le type d’antigéne et le type
d’adjuvant. Cependant, de nombreux
essais montrent des effets protecteurs.
Les préparations a base d’antigénes
recombinants et purifiés sont les
plus utilisées. Cependant, la souris
n’est qu'un modéle plus ou moins
proche de I’hote définitif (chien) ou
intermédiaire (bovin) de N. caninum.
En conséquence, les résultats obtenus
dans ce modele animal doivent étre
confirmés sur les hotes naturels.
Chez la vache, un vaccin commercial
(Neoguard, intervet) existe et permet
de réduire dans une certaine mesure
les avortements chez la vache. Il s’agit
d’un vaccin inactivé et adjuvé qui

est administré chez la vache durant
le premier trimestre de gestation en
deux doses. Les taux d’anticorps
anti-N. caninum sont plus élevés
chez les animaux vaccinés que chez
les animaux non vaccinés et le taux
d’avortement est significativement
diminué dans certaines études méme
si la transmission verticale n’est pas
complétement stoppée. La mise sur
le marché américain a été autorisée
par I’United States Department of
Agriculture en 2002 (Frankena ef al.,
2003 ; Heuer et al., 2003 ; Romero et
al., 2004).

L’avantage de ce genre de vaccin
est son faible colit de production.
Son désavantage est son incapacité a
induire une immunité de longue durée
puisque les antigénes sont rapidement
¢liminés par I’hote. 11 faut donc que le
contact avec le systéme immunitaire
soit suffisant pour induire une
mémoire immunologique suffisante
afin de pouvoir étre réactivée lors
d’une infection par N. caninum. De
fagon surprenante, on ne trouve pas de
telles données dans la littérature.
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SUMMARY

Neospora caninum is an Apicom-
plexan heteroxenous parasite
with dog as domestic definitive
host and bovine as intermediate
host. This parasite is responsi-
ble for many abortions in bovine
worldwide. It is an obligate intra-

cellular parasite which is inva-
sive since it can reach deep host
organs such as brain, lungs,
liver or spleen. The host immune
response against this pathogen
was essentially studied in mouse
and bovine. This article presents
the most relevant studies per-
formed on these models and the
vaccine trials tested. It appears
that although the humoral spe-
cific immune response (spe-
cific antibodies) is intense with
seropositive hosts, the cellular
immune response mediated
mainly by gamma interferon
(IFN-vy) is the key of the control to
infection by N. caninum.

This cytokine is produced by
Th1 lymphocytes and inhibits the
Th2 response. If the protection is
efficient in non-pregnant animals
remaining mostly asymptoma-
tic, the situation is more critical
in pregnant animals. Indeed, in
this case Th1 response is redu-
ced by Th2 response to gua-
ranty the maintain of the fetus. It
can conduct to a vertical trans-
mission of N. caninum leading
in many cases to abortion. The
fetal immune system is efficient
after 4 months of pregnancy and
can act against the parasite lea-
ding to viable but seropositive
calves.

Vaccination can be modelised in
mouse and lead to the develop-
ment of a commercially availa-
ble vaccine in bovine allowing
a reduction of clinical signs and
abortions in host but not sys-
tematically. The understandding
of the host-parasite interaction
should allow to more accurately
act in a prophylactic way to this
pathogen.
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