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RESUME

Dans le cadre de 1’épidémiologie de la cowdriose due a Ehrlichia ruminan-
tium chez les ruminants, la prévalence de I’infection des tiques Amblyomma
variegatum par Ehrlichia ruminantium a été¢ déterminée dans les élevages ex-
tensifs issus de 4 localités (Gogounou, Toucountouna, Dassa-Zoumé et Ouidah)
situées sur I’ensemble du territoire du Bénin. La présence de I' ADN d’ Ehrlichia
ruminantium a été détectée par nested-PCR pCS20 sur 500 tiques parmi les
2730 récoltées en saison pluvieuse et en saison seche. La prévalence globale
de I’infection des tiques sur 1’ensemble des 4 localités a été de 10,8 %, variant
de 8,9 % a 15,6 %. Aucune différence significative n’a été mise en évidence
en fonction du sexe des tiques, de la période de récolte ou de la localité pros-
pectée. Ces résultats confirment non seulement le caractere endémique de
I’infection des tiques mais ouvrent aussi la voie a I’étude de la diversité gé-
nétique des souches identifiées et a la mise au point de stratégies de lutte ef-
ficaces et adaptées.

Mots clés : Ehrlichia ruminantium, Amblyomma variega-
tum, cowdriose, nested PCR, prévalence, Bénin.

SUMMARY

Prevalence of Ambly varieg
in cattle extensive herds in Benin

infection by Ehrlichia ruminantium

In order to study epidemiology of the heartwater due to Ehrlichia ruminan-
tium in cattle, the prevalence of Amblyomma variegatum infection by Ehrli-
chia ruminantium was investigated in traditional farming systems from four
areas (Gogounou, Toucountouna, Dassa-Zoumé and Ouidah) located throu-
ghout Benin. Nested PCR pCS20 was used to identify Ehrlichia ruminantium
DNA in 500 Amblyomma variegatum out of 2730 ticks sampled during rainy
and dry seasons. The overall prevalence of tick infection on over the 4 loca-
lities was 10.8%, ranging from 8.9% to 15.6%. No significant differences
were found according to tick gender, sampling period or area of investigation.
These results confirm the endemic character of tick infection and open the
way up to study genetic diversity in identified strains and to set up efficient
and adapted control strategies.

Keywords: Ehrlichia ruminantium, Amblyomma variegatum,
heartwater, nested PCR, prevalence, Benin.

Introduction

La cowdriose est I’une des plus importantes rickettsioses
des ruminants domestiques et sauvages en Afrique tropicale
et dans les caraibes [7]. Elle est due a Ehrlichia ruminantium
transmise par les tiques du genre Amblyomma [3, 24]. Parti-
culierement connue pour sa morbidité et sa mortalité élevées
pour les animaux provenant de zones indemnes et les petits
ruminants des zones enzootiques [7, 29], elle constitue une
menace sérieuse pour l'amélioration génétique des races lo-
cales, car les ruminants importés sont frappés par les formes
les plus séveres de la maladie [9, 20, 24, 26]. Une étude
conduite au Zimbabwe a montré que la cowdriose est a 1’origine
d’importantes pertes économiques : les pertes annuelles dues
a la maladie sont évaluées a 5,6 millions de dollar US [19].
Toutefois, peu de travaux ont été effectués sur 1I’épidémiologie
de cette maladie dans la plupart des pays concernés surtout
ceux de I’ Afrique de 1’ouest et de I’ Afrique centrale. Les en-
quétes sur I’incidence et la prévalence de cette pathologie ont
été confrontées jusqu’a un passé récent a des problemes de
sensibilité et de spécificité des tests de diagnostic [6]. Le diag-
nostic de certitude de la cowdriose est fondé sur la mise en
évidence d’ Ehrlichia ruminantium dans les cellules endothéliales
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des capillaires du cerveau [7]. Les symptdmes ne sont pas pa-
thognomoniques [31] et les 1ésions caractéristiques (hydropé-
ricarde et hydrothorax) ne sont pas toujours présentes [7, 25].
En vue de faire face a ces difficultés, d’autres méthodes di-
rectes et indirectes d’identification d’Ehrlichia ruminantium
aussi bien chez le vecteur que chez les hotes vertébrés ont été
mises au point. Il s’agit plus particulierement du sérodiagnos-
tic utilisant le test PC-ELISA et de la biologie moléculaire uti-
lisant la PCR [2, 5, 16, 23, 30].

Concernant le Bénin, les données sur la cowdriose sont rares.
Les derniéres notifications a I’Organisation mondiale de la
santé animale (OIE) sur la maladie remontent a 2006 [22]. La
seule étude réalisée sur I’épidémiologie de la cowdriose dans
deux régions du Bénin date de 1998 ot une prévalence globale
de 8 % a été trouvée chez la tique Amblyomma variegatum
[10, 12]. Dans le but de mettre en place des mesures appro-
priées de lutte contre la cowdriose et de faire évoluer la re-
cherche sur cette pathologie au Bénin, il est nécessaire de
déterminer la distribution géographique de cette pathologie et
la prévalence de I’infection chez le vecteur Amblyomma va-
riegatum. A cet effet, la nested PCR se révele une méthode
efficace d’identification de I’ADN d’Ehrlichia ruminantium
chez la tique vectrice.
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L’ objectif de ce travail est donc de déterminer la prévalence
de I’infection par Ehrlichia ruminantium chez la tique Am-
blyomma variegatum et de la comparer avec la fréquence de
I’infection dans différentes zones agropastorales du Bénin.

Matériel et Méthodes
CARACTERISTIQUES PHYSIQUES ET CLIMATIQUES DE
LA ZONE D’ETUDE

Situé en zone intertropicale entre les paralleles 6°30' et
12°30' de latitude nord d'une part et les méridiens 1° et 3°40'
de longitude est d’autre part, le Bénin couvre une superficie
de 112 622 km?. Le relief est peu accidenté, constitué de
plaines et de plateaux dont I’altitude moyenne ne dépasse pas
200 metres. La région la plus élevée (Atacora) est située au
nord-ouest d’ou partent la plupart des nombreux cours d’eau
qui alimentent le pays. Le Bénin dispose de trois zones cli-
matiques principales :

- la zone Nord caractérisée par un climat soudanien semi-
aride au-dela de la latitude 10° N avec un régime climatique
uni-modal (900 a 1100 mm de pluie) a deux saisons (une
séche et une pluvieuse) et un début de sahélisation, avec des
sols peu profonds, souvent dégradés et peu fertiles ;

- la zone Centre marquée par un climat soudano-guinéen de
transition, entre les paralleles 7° et 10° N, a régime climatique
a la fois uni-modal et bimodal (1000 a 1200 mm de pluie),
des sols pauvres colluviaux au pied des reliefs et au sommet
des ondulations, avec une fragilisation de la situation écolo-
gique dans certaines localités ;

- la zone Sud a climat subéquatorial (entre les paralleles 6°
30’ et 7° N), de régime climatique bimodal a quatre saisons
(deux saisons de pluies et deux seches) avec des sols fertiles
et une dégradation des conditions écologiques. La pluviométrie
atteint 1500 mm.

Le Bénin compte cinq zones agropastorales : la zone sou-
danienne seche a paturages marginaux, la zone soudanienne
continentale a paturages excédentaires, la zone soudano-gui-
néenne a ressources fourrageres abondantes et la zone forestiere
[28]. Les principaux phénotypes de ruminants €levés dans ces
différentes zones agropastorales sont : le Borgou, le Somba,
le Ndama, le Lagunaire, le Mbororo, le White Fulani et diffé-
rents métis issus de croisements pour les bovins ; le mouton
Djallonké, le mouton Peulh, la chévre naine guinéenne, la chévre
rousse de Maradi et la chévre Peulh pour les petits ruminants.

Quatre communes du Bénin localisées respectivement dans
les zones agro-écologiques cotonnieres du Nord-Bénin (Go-
gounou) et du Centre-Bénin (Dassa-Zoumé), de I’Ouest-Atacora

FAROUGOU (S.) ET COLLABORATEURS

(Toucountouna) et des pécheries (Ouidah) ont été retenues
pour cette étude (figure 1). Les enquétes déja effectuées dans
les zones agro-écologiques concernées ont montré la domi-
nance de la tique Amblyomma variegatum, vectrice de Ehrlichia
ruminantium [11, 13-15]. Au niveau de chaque commune, un
élevage a été prospecté (tableau I).
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FIGURE 1 : Localisation des sites prospectés en vue de la recherche de la
cowdriose (infection par Ehrlichia ruminantium) chez les ruminants
du Bénin.

COLLECTE ET ANALYSE DES TIQUES

Sur chacun de ces sites, les bovins (phénotypes Borgou et
Somba) et les ovins (phénotypes Djallonké et Peulh) ont partagé
les mé&mes paturages et se sont donc infestés par les mémes
populations de tiques.

Comme la saison pluvieuse et le début de la saison seche
correspondent a la période d’activité des adultes et des
nymphes Amblyomma variegatum qui jouent un role essentiel
dans la transmission d’ Ehrlichia ruminantium aux ruminants
d’élevage, les tiques du jour Amblyomma variegatum adultes
males et femelles ont été récoltées sur 12 animaux de chaque
élevage prospecté en saison pluvieuse (durant les mois de sep-
tembre et d’octobre 2009 puis de juin a aofit 2010) et en saison
seche (durant les mois de décembre 2008 et de novembre
2009) (figure 2A). Au total, 2730 tiques Amblyomma varie-
gatum ont été récoltées en 2008, 2009 et 2010 (tableau II).

Commune / Coordonnées Bovins (total) Petits ruminants Espece suivie
Département géographiques (total)

Gogounou / Alibori 10°50°00,00"N 2°50°00,00"E 123 200 60 400 Bovins
Toucountouna / Atacora 10°29°55,00"N 1°22°32,00"E 5300 14 000 Bovins
Dassa-Zoumé / Collines 7°46°15,87"N 2°11'48,90"E 18 500 35300 Ovins
Ouidah /Atlantique 6°2303,71"N 2°12°58,64"E 9000 17 500 Ovins

TABLEAU I : Caractéristiques géographiques et pastorales des communes prospectées en vue de la recherche de la cowdriose (infection

par Ehrlichia ruminantium) chez les ruminants du Bénin.
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Gogounou Toucountouna Dassa-Zoumé Ouidah Total
Décembre 2008 37 54 15 38 144
Septembre 2009 61 20 32 212 325
Octobre 2009 97 75 44 43 259
Novembre 2009 48 23 194 34 299
Juin 2010 82 66 167 160 475
Juillet 2010 149 109 148 182 588
Aoiit 2010 168 54 218 200 640
Total 642 401 818 869 2730

TABLEAU II : Nombre de tiques Amblyomma variegatum récoltées par mois durant la période d’étude dans les 4 communes prospectées
en vue de la recherche de la cowdriose (infection par Ehrlichia ruminantium) chez les ruminants du Bénin.

Les échantillons de tiques ont été conservés dans 1’éthanol
a 70° et portaient toutes les mentions d’identification néces-
saires. La recherche d’Ehrlichia ruminantium a été effectuée
au laboratoire d’acarologie et au laboratoire de biotechnologies
appliquées au diagnostic des hémoparasitoses, Centre Inter-
national de Recherche Développement sur I’Elevage en Zone
Subhumide (CIRDES) de Bobo Dioulasso sur, au total, 500
tiques choisies au hasard sur la base d’un échantillonnage pro-
portionnel (tableau III).

L’ADN d’Ehrlichia ruminantium a été extrait des tiques en
utilisant le kit d’extraction QiaAmp DNA minikit (Quia-
genND) conformément aux instructions du fabricant puis
conservé a -20°C. L’identification de ’ADN a été effectuée
par nested PCR ciblant un fragment spécifique d’E. ruminan-
tium, le géne pCS20, comme décrit par MARTINEZ et al.
[17]. Les séquences des amorces ont été 1égerement modifiées
par utilisation des nucléotides universels dans le but d’amé-
liorer la sensibilité du test dans la reconnaissance des souches
d’Ehrlichia ruminantium [18]. La premiere PCR a été réalisée
avec les amorces AB128’ (dont la séquence est : 5’-ACTAG-
TAGAAATTGCACAATCYAT-3") et AB130’ (dont la sé-
quence est : 5’-RCTDGCWGCTTTYTGTTCAGCTAK-3’)
pour une température d’hybridation de 50°C. Pour la seconde

PCR, les amorces AB128’ et AB129’ (dont la séquence est :
5’-TGATAACTTGGWGCRRGDARTCCTT-3’) ont été utilisées
avec une température d’hybridation de 55°C. Pour un volume
réactionnel de 25 uL, 1 uL d’échantillon d’ADN a été mé-
langé a 50 mM KCl, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 1,5 mM
MgCl,, 200 umol dNTP, 0,2 U de Taq polymérase et 2 ng de
chaque amorce. Apres la phase de dénaturation de I’ADN a
94°C pendant 3 minutes, la premiére amplification a été ef-
fectuée dans les conditions suivantes : 34 cycles de dénaturation
de 30 secondes a 94°C, 45 secondes d’hybridation a 50°C et
1 minute d’extension a 72°C suivie d’une extension finale de
10 minutes a 72°C. Puis, 1 uL de chaque produit issue de la
premiere amplification PCR a été transféré pour une seconde
amplification de 40 cycles dans les mémes conditions hormis
la température d’hybridation qui a été de 55°C.

Les produits de I’amplification ont été visualisés apres élec-
trophorese sur un gel d’agarose a 1,5 %. Les échantillons ont
été considérés comme positifs lorsqu’un fragment d’ADN de
278 pb a été obtenu. Un témoin positif (ADN génomique d’E.
ruminantium extrait d’une culture de cellules endothéliales
infectées avec la souche Gardel provenant des Antilles fran-
caises) et un témoin négatif (eau bidistillée stérile) ont été sys-
tématiquement introduits dans chaque PCR.

Gogounou Toucountouna Dassa-Zoumé QOuidah Total
Décembre 2008 9 13 4 9 35
Septembre 2009 17 6 46 52 121
Octobre 2009 26 18 7 8 59
Novembre 2009 10 6 11 8 35
Juin 2010 12 10 24 23 69
Juillet 2010 22 16 22 27 87
Aoiit 2010 25 8 32 29 94
Total 121 77 146 156 500

TaBLEAU III : Nombre de tiques Amblyomma variegatum analysées par mois durant la période d’étude dans les 4 communes prospectées
en vue de la recherche de la cowdriose (infection par Ehrlichia ruminantium) chez les ruminants du Bénin.
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ANALYSES STATISTIQUES

Les prévalences de I’infection des tiques par E. ruminan-
tium ont été comparées par le test bilatéral de Z en utilisant le
logiciel STATISTICA 6.0, version monoposte [27]. La diffé-
rence a été jugée significative a P<0,05.

Résultats

Au total, 54 tiques sur les 500 analysées étaient porteuses
d’Ehrlichia ruminantium, soit une prévalence globale de 10,8 %.
Les tiques récoltées dans les 4 localités examinées ont été in-
fectées avec des prévalences variant entre 8,9 % (Dassa-
Zoumé) et 15,6 % (Toucountouna). Aucune différence
significative n’a été enregistrée entre les prévalences obtenues
dans les quatre localités (P > 0,05). Aussi bien les tiques
males que les femelles ont été infectées (tableau IV, figures
2B et 2C).

Les prévalences de I'infection des tiques Amblyomma va-
riegatum par Ehrlichia ruminantium déterminées chez les
ovins et les bovins étaient respectivement de 9,6 % et 12,6 %
(Tableau V). Aucune différence significative n’a été observée
en fonction de I’espece animale dans la zone d’étude considérée.

En saison pluvieuse, la prévalence de I’infection des tiques
Amblyomma variegatum par Ehrlichia ruminantium déterminée
était de 11,2 % (48 tiques positives sur 430) alors qu’en saison
seche, 6 tiques sur les 70 récoltées étaient porteuses d’ Ehrli-
chia ruminantium soit une prévalence de 8,6 % (Tableau VI).
Néanmoins, aucune différence significative n’a été mise en
évidence entre les fréquences de contamination des tiques ré-
coltées en saison pluvieuse ou en saison seche.

Discussion

La nested PCR a permis de déterminer une prévalence glo-
bale d’infection des tiques Amblyomma variegatum par E. ru-
minantium de 10,8 % au Bénin avec des variations allant de
8,9 % a 15,6 % en fonction des localités prospectées. Cette
prévalence est supérieure a celle de 8 % déja déterminée en
1998 [10] par la PCR pCS20 classique. Cette différence peut
s’expliquer par I’utilisation dans cette étude de la nested PCR,
qui est une technique d’identification plus sensible que la PCR
pCS20 classique. En effet, la nested PCR a été développée
pour permettre la détection chez Amblyoma spp de ’ADN
d’Ehrlichia ruminantium méme en cas de faible rickettsémie
[17]. La conséquence directe est I’augmentation du niveau de
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FIGURE 2 : Proportion des tiques et prévalence d’ Ehrlichia ruminantium.
A. Les camemberts représentent le nombre total de tiques récoltées
par commune durant la saison des pluies (en blanc) et durant la sai-
son seche (en blanc). B. Les camemberts représentent le nombre total
de tiques maéles (en blanc) et femelles (en noir) sur lesquelles la re-
cherche d’Ehrlichia ruminantium par PCR pCS20, a été effectuée.
C. Les diagrammes en barre représentent la prévalence d’ Ehrlichia
ruminantium chez les tiques testées males (en blanc) et femelles (en
noir).

Ovins Bovins Total

Tiques infectées
Mailes 18/162 18/140 36/302
Femelles 11/140 7/58 18/198
Total 29/302 25/198 54/500
Prévalence 9,6 % 12,6 % 10,8 %

TABLEAU V : Prévalence de I’infection des tiques Amblyomma variegatum
par Ehrlichia ruminantium en fonction des espéces de ruminants (bo-
vins et ovins) dans les 4 zones prospectées du Bénin.

Saison séche Saison humide Total

Tiques infectées

Mailes 6/51 30/249 36/300
Femelles 0/19 18/181 18/200
Total 6/70 48/430 54/500
Prévalence 8,6 % 11,2 % 10,8 %

TABLEAU VI : Prévalence de I’infection des tiques Amblyomma variega-
tum par Ehrlichia ruminantium en fonction de la saison dans les 4
zones prospectées du Bénin.

Gogounou Toucountouna Dassa-Zoumé QOuidah Total

Tiques infectées
Males 9/84 9/56 7/78 11/84 36/302
Femelles 4/37 3/21 6/68 5/72 18/198
Total 13/121 12/77 13/146 16/156 54/500
Prévalence 10,7 % 15,6 % 8,9 % 10,3 % 10,8 %

TABLEAU IV : Prévalence globale de I’infection des tiques par Ehrlichia ruminantium dans les 4 zones prospectées du Bénin.
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détection de cette rickettsie chez des tiques sauvages de 1,7 %
236 % lors d’une étude épidémiologique dans les Caraibes [21].

En utilisant la nested PCR pCS20, FABRUARY [9] a ob-
tenu une prévalence de I'infection des tiques en Gambie de
16,6 %, qui est supérieure a celle obtenue dans cette étude.
De méme, MOLIA et al. [18] ont déterminé dans trois localités
de Marie Galante (Antilles frangaises), une prévalence de
19,1% en utilisant la nested PCR. En Zambie et au Zimbabwe,
des prévalences variant entre 6,25 % et 25,0 % chez les males
et entre 2,1 et 14,3 % chez les femelles ont été obtenues par
PETER et al. [23] en utilisant la PCR pCS20 classique. Au
travers de ces études, il apparait comme ici que les tiques fe-
melles sont moins souvent infectées que les males méme si la
différence n’est pas significative. Cette observation est en ac-
cord avec les conclusions d’ Andrew et Norval [4] qui insistent
sur le réle important d’Amblyomma hebraeum maile dans la
transmission de la cowdriose. Selon ces auteurs, la fixation
des tiques males sur les ruminants se déroule sur une longue
période, ce qui leur permet de s’infecter par Ehrlichia rumi-
nantium pendant la période d’incubation ou pendant la phase
subclinique de la cowdriose dans les zones de stabilité enzootique.

Au Burkina Faso, ADAKAL [1] a déterminé une prévalence
de 3,65 % qui est inférieure a celle obtenue dans la présente
étude. L’ auteur justifie cette faible prévalence par une meil-
leure connaissance de la cowdriose par les éleveurs des zones
enquétées qui traitent systématiquement les ruminants présen-
tant des signes d’hyperthermie, de fatigue et de nonchalance.
En effet, dans une étude précédente, 1’auteur mettait en évi-
dence une prévalence plus élevée d’E. ruminantium chez des
tiques récoltées dans différentes régions du Burkina Faso. Le
taux d’infection moyen des tiques était de 9 %, mais atteignait
20 % pour certaines zones de collecte [1].

En considérant la saison, aucune différence significative n’a
été trouvée concernant la prévalence de I’infection des tiques
Amblyomma variegatum. La période de récolte a coincidé
avec l’activité des adultes (juin a octobre) et celle des
nymphes en décembre [11, 13, 14]. Comme ces deux phases
jouant un réle important dans I’épidémiologie de la cowdriose
[8], il est logique que la prévalence des infections par Ehrli-
chia ruminantium soit similaire. Par ailleurs, les prévalences
des infections des tiques recueillies chez les bovins et les
ovins ne présentaient aucune différence significative. En réa-
lité, dans les localités prospectées, les bovins et les ovins par-
tagent les mémes paturages. Les tiques recueillies peuvent
donc s’étre infectées par E. ruminantium chez I’'une ou I’autre
des deux especes lors d’une phase antérieure. D’autre part, la
plus forte prévalence de I’infection des tiques par E. ruminan-
tium (15,6 %) a été observée dans la localité de Toucountouna
dans laquelle les tiques ont été prélevées sur des bovins de
race Somba. Méme si les prévalences obtenues dans les 4 lo-
calités étudiées ici n’ont pas varié de facon significative, il est
nécessaire de déterminer s’il existe un lien entre cette préva-
lence élevée de I’infection des tiques, la contamination des
bovins et une sensibilité particuliere de la race Somba. En re-
vanche, dans une étude réalisée a Marie Galante, MOLIA et
al. [18] n’ont trouvé aucune différence significative entre les
trois localités prospectées.
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En conclusion, cette étude a permis d’obtenir une préva-
lence d’infection par E. ruminantium des tiques Amblyomma
variegatum prélevées sur des bovins et des ovins de 10,8%
dans différentes zones agropastorales du Bénin. La présence
d’Ehrlichia ruminantium dans les élevages de ruminants a été
ainsi confirmée dans toutes les localités concernées. Il est né-
cessaire que des stratégies de lutte intégrée contre la cow-
driose soient envisagées surtout dans zones ou les races
bovines importées sont utilisées pour I’amélioration génétique
des races locales. Il est également important de poursuivre les
travaux par la caractérisation génétique des différentes
souches identifiées afin de les situer par rapport a celles déja
étudiées dans les pays voisins du Bénin en particulier le Bur-
kina Faso. Ceci permettra par la suite d’orienter les recherches
vers la mise au point d’un vaccin régional.
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