o UIEGE

UNIVERSITE DE LIEGE
FACULTE DE MEDECINE VETERINAIRE
DEPARTEMENT DES MALADIES INFECTIEUSES ET PARASITAIRES
SERVICE DE PARASITOLOGIE ET PATHOLOGIE DES MALADIES PARASITAIRES

La transhumance bovine en Afrique de I’Ouest: les risques liés a la dispersion des

tiques et des agents pathogénes associés et I’évaluation de leurs implications zoonotiques

Cattle transhumance in West Africa: risks associated with ticks and tick-borne

pathogens dissemination and their zoonotic implications assessment

hin
.....

\uusoTuk ‘. ‘
Bab T,(}\Param og .Tlrk m i : :lr ‘,“-
‘\ Tick bornc pat ag('ns PN C IN= NS ac
TMES TPatogens: _resita
“+ Pabesia

'icanude -

.....

OUEDRAOGO Sougrinoma Achille

THESE PRESENTEE EN VUE DE L’OBTENTION DU GRADE DE

Docteur en Sciences Vétérinaires

ANNEE ACADEMIQUE 2020-2021



Dédicace

Dédicace

Je dédie cette thése a la mémoire de mon cher pere,

Feu OUEDRAOGO Sibiri Prosper.

Il a toujours été mon modele d’homme honnéte, travailleur et courageux. Aucune dédicace ne
suffirait a exprimer 1’admiration, le respect et la reconnaissance que j’ai toujours eu pour lui.
Ce travail est I’aboutissement de tous les sacrifices qu’il a consentis pour m’assurer la meilleure
éducation et la meilleure formation possible. "Donne lui Seigneur le repos éternel, et que brille
sur lui la lumiére de ta face".

Je rends hommage a ma mére SANOU Chantal

Elle a été ma "premiére institutrice” en guidant mes premiers pas dans 1’acquisition de la
connaissance. Elle m’a assuré un encadrement au cours de mon cursus primaire, et m’a donné
des bases solides qui ont falicité tout le reste de mon parcours. Quelques mots ne suffiraient pas
a lui traduire 1’expression de ma profonde reconnaissance. Maman, merci pour 1’éducation et

pour I’instruction.



Remerciements

Remerciements

Je traduis ma profonde gratitude aux personnes suivantes pour leur contribution a la réalisation de ce
travail :

-Au Docteur Laetitia LEMPEREUR, ma promotrice de these : votre rigueur dans le travail, votre
disponibilité et votre grand désir d’excellence m’ont emmené a me surpasser, a repousser nombreuses
de mes limites. J’en veux pour preuve, la note de 19/20 que j’ai obtenue a la défense de mon mémoire
de Formation Doctorale. Je vous en serai infiniment reconnaissant. Aussi, voudrais-je vous traduire ma
gratitude pour votre dévouement et votre promptitude a la gestion administrative de mon doctorat. En
un mot, ce fit une fierté et un honneur pour moi d’étre formé par vous. Recevez ma reconnaissance
infinie

-Au Dr Abel BIGUEZOTON, mon co-promoteur de thése et coordinateur Sud du projet TransTicks:
votre sens €levé de I’organisation m’a été d’un grand apport dans la réalisation de cette thése ; soyez
remercié pour votre encadrement

-Au Professeur Claude SAEGERMAN, mon co-promoteur de thése et coordinateur Nord du projet
TransTicks: votre grande expérience et votre science bien établie ont contribué a orienter et encadrer
cette these. Auprés de vous, j’ai bénéficé d’un encadrement de haute qualité. Soyez infiniment remercié
-Aux Professeurs Adrien M.G. BELEM, Souaibou FAROUGOU, Bertrand LOSSON, membres de mon
comité de these, et au Professeur Kouassi Patrick Yao : je vous adresse ma profonde gratitude pour votre
contribution inestimable a la réalisation de cette thése. J’ai acquis de nombreuses connaissances a vos
cotés. Infiniment merci pour votre disponibilité

-Au Professeur Marinda Oosthuizen de la Faculté des sciences vétérinaires de 1’Université de Pretoria,
(Afrique du Sud) pour avoir accepté de me recevoir en stage au sein de ladite faculté, et pour sa
contribution a la réalisation de cette thése. Ma reconnaissance va également a I’endroit de tous les
membres de cette faculté, notamment au Professeur Luis Neves, a la technicienne de laboratoire, Milana
Troskie pour I’encadrement rapproché

-Au Professeur Rémi Charrel de 1’unité des virus émergents, de la faculté de médecine de 1université
de Marseille, France, pour avoir accepté de me recevoir en stage au sein de ladite unité, et pour sa
contribution a la réalisation de 1’étude sur les virus

-Au Docteur Valentine YAPI-GNAORE, Directrice Générale du Centre International de Recherche-
Développement sur I’Elevage en zone Subhumide (CIRDES), pour m’avoir accepté comme stagiaire au
CIRDES. Mes sincéres remerciements a tout le personnel du CIRDES, a I’ensemble des stagiaires, aux
techniciens de laboratoire, notamment Sébastien ZOUNGRANA et Adrien ZOUNGRANA pour

I’encadrement rapproché et pour leur participation active a la réalisation de nos travaux de laboratoire



Remerciements

-A1’Académie de Recherche et d’Enseignement Supérieur (ARES), qui m’a octroyé une bourse d’étude,
a travers le financement du projet de Recherche-Développement TransTicks, qui est le cadre dans lequel
cette thése a été réalisée

-Aux Professeurs Gustave B. KABRE et Moussa Zongo de 1’Université Ouaga I, Pr Joseph Ki Zerbo,
gui m’ont assuré une formation de qualité respectivement en parasitologie et en embryologie a
I’Université Joseph Ki Zerbo, et qui m’ont permis de candidater a la bourse de I’ARES a travers des
lettres de recommandation. Ma profonde gratitude va également a 1’endroit de ’ensemble de mes
enseignants de 1’Université Ouaga |, Pr Joseph Ki Zerbo, notamment aux docteurs Adama OUEDA,
Awa GNEME, Magloire N°NBOUNGOU qui ont guidé mes premiers pas dans le monde de la recherche.
Soyez infiniment remerciés.

-A Monsieur Olivier Mahuton ZANNOU, deuxiéme doctorant impliqué dans le projet TransTick, pour
la collaboration et pour I’amitié vécue tout au long de cette thése

-A Francoise Maréchal, technicienne de laboratoire & la faculté de médecine vétérinaire, Université de
Liege, Belgique, pour les soutiens multiformes et pour la sympathie vécue aucours de mes différents
séjours en Belgique

-Aux éleveurs, bouviers et interprétes de I’Est du Burkina Faso et du Nord Bénin, pour avoir accepté
gue des prélevements de tiques et de sang soient effectués sur leurs bovins et pour leur contribution a
nos travaux d’échantillonnage

-A mon épouse Rosalie Wend Dabo ILBOUDO

-A mes enfants Sougrinoma Chantal Maélys et Pegdwende Toussiane Grace Divine

-A mes fréres/sceurs Boudounoma Jacques, Patoignimba Carine, Kiswendsida Camille Beranadette

-A mes amis

Recevez I’expression de ma profonde reconnaissance



Abréviations

Abréviations

AIC
ADN
ARES
BLAST
BPSV

Ca
CCHFV
CEDEAO
CIRDES

Co1
DE
DNA
DRC
EDTA
ED50
FAO
FAOSTAT
FTA
GLM
GPS
LCso
LPT
Ma
MRAH
NGS
ORF
PCA
PCPV
PCR
PIB
PNB
PAFILAV

Akaike Information Criterion

Acide Désoxyribonucléique

Académie de Recherche et d’Enseignement Supérieur
Basic Local Alignment Search Tool

Bovine Papular Stomatitis Virus

California

Crimean-Congo Hemorrhagic Fever Virus
Communauté Economique Des Etats de 1’ Afrique de 1’Ouest
Centre International de Recherche Développement sur I’Elevage en zone
Subhumide

Cytrochrome Oxydase 1

Direction de I’Elevage

Deoxyribonucleic acid

Dose Response Curve

Ethyléne Diamine Tétra-Acétique Acide

Effective Dose

Food and Agricultural Organization

Food and Agricultural Organization Statistics
Flinders Technology Associates

Generalized Linear Models

Global positioning System

Lethal Concentration

Larval Packet Test

Massachusetts

Ministére des Ressources Animales et Halieutiques
Next Generation Sequencing

Orf Virus

Principal Component Analysis

Pseudocowpox Virus

Polymerase Chain Reaction

Produit Intérieur Brut

Produit National Brut

Projet d'Appui aux Filieres Lait et Viande



Abréviations

RLB

RR
RVFV
TBP
UEMOA
UK
USA
UVE
WMW

Reverse Line Blot

Resistance Ratio

Rift Valey Fever Virus

Tick-Borne Pathogen

Union Economique Monétaire Ouest Africaine
United Kingdom

United States of America

Unité des Virus Emergents

Wilcoxon Man and Witney



Table des matiéres

Table des matiéeres

DT [ To= Vo= TSP R PP PTPRORRPRUN i
REIMIEICIBIMEINTS. ...ttt bbb bbb e bbbt bbbttt e st e bt bt e st et e e ii
ADTEVIALIONS ...ttt b bbb bbbt b bbbt ens iv
TADIE AES MATIEIES ... ettt bbbt b e bt e bbbt ene e Vi
RESUIMIE ...t etk bbbttt R e Rt e b e e bt bt s b e bt bt e e st e bt b et e st et e n s X
YU 0] 0= P T P TP PSPPI PR X
PFEAMDUIE ...ttt e et e s s e et e s ae et e s tese et et e s e e neeteenenteneeneeeenean XV
INTFOAUCTION GENETAIE.........cuiieiiiete bbbt b ettt b ettt 2
1. L ¢levage en Afrique de IOUESE ....ccviiuiiieiiiiee st 2
1.1. Importance de I'élevage dans I'économie des pays ouest Africains..........ccccecevvvvieveiieeviesiene, 2

1.2. La transhumance en Afrique de POUESt .........ccciiiiiiiiiiiiiie e 4

1.3. Impacts économiques et sanitaires des tiques sur le bétail ..............ccccoveviiiiiiiciiici i 6

2. GENEralites SUK 185 IXOUIUAE ......c.viviiiiriiiieieeieieee et 7
N S V1 (=] 0 Lo U SRS 7

2.2. Caractéristiques des IXOUIUAE ...........evriiiriiirieee et 7

3. Les espéces de tiques de bétail en Afrique de POuUest ..............cooviiiiiiiiiiiiii e 10
3.1, Le genre AMBIYOMIMA .. ....ciiiiiiiiteiet bbbt 11

3.2, Le genre HYAlOMMA ......cooiiiiiiiiiieieie ettt 13

3.3. Le genre RNIPICEPNGAIUS .........ccuviiiiiieic e sttt ens 15

3.4. Le genre HaemaphySalis .........c.ciiiieiiiiiiic ettt sttt st st te e sre e 16

4. Les agents pathogénes transmis par les tiques en Afrique de 'ouest ..................c.ccoeeiiennn 17
4.1. Les infections parasitaires : Babesia spp et Theileria Spp.......ccocccvvveeiivecviie s 17

4.2. Les infections bactériennes : Anaplasma spp., Ehrlichia spp. .......cccccvovvviviciniciicsencn 23

4.3. Risques zoonotiques associés aux tiques et aux agents pathogénes transmis .............cc.ceev.e 27

5. Controle des populations d& LIQUES .........ccuoiiiiiriiieieieeese et 28
5.1. Groupes d’acaricides, modes d’action et mécanismes de résistance des tiques ..............e..... 29

5. 2. Autres méthodes de cONtrole des tIQUES .......ocveerieirieeieiees e 31



Table des matiéres

(@] =] =IO I 1 3TN 34
(=TT ] o101 [P RPT 37

Etude 1: Cattle ticks and associated tick-borne pathogens in Burkina Faso and Benin: apparent

northern spread of Rhipicephalus microplus in Benin and first evidence of Theileria velifera and

THETlEria @NNUIALA.........ccoiiii e 38
1. INEFOTUCTION ..ot bbbt b bbb 39
2. Materials and MELNOUS. ..o 40
B RESUITS ..ttt 42
4. DISCUSSION ...ttt b ettt b bbb bbb e s bbbt bt bbbt et e e et et e b ettt e b n e 43
5. CONCIUSTON. ...t h bbbt bbbt e e et b e bbbt n e 47
RETEIENCES ...ttt bt bbb bttt R ettt 48

PrEAMDUIE ...ttt bbb bbbt bt e bt b sttt enas 51

Etude 2: Cross border transhumance involvement in ticks and tick-borne pathogens

dissemination and first evidence of Anaplasma centrale in Burkina Faso 52
L. INEFOTUCTION ... b et b et bbb bbb 54
2. Materials and MENOUS ..o 55
B RESUITS .. E bt bttt 56
4, DISCUSSION ...tttk ettt b bbb b b e bbb bbbt b ettt n et 58
5. CONCIUSTONS ...t h bbb bbbt e e b e e bt bbbt nnen e 62
RETEIENCES ...t bbb bt bbb bt ettt n e 62
PrEAMDUIE ... bbb b bbbttt ettt ne bt enas 65

Etude 3: Detection of two species of the genus parapoxvirus (Bovine papular stomatitis virus

and pseudocowpox virus) in ticks infesting cattle in Burkina Faso 66
Lo INTFOAUCTION ...ttt bbb bbbt b bttt bt n e 67
2. Materials and MELNOUS ..........coeiriiie e 68
B RESUIES ...t 71
4. DISCUSSION ...tttk bR e s e et E e bR e et n e e et e b bt n e nenn e n e 74
RETEIENCES ...ttt b bt 74
PIrEAMDUIE ... bbbt b bbbt bbbt nb e enes 78

vii



Table des matiéres

Etude 4: Efficacy of two commercial synthetic pyrethroids (cypermethrin and deltamethrin) on

Amblyomma variegatum and Rhipicephalus microplus strains of the south-western region of

Burkina Faso 79
1. INEFOTUCTION ..ot bbbt b bbb 80
2. Materials and MELNOUS. ..o 81
B RESUITS ..ttt 82
4, DISCUSSION ...ttt ettt bbbt bbb bbbt b bbb bbb bbbttt n et 83
RETEIBICES ...t bbb bt e et bbbt bbbt 84
DISCUSSION GENETAIE. .......cuiieiiiiiiiteete bbbt bbbt bbbt bbb enas 88
CONCIUSTON ...ttt bbb bbbt b bbbt b b et b et ettt nen s 95
Recommandations et PEISPECTIVES .........coiiiiiiiiiiiesese et 96
BiblOgraphie ENEIAIE .........ocoiiie bbb 99
Annexe 165

viii



Résumé - Abstract




Résumé

Résumeé

En Afrique de ’ouest, I’élevage occupe une place importante dans I’économie des pays et dans le
guotidien des populations. Le systéme d’élevage est généralement de type extensif, a faible intrants et
basé sur une exploitation des ressources naturelles librement accessibles. De ce fait, la transhumance
transfrontaliére s’est imposée aux éleveurs comme une Véritable stratégie de production animale,
provoquant le brassage des troupeaux dans des paturages et autours des points d’eau d’abreuvement
communs. Ces regroupements favorisent de potentiels échanges d’ectoparasites tels que les tiques,
vectrices de nombreux agents pathogenes qui induisent de nombreuses infections (babésiose, théilériose,
anaplasmose, cowdriose), constituant une contrainte majeure a 1’essor de 1’é¢levage. Au Burkina Faso
(BF) et au Bénin (BN), ces échanges d’animaux sont particuliérement intenses respectivement aux
frontieres Est et Nord, qui demeurent des localités trés peu explorées en dépit du contexte d’invasion
des deux pays par la tique Rhipicephalus microplus. Cette thése a pour objectif d’analyser I’infestation
du bétail par les tiques, a travers I’identification des différentes espéces, la caractérisation moléculaire
des agents pathogénes transmis ainsi que 1’évaluation de leurs implications zoonotiques dans les zones
frontaliéres a ces deux pays. Quatre études ont été réalisées : (i) une enquéte transversale pour étudier
I’épidémiologie des tiques et des agents pathogénes associés chez les bovins, afin de caractériser (tiques
et hémoparasites), la région de I'est du BF, zone de départ de la transhumance, et le nord du BN, zone
darrivée, (ii) une enquéte longitudinale, visant a évaluer les états parasitologiques (tiques et
hémoparasites) d’un échantillon de bovins sur une saison de transhumance, (iii) une recherche de
potentiels arbovirus circulant a I’est du BF (iv) une détermination du statut de résistance de deux espéces
de tiques d’intérét vétérinaire, aux acaricides commerciaux, les plus couramment utilisées par les
éleveurs du sud-ouest du BF. Des tiques et du sang périphérique de bovins ont été collectés. Les tiques
ont été morphologiquement identifiées a la loupe binoculaire. Les extraits d’ADN provenant aussi bien
du sang des bovins que des broyats (pools) de tiques, ont été analysés par la technique du Reverse Line
Blot Hybridization (RLB), suivi de séquencage (méthode de Sanger), pour la détection moléculaire des
agents pathogénes. La caractérisation des virus hébergés par les tiques a été effectuée par le Next
Generation Sequencing (lon Torrent). Le statut de résistance de Amblyomma variegatum et de R.
microplus aux pyréthrinoides de synthese (deltaméthrine et cypermethrine) a été déterminée par le
Larval Packet Test (LPT). Au cours de I’étude transversale, un total de 2856 tiques (huit espéces) a été
collecté sur 490 bovins (46 troupeaux) a I’est du BF, tandis que 3583 tiques (neuf especes) ont été
collectées sur 456 bovins (44 troupeaux) au nord du BN. La tique A. variegatum était I’espéce la plus
abondante et la plus largement répandue dans les deux zones avec une abondance relative de 49,2% a
I’est du BF, et 31% au nord BN. La tique R. microplus, n'a pas été identifiée dans les échantillons
collectés a l'est du BF, mais son expansion dans d’autres localités du nord BN, par rapport aux travaux
antérieurs, a été mise en évidence. Six espéces d’agents pathogenes transmis par les tiques ont été

détectés dans le sang des bovins aussi bien a 1'est du BF qu’au nord BN. Les plus prévalents étaient : T.
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mutans (91,1%) et T. velifera (77,8%). Theileria annulata et T. velifera ont été détectés pour la premiere
fois dans la zone d’étude. Un total de 210 bovins a été suivi au cours de I’étude longitudinale. Un premier
échantillonnage codé "TOBF" a été effectué au départ de la transhumance a l'est BF, un deuxiéme
échantillonnage (T1BN) dans la zone d'arrivée au nord du BN, puis un troisieme échantillonnage (T2BF)
au retour des bovins a I'est du BF. Un total de 1027 tiques (7 espéces), 1006 tiques (11 espéces) et 1211
tiques (9 especes) ont été respectivement collectés a TOBF, T1IBN et T2BF. Certaines especes ont été
identifiées sur les trois temps de I'échantillonnage sans une différence significative dans leurs
abondances relatives. Cependant, d'autres espéces sont apparues uniquement & TI1BN et/ou T2BF. Les
espéces d’agents pathogénes retrouvés aux trois points étudiés étaient Theileria annulata, T. mutans, T.
velifera, Babesia bigemina et Anaplasma marginale. La plus prévalente était T. mutans avec 166/210
(79%), 159/210 (75,7%) et 78/210 (37%) bovins positifs respectivement a TOBF, T1BN et T2BF.
L’espéce Anaplasma centrale a été mis en évidence pour la premiere fois dans la zone a TOBF et T2BF.
Une partie des échantillons de tiques collectés & T2BF (N=663) soumise a la recherche de virus n’a
permis la détection d’aucun arbovirus. Cependant, cette étude a mis en évidence la présence de
pseudocowpox virus (PCPV) (8,2 %) et du virus de la stomatite papuleuse bovine (BPSV) (5,8 %) dans
des pools de tiques. La souche de R. microplus testée a montré une résistance a la deltaméthrine et a la
cyperméthrine, avec des concentrations létales (CL) élevées, et des ratios de résistances (RR)
supérieures a 4 (Deltaméthrine : RRso= 28,18 et RRgo = 32,41 ; Cyperméthrine : RRsp = 8,79 et RRgy =
23,15). A I’opposé, la souche d'A. variegatum s'est révelée étre tres sensible aux acaricides testés, avec
les concentrations létales et les ratios de résistances les plus faibles (Deltaméthrine RRso = 0,5 et RRgo
= 0,48 ; Cyperméthrine : RRsp = 0,68 et RRgo = 0,79).

La diversité des espéeces de tiques et les hautes prévalences des agents pathogenes mises en évidence au
Nord du BN, révélent un risque parasitaire plus élevé dans cette zone comparativement a I’Est du BF.
En conséquence, les éleveurs du BF exposent leurs bovins a de nouvelles infestations de tiques du fait
de la transhumance, dont I’influence se combine a celle de la variation saisonniére des populations de
tiques. En saison pluvieuse, I’utilisation récurrente des trypanocides aussi bien en soin prophylactique
qu’en soin curatif, induit une baisse des prévalences de certains hémoparasites détectés chez les bovins.
La premiere mise en évidence des espéces T. annulata, T. velifera et A. centrale constitue une
contribution majeure a la connaissance des agents pathogénes associés aux tiques au BF et au BN. La
découverte du PCPV et du BPSV dans des tiques met en évidence des riques de zoonoses virales associés
a I’¢élevage bovin a I’Est du BF. De plus, la résistance de R. microplus aux pyréthrinoides de synthese
indique que I’inefficacité de certaines molécules acaricides dans le contréle des populations de tiques
demeure une préoccupation majeure au BF. Certains de ces résultats pourront servir de repere dans
I’¢élaboration de protocole de lutte efficace contre les tiques et les agents pathogénes transmis, tandis que
d’autres ouvrent de nouvelles pistes de recherches, qui, lorsqu’elles seront explorées, permettront une
meilleure compréhension du phénoméne de dispersion des tiques, et des processus d’infestation du
bétail.
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Summary

In West Africa, livestock production represents an important part of the country's economy and the daily
life of the population. The livestock production system is generally extensive, with low inputs, and based
on the freely accessible natural resources exploitation. As a result, cross-border transhumance has
become a real animal production strategy, leading to the mixing of herds in common pastures and around
common watering points. Such situation favors potential exchanges of exoparasites such as ticks, vectors
of numerous pathogens inducing infections (babesiosis, theileriosis, anaplasmosis, cowdriosis),
constituting a major constraint to the livestock industry's development. In Burkina Faso (BF) and Benin
(BN), these animal exchanges are particularly important at the eastern and northern borders respectively,
which remain poorly explored localities despite the context of invasion of the two countries by
Rhipicephalus microplus. The aim of this thesis is to analyze tick infestation in livestock, through the
identification of the different species, the molecular characterization of transmitted pathogens and the
evaluation of their zoonotic implications in the border areas of these two countries. Four studies were
carried out : (i) a cross-sectional survey to study the epidemiology of ticks and associated pathogens in
cattle, in order to characterize (ticks and hémoparasites) the eastern region of BF, the departure zone of
transhumance, and the northern part of BN, the arrival zone, (ii) a longitudinal survey to evaluate the
parasitological status (ticks and hemoparasites) of a sample of cattle over a transhumance season, (iii) a
research of arboviruses circulating in eastern BF, (iv) a determination of the resistance status of two tick
species (of veterinary interest) to commercial acaricide compounds, most commonly used by farmers in
southwestern BF. Ticks and peripheral bovine blood were collected. Ticks were morphologically
identified using a binocular magnifying glass. DNA extracts from both cattle blood and tick pools were
analyzed by Reverse Line Blot Hybridization (RLB) process, followed by sequencing (Sanger method)
for molecular detection of pathogens. Tick-borne viruses (arbovirus) characterization was performed by
Next Generation Sequencing (lon Torrent). Amblyomma variegatum and Rhipicephalus microplus
resistance status to synthetic pyrethroids (deltamethrin and cypermethrin) was determined by Larval
Packet Test (LPT). In the cross-sectional study, a total of 2,856 ticks (eight species) were collected from
490 cattle (46 herds) in eastern BF, while 3,583 ticks (nine species) were collected from 456 cattle (44
herds) in northern BN. Amblyomma variegatum was the most abundant and widely distributed tick
species in both areas with a relative abundance of 49.2% in eastern BF, and 31% in northern BN. The
R. microplus tick was not identified in the samples collected in eastern BF, but its expansion in others
northern areas in BN was evidenced. Six tick-borne pathogens species were detected in cattle blood in
both eastern BF and northern BN. The most prevalent were T. mutans (91.1%) and T. velifera (77.8%).
Theileria annulata and T. velifera were detected for the first time in the study area. A total of 210 cattle
were followed during the longitudinal study. A first sampling coded "TOBF" was implemented at the

transhumance departure in eastern BF, a second sampling (T1BN) in the arrival area in northern BN,
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and a third sampling (T2BF) at the return of cattle in the eastern BF. A total of 1027 ticks (7 species),
1006 ticks (11 species) and 1211 ticks (9 species) were respectively found at TOBF, T1IBN and T2BF.
Some species were collected at the three times of sampling without any significant difference in their
relative abundances. However, other tick species appeared only at TIBN and/or T2BF. The tick-borne
pathogens (TBP) species found at the three points surveyed were T. annulata, Theileria mutans, T.
velifera, Babesia bigemina and Anaplasma marginale. The most prevalent was Theileria mutans with
166/210 (79%), 159/210 (75.7%) and 78/210 (37%) cattle positive respectively at TOBF, T1BN and
T2BF. The species Anaplasma centrale was highlighted for the first time in the area at TOBF and T2BF.
A sample of ticks collected at T2BF (N=663) was tested for viruses and no arboviruses were detected.
However, pseudocowpox virus (PCPV) (8.2%) and bovine papular stomatitis virus (BPSV) (5.8%) were
evidenced in tick pools. The Rhipicephalus microplus strain tested showed resistance to deltamethrin
and cypermethrin, with high lethal concentrations (LC), and resistance ratios (RR) higher than 4
(Deltamethrin: RRsp= 28.18 and RRgy = 32.41; Cypermethrin: RRso = 8.79 and RRg = 23.15). On the
contrary, the A. variegatum strain was very sensitive to the acaricides tested, with the lowest lethal
concentrations and resistance ratios (Deltamethrin RRso = 0.5 and RRgy = 0.48; Cypermethrin: RRsy =
0.68 and RRg = 0.79).

The diversity of tick species and the high prevalence of pathogens found in northern Benin indicate a
higher parasite risk in this area compared to eastern Burkina Faso. As a result, herders in Burkina Faso
expose their cattle to new tick species infestations, due to transhumance, which influence is combined
with the seasonal variation of tick populations. In the rainy season, the recurrent use of trypanocides for
both profilactic and curative care of animals, leads to a decrease in the prevalence of certain
hemoparasites detected in cattle. The first detection of T. annulata, T. velifera and A. centrale species is
a significant contribution to the knowledge of tick-borne pathogens in BF and BN. The discovery of
PCPV and BPSV in ticks highlights viral zoonotic risks associated with cattle breeding in eastern BF.
Furthermore, the resistance of R. microplus to synthetic pyrethroids indicates that the inefficiency of
some acaricide molecules in tick populations control remains a concern in BF. Some of these results can
be used as guidelines for the development of effective control protocols against ticks and transmitted
pathogens, while others open new research lines, which, when explored, will enable a better

understanding of tick spreading phenomenon and livestock infestation process.
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Préambule

Dans les pays d’Afrique de 1’Ouest, 1’élevage représente une part importante du PIB agricole. Il peut
atteindre environ 50% dans les pays sahélo-soudaniens comme la Mauritanie, le Mali, le Burkina Faso,
le Niger et le Tchad (CEDEAO, 2010). La pratique de 1’élevage est I’activité principale ou secondaire
et constitue une source de revenus pour environ 70% de la population active ouest-africaine (CEDEAO,
2010). Le cheptel est en forte croissance dans cette région pour répondre notamment & une demande de
lait et de viande en hausse (Thornton, 2010 ; Tabassum-Abbasi et al., 2016). Pour répondre a ces
demandes, le Bénin a entrepris en 1999, un projet d’appui aux secteurs du lait et de la viande
(Acronyme : PAFILAV). Dans la phase préparatoire de ce projet, I’'une des activités pilotes était
I’installation d’un noyau laitier de bovins de race exotique a Kpinnou, département du Mono, situé¢ au
Sud du Bénin. De ce fait, un troupeau de 107 bovins de race Girolando a été importé du Brésil le 24
novembre 2004. Ce projet visait a évaluer la capacité de production laitiére de cette race bovine dans les
conditions locales, avant d’engager une importation a grande échelle. L’objectif final étant de favoriser
un brassage génétique entre cette race exotique (connu pour sa grande capacité de production laitiére
(13-28 litres de lait/jour (Caralho et al., 2015)) et les races locales, pour ainsi obtenir une amélioration
de la production laitiere nationale. Cette importation a été reconnue comme 1’origine probable de
I’introduction d’une espéce invasive de tique, Rhipicephalus microplus au Bénin (Madder et al., 2012).
Cette situation est similaire a celle observée en Cote d’Ivoire, ou I’importation de Girolando a abouti
¢galement a I’introduction, 1’établissement et 1’expansion de R. microplus dans plusieurs régions du
pays (Madder et al., 2011). L’invasion de la sous-région ouest africaine (Bénin, Burkina Faso, Cote
d’Ivoire, Mali, Togo) par cette espéce de tique a suscité de nombreuses préoccupations. En effet, cette
espéce de tique est connue comme vecteur principal de Babesia bovis et Babesia bigemina, agents de la
babésiose (tropicale) bovine, I’une des plus graves infections parasitaires des régions sub-sahariennes
(Lempereur et al., 2017). De plus, ce vecteur a présenté un haut degré de résistance a de nombreuses
molécules acaricides utilisées par les éleveurs pour le controle des populations de tiques (Guerrero et
al., 2012 ; Abbas et al., 2014 ; Adehan et al., 2016). Par ailleurs, dans cette partie de 1’ Afrique, d’autres
espéces de tiques appartenant aux genres Amblyomma, Hyalomma, Rhipicephalus, et dans une moindre
mesure, Haemaphysalis (Farougou et al., 2013; Yao et al., 2016; Biguezoton et al., 2016a), sont
responsables non seulement d’effets directs, a travers la spoliation sanguine, les pertes de poids, la
diminution de la production laitiére, des Iésions cutanées favorisant d’autres infections, la perte des
trayons, mais aussi d’effets indirects car vectrices de nombreux agents pathogénes, a 1’origine des
infections telles la cowdriose, la babésiose, 1’anaplasmose, la theileriose, 1’ehrlichiose...Outre les pertes
économiques, certaines espéces de tiques présentent une importance en santé humaine, car impliquées
dans la transmission d’agents pathogenes induisant des pathologies a caractére zoonotique. L’invasion
de la sous-région ouest africaine par R. microplus a motivé I’initiation de nombreux projets de recherche

dont TickRisk (Assessing Ecological suitability for the spread of R. microplus in West Africa) (2011
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2013) mis en ceuvre au BN pour déterminer I’expansion de R. microplus et modéliser les aires de
répartition favorables a cette espéce ; WECATIC (Assessment of Emerging livestock ticks and tickborne
diseases threats and integrated control strategies in West and Central Africa) (2011-2014) incluant le
BN, le BF et le Cameroun, pour étudier la résistance de R. microplus aux produits acaricides et
développer des stratégies de contr6le adaptées. Cependant, I’influence de la transhumance
transfrontaliére sur la dissémination des tiques et des agents pathogenes associés, I’implication de ces
pathogenes dans les infections a caractére zoonotique dans le contexte ouest africain restaient jusque-la

encore peu étudiées.
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Introduction générale

1. L’élevage en Afrique de I’Ouest

1.1. Importance de I'élevage dans I'économie des pays ouest Africains

Avec une population de 350 millions d’habitants, les pays d’Afrique de 1’Ouest ont une économie
principalement rurale, reposant sur les potentialités du secteur primaire. L’élevage représente environ
35% du PIB et fournit dans les pays du Sahel, en moyenne 30% des recettes agricoles (CEDEAO, 2010).
Le cheptel bovin était estimé a environ 80 millions de tétes en 2019 (FAOSTAT, 2019). Le bétail seul
contribue a 25% du PNB des pays comme le BF, le Mali, la Mauritanie et le Niger. La contribution de
I’¢levage au PIB agricole passe a prés de 50%, si la valeur de la traction animale et de la fumure
organique dans les systemes mixtes agriculture-élevage est prise en compte. A 1’échelle des populations,
le sous-secteur de 1’¢élevage assure la sécurité alimentaire et nutritionnelle des ménages ruraux tout en
servant de moyen de lutte contre la pauvreté. Il assure un emploi et un revenu a environ 80% de la
population active ouest africaine (CEDEAO, 2010). Au Burkina Faso, le secteur de I’élevage représente
environ 40% de la valeur ajoutée agricole et environ 30% des recettes d’exportation. Le cheptel bovin
y est en constante augmentation (Fig. 1) avec une concentration principalement dans les régions des
Hauts Bassins, du Sahel et de I’Est (Fig. 3). Avec 10 millions de tétes en 2019 (FAOSTAT, 2019), il se
place au second rang des pays de 'UEMOA, apres celui du Mali (12 millions de tétes, FAOSTAT,
2019). La balance commerciale est excédentaire pour la viande, mais le pays débourse d’énormes
devises pour combler ses besoins en lait et produits laitiers (50 a 100 millions USD/an). La
consommation de viande et de lait par habitant est respectivement d’environ 12 kg et 17-18 litres par
an. L’élevage repose sur un systéme majoritairement extensif, soit 87 a 98% des exploitations. On y
trouve également des fermes pratiquant un élevage de type semi-intensif (2 a 11%) et intensif (1 a 2%)
(FAO, 2019).
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Fig. 1 : Evolution du cheptel bovin au Burkina Faso de 1990 a 2019 (Données : FAOSTAT, 2019)
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Au Bénin I’élevage représente la deuxiéme activité économique de la population rurale aprés les
productions végétales. Il a contribué au PIB agricole a hauteur de 13,44 % en 2016 (DE, 2017). Depuis
une trentaine d’années, le cheptel bovin est en croissance (Fig. 2) et a été estimé a 2,5 millions de tétes
en 2019 (FAOSTAT, 2019). La production de viande était de 70327 tonnes en 2016. Le Nord du pays
concentre la majorité du cheptel national. Les Départements du Borgou et de 1’Alibori (Fig. 3)
concentrent environ 60 % du cheptel bovin (DE, 2017).
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Fig. 2 : Evolution du cheptel bovin au Benin de 1990 a 2019 (Données : FAOSTAT, 2019)

En dépit de cette importance majeure, dans la plupart des pays d'Afrique de 1'Ouest, 1’élevage est
caractérisé par des pratiques de production encore traditionnelles, a faible intrant (Lesse et al., 2015,
Santoze and Gicheha, 2019). Il est dominé par un systeme extensif, I’essentiel de la ration alimentaire
provenant de I’exploitation des paturages naturels (MRAH, 2018). Par ailleurs, 1’explosion
démographique a entrainé une augmentation des surfaces cultivées, et par conséquent une réduction des
aires de paturage. Les crises climatiques survenant depuis les années 70 et se traduisant par de longues
périodes de sécheresse, ont également contraint les éleveurs des pays du Sahel a adopter la transhumance

comme une stratégie de production animale (Abdourazakou, 2016; Alidou, 2016).
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Fig.3 : Provinces et départements prospectés au Burkina Faso et au Bénin

1.2. La transhumance en Afrique de ’Ouest

Selon Alidou (2016), la transhumance est une pratique de production animale caractérisée par des
déplacements saisonniers réguliers entre des zones écologiques complémentaires, ou quelques individus
accompagnent les troupeaux tandis que la plus grande partie des éleveurs reste sédentaire. Les troupeaux
quittent généralement un environnement aride, ou les paturages se sont raréfiés, pour se diriger vers des
zones ou les paturages semblent encore abondants. Dans ce contexte, la transhumance en Afrique de
I'Ouest peut étre considérée comme une forme d'adaptation a ces milieux, mettant a profit la
complémentarité écologique entre les zones sahélienne et soudanienne. Elle est basée sur une stratégie
de gestion viable, opportuniste et écologique des ressources pastorales (Bouslikhane, 2015). On
distingue d’une part la transhumance de courte distance; elle s’effectue dans le méme pays ou entre deux
pays (Bouslikhane, 2015) et qui a pour but de parvenir a un compromis entre l'agriculture et I'élevage
en termes d'utilisation des terres, et en termes d’exploitation des résidus de récolte. D’autre part, il existe
la transhumance transfrontali¢re longue distance qui s’étale de la saison séche a la saison pluvieuse entre
deux pays. Historiquement, elle a permis aux communautés pastorales africaines de survivre a des crises
climatiques majeures. Outre les contraintes climatiques, la transhumance est sous-tendue par d’autres
facteurs telle que I’explosion démographique. Selon Abdourazakou (2016), la croissance des
populations dans le sahel ouest africain a entrainé une augmentation des surfaces cultivées, et par
conséquent une réduction des aires de paturage. La transhumance revét aussi un enjeux économique
majeur. Selon Zina et al. (non publié), I’installation des pasteurs dans la zone d’accueil est souvent

guidée par la proximité d’un marché de bétail. Ce qui leur permet de commercialiser leurs animaux,
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pour génerer des revenus afin de subvenir a leurs besoins et assurer des soins vétérinaires a leurs
troupeaux. La pratique de la transhumance est également expliquée par des considérations d’ordre socio-
culturel. En effet, selon ’enquéte socio-épidémiologique de Zannou et al. (2021.), le groupe ethnique
majoritaire pratiquant 1’élevage a 1’Est du BF et au BN, est représenté par la communauté Fulani, soit
79% (N=90) des éleveurs. Dans cette communauté, la transhumance est pergue non seulement, comme
un moyen d’affirmer son identité culturelle, mais aussi, comme un canal d’acquisition de vertus
(bienséance, politesse...) a travers les contacts avec d’autres communautés (Poncet, 1999). Elle
représenterait une occasion pour les jeunes garcons "peulh" (nom de I’ethnie), d’échapper a 1’autorité
des ainés et/ou des parents, conférée par la structure sociale trés hiérarchisée (Paul, 2016). Dans la
pratique de la transhumance, certains pays servent de zone de transit, tandis que d'autres servent de zone
d’arrivée. En Afrique de I’Ouest, le pastoralisme transhumant est le moyen de production animale le
plus important, impliquant 70 & 90% de bovins (Bouslikhane 2015). Les troupeaux effectuent des
migrations saisonniéres entre des paturages au Nord ou le fourrage est d’excellente qualité mais ou la
saison des pluies, c’est-a-dire, la période végétative est relativement courte, et des paturages plus au Sud
ou la pluviométrie est plus élevée et ou le fourrage est abondant (Brottem et al., 2014). Le Bénin, par sa
position géographique, est une destination de transhumance pour les pasteurs venant principalement du
Niger, du Burkina Faso, du Nigéria et du Mali (Lesse et al., 2015). On observe un mouvement saisonnier
régulier du bétail, vers le Sud pendant la saison séche en réponse a la pénurie de paturages et d'eau, puis
vers le Nord pendant la saison humide (Fig. 4). C’est dans cette dynamique que s’inscrit les mouvements
de transhumance saisonniére pratiqués par les éleveurs de I’Est du BF vers le Nord du BN (Bouslikhane
2015). lls parcourent environ 150-200 km en 1-3 semaines (en fonction de leur localité d’origine) a la
recherche de paturage au Nord du BN. Au-dela de la migration des animaux sur des territoires parfois
étendus, cette transhumance, contribue au brassage des troupeaux d’origines diverses, dans des
paturages et autours des points d’eau d’abreuvement communs. Ce qui contribue a de potentiels

échanges d’ectoparasites telles que les tiques.
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Fig. 4: Couloirs de transhumance dans le sahel (Source : http://www.afrique-
contemporaine.info/numero_revue/2014-1-les-dynamiques-du-pastoralisme-au-sahel)

1.3. Impacts économiques et sanitaires des tiques sur le bétail
Les tiques sont reconnues, avec les moustiques, comme les principaux arthropodes vecteurs d'agents

pathogénes pour les humains et les animaux domestiques dans le monde entier (Piesman and Eisen,
2008 ; Nicholson et al., 2010). La babésiose, la theilériose et I'anaplasmose sont les principales maladies
causées par des agents pathogénes transmis par les tiques et qui induisent d'importantes pertes
économiques dans la production bovine a travers le monde (Demessie and Derso, 2015),
particulierement en Asie, en Amérique latine et en Afrique (Jongejan and Uilenberg, 2004) . L'impact
¢conomique des tiques peut étre réparti en pertes directes et indirectes. L’effet direct sur la production
se traduit par des Iésions cutanées dues aux morsures, en particulier chez les bovins fortement infestés
(Rodriguez-Vivas et al., 2018), des pertes de sang associées a des charges parasitaires élevées et a
I'anémie (Abubakar and Perera, 2019), un stress permanent qui affecte le comportement et le bien-étre
de I'animal (Abubakar and Perera, 2019) et qui entraine également une dépression de la fonction
immunitaire (Abbas et al., 2014) ; une perte d'énergie associée aux mouvements constants qui se
produisent en réponse a l'infestation. Les pertes indirectes sont liées aux effets des hémoparasites
transmis, et autres maladies associées (Abbas et al., 2014; Rodriguez-Vivas et al., 2018), le codt du
traitement des cas cliniques; les dépenses engagées dans la lutte contre les tiques (Abubakar and Perera,
2019). A titre d’exemple, les pertes occasionnées par l'infestation par R. microplus, les maladies
associées et le controle de celle-ci ont été estimées a 13,9-18,7 milliards de dollars US par an dans le
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monde, dont 3,24 milliards de dollars et 573,61 millions de dollars respectivement au Brésil (Grisi et
al., 2014) et au Mexique (Rodriguez -Vivas et al., 2017). En moyenne, chaque tique femelle gorgée de
R. microplus est responsable de la perte de 1,37 g de poids corporel chez les bovins Bos taurus, tandis
que chez les métisses Bos taurus x Bos indicus, elle est de 1,18 g par femelle gorgée (Jonsson, 2006).
Les animaux infestés par les tiques réduisent leur consommation alimentaire (4,37 kg) par rapport aux
animaux non exposés aux tiques (5,66 kg) (Rodriguez-Vivas et al., 2014) . Dans les régions tropicales,
particuliérement en Afrique de 1’Ouest, les pertes économiques induites par les tiques et les agents
pathogénes associés, sont surtout liées a la mortalité du bétail, la baisse de la valeur marchande des
animaux due a la perte de poids, la baisse de la production laitiere, le co(t du contréle des populations
de tiques largement dominé par la chimiothérapie (Kivaria, 2006 ; Homewood et al., 2006). Ces tiques
font partie de la famille des Ixodidae, qui ont fait I’objet des études réalisées.

2. Généralités sur les Ixodidae

Les Ixodidae, communément appelés "tiques dures™ sont des arthropodes hématophages, ectoparasites
de vertébrés. Elles appartiennent a la classe des Arachnides, au sous-ordre des Ixodida. En tant que
groupe taxonomique, le nombre d’espéces de tiques est d’environ 900, dont environ 700 dans la famille
des Ixodidae (tiques dures) et 200 dans la famille des Argasidae (tiques molles).

2.1. Systématique

Au cours de la derni¢re décennie, la systématique des tiques (Ixodida) a fait 1’objet de nombreuses
controverses. Selon Lecointre et Guyader, (2006), les tiques appartiennent a 1’embranchement des
Arthropodes, renfermant des organismes caractérisés par la présence d’un exosquelette et d’appendices
articulés. Au sein des arthropodes, deux sous-embranchements sont reconnus: les Mandibulates et les
Chélicérates, dont les appendices buccaux sont appelés chélicéres. Les Chélicérates se divisent en deux
classes : les Mérostomes et les Arachnides. La classe des Arachnides comprend 11 sous-classes dont les
Acariens chez qui le prosoma et 1’opisthosome sont fusionnés. La sous-classe des Acariens est ensuite
divisée en deux ordres : les Acariformes et les Parasitiformes. Quatre sous-ordres sont reconnus au sein
des Parasitiformes : les Opilioacarida, les Mesostigmata, les Holothyrida et les Ixodida communément
appelés "Tiques". Dans le sous-ordre des Ixodida, on distingue la famille des Nuttalliellidae, des

Ixodidae ou tiques dures, et des Argasidae ou tiques molles.

2.2. Caractéristiques des Ixodidae

Morphologie externe : le corps des Ixodidae est divisé en deux parties : le capitulum ou gnatosome qui
porte les piéces buccales et I’idiosome sur lequel les pattes sont fixées. Ce sont des acariens de grande
taille (Fig. 5) qui présentent trois stases séparées par des métamorphoses vraies : larve, nymphe, adulte.
Exception faite des larves (qui ont 3 paires de pattes), les nymphes et adultes possedent 4 paires de
pattes. Les adultes se distinguent des nymphes par la présence d’un orifice génital ou gonopore, situé a
la méme place aussi bien chez les femelles que chez les males. Les Ixodidae possedent un tégument dur,

le scutum ou conscutum qui recouvre toute la face dorsale chez les méles, et seulement une partie chez
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les femelles (Walker et al., 2014). Une dissection réalisée en soulevant le scutum ou conscutum d’une

tique, permet d’observer les glandes salivaires, I’intestin moyen, le sac rectal et les ovaires (Edwards,
K. T etal., 2009) (Fig. 6).

cm
01 2 3 4 5

Fig. 5: Représentation schématique de la face ventral d’un Ixodidae, (Source : Mehlhorn, 2016)
AN: anus; AP: plaque anale; B: base du capitulum; CX: coxa; G: plaque génitale; FE: femur; HF: papille
d'accrochage des pattes ; HO: organe de (sens) Haller; HY: hypostome; KL: griffe; MP: plagque median; MT:
métatarse; PA: rotule; PO: plaque poreuse; PP: pedipalpes; ST: stigmate (ouverture respiratoire); T: tarse; Tl:
tibia; TR: trochanter
Systéme circulatoire : les organes internes baignent dans 1”’hémolymphe, dont la circulation est assurée

par un cceur relativement simple, une aorte, de courts vaisseaux artériels et plusieurs sinus.
L’hémolymphe est constituée d’un plasma et d’une variété de cellules : les hémocytes qui interviennent
dans I’'immunité de la tique par la sécrétion de peptides antimicrobiens (Grubhoffer et al., 2014).
Systéme respiratoire : Les Ixodidae posseédent une paire de pores respiratoires (ostia) située sur les
plaques stigmatiques a chaque partie latérale du corps. Au-dessous de chaque plaque, se trouve de
nombreux sacs a air reliés a de larges trachées qui forment ensuite de nombreuses ramifications. C’est
a travers ces ramifications que le corps de la tique est ravitaillé en oxygene, et le dioxyde de carbone
éliminé (Fielden and Duncan, 2013).

Systéme nerveux : il est composé d’une masse de cellules ganglionnaires appelée synganglion
(cerveau) situé dans la région antérieure et ventrale du corps. Le synganglion est divisé en régions pré
et post-oesophagiennes par 1’cesophage. La région pré-cesophagienne innerve les photorécepteurs et le
gnathosoma, tandis que la région post-oesophagienne innerve le reste du corps (Mothes and Seitz, 1981).
Systéme reproducteur : chez les femelles on trouve un ovaire, une paire d’oviductes, un utérus, le
vagin et un réceptacle séminal. Chez les femelles non gorgées, 1’ovaire apparait comme une fine bande
de cellules, tandis que les femelles gorgées présentent un ovaire sous forme d’organe large, avec de

nombreux oocystes a de variables stades de développement. Chez les males adultes, on trouve une paire

8
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de testicules, le canal déférent, la vésicule séminale, le conduit d’éjaculation et une glande accessoire
male, complexe et multilobée. La paire de testicules qui semble étre fusionnée en une seule glande est
située dans la partie postérieure du corps. Deux canaux déférents courts et enroulés s’étendent des
testicules a la vésicule séminale commune située juste au-dessous de la glande accessoire méle (Dhooria,
2016).

Systeme digestif : I’intestin présente trois régions principales : I’intestin antérieur et I’intestin postérieur
qui sont d’origine ectodermique, et I’intestin moyen (présentant souvent des diverticules) qui est
endodermique. Au niveau du canal alimentaire bien développé, la cavité orale s’ouvre sur un pharynx
musculeux, suivi par 1’cesophage qui passe a travers le synganglion (Walker, 2003).

Les glandes salivaires : les glandes salivaires appariées sont constituées d’acini localisés dans les
régions antérolatérales du corps. La salive est expulsée des glandes d’abord a travers les conduits
salivaires, le salivarium, puis par le canal préoral et est injectée dans la 1ésion d’alimentation. C’est de
cette maniere que des agents pathogénes sont transmis a 1’hote (Agbede and Kemp, 1985).

Systéme excréteur : les tubes de Malpighi qui débouchent dans I’intestin postérieur sont présents dans
plusieurs groupes d’acariens et servent a éliminer de nombreux déchets azotés. Chez les acariens qui ne
possédent pas de tubes de Malpighi, une portion de I’intestin moyen est utilisée pour assurer la fonction
d’excrétion. L’équilibre de 1’eau et des ions implique de nombreuses glandes telles que les glandes
coxales, salivaires, les papilles génitales et les organes de Claparede. Chez les Ixodidae, 1’exces d’eau
contenu dans le repas sanguin est réinjecté dans 1’hote par les glandes salivaires (Romoser, 2004) (Fig.
7).

Fig. 6: Représentation schématique de la prise de sang d'une tique femelle Ixodidae, le male étant en
position de copulation, (Source: Mehlhorn, 2016)
A: anus; BG: vaisseaux sanguins; BL: lacune de sang; CU: cuticule; ED: intestin postérieur; EP: épiderme; GO:
orifice génital; MD: intestin rempli de sang; MS: canaux de Malpighi; OV: tube ovarien contenant des ovocytes;
SP: glandes salivaires
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Cycles biologiques: Chez les Ixodida, le cycle biologique comprend 3 stases de développement (larve-
nymphe-adulte) séparés par des métamorphoses. A chaque stase, la tique se nourrit une seule fois. Ce
repas sanguin peut durer 4 a 10 jours, et les femelles gorgées pondent une fois. Le nombre d’ceufs varie
de 1000 a 20 000 selon I’espéce de tique et la quantité de sang ingérée. Suivant le nombre d’hoétes, on
distingue (i) des cycles triphasiques : ou la phase parasitaire des 3 stases se déroulent sur 3 hotes
vertébrés distincts, (ii) des cycles diphasiques : ou la larve et la nymphe se gorgent sur un méme héte.
La nymphe gorgée se laisse tomber, réalise la métamorphose dans I’environnement et 1’adulte parasite
un deuxieme héte, (iii) des cycles monophasiques : ou, aprés s’étre gorgée, la larve se métamorphose et
se refixe sur le méme hoéte. La nymphe se gorge a son tour, se détache, réalise la métamorphose et
I’adulte se fixe a nouveau pour I’accouplement (Apanaskevich et al., 2013).

3. Les espéces de tiques de bétail en Afrique de ’Ouest

Les tiques sont présentes dans pratiqguement toutes les régions du globe, certains genres étant plus
fréquents dans les zones froides et tempérées (e.g. Ixodes et Dermacentor), et d’autres dans les zones
chaudes ou intertropicales (e.g. Hyalomma et Amblyomma) (Bonnet et al., 2016). Les especes de tiques
associées au bétail recensées en Afrique de I'Ouest appartiennent principalement aux genres
Amblyomma, Hyalomma et Rhipicephalus (y compris le sous-genre Boophilus) (Barker et Murrell, 2004
Biguezoton et al., 2016; Kouassi et al., 2016; Diarra et al., 2017). Elles sont vectrices de divers agents
pathogeénes (virus, parasites, bactéries) a 'origine d’infections telles que la babésiose, la théilériose,
I'anaplasmose, la cowdriose, le virus de la fievre hémorragique Crimée-Congo (CCHF)... (Tableau 1)
(Jongejan et Uilenberg, 2004). Cette these a surtout porté sur les agents pathogénes des genres
Theileria/Babesia et Ehrlichia/Anaplasma au vue de leur importance pour les bovins dans la zone

d’étude.

Tableau 1 : Tiques et agents pathogénes associés en Afrique de 1’Ouest

Especes de tiques Agents pathogénes transmis ~ Maladies Hétes infectés
Rickettsia africae African tick-bite Humains
A. variegatum fever
Ehrlichia ruminantium Ehrlichiose Bovins, Caprins,
Ovins
Ehrlichia bovis Ehrlichiose
Theileria mutans Theileriose Bovins
Theileria velifera Theileriose
Haemaphysalis leachi Babesia canis Babésiose Canidés
H. dromedarii Theileria annulata (CE) ~ ------—--- Bovins
H.impressum  ---——--—- e e
Hyalomma spp.
H. impeltatum Theileria annulata (CE) ~  ------—-- Bovins
CCHFV (CE) CCHF Humains
Anaplasma marginale Anaplasmose Bovins

10



Chapitre 1

Introduction

H. m. rufipes CCHFV CCHF Humains
Rickettsia conorii African tick-borne  Humains
fever
Babesia occultans Babésiose Bovins
H. nitidum - e s
H. truncatum Babesia caballi Babésiose Equins
Rickettsia conorii African tick-borne  Humains
fever
R. evertsi. Babesia caballi Babésiose Equins
— - Babésiose
Theileria equi
Anaplasma marginale Anaplasmose Bovins
R. lunulatus ~ ——eeee= e s
. R. muhsamae - e
Rhipicephalus spp.
Ehrlichia canis Ehrlichiose Canins
Rickettsia conorii African tick-borne  Humains
R. sanguineus fever
Babesia canis Babésiose Canins
Babesia gibsoni Babésiose
R. senegalensis =~ ---------- e e
R.sulcatus ~ ---eee- e
Babesia bigemina Babésiose Bovins
R.(B.) Babesia bovis Babésiose Bovins
annulatus Anaplasma marginale Anaplasmose
Babesia bigemina Babésiose Bovins
R. (Boophilus) spp  R. (B.) Anaplasma marginale Anaplasmose Bovins
decoloratus Borrelia theileri Spirochétose Bovins, Ovins,

Caprins, Equins

R. (B) geigyi Babesia bigemina e e
Babesia bovis ~ smememeem e
Babesia bigemina Babésiose Bovins
R.(B.) Babesia bovis Babésiose
microplus Anaplasma marginale Anaplasmose
Borrelia theileri Spirochétose Bovins
Légende : CE : Conditions expérimentales, -------- : pas de donnée disponible, A : Amblyomma, B. Boophilus ; H :

Hyalomma, R. : Rhipicephalus, CCHFV : Crimean-Congo hemorrhagic fever virus, (Plowright, 1956; Akinboade
and Dipeolu, 1981 ; Dohm et al., 1996 ; Zintl et al., 2003, Bock et al., 2004 ; Walker et al., 2003 ; Haghi et al.,
2017; Ristic, 2018)

3.1. Le genre Amblyomma

De toutes les espéces d’Amblyomma décrites, A. variegatum est ’espéce la plus largement répandue

(Walker and Olwage 1987). En Afrique et dans les Caraibes, elle est la cause de pertes économiques

importantes chez les ruminants domestiques (Barré et al. 1995; Camus and Barré, 1995 ; Molia et al.

2008).
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Morphologie : Appelée couramment « tique tropicale colorée » A. variegatum se caractérise par sa
grande taille (6-7mm), un scutum émaillé d’ornementations colorées du rose a 1’orange, la présence
d’ocelles et de festons non colorés et bien visibles, des pi¢ces buccales allongées, des pattes marquées
d’anneaux pales (Fig. 7). Chez les femelles, la forme de la lévre supérieure de 1’ouverture de I’orifice

génitale est en "U" (Walker et al., 2014).

Fig. 7: a-Amblyomma variegatum, b-Amblyomma variegatum infestant les trayons d’une vache
(Source : https://commons.wikimedia.org) FG : Femelles gorgées

Cycle biologique : le cycle de A. variegatum est triphasique (Fig. 8) et li¢ a I’alternance des saisons en
zone tropicale. Les tiques adultes infestent les ruminants en début de saison des pluies, les larves
infestent leurs hotes en fin de saison des pluies et les nymphes sont observées en début de saison séche
(Stachurski, 2006). Elle est la principale vectrice de Ehrlichia ruminantium (anciennement appelée
Cowdria ruminantium) a I’origine de la cowdriose (heartwater) chez les bovins, les ovins et les caprins.
Elle transmet Ehrlichia bovis, Theileria mutans, Theileria velifera et Rickettsia africae, 1’agent
pathogéne responsable de "African tick bite fever” (fievre a tique africaine) chez I’homme (Kelly et al.
1996; Kelly et al. 2010).
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Fig. 8: Cycle biologique de A. variegatum (Source : Bournez, 2014)

Distribution : A. variegatum est la seule espéce d’Amblyomma présente en Afrique de 1’Ouest et est
largement repartie dans les Caraibes et en Afrique Sub-Saharienne. On la retrouve dans différents
écosystémes séparés par d’importantes barrieres géographiques; (Estrada-pefia and Venzal, 2007). Sa
répartition sur le continent Africain va des pays de 1I’Afrique de 1’Ouest (ex : Senégal, Burkina Faso,
Bénin) en passant par la République Centrafricaine, le Sud du Soudan, et de I’Ethiopie jusqu’a ’extréme

nord-ouest de la Somalie (Walker and Olwage a., 1987).

3.2. Le genre Hyalomma

Comptant 27 especes identifiées a nos jours, le genre Hyalomma est considéré comme un genre mondial.
Ony trouve de nombreuses espéeces parasites de bovins, de camelidés, d’ovins et de caprins. Les espéces
du genre Hyalomma ont une grande importance médicale et vétérinaire a travers le monde (Nabeth et
al., 2004; Mathison et al., 2015).

Morphologie : a jeun, les espéces du genre Hyalomma ont une taille comprise entre 5 et 6 mm. Elles se
caractérisent par des piéces buccales allongées (tiques longirostres), des pattes bicolores présentant des
anneaux pales. Le scutum chez la femelle et le conscutum chez le méle sont bruns et sans ornementation
(excepté H. lusitanicum) (Fig. 9). En fonction des especes, le scutum (ou conscutum) présente de fines
ou grosses, denses ou rares ponctuations. Le méle posséde des festons, mais ceux-ci ne sont pas distincts
chez la femelle gorgée. Seul le méle possede des plaques ventrales (généralement 3 paires distinctes).

On trouve une paire d’éperons allongés sur le coxae 1.
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Fig. 9: a-Hyalomma sp, b-Hyalomma sp infestant un héte
(Sources :https://influentialpoints.com/Gallery ; https://commons.wikimedia.org/wiki)

Cycle biologique : Exemple de H. marginatum rufipes : ¢’est une sous espéce communement appelée
hairy Hyalomma (Hyalomma poilue), considérée comme originaire du continent africain (Hoogstraal,
1956). Les stases immatures de H. marginatum rufipes peuvent rester fixés sur les oiseaux pendant plus
de 16 jours. Ce qui favorise leur propagation sur de grandes distances. Cette tique est vectrice principale
du virus de la fievre hémorragique de Crimée-Congo (Hoogstraal, 1979). Elle est aussi vectrice de T.
annulata, protozoaire parasite, agent de la theilériose tropicale chez les bovins (d’Oliveira et al., 1997).
C’est une tique a deux hotes (Fig. 10) avec une génération par an dans les conditions naturelles
(Hoogstraal, 1979). En régions tropicales, les adultes sont abondants au début et au cours de la saison
pluvieuse. Les stases immatures sont fréquentes pendant la saison seche (Walker, 2003).

(’ o j '
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Fig. 10: Cycle biologique de Hyalomma marginatum rufipes (Source : Spengler et al., 2016)

Distribution : Les tiques du genre Hyalomma sont présentes en Europe du Sud, en Asie Mineure, en
Arabie, en Asie centrale, du Sud et du Sud-Est, et en Afrique (Apanaskevich and Horak, 2008).
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3.3. Le genre Rhipicephalus

En 2000, Walker et collaborateurs ont classé 77 especes appartenant au genre Rhipicephalus, tandis que
6 espéces de Rhipicephalinae (Boophilus microplus, B. geigyi, B. annulatus, B. decoloratus, B. kohlsi,
B. australis) formaient le genre Boophilus a part. Les travaux de Murrell et al., (2000), Beati and Keirans,
(2001) et de Murrell et al., (2001) ont démontré que le genre Rhipicephalus était paraphylétique incluant
le genre Boophilus ; ce dernier étant monophylétique. Ainsi, Murrell et al., (2001) et Murrell and Barker,
(2003) suggérérent que le genre Boophilus soit considéré comme un sous genre de Rhipicephalus tout
en conservant ses caractéristiques propres. Par conséquent, la nouvelle classification des tiques du genre
Rhipicephalus présentée par Guglielmone et collaborateurs en 2010 considere 5 des especes
(anciennement) Boophilus dans le genre Rhipicephalus. Ces auteurs reconnurent alors 82 espéeces dont
77 dans le genre Rhipicephalus, et 5 dans le sous-genre Boophilus. Estrada-Pefia et al., (2012) firent une
nouvelle description et un rétablissement de B. australis qui avait été confondue avec B. microplus.
Morphologie : Les espéces du genre Rhipicephalus sont caractérisées par un hypostome et des palpes
courts, la base des pieces buccales (Basis capituli) est généralement hexagonale. Les méales possédent
des plaques adanales. Exception faite de R. dux, R. humeralis, R. maculatus et R. pulchellus, leur scutum

ne porte pas de dessins colorés (Fig. 11), d’ou leur appellation "tiques brunes™ (walker, 2003).

Fig. 11: a-Rhipicephalus microplus, b-Rhipicephalus microplus infestant un bovin, FG : Femelles
gorgées (Source : https://upload.wikimedia.org; http://coo.fieldofscience.com/2012/02/)

Cycle biologique: Certaines espéces de Rhipicephalus (ex : R. bursa, R. evertsi) sont diphasiques
obligatoires ou facultatives. De nombreuses autres especes, plus celles du sous genre Boophilus (B.
microplus, B. geigyi, B. annulatus, B. decoloratus, B. kohlsi, B.australis) sont monophasiques
obligatoires (Fig. 12) (Walker, 2003 ; Apanaskevich et al., 2013) . Les espéces du sous genre Boophilus
présentent un grand intérét économique et vétérinaire, du fait de leur résistance (notamment R.
microplus) & de nombreuses molécules acaricides et a cause de leur implication dans la transmission de
nombreux agents pathogénes. Dans les régions tropicales, R. microplus est reconnue comme la
principale tique vectrice de B. bovis, et B. bigemina, agents de la babésiose tropicale. R. annulatus et R.
geigyi sont également impliqués dans la transmission de ces agents pathogénes, tandis que R.
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decoloratus est associé a B. bigemina (Tableau 1) (Bock et al., 2004 ; Walker et al., 2003 ; Haghi et al.,
2017; Ristic, 2018).

g
Seed tick cluster —
on grass tips b
Seed tick (farvae) | — Lays upto 3000

hatch and climb grass eggs then dies

Fig. 12: Cycle biologique de Rhipicephalus microplus (Source : Jain et al., 2020)

Distribution : Des 82 espéces de Rhipicephalus décrites, environ 10 ont été retrouvées en Afrique de
I’Ouest. R. microplus, récemment introduite en Afrique de 1’Ouest, est présente dans de nombreuses
autres parties du monde. Elle s’est répandue (majoritairement aux bovins) depuis le sud-est de 1’Asie
jusqu’en Amérique du Sud. En Afrique elle s’est établie surtout au Sud et a 1’est du continent, et est

largement répandue a Madagascar.

3.4. Le genre Haemaphysalis

C’est le seul genre de la sous-famille des Haemaphysalinae, avec 168 espéces reconnues. Les
connaissances sur les espéces du genre Haemaphysalis en Afrique de 1’Ouest sont faiblement
documentées.

Morphologie : La distinction entre le genre Haemaphysalis et les autres Ixodidae n’est pas encore
totalement élucidée (Klompen et al., 1997). Ce sont des tiques de petite taille (moins de 3 mm) avec des
pieces buccales courtes. Les yeux sont absents. La coxa | possede un seul éperon. Elles n’ont pas
d’ornementations sur le scutum (Fig.13), les articles 2 des pédipalpes forment un triangle vers 1’avant,

le sillon anal est postérieur a I’anus (Walker et al., 2014).
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Fig. 13: a-Haemaphysalis sp ; Infestation d’un hote par Haemaphysalis sp, FG : femelles gorgées

(Source : https://www.google.com/imgres?imgurl=https, Haemaphysalis sp.)

Cycle biologique : le cycle des Haemaphysalis est triphasique et peut durer de 1 a 3 ans, dépendant des
especes et des conditions climatiques. Les larves et les nymphes infestent le plus souvent les petits
mammiferes ; seulement quelques espéces infestent les animaux d’¢élevage (Jongejan and Uilenberg,
2004). Des especes du genre Haemaphysalis sont vectrices de nombreux agents pathogénes. C’est le cas
de Haemaphysalis longicornis, vectrice de Babesia ovata, Babesia gibsoni, Rickettsia japonica,
Theileria spp. (Ohta et al., 1996; Jongejan and Uilenberg, 2004).

Distribution : le genre Haemaphysalis a une distribution cosmopolite. 1l est particulierement présent au
sud-est de I’ Asie avec 52 especes soit 31% de la faune des Haemaphysalis dans le monde et faiblement

représenté en Amérique (Petney et al., 2007).

4. Les agents pathogénes transmis par les tiques en Afrique de I’ouest

4.1. Les infections parasitaires : Babesia spp et Theileria spp.

Les genres Babesia spp. et Theileria spp. (phylum des Apicomplexa, ordre des Piroplasmida) sont des
protozoaires parasites qui infestent les érythrocytes d’une variété d’hotes vertébrés (Tableau 1).
Certaines espéces de Babesia (e.g : Babesia divergens, Babesia microti) sont zoonotiques. Ces agents
pathogénes sont transmis a leurs hétes par des tiques de la famille des Ixodidae (Uilenberg and Goff,
2006 ; Hunfeld et al., 2008). Les maladies causées (Babesiose et Theileriose) aux animaux d’¢levage
suite aux infections par ces parasites sont d’une grande importance économique (Bock et al., 2004).

Le genre Babesia : les Babesia sont des parasites Apicomplexa, du sous-ordre des Piroplasmidea et de
la famille des Babesiidae. Ils infectent exclusivement les érythrocytes sans production d'hémozoine
(Hunfeld et al., 2008). La babésiose bovine (également appelée "fievre a tiques", "fiévre du bétail",
"fievre du Texas", red water disease, piroplasmose...) est causée par six especes de parasites : B.
bigemina, B. bovis, B. divergens B. major, B. occultans et B. argentina. B.bigemina (African red water)
est I’espéce la plus répandue, et B. bovis (Asiatic red water) étant la plus pathogéne (Ibrahim et al., 2013;
Elsify et al., 2015). B. bovis et B. bigemina sont distribuées en Asie, en Afrique, en Australie, en

Amérique centrale et du Sud, et en Europe du Sud (Criado-Fornelio et al., 2003; Altay et al., 2008; Silva
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et al., 2009), tandis que Babesia divergens est plus répandue en Europe (Zintl et al., 2003; Bock et al.,
2004). Les tiques vectrices des espéces tropicales les plus importantes sont R. annulatus et R. microplus,
tandis que R. decoloratus ne transmet que B. bigemina. Une tique femelle infectée transmet 1’infection
a sa descendance (transmission transovarienne). De ce fait, les parasites du genre Babesia sont 8 méme
d’étre transmis a 1’hdte vertébré par toutes les stases (Chauvin et al., 2009).

Morphologie : Les Babesia ont été réparties en deux groupes selon leurs hotes et selon la taille des
mérozoites sur frottis sanguins colorés et observés au microscope photonique. Les petites formes de
Babesia dont la taille des mérozoites est comprise entre 0,5-2,5um ; et les grandes formes de taille
comprise entre 3-5um (Yabsley and Shock, 2013). L’observation microscopique d’un frottis sanguin
coloré au Giemsa permet une visualisation intra-érythrocytaire des mérozoites. Ceux-ci sont en position
(sub) centrale du globule rouge, mesurent de 1 a 4um de diamétre et peuvent présenter diverses formes
(Fig. 14). Les formes les plus courantes sont uniques ou multiples, arrondies ou piriformes et géminées
avec la présence d’un noyau foncé périphérique. Parfois, des formes en tétrade, dites en croix de Malte

peuvent étre observées (Meliani et al., 2006).
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Fig. 14: Morphologie du genre Babesia, a-Babesia bovis ; b-Babesia bigemina (Source :
https://www.msdvetmanual.com/en-au/circulatory-system/blood-parasites/babesiosis)

Cycle biologique : On distingue deux phases : (i) la phase sexuée : elle se déroule chez la tique. La
fusion des gamétes males et femelles (gamogonie) donne un zygote, qui évolue en ookinete dans la
lumiére du tube digestif. L’ookinéte se développe dans des cellules diverses (épithélium digestif,
muscles, hémocytes) pour former des sporokinétes (sporogonie) dont certaines infectent de nouvelles
cellules, et d’autres qui migrent dans les glandes salivaires et forment des sporozoites, (ii) la phase
asexuée : elle se déroule chez I’hdte vertébré. Les sporozoites infectent directement les érythrocytes, a
I’intérieur desquels ils font une multiplication asexuée et forment des mérozoites (mérogonie) en forme
de poire; ceux-ci éclatent les érythrocytes. Certains infectent de nouveaux érythrocytes, d’autres
évoluent en gamontes qui seront absorbés par la tique lors d’un repas sanguin et le cycle reprend
(Hunfeld et al., 2008) (Fig. 15).
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Fig. 15 : Cycle de Babesia spp (Source : Mehlhorn and Schein, 1998)

Symptdmes : les animaux sauvages (e.g. buffles) et les bovins atteints de babésiose présentent une
augmentation de température atteignant 40-41°C, une perte d'appétit, un arrét de la rumination, une
respiration laborieuse, différents degrés d'ictére allant de la paleur dans les cas légers a une décoloration
jaune sévere. L’hémoglobinurie, une anémie hémolytique progressive, l'accélération des rythmes
cardiaque et respiratoire, la faiblesse et la réticence a bouger sont les symptdmes développés surtout
dans les cas les plus prolongés. La fiévre pendant les infections provoque dans certains cas des
avortements chez les femelles gestantes (Mohamed and Ebied, 2014).

Le genre Theileria : Les especes du genre Theileria infectent une large gamme d’animaux domestiques
et sauvages et sont transmises par les Ixodidae des genres Amblyomma, Haemaphysalis, Hyalomma et
Rhipicephalus (Mans et al., 2015) (Tableau 1). Les Theileria sont uniquement transmises par voie
transtadiale. Les larves ne sont donc pas infectieuses. Cependant, si elles acquiérent I’infection lors d’un
repas sanguin, elles peuvent transmettre 1’agent pathogéne aux stases nymphale et adulte (Mehlhorn and
Schein, 1998). Une classification basée sur la capacité des Theileria a transformer les leucocytes de
leurs hotes, permet de les regrouper en especes "transformantes” et ""non transformantes". Les espéces
transformantes sont celles du groupe de T. taurotragi. La prolifération incontrdlée des schizontes aboutit
a des pathologies telles que 1’ East coast fever (T. parva) et la theileriose tropicale (T. annulata) chez
les bovins. Les Theileria "non transformantes" sont considérées comme étant bénignes, mais sont
pourtant capables de causer des maladies résultant d’anémie induite par le stade de piroplasme

(Sivakumar et al., 2014).
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Morphologie : Dans les érythrocytes, les mérozoites de Theileria sont principalement en forme de
batonnet, pouvant atteindre 2 um de long et 1 um de large (Fig. 16). On peut également observer des
formes rondes, ovales ou en anneau. Il est fréquent d’observer plusieurs parasites par érythrocyte. Dans
le cytoplasme des lymphocytes, deux types de schizontes peuvent étre distingués : les macroschizontes
et les microschizontes, tous deux d’une taille approximative de 8 um, contenant respectivement jusqu’a
36 et 8 petits noyaux.
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Fig. 16: Morphologie du genre Theileria a-Theileria annulata ; b-Theileria spp.(Source : Salih et al.,
2015; Ahmed, 2016)
Cycle biologique : le cycle biologique des Theileria spp est semblable a celui des Babesia spp.

Cependant une différence importante subsiste. Une fois dans I’organisme de I’héte vertébré, les Babesia
spp infectent directement les érythrocytes, tandis que les Theileria spp passent d’abord par une phase
de vie pré-erythrocytaire shizogonique a I’intérieur des leucocytes (lymphocytes), avant la phase
mérogonique dans les érythrocytes (Uilenberg and Goff, 2006 ; Hunfeld et al., 2008) (Fig. 17).
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Fig. 17: Cycle biologique de Theileria annulata (Source :
http://www.theileria.org/ahdw/background.htm)
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Symptdmes : les signes cliniques de la theileriose comprennent la fievre, l'immunodépression,
I'anorexie, la lymphadénopathie et une infection respiratoire bactérienne secondaire. On observe
également un larmoiement, une opacité cornéenne, un écoulement nasal et une diarrhée. Elle peut
conduire a la mortalité chez les bovins si un traitement approprié n'est pas administré (Muhanguzi et al.,
2014). Les bovins peuvent également développer une maladie extrémement mortelle appelée turning
sickness ou "Maladie de rotation". Dans ce cas, les capillaires du systéme nerveux central sont bloqués
par les cellules infectées et entrainent des symptdmes neurologiques (Rocchi et al., 2006). L'infection
par T. annulata se caractérise par une forte fievre, une faiblesse, une perte de poids, un manque d’appétit,
une pétéchie conjonctivale, des ganglions lymphatiques hypertrophiés et une anémie. Le décubitus
latéral, la diarrhée et la dysenterie sont également associés aux derniers stades de I'infection (Radostits
et al., 2007).

Meéthodes de diagnostic des Babesia spp. et Theileria spp. : (i) : A partir de frottis sanguins colorés
au Giemsa : la sensibilité et la spécificité de I’identification des parasites a partir de 1’observation
microscopique des frottis sanguins dépendent de 1I’expérience et du professionnalisme de 1’observateur.
La grande difficulté est I’identification des parasites hors des cellules hotes avec la présence de
nombreux artefacts. Les espéces qui se concentrent dans les capillaires et les tissus (telle que B. bovis)
sont plus facilement détectées dans le sang périphérique (collecté a partir de la pointe de I’oreille, du lit
de I’ongle ou de la veine caudale), ou dans les frottis d’écrasement de certains organes tel que le cerveau
(substance grise du cortex cérébral), la rate, le foie, ou les reins (Lefevre et al., 2010). Toutes les autres
espéces sont mieux diagnostiquées a partir du sang veineux sédimenté (Lempereur et al., 2017). Cette
méthode se base sur la reconnaissance des caractéres morphologiques décrits plus haut. (ii) A partir de
I’observation microscopique des glandes salivaires : Babesia spp et Theileria spp peuvent étre détectées
dans les glandes salivaires de la tique en utilisant la technique de Feulgen ou dans des coupes
histologiques des glandes salivaires apres coloration a I’aide d’un colorant basique. Cependant elles
peuvent étre différenciées uniquement par la polymerase chain reaction (PCR) (Lempereur et al., 2017).
(iii) : A partir d’analyses moléculaires : les échantillons doivent étre stockés a -20°C sauf s'ils sont
utilisés dans les 72 h, auquel cas ils devraient étre réfrigérés a 4°C. Les échantillons de rate peuvent
aussi étre stockés dans de I'éthanol 70%. Le sang peut étre séché sur des cartes FTA (Flinders
Technology Associations), ce qui permet un transport facile et un stockage a long terme (Rahikainen et
al., 2016). L’extraction d'ADN des tissus et du sang peut étre effectuée en utilisant les kits d’extraction
d'ADN commerciaux. L extrait d’ADN peut étre stocké a 4°C pour un usage a court terme, et a -20°C a
long terme. De nombreuses techniques de PCR conventionnelle et real-time PCR existent pour la
détection de Babesia et Theileria. La sensibilité de ces techniques dépend des génes cibles et de leur
taille et peut permettre I’identification des genres et des espéces. De nombreuses amorces sont utilisées
(Lempereur et al., 2017) et les génes cibles sont 18S rRNA, HSP70, ITS1, CCTeta, Ema-1, et Tams.
Le 18S est de loin le géne cible le plus communément utilisé (Chae et al., 1998; Katzer et al., 1998 ;

Allsopp and Allsopp, 2006). (iv) : Le reverse line blot (RLB) : ¢’est une technique moléculaire qui peut
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étre utilisée pour amplifier, entre autres, des séquences communes aux genres Babesia/Theileria (18s
rRNA gene) par des amorces genériques (RLB-F2/RLB-R2). Les amplicons sont ensuite dénaturés
(ramenés sous forme simples brins) et des sondes spécifiques sont utilisées pour réaliser 1’identification
des especes par hybridation (Nijhof et al., 2003 ; Nijhof et al., 2005). (v) A partir de méthodes indirectes
tels que les tests sérologiques permettant de détecter des anticorps signalant un contact antérieur avec
I’agent pathogene : le "Indirect Fluorescent Antibodies Test" (IFAT) reste le test de référence
recommandé par 1’Organisation Mondiale de la Santé Animale (OIE) pour la plupart des parasites
d'importance économique. Cependant, I’inconvénient majeur de I'IFAT demeure le probléme de
specificité, se traduisant par des réactions croisées entre des especes proches. Cela a été observé entre
les antigénes et les antiséra de T. parva et T. taurotragi (Mans et al., 2015) entre B. bovis et B. bigemina
(Maharana et al., 2016). Un autre inconvénient est que les résultats dépendent d’une interprétation
subjective de D’opérateur (Alvarez et al., 2019). Différents types d’ELISA (Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) sont utilisés pour détecter les anticorps de B. bovis, B. bigemina et B. divergens.
Pour exemple, le competitive Enzyme-linked immunosorbent assay (CELISA) est basé sur la capacité
des anticorps du serum a inhiber des anticorps monoclonaux (Goff et al., 2003). Le
immunochromatographic test (ICT), ainsi que le complement fixation Test (CFT) sont également utilisés
pour détecter les anticorps de B. bovis et B. bigemina (Madruga et al., 2000, Rhemrev-Boom et al., 2001,
Alvarez et al., 2019) (vi). Des méthodes d’identification telles que la culture in vitro et le xénodiagnostic
sont de moins en moins utilisées du fait que les techniques moléculaires connaissent une forte expansion

(Lempereur et al., 2017).

Traitement de la babésiose et de la theileriose

Le contr6le de la babésiose bovine implique la lutte contre les tiques vectrices, I'immunisation des bovins
(vaccin), I'utilisation des médicaments anti-babesia ou la combinaison de ces approches (Suarez and
Noh, 2011). Les animaux malades doivent étre traités le plus rapidement possible avec un médicament
antiparasitaire. Le succes du traitement dépend d'un diagnostic précoce et de I'administration rapide de
médicaments efficaces (Vial and Gorenflot, 2006). Un grand nombre de composés chimiques ont été
rapportés comme étant efficaces contre les Babesia des bovins. Pendant de nombreuses années, les
babésiacides : le sulfate de quinuronium, l'amicarbalide, I'acéturate de diminazéne et le diproprionate
d'imidocarbe ont été utilisés contre la babésiose bovine dans la plupart des pays européens. Le
diminazéne est largement utilisé dans les pays tropicaux & la fois comme babésiacide et trypanocide
(Zintl et al., 2003; Vial and Gorenflot, 2006).

Diverses mesures prophylactiques rentables sont utilisées pour contréler la theilériose et minimiser les
pertes économiques des exploitations laitiéres & I'échelle mondiale. Un traitement antibiotique est
généralement recommandé pour limiter ces infections secondaires (Minjauw et McLeod, 2003). La
tétracycline a probablement été le premier composé chimiothérapeutique utilisé contre les theilerioses

(et les babesioses). Cet antibiotique n'est efficace qu'aux premiers stades de I'infection et ne peut étre

22



Chapitre 1 Introduction

utilisé aux stades ultérieurs. Dans les années 1970, on a découvert le parvaquone et le buparvaguone
(composés de naphtoquinone) qui sont plus efficaces et ont un large index thérapeutique (Gachohi et al.,
2012). Ces composés de naphtoquinone sont non seulement efficaces pour guérir la theilériose mais
peuvent également étre utilisés en prophylaxie (Qayyum et al., 2010).

4.2. Les infections bactériennes : Anaplasma spp., Ehrlichia spp.

Le genre Anaplasma : I’anaplasmose bovine est une maladie principalement causée par Anaplasma
marginale, une bactérie Gram-négatif intracellulaire obligatoire (Rickettsiales: Anaplasmataceae),
vectorisée par de nombreuse espéces de tiques. C’est 1’une des maladies les plus nuisibles aux bovins,
répandue dans I’ Afrique subsaharienne (Rar and Golovljova, 2011 ; Debeila, 2013 ; Sisson et al., 2017).
Au moins 20 especes de tiques ont été signalées comme vectrices d’A. marginale dans le monde
(Davidson et al., 2001; Kocan et al., 2004). En Afrique, les plus connues sont Rhipicephalus spp., et
Amblyomma spp. (Harrison et al., 2011;walker et al., 2014) (Tableau 1).

Morphologie : sur les frottis sanguins colorés par les méthodes de Romanowsky, les Anaplasma
apparaissent dans les érythrocytes sous forme d'inclusions rondes denses, homogenes, pourpre-bleuétre,
de 0,3-1,0 um de diamétre. Chaque inclusion contient de 1 a 8 sous-unités ou corps initiaux, chacune
ayant 0,3-0,4 um de diamétre. Les corps d'inclusion de certaines espéces d'Anaplasma ont des

appendices (Fig. 18).
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Fig. 18: Morphologie du genre Anaplasma , a-Anaplasma marginale, b-Anaplasma centrale
(Source : Bell-Sakyi et al., 2015; https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-
sciences/anaplasma-marginale)

Cycle biologique : Chez la tique, le cycle de A. marginale est influencé par les repas sanguins (Kocan
et al., 1992). Les érythrocytes infectés ingérés par la tique lors d’un repas sanguin, constituent la source
de I’infection des cellules du tube digestif. A. marginale se réplique dans l'intestin. Ensuite, plusieurs
tissus de la tique sont infectés y compris les glandes salivaires a partir desquelles il est transmis a un
autre bovin au cours d’un repas sanguin (Kocan et al., 2004). Chez I’héte vertébré, les érythrocytes sont
le seul site d'infection connu de A. marginale. Dans les érythrocytes, les inclusions liées a la membrane

(également appelées corps initiaux) contiennent entre 4 et 8 Rickettsiae et plus de 70% des érythrocytes
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peuvent étre infectés (Palmer et al., 1987). L’incubation dépend de la dose infectieuse et varie de 7 a 60

jours avec une moyenne de 28 jours (Kocan et al., 2010) (Fig. 19).

ol

Dermacentor spp

v

Rhipicephalus spp

At each site of
development in ticks:

) -{._.;/.1 Grey F{..
(657
J/_ _} Reticulated

O L (vegetative) forms
¢ ,
Q Q/ » & @®@®
Dense

(infective) forms /
T

Multiplication
in several tick
tissues

Mechanical
transmission by
transfer of
infected red
blood cells

Biological
transmission by
feeding ticks

Fig. 19: Cycle d’Anaplasma marginale (Source : Kocan et al., 2003)

Symptdmes : A. marginale est I'agent étiologique le plus courant de lI'anaplasmose bovine. Il est
hautement pathogene et provoque une maladie clinique caractérisée par la fievre, ’anémie hémolytique,
I’ictére, la baisse de la production laitiére, I’anorexie, la dépression, 1’avortement et la mort (Kocan et
al., 2010). Les vaches laitiéres sont les plus touchées par I'anaplasmose pendant la lactation et la période
péri-parturiente (Aubry and Geale, 2011 ; da Silva and da Fonseca, 2014). Ces symptdmes peuvent étre
liés & une immunosuppression transitoire (Kehrli et al., 1989). Les bovins qui survivent a la maladie
aigué deviennent infectés de maniere persistante et servent de réservoirs pour le maintien et la
propagation de l'infection dans un troupeau (French et al.,, 1999). A. marginale est transmise
biologiquement par des tiques Ixodidae ou par transfert direct de sang contaminé par des mouches
piqueuses (e.g Stomoxys calcitrans) ou par du matériel chirurgical associé a I'écornage, la castration ou
le tatouage, ainsi que par voie transplacentaire chez I’héte vertébré (Raoult and Parola, 2007 ; Aubry
and Geale, 2011).

Le genre Ehrlichia, exemple de Ehrlichia ruminantium : Rickettsia intracellulaire obligatoire, E.
ruminantium est I’agent causal de la cowdriose, répandue en Afrique subsaharienne, dans les Tles des
Caraibes et de I’océan Indien (Dumler et al., 2001). E. ruminantium est transmise de fagon trans-stadiale
chez les tiques du genre Amblyomma, mais une transmission transovarienne est observée uniquement
chez Amblyomma hebraeum (Bezuidenhout and Jacobsz, 2014) et chez R. microplus (Biguezoton et al.,

2016b).
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Morphologie : E. ruminantium est une bactérie Gram-négatif, qui donne une coloration bleue-violacée
au contact du Giemsa (Cowdry, 1925). De la méme maniére que chez toutes les espéces
d’Anaplasmataceae, le développement a lieu dans une vacuole intracellulaire délimitée par une
membrane bicouche lipidique, dérivée de la membrane de la cellule eucaryote héte (Dumler et al., 2001).
Les bactéries sont majoritairement sous forme de coques de taille variable allant de petite taille (0,4 nm),
passant par taille moyenne (0,76 nm), a grande taille (1,04nm) ; et parfois tres grande (>1,04nm). Dans
les colonies contenant de grands organismes, on peut observer des formes pléomorphes (en fer a cheval,
en anneau et bacillaire) (Pienaar, 1970).

Cycle de développement : E. ruminantium se reproduit principalement par scission binaire des corps
réticulés (Pienaar, 1970; Prozesky and Plessis, 1985) tandis que les corps élémentaires représentent la
phase infectieuse (Jongejan, 1991). Dans les cellules hotes de la tique, 1’observation au microscope
électronique de E. ruminantium cultivé in vitro a révélé la présence des corps réticulés intracellulaires 2
a 4 jours apres I'infection, des corps intermédiaires 4 & 5 jours apres infection. Un grand nombre de
corps élémentaires est observé apreés la rupture des cellules endothéliales 5 a 6 jours aprés infection
(Jongejan, 1991). Chez I’hote mammifere, les bactéries se reproduisent initialement dans les cellules
réticulo-endothéliales dans les ganglions lymphatiques. La rupture de ces cellules libére des corps
élémentaires qui infectent alors d’autres cellules endothéliales (Du Plessis, 1970). Aprés leur pénétration
dans la cellule endothéliale par un processus semblable a la phagocytose, chaque bactérie se développe
a I’intérieur d’une vacuole pour former une colonie, ce qui aboutit a la rupture de la cellule. Cela favorise
la dissémination des corps élémentaires dans la circulation sanguine et le cycle continue (Prozesky and
Plessis, 1985) (Fig. 20).

l

Transmission' mainly by

gut regurgitation during

tick feeding
I

At each site
of development

Reticulate bodies
(RB)
(vegetative form)

Neutrophiles
(role in disease?)

o a®

Elementary bodies
(EB)
(infective form)

EB

Multiplication in
several tick tissue

Intravascular
proliferation in

endothelial cells
(A

N

%

I
I
I
1
1
1
I

& Amblyomma

Fig. 20: Cycle biologique de Ehrlichia ruminantium (Source : Bekker, 2002)
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Symptdmes : La période d'incubation de la cowdriose est de 2 a 3, parfois 4 semaines. Plusieurs formes
de la maladie ont été décrites. La gravité des symptomes et des lésions dépend fortement de I'espece, de
la race, de I'dge du ruminant infecté, ainsi que de la souche d'E. ruminantium. Dans la forme aigué, la
mort peut survenir dans les 24 heures sans autres symptomes qu'une hyperthermie et peut-étre une
certaine modification du comportement. Dans les formes aigués et subaigués, le premier symptome est
la modification du comportement et la détérioration de I'état général : le ruminant reste longtemps
couché le matin, se tient & I'écart, a le poil ébouriffé, mange moins et présente une respiration rapide. La
température corporelle peut atteindre rapidement 41°C et parfois 42°C (Stewart, 1987). Aprés cette
période de faiblesse générale et de prostration, on observe généralement des difficultés respiratoires et
des symptdmes nerveux. Ces derniers (hypersensibilité, position couchée latérale, pédalage,
convulsions) surviennent pendant quelques minutes en alternance avec des périodes de prostration
calme. Dans la forme aigué, I'animal meurt dans les 3 a 6 jours et la guérison n'intervient généralement
pas dés lors que les symptdmes nerveux sont observés. Des formes inhabituelles sont parfois observées,
avec une diarrhée et sans symptomes nerveux, ou avec une faible hyperthermie. Dans la forme subaigué,
la modification de I'état général (prostration, perte d'appétit, et donc perte de poids) peut étre le seul
symptéme observé. Dans les 7 a 10 jours, en I'absence de symptdmes nerveux, I'animal peut récupérer
et les symptémes disparaissent. Une forme légére peut étre observée avec seulement une pyrexie
transitoire et méme des cas sans aucun symptdme chez les animaux immunisés ou les races résistantes.
Les formes ci-dessus décrites sont généralement observées chez les petits ruminants. Chez les bovins,
les symptomes sont similaires mais la diarrhée est plus fréquente. Aucune Iésion n'est pathognomonique
bien qu'un hydropéricarde et un hydrothorax (transsudation de liquide jaune dans les cavités) soient
souvent observés (Kardjadj et al., 2019).

Méthodes de diagnostic de Anaplasma spp., Ehrlichia spp.

Exemple d’A. marginale : ’identification d’A. marginale peut se faire par 1’observation microscopique
de frottis de sang périphérique colorés au Giemsa. Cela permet la détection de corps intraérythrocytaires
qui pourraient étre différenciés par des propriétés morphologiques. Cependant cette méthode est
appropriée a la détection d’Anaplasma chez les animaux suspectés de maladie clinique aigué, mais elle
n’est pas applicable dans le cas des animaux présymptomatiques (Carelli et al., 2007a). Plusieurs tests
sérologiques ont été mis au point. En raison de la réactivité croisée des antigenes, ces tests ne permettent
pas de distinguer les différentes especes d'Anaplasma (Bradway et al., 2001 ; Dreher et al., 2005 ; Fuente
et al., 2005). Les méthodes moléculaires, avec un haut degré de sensibilité et de spécificité, ont été
développées pour distinguer I'ADN d’A. marginale (Carelli et al., 2007b ; Molad et al., 2006), de celui
d’especes proches telle que A. centrale. Par exemple la Nested-PCR et la PCR-RFLP qui utilise des
amorces dérivées du gene 16S de I’ARN ribosomal et I’enzyme de restriction, I’endonucléase Bst1107
I (Noaman et al., 2009). Il y a également le RLB qui utilise des ologonucléotides spécifiques pour
identifier les différentes espéces (Bekker et al., 2002) par hybridation selon la complémentarité des

bases.
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Exemple de E. ruminantium : seules les techniques de diagnostic moléculaire basées sur la PCR ont
permis une identification fiable de E. ruminantium. Trois groupes de sondes peuvent étre utilisés pour
cibler la séquence génétique pCS20, le géne srRNA et le gene mapl. La séquence genétique pCS20 était
le premier géne cible a avoir été identifié particuliérement pour la détection de E. ruminantium (Waghela
et al., 1991). Elle serait la plus sensible des sondes disponibles pour la détection de E. ruminantium et
son usage a été étendu a la détection de la bactérie chez les animaux domestiques, sauvages et dans les
tiques. Par ailleurs, il y a le RLB (cf diagnostic de Theileria/Babesia) qui cible le géne 16S rRNA avec
des amorces genériques Ehr-F/Ehr-R (Bekker et al., 2002).

Traitement de I’anaplasmose et de I’ehrlichiose

Le traitement antimicrobien de l'anaplasmose bovine implique l'utilisation de la tétracycline et de
I'imidocarbe (Richey, 1981), ainsi que de divers agents chimiothérapeutiques (e.g. des arsenicaux, des
antipaludéens, des dérivés de l'antimoine...), qui ont peu ou pas d'effet sur l'anaplasmose aigué
(Potgieter et Stoltsz, 2004). L'oxytétracycline et la chlortétracycline, utilisées aux doses thérapeutiques
recommandées, sont efficaces pour réduire le niveau de bactériémie et limiter les effets cliniques mais
n'éliminent pas les infections persistantes de maniére fiable (Kocan et al., 2000).

Les tétracyclines, en particulier I'oxytétracycline est efficace pour traiter les infections a E. ruminantium
si le traitement est précocement administré, c’est-a-dire, dés que la fievre est observée, avant I'apparition
des symptobmes nerveux. Une seule injection intramusculaire d'une formulation d'oxytétracycline a
action prolongée suffit a stopper la maladie et & guérir le ruminant qui sera ainsi immunisé et pourra
devenir porteur asymptomatique de I'agent pathogéne, au méme titre que les animaux se rétablissant
sans traitement. 1l est nécessaire de prendre en compte le délai d'attente du médicament qui empéche la
consommation des animaux traités. Si le traitement est mis en place trop tardivement, 1’animal mourra
et la viande ne sera pas comestible. Le traitement est parfois impossible lorsque des races trop sensibles
sont infectées par des souches trés virulentes d' E. ruminantium (Kardjadj et al., 2019). L'oxytétracycline
est un antibiotique qui a une longue durée d'action et est également utilisée comme traitement
prophylactique lorsque de nouveaux animaux sont introduits dans une zone endémique, afin d'assurer
une protection tout en permettant aux animaux de développer une certaine immunité naturelle (Purnell
etal., 1989).

4.3. Risques zoonotiques associés aux tiques et aux agents pathogenes transmis

Les techniques d’¢élevage pratiquées en Afrique de 1’Ouest exposent les éleveurs a des risques de
maladies zoonotiques causées par certains agents pathogénes transmis par les tiques. Du fait qu’ils
fréquentent les biotopes propices aux tiques, les éleveurs sont exposés aux morsures des tiques non
gorgées en recherche d’hote. Les risques de maladies zoonotiques relatifs aux Piroplasmida sont peu
documentés en Afrique de 1’Ouest. Ces zoonoses sont surtout rapportées dans 1’hémisphére nord. Les
espéces zoonotiques de Babesia connues sont B. divergens en Europe, transmis par Ixodes ricinus, et B.

microti principalement aux Etats-Unis transmis par |. scapularis. Récemment, plusieurs autres especes

27



Chapitre 1 Introduction

de Babesia (ex : B. venatorum) potentiellement pathogénes et phylogénétiqguement apparentées a ces
deux especes principales ont été caractérisées chez des individus immuno-déprimés (Gray et al., 2009;
Vannier and Krause, 2012). L’anaplasmose granulocytaire humaine et animale est due a A.
phagocytophilum, présente dans les régions tempérées habitées par ces tiques vectrices Ixodes spp
(Moutailler et al., 2015). L’ehrlichiose monocytaire humaine et canine, et 1’ehrlichiose granulocytaire
humaine et canine, sont respectivement induites par E. chaffeensis et E. ewingii. Leur principale tique
vectrice est A. americanum, surtout présente aux Etats-Unis (Rar and Golovljova, 2011; Stuen et al.,
2013). En Afrique de I’Ouest, les agents pathogénes a caractére zoonotique transmis par les tiques se
rapportent surtout aux bactéries du genre Rickettsia, dont certaines espéces d’intérét médical et
vétérinaire ont été signalées dans cette zone. Au Sénégal, Rickettsia conorii et Rickettsia felis ont été
mises en évidence chez des patients présentant une fiévre aigiie non malarique (Mediannikov et al.,
2010a). D’autres espéces de Rickettsia (R. africae, R. sibirica mongolitimonae, R. aeschlimannii, R.
massiliae) ont été identifiées dans différentes espéces de tiques (H. marginatum rufipes, A. variegatum,
R. annulatus, H. truncatum...) au Sénégal, au Mali, au Niger, au Burkina Faso (Parola et al., 2001,
Mediannikov et al., 2010a; Mediannikov et al., 2010b, Tomassone et al., 2016)

Depuis de nombreuses années, un nombre croissant d’arbovirus sont identifiés en Afrique, dont
beaucoup sont connus pour induire des pathologies a caractére zoonotique, et fréquemment associés a
des épidémies. Le virus de la fievre hémorragique de Crimée-Congo (CCHFvV) se caractérise par de
petites épidemies d’infections potentiellement sévéres et présente un risque d’infection émergente
(Moutailler et al., 2015) . Cette pathologie est considérée comme la maladie virale la plus importante et
la plus répandue transmise a I'nomme par les tiques (Bente et al., 2013). Le Thogotovirus (famille
Orthomyxoviridae) responsable de méningo-encéphalites et d”hépatites, est vectorisé par R. decoloratus,
A. variegatum, Rhipicephalus spp, Hyalomma spp. Le Nairovirus Dugbe (famille Bunyaviridae) est
transmis par A. variegatum (Hubalek and Rudolf, 2012). Pourtant, I’étude des virus transmis par les
tiques reste un domaine de recherche encore largement inexploré dans la sous-région ouest-africaine.
La plupart des travaux sur les virus transmis par les tiques dans cette partie du continent ont été réalisés

dans le cadre d'activités de recherche en santé humaine, et plus rarement en santé animale.

5. Contr6le des populations de tiques

Au cours des cent derniéres années, la lutte contre les tiques a été essentiellement basée sur 1’utilisation
de composés acaricides (George et al., 2004). Les méthodes d’application varient en fonction de la
nature des acaricides. Les bains détiqueurs arsenicaux furent utilisés dans la lutte contre R.
appendiculatus en Afrique du Sud (George et al., 2004). Dans les années 1940s, les organochlorés (ex :
DDT) puis les organophosphorés (coumaphos, diazinon, chlorpyriphos...) furent progressivement
remplacés par ’amitraz, les pyréthrinoides de synthese, le fipronil ou les lactones macrocycliques
(ivermectine, abamectine, sélamectine...). Ces produits étaient utilisés sous forme d’émulsions

applicables par bain, douche ou pulvérisation. Plutard des formulations « pour-on» (produit a

28



Chapitre 1 Introduction

application topique dorsale) furent développées, notamment avec la fluméthrine (Boulanger and
Stachurski, 2015). En afrique de 1’Ouest, les éleveurs combattent les tiques généralement de facon
empirique (détiquage manuel), puis de plus en plus par ’emploi d’acaricides appliqués avec des

pulvérisateurs portatifs (Boulanger and Stachurski, 2015) ou manuels et par badigeonnage.

5.1. Groupes d’acaricides, modes d’action et mécanismes de résistance des tiques

Les organochlorés : les organochlorés correspondent & une large gamme de produits chimiques qui
contiennent du carbone, du chlore (ex: DDT : dichlorodiphényltrichloroéthane) et parfois plusieurs
autres éléments. Ce sont des composés stables, liposolubles et bioaccumulables. Leur mode d'action
impliquerait une liaison au complexe GABA (y-aminobutyric acid) chloride ionophore des arthropodes.
Ce qui inhibe le flux d’entrée des ions Cl a I’intérieur du nerf. Lorsque la fonction des neurones
inhibiteurs est altérée, il en résulte une hyperexcitation qui finit par provoquer la mort de la tique (Hope
et al., 2010).

Les organophosphates et les carbamates : les organophosphates sont des substances chimiques qui
sont produites par le processus d'estérification entre l'acide phosphorique et I'alcool (ex : Diazinon). Les
organophosphates sont en mesure de se lier de maniére irréversible a 1’acetylcholinesterase (AChE) et
d'empécher la dégradation de [l'acétylcholine (ACh). Les carbamates sont semblables aux
organophosphates. Ce sont des dérivés de l'acide carbamique (ex: Carbaryl) provoguant la
carbamylation de I’ AChE au niveau des synapses neuronales (Adeyinka et al., 2021). Au contact de ces
composés, les tiques ne disposent plus d’AChE pour permettre la dégradation de l'acétylcholine. Alors
le neurotransmetteur continue de provoquer I’excitation des neurones. Il en résulte une stimulation
excessive du systeme nerveux et finalement, I'arachnide meurt (Abbas et al., 2014, Nagar et al., 2018).
Chez les arachnides, I’insensibilit¢é de I'AChE est considérée comme le principal mécanisme
d'émergence de la résistance aux organophosphates et aux carbamates. C’est le cas de la résistance de
la souche mexicaine de R. microplus au coumaphos, au chlorpyrifos et au chlorphenvinphos (Rosario-
Cruz et al., 2009, Pérez-Gonzalez et al., 2014). Par ailleurs, il y a I’apparition de souches résistantes par
suite de mutations. Par exemple, six mutations différentes ont été observées chez R. microplus (Temeyer
et al., 2007). La substitution de la glutamine (Q) par 1’arginine (R) a la position 86 de la séquence du
géne BmAChES3 est la plus courante (Corley et al., 2013, Abbas et al., 2014).

Les amidines (Amitraz) : ce sont des analogues azotés des acides carboxyliques contenant deux atomes
d'azote dans les groupes fonctionnels amide et imine. Structurellement, elles correspondent a
I'équivalent aminé des esters carboxyliques (imidates d'acides carboxyliques) (Yang Quek et al., 2013).
L’amitraz aurait un effet toxique sur 1’octopamine, un récepteur du neuromodulateur. (Ducornez et al.,
2005, Chenetal., 2007). Corley et al.,(2013) ont découvert qu'il y avait deux substitutions de nucléotides
dans le récepteur de I'octopamine chez les souches résistantes de tiques, donnant des acides aminés
différents de ceux de toutes les souches sensibles. La découverte de ces mutations uniquement chez les

tiques résistantes, suggeére la modification du site d’action de I'amitraz comme mécanisme de résitance.
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Cependant le mécanisme exact de la résistance des tiques a I'amitraz est encore méconnu (Guerrero et
al., 2012, Pohl et al., 2012).

Les pyréthrines/pyréthrinoides: les pyrethrines sont des composés naturels dérivés des plantes de la
famille des chrysanthémes. Elles ont un effet toxique rapide sur les arachnides, mais sont instables dans
I'environnement et ne peuvent donc pas étre actives assez longtemps pour neutraliser les tiques. Les
pyréthrinoides sont des adaptations synthétiques des pyréthrines, spécifiqguement congues pour étre plus
stables que les pyréthrines et avoir un effet plus durable. Ils agissent sur les canaux ionigques sodiques et
provoquent une excitation nerveuse en modifiant la perméabilité des membranes nerveuses aux ions
sodium et potassium. Abbas et al., (2014) ont mis en évidence une mutation au niveau du canal des ions

Na*. Cette mutation diminue considérablement la sensibilité du canal aux pyréthrinoides.

Les lactones macrocycliques : les lactones macrocycliques comprennent les avermectines et les
milbémycines. Elles proviennent de la fermentation naturelle d'actinomyceétes du genre Streptomyces.
Les avermectines sont produites par le microorganisme du sol, Streptomyces avermitilis (Campbell et
al., 1984), tandis que les milbémycines ont été décrites pour la premiére fois a partir d'une culture de
Streptomyces hygroscopicus et sont structurellement similaires aux avermectines (Takiguchi et al.,
1980). Les lactones macrocycliques bloquent la transmission de I'activité électrique dans les nerfs et les
cellules musculaires en stimulant la libération et la liaison de I'acide gamma-aminobutyrique (GABA)
au niveau des terminaisons nerveuses (Bloomquist, 2003). Cela provoque un afflux d'ions chlorure dans
les cellules conduisant a une hyperpolarisation et & une paralysie des systémes neuromusculaires
(Bloomquist, 2003). En raison d’une utilisation intensive, une résistance partielle a été observée chez R.
microplus, mais le mécanisme exact est encore méconnu (Perez-Cogollo et al., 2010, Lovis et al., 2013).
Cependant, sur la base de I’hypothése du mécanisme de résistance des nématodes aux lactones
macrocycliques, Lovis et al., (2013) ont conclu que la résistance des tiques pourrait étre due a

I'insensibilité des canaux ionigques chlorure a ’action de 'acide gamma-aminobutyrique (GABA).

Tableau 2 : Quelques cas de résistance de tiques de bétail

Acaricide Pays Espéce de tique Référence
Organochlorines
DDT Sri Lanka R. m Bandara and Karunaratne, 2017
Dieldrin Australia R.m Hope et al., 2010
Ethiopia R.d; R.spp. Regassa and de Castro, 1993
Lindane Uruguay R.m Castro Janer et al., 2019
Brazil R.m Castro Janer et al., 2019
Tanzania R.m; B.d; A.spp.; R.spp.  Kagaruki, 1991
Toxaphene Ethiopia R.d Regassa and de Castro, 1993
Organophosphates
Dioxathion Zimbabwe R.d Abbas et al., 2014
Dimethoate Zambia R. d; R.spp. Luguru et al., 1987

Phenylpyrazole
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Fipronil Uruguay R.m Castro Janer et al., 2019
Brazil R.m Castro Janer et al., 2019
Brazil R.m Klafke et al., 2017
Carbamates
Carbaryl Jamaica R.m Rawlins and Mansingh, 1978
Formamidines
Amitraz Mexico R.m Rodriguez-Vivas et al., 2013
Bénin R.m Adehan et al., 2016a
Brazil R.m Klafke et al., 2017
Pyrethroides
Alpha cypermethrin Bénin R.m Adehan et al., 2016a
Cypermethrine Ouganda R. ap Vudriko et al., 2016
Zimbabwe R.d Abbas et al., 2014
Brazil R.m Klafke et al., 2017
Deltamethrine Bénin R.m Adehan et al., 2016a
Ouganda R. ap Vudriko et al., 2016
Brazil R.m Martins Joao et al., 1995
Macrocyclic lactones
Avermectine Brazil R.m Abbas et al., 2014
Ivermectine Mexico R.m Perez-Cogollo et al., 2010

R. m : Rhipicephalus microplus, R. d : Rhipicephalus decoloratus, A. spp : espéces de Amblyomma, R.
spp. : especes de Rhipicephalus, H. spp. : espéces de Hyalomma, R. ap : Rhipicephalus appendiculatus
Pour pallier les effets néfastes des acaricides (présence de résidus de produits chimiques dans le lait et
la viande, destruction des organismes non-cibles, la pollution de I’environnement, émergence des

souches de tiques résistantes) d’autres méthodes de lutte ont été développées.

5. 2. Autres méthodes de contrdle des tiques

Lutte écologique : elle vise a réduire les possibilités de contact entre les tiques et leurs hotes. Les
méthodes utilisées ont pour objet d’empécher le développement de I’acarien par une action directe ou
indirecte sur sa natalité ou sur sa mortalité sans utilisation d’acaricide (Cuisance et al., 1994). Exemple :
il a été constaté que les femelles gorgées de R. microplus se détachent en grand nombre le matin, lorsque
les bovins se remettent a bouger aprés une nuit de repos. On peut alors obliger les animaux a marcher
pendant quelques dizaines de minutes dans un espace non propice a la survie des tiques et/ou a 1’éclosion
des ceufs. Ce qui réduirait le nombre de femelle qui serait disséminées dans le milieu et limiterait
I’infestation des prairies (Bianchi and Barré, 2003). Les adultes d’A. variegatum sont peu actifs pendant
la nuit. Par conséquent, favoriser le paturage nocturne dans les systémes d’élevage ou cela est possible
réduirait I’infestation des animaux (Barré, 1988). Les nymphes d’A. variegatum se détachent de leurs
hotes pendant 1’apres-midi. Si les bovins sont, a ce moment-Ia, retirés des paturages et placés dans des
parcs ou dans des champs, milieux défavorables a la survie des tiques, I’infestation des savanes par les
tiques adultes serait réduite et 1’'usage des acaricides limité (Stachurski and Adakal, 2010). Certaines
plantes sont répulsives ou toxiques pour les tiques. Leur plantation pourrait permettre d’éliminer une

partie des tiques disseminées par les hotes (Cuisance et al., 1994).
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Lutte génétique : elle peut se faire par la sélection des animaux naturellement résistants aux tiques. Des
programmes de sélection de races bovines productives et résistantes a R. microplus ont été mis en place
en Australie (Utech and Wharton, 1982 ; Reason, 1983 ; Alexander et al., 1984) ou il a été montré que
I’héritabilité de la résistance a cette tique était suffisamment importante pour permettre la sélection
(Hewetson, 1972). C’est ainsi que des races comme la Frisonne Sahiwal australienne (AFS) ou le zébu
laitier australien (AMZ) ont été congues. En Afrique, d’importantes variations des niveaux d’infestation
intra-races ont été observées (Rechav, 1992 ; Stachurski, 1993). Une tentative de sélection d’individus
peu infestés par la tique A. variegatum n’a pas été concluante (Stachurski, 2007). En effet, dans le cas
de la tique R. microplus, des infestations successives permettent le développement d’une immunité
entrainant 1’élimination d’une partie des tiques fixées, notamment les stases larvaires (Hewetson, 1972).
Au contraire, des bovins régulierement infestés par des adultes d’A. variegatum ne développent pas une
telle immunité (Norval, 1992 ; Stachurski, 2000), les tiques se gorgeant méme de mieux en mieux.
Lutte biologique: cette méthode implique ’utilisation de prédateurs. C’est le cas des oiseaux africains
du genre Buphagus spp. (piquebceufs) qui peuvent ingérer 15 g de tiques en une journée (Bezuidenhout
and Stutterheim, 1980). Elle peut aussi impliquer des parasitoides tels que les hyménoptéres du genre
Ixodiphagus connus comme des destructeurs naturels de tiques, certains microorganismes pathogénes
pour les tiques comme la bactérie Cedecea lepagei vis-a-vis de R. microplus, des champignons et des
nématodes entomopathogénes. Cependant cette méthode se heurte jusqu’a présent & de grandes
difficultés de mise en ceuvre pratique (Ginsberg, 2014).

Vaccination anti-tique : il existe une approche consistant a cibler uniquement les protéines de tique
impliquées dans la prise du repas sanguin c’est-a-dire dans la transmission des agents pathogénes, et une
autre approche combinant a la fois des protéines de tiques et celles des agents pathogenes (Bonnet et al.,
2015). L’immunisation de bovins avec une forme recombinante d’une protéine du tube digestif de R.
microplus (Bm86) perturbe la prise du repas sanguin et induit ainsi une tres forte diminution de
I’oviposition (Bonnet et al., 2015). Son efficacité est tres variable en fonction des populations de R.
microplus (de la Fuente and Kocan, 2013).
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OBJECTIFS

Cette thése s’inscrit dans le cadre du projet de recherche-développement « Appui aux réseaux
d’épidémiosurveillance des maladies animales et aspects sociologiques associés en Afrique de I’Ouest »
(Acronyme : Transticks) (financé par I’ARES) initié par 1I’Université de Liege (Belgique), en
collaboration avec le Centre Internationale de Recherche-Développement sur 1’Elevage en zone
Subhumide (CIRDES) (Burkina Faso). Le volet parasitologique de ce projet constitue 1’objectif général
de notre étude, qui est d’élucider I’influence de la transhumance bovine, entre le BF et le BN, sur la
dissémination des tiques et des agents pathogénes associés, et d’évaluer leurs implications zoonotiques.
Les objectifs spécifiques sont : (i) Caractériser une zone de départ de la transhumance, Est du BF, et une
zone d’arrivée, Nord BN, a travers la réalisation d’une étude transversale sur des échantillons de bovins
de part et d’autre de ces deux zones frontalieres. Le but étant d’y identifier les différentes especes de
tiques, leurs abondances, et de déterminer les prévalences des agents pathogénes associés a un temps
"T". (ii) Déterminer I’influence de la transhumance saisonniére sur la dissémination des tiques et agents
pathogenes associés, a travers un suivi longitudinal de bovins sur une saison de transhumance. L’objectif
poursuivi est d’identifier les espéces de tiques transportées par les bovins depuis I’Est du BF vers le
Nord BN et vice-versa, et de déterminer I’influence de ces échanges sur les prévalences des agents
pathogenes circulant dans ces zones (iii) Réaliser la caractérisation moléculaire d’espéces virales
hébergées par les tiques collectées a I’Est BE. Pour élucider les implications zoonotiques liées aux agents
pathogénes transmis par les tiques, I’attention a été mise sur de potentiels arbovirus circulant dans la
zone. Les tiques ont été utilisées comme organismes sentinelles. Un échantillon de tiques collectées sur
des bovins a été soumis a la recherche de diverses espéces virales a caractere zoonotique et impliquées
dans des probléemes de santé publique a travers le monde. (iv) Déterminer le statut de résistance de
quelques espéces de tiques (d’intérét vétérinaire) aux produits acaricides les plus couramment utilisés
par les éleveurs du sud-ouest du BF. Il s’agissait d’étudier la résistance de A. variegatum et de R.
microplus aux pyréthrinoides de synthese (deltaméthrine, cyperméthrine). Le but étant de répondre aux
préoccupations des éleveurs, liées a des cas d’inefficacité d’acaricides, rapportés suite a I’invasion de la
région par la tique R. microplus a la fin de I’année 2011.

Ces quatre objectifs spécifiques ont fait 1’objet de quatre publications scientifiques, présentées dans la

section expérimentale, respectivement en étude 1,2,3 et 4.

34



Section expérimentale




Section expéerimentale

Etude 1 :

Tiques et agents pathogenes associés au Burkina Faso et au
Beénin : expansion apparente de Rhipicephalus microplus au Nord du

Beénin et premiére mise en évidence de Theileria velifera et Theileria




Chaptitre 3 Section expérimentale — Etude 1

Préambule

Le cheptel de la région du Sud-Ouest du BF a été envahi par la tique R. microplus suite a des
mouvements de transhumance entre le sud du BF et le nord de la Céte d’Ivoire. Ensuite cette tique s’est
progressivement disséminée jusqu’au centre du pays. Dans la région de I’Est, trés peu d’informations
sont disponibles sur les tiques et les agents pathogénes transmis, en dépit des mouvements de
transhumance avec le Nord BN. Cette étude transversale a pour objectif de caractériser (tiques et agents
pathogénes associés) une zone de départ de la transhumance (Est BF), et une zone d’arrivée (Nord BN)
a un temp "T". Des prélevements de tiques et de sang ont été effectués sur les bovins dans la méme
période de I’année (saison séche, Décembre 2016-Février 2017). Au total, huit espéces de tiques ont été
identifiées a I’Est BF et neuf au Nord BN. L’espéce A. variegatum était la plus abondante et la plus
répandue dans les deux zones. C’est la seule espéce de tique pour laquelle des stades immatures
(nymphes) ont été collectés. Il n’y avait pas de différence significative entre les charges en tiques portées
par les bovins des deux zones. La tique R. microplus n’a pas ét¢ identifiée a I’Est BF, tandis qu’au Nord
BN, c¢’¢était la deuxiéme espéce la plus collectée apres A. variegatum. Notre collecte a montré que son
expansion s’est davantage étendue vers le Nord BN, comparativement a sa distribution précédemment
connue. Six espéces d’agents pathogénes transmis par les tiques ont été mises en évidence dans chacune
des deux zones. T. mutans et T. velifera étaient les agents pathogénes les plus prévalents. La technique
du reverse line blot (RLB) suivi de séquencage, nous a permis de mettre en évidence pour la premiére
fois au BF et au BN, des séquences partielles du géne 18S de T. velifera (MT250264.1) et T. annulata
(MT259958.1). Les départements du Borgou et de la Donga présentaient les prévalences d’agents
pathogenes les plus élevées tandis que les plus faibles prévalences étaient enregistrées au niveau de la
Tapoa et du Gourma. Les prévalences globales des agents pathogenes détectés étaient significativement

plus élevées au Nord BN qu’a I’Est BF.
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ABSTRACT

Babesiosis, theileriosis, anaplasmosis, and heartwater are tick-borne diseases that threaten livestock production
in sub-Saharan Africa including Burkina Faso and Benin. For over a decade, these two bordering countries have
been facing an invasion of the livestock by the tick Rhipicephalus microplus, a major vector for babesiosis, acci-
dentally introduced in Benin in 2004, The molecular identification of tick-borne pathogens in this border areais
of particular interest due to animals seasonal migration between the two countries. In this survey, epidemio-
logical features of ticks and tick-borne pathogens in cattle were investigated to compare the eastern Burkina
Faso, corresponding to a seasonal migration departure zone, and the northern Benin, which represents a seasonal
migration arrival zone. Ticks and peripheral blood were collected from a total of 946 cattle in the two areas.
Ticks were morphologically identified and the DNA samples from bovine blood and ticks were analysed by
Reverse Line Blot (RLB) hybridization process. A total of 2856 ticks were collected on 490 cattle in Burkina Faso,
eight tick species were identified, while 3583 ticks were collected on 456 cattle in North Benin with nine tick
species identified. The invasive tick, R. microplus was not found in eastern Burkina Faso, but its spread farthest
north in Benin is reported. Six tick-borne pathogen species were found in cattle blood both in eastern Burkina
Faso and in northern Benin. Ranked in decreasing order of overall prevalences, they are: Theileria mutans
(91.1%), Theileria velifera (77.8%), Babesia bigemina (10.9%), Anaplasma marginale (4.2%), Babesia bovis (3.3%),
and Theileria annulata (1.8%). To the best of our knowledge, this survey represents the first report of T, velifera
and T. annulara in the region. Overall, the TBP prevalences were significantly higher in northern Benin than in
eastern Burkina Faso, indicating a higher parasitological risk in this area.

1. Introduction

most West African countries and is a source of income for about 70% of
the population (MNugteren and Le Come, 2016). Vectors and vector-borne

Livestock production represents an important economic activity in diseases cause high economic losses to the livestock industry, which
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hamper the development of this sector particularly in West Africa.
Among them, tick-borne diseases cause economic losses to farmers in
terms of cattle mortality, loss of body weight and milk production, and
costs of their control through chemotherapy (Homewood et al., 2006;
Kivaria, 2006). The recorded tick species associated with livestock in
West Africa belong mainly to the genera Amblyomma, Hyalonmma and
Rhipicephalus (including the subgenus Boophilus) (Barker and Murrell,
2004). These vectors can transmit various pathogens (virus, parasites,
bacteria) causing important diseases such as babesiosis, theileriosis,
anaplasmosis and heartwater (Jongejan and Uilenberg, 2004). Babesi-
osis, also named “red water fever’ remains one of the most common
parasitological diseases of livestock worldwide with Babesia bovis being
the most pathogenic species in tropical regions. Babesia bovis is mainly
acquired and transmitted by R. microplus and is transovarially trans-
mitted by this vector species to its larval offspring. In West Africa, recent
publications indicate an extension of the distribution of R. microplus
(Madder et al, 2012; Adakal et al.,, 2013a; Biguezoton et al,, 2016a),
which was accidentally introduced in Benin (BN) in 2004 (Madder et al.,
2012) and in South West Burkina Faso (BF) in 2011 (Adakal et al,
2013a). The first indication of the introduction of this species was the
failure of acaricide treatment as a result of the known high degree of
resistance which characterizes this species (George et al,, 2004; Adakal
et al, 2013b). BN and BF are two countries sharing a border of 285 kms
through which seasonal migrations of cattle occur in order to find
pasture and watering places during the dry season. Such migrations
favor the contact between herds mainly at grazing and watering places,
raising the potential spread of transboundary diseases (Zannou et al,,
2020). This transversal survey aims to assess the current situation of tick
species and the associated pathogens in specific geographical locations
corresponding to the departure (eastern BF) and arrival zones (northern
BN) of the seasonal migration between the two countries. This baseline
survey will help further estimations of the potential spread of vectors
and transboundary diseases.
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2. Materials and methods
2.1. Sampling

Sampling was carried out from December 2016 to March 2017 (dry
season) in eastern BF and northern BN. Three bordering provinces,
namely Gourma (12°9'44.809"N 0°40'38.298" E), Kompienga (11°31
25.81"N0° 45'11.812"E) and Tapoa (12°14/58.945"N 1°40/33.848"E),
were considered in eastern BF. In northern Benin, four bordering de-
partments, namely Alibori {10°58'5.192"N 2° 46’ 40.732"E) , Atacora
(10°47'43.775"N 1°40'33.848"E), Borgou (9°32/2.71"N 2°46/'40.732"E)
and Donga (9°43'9.073"N 1°40'33.848"E) were chosen (Fig. 1). Cattle
herds were selected on a voluntary basis according to criteria such as a
minimal cattle herd size of 50 heads and minimal distance of 2 km be-
tween herds. Herds were chosen to cover the most homogenously each
province and department of the studied area. The number of herds per
province or department involved in the survey was determined based on
the size of livestock population in each sampling location and on pre-
vious estimated prevalences of tick-borne diseases (Farougou et al,
2007a). Within each herd visited, 10 or 11 cattle were randomly
sampled and the age (over and under 12 months) as well as the sex of
animals were documented. The exact position of each site was recorded
using a global positioning system (GPS) data recorder (Garmin eTrex®
20; Garmin, Hampshire, UK). Each location was transferred into QGIS
v.2.18 software and plotted on maps. A total of 946 cattle were sampled
in BF and BN. Based on the CIRDES ethics committee for animal
experimentation approval and with the owner consent, cattle were kept
inlateral decubitus in order to sample ticks and blood. All ticks found on
visible parts of the cattle were systematically removed using pliers
during 15 min (Biguezoton et al, 2016a) and conserved in collection
tubes with 70% ethanol. Approximately 5 ml of peripheral blood were
collected per animal from the coccygian vein in 9 ml ethylene diamine
tetra acetic acid (EDTA) treated vacutainer tubes. Blood was thereafter
kept (as spots) on Whatman FTA Cards, air-dried and then packaged in
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Fig 1. Map showing the 46 sampling sites (herds) in Burkina Faso and 44 in nerthern Benin.

40



Chaptitre 3

Section expérimentale — Etude 1

A8, Ouedraogo et al.

safelock sealed bags with silicagel for further analysis.
2.2. Tick and tick-borne pathogen identification

Ticks were morphologically identified up to species level, under
standard stereomicroscope using Walker et al. (2003) identification key
and Horak et al. (2003). Speciniens of R, microplus were submitted to
molecular confirmation following a previously described protocol, tar-
geting the cytochrome oxidase subunit I gene (Silatsa et al,, 2019).
Tick-borne pathogens (TBP) screening required DNA extraction of ticks
and cattle blood followed by a generic PCR and then Reverse Line Blot
(RLB) hybridization assay. DNA extraction process was performed on six
pieces of five mm diameter of dried blood Whatman FTA cards and on
ticks. Among the collected ticks, six species of veterinary interest were
selected for pathogen detection. Ticks were pooled (1-5 specimens) per
species, cattle, sex and stage. The whole tick was cut into small pieces
using scalpel blades, and crushed. DNA extraction was performed using
DNeasy Blood & Tissue Kit (Qiagen; Hilden, Germany) according to the
manufacturer’s instructions. The quality and concentration of the DNA
were assessed using NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific, USA).
Whole DNA extracts were then stored at —20 °C for further analysis.

PCR master mixes were prepared for amplification of DNA fragments
of species belonging to genera Theileria/Babesia (Nijhof et al, 2003) and
Ehrlichia/Anaplasma (Belder et al, 2002) using Taq PCR Master Mix Kit
(Qiagen, Hilden, Germany). Primers pairs were obtained from Euro-
gentec (Liege, Belgium), sequences are mentioned in Table 1. Reactions
were performed in a 25 pl volume with 12.5 pl of the PCR buffer master
mix, 8 pmol/pl of each primer and 20-50 ng of template DNA. A thermial
cycling program was used as previously described (Nijhof et al., 2003).

The RLB hybridization assay (Gubbels et al, 1999; Bekker et al,
2002; Nijhof et al., 2003, 2005) was performed using oligonucleotide
probes containing an N-terminal N-(trifluoracetamidohexylcyanoethyl,
N, N-diisopropyl phosphoramidite)-C6 listed in Table 2, Positive controls
for each pathogen were applied to the tests, and molecular grade water
was used as negative control. PCR-products of selected TBP and
R. microplus were subsequently sequenced using Sanger method (GIGA,
ULigge, Belgium) after purification (QIAquick PCR Purification Kit,
Qiagen; Hilden, Germany) to confirm RLB results. Raw data were
analyzed using the freely available BioEdit software (http://www.mbio,
ncsu.edu/BioEdit/bioedit.htmldoads). DNA sequences were then
compared for similarities with available sequences in GenBank, using
the BLASTn program (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). There-
after, sequences were aligned with Clustal w method and maximum
likelihood phylogenetic trees were generated in Mega X 10.1.7
(https://www.megasoftware.net/). The percentage of bootstraps were
calculated applying 500 replicates.

2.3. Statistical analysis
Non parametric tests, Fisher exact and Wilcoxon-Mann-Whitney

Table 1

Table 2

Ticks and Tick-borne Diseases 12 (2021) 101733

Probe sequences used in reverse line blot hybridization process.

Genus and species-specific
oligonucleatide probes

Probe Sequences
(from 5 -3')

Reference

Theileria/Babesia gene- TAA TGG TTA ATA Gubbels et al., 1999
specific GGARCR GTT G
Ehilichia/Anaplasma gene- GGG GGA AAG ATT Bekker et al, 2002
specific TAT CGC TA

Anaplasma marginale GAC CGT ATA CGC Bekker et al, 2002
AGCTIG

Anaplasma bovis GTA GCT TGC TAT Bekker et al, 2002
GRG AACA

Anaplasma phagocytophilum TTG CTA TAA AGA Bekker et al., 2002
ATA ATT AGT GG

Ehulichia ruminantivm AGT ATC TGT TAG Bekker et al., 2002
TGG CAG

Ehilichia chaffeensis ACC TTT TGG TTA Schouls et al,, 1999
TAA ATA ATT GTT

Theileria annulata CCT CTG GGG TCT Georges el al, 2001
GTGCA

Theileria mutans CTT GCG TCT CCG Gubbels et al,, 1999
AAT GTT

Theileria annae CCG AAC GTA ATT Yisaschar-Mekuzas
TTATIG ATT G et al, 2013

Theileria taurotragi TCT TGG CAC GTG Gubbels et al,, 1999
GCT TTIT

Theileria velifera CCT ATT CTC CTT Gubbels et al,, 2000
TACGAGT

Babesia occultans CCT CTT TTG GCC Heetal, 2012
CATCTCG

Babesia microti GRC TTG GCATCW Mijhof et 4., 2003
TCT GGA

Babesia major TCC GAC TTT GGT Georges el al, 2001
TGG TGT

Babesia bovis CAG GTT TCG CCT Gubbels et al,, 1999
GTA TAA TTG AG

Babesia bigemina CGT TTT TTC CCT Gubbels etal,, 1999
TTT GTT GG

(WMW) tests were performed to compare respectively TBP preva-
lences and the average tick burden of cattle in eastern BF to those found
in northern BN. Pearson’s product-moment test (Crawley, 2007) was
computed to test for possible correlations between TBP prevalences
within tick and cattle. Only TBP recorded in both cattle blood and ticks
were considered. Furthermore, relationships between ticks burden on
cattle and TBP identified in cattle blood were examined by computing
principal comrespondence analysis (PCA). PCA was performed using
factoextra version 1.0.6 package (http://www.sthda.com/en-
glish/ipkgs/factoextra) in R software version 3.6.1. Only variables
(TBP) with a high correlation (greater than 0.5 in absolute value) with
the axis of variability (Dim1) were considered for results analyses. In
addition, the possible association of the TBP prevalences in cattle with
two explanatory variables (cattle age and sex) was assessed computing
the odds ratios (OR), with 95% confidence intervals (CI) and using a
logistic regression model in Stata/SE 14.2. For all analyses, a P-value

Selected primer pairs for the detection of mitochondrial target regions for the genera Babesia /Theileria, Anaplasma/Ehrlichia and for molecular confirmation of

Rhipicephalus microplus identification.

Genus Primers Target Primer sequences (5-3') AnnealingT( Amplicon size Reference
genes “C) (bp)
Theileria/Babesia Forward : RLB-F2 188 (RNA GACACAGGGAGGTAGTGACAAG 57 430 Nijhof et al. (2005}
Reverse: RLB-R2 biotin-5"-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3' Nijhof et al. (2005)
Ehulichia/ Forward : Ehr-F 168 RNA GGAATTCAGAGTTGGATCMTGGYTCAG 57 483 Bekker et al.
Anaplasma Reverse: Ehr-R 5"-biotin- (2002)
CGGGATCCCGAGTTTGCCGGGACTTYTTCT Bekker el al.
(2002)
Rhipicephalus spp. Forward: o1 5"-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3 50 710 Vrijenhoek (1994)
LCO1490 5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3
Reverse :
HC02198

Abbreviation: T= temperature, bp: base pair; CO1: cytochrome ¢ oxidase subunit I gene.
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below 0.05 was considered statistically significant.
3. Results

3.1. Ticks occurrence and abundance on cattle

A total of 46 flocks were sampled in eastern BF and 44 in northern
Benin including 10-11 animals in each herd (Fig. 1). A total of 2856
ticks of eight species were collected on 490 cattle from eastern BF. In
northem Benin, 3583 ticks belonging to nine species were sampled on
456 cattle (Table 3). According to WMW test, there was no significant
difference between the average tick burden in eastern BF (—0.45) and in
northem BN (~0.60). Amblyomma variegatum was the most abundant
tick species collected from both eastern BF (49.2%) and northern BN
(31%) (Table 3). The second most abundant species was Hyalomma
truncatum in the eastern BF (17.3%) and R. microplus in northermn BN
(12.6%). This invasive tick, R. microplus was not collected in the eastern
BF. In BN, we noticed its apparent spread toward the north in Atacora
and Alibori (Fig. Z¢) compared to Madder et al. (2012) (Fig. 2a) and De
Clercq etal, (2012) (Fig, 2b). Furthermore, within each species, 100% of
the specimens collected were adult, except A. variegatum of which 96.2%
and 72.3% were nymphs in eastern BF and northern BN respectively.

3.2. Tick-borne pathogen prevalences in cattle and in ticks

Six tick-borne pathogen species were detected in cattle in eastern BF
and in northern BN. Theileria mutans was the most prevalent pathogen
with 85.3% of cattle positive in BF and 97.4% in BN followed by Theileria
velifera (Fig. 3). The other species encountered were: Theileria annulata,
Babesia bigemina, Babesia bovis and Anaplasma marginale (Fig. 3). The
prevalence of T. mutans, T. velifera and B. bigemina, were significantly (P
< 0,05) higher in northern BN than in eastern BF. Regarding ticks, out of
the 1942 pools tested, pathogens identification revealed seven species,
all found in the two areas (Table 4). The TBP species most representative
was T. mutans both in eastern BF and in northern BN, with respectively
6.9% and 2.3%. A. variegatum was the most infected tick species: i.e. all
of the seven TBP species evidenced in the ticks were highlighted in this
species in both countries (Table 4).

3.3. Analysis on tick-borne pathogens found both in cattle and tick pools

Considering whole data (BN and BF), Pearson's product-moment test
showed negative correlation (cor= —0.81; P = 0.03) between T. mutans
prevalence in ticks and cattle. Likewise, negative correlation (cor=
-0.84; P = 0.02) was observed between T. velifera infection rate in ticks
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and cattle. Such correlations were no more evidenced when data for
each country were analysed separately. Meanwhile, the PCA revealed on
the circle of correlations graph (Fig. 4a), a positive correlation between
T. mutans, T. velifera, B. bovis and B. bigemina prevalence and the first
axis of variability (i.e. Dim1). Considering sampling location on the
individuals graph (Fig. 4b), it can be observed that these TBP are more
encountered in Donga and Borgou than elsewhere. Tapoa and Gourma
seem to be the least infected provinces. Regarding ticks, R. geigyi ;
R. microplus ; R. annuidatus and non identified Rhipicephalus abundances
are also significantly (P < 0.05) and negatively correlated with the first
axis of variability (Fig. 4a). Such results indicate a positive correlation
between these tick species and the TBP species cited above (i.e.
T. mutans, T. velifera, B. bovis and B. bigemina).

3.4. Explanatory variables of cattle infection with tick-borne pathogens

Logistic regression analyses highlighted cattle age as a possible risk
variable of animals’ infection by T. velifera (OR: 3.4, CL: 2.3-5, P <
0.0001). Cattle older than 12 months were significantly more infected
with T. velifera than cattle under 12 months old. In contrary, age
appeared as a protective variable for T. mutans infections (OR: 0.3, CL:
0.2-0.5, P < 0.0001) (Table 4).

3.5. Sequences similarities and phylogenetic results

BLASTn analysis of sequences showed high identity values (i.e.
96-100%) with published sequences in the GenBank database (Table 6 )
confirming morphological identification of ticks and RLB results of TBP.
The maximum likelihood phylogenetic tree in Fig. 5A, dedicated to
Theileria/Babesia specimens, showed a clustering of corresponding se-
quences into four main clades, each containing one or two related se-
quences generated in this survey. The two sequences of T. nutans
(MT250262 & MT250263) evidenced belongs to the same clade (I) with
others strains of T. mutans, but they are distinguishable within a sub-
group. This situation is similar to the case of T. anmdata (MT259958)
(Fig. 1A). The sequences of T. velifera (MT250264) and B. bovis
(MT259959) were also gathered within specific clades corresponding to
the assigned species in Table 5 (Fig. 5A). Same pattern was observed
with A. marginale (MT259778) in Fig. 5B. The Fig. 5C tree was built with
reference to (Burger et al, 2014). This enabled the R. microplus se-
quences generated in this study to be classified in relation to the complex
previously defined (Burger et al., 2013; Roy et al., 2018). Two dades of
R. microplus can be distinguished (Fig. 5C). The clade I containing the
sequences generated in northern China and the clade III containing se-
quences from Africa, south of Asia and of America. The CladesIL IV and

Table 3
Humber of ticks and species relative abundances in each province/department of eastern Burkina Faso and northern Benin.

Species East Burkina Faso Noith Benin

Gourma (n = Kompienga (n = Tapoa (n = Total No. (%) Alibori (n = Atacora (n= Borgou (n = Donga (n = Total No. (%)

160) 165) 165) (= 490) 140) 8) 140) 28) (1 = 456)
A variegatum 502 590 314 1406 (49.2) 219 150 361 a7 1111 (31)
H. truncatum 123 108 262 493 (17.3) 196 a9 100 31 421 (11.7)
R geigyi 62 171 38 271(9.5) 27 175 106 121 429 (12)
H. rufipes 71 66 a3 230(8.1) 74 20 51 37 182 (5.1)
R. decoloratus 48 54 63 165 (5.8) 85 2 67 4 158 (4.4)
R sanguineussl. 22 28 30 80 (2.8) -
R. mulisamae 3 2 3 8(0.3)
R. senegalensis 5 2 7{0.2) - - -
H. impeltatum - - - 13 - - 13 (0.4)
H. impressum 77 - - - 77(2.1)
R. microplus 32 1 233 187 453 (12.6)
R. annulatus - - - - 5 0 3 2 10(0.3)
Rhipicephalus 70 81 45 196 (6.9) 69 114 306 240 729 (20.3)

spp.

Total 07 1102 848 2856 797 565 1227 994 3583

A: Amblyomma; H: Hyalomma; R : Bhipicephalus; R. sanguineus s.1.: Rhipicephalus sanguineus, sensu lato; n: number of bovine examined in each province; Mo: total
number of tick species collected in a country; Rhipicephalus. Spp.: unidentified specimens of Rhipicephalus belonging to subgenus Boophilus.
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Fig 2. Geographical distribution of R. microplus in Benin from 2008 to 2017 ; a-2008 (Madder etal., 2012); b-2011 (De Clercq et al,, 2012); ¢-2017 (Present survey).
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Fig 3. Prevalences of tick-borne pathogen species evidenced in cattle in eastern Burkina Faso and in northern Benin. T: Theileria, B: Babesia, A: Anaplasma, n=

number of cattle examined, bar with stars (*) indicate a P-value < 0.0001.

V gather the other species of the subgenus Boophilus (i.e. R. annulatus, R.
geigyi, and R. decoloratus).

4. Discussion

In Burkina Faso, some areas are very largely unexplored regarding
ticks and TBP. This is particularly the case of the eastern part, which
received very limited attention. On the opposite, in northern BN, some
studies have focused on ticks and TBP but the available data remain
limited. In this survey, the abundances of collected ticks in these two

areas indicate cattle seem to be more infested by ticks in northern BN
than in eastern BF, probably due to the global climatic conditions, as the
survey area is globally semi-arid to humid from the eastern BF towards
Borgou and Donga departments in northern BN. The tick A. variegatum
was the most abundant species, mainly collected in nymph stage in the
two areas, as the sampling took place in dry season, corresponding to the
high abundance period of A. variegatum nymph (Stachurski et al,, 1993).
Similarly to Biguezoton et al. (2016a), the present survey didn’t evi-
denced the presence of the tick R. microplus in eastern BF although, it is
known to be occurring in western-south BF (Biguezoton et al., 2016a).
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Table 4
Prevalences of tick-borne pathogens detected in ticks pools.
Tick pools (n) T.anm No (%) T.mu No (%) T.ve No (%) B.bo No (%%) B.bi No (%) Ama No (%) E.rui No (%)
Gourma (n = 309)
A. variegahim 182 1(0.55) 21(11.5) 6(3.3) - - -
H. rufipes 53 = 4(7.5) 3(57) 2(3.8) - o ’
R geigyi 34 - 5(14.7) 1(3.0) : - s -
R decoloratus a0 3(7.5) 2(5.0) 1(2.5) i’
Kompienga (n = 351)
Avariegatnm 185 - 17(9.2) 6(32) 2(1.1) - - 2(1.1)
H. rufipes 44 - - - - - = =
R geigyi 83 E 4(4.8) 2(24) - : . .
R. decoloratus 39 - 3(7.7) 2(5.1) 1(2.6) 1(2.6) 1(2.6)
Tapoa (n = 269)
Avariegamm 139 3(22) 6(4.3) 5(3.6) 3(2.3)
H. rufipes 60 1017) 1(1.7) - = .
R geigyi 28 - - 1(3.6) - -
R. decoloratus 42 2(4.8) - 1(2.4) - -
Alibori (n = 214)
Avariegalm 88 4(4.5) 5(57) 1(1.1) - - - 4(4.5)
H. rufipes a5 1(22) - - 3 = .
R geigyi 15 - - - - -
R decoloratus 39 1(26) - 3(7.7) 4(10.2) - -
R annulatus 5 - - o = =
R. microplus 22 - 1(4.5) - i =
Atacora(n = 140)
A. variegatum 59 - -
H. rufipes 11 - - -
R geigyi 66 2(3.0) 1(1.5) -
R. decolorams 2 - -
R. annulatus 1 - - -
R. microplus 1 - - » -
Borgon (n = 372)
Avariegatum 145 4(27) 9(6.2) 2(1.4) 1(0.7)
H. rufipes 28 2(7.1) - - - -
R geigyi 53 1(19) 2(3.8) - - 2(38) o ’
R decolorams 43 2(4.6) 2 (4.6) 1(2.3) 2 (4.6) . -
R. annulatus 8 - - - - i
R. microplus a5 4(4.2) 2(21) 1(1.0)
Donga (n = 287)
A. variegatum 140 = 2(1.4) -
H. rufipes 22 - - =
R geigyi 51 1(19) -
R decoloratus 4 - - -
R. annulatus 2 - - - - - = -
R microplus 68 - - = =

A. ma: Anaplasma marginale; B. bi : Babesia bigemina; B.bo : Babesia bovis; E. ru : Ehrlichia ruminantium ; T. annu: Theileria annulata; T. mu: Theileria mutans; T.ve:

Theileria velifera.

Its abundance in BN could partially explain the apparent difference of
tick burden in the two countries, due to its capacity to drive aggregation
with others tick species on cattle (Biguezoton et al,, 2016a). Further-
more, De Clercq etal. (2012) highlighted the spread of R. microplus from
the south BN (Mono department) (Madder et al, 2012) to the north in
Borgou and Donga. Here, we report its spread farthest north in Atacora
and Alibori in complement to the previous distribution pattern pub-
lished (De Clercq et al, 2013) (Fig. 2b). This could suggest either the
opening up of new ecosystems (through direct human impact) favour-
able to R. microplus proliferation or a possible gradual adaptation of this
species to increasingly arid climatic conditions. The phylogenetic anal-
ysis of identified specimens indicated the species sampled in northem
BN belong to R. microplus sensu stricto group that largely spreads in the
world (Burger et al.,, 2014). Besides, the closeness of our sequences
(MT249801 & MT249802) to that of Brazil (KC503261) (Fig. 5C) rein-
force the hypothesis of Brazilian origin of R. microplus invasion in Benin
(Madder et al, 2012). Furthermore, the high tick infestation of cattle in
northern BN seems to result in higher TBP prevalences in cattle in this
area compared to those in eastern BF, This concerns especially T. mutans
and T. velifera, which showed high prevalences there (I'ig. 3). Such high
prevalences were reported in other African countries (Simuunza et al.,
2011; Lorusso et al, 2016 ; Abanda et al, 2019). That should be
attributed to cattle being year-round highly exposed to the vector tick

A. variegatum (Farougou et al, 2007b; Walker et al., 2003; Haghi et al,,
2017), an endemic species in the region. Strangely, ticks collected from
cattle infected with these two pathogens were not found systematically
positive. The negative correlation could be attributed to the low para-
sitemia in infected cattle blood. It becomes very unlikely to detect
Theileria DNA in crushed ticks if the ingested merozoites (from cattle)
are not enough to anable the tick infection. The greater part of cattle
found positive were symptomless as T. mutans is known to belong to
Theileria spp. benign group (Mans et al., 2015; Abdela and Bekele, 2016)
and T. velifera is known to cause only mild or subdinical infections
(Radostits et al., 2006). In addition, cattle could be protected by the
effect of certain trypanocidal compounds such as diminazene aceturate,
which has an inhibitory effect on Theileria and Babesia species (Baek
etal, 2002) and is commonly used in the study area. Among the positive
cattle, those older than 12 months were significantly more infected with
T. velifera, than those under 12 months old probably because of their
contact with the vector ticks for a longer period of their lives. However,
to our knowledge, this survey represents the first report of T. velifera in
BF and BN, as well as for T. annulata. They were found both in cattle
blood and in their known vector ticks (A. variegatum for T. velifera and
Hyalomma sp. for T. annulata), However, we found them in some tick
species not known to be their vector (Mans et al, 2015), such as
R. decoloratus and R. geigyi. Obviously, this result does not imply these
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Fig 4. Links between tick-borne pathogens in cattle and ticks collected on cattle according to locations of sampling in eastern Burkina Faso and northern Benin

A. ma : Anaplasma marginale ; B. bi : Babesia bigemina ; B. bo : Babesia bovis; T. an: Theileria annulata; T. mu: Theileria mutans; T. ve: Theileria velifera; A. va:
Amblyomma variegatum ; H. tr : Hyalomma truncatum ; H. ru : Hyalomma rufipes ; H. impe : Hyalomma impeltatum ; H. impr : Hyalomma impressum ; R. sa :
Rhipicephalus sanguineus sensu lato; R. se : Rhipicephalus senegalensis ; R. mu : Rhipicephalus muhsamae ; R. ge : Rhipicephalus geigyi ; R. de : Rhipicephalus
decoloratus ; R. mi : Rhipicephalus microplus ; R.an : Rhipicephalus annulatus ; R. spp. : Rhipicephalus spp. (Unidentified species belonging to the subgenus

Boophilus), Contrib: contribution.

Table 5
Explanatory variables for cattle infection by tick-borne pathogens.
TBP OR/95% CI/P Age Sex

Theileria annulata OR 21 0.8
95% CI 0.6-7.1 0.25-2.8
P 0.2 0.8

Theileria mutans OR 0.3 1.5
95% CI 0.2-0.5 0.8-2.8
P < 0.0001 0.2

Theileria velifera OR 3.4 1
95% CI 2.3-5.0 0.7-1.5
P < 0.0001 0.9

Babesia bovis OR 1.2 1
95% CI 0.5-2.7 0.4-2.4
P 0.7 0.9

Babesia bigemina OR 0.7 1.5
95% CI 0.4-1.1 0.9-2.3
P 0.1 0.1

Anaplasma marginale OR 1.1 1.5
95% CI 0.6-2.3 0.7-2.9
P 0.7 1.1

Table 6
Representative sequences published in GenBank for tick-borne pathogens and
Rhipicephalus microplus.

GenBank Samples Species Size %ID Origin
D (bp)
MT250262 Gou07-47 Theileria mutans 528 96.34  Gourma,
BF
MT250263 Gou03-04 Theileria mutans 414 99.76  Gourma,
BF
MT250264 Gou03-07 Theileria velifera 531 99.06  Gourma,
BF
MT259958 Bor02-10 Theileria annulata 371 100 Borgou,
BN
MT259959 Don06-07 Babesia bovis 351 96.87 Donga,
BN
MT259778 Gou03- Anaplasma 490 98.52  Gourma,
bov07 marginale BF
MT249801 Be382 Rhipicephalus 674 99.85 Alibori,
microplus BN
MT249802 Bed07 Rhipicephalus 643 100 Alibori,
microplus BN

TBP: Tick-bome pathogens; OR: odds ratio, CI: confidence interval, P: proba-
bility.
Pathogens for which the variables are significantly explanatory are indicated in
bold.

tick species are competent for T. annulata transmission. Even if we
scraped blood from engorged ticks prior to DNA extraction, it is not
excluded that they were infected because of a blood meal taken from
infected animals. On the African continent, T. annulata was known to be
occurring in North Africa, Middle East Africa, in Sudan and in
Mauritania (d'Oliveira et al.,, 1997 ; Gubbels et al,, 2000 ; Mohamed and
Ebied, 2014). Its detection in the present survey may provide evidence
of a change in its previous distribution pattern.

According to Babesia genus TBP detection, in cattle the prevalence of
B. bigemina and B. bovis were significantly higher in northermn BN,
especially in Borgou and Donga than other departments, probably

because of the occurrence of their principal vector R. microplus (Walker
et al,, 2003 ; Haghi et al., 2017).

Babesiosis clinical signs (Mohamed and Ebied, 2014 ; Demessie and
Derso, 2015) were not apparent in sampled cattle, leading to hypothe-
sized a stable endemicity of Babesia species in the region, as previously
observed by Adehan et al. (2016). Babesia bovis was evidenced in cattle
in eastern BF, however its principal vector R. microplus (Dantas-Torres
etal.,, 2012; Grisi et al,, 2014), was not found there. This suggests cattle
of eastern BF were infected with B. bovis after their exposure to
R. microplus or other competent species, during their seasonal migration
in northern BN through transhumance corridors (Zannou et al., 2020).
However, this hypothesis requires more investigations considering cat-
tle transboundary movements. The detection of A. marginale was ex-
pected in this survey as this pathogen is known to be endemic worldwide
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Fig 5. Phylogenetic trees of 18S gene sequences of Theileria/Babesia (A), 16S gene sequences of Ehrlichia/Anaplasma (B) and CO1 gene sequences of Rhipicephalus
spp. (C) constructed with the Maximum Likelihood method. Evolutionary history was inferred applying Tamura-Nei model. Blue squares refer to sequences generated

in the present study.

especially in tropical and subtropical areas (Kocan and de la Fuente,
2003). It has been found only in examined cattle (and not in ticks)
without significant difference in prevalence between the eastern BF and
northern BN although its vector ticks, A. variegatum and Rhipicephalus
spp. (Harrison etal,, 2011 ; Sisson et al., 2017), are widespreadand hasa
similar distribution in the two areas. Some pools of A. variegatum were

found positive to Ehrlichia ruminantium. This result was also expected as
the presence of this pathogen is well known in the region (Adakal et al,,
2010; Farougou et al., 2012; Biguezoton et al,, 2016b; Adjou Moumouni
et al,, 2018) sometimes with high prevalence.

The main limitation of this survey is due to its transversal nature.
Some interesting explanatory variables were identified. To verify if these
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Fig 5. (continued).

variables are true risk or protective factors, future longitudinal studies
are required in order to demonstrated the anteriority of these factors on
their effects.

5. Conclusion

Before the accidental introduction of R. microplus in the West African
sub-region, the livestock production sector was facing challenges
induced by other tick species such as A. variegatum, Hyalomma spp.,
Rhipicephalus spp. As R. microplus was found to be resistant to most of the
acaricidal products used in this area, difficulties associated with ticks
control in livestock farming in the area were increased. The spreading of
this invasive tick species in West Africa seems to be accompanied by an
adaptation to more arid area. A wide area in northern BN is yet invaded
around ten years after the first identification of the tick species in
southemn BN. Added to this, considering animals annual migration be-
tween eastern BF and northern BN, it is possible that the invasive tick
invades eastern BF if stringent control measures are not applied. Most of
TBP highlighted in this survey (T. mutans, B. bigemina, B. bovis, A. mar-
ginale and E. ruminantium) are known to be present in the study area.
However, this survey highlights for the first time the presence of
T. velifera and T. annulata in Benin and Burkina Faso. In addition, if
T. velifera has yet been evidenced in West Africa (Lorusso et al., 2016), to
our knowledge that is the first time T. annulata is identified in this part of
the continent. Considering overall pathogen prevalences detected in this
study, parasitological risk seems to be higher in the northern BN than in
eastern BF, due to cattle infestation with higher abundances and
diversified vector tick species.
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Préambule

En Afrique de 1’Ouest, les mouvements de transhumance sont induits par la longue durée (= 7-8 mois)
de la saison séche dans les pays du Nord (Mali, Niger, Mauritanie, Burkina Faso), et une installation
précoce de la saison pluvieuse dans les pays du Sud (Céte d’Ivoire, Ghana, Togo, Bénin). Les
déplacements s’effectuent par la marche a pied. Les troupeaux séjournent dans des écosystemes divers
a la recherche de paturages. Les éleveurs de I’Est BF parcourent environ 150 a 200 km en 1-3 semaines
pour atteindre le Nord BN. Ils y font un séjour d’environ 3-4 mois puis retournent au BF. L’étude 1
ayant montré une extension de 1’aire de distribution de R. microplus au Nord BN et son absence a I’Est
du BF, cette étude longitudinale a pour but de déterminer si cette tique n’est pas apportée via la
transhumance des bovins a I’Est du BF. Des prélévements de tiques et de sang de bovins ont été réalisés
sur les mémes bovins (N=210) a I’Est BF au départ de la transhumance (TOBF), au Nord BN dans la
zone d’arrivée (T1BN), et au retour des transhumants a 1’est du BF (T2BF). Le plus grand nombre
d’especes de tiques a été collecté a T1BN, correspondant au début de la saison pluvieuse. Certaines
especes de tiques telles que A. variegatum, H. truncatum, H. rufipes, R. geigyi, R. decoloratus ont été
identifiées au cours des trois prélevements, sans une différence significative dans leurs abondances
relatives, tandis que d’autres (Hyalomma impeltatum, Hyalomma impressum, Hyalomma nitidum,
Rhipicephalus lunulatus) absentes & TOBF, ont été retrouvées uniquement a TLBN et/ou T2BF. Trois
spécimens de ’espéce R. microplus (absente a TOBF et TLBN) ont été identifiés sur les bovins au retour
de latranshumance (T2BF). L’infestation des bovins par des espéces telles que A. variegatum, H. rufipes
et R. decoloratus est significativement liée aux fluctuations de I’humidité relative de I’air. Les agents
pathogenes identifiés au cours des trois périodes de collecte étaient T. annulata, T. mutans, T. velifera,
B. bigemina et A. marginale. Les plus prévalents étaient T. mutans et T. velifera. L’espéce A. centrale a
été mise en évidence pour la premiere fois dans la zone. En dépit des variations saisonniéres, la
transhumance favorise la dissémination de certaines especes de tiques, mais n’a pas d’influence sur les

charges de tiques portées par les animaux transhumants.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: In West Africa, cross-border transhumance, also called seasonal migration, is known to be a very important
Ticks animal production strategy, as it involves about 70 to 90% of cattle. In spite of the cattle movements, some
Tick-borne pathogens strategic areas of transhumance remain pootly explored regarding ticks and their associated pathogens in-

Transhumance
Burkina Faso
BeninAnaplasma centrale

vestigations. The purpose of this study is to evaluate the involvement of transhumance in the spread of cattle
ticks and associated pathogens in Burkina Faso (BF) and Benin (BN), in a context of speedy invasion of West
African livestock by Rhipicephalus microplus. A longitudinal swvey was performed on 210 cattle from BF,
monitored for ticks and tick-borne pathogens (TBP) during one seasonal transhumance. The first sampling coded
“TOBF” took place in eastern BF, at the transhumance departure. A second sampling “T1BN” was cariied out in
northern BN, the transhumance arrival zone. A third sampling “T2BF"” was done at the return of cattle in eastein
BF. Ticks were morphologically identified and TBP detected with reverse line blot hybridization (RLB) assay. A
total of 1027 ticks (7 species), 1006 ticks (11 species) and 1211 ticks (9 species) were respectively found at TOBF,
T1BN and T2BF. Some species were collected at the three times of sampling without any significant difference in
their relative abundances. However, other tick species appeared only at TIBM and/or T2BF. The TBP species
found at the three points surveyed were Theileria anmlata, Theileria mutans, Theileria velifera, Babesia bigemina
and Anaplasma marginale. The most prevalent was T. mutans with 166,210 (79%), 159,210 (75.7%) and 78/210
(37%) cattle positive respectively at TOBF, TIBN and T2BF. Anaplasma centrale was evidenced with 0.5% and
0.9% respectively at TOBF and T2BF. To our knowledge, this represents its first report in the study area.

Overall, the TBP prevalences were significantly lower at T2BF, highlighting the effect of tick populations
changes induced by transhumance combined with the seasonal variation influence.
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1. Introduction

In West Africa, livestock farming is characterized by seasonal
movements of animals over varying distances. This is known as trans-
humance, defined as a system of animal production based on regular
seasonal movements, occurring between complementary ecological
zones. In the West African Sahel, the transhumant pastoralism is one of
the most important strategy of livestock production, involving 70 to
90% of cattle (Bouslikhane, 2015). Herds migrate from pastures in the
north where the rainy season is relatively short, to pastures further south
where rainfall is higher and forage is more abundant (Djenontin et al.,
2012; Brottem et al,, 2014). These include countries such as Benin (BN),
one of the wettest countries in West Africa. In the north of this country,
the Atacora and Alibori departments receive a rainfall ranging from 700
to 1200 mm/year, which makes this region a suitable area for livestock
farming and a favourite destination for Niger, Nigeria, Mali and Burkina
Faso (BF) herders, seeking pasture and water points during the dry
season (Lesse et al, 2015 Bouslikhane, 2015). After having walked
between 150 and 200 km, farmers of eastern BF, coming from Gourma,
Kompienga and Tapoa provinces, reach northern BN (Atacora and Ali-
bori departments) through four transhumance corridors, and three entry
points identified by Zannou et al. (2020) (Fig. 1). Unfortunately, the stay
of transhumant herds in northern BN represents a threat in recent years
with regard to ticks and TBP. Indeed, for about ten years, BN has been

Ticks and Tick-borne Diseases 12 (2021) 101781

facing an invasion of livestock by the tick R. microplus, accidently
introduced in the south of the country in 2004 (Madder et al,, 2012).
Then, it spread and established from South (Mono department) to the
northern departments (Borgou and Donga) only in a few years (De
Clercq et al.,, 2012; Biguezoton et al, 2016). After molecular charac-
terization of tick samples collected in whole of the four northern de-
partments in 2017, a recent study evidenced its presence in Alibori and
Atacora departments (Ouedraogo et al., 2021). This tick species repre-
sents a real threat as its introduction into a previously unaffected region
could generate numerous issues: (i): due to its monophasic character
combined with its faster life-cycle, and its high degree of
acaricide-resistance, it can induce heavy burden infestation on animals
(Teonnesen et al, 2004), (ii): it can induce competition with closest
species (e.g. Rhipicephalus decoloratus) ending by their replacement, and
the emergence of its acaricide-resistant populations, (iii): it could be at
the origin of an increase of cattle babesiosis as it is known to be the
efficient vector of piroplasms B. bigemina and B. bovis (Walker, 2003,
Kabi et al., 2008; Adehan et al, 2016; Muhanguzi et al., 2020).
Rhipicephalus microplus is known to be introduced in the South-West
of BF through transhumance movements with Ivory Coast. This results in
an emergence of its acaricide resistant population in the region (Adakal
et al, 2013). Meanwhile, regarding the eastern region, very limited
knowledge about ticks and their associated pathogens are available, in
spite of the transhumant movements with the northern Benin. This
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Fig. 1.. Transhumance corridors, grazing areas and entry points of Burkina Faso transhumant herds through Benin (Zannou et al., 2020).
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context of invasion, combined with the lack of data in some strategic
transhumance areas, led to the implementation of this sdy. It aims, on
the one hand, to provide updated data on areas still poorly prospected
(regarding Ticks and TBP), and on the other hand, to evaluate the
involvement of transhumance of cattle, in the spread of ticks and their
associated pathogens in West Africa, focusing on the eastern BF and
northern BN.

2. Materials and methods
2.1. Study area and sampling strategy

A longitudinal survey was carried out in eastern BF, corresponding to
a transhumance departure area, and in northern BN, which represents a
transhumance arrival area. Sampling was conducted in randomly
selected farms with the owners” consent. A minimum distance of 2 km
was observed between herds to avoid closeness of sampling points (at
TOBF), that were recorded with the name of the locality and GPS co-
ordinates. Cattle of both sexes, young (3-12 months-old) and adult (over
12 months-old) were involved all along the study. They were subjected
to a monitoring from December 2016 to August 2017, corresponding to
one seasonal transhumant duration. Sampling was carried out based on
the CIRDES ethics committee for animal experimentation approval (001-
02/2017/CE-CIRDES) and with the owner verbal consent. Ticks and
cattle blood were collected three times on the same animals. A first
collect was done in eastern BF during dry season, between December
2016 and January 2017 (TOBF), selected cattle received labels as
numbered earring. A second sampling was conducted in the trans-
humance arrival zone in northern BN from Apiil to mid-July 2017
(T1BN) coinciding with the beginning of the rainy season. Then, a third

Ticks and Tick-barne Diseases 12 (2021) 101781

sampling was implemented from mid-July to end of August 2017
(T2BF), in eastern BF, upon the retumn of cattle in their original place
(Fig. 2). For tick and blood collection cattle were kept in lateral decu-
bitus. All ticks found on visible parts were syste matically removed using
pliers during around 15 min according to Biguezoton et al. (2016). Ticks
collected were stored in collection tubes with 70% alcohol. Then,
approximately 5 ml of peripheral blood per animal were collected from
the tail vein or coceygeal vein in 9 ml ethylene diamine tetra acetic acid
(EDTA) treated vacutainer tubes, kept (as spots) on Whatman FTA
Cards, air-dried and then packaged in safelock sealed bags with silicagel.
In addition, the air temperature and humidity were continuously
recorded during all sampling with heat-chips (Waranet Solutions,
France). A specific questionnaire was administered to record herd in-
formation and to assess their perception of the use and efficacy of
compounds employed in animal cure. They also provided data on the
type of products used, sources of supply, methods, periods and fre-
quency of treatments.

2.2, Ticks and tick-borne pathogens identification

Ticks were morphologically identified according to Walker et al.
(2003) identification key, using standard stereomicroscope at room
temperature. Ticl-borne pathogens detection was performed with DNA
extracted from cattle blood dried on Whatman FTA cards, and from
collected tick species of veterinary interest. Ticks were grouped (per
species and per cattle) and crushed in pools of a maximum five in-
dividuals in 1.5 ml tubes. Six pieces of five mm diameter of dried blood
Whatman FTA cards were cut and placed in 1.5 ml tubes, and the
DNeasy Blood & Tissue Kit (Ref 69506, Qiagen; Hilden, Germany) was
used according to the manufacturer's instructions. The quality and
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‘/’\!J
jj Burkina Faso

Legend

@ Herd positions
—— Departure area
- Arrival area
---- National roads
I River
1 Gourma
=1 Kompienga
CJ1apoa
[_J Alibori
[-1 Atacora
[_] Unprospected area

= ° L s0 75 200 km

Fig. 2.. Map showing the herd positions during one seasonal transhumance: TO in eastern Burkina Faso, T1 in northern Benin and T2 in eastern Burkina Faso.

Legend: BF: Burkina Faso, BN: Benin.
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quantity of the DNA obtained was measured with Nanodrop 2000
(Thermo Fisher Scientific, USA). Each DNA sample obtained was first
stored at -20°C, and then submitted to two generic PCR. The forward
primer RLB-F2 (5"-GACACAGGGAGGTAGTGACAAG-3") and the reverse
RLB-R2 (biotin-5-CTAAGAATTTCACCTCTGACAGT-3) targeting the
185 RNA gene were used for Theileria and Babesia species detection
following Mijhof et al. (2005). The forward primer Ehr-F (5'-GGAATT-
CAGAGTTGGATCMTGGYTCAG-3") and the reverse Ehr-R (5'-bio-
tin-CGGGATCCCGAGTTTGCCGGGACTTYTTCT-3') targeting the 165
rRNA gene were used for Anaplasma and Ehrlichia species detection
following Bekker et al, (2002). PCR protocol was optimized using a Taq
PCR Master Mix Kit (Qiagen, Hilden, Germany), achieving a final vol-
ume of 16 pl, containing 8 pl of pre-mastermix PCR buffer at 25 mM,
0.16 1 of each primer at 20 pM, 6.08 pl of H20 and 20-50 ng of template
DNA. PCR products obtained were used for pathogens detection speci-
fication with RLB hybridization process (Gubbels et al, 1999; Bekker
et al.,, 2002; Nijhof et al., 2003; Nijhof et al., 2005). Detection using RLB
assay required genus and species-specific oligonucleotide probes con-
taining an N-terminal N-(trifluoracetamidohexylcyanoethyl, N,N-diiso-
propyl phosphoramidite)-C6 listed in Table 1, binded on a nylon
Biodyne-C membrane. Positive controls for each pathogen were applied
to the tests, and molecular grade water was used as negative control.

2.3. Tick-borne pathogens identification confirming

PCR-products of some samples showing positivity for tick-borne
pathogens were subsequently sequenced using Sanger method (GIGA,
ULiége, Belgium) after purification (QIAquick PCR Purification Kit,
Qiagen; Hilden, Germany), to confirm RLB results. Priority was given to
samples showing suspicious results and then samples giving the best

Table 1.
Sequences of the used reverse line blot oligonucleotide probes.

References

Genus and species-specific

Probe Sequences

oligonucleotide probes (from 5'-3")
Theileria/Babesta gene- TAA TGG TTA ATA Gubbels et al, {1999)
specific GGARCRGTT G
Ehrlichia/Anaplasma gene- GGG GGA AAG ATT Bekker et al. (2002)
specific TAT CGCTA

Anaplasma marginale GAC CGT ATA CGC Bekker et al. (2002)
AGCTTG

Anaplasma centrale TCG AAC GGA CCA Bekker et al. (2002)
TAC GC

Anaplasma bavis GTA GCT TGC TAT Bekker et al. (2002)
GRG AAC A

Anaplasma phagoeytophitum TTG CTA TAA AGA Bekker et al. (2002)
ATA ATT AGT GG

Ehrlichia ruminantium AGT ATC TGT TAG Bekker et al. (2002)
TGG CAG

Ehrlichia chaffeensis ACC TTT TGG TTA Schouls et al. (1999)
TAA ATA ATT GTT

Theileria annulata CCT CTG GGG TCT Georges et al. {2001)
GTGCA

Thetleria nuitans CTT GCG TCT CCG Gubbels et al. (1999)
AAT GTT

Theileria annae CCG AAC GTA ATT Yisaschar-Mekuzas et al.
TTA TTG ATT G (2013)

Theileria taurotragi TCT TGG CAC GTG Gubbels et al. (1999)
GCT TTT

Theileria velifera CCT ATT CTC CTT Gubbels et al. {2000)
TAC GAGT

Babesia accultans CCT CTT TTG GCC He et al. (2012)
CAT CTC G

Babesia microt GRC TTG GCA TCW Nijhof et al. (2003)
TCT GGA

Babesia major TCC GAC TTT GGT Georges et al. (2001)
TGG TGT

Babesia bovis CAG GTT TCG CCT Gubbels et al. (1299)
GTA TAATTG AG

Babesia bigemina CGT TTT TTC CCT Gubbels et al. (1999)
TIT GTT GG
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representativity of the surveyed localities. Consensus sequences were
determined with the freely available BioEdit software (http://www.mbi
o.nesu.edu/BioEdit/bioedit. htmldoads), and sequences similarities with
available sequences in GenBank was evaluated via BLASTn program
(bttps://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE_TYPE=BlastSearch).
Thereafter, sequences were aligned with Clustal W method and
maximum likelihood phylogenetic trees generated in
Mega X 10.1.7 (https://www.megasoftware net/). The percentage of
bootstraps were calculated applying 500 replicates.

were

2.4. Data analysis

The relative abundances of each tick species, and the TEP preva-
lences recorded on the three strategic times of the seasonal trans-
humance were compared with the non-parametric Kiuskal-Wallis test in
GraphPad Prism software version 9.0.1 (San Diego, CA, USA). Cattle
were grouped by two-week intervals over the sampling periods and with
regard to the sampling dates. Tick species average abundances were
computed in each interval, to estimate the temporal variations of the
abundances of each tick species in relation to relative humidity and
temperature. This was performed using the Poisson adjustment model
(identity link function) in Generalized linear models (GLM). Poisson
regression coefficients of temperature and humidity (explanatory vari-
ables) were compared to the null hypothesis by Z test. The choice of the
model was based on that minimizing the Akaike Information Criterion
(AIC) and the residual deviance. This was performed in Stata/SE 14.2.
For all analyses, a P-value below 0.05 was considered for statistical
significance.

3. Results
3.1. Characteristics of cattle involved in the study

Atotal of 311 cattle belonging to 28 farms were involved in the study
at TOBF in eastern Burkina Faso. Due to some external factors, such as
deaths and losses, some cattle were not found at the second and third
collection times. Thus, 260 were found at TIBN, and 233 at T2BF. Only
data collected on N = 210 cattle (from the 28 hers) found at the three
times of sampling were involved in the analysis. A total of 81 (38.6%) of
them were between 3 and 12 months of age, while 129 (61.4%) were
over 12 months old. There were 35 (16.7%) males and 175 (83.3%)
females. After leaving eastern BF in dry season (December-January), the
herds travel between 150 and 200 km for about 21 days to reach
northern BN. Most of them (27 /28; 96%) stay in Atacora department,
where they practice free grazing with access to crop residues and wa-
tering points. They live in this locality for about 3-4 months. The end of
their stay corresponds with the beginning of the rainy season {May-
June).

3.2, Tick species identified

On the 210 cattle sampled all along the study, a total of 13 tick
species were found with an average number of ticks per cattle of 4.9 at
TOBF, 4.8 at TIBN and 5.8 at T2BF. The species Amblyomma variegatum,
Hyalomma truncatum, Hyalomma rufipes, Rhipicephalus sanguineus s.1,
Rhipicephalus geigyi and R. decoloratus were identified at all three times
surveys with A. variegatum being the most sampled tick species
(Table 2). A comparison of their relative abundance showed no signifi-
cant difference (p > 0.05) when moving from the transhumance de-
parture area to the arrival area and vice-versa. The largest number of
tick species was collected in the northemn BN with the additional pres-
ence of Hyalomma impressum (0.3%), Hyalomma nitidum (0.3%) and
Rhipicephalus annulatus (0.01%). Rhipicephalus mushamae was sampled
at TOBF and T1BN, while Rhipicephalus lunilatus was found at T1BN and
T2BF. Only one individual of the invasive tick R. microplus was collected
at T2BF (Table 2).
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Table 2.
Tick species collected according to transhumance departure and amival provinces/departments.
TO BF T1 BN T2 BF
Tick species Gou Kom Tap Total Ali Ata Total Gou Kom Tap Total
(n=62) (n=75) (n=73) No.(RA%) mn=7) (n =203) Ho.(RAZ) (n=62) (n =75) (n=73) No.(RA%)
Amblyormmna variegaturm 199 125 134 458 (44.6) 21 406 427 (42.4) 151 222 257 630 (52.0)
Hyalontma truncatun 35 68 a3 196 (19.1) 1 240 241 (24) 61 132 61 254 (21)
Hyalomma rufipes 21 28 40 89(87) 15 180 195 (19.4) 52 103 76 231(19.1)
Hyalontma impeltatunt . . —_— —_ — — 2 —_ —_ 2 (0.2)
Hyalontma itpresstmn —_ —_ —_ —_ - 3 3(03) —_ —_ —_ —_
Hyalomma nitidum —_ —_ —_ —_ — 3 3(0.3) —_ — —_ —_—
Rhipicephalus lurulatus — - — — - 3 3(0.3) - 5 5 (0.4)
Rhipicephalus sangiuineus s1. B 5 12 25(24) — 2 2(0.2) 5 — — 5 (0.4)
Rhipicephalus mushamnae 1 —_ 1 2 (0.2) - 3 3(03 —_ — — —
Rhipicephalus geigyi 43 43 21 107 (10.4) — 106 106 (10.5) 7 69 1 77 (6.4)
Rhipicephalus decoloratus 17 18 42 77(7.5) — 22 22(2.2) 3 2 1 6 (0.5)
Rhipicephalus microplus — - —_ — — —_— —_ 1 — 1 (0.01)
Rhipicephalus anrudatus — — —_ — 1 1(0.01) - —_ —_ —_
Total 1027 (100) 1006 (100) 1211 (100)

RA: Relative Abundance; Gou: Gourma, Kem: Kompienga, Tap: Tapoa, Ata: Atacora; Ali: Alibori; n : number of bovine sampled in each provinee, No: total number of

cattle,
3.3. Variation of tick species abundance during transhumance

The average number of ticks per cattle was computed by two weeks
intervals, extended over the sampling period. The average number of
A. variegatum and H. rufipes increases globally from TOBF to T2BF and is
significantly related to the air relative humidity (Coef: 0.01; p < 0.05).
The opposite phenomenon was observed with R decoloratus. The
average number of this species decreases from TOBF to T2BF and is
inversely proportional to the relative humidity (Coef -0.003; p <
0.0001). The variation of H. truncatum and R. geigyi abundances does not
show any particular upward or downward trend, and does not depend
on relative humidity (p > 0.05). The average temperature does not
fluctuate widely over the collection period and does not show a signif-
icantly link with the variation of any tick species burden on cattle (p >
0.05) (Fig. 3, Table 3).

3.4. Evaluation of nymph and adult Amblyomma variegatum burdens of
cattle

A focus on the most abundant tick species in the study area,
A. variegatum, revealed a low presence of adult ticks at TOBF. Adult
abundance increases from T1BN until reaching sometimes 3 individuals
per cattle at T2BF. This variation is significantly related to the relative
humidity (Coef: 0.03; p < 0.0001) (Table 4). In the contrary, the cattle
burden in nymph A. variegatum infestation decreases from TOBF to T2BF,
and is inversely related to relative humidity variations (Coef: -0.01; p <
0.0001) (Fig. 4, Table 4).

3.5. Tick-borne pathogens identification in caitle blood

The TBP species found at the three times survey were T. annulata, T.
nuttans, T. velifera, B. bigemina and A. marginale. The most prevalent was
T. mutans with 79%, 75.7% and 37.1% of cattle positive respectively at
TOBF, T1BN and T2BF. The species B. bovis, was found only at TOBF with
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Fig. 3.. Evaluation of cattle tick burden during the study period in relation to environmental relative humidity and temperature. A. var: Amblyomma variegatum, H.
tru: Hyalonuna trincatuwn, H. ruf: Hyalomina rufipes, R. gei: Rhipicephalus geigyi, R. dec: Rhipicephalus decoloratus.
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Table 3.

Ticks and Tick-borne Diseases 12 (2021) 101781

Link between relative humidity and temperature, and the variation of the average tick burden on cattle during transhumance.

A. variegatum H. truncatum H mfipes R. geigyi R.decoloratus
Coef SE P Coef SE P Coefl P Coef SE P Coef SE P
Temp -0.048 +0.033 0.152 0.008 +0.026 0.74 -0.003 +0.018 0.85 -0.016 +0.017 035 -0.01 +0.006 0.01
Hum 0.012 +0.004 0.006 0.002 +0.003 0.47 0.005 +0.0025 0.028 -0.002 +0.001 03 -0.003 +0.0007 < 0.0001

Coef : poisson regression coefficients; SE : standard error ; P: p-value of Z test comparing poisson regression coefficients with null hypothesis

Table 4.
Burdens of Amblyomma variegatum stages evaluation on cattle during one sea-
sonal transhumance in relation te relative humidity and temperature.

Adult Amblyonima variegatean Nymph Amblyormna variegatirmn

Coef SE p value Coef SE p value
Temperature  0.015 +0014 03 -0.06 +0.03 0.038
Humidity 0.025 +0.003 < 0.0001 -0.01 =+ 0.003 < 0.0001

Coef : poisson regression coefficients; SE: standard error; P: p-value of Z test
comparing poisson regression coefficients with null hypothesis

3.3 % of cattle positive, while B. bigemina was detected at TOBF (4.8%),
T1BN (9.5%6) and T2EBF (1.4 %) (Table 5). The A. centrale species was
evidenced with low prevalences at TOBF and T2BF. Globally, the TBP
prevalences were significantly lower (p < 0.05) at T2BF, than at TOBF
and T1BN according to Kruskal-Walis test (Fig. 5, Table 5).

3.6. Tick-borne pathogens identification in tick pools

Overall, TBP prevalences were lower in tick pools than in cattle
blood. A total of 347 pools were analyzed at TOBF and six TBP species
were identified, 332 pools analyzed at TIBN for two TEP species iden-
tified, and 304 pools analyzed at T2BF with six TBP species found
(Table 6). T. mutans was the TBP species mostly detected at the three
times of sampling with 4.9% (17/347), 2.1% (7/332) and 9.5% (29/
304) of positive pools respectively at TOBF, T1BN and T2BF. The second
most prevalent tick species was T. velifera identified with 2.3% (8/347),
0.6% (2/332) and 4.3% (13/304) of positive pools respectively at TOBF,
T1BN and T2BF (Table 6).

3.7. Phylogenetic analyses

Analysis of sequences throught BLASTn showed high identity values
(i.e. 99-100) with published sequences in GenBank database, confirming
TBP molecular identification with RLB hybridization assay. Further-
more, in Fig. 6A, the maximum likelihood phylogenetic tree showed a
perfect cdlustering of A. centrale sequence (MW544746) generated in this
survey, in clade [ with other strains from South Africa (KU598854.1),
Philipines (JQ839010.1), China and Iraq (MHS588233.1). A similar
observation is noted for Ehrlichia ruminantium sequence (MW544747),
which grouped in clade Il with sequences from West, East and South
Africa. These two clades are clearly distinguishable from clade II, which
regroup only A. marginale strains. In Fig. 6B, B. bigemina sequence
(MW545174) generated in this survey clustered with that of Brazil
(KCB858976.1) and to a lesser extent, that of China (MGB74651.1).

4, Discussion

In savannah regions such as BF, the breeders practice transhumance
for the search of green pastures and water points for livestock during
droughts (Abdourazalkou, 2016). In this study, the sampling strategy,
which consisted to conduct the first survey (TOBF) at the herds’ depar-
ture for transhumance, coincided with the dry season. As relative hu-
midity and temperature have been reported as predominant factors
influencing the life cycle activity and fecundity of tick populations
(Yeruham etal, 1996; Yakhchali and Hosseine, 2006), this certainly led
to the sampling of tick species and tick stages that tolerate low levels of
relative humidity and high temperature. According to data collected, the
influences of these factors were mainly apparent in the case of
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Fig. 4.. Variation of Amblyomma variegatum nymph and adult stages abundance during one seasonal migration.
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Table 5.
Tick-borne pathogens found in cattle,

Ticks and Tick-borne Diseases 12 (2021) 101781

TO Burkina Faso T1 Benin T2 Burkina Faso
Tick species Gou Kom Tap N=210 (P Ata Ali N=210(P Gou Kom Tap N=210(P K-W (p-
(n=62) (n=75) (n=73) 94) (n=203) (0=7) 94) (n=62) (n=75) (n=73) %) vahie)
Theileria 2 1 3(1.4) 22 — 22 (105) 1 1(0.5) 4.82 (0.089)
annufata
Theileria 29 66 71 166 (79) 155 4 159 60 18 78 (37) 17.97 (<
mtans (75.7) 0.0001)
Theileria 19 55 61 135 127 1 128 (61) 35 8 — 43 (20.5) 24.50 (<
velifera (64.3) 0.0001)
Babesta bovis - 3 4 7(3.3) e - —_ — — _
Babesta 2 4 4 10(4.8) 19 1 20 (9.5) 3 3(1.4) 10.81
bigemina (0.0045)
Anaplasma E 4 2 6 (2.9 23 23 (11) — - 2 2 (1) 1433
marginale (0.0008)
Anaplasne - 1 1 (0.5) 2 - 2 (0.9) e
centrale
Gou: Gouwrma, Kom: Kompienga, Tap: Tapoa, Ata: Atacora, Ali : Alibori, K-W : Kruskal Walis test
O T.annulata T.mutans B8 T.velifera O B.bigemina
100 -
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Fig. 5.. Overall prevalence of tick-borne pathogens found in cattle blood at TOBF, TIBN and T2BF. Legend: BF: Burkina Faso, BN: Benin.

A. variegatum, the most abundant and the most collected tick species in
the study area (Stachwski, 2000; Adakal et al,, 2010 ; Kouassi et al,,
2016 ; Biguezoton et al., 2016). The nymphs A. variegaturn were highly
abundant at TOBF at the herds departure for transhumance as in
A. variegatum triphasic life cyce, the nymph stage infests hosts (cattle)
preferentially in dry season with peaks in January and February in
tropical regions (Stachurski et al, 1993). After cattle moving in northemn
BN (T1BN), a decrease of nymph abundance and an increase of the adult
abundance was observed. This result could reflect the fact that at T1IBN,
nymphs have finished their blood feeding on cattle. They therefore let
themselves drop into the vegetation on the ground, to achieve moulting

(transition from nymph to adult) for between 30-60 days (Pegram and
Banda, 1990). Simultaneously, the nymphs that have finished moulting
at TOBF (“new™ adults), begin to climb on cattle at TIBN for their blood
feeding and mating. The males attach first and produce attractive
pheromones (AAP: aggregation-attachment pheromones) for the fe-
males who then attach. The blood meal varies from 6 to 7 days in males
and up to B days in females (Barre and Garris, 1990; Stachurski, 2000).
This will lead them to engorgement, required for eggs laying and then
hatching. Such blood meal coincides with the warmer season of the year,
which comresponds to T2BF in this survey, resulting in an increase in
their abundance. This explains why A. variegatimn adult’s abundance is
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Table 6.
Prevalence of tick-borne pathogens detected in tick pools.

Ticks and Tick-borne Diseases 12 (2021} 101781

Tick Species Tick Pooks (1-5 T. annulata No. T. rutans No. T. velifera No. B. bovis No. B. bigemina No. E ruminantitm No.
ticks) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
TO BURKINA FASO
Amblyorna variegatunt 176 3(1.7) 12 (6.8) 5(2.8) — 1 (0.6) 1(0.6)
Hyalonuna rufipes 58 — — 1(1.7) —_ — —
Rhipicephatus geigyi 59 : 4(68) — 109
Rhipicephalus 54 2037 1(1.9) 2(37) 1(1.9)
decoloratus
N=347 5 (1.4) 17 (4.9) 8(23) 2 (0.6) 1©3) 1(03)
T1 BENIN
Amblyornma variegaturm 177 2(1.1) 1(06)
Hyalomma rufipes 93 — 2(22) —
Rhipicephalus geigyi a8 - 12) 1(2)
Rhipicephalus 13 2(15.4) —
decoloratus
Rhipicephalus annudatus 1 - — - - —
N=332 7(21) 2(06) . . .
T2 BURKINA FASO
Amblyormima variegatum 212 1(0.5) 21(9.9) 6(2.8) - 1(0.5) 2{(0.9)
Hyalonuna rufipes 65 - 7(10.8) 7(10.8) 1(1.5) - -
Rhipicephalus geigyt 22 - 1(4.5) — —_ — -
Rhipicephalus 4 — -
decoloratus
Rhipicephalus nicroplus 1 — - - - - -
N=304 1(0.3) 29(9.5) 13 (4.3) 1(0.3) 1(0.3) 2(0.7)

positively related to the relative humidity variations, while the nymph's
abundance is negatively related. Another tick species whose abundance
is positively and significantly related with the relative humidity varia-
tions is H. rufipes, but this only concerns its adult stage, as Hyalomma
immature stages preferentially parasitize birds and small rodents
(Bakirci et al,, 2011 ; Tomassone et al, 2004). Knowing Hyaomma
species could be di- or triphasic, their low infestation in cattle at TOBF
could be related to the fact that nymphs were completing their meta-
morphosis in the environment, and “new” adults had not yet started
infesting the hosts. At the beginning of the rainy season at TIBN, they
achieve moulting and begin to infest cattle and become more present at
T2BF. Meanwhile, a negative relation was observed in R. decoloratus
abundance with relative humidity. This is in line with some previous
findings (Katiyatiya et al,, 2014; Yawa et al,, 2018) who reported that
the favorable period for R. decoloratus proliferation is in summer, close
to the beginning of rainy season in tropical regions (T1BN). Conse-
quently, the increase of the relative humidity in rainy season (T2BF),
leads to a decrease of its population as shown in Table 2. The abundance
of the species R geigyi did not show any significant correlation with
relative humidity variations. This is similar to the finding of Farougou
(2009), who highlighted only a moderate correlation of this species to
rainfall. As others Boophilus species, it presents several generations per
year in tropical regions and occur at different periods. The temperature
did not vary significantly during the study period; it did not show any
particular influence on the level of infestation of tick species in cattle.
Tick species such as H. impressum, H. nitidum, R Ilunulatus and
R. anmulatus appeared only at T1BN and/or T2BF due to the beginning of
the rainy season in March-April (T1EN) which triggered the end of the
diapause period and their return to activity (host search, eggs hatching)
as previously re ported by Farougou et al. (2007).

Sampled herds were not invaded by R. microplus ticks at the return of
cattle from transhumance at T2BF in eastern BF. Considering the 210
cattle surveyed, only one male specimen of R. microplus was identified
on a male cattle less than 12 months old. It belonged to a herd having
stayed in northern BN in Atacora department, in Materi commune.
Moreover, at T2BF, three specimens (one male and two females) of the
invasive tick specie were also sampled on another cattle, not included in
the group of the 210 animals followed. This animal belongs to another
herd which has also stayed in the same commune in Benin. According to
the distribution of risk scores for the occurrence and establishment of
R. microplus in the study area (Zannou et al, 2020), this commune

appears to be one of the localities showing the highest risk scores
(69-80%). Assome transhumant herds stayed in the same commune, this
could lead to suggest an infestation of more transhumant cattle by
R. microplus, but which were not detected. Some cattle involved in the
survey were only infested at TIBN and/or T2BF by H. impressum, H.
nitidum, R, lunulatus, R. annudatus (Table 2). These results evidenced that
transhumance can favour new tick species acquirement by concerned
animals. However, regarding the species recorded at the three periods of
sampling, their relative abundance did not significantly vary. This sug-
gests that transhumance can influence animal infestation by new tick
species, without necessarily impacting tick abundance on transhumant
animals. However, new tick species infestations during transhumance
may lead to an increase of animals infestation level in a given region
(Adakal et al., 2013; Biguezoton et al, 2016; Muhanguzi et al, 2020).
Changes induced in tick populations by transhumance necessarily in-
fluence the prevalences of circulating TBP. At TOBF and T1BN, the TEP
such as T. mutans and T. velifera prevalences recorded are in line with
previous values reported in the study area (Ouedraogo et al.,, 2021) and
in other African countries (Simuunza et al,, 2011; Lorusso et al,, 2016 ;
Abanda et al, 2019). These two pathogens were the most prevalent at
the three points of transhumance, showing overall prevalences signifi-
cantly lower at T2BF, without a decrease of their vector tick population,
A. variegatum (Bishop et al, 2004). Indeed, data obtained from the
epidemiological survey revealed alarge use of trypanocidal compounds
among farmers involved in the survey (26/28, 92.9% of farmers) in
rainy season, to prevent trypanosomosis. These include compounds such
as diminazene aceturate, which is known to have an inhibitory effect on
Theileria and Babesia species (Baelk et al., 2002). This could lead to the
detection of low prevalences of Theileria and Babesia species at T2BF.
Moreover, the low prevalences of B. bigemina at T2BF and of A. marginale
at TOBF and T2BF could be attributed to the low infestation of cattle by
R. decoloratus (Walker, 2003), one of their vector ticks. The occurrence
of this species is known to be favoured by low rainfall (Sungirai et al,,
2018} such as the beginning of rainy season at T1EN.

Tick-borme pathogens identifications in cattle blood were confirmed
by their presence in tick DNA samples. Except E. ruminantium and
A. centrale, all TBP detected in cattle were also found in ticks, but with
lower prevalences (Table 6). However, some TBP species were found in
certain tick not known to be their vector (e.g. B. bigemina in
A. variegatum). As this survey is not focusing on the competency
assessment but on the circulating pathogens in tick and cattle during
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Fig. 6.. Phylogenetic trees of 165 (RNA gene sequences of Elrlichia/Anaplasma (A) and 18S rRNA gene sequences of Babesia bigemina (B) constructed with the
Maximum Likelihood method. Evolutionary history was inferred applying Tamura-Nei model. Red squares refer to sequences generated in the present study.
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transhumance, we did not investigate if these tick species are competent
for the concerned pathogen transmission. Nevertheless, it is noteworthy
that blood was scraped from engorged ticks prior to DNA extraction, but
it is not excluded that they could be positive because of a blood meal
taken from infected animals. Elsewhere, this survey evidenced some TBP
species, rarely reported in the study area. This include T amnulata,
whose presence was reported for the first time in 2021 (Ouedraogo etal.,
2021) . This concern also A. centrale, detected in cattle at TOBF and
T2BF, with prevalence in line with that reported in Nigeria (Lorusso
etal, 2016). To the best of our knowledge, this represents the first report
of this TBP species in BF. Even if it is known to cause only milder form of
cattle anaplasmosis (Rajput et al,, 2005), its detection in the present
study is of significant importance as this provides new findings on BF
tick-borne pathogens knowledge.

The main limitation of this survey was that a new tick collection has
notbeen possible in eastern BF after the return of the transhumant herds.
The detection of a few specimens of R. microplus is not sufficient to
confirm the establishment of the species in the study area. A new
collection supplemented by molecular characterisation of R. microplus
and a study on its spatial dissemination is further required.

5. Conclusions

The impact of transhumance on the spread of ticks and their asso-
ciated pathogens is closely linked to the influence of seasonal variations,
as the transhumance duration is extended over rainy and dry seasons in
tropical regions. Pastoralists in eastern BF leave their farms in the dry
season because of late onset of rains, but expose their cattle to new tick
species (e.g. H. impressum, H. nitidum, R. lunulatus, R. annulatus, R.
microplus) infestations in northern BN, where the rainfall settles eadier.
Some of these tick species (e.g. R. lumudatus, R. microplus) remain on
cattle until they return in eastern BF, while others disappear or their
abundance decreases (e.g. R. geigyi, R. decoloratus) due to the completion
of their natural life cycle. These different variations necessarily influ-
ence the TBP prevalences during the seasonal transhumance. Overall,
TEP prevalences were high at TOBF and T1EN, and low at T2BF, not only
because of the fluctuations in their vector tick populations, but also
because of the use of diminazene aceturate having proved inhibitory
effect on Theileria and Babesia species (Back et al., 2002). Elsewhere, this
survey highlights for the first time the presence of A. centrale in BF,
providing new data on its dissemination pattern in western Africa.
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Préambule

Sur le continent Africain, et particulierement dans les pays de 1’ Afrique de 1’Ouest, les connaissances
sur les virus transmis par les tiques sont trés peu documentées. Pourtant, dans la derni¢re décennie,
certaines pathologies virales transmises par des arthropodes (e.g. fiévre jaune, zika, dengue, fievre
hémorragique de Crimée-Congo, encéphalite a tique) sont considérées comme des maladies émergentes
et sont traitées comme des problémes de santé publique. Cette étude a pour objectif d’utiliser des tiques
comme organismes "sentinelles" pour détecter des virus de bovins absorbés lors de leur repas sanguin.
Cela a été réalisé grace & la collaboration avec 1’Unité des Virus Emergents de la faculté de médecine
de I'université de Marseille (UVE: Aix Marseille Univ, France). Les tiques ont été collectées sur les
bovins a I’Est BF, conservées a -20°C, conditionnées dans de la carboglace et envoyées a ladite unité.
Au cours de notre voyage d’étude, elles ont été soumises a une extraction automatisée d’acides
nucléiques totaux, des PCR en temps réel (génériques et spécifiques), puis les amplicons ont été
séquencés par le Next Generation Sequencing (Ion Torrent, Life Technologies and CLC Genomics
Workbench software). Aucun arbovirus n’a été détecté, mais des séquences partielles du géne B2L
(codant les protéines de I’enveloppe virale) de deux especes de virus de la famille des Poxviridae et du
genre Parapoxvirus ont ét¢ identifiées : le virus de la stomatite papuleuse bovine (BPSV : MT122761)
et le virus du paravaccine (PCPV : MT122762). En somme, 10/171 (5.8%) et 14/171 (8.2%) pools de
tiques étaient positives respectivement au BPSV et au PCPV. Les deux espéces de virus ont été
retrouvées chez les tiques A. variegatum et H. truncatum, tandis que H. rufipes était positive uniquement
en PCPV. Toutes les 3 provinces de I’Est BF prospectées présentaient des positivités pour le BPSV et le
PCPV. Sur la base de ces résultats, des études plus approfondies sur les prévalences des Parapoxvirus
dans le bétail et au sein des populations d’éleveurs de cette région doivent étre envisagées eu égard au

caractére zoonotique des pathologies induites par ces virus.
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Abstract: The molecular identification of arboviruses in West Africa is of particular interest, due to
their zoonotic potential in a population living in close contact with livestock, and in a region where the
livestock migration across borders raises the risk of diseases infection and dissemination. The aim of
the study was the screening of potential circulating arboviruses and the assessment of their zoonotic
implications. Therefore, ticks were collected on cattle located in three provinces of eastern Burkina
Faso. Tick pools were tested using a panel of genus-specific real-time assays targeting conserved
regions of parapoxvirus, orthopoxvirus, flavivirus and phlebovirus. On the 26 farms visited, a total
of 663 ticks were collected. Four genera and six tick species were morphologically identified, with
Amblyomma variegatum and Hyalomma spp. being the most represented species. No arboviruses were
found. However, this study highlights the presence of pseudocowpox virus (8.2%) and bovine papular
stomatitis virus (5.8%) among the positive tick pools. BPSV positive ticks were found in herds sharing
water and pastures resources and with a history of seasonal transhumance. Therefore, common
grazing and the seasonal transhumance are likely to support the transmission of the virus. This could
have important health and economic impacts, especially regarding transboundary cattle movements.

Keywords: bovine papular stomatitis; pseudocowpox; virus; arbovirus; poxviridae; cattle ticks; West
Africa; Burkina Faso

1. Introduction

In West Africa, cattle farming is of great importance, as it generates income for a large part of
the population [1]. However, infectious diseases represent an important constraint by hindering

Microorganisms 2020, 8, 644; doi:10.3390/microorganisms8050644 www.mdpi.comfjournal/microorganisms
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production and productivity, causing huge economic losses. Additionally, the zoonotic impact of these
diseases is often neglected, especially in African countries. Vectors are able to transmit a wide range
of pathogens, including parasites, bacteria and viruses, particularly an arthropod borne virus group
named “arbovirus”. A panel of arboviruses, mainly including families of flaviridae and bunyaviridae,
are highly present in Africa. In the family of flaviviridae, most of the species belonging to the flavivirus
genus are zoonotic arboviruses [2]. They are transmitted between vertebrate hosts by mosquitoes
or ticks across a wide range of geographical distribution. In Africa, most of these viruses are of
particular medical importance, with dengue, yellow fever and zika viruses being significant public
health threats [3]. Additionally, virulent strains of West Nile virus originating from Africa emerged,
especially in Europe and the United States, causing viral encephalitis in humans, horses, camelids, and
birds [2—4]. The family of bunyaviridae also includes important zoonotic arboviruses such as the Rift
Valley fever virus (RVFV) belonging to the genus phlebovirus, and the Crimean-Congo hemorrhagic
fever virus (CCHFV), belonging to nairovirus. RVFV can cause severe diseases in both humans and
animals, resulting in significant economic losses due to death and abortion, especially in livestock
animals [4]. CCHFV is an emerging problem in many parts of the world [5]. The main vector is
represented by Hyalomima tick species infesting wild and domestic ruminants. This disease could affect
humans; primarily farmers, veterinarians and others coming in contact with livestock and infected
ticks [4,6,7]. Despite their harmful effects, arboviruses and other viruses in general have received
limited research attention in West Africa. In addition to the arboviruses, the family of poxviridae,
mainly represented by the genera parapoxvirus and orthopoxvirus, includes viruses affecting livestock
animals and humans such as the pseudocowpox virus (PCPV) and the bovine papular stomatitis virus
(BPSV). Commonly, they cause mild diseases in cattle, although they are able to induce a significant
loss of productivity [8,9]. Occasionally, humans can be infected through direct contact with the lesions
of infected animals. Clinical manifestations are observed on hands, and they are thus presented as
occupational zoonotic diseases [10]. Besides the direct transmission, other viruses of this family could
also be transmitted throughout vectors such as the agent of the lumpy skin disease. This disease is
well known on the African continent, where it is transmitted by flies and ticks [10,11].

Disease surveillance is often neglected, especially in animals, mainly due to the limited resources
and presently, for security reasons, due to armed conflicts. Therefore, using the tick species harbored
by domestic animals as virus sentinels is a convenient and cost-effective manner for monitoring the
circulation of potential pathogens in this region. The aim of this study is to provide information
on arboviruses circulating in ticks infecting cattle in eastern Burkina Faso. Here, their molecular
identification is of particular interest, due to their zoonotic potential in populations living in close
contact with livestock, and where the traditional livestock migration across borders raises the risk of
diseases” infection and dissemination.

2. Materials and Methods

2.1. Ticks Collection and Morphological Identification

Ticks were collected from July to August 2017 on zebu cattle (Bos indicus) located in the
provinces of Gourma (12°03'41.65”N, 0°21'30.35”E), Kompienga (11°24'59.99”N, 0°54'59.99”E) and
Tapoa (12°14'58.95”N, 1°40°33_85"E), in eastern Burkina Faso (Figure 1). Herds were randomly selected
among a list of volunteers in each province. The inclusion criteria at the herd level were the minimum
size of 50 heads per herd and the minimal distance of 2 km separating contiguous herds. The cattle
of both sexes were selected and classified in two groups according to their age: 3—to 12-months-old
(young) and over 12-months-old (adult). The identification code was attributed to each cattle, and each
sampling point was characterized by the name of the locality and GPS coordinates. The whole skin of
animals was inspected, and ticks were collected manually. Ticks were stored in collection jars with lids
previously drilled and closed with compress, in order to allow their survival until returning to the
laboratory. Containers were then placed in a plastic bin, with a damp mop on the bottom. Once in the

68



Chaptitre 3 Section expérimentale — Etude 3

Microorganisms 2020, 8, 644 30f10

lab, ticks were sorted and only live specimens were used in the study. Moreover, farm owners were
asked to provide information on the health status of the animals, through a standardized questionnaire.
At the laboratory, ticks were identified at species level at room temperature under stereomicroscope,
using an identification key [12] and immediately stored at —20 °C.

'GOU
{

GOU 08

| Kompienga
GOU 01

1GOU 08
KOM 13
KOM 15 KOM 14 .
A KOM 06 & apua
KOM 09 ‘

' & Presence of BPSV

Y KOMO3 ek Saes

8 msampling points (26 Farms)

Figure 1. Localization of tick collection and positive pools of ticks in the study area (Eastern Burkina
Faso) Gou: Gourma; Kom: Kompienga; Tap: Tapoa.

2.2. Nucleic Acids Extraction

Ticks belonging to the same species and collected from the same animal were pooled together.
Pools of ticks were crushed using the mixer millMM400 (RETSCH®, Haan, Germany) in HBSS (Hanks's
BalancedSalt Solution, ThermoFisher, USA) at 30 cycles/s for 30 min, followed by centrifugation at
6160g for 10 min. Total nucleic acid extraction was performed on a QIAcube HT (Qiagen®, Venlo,
The Netherlands), using a QlAamp Cador Pathogen kit, according to the manufacturer’s instructions.
Eluates were stored at —20 °C, while a part of the crushed pools was stored at —80 °C.

2.3. Real-Time PCR

Tick pools were tested using a panel of genus-specific real-time assays targeting conserved regions
of parapoxvirus, orthopoxvirus, flavivirus and phlebovirus (Table 1). Positive PCR samples (ct < 35)
to these genus-specific assays were submitted to species-specific real-time PCR, targeting highly
conserved gene sequences (Table 1). Among parapoxvirus, ORF virus, PCPV and BPSV have been
tested [13]. In addition, RVFV [14], and CCHEF [15] were tested using a specific assay. Molecular
assays were performed with SuperScript III Platinum One-Step qPCR kit (Invitrogen-Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, Ma, USA) in a BioRad CFX96 thermal cycler, software version 3.1 (BioRad
Laboratories, Irvine, Ca, USA). Sequencing was subsequently applied to all positive samples (ct < 35)
to both generic and specific PCR, using next generation sequencing (lon Torrent, Life Technologies and
CLC Genomics Workbench software, Waltham, Ma, USA). Primers used for the sequencing were those
targeting the B2L gene [16]. Detection rates of DNA viruses were compared using Fisher exact test
(p < 0.05). The data analysis was conducted using the R statistical software (version 3.6.1).
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Table 1. Primers and probes used for genus- and species-specific real-time PCR assays.

Genus or Species Primer/Probe 5'—3 Sequence Target Position Amplicon Size (bp) Concentration  Reference
PancP. TForward TCGATGCGGTGCAGCAC 7.5 pmol
Are arepox Reverse GCGGCGTATTCTTICTCGGAC B2L 599683 85 7.5 pmol [16]
VATyses Probe FAM-TGCGGTAGAAGCC-NFQ-MGB 2.5 pmol
SindP Torward CGCGGTCTGGTCCTTG 0.4 pmol
AN rarapox Reverse CAGCATCAACCTCTCCTACATCA J6R 771-855 85 0.4 pmol [13]
VInISES Probe FAM-CCACGAAGCTGCGCAGCAT-BHQ1 200 nmol/L
TForward GAGTTCGAGGAGATGATCTTGA 0.4 pmol
Orf virus (ORF) Reverse FAM-GCCGAGGAGCAGGTCA ORFV_J6R 697-764 68 0.4 pimol
Probe CTCGATCACGGCGCGCT-BHQ1 200 nmol/L
Bovine papular Forward GAGATGATCTTGATGTTGTCGTACT 0.4 pimol
stomatitis virus Reverse FAM-TGGGCATGATCGTGAAGTAC BPSV_]J6R 665-755 91 0.4 pmol
(BPSV) Probe ATCATCGCGCGCTGGATCAC-BHQL 200 nmol/L
P TForward CCGACTACATCCGGAACA 0.4 pmol
seus "(f,‘::‘“g;‘,’)" Reverse CGCACGCGCTTGCT PCPV_J6R 62609-62675 67 0.4 pmol
e Probe FAM-CTCACGCAGAAGATCTTCGTGAACTAC-BHQL 200 nmol/L
s OPF9L-F1880 GAA CAT TTT TGG CAG AGA GAG CC 05 uM
pan-Orthopox OPE9L-R2057 CAA CTC TTA GCC GAA GCG TAT GAG HA (J7R) 177 0.5 M [17]
pot OPEIL-p19245-MGB FAM-CAG GCT ACC AGT TCA A-MGBNFQ 0.1 uM
- PFL TGYRTBTAYAACATGATGGG 20 uM
ParHavivirnses PF2 GTGTCCCADCCDGCDGTRIC NS5 % 20 uM 18]
—— RVS AAAGGAACAATGGACTCTGGTCA 1 pM
ke 0 ik RVAs CACTTCTTACTACCATGTCCTCCAAT G2 349-417 94 1uM [14]
s, RVP AAAGCTTTGATATCTCTCAGTGCCCCAA 02 yM
Crimean-Congo RWCF CAAGGGGTACCAAGAAAATGAAGAAGGC 600 nM
Hemorrhagic RWCR GCCACAGGGATTGTTCCAAAGCAGAC s 1068-1223 181 600 nM [15]
Fever Virus SE01 FAM-ATCTACATGCACCCTGCTGTGTTGACA-TAMRA 100 nM
Phlebo forward 1 TTTGCTTATCAAGGATTTGATGC 50 pmol
Pan-Phicbovirus  Phlebo forward 2 TTTGCTTATCAAGGATTTGACC N 210-400 370 50 pmol [19]
Phlebo reverse TCAATCAGTCCAGCAAAGCTGGGATGCATCAT 50 pmol
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2.4. Phylogenetic Analysis

After a blast search (https://blast.ncbinlm.nih.gov/Blast.cgi), sequences were aligned using
Mega_X_10.1.7 (https://www.megasoftware.net/). Thereafter, a neighbor-joining phylogenetic tree was
generated. The percentage of bootstraps were calculated for 100 replicates.

3. Results

3.1. Ticks Collection and Identification

Of the 26 farms visited (9 in Gourma, 7 in Kompienga and 10 in Tapoa), a total of 663 ticks were
collected on 102 cattle inspected (15 in Gourma; 40 in Kompienga and 47 in Tapoa), all of them being
infested by at least one tick. Four genera and six tick species were morphologically identified (Table 2).
The most abundant species was Amblyomma variegatum (480/663; 72.4%), followed by Hyalomma
truncatum (106/663; 16%) and H. marginatum rufipes (70/663, 10.6%). Rhipicephalus lunulatus and R.
(Boophilus) geigyi were found only in Tapoa, while R. sanguineus was not collected in Gourma (Table 2).
A total of 171 pools were established and tested for virus detection.

Table 2. Number of ticks collected in cattle in three provinces of eastern Burkina Faso.

Tick Species Gourma Kompienga Tapoa Total No. (%)
A. variegatum 6 222 252 480 (72.4)
H. truncatum 7 48 51 106 (16.0)
H. m. rufipes 9 23 38 70 (10.6)
R. lunulatus - - 3 3(0.5)

R. sanguineus - 1 1 2(0.3)

R. (B.) geigyi - - 2 2(0.3)

Total No. (%) 22(3.3) 294 (44.3) 347 (52.3) 663

3.2. Viruses Detected in Ticks

Among the 171 pools, 24 pools (14%) were found positive for parapoxvirus genus-specific PCR.
All other genus-specific PCR provided negative results. Of the total pools, 14/171 (8.2%) were positive
for PCPV and 10/171 (5.8%) for BPSV based on their specific PCR and subsequent sequences analyses
(Table 3). Out of the six tick species for which specimens were collected during this study, three
species were found to be infected with PCPV:i.e.,, A. variegatum (7/14 pools), H. m. rufipes (4/14 pools),
H. truncatum (3/14 pools), whereas two species were carrying BPSV: i.e., A. variegatum (9/10 pools) and
H. truncatum (1/10 pools) (Table 4). The pools including other tick species were negative for both PCPV
and BPSV. The infection rates for each virus species were not statistically significant within tick species
(p > 0.05).

Table 3. Parapoxvirus detection in pools of ticks collected in each province of eastern Burkina Faso.

A.variegatum H.m. rufipes  H.truncatum  Total

PCPV 0/4 2/9 0/6 219

Gourma BPSV 1/4 0/9 0/6 119
. PCPV 1/37 0/14 012 1/63
Kompienga  ppqy 2/37 0/14 0/12 2/63
PCPV 6/46 2/20 3/19 11/85

Tapoa BPSV 6/46 0/20 119 7/85
. PCPV 7/87 4/43 3/37 14/167
ot BPSV 9/87 0/43 1/37 10/167
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Table 4. Positive tick species pools for bovine papular stomatitis virus (BPSV) and pseudocowpox
virus (PCPV).

PoolsID  Tick Species FarmsID  CattleID  Province  Virus Detected

24 A. variegatum Goul3 12 Gourma BPSV
12 A, variggatum Kom09 72 Kompienga BPSV
19 A. variegatum Kom(9 76 Kompienga BPSV

4 A. variegatum Tap(09 75 Tapoa BPSV
45 A. variegatum Tap04 183 Tapoa BPSV
78 A. variegatun Tap08 335 Tapoa BPSV
94 A. variegatum Tap08 333 Tapoa BPSV
180 A. variegatum Tap08 334 Tapoa BPSV
181 A, variggatum Tap08 334 Tapoa BPSV
81 H. truncatum Tap08 335 Tapoa BPSV
37 H. m. rufipes Gou0l 419 Gourma PCPV
56 H. m. rufipes Goull 94 Gourma PCPV
52 A. variegafum Kom(6 17 Kompienga PCPV
83 A. variegatum Tap06 306 Tapoa PCPV
110 A. variegatum Tap06 307 Tapoa PCPV
58 A. variegatum Tap06 309 Tapoa PCPV
63 A. variegatum Tap06 310 Tapoa PCPV
64 A. variegatum Tap06 310 Tapoa PCPV
86 H. truncatum Tap06 306 Tapoa PCPV
65 H. truncatum Tap06 310 Tapoa PCPV
109 H. m. rufipes Tap06 307 Tapoa PCPV
66 H. m. rufipes Tap06 310 Tapoa PCPV
177 A. variegatum Tap09 341 Tapoa PCPV
176 H. truncatum Tap(09 341 Tapoa PCPV

Gou: Gourma, Kom: Kompienga, Tap: Tapoa; A.: Amblyomma; H.: Hyalomma; H.m.: Hyalomma marginatum.

3.3. Phylogenetic Analysis

The respective virus sequences were identical and only the longest sequence of each species was
included in the phylogenetic analysis. The BPSV sequence obtained (MT122761) showed 100% identity,
with a BPSV strain previously evidenced in the USA (KJ137717.1). As well, the closest strain of PCPV
sample (MT122762) was a PCPV strain from Mexico (KJ137718.1), with 98.99% identity on 97% of
the studied sequence. The neighbor-joining phylogenetic tree (Figure 2) showed a clustering of the
sequences into two main groups, [ and II, each containing the two viral species. The group I included
subgroups A and B. The BPSV sequence from the present study gathered with a BPSV sample from USA
within subgroup B. Meanwhile, the PCPV studied sequence was within the subgroup A, with other
PCPV samples from Latin America and the Middle East (Figure 2). Group II comprised subgroups
C and D and gathered reference samples from Europe and Africa (Figure 2). These gatherings were
confirmed by a reticulate tree, built using the median joining network method in PopArt software
(Figure 3).
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Figure 2. Neighbor-joining phylogenetic tree based on the partial sequences of the major envelope
protein (B2L) gene of Bovine Papular Stomatitis and Pseudocowpox virus. Origins and accession
numbers of reference sequences of BPSV (Bovine Papular Stomatitis Virus), PCPV (Pseudocowpox
virus) as well as that of RVFV (Rift Valley Fever Virus) are indicated. Blue circles refer to samples from
elsewhere in Africa, while red squares correspond to our samples from Burkina Faso.

BPSV_Turkey_MH160406.1

BPSV_Camepgpon_JN191576.1
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L
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Figure 3. Reticulate tree, built with median joining network method.
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4. Discussion

Several arboviruses have recently emerged and are now widespread across Africa, such as
West Nile, Chikungunya and Zika viruses [18,20]. This region is now considered to contribute to
the largest share of emerging vector-borne and zoonotic diseases [3]. Nevertheless, some areas are
completely unexplored regarding these diseases, which is the case in Eastern Burkina Faso. The
implementation of vectors and pathogens surveillance is facing many constraints, such as the limited
resources and the unfavorable field conditions, with climatic and security factors being the most
important limitations. The aim of the study was the screening of potential circulating arboviruses and
the assessment of their zoonotic implications. Interestingly, no arbovirus was detected, despite the fact
that adequate conditions for the preservation of the living ticks were strictly enforced. However, this
study highlighted the presence of two parapoxviruses, PCPV and BPSV, in ticks collected from cattle
in Eastern Burkina Faso. The tick species collected were expected to be found in the region, with A.
variegatum and Hyalomma spp. being the most represented [19,21]. A. wariegatum showed the highest
detection rate for BPSV, while PCPV was found in the second most-represented species, H. m. rufipes.
The natural interaction between ticks and parapoxvirus detected in our study remains unknown. The
virus transmission most likely occurs by direct contact between infected and susceptible animals [10],
although mechanical transfer by flies or ticks can probably occur as described for another poxvirus,
the lumpy skin disease virus [11,22,23]. Domestic cattle are considered to be the main reservoir of
both PCPV and BPSV, although buffalo were also reported to be a competent reservoir [24]. In this
study, ticks collected in 3 herds of the Tapoa province were found positive for BPSV. It is noticeable
that these herds were sharing water and pastures resources and that wildlife reserves are present in the
area. Additionally, owners reported a history of seasonal transhumance via the same route. Taking
into account the high environmental stability of poxvirus [25], common grazing that allows livestock
to freely access natural resources shared with other herds and wildlife, the seasonal transhumance
is likely to support the transmission of the virus. This could have important health and economic
impacts, especially regarding transboundary cattle movements.

Besides their similarity to reference samples, studied samples seem to be closer to American
samples than those from East and Central Africa. Such result suggests more gene flow between
BPSV and PCPV from West Africa and America than with other regions. It could result from bovine
importation from America to West Africa in order to improve local bovine production. For instance, Gir
and Girolando were imported from Brazil to Benin and Cote d'Ivoire around 2002-2004 [26]. As well,
the importation of Girolando from Brazil to Burkina Faso occurred in 1999. Moreover, although more
analyses are needed to confirm some results of the current study, the differences between West African
samples of BPSV and PCPV and those from East and Central Africa emphasize the pattern of cattle
domestication in Africa [27].

Furthermore, it is noteworthy that the inspected cattle during field work were all asymptomatic,
although the owners of positive herds described historical reports of clinical cases in cattle and humans
(personal communication). It has been previously reported that parapoxvirus PCR positive can be
identified from both symptomatic and asymptomatic ruminants [28]. Thus, itis likely that the sampled
cattle were either healthy carriers of parapoxvirus and that the tick species found positive became
infected through their blood meal, or that the ticks were already infected with parapoxviruses by
feeding on domestic or wild animals before they clung to the exposed cattle. The lesions due to PCPV
and BPSV in humans are often neglected and underreported by farmers. Although tick screening is
not sufficient for the evaluation of the health status of the animal, this supports the relevance of the use
of collected ticks for pathogens surveillance, especially for potential zoonotic diseases. Whether or not
ticks play a role in the transmission of PCPV and/or BPSV remains to be studied, however, our finding
represent preliminary data, serving as a basis for future studies. The cases of virus detection in vectors
in West Africa remain poorly documented. The surveillance in animals and vectors may serve as an
alert system to detect zoonotic arbovirus outbreaks such as Crimean Congo hemorrhagic fever, West
Nile or Rift Valley fever viruses [18,28,29], and this is something which should be encouraged.
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Préambule

Les études sur les résistances/sensibilités des tiques aux molécules acaricides ne sont pas tres courantes
en Afrique de I’Ouest. Le Centre International de Recherche-Développement sur 1I’Elevage en zone
Subhumide (CIDES, Bobo-Dioulasso, Burkina Faso) est I’un des rares instituts de recherche a disposer
d’un plateau technique en mesure de réaliser des tests de résistance aux acaricides. Cela demeure une
préoccupation si I’on sait que ’utilisation des produits acaricides est le moyen de contrdle des tiques, le
plus répandu au sein des communautés d’éleveurs dans cette région. Au Burkina Faso, la seule étude
publiée sur les résistances des tiques aux acaricides (Adakal et al., 2013) porte sur la résistance de R.
geigyi aux pyréthrinoides de synthése (cyperméthrine, deltaméthrine) et a I’amitraz. Au BN, on dispose
également d’une seule étude portant sur la résistance de R. microplus aux molécules sus-citées (Adehan
etal., 2016). En conséquence, les statuts de résistance ou de sensibilité de nombreuses espéces de tiques
aux molécules acaricides les plus utilisées dans la zone d’étude reste encore non déterminés. La présente
étude a pour but de fournir des informations sur I’efficacité des molécules acaricides, a travers la
détermination des statuts de résistance de A. variegatum et de R. microplus aux pyréthrinoides de
synthese commerciaux, les plus couramment utilisés au BF. Des femelles gorgées de A. variegtaum et
R. microplus ont été collectées dans la commune de Kimini, au sud-ouest du BF. Elles ont été mises en
ponte a 27 + 2°C avec une humidité relative de 85 + 5 %. Les larves obtenues (agées de 14-21 jours)
ont été soumises au larval packet test qui a révélé une forte sensibilité de A. variegatum (méme plus
sensible que la souche de référence R. geigyi utilisée) a la deltaméthrine et a la cyperméthrine. Par contre,
comme d’autres études 1’avaient précédemment rapporté, R. microplus présentait un haut degré de
résistance aux molécules testées. Ces résultats peuvent servir de référence dans de futures recherches de

stratégies de controle des populations de tiques au BF.
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Abstract

Since 2011, period of the livestock invasion by the cattle tick Rhipicephalus microplus in Burkina Faso (BF), tick-control
problems were exacerbated. Based on farmer’s reports, most commonly used commercial acaricides were found to be inef-
fective in Western South part of the country. To investigate the occurrence and extent of such acaricidal ineffectiveness, we
performed the standardized larval packet test (LPT) with commercial deltamethrin (vectocid) and cypermethrin (cypertop),
on two cattle tick species, the native Amblyomma variegatum and the invasive R. microplus. The resistance ratios (RR) were
computed with susceptible Hounde strain of Rhipicephalus geigyi as reference. The R. microplius population showed resist-
ance to the two acaricides tested with the highest lethal concentration (LC) values, and different resistance ratios higher than
4 (deltamethrin: RR;,=28.18 and RRy,=32.41; cypermethrin: RR5,=8.79 and RRy,=23.15). In the contrary, A. variegatum
population was found to be highly susceptible to acaricides tested with low lethal concentrations and resistance ratio values
(deltamethrin: RR5,=0.5 and RRy, =0.48; cypermethrin: RR5, =0.68 and RR,=0.79). These data demonstrate high syn-
thetic pyrethroid resistance in R. microplus strain, leading to conclude that the acaricide ineffectiveness in tick populations

control remains a concern in BF.

Keywords Amblyomma variegatum - Rhipicephalus microplus - Deltamethrin - Cypermethrin - Burkina Faso

Introduction

About 17 Ixedidae ticks, belonging to the genus Ambly-
omma, Hyalomma, and Rhipicephalus, have been identi-
fied in West Africa (Biguezoton et al. 2016; Diarra et al.
2017; Ouedraogo et al. 2021). These obligate hematopha-
gous arthropods have direct and indirect effects on livestock
health and production in most parts of Sub-Saharan Alrica
(Stachurski 2000). But, by far, the most important indirect
impact of ticks is the transmission ol hemopathogens, which
cause tick-borne diseases (TBD) that can result in high live-
stock mortalities (De Meneghi et al. 2016). The species R.
microplus and A. variegatum are known to be involved in the
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main constraints for bovine production system development
in the West African context. Amblyomma variegatum is an
elficient vector of Ehrlichia ruminantium, agent ol heartwa-
ter (cowdriosis). It directly impairs animal growth, tending
to heavily reduce milk production (Stachurski 2000; All-
sopp 2015). Rhipicephalus microplus is the efficient vector
of Babesia bigemina and B. bovis, main agents of bovine
babesiosis in tropical region (Adehan et al. 2016; Lempereur
et al. 2017). Its introduction into an unalfected area can
induce the emergence of its acaricide resistant population
(Muhanguzi et al. 2020). For several livestock breeders in
West Africa, particularly in BF, tick control is carried out
by an increasingly used of acaricidal compounds (Adakal
et al. 2013b). The occurrence of the invasive tick species
in BF (Adakal et al. 2013a) has increased such tick-control
method application, with many cases of misuses reported
(Adakal et al. 2013b). As a result, resistance in R. microplus
population to some commercial acaricidal compounds has
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been reported (Kande 2014). Since it has been shown (in
cattle infestation in BF) that the incidence rate of R. micro-
plus significantly increases in the presence of A. variegatum
and vice versa (Biguezoton et al. 2016), the assessment of
the acaricidal resistance of the native species (A. variega-
tum) and invasive species (R. microplus) is of paramount
importance. For this purpose, the commercial grade syn-
thetic pyrethroids, deltamethrin (vectocid) and cyperme-
thrin (cypertop), widely used in tick control in BF have been
tested on larvae of A. variegatum and R. microplus.

Materials and methods
Study area and gorged female collection

Sampling was carried out during September 2020, in Kimini
(N 10.07162; W 4.808), a rural commune located in “Nian-
goloko,” a department belonging to “Cascades™ region, one
of the 13 subdivisions of BF territory. This region borders
the north of Ivory Coast (Fig. 1). It covers an area of 18,405
km? with about 531,808 habitants active mainly in agri-
culture and livestock farming. The cattle population was
estimated at 654,273 heads in 2013 and represents a source
of income for many households (INSD 2018). According
to the Adakal et al. (2013b) survey, the most widely aca-
ricide compound used in tick population control in this
region is deltamethrin. Farmers involved in this study were

BO*0'0'E
-

40%0'0"E 000"
- -

requested not to apply any acaricide treatment on cattle at
least 2 weeks belore the collection date. With the owners’
consent, cattle were kept in lateral decubitus and the whole
skin was inspected. All engorged females seen were manu-
ally removed, stored in collection jars with lids previously
drilled, and closed with compress. Containers were then
placed in a plastic bin, with a damp mop on the bottom, in
order to allow ticks survival until they reach laboratory at
CIRDES (International Research and Development Centre
on Livestock in Sub-humid Areas). Once in the lab, ticks
were identified, sorted, and about 15-20 live specimens per
tick species were placed in an incubator at 27 +2 °C with a
relative humidity of 85 +5% for egg-laying. Eggs obtained
were weighed and divided into batches of 0.5 g in different
containers. They were then maintained in the same condi-
tions until their hatching.

Bioassays

The larvae aged between 14 and 21 days were used for the
standardized LPT (FAO 2004). The assay was carried out
with commercial grade deltamethrin and cypermethrin
(respectively Vectocid™ and Cypertop™, LAPROVET,
France). For each acaricide, serial dilutions were (Table S1).
Dilferent concentrations with a mix ratio of 1 volume olive
oil for 2 volumes trichloroethylene (Miller et al. 2002) as
solvent were applied. Thereafter, Whatman [ilter paper
was cut into packets of 7.5x8.5 ¢m size and 0.67 ml of

= 0

G60*0'0"N
-
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60°0'0"S
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Legend
© Kimini strain collection point
O Hounde strain collection point
[T Kimini strain collection region
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L I River

Fig.1 Map showing the geographic location of Burkina Faso, sampling points, and the origin of reference strain
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each acaricide concentration was applied on each piece of
paper filter. The assays were performed in duplicate. For
each test, two paper filters were impregnated with solvent
(combination of olive oil and trichloroethylene) alone and
used as controls. Papers impregnated were placed for 2 h in
a fume hood for solvent evaporation. They were then filled
with about 100 ticks larvae and incubated at 27 £2 °C with
85+ 5% relative humidity. After 24 h of acaricide exposure,
larvae able to move were considered alive, and non-moving
one were considered dead. They were counted and mortality
rate (death total/total) has been computed for each group/
concentration and tick species.

Reference susceptible strain

The susceptible laboratory strain used as relerence was
R. geigyi. It has been collected at Hounde (N 11.48333;
W 3.51667), in the south-western BF in 2005. Engorged
females were placed under optimal conditions of tempera-
ture (27 +2 °C) and relative humidity (85 +5%) for egg-lay-
ing (Adakal et al. 2013b). This strain is currently maintained
in the laboratory of acarology at CIRDES. Over the years,
its generations are continuously renewed by artificial infesta-
tions on the same cattle breed, Zebu X N'Dama crossbred.

Data analysis

The package Dose—Response Curves (DRC) was used to
perform a non-linear regression analysis of dose-mortality
data in R 3.6.3 software. The choice of the model was
based on that giving the lowest residual variance through
the function mselect (Ritz et al. 2015). The four parame-
ters (b: slope, c: lower value, d: upper value, and e: ED50)
were computed with the generalized log-logistic [unction
LL 4 (Ritz et al. 2015). Data were then imported and fit-
ted in GraphPad Prism® 8.0 (GraphPad Software, San
Diego, CA, USA) for dose-response curves visualization.

The lethal concentrations, LCs, and LCy, and their 95%
confidence intervals (95% CI) were estimated using the
elfective dose (ED) command. The resistance ratios (ratio
between the studied strain ED and that of the reference
strain) at 50% (RRsq) and 90% (RRyg) of A. variegatum
and R. microplus were computed relatively to the suscep-
tible reference strain R. geigyi, with the function ED (Ritz
et al. 2015). The resistance status was assessed regarding
the reference scale from Jonsson and Hope (2007): a tick
population is said to be sensitive to an acaricide when
RR <4; moderately resistant if 4 < RR <10, and highly
resistant when RR > 10.

Results

Amblyomma variegatum and R. microplus resistance
status to deltamethrin

The strain of A. variegatum showed low LCy, and LC,,
values (0.0016 g/l and 0.0031 g/], respectively) (Table 1).
The highest values were found with the R. microplus strain
(0.0879 g/1 and 0.2142 g/l, respectively). The reference
strain R. geigyi revealed LC;; and LCy, values lower
than the R. microplus one (0.0031 g/l and 0.0066 g/l)
(Table 1). This is illustrated in Fig. 2a, where R. geigyi
dose-response curve is located between those of A. var-
iegatum (left) and R. microplus (right). The curve pat-
tern is also the result of the fairly close slopes (—2.9,—3,
and — 2.4), reflecting a relatively parallelism. The RR4,
and RRy, values of A. variegatum (respectively 0.50 and
0.48) are considerably lower than 4. This leads to conclude
to a field strain very susceptible to deltamethrin. In the
contrary, R. microplus shows RRs, and RRg, values above
10 (28.18 and 32.41, respectively), indicating a deltame-
thrin highly resistant strain.

Table 1 Lethal concentrations (g/l) of Amblyomma variegatum and Rhipicephalus microplus and their resistance to deltamethrin and cyperme-

thrin regarding to strain Rhipicephalus geigyi as reference strain

Tick species LCy, (95% CI) LCyy (95% CI) RR;, (95% CI) RRy, (95% CI) Slopes
Deltamethrin
R. geigyi 0.0031 (0.0030-0.00323) 0.0066 (0.0064-0.0068) —- - —2.934+0.125
A. variegatum 0.0016 (0.0015-0.0016) 0.0031 (0.0001-0.0032) 0.50 (0.48-0.53) 0.48 (0.43-0.53) —3.161+0.146
R. microplus 0.0879 (0.0776-0.0963) 0.2142 (0.1899-0.2385) 28.18 (24.93-32.41) 32.41(25.24-45.25) —2.437+0.243
Cypermethrin
R. geigyi 0.0062 (0.0059-0.0065) 0.009567 (0.0091-0.010 - - —5.020+0430
A. variegatum 0.0042 (0.0040-0.0044) 0.0076 (0.0073-0.0079) 0.68 (0.64-0.72) 0.79 (0.69-0.90) —3.706+£0.255
R. microplus 0.0547 (0.0484- 0.0610) 0.2258 (0.2012-0.2504) 8.79 (7.83-10.02) 23.15(18.43-31.10) —1.550+0.003
Legend: R, Rhipicephalus; A, Amblyomma; LC, lethal concentration; Cf, confidence interval; RR, resistance ratio.
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Fig.2 Dose-response curves of .
sampled Amblyomina variega- Deltamethrin d
tum and Rhipicephalus micro-
plus strains in comparison to 100 - & & o B
the susceptible reference strain
Rhipicephalus geigyi (Hounde,
2005) when tested with del- — 75 -~ A.variegatum
tamethrin (a) and cypermethrin ‘&‘9.
(b). Legend: The logarithm et _—
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Amblyomma variegatum and R. microplus resistance
status to cypermethrin

Regarding the LC;y and LCy values, the same observa-
tions were found as in the case of deltamethrin. The values
related to the reference strain R. geigyi are intermediate
to A. variegatum (low values, left curve) and R. microplus
(higher values, right curve) (Table 1, Fig. 2b). However,
the dose-response curves did not show any parallelism, as
their slopes values are quite dissimilar (- 5;-3.7;—1.5)
(Fig. 2b). The RR5, and RRy, values of A. variegatum
(0.68 and 0.79) were lower than 4 indicating a high sus-
ceptibility to cypermethrin. On the opposite, R. microplus
strain shows RR, value between 4 and 10 (8.79) and a

@ Springer

RRy, value higher than 10 (23.15), leading to conclude to
a cypermethrin moderate to highly resistant strain.

Discussion

Farmers’ complaints on acaricidal treatment failures,
associated with heavy tick infestations in livestock, were
the first alert of R. microplus tick occurrence in south-
western BF (Adakal et al. 2013b). Even if the resistance
of R. microplus to some acaricidal compounds has been
evidenced in BF (Kande 2014), this study represents the
first investigation involving the native tick species, A.
variegatum. As suggested by Adakal et al. (2013b), we
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assumed that R. microplus ticks from Kimini have been
introduced in BF [rom Ivory Coast through transhumance,
as hypothesized by local farmers. Thus, the resistance sta-
tus evidenced here provides an explanation to previous
observation on tick-control failures following R. microplus
introduction in Ivory Coast (Madder et al. 2011). Accord-
ing to FAO (2004), emerging resistance can be suspected
when RR 5, is under 4, while RRy, is above, and the field
strain slope smaller than the reference strain one. Here,
both RRs, and RRy, values found for R. microplus Kimini
strain were above 4, both for the commercial grade del-
tamethrin and cypermethrin. Moreover, the dose-response
curve of this strain showed higher slope values than that
of the reference strain R. geigyi. This leads to conclude
to no emerging resistance in R. microplus tick popula-
tion in south-western BF but to an established resistance
previously existing in this tick population (Kande 2014).
Considering the RR values, R. microplus studied strain’s
resistance level is in line with that of other strains tested
in Brazil with the same compounds by LPT (Mendes et al.
2011; Klafke et al. 2017). Furthermore, some authors
(Barré and Uilenberg 2010; Guerrero et al. 2012) sug-
gest that mutations are favored by the rapid generation
successions occurring in some parasite species and that
could ease the selection of resistant subpopulations in
species such as R. microplus. Its parasitic phase on the
host lasts only 21 days and can have three or four genera-
tions per year (Cruz et al. 2020). In contrast, compared to
R. microplus, the life cycle characteristics of the native
tick species A. variegatum are different. It is a 3-host tick
species, showing a life cycle lasting between about 140
and 270 days (Pegram and Banda 1990; Yonow 1995).
The generation change is slow. Therefore, resistant muta-
tions induced by rapid generation successions occurring
in the case of R. microplus are less unlikely to happen.
This could partially explain the high susceptibility of this
strain. Moreover, R. microplus studied RR values are glob-
ally lower than that of some resistant strains reported in
Benin (Adehan et al. 2016). This could reflect the various
ways and habits in acaricidal compounds use among farm-
ers in the two countries. Indeed, misuses of acaracides,
such as the repeated use of the same acaricide, were high-
lighted in Benin (Achukwi et al. 2001). Furthermore, these
results indicate that the aggregation pattern between both
tick species on cattle in BF (Biguezoton et al. 2016) did
not influence their reaction to the studied acaricides. The
native tick species is highly susceptible, while the invasive
tick species is resistant to the two acaricides. On contrary
to our result, A. variegatum was found to be resistant to
organophosphates and toxaphene in Ghana, a bordering
country of BF (Turkson and Botchey 1999). Even if this
finding is not updated, it could suggest a monitoring of
tick acaricide resistance, mainly in bordering area in BF,

as risks of livestock invasion through transhumance move-
ments remain.

In conclusion, the study provides current resistance sta-
tus of A. variegatum and R. microplus regarding commer-
cial grade synthetic pyrethroids in BF. Considering these
results, there is a need of a wider investigation on acaricide
resistance of the West African R. microplus strain and other
tick species, for better control strategies of tick infestations.
There is also a need to set up a mechanism to monitor the
susceptibility status of A. variegatfum strain to the most com-
monly used acaricidal compounds, as high selection pres-
sure, through repeated use of the same compounds could
lead to acaricidal resistance development.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://doi.org/10.1007/s11250-021-02849-2.
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Discussion générale

Selon Estrada-Pefia (2008), la température et I’hygrométrie interagissent pour définir une niche
climatique pour chaque espéce de tique. Le microclimat est un facteur important de régulation de
I'abondance des populations de tiques dans les couches de végétation. Le climat régule les périodes de
I'année ou les tiques sont actives. 1l a des effets divers sur les taux de mortalité et de développement de
la population de tiques (Estrada-Pefia, 2015). C’est en cela que, de fagon générale, les résultats
enregistrés dans la caractérisation (tiques et hémoparasites) des zones de transhumance (Est BF et Nord
BN), trouvent leurs explications.

Comme précédemment mentionné, au Nord BN, les pluviométries varient entre 900 et 1200 mm/an
tandis qu’a I’Est du BF, elles varient de 700 a 900 mm/an. Ces caractéristiques climatiques permettent
le développement d’habitats propices & la prolifération des tiques, plus au Nord BN qu’a I’est BF.
Cependant, I’espece de tique, A. variegatum est bien adaptée aux conditions climatiques des deux zones.
C’est I’espéce la plus largement répandue et la plus abondamment collectée au cours de ces études. C’est
une espéce qui peut occuper une grande variété de types d’habitats (foréts claires, parsemeées, savanes

boisées...), et peut supporter de trés grandes variations de pluviosité (= 400-2000 mm).

Considérant les effectifs des tiques collectées dans les deux localités, une régression logistique
multivariée a montré une association significative entre 1’infestation des bovins par A. variegatum et R.
microplus (OR : 1.1, Cl : 1.01-1.1, p :0.01). Cela est similaire aux résultats de Biguezoton et al., (2016a),
qui ont montré que l'incidence de A. variegatum augmente significativement du fait de la co-infection
des bovins avec R. microplus. Il en est de méme pour H. marginatum rufipes (OR : 1.4, Cl : 1.2-1.6, p
< 0.0001) et H. impressum (OR :1.7, Cl :1.1-2.5, p :0.023) qui apparaissent comme des variables a
risque pour H. truncatum. Cela atteste du comportement agrégatif des espéces de tiques. La présence
d’une espece fragiliserait I’'immunité de 1’hote, favorisant ’infestation d’une ou d’autres especes. Ce
schéma d’interaction positif d’espéces d’ectoparasites sur les mémes individus hotes a également été
observé chez des tiques infestant des rats a trompes (Elephantulus myurus) (Lutermann et al., 2015), des
puces de rongeurs (Krasnov et al., 2005) et des ectoparasites de chauves-souris (Presley, 2011). Le plus
cité des mécanismes sous-tendant ce schéma d’association des tiques sur les hotes vertébrés est la

production de phéromones d’attraction-agrégation.

L’étude transversale n’a permis d’identifier R. microplus dans aucune des trois provinces prospectées a
I’Est du BF. Les conditions climatiques (sus décrites) pourraient ne pas favoriser son implantation dans
la zone, car sa présence a été rapportée dans la région du sud-ouest du BF (Adakal et al., 2013a), localité
relativement plus humide que la région de I’Est. Pourtant, elle fit la deuxiéme espece la plus abondante

au Nord BN avec une abondance relative de 12,6 % aprés A. variegatum. Son expansion vers I’extréme
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nord du Bénin, mise en évidence au cours de cette étude pourrait étre induite par son adaptation a des

conditions climatiques de plus en plus arides.

Quant aux autres especes de tiques collectées, leur présence/absence de part et d’autre des deux zones
frontaliéres pourrait étre liée non seulement aux variations saisonniéres de leur population, mais aussi
aux caractéristiques climatiques des localités de collecte. Les espéces R. muhsamae et R. senegalensis
n’ont pas été identifiées au Nord BN car la collecte d’échantillons dans cette zone a été réalisée de
février & mars (saison seche). Ce qui n’a pas coincidé avec la période d’abondance de ces espéces, qui
se situe entre ao(t et octobre (saison pluvieuse) (Farougou et al., 2007b). L absence de H. impeltatum a
I’est du BF est corroborée par 1’étude de Kouassi et al., (2016), selon laquelle cette espéce est
uniquement confinée dans la région du sahel (Nord BF) qui est une zone désertique. C’est une tique qui
est adaptée aux climats méditerranéens, de steppe et de désert (Walker et al., 2014). Au Nord Bénin, sa
présence a été observée uniquement dans le département de 1’ Alibori (dans la zone frontaliere Bénin-

Niger).

En outre, six espéces d’agents pathogeénes ont été identifiées dans le sang des bovins aussi bien a I’Est
BF qu’au Nord BN. Ce sont : T. mutans, T. velifera, T. annulata, B. bigemina, B. bovis, A. marginale.
Celles présentant les prévalences les plus élevées dans les deux zones étaient T. mutans et T. velifera,
transmises par A. variegatum (Walker et al., 2014, Haghi et al., 2017). Ces deux especes appartiennent
au groupe des Theileria dits "non transformatrices"” des schizontes. Ce sont des espéces qui n’induisent
pas de prolifération des leucocytes, comparativement aux especes dites "transformatrices" de schizontes,
qui ont la capacité de transformer les leucocytes de 1’hote, de maniere a permettre aux cellules infectées
de proliférer indéfiniment avec les parasites qui les occupent. Les Theileria "non transformatrices" (T.
mutans, T. velifera) sont considérées comme bénignes mais capables de provoquer des maladies et des
degrés variables d’anémie, dépendant de la densité des piroplasmes dans les hématies. Généralement, la
parasitémie est faible et I'infection est 1égére ou subclinique (Radostits et al., 2006, Sivakumar et al.,
2014, Mans et al., 2015). La présence de T. velifera sur le continent Africain avait été précédemment
rapportée (Abdela et Bekele, 2016). Cependant, cette étude représente sa premiere mise en évidence au
BF et au BN. Bien que détectée avec de faibles prévalences, le cas de T. annulata (MT259958) est
préoccupant. C’est une espéce pathogéne, appartenant au groupe des "transformatrices" de schizontes et
agent de la théleriose tropicale chez les bovins (Bishop et al., 2004 ; McKeever, 2009). Elle a été détectée
dans les échantillons de sang des bovins, et dans ses tiques vectrices Amblyomma, Hyalomma et
Rhipicepalus (Mans et al., 2015). Sur le continent africain, T. annulata est présente en Afrique du Nord,
au Moyen-Orient et au Soudan (Mohamed et Ebied, 2014). Sa détection dans des tiques du genre
Hyalomma en Mauritanie (Afrique de I'Ouest) (d'Oliveira et al., 1997) et dans la présente étude pourrait
indiquer un changement dans sa distribution antérieure connue. Les agents pathogénes du genre Babesia
mis en évidence sont B. bovis (MT259959), B. bigemina (MW545174), B. occultans et B. microti. Les
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sequences des amplicons positifs (sur papier film RLB) en B. occultans et B. microti ont montré une
plus grande similitude avec des séquences de B. bigemina disponibles sur GenBank (98-100%
d’identité) via le programme BLAST du NCBI. Ce résultat conduit a suspecter un manque de spécificité
des sondes utilisées. En conséquence, les positivités révelées par les sondes B. occultans (He et al., 2012)
et B. microti (Nijhof et al., 2003) n’ont pas été prises en compte dans ces études du fait d’un manque de
concordance entre les résultats du papier film (RLB) et le séquencage. Il en est de méme pour la sonde
Theileria genus-specific, Babesia 1 genus specific et Babesia 2 genus-specific (Nijhof, non publié). En
dépit du manque de spécificité de certaines sondes, I’utilisation du RLB dans cette étude a permis la
premiére détection de quelques espéces d’agents pathogénes transmis par les tiques au BF et au BN.
Cette technique offre un avantage majeur, qui est 1’identification simultanée de plusieurs agents
pathogénes (= 43) sur un nombre important d’échantillons (= 43) (Schnittger et al., 2004). Cependant
son emploi est encore peu répandu en Afrique de 1’Ouest. Un autre agent pathogene nouvellement
détecté dans la zone d’étude est A. centrale. Sa mise en évidence était inattendue, car sa principale tique
vectrice est Ixodes scapularis, espéce de tique des climats tempérés, répandue a 1’est et au sud-est des
Etats Unis et du Canada (Gray et al., 2019). Cependant, I’implication de R. sanguineus s.I. (espece de
tique présente en Afrique de 1’Ouest) et de Haemaphysalis longicornis dans la transmission de
Anaplasma spp. a été rapportée (Parola and Raoult, 2001; Rymaszewska and Grenda, 2008). En
conséquence, les risques de présence de A. centrale dans la zone subsistent. Sa détection a été signalée
au Nigeria (Lorusso et al., 2016) sur base des résultats du papier film RLB. Dans la présente étude, son
identification a été confirmée par la mise en évidence d’une séquence partielle du gene 16S rRNA
(MW544746.1). A. centrale est trés proche de A. marginale, en dehors de quelques caractéristiques
morphologiques qui les différencient. Dans la plupart des cas d’infections bovines, A. centrale est
responsable d’une anémie 1égére (Kuttler, 1984 ; Kocan et al., 2003 ; Rajput et al., 2005). Elle est
reconnue comme moins pathogéne pour le bétail qu’A. marginale, contre laquelle elle est en mesure
d’induire une résistance chez I’hdte vertébré infecté. De ce fait, elle est utilisée pour la préparation de
vaccin (live vaccin) assurant une protection immunologique contre I'anaplasmose bovine (Kocan et al.,

2003) a A. marginale.

Les agents pathogenes détectés au cours de ces études étaient mis en évidence sur des bovins pour la
plupart asymptomatiques. Le systéme d’élevage €tant majoritairement extensif, les bovins vivent et
paturent dans 1’environnement naturel et sont constamment exposés aux infestations par les tiques. Par
conséquent, la région est devenue endémique pour de nombreux parasites transmis par les tiques
(Lorusso et al., 2013 ; Adehan et al., 2016). Cette situation favorise le développement d’une immunité
naturelle contre les tiques et les agents pathogénes transmis par les tiques. Dans le cas de la babésiose,
les bovins s’infectent lorsqu’ils sont jeunes, alors qu’ils sont plus résistants a la maladie (Goff et al.,

2001). lls restent souvent porteurs et développent ainsi une immunité sur le long terme. Les animaux
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adultes naifs introduits ou les jeunes dont 1’exposition aux tiques a été interrompue sont les plus a risque
(Moutailler et al., 2015). En outre, la race bovine, Bos indicus, majoritairement représentée dans notre
échantillonnage, est réputée étre résistante a de fortes infestations de tiques et a I’anaplasmose (Kocan
et al., 2010).
En plus des facteurs climatiques, la dissémination des populations de tiques et des agents pathogénes
est soumise a l’influence de certaines actions anthropiques, telles que 1’ouverture de nouveaux
écosystemes favorables a certaines espéces (Mccoy and Chevillon, 2016), et surtout le déplacement
saisonnier des animaux a I’intérieur des pays ou a travers les frontiéres. C’est le cas des éleveurs de la
région de I’Est BF, qui prennent départ pour la transhumance en saison séche (TOBF) pour échapper a
I’aridité du climat : asséchement des points d’eau, manque de paturage (Abdourazakou, 2016). Leur
séjour au Nord BN coincide avec le début de la saison pluvieuse (T1BN), et leur retour dans leur région
d’origine correspond a la saison pluvieuse (T2BF). A. variegatum était I’espéce de tique la plus
abondamment collectée au cours de ces périodes majeures de la transhumance. L’accomplissement de
son cycle biologique était apparent dans les données recueillies. Une évolution inverse des courbes
d’abondance des adultes et des nymphes sur la durée de la transhumance saisonniére a été observée (Cf
Fig. 4, Etude 2) : une majorité de nymphes a été collectée a TOBF, un mélange d’adultes et de nymphes
a TIBN, et une majorité¢ d’adultes a T2BF. Par ailleurs, I’influence de la température sur 1’abondance
des nymphes est également remarquable. L’augmentation de la température correspond & la diminution
de I’abondance des nymphes (Coefde poisson : -0.06, p: 0.038). En présence d’humidité,
I’accroissement de la température favoriserait la métamorphose nymphale chez A. variegatum. Les
conditions optimales pour la métamorphose nymphale de cette espéce sont : une température de 20 a
35°C et une humidité de 40% a 85% (Bournez, 2014). Ensuite, il y a les espéces du genre Hyalomma :
H. truncatum et H. rufipes. Ce sont généralement des espéces a deux hotes, dont les adultes infestent les
bovins a toutes les périodes de ’année avec des pics d’abondance entre février et juin et entre aodt et
décembre (Biguezoton et al., 2016). Les especes R. decoloratus et R. geigyi ont également été collectées
a toutes les étapes de la transhumance. Ce sont des tiques a un héte (monophasique) qui ont un cycle de
reproduction court, ce qui leur permet d’avoir plusieurs générations dans une méme année (Farougou,
2009). Les abondances relatives de toutes les espéces de tiques susmentionnées (A. variegatum, H.
truncatum, H. rufipes, R. decoloratus, R. geigyi) n’ont montré aucune différence significative sur les 3
temps (TOBF, T1BN, T2BF) de la transhumance. Le déplacement saisonnier des bovins n’affecte donc
pas les charges de tiques portées par les animaux transhumants. Nos travaux montrent que la
transhumance influence plutot d’une part I’infestation des animaux par de nouvelles espéces de tiques
que celles circulant dans la zone de départ (ex. H. impressum, H. nitidum, et R. lunulatus). D’autre part
elle favorise la dissémination de certaines especes telles que H. impeltatum et R. lunulatus retrouvées
sur les bovins transhumants du BF apres leur retour du Nord BN. H. impeltatum est une tique a trois
hotes dont les stases immatures infestent les rongeurs, les liévres, les oiseaux et les humains. Les adultes
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ne présentent pas de preférence marquée pour un hote et ont été mis en évidence sur une grande variété
d'animaux sauvages et domestiques ainsi que sur les humains (Dohm et al., 1996). Le temps de
gorgement moyen des femelles est de 8 jours (Logan et al., 1989). Ce temps de fixation parait
relativement court pour permettre le déplacement de la tique sur une grande distance. Cependant, selon
les résultats de I’étude 1, cette tique était absente a I’est du BF, mais présente au Nord Bénin. Ce qui
permet de conclure a une potentielle dissémination via la transhumance, en dépit de la variabilité
saisonniére. L’infestation des bovins transhumants par cette espéce serait donc intervenue pendant le
trajet du retour du nord du BN vers I’est du BF. Par contre, R. lunulatus, bien qu’étant une tique
triphasique, les femelles présentent un temps de gorgement de 10 & 22 jours en moyenne. Cette durée
de fixation sur I’hote pouvant méme atteindre 64 jours, dépendant de la température, de 1’humidité
relative de I’air et de la photopériode (Colborne, 1985). Ce qui a probablement favorisé sa dissémination
du Nord BN vers I’Est BF.

Par ailleurs, 3 individus (2 femelles et 1 male) de I’espéce R. microplus ont été identifiées dans les
échantillons collectés au retour des bovins de la transhumance a I’Est BF. En effet R. microplus est une
tiqgue monophasique. Le temps que passe les 3 stases sur I’hote est d’environ 21 jours dans les conditions
naturelles (Walker et al., 2014). Cette durée de fixation lui confére une plus grande susceptibilité d’étre
transportée par les bovins du nord du BN a I’est du BF, c¢’est-a-dire au cours du mouvement retour de la
transhumance qui dure entre 7 et 21 jours. Cependant, ce résultat ne permet pas de conclure a un
envahissement de la région de I’Est BF par cette espéce, car 1’établissement d’une espéce de tique dans
une zone précédemment indemne nécessite 1’introduction d’un nombre assez élevé d’individus des deux
sexes, dans des conditions climatiques pouvant permettre leur reproduction (Chevillon and Huber,
2016). Cette tique a été introduite pour la premiére fois en Afrique de 1’Ouest a partir du sud de la Cote
d’Ivoire en 2011 (Madder et al., 2011), puis au BN en 2012 (Madder et al., 2012). Selon De Clercq et
al., (2012) sa présence dans les départements du Borgou et de la Donga au Nord Bénin était surprenante
car elle requiert un taux d’humidité relativement élevé pour sa survie. Les spécimens males de cette
espece seraient en mesure de s’accoupler avec les femelles d’espéces proches natives, donnant des
individus stériles hybrides (De Clercq et al., 2012). Son expansion a différents pays de la sous-région
(Burkina Faso, Mali, Togo) a été tres rapide (Adakal et al., 2013). Cet envahissement rapide de la sous
région pourrait étre lié aux caractéristiques biologiques de 1’espéce. Son cycle de reproduction court lui
confére un grand pouvoir de multiplication (Estrada-Pefia et al., 2006; Walker et al., 2014). De plus, le
génome de R. microplus est le plus grand génome d’arthropode connu. 40% de ce génome est constitué
de séquences hautement répétées et 30% de séquences modérément répétées (Ullmann et al., 2005). La
répétition de séquences étant une source de diversité biologique (Grechko, 2011), une telle structure
génomique augmente la probabilité d’apparition de nouvelles mutations sur ’'une ou ’autre des copies
de génes. Certaines de ces mutations seront aptes & modifier le métabolisme de vie de la tique, non

seulement dans le sens d’une meilleure adaptation aux habitats nouvellement colonisés, mais aussi dans
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le sens de développement de mécanismes de résistance a de nombreuses molécules acaricides (Chevillon
and Huber, 2016). Ces différentes caractéristiques sont a 1’origine du caractére invasif de R. microplus,
et de sa capacité a remplacer des espéces proches (ex : R. decoloratus) comme ce fut le cas dans de
nombreuses localités au sud du BN (De Clercq et al., 2012), en Ouganda (Muhanguzi et al., 2020) et en
Afrique du Sud (Nyangiwe et al., 2013). Par conséquent, un nouvel échantillonnage suivi d’une
caractérisation moléculaire de I’espéce et d’une étude sur sa dissémination spatiale dans I’ensemble de
la région de I’est du BF s’avérent nécessaire. Les variations (en termes de présence-absence) observées
dans les populations de tiques au cours de la transhumance, ont probablement influencé les prévalences
des agents pathogenes infectant les bovins. Les prévalences de T. mutans et T. velifera étaient similaires
de TOBF a TIBN, tandis qu’une augmentation significative des prévalences de B. bigemina et A.
marginale était observée. En effet, les espéces de tiques apparues a T1BN, telles que H. impressum, H.
nitidum et R. lunulatus sont impliquées dans la transmission d’un certain nombre d’agents pathogénes.
H. impressum et H. nitidum sont surtout considérées comme réservoirs et vectrices du virus de la fiévre
hémorragique Crimée-Congo en Afrique sub-saharienne (Schulz et al., 2020). Rickettsia africae a été
mis en évidence chez H. impressum (Ehounoud et al., 2016) et des kinéetes de Babesia spp. y ont été
observés (Apanaskevich and Horak, 2007). Quant a R. lunulatus, elle est associée a une toxicose
provoquant la paralysie des agneaux, des moutons et des veaux. Son statut de vectrice d'agents
pathogeénes n'est pas bien établi (Walker, 2003).
L’identification de la plupart des agents pathogénes mis en évidence (aussi bien dans 1’étude
transversale, Etude 1, que longitudinale, Etude 2) dans le sang des bovins, a été confirmée par leur
présence dans leurs tiques vectrices collectées. Cependant, certains agents pathogénes ont été retrouvés
dans des especes de tiques non reconnues comme leurs vectrices (Ex : B. bovis dans H. rufipes, B.
bigemina dans A. variegatum). En dépit du fait que les intestins des tiques gorgées de sang aient été
retirés avant les extractions d’ADN, il n’est pas exclu que les tiques non vectrices aient été contaminées
via un repas sanguin pris sur un héte vertébré infecté. En conséquence, la positivité des tiques (révélée
dans cette étude) n’implique pas nécessairement leur compétence vectorielle pour les agents pathogenes
identifiés. Ces études ont utilisé les tiques comme organismes sentinelles pour mettre en évidence des
parasites et des bactéries présents a I’Est BF et au Nord BN. Dans la méme optique, les tiques ont été
utilisées pour rechercher de potentiels virus (arbovirus) circulant dans la zone. Cette recherche a abouti
a I’identification de deux espéces de virus du genre Parapoxvirus : le virus de la stomatite papuleuse
bovine (BPSV : MT122761) et le virus du pseudocowpox (PCPV : MT122762) identifiés pour la
premiére fois au BF. Les espéces de tiques sur lesquelles ils ont été mis en évidence sont A. variegatum
et H. truncatum pour le BPSV et le PCPV, et H. rufipes pour le PCPV uniquement. Leur transmissibilité
par les tiques n’est pas encore établie, mais leur détection dans la présente étude est d’une importance
significative. En effet, ce sont des virus dont le génome est constitué d’'un ADN double brin linéaire,
stable dans I’environnement (Nitsche et al., 2006). Le BPSV est responsable d’une pathologie
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généralement bénigne chez les ruminants. Elle se caractérise par des papules et des ulceres dans la cavité
buccale, sur le museau, et plus rarement dans 1’cesophage et sur les mamelles (Jeckel et al., 2011 ; de
Sant’Ana et al., 2012). Le PCPV provoque un ecthyma contagieux chez les ovins, les caprins et les
bovins. Son infection se caractérise par un gonflement nodulaire ulcératif et des pustules sur le pis et les
trayons chez la vache (Oguzoglu et al., 2014). Le BPSV et le PCPV sont tous deux zoonotiques.
L’homme est occasionnellement infecté aprés un contact avec des 1ésions d’animaux infectés, ou suite
a la manipulation de carcasses d’animaux infectés (Buchan, 1996). Les fermiers, les trayeurs et leurs
proches peuvent développer des lésions sur les mains, les avant-bras, les jambes et le visage
accompagnées de plusieurs symptomes systémiques (Abrahdo et al., 2009 ; Holmes et al., 2011). Leur
détection représente une réelle alerte dans le contexte ouest africain et particuliérement burkinabé, ou
les populations vivent en contact étroit avec les animaux d’élevage. lls pratiquent le détiquage manuel
pour limiter I’infestation du bétail par les tiques. La traite des vaches laitiéres y est également manuelle
et la manipulation des carcasses se fait sans mesures de protection particulieres (gants, bavette,
masque...). Leur présence au BF (révélée par cette thése) devra attirer I’attention des autorités en charge
du secteur de I’¢levage, afin que des mesures soient prises pour sensibiliser les communautés d’éleveurs,
pour minimiser les risques d’infection et prévenir 1’émergence de pathologies virales d’origine animale.
En plus d’étre exposés a des infections virales, certains éleveurs au BF sont confrontés a une inefficacité
de certains composés acaricides commerciaux, utilisés dans le contrdle des populations de tiques. Il
s’agit notamment des éleveurs du sud-ouest du pays, région envahie par la tique R. microplus, depuis
une dizaine d’années suite a des mouvements de transhumance avec le nord de la Céote d’Ivoire (Adakal
et al., 2013). Dans le but de pallier le manque d’information sur des cas d’inefficacité d’acaricides
empiriquement rapportés, notre étude s’est proposée d’étudier la résistance de deux espéces de tiques
de la région, aux pyréthrinoides de synthese (commerciaux) les plus couramment utilisés : la
deltaméthrine et la cyperméthrine. Les résultats obtenus ont confirmé une forte résistance de R.
microplus a ces molécules comme cela avait été préalablement rapporté dans d’autres pays (Li et al.,
2004 ; Shakya et al., 2020). Les valeurs des ratios de résistances (RR) indiquent que cette résistance
n’est pas émergente. La région a été envahie par une souche préalablement résistante aux molécules
testées. Quant a A. variegatum, elle a montré une forte sensibilité aux pyréthrinoides de synthése testés,
permettant de conclure que les problémes d’inefficacité d’acaricides rapportés sont le fait de
I’envahissement de la région par R. microplus. Cependant, eu égard aux mauvais usages des produits
acaricides dans la zone (sur ou sous dosage, utilisation exagérément prolongée de la méme molécule),
des études ultérieures sont nécessaires pour tester la sensibilit¢ d’autres espeéces de tiques, afin de

prévenir I’émergence de résistances.
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Conclusions

En dépit des mouvements de transhumance entre 1’est du BF et le nord du BN, dans ces deux pays
frontaliers ouest africains, la problématique liée a la dissémination des tiques et des agents pathogénes
associés a longtemps été reléguée au second plan. Cependant, depuis une dizaine d’années, I’invasion
de la sous-région par la tique R. microplus a motivé I’initiation de nombreux projets de recherche dont
le projet "TransTick" (Appui aux réseaux d’épidemio-surveillance des maladies animales et aspects
sociologiques associés en Afrique de I’Ouest) dans lequel les études sus-rapportées ont été réalisees. Le
volet parasitologique de ce projet, qui constituait 1’objectif général de notre thése, visait a déterminer
I’impact de la transhumance bovine (entre I’est BF et le nord BN) sur la dissémination des tiques et des
agents pathogénes associés, et a évaluer leurs implications zoonotigues. Dans un premier temps (Etude
1), il s’est agi de caractériser (tiques et hémoparasites associés) une zone de départ de la transhumance,
les trois provinces de I’extréme Est BF (Gourma, Kompienga, Tapoa), et une zone d’arrivée, les quatre
départements du Nord BN (Borgou, Alibori, Atacora, Donga). Nos résultats indiquent 1’absence de R.
microplus a I’est du BF, et son abondance dans les départements du Borgou et de la Donga au nord du
BN, permettant de conclure a des risques parasitaires plus élevés dans cette derniére zone. Par
conséquent, les échanges de parasites s’effectueraient plus du nord BN vers 1’est BF, que I’inverse. Cela
a été confirmé dans la deuxiéme partie de notre thése (Etude 2), qui a analysé I’impact de la
transhumance bovine sur la dissémination des tiques et des agents pathogénes associés entre les deux
zones. Des espéces de tiques absentes au départ de la transhumance ont été collectées sur des bovins
transhumants dans la zone d’arrivée. L’Est du BF était indemne de la tique R. microplus selon les
résultats de 1’étude 1, mais des spécimens de cette espéce y ont été identifiés au retour des bovins de la
transhumance, soulignant des risques d’invasion de la zone par cette espece. Ces résultats suggerent une
réelle implication de la transhumance dans la dissémination des tiques entre 1’est du BF et le nord du
BN. Cependant, I’impact de la transhumance se combine a I’effet des variations saisonniéres, et
provoque une fluctuation des abondances des tiques, influencant ainsi les prévalences des agents
pathogénes transmis. De TOBF a T1BN, les prévalences de T. mutans et T. velifera étaient du méme
ordre de grandeur, tandis qu’une augmentation significative était observée dans le cas de B. bigemina et
d’A. marginale. L utilisation du RLB a favoris¢ la premi¢re description de T. velifera, T. annulata et A.
centrale dans la zone d’étude. Cela constitue une contribution majeure a la connaissance des agents
pathogenes transmis par les tiques au BF et au BN. Par ailleurs, une partie des échantillons de tiques
collectées a servi d’organismes sentinelles pour mener la recherche de potentiels arbovirus circulant
dans la région. Cela a abouti a la mise en évidence de deux espéces de virus du genre Parapoxvirus : le
virus de la stomatite papuleuse bovine (BPSV) et le virus du pseudocowpox (PCPV) identifiés pour la

premiére fois au BF. Leur transmissibilité par les tiques n’est pas encore établie. Cette découverte
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intervient dans un milieu ou les pratiques d’élevages exposent les fermiers a des risques d’infections
zoonotiques. Par ailleurs, la mise en évidence de la résistance de R. microplus (souche Kimini) aux
pyréthrinoides de synthése commerciaux (deltaméthrine, cyperméthrine), confirme 1’inefficacité des
acaricides (empiriquement rapporté) dans la région du Sud-Ouest du BF. Des études ultérieures, incluant
d’autres especes de tiques et d’autres composés acaricides, sont nécessaires pour mieux cerner la

problématique des souches résistantes, afin de proposer des stratégies de lutte efficaces et peu onéreuses.

Recommandations et Perspectives

En saison séche, la transhumance vers le Nord BN constitue un moyen de subsistance pour les éleveurs
de I’Est BF, mais en méme temps un danger au niveau sanitaire, par exemple vis-a-vis des infestations
par les tiques, notamment la tique R. microplus. De plus, la longueur des distances parcourues (150-200
km) soumet les bovins a d’énormes dépenses d’énergie et provoque une dégradation de leur condition
physique. Cependant, au regard des enjeux économiques, sociaux et culturels que revét cette pratique,
son interdiction pourrait avoir un impact négatif important pour les pasteurs, si des conditions préalables,
visant a pallier les contraintes environnementales ne sont pas réunies. Nous basant sur les résultats
engrangés au cours de cette these, nous suggérons une limitation graduée des mouvements de
transhumance, a travers la mise en place d’un certain nombre d’infrastructures et de cadres de formation,
a savoir :
» Ladélimitation d’aires de paturage interdites aux activités agricoles et la construction de retenus
d’eau pérennes dans la région, de sorte a assurer I’abreuvement des troupeaux en saison séche
» La création de micro-industries locales, spécialisées dans ’ensilage des résidus de récolte et
d’espéces végétales prisées, pour impulser 1’adhésion des éleveurs a un systéme d’élevage
sédentaire avec intrants
» Un renforcement des capacités des agents des services vétérinaires locaux sur les connaissances
des tiques et des agents pathogénes transmis, afin de favoriser une prise en charge efficace des
maladies a tiques dans les zones frontaliéres
En attendant la mise en place de ces propositions, nous suggérons un accompagnement des éleveurs
pratiquant la thransumance a travers la sensibilisation sur les bonnes pratiques pouvant limiter
I’infestation de leurs animaux et la dissémination des especes de tiques. Cette approche émane
également des résultats de nos travaux de terrain et de laboratoire. Elle constitue une premiére étape a
I’approche ci-dessus suggérée.
L’espéce de tique A. variegatum est 1’espéce de tique la plus abondante aussi bien a I’Est BF, qu’au
Nord BN. Bien qu’elle soit sensible aux pyréthrinoides de synthése testés, de nombreux cas de fortes
infestations, avec de graves conséquences ont été observées sur le terrain. L’accés au produits acaricides

ou le mésusage (sous dosage) étaient souvent en cause. Par conséquent, nous suggérons:
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> Une plus grande implication des services vétérinaires dans le contréle des produits acaricides
commercialisés et utilisés dans la zone

» La mise en place de cadres de formation des éleveurs (conférences périodiques, campagnes de
sensibilisation) sur les techniques d’usage des produits acaricides, les risques pour la santé
humaine, animale et environnementale

» La promotion a long terme des méthodes de lutte écologique, génétique et immunologiques

(conception de vaccins) pour limiter au minimum I’usage des composés chimiques
En perspective, il s’avére nécessaire de procéder a:

» Une nouvelle prospection sur la dissémination des tiques dans I’ensemble de la région de I’Est,
avec un focus sur I’espéce R. microplus au regard des risques d’invasion mis en évidence dans
cette thése. Cette prospection devra tenir compte des mouvements de transhumance

» Des recherches plus approfondies sur les arbovirus ainsi que sur d’autres agents pathogénes a
caractére zoonotique transmis par les tiques (ex : Rickettsia) dans le bétail et au sein des
populations d’éleveurs de la zone d’étude (dans une approche "One Health™), pour favoriser le
développement et le renforcement de la surveillance

» Une étude sur la compétence vectorielle des espéces de tiques (A. variegatum, H. marginatum
rufipes et H. truncatum) dans la transmission du BPSV et du PCPV

» Une évaluation de la résistance/sensibilité des espéces de tiques d’intérét vétérinaire (A.
variegatum, R. microplus, H. rufipes...) aux composés acaricides les plus couramment utilisés
au BF et au BN, pour identifier les espéces de tiques a cibler dans le cadre de la mise au point

de stratégies de lutte
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Annexe

2-Administration de questionnaire d’enquéte socio-épidémiologique aux éleveurs
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Annexe

4 a-Extracteur automatique d’acide nucléique (QIAcube HT, Qiagen), b-Séquenceur NGS (lon
Torrent, Life Technologies)
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