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Epidémiologie des leishmanioses dans la région dealakech, Maroc
Effet de I'urbanisation sur la répartition spatio-temporelle des phlébotomes

et caractérisation moléculaire de leurs populations

Les phlébotomes sont les seuls vecteurs connugidamanioses. Au Maroc, ces infections constituent
un réel probléme de santé publique. Marrakech itoasine zone carrefour entre trois foyers actds d
leishmaniose du sud marocain: Ouarzazate, AzilalChichaoua. Nous avons étudié le risque
leishmanien en milieu urbain et I'impact de la pdranisation sur la biodiversité des phlébotomes.
L’inventaire de la faune phlébotomienne dans ldevide Marrakech montre la présence de deux
vecteurs prouvés de la leishmaniose cutaRé&ebotomus (Phlebotomus) papataspece dominante
dans la région, vecteur deeishmania majoret P. (Paraphlebotmus) sergentecteur del. tropica.
Nous avons aussi découvert la présence en milibairurde P. (Larroussius) longicuspisecteur
probable dd.. infantum.Deux espéces du genBergentomyiant été collectéesS. (Sergentomyig
minutaetS. (S) fallax.

L'étude de la saisonnalité de ces especes montre pieriodes annuelles a haut risque leishmanien:
octobre-novembre et mai-juin-juillel. papatasiet P. longicuspisont une évolution biphasique et elle
est monophasique poBr. sergentiLes corrélations de 'activité avec les facteumnatiques du milieu
notamment avec la température sont étudiées. Botidm des changements de I'environnemént,
papatasiprésente une résistance et une forte adaptatiguicexplique son abondance et son activité
continue sur toute I'année.

Le typage enzymatique des populationsPdgapatasimontre une nette structuration génétique entre
les populationsde I'Est (Syrie, Chypre) et celles de I'Ouest (Mar&spagne) méditerranéen. Par
contre, aucune différence n'est détectée entrpgadations urbaine et rurale de Marrakech.

L’étude moléculaire deP. sergenti deuxieme vecteur rencontré a Marrakech, est teffecpar la
comparaison des populations du nord et du sud merodos résultats confirment sa grande variabilité
génétique intraspécifiqgue qui peut étre signe degice d’espéces cryptiques.

L’étude du complex@erniciosus montre une large distribution de la forme atypigieP. perniciosus
dans le sud marocain. L'analyse enzymatique noyserais d’identifier un nouveau marqueur
enzymatique : l'aconitase (E.C.4.2.1.3), pour dgier les deux especdd. perniciosuset P.
longicuspis L'étude de I'ADN mitochondrial confirme la présen de l'espece jumelle de.
longicuspisdans le sud marocain. Nos résultats nous ont pedfajouter de nouveaux critéres de

diagnose a la clé d'identification des phlébotochedlaroc.

Mots clés :PhlébotomePhlebotomus papatasComplexdPerniciosus urbanisation, isoenzyme,

Marrakech.



Epidemiology of leishmanisis in Marrakesh area, Moocco. Effect of urbanization on

sandfly distribution and molecular characterisationof there populations

Phlebotomine sandflies are the only vectors knodideishmaniasis. These diseases are a serious
increasing public health problem in Morocco. Magsik city presents a high risk because of its ositi
close to many cutaneous leishmaniasis foci: Ouatea#zilal and recently focus of Chichaoua.

Our entomological investigations in Marrakesh sskawed presence of five sandfly species. Two of
them,Phlebotomus papataandP. sergentiare the proven vectors béishmania majoandL. tropica,
respectively. In additior?. longicuspissuspected vector &f infantumwas collected and two species
of the genusSergentomyiaS. minutaandS. fallax.

The seasonality of the sandfly fauna in Marrakeabk examined and they were active especially during
the dry season (from May to November). Two seaspatikrns were identified, mono-modal oneRor
sergentiand bi-modal one fdP. papatasandP. longicuspis

P. papatasiwas active throughout the year in this area. Efftéatrbanization in Marrakesh city favour
establishment of this species and it is the moaptd sandfly species to the environmental variatio
Isoenzymatic analysis showed no difference betwibenpopulations oP. papatasifrom urban area
and rural districts around Marrakesh. Genetic dista speared the populations from western
Mediterranean countries (Morocco and Spain) frostera once (Syria and Cyprus).

Molecular analysis of the second vector collectedarrakeshP. sergentishowed a greater genetic
diversity of its populations. Three mitochondriaNB lineages were identified, and they could be
markets for presence of cryptic species.

All specimens ofP. perniciosusexamined from the south of Morocco showed singlieted aedeagi
curved at their apices, indistinguishable fromadhgpical morph oP. perniciosusEnzyme loci showed
fixed alleles diagnostic fdP. perniciosus sensu lai@conitase) an®. longicuspis s.I(aconitase and
hexokinase). The comparative sequence analystseo€yt b fragment showed a haplotype of atypical

form of P. perniciosusand presence of LCx, sibling speciegfolongicuspisn southern Morocco.

Key words: sandfly,Phlebotomus papatad?erniciosus omplex, urbanization, isoenzyme, Marrakesh.
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1 Introduction générale

INTRODUCTION GENERALE

Les leishmanioses sont des parasitoses dues adest@s du gentleeishmania et transmises
par les phlébotomes (Diptera : Psychodidae). Cedms maladies émergentes et étroitement
lites a l'état de I'environnement (Ashford, 200Qe complexe pathogene leishmanien
(parasite, vecteur, réservoir), évolue dans ure géographique définie par un ensemble de
parameétres bioclimatiques. Les modifications emnementales se répercutent sur le
fonctionnement des foyers, leur dynamique, et &dension territoriale. Ces modifications
du milieu naturel peuvent étre soit d’origine anflique, soit d’origine climatique ; ces deux
types de modifications étant d’ailleurs le plusvant étroitement intriqués. L’émergence ou
re-emergence des leishmanioses est directemena li@é@igmentation de facteurs de risque
qui sont essentiellement de nature anthropogenesjdide 2002). Les changements
climatiques contribuent de facon importante daasgmentation et I'extension des maladies a
transmission vectorielle, notamment des leishmasiqRodhain, 2000). Les co-infections
Leishmania/VIH sont un facteur de risque individuel qui faiser la dispersion de la maladie
(Desjeux et Alvar, 2003). Desjeux (1999) résumddeteurs de risque en sept points:

- I'installation de population dans des zones d&n@ a cause de probléeme démographique
ou manque de terres agricoles;

- les mouvements de populations pour raison prafesslle ou autres;

- le développement de nouveaux projets agricolaadustriels, amenant des populations non
immunisées dans des zones d’endémie, mais aussirisme ou les activités militaires;

- 'urbanisation accélérée et/ou non planifiée;

- la détérioration du tissu économique et sociahsdées banlieues des villes, ou des
populations a faibles revenus s’amassent a cause ekode rural massif, facilitant ainsi

'apparition d’épidémies;
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- les modifications de I'environnement (constructide barrages, systémes d'irrigation,
puits);

- la réduction ou 'achevement des campagnes deépsdition d’insecticides pour la lutte
contre le paludisme. Aprés le succes des plansttie plusieurs pays ont fait face a de graves
résurgences en raison de l'interruption du programm

Les leishmanioses sont endémiques dans 66 pay®deen Monde et 22 du Nouveau
Monde. La population a risque est estimée a 35omél de personne, avec une prévalence de
12 millions (Desjeux, 1996).

Au Maroc, les leishmanioses constituent un vrabjgnme de santé publique. Elles présentent
tout un ensemble de syndromes du fait de la vadi€séparasites et chacun d'entre eux est lié
a un vecteur et a un réservoir spécifique. La taehiose cutanée zoonotiqudéshmania
major se manifeste de maniére endémo-épidémique dangoless pré-sahariennes ; la
leishmaniose cutanée anthroponotique thopica dans les foyers hypo-endémiques au centre
du pays et la leishmaniose viscérale due afantum sévit au Nord du pays sous un mode
hypo-endémique dans des foyers ruraux dispersés.

Selon les rapports du Ministére de la Santé (An@A97 ; 2001 et 2003), la situation
épidémiologique des leishmanioses est marquée ganotification continue des cas
sporadiques de la leishmaniose viscérale avec enimme recrudescence depuis 1995,
essentiellement due a l'intensification des aéivile dépistage. La quasi-totalité de ces cas
est originaire des foyers traditionnels du nordcetie maladie sévit sous forme sporadique.
La transmission de la leishmaniose cutande major persiste avec une recrudescence au
cours des années 1990 et 1991, suivie d'une léggoalmie de 1992 a 1995, puis la
réapparition de la maladie sous forme endémo-épgieamde 1996 a 2001. Les zones
touchées sont des zones arides et péri-aridesdiallsunt de la province de Tata au sud a la

province de Jrada a I'Est en passant par les mewide Zagora, Ouarzazate, Errachidia et
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Figuig. Les foyers de leishmaniose cutande thopica évoluent sous forme hypoendémique
dans les provinces du centre (Essaouira, AzilalzaJaZouagha Moulay Yacoub et
Chichaoua).

Marrakech constitue une zone carrefour entre tfoyers actifs de leishmaniose du sud
marocain: Ouarzazate, Azilal et Chichaoua. Lesstigations entomologiques ont montré la
co-existence a Marrakech de trois espéces vecttesdrois leishmanies responsables des
foyers marocains de leishmaniose®hlebotomus papatasi/Leishmania major, P.
longicuspis/L. infantum et P. sergenti/L. tropica (Guernaoui, 2000 ; Boussaa, 2003) avec
'omniprésence de rongeurs et canidés réservdiétad sauvage dans la région, ensemble de
conditions qui révelent un statut éco-épidémiolagiq haut risque leishmanien a Marrakech.
Etant parmi les plus grandes destinations des popnos$ limitrophes, Marrakech a connu, ces
derniéres années, de grands changements de I'engirent en raison d’'un important essor
urbanistique tant a l'intérieur qu'a la périphéde la ville. L’explosion de constructions
anarchiques (habitat insalubre, bidonvilles) epiésence de plusieurs quartiers a caractére
rural déja existants a l'intérieur de la ville, $oues facteurs favorisent la pullulation du
vecteur et augmente le risque dans la région.

Dans cette optique, nous avons mené de pair, wde écologique des vecteurs en fonction
de l'urbanisation a Marrakech et ses marges etétmge génétique des variations intra et
interspécifiqgue des populations de ces vecteurste Gdude biochimique a pour but de
caractériser les populations du milieu urbain etéd®udre des problémes taxonomiques chez
des populations sympatriques de vecteurs prouvépotentiels des leishmanies, sources
d’erreur dans les relevés entomologiques.

Une étude spatio-temporelle des phlébotomes dansriieu naturel s’avére nécessaire pour

I'établissement d’un plan de lutte contre les Igighioses au Maroc.
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Aprés une synthése bibliographique (Chapitre l)asiteishmanioses et les phlébotomes, une
présentation de la zone d'étude et des méthoddésadail (Chapitre Il) sur le terrain et au
laboratoire s'imposent pour situer le sujet. Lepitra Il présente les résultats de notre travail
en deux grandes parties :

- la premiere partie est consacrée a I'étude dedarmaalité des espéces inventoriées en
milieu urbain de Marrakech avec une étude détailiééeffet de I'urbanisation et des
changements des conditions du milieu sur la réjmartispatio-temporelle des
phlébotomes a Marrakech.

- La deuxieme partie présente les résultats de kctéarsation moléculaire des espéces
récoltées a Marrakech en utilisant plusieurs vaiégpproche (morphologique,
enzymatique et analyse d’ADN) pour essayer de d¢sdes problemes posés par leur
individualisation et leurs relations taxonomiques.

Ce theme de recherche sur les phlébotomes du sudtairaprésente un intérét aussi bien sur
le plan bio-écologique et épidémiologique que suplan biomédical et la lutte contre les
leishmanioses au Maroc. C’est un travail traitéakbernance entre le Laboratoire d’Ecologie
Animale, Faculté des Sciences Semlalia, Marraketd leaboratoire de Parasitologie, Faculté
de Pharmacie, Strasbourg. Il s'intéegre dans leecdds activités de recherches menés depuis
des années aux seins des ces deux laboratoireab@mbiet al., 1998, 1999; Pessahal.,
2004 ; Benabdennbi, 1998 ; Guernaeuil., 2005, 2006; Guernaoui, 2006) et la suite du
travail entamé dans le cadre de la préparation diémoire de DESA (Boussaa, 2003). Une
partie de ce travail est réalisée en collaboratémec le laboratoirede Systématique
Moléculaire (Natural History Museum, London)letlaboratoire de Parasitologie de la Faculté

de Pharmacie (Grenade, Espagne).
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Chapitre |

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

|. LES LEISHMANIOSES

l. 1. Généralités et Historique

Les leishmanioses sont des affections cutanéessoérales, a transmission vectorielle, dues
a des protozoaires flagellés. La population moed&tposée au risque est évaluée a 370
millions de personnes et la prévalence globale estimée a 12 millions de cas. Les
leishmanioses sont en augmentation dans le moratgietllement, I'estimation de l'incidence
annuelle mondiale des cas de leishmanioses se esitwe 1,5 et 2 millions, se distribuant
entre 1 & 1,5 millions de cas de leishmaniosesnéeta et de I'ordre de 500.000 cas de
leishmanioses viscérales. Mais ces chiffres ofcae I'OMS (2002) semblent largement
sous-évalués car il existe un portage asymptonaimportant. La distribution géographique
s’étend et de nouvelles zones d’endémie apparaid83enar certaines régions, il s’agit d’'un
véritable probleme de santé publique. Cette sdnatdiarmante résulte de 'augmentation de
la transmission vectorielle et pour la leishmanivseérale de I'augmentation du réservoir
humain lié a linfection a VIH/SIDA. Les co-infeotis Leishmania infantum-VIH sont
fréequentes dans plusieurs régions surtout dansassii méditerranéen (Espagne, Italie,
France et Portugal) et au Brésil, mais aussi de ptuplus en Afrique. Chez ces patients
immunodéprimés ou développant un SIDA, les leishosas sont difficiles a traiter et la
leishmaniose accélére le développement du SIDAnmeinde I'espérance de vie des patients
(Murray, 1999).

Parmi toutes les parasitoses, les leishmanioseésisendes premieres décrites au moins dans
leurs formes cutanées. La constatation des lésgnsente a la plus haute Antiquité aussi bien

dans I’Ancien que dans le Nouveau Monde, alorsl'tngividualisation des formes viscérales
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et la mise en évidence des agents pathogénespucse faire qu'au XIX" siécle. Ainsi, les
leishmanioses tégumentaires de I'Ancien Monde, sted affections dermatologiques
connues depuis trés longtemps. Al Boukhari, médecabe du X™ siécle décrivit cette
affection cutanée, et Avicenne l'attribuait & unglpe de moustique. La premiére description
clinique moderne est celle de McNaught en 1882east €unnigham en 1885 qui découvrit
les parasites dans un préléevement de bouton d'QireBedet, 1999).

En 1898, en Ouzbékistan, le médecin militaire Bekgvmentionna un protozoaire dans des
prélevements d'ulcéere, sans en déterminer le d@tonomique. Ce méme parasite fut étudié
en 1903 par Wright chez un enfant arménien vivaBbston développant une lésion cutanée,
il fut considéré comme une microsporidie et reeutdm deHelcosoma tropicum. Le parasite
Leishmania fut découvert par Sir William Leishman en 1900 sldes frottis de la rate d’'un
soldat mort de fievre a Dum-Dum (I'un des ancienms de la leishmaniose viscérale) en
Inde. Alors qu’il publiait ses résultats en 19031a@es Donovan identifia le méme parasite
dans une biopsie de raie Dedet, 1999).

Le parasite fut nommé&eishmania donovani en leur honneur et la forme amastigote du
parasite est communément appelée corps de LeisBmaovan (Roberts et Janovy, 2000).
La premiere culture fut obtenue par Nicolle et &ien 1908 (Jarry, 1999), ils comparérent les
organismes de la peau avec ceux de la rate détswred 903, et conclurent : « La presque
identité au point de vue morphologique du paradéelLeishman-Donovan et de celui de
Wright n’est pas contestable». La méme année, Nicetl Comte découvrent les mémes
protozoaires chez le chien, puis chez le chevld ehat. lls font ainsi de cette affection une
maladie commune a 'homme et aux autres mammiféresuvrent la voie aux recherches
épidémiologiques. En 1921, les freres Sergent et leollaborateurs établissent le réle de
vecteurs des phlébotomes en réussissant la trasismislu « bouton d'Orient » par

application de broyats de ces insectes sur desicatwns cutanées. Mais la transmission par
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la piqQre ne fut prouvée qu’en 1941 par Adler et Baowleset al., en 1924, I'établit pour le
kala-azar, Parrott al., I'ont fait pour la leishmaniose canine en 193@& plus, I'école
soviétique, avec Latyshev et Krujukova, (1941)rattiattention sur le réle des rongeurs en
tant que réservoirs de virus sauvages des leislosesi

A partir de 1970, la caractérisation isoenzymatidae souches de leishmanies est devenue
courante apres la publication de 'OMS (1982) suslijet. Les premiers cas de co-infection
VIH-leishmanies sont signalés a partir de 1985ryJd999). Tous ces travaux permettent de

se faire une idée de ce qu’est le cycle épidémigiagde ces parasitoses.

l. 2. Répartition géographique

Les leishmanioses, toutes formes cliniques confesdaffectent quatre continents (Asie,
Amérique, Europe, et Afrique), dans les zones taps et subtropicales de 88 pays, dont 72
pays en développement. Les zones d’endémie somtoffe du sud, ainsi que de nombreux
PED d’Afrique, du Moyen-Orient, d’Asie, d’Amériqueentrale et d’Amérique de sud (Fig.
1). On distingue deux grandes situations géogragsic I’Ancien Monde (sud de I'Europe,
Afrique, Proche-Orient et Asie) et le Nouveau Mon@enériqgues du Nord, du Sud et
Centrale). Les différentes manifestations clinigsest observées dans les deux mondes mais
elles ne sont pas causées par les mémes espédassiteania d’'une part, et elles sont
propagées par différents genres et especes deopdridéds selon la région d’autre part. Les
pays les plus durement touchés par la leishmanigsérale sont le Bangladesh, le Brésil,
'Inde, le Népal et le Soudan : on y retrouve 9086 chouveaux cas annuels. Quant a la
leishmaniose cutanée, 90% des nouveaux cas satsgué\fghanistan, au Brésil, en Iran, au

Pérou, en Arabie Saoudite et en Syrie (OMS, 2000).
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Figure 1. Distribution de la leishmaniose (gris clair) etinofection (gris fonce)

Leishmania/VIH (OMS., 2000)

Concernant la Leishmaniose viscérale, I'aire d&ibligion delLeishmania donovani stricto
sensu (s.s.), agent des leishmanioses viscérales amthobtigues s'étend de I'Afrique de I'Est
au Sud-Est Asiatique. En Inde, les premieres épeeme leishmanioses viscérales (kala-
azar) et la persistance de foyers endémiques @énetesont couplées a la présence des
populations péri-domestiques et anthropophiles ‘idsecte hote et vecteuPhlebotomus
argentipes, I'un des rares vecteurs dont la bio-écologierelsttivement bien appréhendée
(Christopherset al., 1925 ; Christopherst al., 1926 ; Shorttt al., 1932 et Keilin et Tate,
1937). Des campagnes de lutte anti-vectorielleeilsiur les vecteurs dRasmodium, I'agent

du paludisme, avaient permis de diminuer la préxaedes leishmanioses viscérales : leur

interruption se traduit par une recrudescence a@esle leishmanioses viscérales.
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Les aires de distribution desishmania infantum s'étendent respectivement de la Chine nord
orientale a la Méditerranée occidentale et du Ma&xigu nord de I'Argentine. Au sud de la
France, la présence deinfantum et de ses vecteurPhlebotomus ariasi et P. perniciosus)

est révélée principalement par des cas de leislusamanine, de leishmaniose cutanée et de
plus rares cas de leishmanioses viscérales hum@nasx et al., 1980 ; Killick-Kendricket

al., 1984).

En ce qui concerne les leishmanies responsabldsigstenanioses cutanées, il est encore
commun de les distinguer en se référant au Nouwdande et a I'Ancien Monde.
Deux sous-genres, le sous-genf@nnia et le sous-genrdeishmania circulent sur le
continent américain (Amérique Centrale et du SAd)exception deL. tropica, les parasites

du sous-genreLeishmania circulent essentiellement au sein de systemes ctiopies
forestiers dominés donc par des mammiferes sauvégebes des Didelphimorphes,
Xenarthres, Rodentiens et Primates simiens). Lesspp@s du sous-genkannia circulent
aussi essentiellement au sein de systemes zooestituminés par des mammiféres sauvages,
voire domestiques.

De nombreux projets agricoles ou de prospectionsiengs, d'exploitations forestieres,
d'activités militaires et la pression démographigaatribuent a rendre compte du caractére
épidémique des leishmanioses pour des populationgines. Ces différents facteurs de
risque liés au comportement, a I'environnementwdé&veloppement, permettent d’expliquer

en partie, la répartition des foyers leishmani@es{eux, 1999).

l. 3. Parasite
a. Taxonomie
Les leishmanies sont des protozoaires appartenagerareleishmania Ross, 1903 ; la place

de ce genre dans la classification de Leera., (1980) est la suivante :
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Regne : Protista Haeckel, 1866

Sous-Régne : Protozoa Goldfuss, 1817 emend. Sieh@Ad.
Embranchement : Sarcomastigophora Honigberg enitdlg 1963
Sous- Embranchement : Mastigophora Diesing, 1866

Classe : Zoomastigophorea Calkins, 1909

Ordre : Kinetoplastida Honigberg, 1963 emend. Viiokan, 1976
Sous-Ordre : Trypanosomatina Kent, 1880

Famille : Trypanosomatidae Doflein, 1901 emend.0Bem, 1905

Genre:Leishmania Ross, 1903

Une nouvelle classification est élaborée par &dal., (2005) en se basant sur I'étude de
l'ultrastructure de Levinet al., (1980) ainsi que des études moléculaires phylétigires :

Ordre : Euglenozoa Cavalier-Smith, 1981, emendpSan, 1997,

Sous-ordre : Kinetoplastea Honigberg, 1963;

Famille: Metakinetoplastina Vickerman in Moreirapgez-Garcia, and Vickerman, 2004;
Genre:Leishmania

Le genreLeishmania est subdivisé en deux sous-gentasshmania et Viannia, selon que le
parasite se développe dans la partie centrale @téngeure de lintestin du vecteur,
respectivement. Le geniesishmania est composé de plusieurs espéces qui, bien cu’elle
soient toutes de morphologie similaire, sont aidioe de manifestations cliniques allant
d’affectations cutanées qui se résorbent d’ellesresea des infections viscérales fatales en
passant par des exacerbations inflammatoires cadsagraves défigurations. On regroupe
habituellement les espéces ldgshmania en complexes selon la similarité biochimique de

leurs isoenzymes (Tableau 1).
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Tableau 1 Especes deeishmania (d’apres Roberts et Janovy, 200d-orget, 2004).

Sous-genre Complexe Espése Localité
Leishmania (Ross, 1903)L. donovani L. donovani (Laveran et Mesnil, 1903) Inde, Chine, Bangladesh
L. archibaldi (Castellani et Chalmers, 1919) Soudan, Ethiopie
Centre nord de I'Asie, nord-ouest de la Chine,

L.infantum L. infantum (Nicolle, 1908) Moyen-Orient, sud de I'Europe, nord-ouest de I'4éré
L. chagas (Cunha et Chagas, 1937) Amérique du Sud et Centrale

L. tropica L. tropica (Wright, 1903) Milieux urbains du Moyen-Orient e Hinde
L. killicki (Rioux, Lanotte et Pratlong, 1986) Tunisie

L. major L. major Afrique, Moyen-Orient, Asie soviétique

L. gerbilli L.gerbilli (Wang, Qu et Guan, 1973) Chine, Mongolie

L. arabica L. arabica (Peters, Elbihari et Evans, 1986) Arabie Saoudite
L. aethiopica L. aethiopica (Bray, Ashford et Bray, 1973) Ethiopie, Kenya

L. mexicana L. mexicana (Biagi, 1953) Mexique, Belize, Guatemala, centret des Etats-Unis
L. amazonens's (Lainson et Shaw,1972) Bassin Amazonien, Brésil
L. venezuelensis (Bonfante-Garrido,1980)  Venezuela
L. enrietti L. enrietti (Muniz et Medina, 1948) Brésil
L. hertigi L hertigi (Herrer, 1971) Panama, Costa Rica
L. deanei (Lainson et Shaw, 1977) Brésil
Viannia L. braziliensis L. brazliensis (Viannia, 1911) Brésil
(Lainson et Shaw, 1987) L. peruviana (Velez, 1913) Ouest des Andes
L. guyanensis L. guyanensis (Floch, 1954) Guyane Francaise, Guyane, Surinam
L. panamensis (Lainson et Shaw, 1972) Panama, Costa Rica

b. Cycle de vie et morphologie
Le parasiteLeishmania a un cycle de vie dimorphique qui nécessite debted) l'insecte
phlébotome et un mammifere (Fig. 2). Il se présetiez leurs hbtes successifs sous deux

stades morphologiques principaux : les promastgyetdes amastigotes (Fig. 3). Lorsque la

femelle de phlébotome infectée prend un repas sarduez un hote mammiféno, elle
salive au site de piqdre et régurgite le sang guiatamine au contact des parasites, sous
forme promastigote, qui obstruent la valvule stoéabe. Les promastigotes sont des parasites
extracellulaires mobiles vivant dans le tube difjeki phlébotome. lls présentent un corps
plus ou moins fuselé de 5 a gt de longueur et de 1 adn de largeur prolongé par un
flagelle qui peut atteindre jusqu’a ath de longueur et qui émerge de leur pdle antérieur.

Chez I'nbéte mammiféreLeishmania infecte ensuite un phagocyte (principalement les

monocytes/macrophages) du systéme phagocytaire rmoiéoe et se transforme en
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amastigotee. Les amastigotes, nichent a l'intérieur des matages de mammiferes, au
sein de vacuoles dites parasitophores.
Les amastigotes sont ovoides ou sphériques, da 3.bm de diamétre avec un trés court

flagelle et ne sont plus mobile. Ces amastigotemskiplient par division binaire dans le

phagolysosome du phagocyte qui est finalement Qé Les parasites ainsi libérés sont

phagocytés par des cellules avoisinantes ou leepsdis se poursuit.

Sandfly Stages Human Stages

o Sandfly takes a blood meal

finjects stigote stage Promastigotes are

phagocytized by

into the skin) A
macrophages
oﬂivide in midgut and /-P } phag

migrate to proboscis

'

Amastigotes transform into
0 promastigote stage in midgut

of, _ ' o
Eﬁﬂﬁﬂﬁ‘@ /\ﬁ Amastigotes multiply in cells
- =4 -_— {including macrophages) of
e M— — = M various lissuesﬁ

w» —

G Ingestion of i
parasitized cell i

O w3

Promastigotes transform)
into amastigotes inside
macrophages A

Sandfly takes a blood meal
(ingests macrophages infected

A= Infective Stage with armastigotes)
&= Diagnostic Stage

Figure 2. Cycle de vie du parasites shmania (www.dpd.cdc.gov/dpdx

Le cycle est achevé lorsqu’une autre femelle déhmitbme prend un repas sanguin du site

d’infection et préléve des phagocytes conterashmania e Dans le tube digestif de

I'arthropode o les parasites se différencient a nouveau en Etgoses aprés 12 a 18
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heureso. Ces promastigotes se multiplient et migrent Vess glandes salivaires et la

trompe en attendant un nouveau repas san@ in

Un troisieme type cellulaire connu sous le terme mhramastigote, a été identifie
principalement au niveau du pharynx, mais aussigeau de l'intestin postérieur et rarement
dans lintestin médian des phlébotomes infectés €tades sont ramassés, munis d'un

flagelle court et montrent un kinétoplaste juxtdéatce.

6 9

“.
e

N

Forme amastigote Forme promastigote

Figure 3. Les deux principaux stades morphologiquekaighmania

(Photos du Laboratoire de Parasitologie, Strashourg

La morphologie de ces parasites, notamment celldede stade promastigote, et leur
meétabolisme sont tres sensibles aux parametresoanementaux et a leurs variations. La
température, le pH, 'osmolarité du milieu, la @mies en Q et en CQont étés décrits comme
influencant la forme parasitaire et les métabolsme glucose et de certains acides aminés.
Deux parametres subissant de grandes variationsoas du cycle, a savoir le pH et la
température semblent plus particulierement imptstah pourraient commander la mise en
route de programme de différenciation (Anto@hel., 1999). Lorsque lelseishmania passent
des insectes vecteurs a leurs h6tes mammaliees,selbissent tout d’abord une augmentation

de température d’environ 10°C puis, apres intesatibn par les macrophages, une chute du
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pH externe d’environ 2 unités. Les différents stade parasitd_eishmania peuvent étre
identifiés selon leur morphologie ou leur emplacetrdans le tube digestif du vecteur mais
également selon les molécules qui composent letacgu Les promastigotes sont recouverts
d’un glycocalyx alors que les amastigotes en soggque completement dépourvus (Pimenta
et al., 1991). Ce manteau est constitué de composéssylgsoet de protéines ayant tous un
radical de glycosylphosphatidylinositol (GPI). CHeg promastigotes, la molécule de surface
la plus abondante est le lipophosphoglycan (LP@).s8ucture varie d’'une espéce de
Leishmania a l'autre. Les espéces se différencient par Isgmée de chaines latérales de
glycanes, ainsi que par la composition et la Stnatle celles-ci sur la structure de base du
LPG. La deuxieme molécule importante chez le proignate est la glycoprotéine gp63. Elle
est environ 10 fois moins abondante que le LPG moaiscomme lui, elle recouvre 'entiére
surface du parasite. Une autre classe de glycekpest le phospholipide de glycosylinositol
(GIPL). Ayant une longue demi-vie, ces moléculesejaient un rble de protection de la
surface du promastigote puisque le LPG est élimomdinuellement (Proudfoat al., 1995).

Il existe également d’autres protéines de surfaceparasite comme celles du complexe
gp46/PSA-2. Certaines molécules peuvent étre s étar le parasite telles les phosphatases
acides et les protéophosphoglycanes (PPG). Lespphatases acides sont des enzymes
hydrolytiques qui semblent jouer un r6le dans Estance du parasite & son hoéte de méme
gue dans sa pathogénicité et sa nutrition. Pareoaoh ne les retrouve pas chezmajor
(Lovelace et Gottlieb, 1986 Forget, 2004). Pour ce qui est des moléculesuefies a la
surface des amastigotes, on observe deux diffésemegeures : une diminution marquée de
I'expression du LPG (McConville et Ralton, 1997)uete diminution (moindre que celle du

LPG) de la gp63 (Schneidetral., 1992).
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l. 4. Réservoirs
A I'exception deL. tropica et L. donovani qui sont des espéces anthroponotiques, toutes les
autres especes circulent au sein d'écosystéemesotipms plus ou moins stables. Les
mammiféres sauvages et/ou péri-domestiques sebdistit essentiellement dans un ordre,
celui des Rodentia. L'agent de la leishmaniosenéataliffusel.. aethiopica, circule dans un
écosysteme dominé par des mammiféeres de l'ordreHgescoidea. Le réservoir de.
infantum est connu comme étant essentiellement canin (HietllComte, 1908). Dans toute
la région méditerranéenne, le réservoir principamisle étre constitué par les chiens
domestiques (Bettini et Gradoni, 1986), bien quéservoir selvatique soit également présent
avec une prévalence de 55% chez les renards (Rib@®olvan, 1969). Dans le sud de la
France, I'abondance de. perniciosus, vecteur prouvé dé. infantum, est favorisée par la
présence d’animaux domestiques (&ral., 1992).
Trois cas de figures peuvent se présenter (Maz£6y) :
- Le réservoir sauvage et un vecteur spécifiquepaiasite sont dans une méme « niche
écologique » intégrant un réservoir secondairedpérestiqgue et non I'homme par défaut
d’anthropophilie de la part du vecteur; la transiois humaine ne pourra alors se faire que
par I'intermédiaire d’'un autre vecteur qui préseatene anthropophilie plus marquée.
- Le réservoir sauvage et le vecteur sont seulsyatopie. L’homme ne pourra des lors se
contaminer qu’a I'occasion de contacts épisodique=x le milieu naturel, lors d'activités de
chasse, de cueillette ou professionnelles.
- Le réservoir sauvage, le vecteur et 'homme sansyntopie au sein de la méme « niche
écologique ». Il existe deux cas de figure :

1. Le parasite passera du réservoir primaire anithe. Ces cas peuvent correspondre

aux contaminations survenant a I'occasion de ctgfa@&rmanents avec un milieu récemment
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anthropis€, comme en périphérie des grandes yitlashes des foréts primaires d’Amazonie
ou dans les villages récemment implantés en zagfesiEes.

2. Le cycle est amplifié par la présence d’'un nésemotentiel secondaire constitué
par les animaux péridomestiques qui peuvent asainsi un rbéle de relais au sein du
complexe pathogene, deux sources d’infestation a&lon$ possibles : les réservoirs primaire
et secondaire.

Seuls les mammiféres ont été a ce jour trouvéepatde protozoaires appartenant au genre
Leishmania pathogenes ou non pour I’homme. lls peuvent égervdirs ou hbétes accidentels
pour le parasite, et different selon les régionsfdaiction de I'h6te il est admis de distinguer
des cycles primaire et secondaire, zoonotiquess Eeguels respectivement des mammiféres
sauvages et domestiques interviennent en tant@égesvoirs. De méme, ’lhomme peut dans
certains complexes jouer un role de réservoir dagita, constituant alors avec le vecteur un
cycle anthroponotique ou tertiaire (Garnham, 196%)s ce cas l'affection humaine peut
prendre un caractere endémo-épidémiologique (Fig. 4

Dans I’Ancien Monde, Musser et Carleton on décongné 993, 42 espéces de mammiféres
appartenant a 25 genres, 9 familles et 4 ordram@Brs, Carnivora, Hyracoidea, Rodentia)
infectés par des leishmaniggpartenant a huit complexes leishmaniénsngjor, L. arabica,

L. turanica, L. donovani, L. killlicki, L. infantum, L. aethiopica et L. gerhilli). Dans le
Nouveau Monde, la situation est plus compliguéauwse des espéces de parasites (Tableau
2).

Les rongeurs de la famille des Gerbillinae sontipaiérement représentés dans la partie
africaine et asiatique de la région méditerranéeRaemi les 6 genres et les 17 espéces qui
habitent les régions arides de I'Afrique du Nordegpéces ont un réle important dans

I'épidémiologie de la leishmaniose cutanéde enajor.
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Figure 4. Phénoméne d’humanisation de la leishmaniose nakxé

Meriones shawi est le principal réservoir de parasites en AfriqueNord (Riouxet al., 1982;
1986a).M. libycus en Arabie saoudite, Iran, Jordanie, Libye, Tunii®©uzbékistan (Dejeux,
1991). M. crassus en Egypte et en Israél (Petessal., 1981). Psammomys obesus est
également suspecté d’étre un réservoir de parasies certains foyers de la leishmaniose
cutanée d.. major, exemple d’Algérie (Belazzoug, 1983). Dans le fogte la leishmaniose
cutanée au Pérou, le hamster est considéré consexwoé probable de. peruviana (Herrer,
1982).

L'infection des chats pdceishmania est rapportée pour la premiére fois par Sergeat.,
1912. Depuis, plusieurs cas ont été signalés amuasilement et plusieurs espéces de

Leishmania ont été impliguées (Gramiccia et Gradoni, 200%s Das dus B. infantum ont
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été décrits en France, ltalie, Espagne et Brégib((@t al., 1998, Maroliet al., 2007, Martin-

Sanchezt al., 2007 et San Martin Mouriz Savaatial., 2004).

Tableau 2 Leishmaniose viscérale (LV), cutanée (LC) et tégntaire américaine (LT)

(OMS, 1990).

Parasite Réservoir Autres animaux infectés
LV L. (L.) donovani Ross, 1903 Homme

L. (L.) infantum Nicolle, 1908 Chien Canidés sauvages
LC L. (L.) tropica Wright, 1903 Homme Chien, rat

L. (L.) killicki Rioux et al., 1986 Homme

L. (L.) aethiopica Brayet al., 1973 Damans

L. (L.) major Yakimoff et Schokhor, 1914 Gerbillidés

LT L. (L.) mexicana Biagi, 1953 Rongeurs
L. (L.) amazonensis Lainson et Shaw, 1972 Rongeurs
L. (L.) arigtidesi Lainson et Shaw, 1979  Rongeurs, Marsupiaux

L. (L.) enriettii Muniz et Médina, 1948 Cobayes

L. (L.) deanei Lainson et Shaw, 1977 Coendous

L. (L.) hertigi Herrer, 1971 Coendous

L. (V.) braziliensis Vianna, 1911 Inconnu Rongeurs, Marsupiauxerhi
L. (V.) guyenensis Floch, 1954 Paresseux, Tamandua

L. (V.) panamensis Lainson et Shaw, 1979 Paresseux Singes, Kinkajou

L. (V.) lainsoni Silveiraet al., 1987 Agouti paca

L. (V.) naiffi Lainson et Shaw, 1979 Tatous

L. (V.) shawi Lainsonet al., 1989 Singes, Carnivores, Paresseux

l. 5. Vecteurs
Le phlébotome (Fig. 5) est le seul vecteur conmal ldesshmanioses. La focalisation de ces

infections dépend étroitement de la distributiercds insectes.



19 Chapitre 1 : Synthése Bibliographique

Figure 5. Phlebotomus duboscqi femelle en train de prendre son repas sanguin

(Photo du Laboratoire de Parasitologie, Strasbourg)

a. Taxonomie
Les phlébotomes appartiennent a I'embranchementAddésopodes, classe des Insectes,
Ordre des Diptéres, sous-ordre des Nématoceres|efates Psychodidae Bigot, 1845 et a la
sous-famille des Phlebotominae Kertesz, 1904.
Selon Lewiset al., (1977), la sous-famille des Phlebotominae congpreing genres, les
genres Phlebotomus et Sergentomyia dans I'Ancien Monde, et les genrésitzomyia,
Warileya et Brumptomyia dans le Nouveau Monde. Postérieurement, le g€hmius est
décrit par Leng, 1987. En 1991, Artemiev a propd$denres, élevant certains sous-genres
au rang de genres et en créant de nouveaux. LE§apaquit (1999) en retiennent 13, en se

basant sur des arguments morphologiques et bioggoigues (Tableau 3).
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Tableau 3 Distribution géographique des 13 genres de Phietioae (Léger et Depaquit,

1999).
Espece Amérique Océanie Indomalaisie gfi Sud Eurasie Afrique
Sahara du Nord
Warileya 6 +
Brumptomyia 22 +
Lutzomyia + 300 +
Austral ophlebotomus 10 +
| diophlebotomus 12 + + (Chine et Inde)
Chinius 1 (Chine)
Spelaeophlebotomus 1 +
Parvidens 4 +
Grassomyia 5 +
Foelacomyia 4 +
Demeillonius 1 +
Sergentomyia env. 250 + + + +
Phlebotomus  une centaine + + +

b. Morphologie
Les phlébotomes sont des diptéres hématophagesntagsun corps gréle et allongé de petite
taille, de 1 a 3 mm de long. Le corps d’une coujaune terne au noir, ainsi que les ailes ont
un aspect velu. La téte forme un angle de 45° &@orps donnant a l'insecte une allure
bossue.
La téte (Fig. 6A) est formée en grande partie par ecapsule chitineuse (épicrane), limitée de
chaque coté par un grand ceil composé. Sur la régmrale s’'inserent deux antennes

formées chacune de 16 segments : deux segments<pasd4 segments beaucoup plus longs
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et minces, constituant feagellum. L’'ensemble des piéces buccales forme une troropee:
Seules les femelles portent des mandibules destelée

Le thorax (Fig. 6B) porte une paire d'ailes et thatanciers qui assurent I'équilibration de
l'insecte pendant le vol. Les ailes sont lancéoBteomprennent sept nervures longitudinales
et des nervures transverses. Sur chacun des égisesits thoraciques fusionnés est insérée

une paire de pattes articulées, longues, finegiatartes de soies.

Pharynx postérieur

Cibariurr

Eil compos

Palpe

Mentun

Labeles

»

» 3 paires de ptes

> Thorax

> 1 pair¢ d’ailes

—» 1 paire des balanciers

J
N\

> Abdomen d’une femelle gravide
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Figure 6. Morphologie d’'un phlébotome adulte.

A. Téte (vue ventraleB. Thorax et 'abdomerC. Génitalia maleD. Spermatheques.

L’abdomen (Fig. 6B) est composé de dix segments. tt@is derniers sont modifiés pour

constituer le génitalia. Chez le méale, I'armatuéaitple tres développée (Fig. 6C) se compose
de trois paires de prolongements: une paire deegur lesquels s’articulent les styles ; une
paire de pieces médianes, les parameres naissémtbase des coxites; une paire de
prolongements ventraux appelés lobes latéraux fat, esoudés a la partie interne de ces

derniers, deux lames membraneuses, les lamellesnsédianes entre lesquelles s’ouvre
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'anus. Entre les parameéres, se situent les fouxrem gaines du pénis protégeant deux
filaments génitaux. Chez la femelle, I'appareil it@ininterne se compose de trois organes
pairs: deux ovaires, deux glandes annexes et dgexmsathéques (Fig. 6D). Les

spermathéques sont formées chacune d’'une capsitieesbe, de morphologie variable,

suivie d'un conduit plus ou moins long, qui vieébducher dans I'atrium génital.

L’armature génitale du méle, les spermatheque&mhature buccale de la femelle varient

dans leur morphologie et sont utilisés dans l'idieation et la classification des especes.

c. Bio-écologie et Ethologie
lls présentent un cycle de vie holométabole quim@md obligatoirement I'ceuf, quatre stades
larvaires, une nymphe et I'imago (Fig. 7). Lesétulntomes ont une activité essentiellement
nocturne et crépusculaire, mais trés sensiblesausants d’air, ils ne sortent que lorsque la
soirée est calme. Durant la journée, ils se caatemd les endroits obscurs et abrités. Dans les
régions tropicales ils sont actifs toute lI'annélmrsaque dans les régions tempérées, ils
disparaissent I'hiver, la pérennité de I'especatéasurée par les larves hibernantes de stade
IV. Leur apparition, leur densité, leur périodeatieité et leur disparition varient suivant la
latitude, l'altitude, la saison et I'espece (Abonogl972). Les phlébotomes ont une activité
nocturne. La majorité des informations connues Isucomportement des phlébotomes
provient d’observations en laboratoire (Killick-Kairck et Killick-Kendrick, 1999).
Pour son ovogeneése, la femelle prend un repas sapgur se procurer les éléments nutritifs
nécessaires. Le temps entre un repas sanguin miatiaration des ceufs est fonction de
'espece, de la vitesse de digestion et de la testyme ambiante. Pour des colonies de
laboratoire, la période varie de 4 a 8 jours (EitKendrick, 1999). Le stimulus qui provoque

I'oviposition est le contact avec une surface huemid
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W7 :
The
Nymphe CEufs et Larve

Figure 7. Cycle de vie d'un phlébotome (ElevageRleluboscqi).

Les femelles gravides déposent leurs ceufs (80 @) dans des biotopes qui garantissent
les conditions optimales pour les stades pré-ingagin Leurs oeufs se développeront en

larves sur le sol, dans les terriers, les nidpoassiére des anfractuosités de rochers ou de
vieux murs, les tas de débris végétaux. La nympiteera ensuite en état de vie ralentie et

subira enfin la mue imaginale conduisant a I'adulte

Les phlébotomes adultes séjournent durant la jeudans des endroits retirés sombres et
relativement humides (terriers, étables, clapiaeishes, et méme dans les maisons) ; les
horaires de sortie et de rentrée varient suivaspeces et les conditions du milieux (étage

bioclimatique, période de I'année..).

Contrairement a d’autres dipteres comme les mauesigles phlébotomes sont de mauvais

voiliers. lls se déplacent par vols courts avec ateéts fréquents ; leur rayon maximum de

déplacement, variable selon les espéces est dentkm. lIs ne commencent a s’agiter qu'a

la tombée du jour si la température est suffisantraavée (19-20°C), en I'absence de vent
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(vitesse limite: 1m/sec.) et si le degré hygronyéiei est élevé. Une faible température ou une
température trop élevée constituent autant de Uestdimitants pour lactivité des
phlébotomes (Killick-Kendrick, 1999 ; Wasserbet@l., 2003a). Srinivasa# al., (1993) ont
noté une corrélation positive entre la densit®deapatas et la pluviométrie. En Inde, Singh
(1999) a montré le réle primordial de la tempématans la distribution de. papatasi.

Certaines especes sont nettement endophiles aetres préferent I'extérieur. Les males se
nourrissent exclusivement de jus sucrés égalemeigpensables aux femelles. La femelle,
seule hématophage, prendra ses repas nécessairdéveloppement des ceufs sur des
mammiféres, oiseaux, reptiles ou batraciens. Gersagspeces sont trés éclectiques, d’autres
plus ou moins spécialisées dans I'exploitation ddurde plusieurs hétes.

Il faut 30 secondes a 5 minutes pour que l'estonliaa phlébotome soit rempli. Chez
’lhomme, ce sont les parties découvertes qui sppb®es aux piqdres (visage, cou, mains,
pieds). Chez les animaux, ce sont les zones lessnvalues (museau, oreilles). L'attraction
des phlébotomes vers 'humain semble dépendre dmthiction de C@mais également de
I'odeur (Pintoet al., 2001).

En Inde, le repas sanguin Beargentipes est testé dans un foyer de leishmaniose viscérale,
pour 7 différents antisera. Il présente un largecsp de préférences trophiques, il est
essentiellement zoophile (62.80%). Le choix de tithae comme préférence trophique vient
en second rang (24.92%) apres les bovins Poargentipes (Palitet al., 2005).

En Turquie, I'étude des repas sanguins cResergenti et P. papatasi, dans un foyer de
leishmaniose cutanée montre le r6le des oiseauilfes) et des mammiféres (rongeurs)
comme préférence trophique pour ces espéeces (Svededl., 2003).

Lorsque on pratique des analyses de contenus shomatn’est pas rare de trouver du sang
de diverses origines. En effet, lorsqu’un phlébaarat dérangé au cours de son repas, il peut

le compléter soit en piquant aussitdt le méme (@aeui explique certaines Iésions multiples
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de leishmanioses cutanées) soit en piquant un hétee Les repas sanguins multiples sont

détectés avec un taux plus élevé dheargentipes que che?. papatasi (Palitet al., 2005).

d. Importance médicale
L'importance médicale des phlébotomes tient au v@eteur de certaines espéces dans la
transmission d’affections humaines et animalesesElpeuvent, a la faveur d’expositions
répétées a la piglre, provoquer des réactionsgajlers mais sont plus connus pour
transmettre des agents pathogénes au premier rasquels figurent des parasites
(leishmanies), des bactéries (bartonelle) et desvaus.
Il existe un genre prédominant dans le Nouveau Mphdtzomyia et un dans I’Ancien
Monde, Phlebotomus qui sont responsables d’a peu prés toutes lesmniarions connues des
Leishmania aux humains. Sur 81 espéces de phlébotomes, 18téntonfirmées comme
vecteurs des différentes especes@shmania (Killick-Kendrick, 1990).
La piqQre est de type telmophage et douloureusks, lfirdensité des réactions de I'héte varie
selon I'espéce de phlébotomes en cause (doulepgriipn d’'une papule ou d'une tache
hémorragique).
Bien gu'’il puisse y avoir plusieurs especeslLéshmania dans la niche écologique d'une
espece vectrice, celle-ci ne transmettra pas reices®ent toutes les espéces de parasites de
facon aléatoire. En effet, il semble que I'assdmiatvecteurs-parasites soit spécifique
(Killick-Kendrick, 1985). La susceptibilité ou laésistance d’'une espéce de phlébotome
donnée au développement d'un parasite en particséinble dépendre de la capacité de
celui-ci a surmonter certains obstacles tels leg/raes digestives de lintestin médian, la
membrane péritrophique entourant le repas sanduimaement I'excrétion du contenu de

I'intestin médian suite a la digestion (Sacks, 2001
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Les différences de structure entre les lipophoslytages (LPG) des différentes especes de
Leishmania seraient responsables de leur survie dans legtsure respectifs. Par exemple,
les ramifications de résidus galactose du LPG&.daajor permettraient son attachement dans
son vecteur natur®. papatas alors qud.. donovani ne peut s’y attacher a cause de son LPG
non-ramifié (Pimentat al., 1994). A l'inverseL. major etL. donovani ne peuvent coloniser
lintestin médian deP. sergenti, le vecteur naturel dé. tropica, dont le LPG contient
beaucoup de glucose et d’arabinose (Kamlahai., 2000a). La spécificité parasitaire dans le
couple Leishmania/phlébotome semble étre flexible et non totalemsiicte. On sait
d’ailleurs depuis longtemps queitzomyia longipalpis transmet.. infantum en Amérique et
que P. arabicus se substitue &. sergenti dans la transmission de tropica dans un foyer
Proche Oriental (Jacobsehal., 2003).P. (Adlerius) halepensis est sensible &. major etL.
tropica (Sadlovaet al., 2003).P. dubosqgi etP. papatasi présentent le méme récepteur pour
major (Kamhawiet al., 2005).

Lors d'un repas sanguin, la femelle de phlébotonjecie de la salive au site de piqQre,
gu’elle soit infectée ou non pdreishmania. Plusieurs études ont démontré que des
homogénats de glandes salivaires avaient un poimaiiunomodulateur lorsque injectés de
facon concomitante avdaeishmania et permettaient 'augmentation de la taille dééksion
et/ou de la charge parasitaire (Lima et Titus, 198Gow et al., 1998 ; Katzt al., 2000). Par
contre, la réponse de I'h6te était tres différdotequ’on procédait a I'infection directement
par une piglre de phlébotome infectée plutdt q@acob-inoculation de parasites et
d’homogénats de glandes salivaires (Kamhetval., 2000b). La salive de vecteur est aussi
reconnue pour conférer une immunité contre la te&tiose (Kamhawiet al., 2000b;
Teixeira et al., 2006). Cette protection est liée a une réponsmuinitaire de type

hypersensibilité retardée.
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Récemment, la mise en évidence de 'ARN de viru§ oscana cheZergentomyia minuta
(Charrelet al., 2006), espéce de phlébotome considérée commeétbphile, a permis de

soupconner le réle vecteur des espéces du §ergentomyia.

lI. LES LEISHMANIOSES AU MAROC

Au Maroc, comme dans la plupart des pays du pountoéditerranéen, les leishmanioses
constituent un important probleme de santé publiflehjouret al., 1992). La situation est
devenue préoccupante des les années 1970 et amtifiétre jusqu’a nos jours. Avec les
pratigues agro-sylvo-pastorales, les aménagemewtsauliques, la surpopulation, les
migrations..., la maladie a pris beaucoup plus d'&wmpkes derniéres années, et on a noté
I'’émergence de nouveaux foyers leishmaniens.

La leishmaniose cutanée est connue au Maroc depéssd'un siécle. Elle était considérée
comme une affection sporadique. Foétwl., (1914) signale I'existence dans le sud marocain
du bouton d'orient a I'état endémique. Des casaédn d’'Orient ont été rapportés a Figuig
en 1925 par LeblandénSouhail, 1994) et dans I'Atlas marocain (Coloni#®31). A partir de
1977 avec l'arrét des opérations d'aspersion au &idire le paludisme dans le sud du pays,
elle commence a se développer sur le mode épidémmusieurs poussées épidémiques
éclatent alors au sud de I'Atlas dans les zonesabalbiennes, duesLamajor (Rioux et al.,
1986a).

La premiére mention de leishmaniose viscérale hoenau Maroc a été faite en 1921 par
Klippel et Monier a Meknes. Les observations ersteges par la suite démontrent une grande
dispersion de l'affection dans les différentes progs du pays. Si les régions du Nord :
Tanger (Remlinger, 192in Souhail, 1994), Fes (Flys-Sainte-Marie, 1934), db&sca
(Blanc et al., 1934), Azrou sont fregquemment citées, d’autreBlipations concernent les

localités situées plus au sud : Irherm, Tata, Guialie (Gaud, 1935).
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Des le début des années 1970, la situation desmraisioses est devenue préoccupante au
Maroc ce qui a conduit a I'élaboration d’'un prograend’étude franco-marocain, sous la

direction du Professeur Rioux, pour analyser |&&mdints foyers leishmaniens. Le piégeage

des phlébotomes et I'isolement des leishmaniesra@en oeuvre. Selon Rioek al., 2001,

L. major, L. tropica et L. infantum ont été identifies comme étant les especes pasasit

responsables des affections (Fig. 8).

A L YVaLinfantum

Figure 8. La répartition des leishmanioses au Maroc (An200.1)

Avant 1993, I'absence d'un systeme de recueilidi®imation épidémiologique concernant
les leishmanioses fait que les données disponilbles refletent guére la situation
épidémiologique réelle. Entre 1994 et 1999, enrtenampte des déclarations de cas faites

par les provinces et préfectures durant cette gérila situation des différentes leishmanioses
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peut étre illustrée en trois entités épidémiologg(Laamrani-ldrissi, 2000) : la leishmaniose
cutanée zoonotique d. major, leishmaniose cutanée anthroponotique..atropica et

leishmanioses cutanée et viscérale ifantum.

II.1. Leishmaniose cutanée zoonotique &. major

Dans le sud et I'est du Marok, major provoque une leishmaniose cutanée zoonotique de
caractere endémo-épidémique. Le premier foyerdesitifié au sud de I'Anti-Atlas, dans les
palmeraies de l'oued Tata ou une importante épigéda leishmaniose cutanée s'était
manifestée a la fin des années 1970. Aprés I'épeléie Tata, deux nouveaux foyers ont été
identifiés : un a Ouarzazate et l'autre a Oujd@(iRet al., 1986a et b).

L’analyse enzymatique des isolats obtenus au @lotitdde I'épidémie a permis d’identifier
major MON-25 (Maazouret al., 1986), seul zymodéme en cause sur I'ensemblealjhiéb.
L’infestation intra-vectorielle est mise en éviderdans le douar d’Akka-lghan (Est de Tata)
par lidentification d’'une femelle d®. papatasi porteuse de promastigotes He major
(Riouxet al., 1986b).

L. major s’observe exclusivement dans les étages biochmesi aride et péri-aride. L'espece
vectrice estP. papatasi et sa densité croit avec 'augmentation de I'tkidies principaux
acteurs du cycle ont pu étre identifies par I'iemdat du parasitel( major MON-25) chez
I’lhomme, le vecteur et le réservaiteriones shawi (Rioux et al., 1982).

Actuellement,L. major constitue toujours un probleme de santé publi@dd0 cas ont été
notifiés au cours de I'année 2003 contre 310 er22D8 province de Ouarzazate a enregistré
a elle seule 2064 cas ce qui représente 96,4 %tdl Cette poussée épidémique a été noté

au niveau des secteurs péri-urbain de Ait Gdifidit[3aoued (Anon., 2003).
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Tableau 4 Répartition des cas de leishmaniose cutanéenajor au Maroc entre 1997 et

2003 (Anon., 2003).

Province 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 Total
Boulemane 0 17 18 3 1 1 0 40
Errachidia 337 92 46 40 56 4 0 575
Figuig 247 96 60 65 29 26 3 526
Jrada 0 3 0 2 3 6 21 35
Ouarzazate 11 98 135 62 210 251 2064 2831
Tata 0 0 2 1 0 0 0 3
Zagora 574 244 154 161 60 22 52 1267
Total 1169 550 415 334 359 310 2140 5277

II.2. Leishmaniose cutanée anthroponotique &. tropica

La leishmaniose cutanéela tropica est une anthroponose dont le vecteur prouvéPest
sergenti et le réservoir est ’'homme (Guilvaetal., 1991). En 1989, Martsgt al., ont localisé

le premier foyer de leishmaniose cutanéde @opica a Tanant dans la région d’Azilal aprés le
diagnostic de cette parasitose chez une filletteooa@ne en déplacement a Nice. D’autres
foyers, comparables a celui de Tanant, ont été&ifd=na Smimou (Pratlongt al., 1991) a
Taza (Guessous Idrissi, 1999), Zouagha My Yacoumaj@uiet al., 2004) et Chichoua
(Guernaoukt al., 2005a, 2006a et Bacaér et Guernaoui, 2006).

P. sergenti, vecteur prouve de. tropica (Al Zahraniet al., 1988), était abondant dans les
foyers marocains. La preuve de son role de veeteWlaroc a été faite dans le foyer Tanant
(Guilvard et al., 1991). La leishmaniose & tropica est toujours considérée, au Maroc,
comme une anthroponose. Le chien trouvé infestbusieprs reprises par les zymodémes
MON-102 et MON-112, sous forme sporadique, n'egtecelant pas considéré comme un

"vrai réservoir" (Dereuret al., 1991). Cette forme de leishmaniose sévit damgdaes semi-
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arides du pays allant du plateau de Tadla a laomédiAgadir en passant par Beni Mellal,
Azilal, Marrakech, Kelaa et Essaouira. Dans ce®onig la maladie s’'observe dans les douars
ruraux situés entre 400 et 1000 m d’altitude awsimaige de vastes foréts de thuya. Dans ce
biotope commun a plusieurs régions du Maroc, laadial évolue sous une forme hypo-
endémique avec un nombre réduit de cas. Le polymsme enzymatique du parasite est
considérablel.. tropica MON-102, MON-107, MON-112, MON-113, MON-122, MON23,
(Pratlonget al., 1991). Récemment dans la province d’El Houcimdropica MON-279 est
identifié chez un chien présentant des symptomdsislemaniose viscérale canine (Lemrani
etal., 2002).

Selon le rapport annuel du Ministére de la Santé(® 2003), 1012 cas ont été notifiés en
2003 contre 1130 en 2002. Les provinces d’Al Haéduzal, Chichaoua, Sefrou, Sidi Kacem,

Taounate et Taza ont enregistré 896 cas, soit 88t6tal.

Tableau 5 Evolution des atteintes de leishmaniose cutariédrapica au Maroc entre 1997

et 2003 (Anon., 2003).

L’année 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 Total

Nombre de cas 27 105 156 450 1669 1130 1012 4549

L’incidence annuelle montre que le taux le plusvélest enregistré dans la province de
Chichaoua avec 16,17 cas pour 10000 habitantsiesdes provinces de Fes Médina (10
cas/10000) et de Sefrou (8,14 cas/10000). La mey@aationale est de 4,13/10000 (Anon.,

2003).
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I1.3. Leishmanioses &_. infantum

L. infantum présent sur I'ensemble du territoire marocain, @&me sous 2 formes cliniques ;
viscérale et cutanée. Le zymodeme MON-1 est isoéz ain cas de leishmaniose viscérale
infantile dans la province de Taounate (Guessotssict al., 1997). Le chien, réservoir
habituel du zymodéeme MON-1, constitue un excelledicateur nosogéographique : mieux
gue toute autre méthode, le dépistage de la leisios® viscérale canine permet de localiser
les foyers d'infection et d’en estimer le niveaadivité. Ainsi dans le Rif, I'enzootie atteint
la fréquence de 32,5% alors qu’elle n'est plus deie3,1% dans le Haut-Atlas (Rioekal.,
1997) et devient sporadique dans I'Anti-Atlas (Ree=xt al., 1986).L. infantumMON-24 est

un agent de la leishmaniose cutanée humaine afRiadx et al., 1996), et au Nord du
Maroc (Laamraneét al., 1999). Son cycle de transmission reste inconnu.

La leishmaniose canine est largement répandue ldgrertie Nord du Maroc et les souches
delL. infantum sont trés virulentes. Les variations des titreamticorps anti-. infantum chez

une cohorte de chiens naturellement infestés @nétéidiées dans les provinces de Sefrou et
Zouagha Moulay Yacoub (Najja al., 2000). Les chiens ont été divisés en 3 groupes :
groupe de chiens symptomatiques qui produisentitles élevés en anticorps (titre800) et
développent une leishmaniose canine fatale ; uopgrale chiens qui ont montré de faibles
titres en anticorps et sont restés asymptomatiquesnt tout le suivi et un groupe de chiens
qui sont devenus négatifs a la fin de I'étude. dutgurs ont remarqué que les chiens adultes
sont plus sensibles a la maladie que les jeunes<iiNajjaret al., 2000).

Une enquéte sur la leishmaniose canine dans lanpede Khemisset est menée par Natami
et al., (2000). Les signes cliniques ont révélé un caracprotéiforme et un manque de
constance des symptébmes. Les biopsies des gangladaset moelle osseuse ont montré une
infiltration massive par les cellules mononuclésie¢ une hyperplasie de macrophages avec

des amastigotes dans leur cytoplasme. La recheéeheanticorps antieishmania effectuée
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par la technique ELISA a révélé une séro-prévalenogenne de 16,71 % (Natamti al.,
2000).

A Tlinstar de L. major et L. tropica, la chorologie dd.. infantum se calque sur celle du
vecteur, mais ici trois espéces au moins, appartenasous genrearroussius, se partagent

la responsabilité de la transmissio®. :ariasi, P. perniciosus et P. longicuspis (Rioux et al.,
1984 ; Killick-Kendrick, 1990). Le réle de. perniciosus etP. ariasi a été prouvé en Espagne
(Rioux et al., 1986a), au nord du Maroc (Taounate) ou une fentlP. ariasi a été trouvée
infestée (Hamdani, 1999). D’aprés Rioek al., (1997) les trois especed: arias, P.
perniciosus et P. longicuspis sont responsablege transmission, dans les stations humides et
subhumides au Nord du Maroc, alors que dans ledaughys, seubP. longicuspis est connu
comme vecteur potentiel de infantum (Dereureet al., 1986). L'association des outils
morphométrique, isoenzymatique et moléculaire damsord du Maroc (Benabdennbi 1998 ;
Benabdennbi et Pesson, 1998 ; Benabdeenhi., 1999 ; Pessort al., 2004), a montré
I'existence de morphes atypiques Rleperniciosus, confondus ave®. longicuspis, et d’'une
introgression entrd. perniciosus et P. longicuspis. L'analyse morphologique du matériel
entomologique du sous-geritarroussius au centre et sud-ouest marocain (Guernabai.,
2005b) a montré que la forme atypiqueRigerniciosus parait largement répandue dans ces

régions.

Tableau 6 Evolution des atteintes de leishmaniose viscé&idleinfantum au Maroc entre

1997 et 2003 (Anon., 2003).

L’année 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 Total

Nombre de cas 76 69 105 102 116 101 115 684
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Au cours de I'année 2003, 115 cas de leishmanissEnale ont été notifies (Anon., 2003).
C’est une tendance similaire aux années écouléablgdu 6). Cette situation est restée
stationnaire depuis 1999 avec une centaine deapasmés chaque année.
L’incidence la plus élevée est enregistrée au mivies provinces de Fés Médina, Fés Jdid,
Zouagha Moulay Yacoub et Taza (Anon., 2003).
Au Maroc, les leishmanioses sont des maladies skgegt complexes pour plusieurs raisons :
- Multiplicité et complexité des cycles parasitairemthroponotique poureishmania
tropica et zoonotique pour. major etL. infantum.
- Diversification des réservoirs de parasites : degeurs pouk. major et des canidés
pourL. infantum.
- Distributions géographiques différentek.: major dans les régions sahariennes,
tropica dans les zones semi-arided_etnfantum dans le nord et les régions centrales

et sub-humides (Fig. 8).

Les leishmanioses sont des maladies a déclarabiogatoire au Maroc (arrété ministériel n°
683-95 du 31 mars 1995), et constituent toujoursviai probléme de santé publique
(Ministere de santé, 2001). Les deux entités dliegqobservées, viscérale et cutanée, sont
largement répandues sur tout le territoire.

Les leishmanioses au Maroc constituent trois entitgsogéographiques bien différenciées
nécessitant des actions de lutte codifiées et édapt chacune d'elles. La mise en place du
programme de lutte et sa généralisation ont pedimistaurer des différentes actions de lutte.
Un systéme d'information permet, en particuliesuévi de la situation épidémiologique et le
degré de réalisation des différentes actions de.I\8i les activités de dépistage et de

traitement des cas humains sont opérationnellesnisgau des différentes provinces
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endémiques, la lutte contre le vecteur et le réeanimal (le rongeur et le chien) reste limité

et insuffisante.

lll. LES PHLEBOTOMES DU MAROC

Les phlébotomes ont suscité plusieurs travaux awdf@aant méme que les leishmanioses ne
soient considérées comme un probléme majeur dé sailique. Aprés les observations et
les notes de Ristorcelli (1939, 1940, 1941, 1943,7) sur les phlébotomes récoltés au sud et
dans le Maroc oriental, Gaud (1947) a fait une p@esnétude sur les phlébotomes du Maroc.
Il a donné une syntheése générale sur la répartifigionale et la fréquence saisonniere des
phlébotomes dans I'ensemble du pays (Gaud, 195dpms la région de Rabat (Gaud et
Laurent, 1952). Des études plus détaillées suidlmdie des phlébotomes de la région de
Figuig ont été faites par Parrot et Durand-Deld&@27). Les travaux de Bailly-Choumaata

al., (1971) ont présenté une synthése géographigbodimatique des données existantes
sur les phlébotomes du Maroc et sur leurs progeserches entre 1965 et 1970.

A partir des années 70, les travaux de Rioux, dalmration avec les autorités marocaines
ont eu pour objectif I'analyse de différents foyfRsoux, 2001). Les missions de I'équipe de
Rioux dans le nord et le sud du Maroc ont permiétatilir I'inventaire de la faune
phlébotomienne (Riowet al., 1975a, 1977 et 1986¢), d'étudier les corrélativasteur-
bioclimat (Rioux et al., 1984) et d’envisager des prévisions de la tistion des
leishmanioses en fonction des changements climegi§Riouxet al., 1997). Riouxet al.,
(1974) rapporten®. (Larroussius) mariae sur I'axe de Meknés a Ouarzazate. Cette espéce est
retrouvée par Lambed al., (1994) dans le Haut Atlas aux étages semi-aficilehumide
froid. Légeret al., (1974) ont mené une étude écologique et sysigneaties espéces du
complexeS. (Sergentomyia) antennata du sud marocainP. (Paraphlebotomus) riouxi est

rapporté au Maroc par Depagsital., (1998).
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Les travaux de Guernaosdt al., (2005b, 2006b et 2006¢) dans le sud-ouest marcmati
permis d’actualiser les données de Rioux dans cég®n et de réviser la répartition des
Larroussisus d’aprés les observations de Benabderhhl., 1999 dans le nord marocain. Des
études préliminaires (Guernaoui, 2000 et Bouss@@3)2dans la ville de Marrakech ont
révélé un statut éco-épidémiologique a haut ridgishmanien par la mise en évidence de
trois espéces vectrices des leishmankspapatasi, P. sergenti et P. longicuspis. A coté des
études écologiques et épidémiologiques, des amalyehimiques ont aussi été utilisées
pour caractériser les populations des phlébotormeMaroc. Ainsi, dans le Rif marocain,
'analyse isoenzymatique a permis la mise en éwddeaiiun allele diagnostic au locus de
I’hexokinase entrd®. perniciosus et P. longicuspis et a montré que le tri des males pouvait
aussi se faire sur le nombre de soies médianesoaéss, plus faible cheR. perniciosus que
chezP. longicuspis (Benabdennbeét al., 1998).

Actuellement, la liste des phlébotomes du Marodieah22 espéces, réparties en 13 especes

du genrePhlebotomus et 09 espéces du gerSargentomyia (Anon., 1997):

G/ Phlebotomus

P. (Phlebotomus) bergeroti Parrot, 1943

P. (P.) papatasi Scopoli, 1786

P. (Paraphlebotomus) alexandri Sinton, 1928

P. (Para.) chabaudi Croset, Abonnenc et Rioux, 1970
P. (Para.) kazeruni Theodor et Mesghali, 1964

P. (Para.) sergenti Parrot, 1917

P. (Larroussius) ariasi Tonnoir, 1921

P. (L.) chadlii Rioux, Juminer et Gibily 1966

P. (L.) langeroni Nitzulescu, 1930
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P. (L.) longicuspis Nitzulescu, 1930
P. (L.) mariae Rioux, Croset, Léger et Bailly-Choumara 1974 @dminconnue)
P. (L.) perfiliemi Parrot, 1930

P. (L.) perniciosus Newstead, 1911

G/ Sergentomyia

S (Parrotomyia) africana Newstead, 1912

S (P.) lewisi Parrot, 1948

S (Sergentomyia) antennata Newstead, 1912

S (S) fallax Parrot, 1921

S (S) minuta Rondani, 1843

S (S) schwetzi Adler, Theodor and Parrot, 1929
S (Sntonius) christophersi Sinton, 1927

S (S) clydei Sinton, 1928

S (Grassomyia) dreyfussi Parrot, 1933
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Chapitre 1l
PRESENTATION DE LA ZONE D'’ETUDE

MATERIEL & METHODES

|. PRESENTATION DE ZONE D’ETUDE

|.1. Cadre administratif

La région de Marrakech Tensift Al Haouz s’étend e superficie de 31 160 krat compte
prés de 3 millions d’habitants, soit une densité8@ehabitants au kinLa superficie de la
région représente 4 ,4% de la superficie totalpayis.

La région est limitée au Nord par la région de Cim®uardigha, au Nord Ouest par la
région de Doukkala-Abda, a I'Est par la région dedi@ Azilal, au Sud par la région de
Souss-Massa-Draa et a I'Ouest par 'Océan Atlastig.9).

Elle est composée de quatre provinces: Chichaoliglabuz, El Kalda des Sraghna et
Essaouira puis trois préfectures : Marrakech-Méditarrakech-Ménara et Sidi Youssef ben
Ali. La région est subdivisée en 198 Communes Ragrat 15 Communes Urbaines. Notre
zone d’étude s’étend sur les trois préfectures derdkech et la province d’Al Haouz. Une

partie de notre étude a concerné aussi la prodit@earzazate.

1.2. Cadre climatique

Le climat de la région se distingue par une valii@gbapparente de la température et de
’humidité ainsi que par une pluviométrie relativemb faible sur toute I'année. Il reste soumis

aux influences de I'Océan Atlantique et aux altsidrés élevées du Haut Atlas. Le caractere
aride et semi aride domine dans toute la régiohygrométrie est faible, la température

élevée et les écarts journaliers et saisonniertsisqortants (Le Houerou, 1989).
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Figure 9. Découpage administratif de la région de Marrakbshsift Al Haouz

a. Température
Les températures estivales sont trés élevées, meydas maxima 37.7c° et hivernales
basses, moyennes des minima 4.9c°. A Marrakechelapératures mensuelles moyennes,
enregistrées entre 1998 et 1999, varient de 10°t@wier a 26°C en juillet (Tableau 7). A
Tizi n'Test (2092 m), dans le Haut Atlas, la tengtére varie de 6°C en janvier a 24°C en
aolt. La moyenne annuelle d’ensoleillement estldg gee 8 heures par jour a Marrakech. Le
maximum du rayonnement net enregistré entre déaerh®98 et décembre 1999 est de

776,61 Kw/ni/j en avril (Tableau 7).

Le diagramme ombrothermique de Bagnouls et Gausk@b/ établi pour la ville de

Marrakech par Le Houérou, 1989 (Fig.10) montre partance de la période biologiquement
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séche qui s’étale sur 7 a 8 mois, située généraleemére mars-avril et octobre-novembre (Le
Houerou, 1989). Par contre dans le Haut-Atlasgedeétriode est moins longue seulement 4

mois a Tizi n'Test.
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Figure 10. Diagramme Ombrothermique de la ville de Marrak@&hHouerou, 1989)

b. Précipitations
La pluviométrie est faible, irréguliére et présedérix maxima, I'un en automne (novembre-
décembre), et I'autre au printemps (mars- avid)mioitié de la superficie régionale présente
des précipitations inférieures a 300mm/an en maoyebans la chaine atlasique les basses
températures permettent des précipitations de reeipartir de 2500m. Les pluies sont trés
rares voire absentes en période estivale. Les dwjsin, juillet et ao(t totalisent moins de
5% de la pluviométrie moyenne annuelle, essentingie sous forme d’orages. A Marrakech
la moyenne annuelle calculée entre Décembre 1998éeeémbre 1999 est de 18.08 mm

(Tableau 7).
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c. Vent
Dans la région, sont connus deux vents chauds ast &ecaractere continental d’origine
saharienne: le Chergui souffle de I'est et duran@ryenne 18 jours par an et le Sirocco qui
souffle du sud-ouest et dure en moyenne 21 jourapaA Marrakech la vitesse moyenne
annuelle du vent est de 5,87m/s, elle est maxiemati® mois de juillet et aolt ce qui favorise

I'évapo-transpiration pendant cette période (TablBa

d. Humidité
L’humidité relative moyenne calculée sur une péridé 1949 a 1991, oscille entre 67.72 %
en janvier et 45.37 % en juillet. Elle peut atteé0% en été et par le temps de Chergui ou
Sirocco. Les données enregistrées a Marrakech éétembre 1998 et décembre 1999,
montrent un maximum de 76.88 % en décembre 199@ eninimum de 50.31 % en juillet

(Tableau 7).
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Tableau 7.Données météorologiques en moyenne mensuelle,isinéeg dans la station de SAADA, Marrakeinettion de la Météorologie

Nationale)
Vitesse du vent
Température (°C) Humidité relative % (m/s) Rayonnement Evapo- Précipitation

MOIS max | min | moy |max |min  |moy max moyenne net transpiration totale

Kw/m2/j ETo en mm/j mm/mois
Décembre 1998 19,43 2,98| 10,69|90,59| 30,77 | 63,84 4,85 1,26 680,08 60,36 14,80
Janvier 1999 18,49 | 4,28| 10,76|97,98| 37,44| 75,63 4,89 1,27 550,81 48,50 49,10
Février 1999 17,93 2,90| 10,20|96,85| 34,20| 69,88 4,94 1,26 578,33 47,86 30,90
Mars 1999 20,96| 7,60| 14,10|98,64| 39,38 | 74,66 6,09 151 708,54 68,04 28,10
Avril 1999 27,73| 9,65| 18,80|89,70| 20,99 | 54,68 6,11 151 776,61 92,38 0,60
Mai 1999 30,53 | 12,78 | 21,61|88,86| 23,28 | 55,21 6,51 1,72 578,08 93,98 5,10
Juin 1999 33,59 | 15,67 | 24,08 |86,19| 21,15| 53,32 6,53 1,71 629,06 101,06 1,00
Juillet 1999 36,75| 18,05| 26,89|83,68| 19,16 | 50,31 6,80 1,76 564,11 110,32 0,00
Aolt 1999 35,80 | 18,97 | 26,84 |84,68| 24,25| 54,07 6,80 1,63 519,93 94,49 0,70
Septembre 1999 31,06| 16,26 | 23,36|88,10| 30,57 | 59,30 6,15 1,62 483,71 76,04 0,1
Octobre 1999 26,00 | 14,48 | 19,70|97,33| 44,91 76,35 6,15 1,40 409,57 51,99 68
Novembre 1999 21,67| 6,68| 13,63|98,37| 36,69 75,00 4,58 1,11 463,45 45,31 17,9
Décembre 1999 19,68 4,56| 11,29|98,97| 40,61| 76,88 4,71 1,21 385,95 38,30 18,8
Moyenne 26,66 | 10,86| 18,39|91,75| 30,23 | 63,52 5,87 1,48 581,39 890,32 18,08
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[.3. Cadre géologique

Le cadre géographique de la région se composezdaéds naturelles :

a. La zone de plateaux de Rehamna et de la B&tlieaprésente une topographie collineuse
d’altitude modéree.

b. La zone des plaines : le Haouz central, RehgmisaTassaout amont et aval. La majeure
partie des terres agricoles de la région se trtnoadisée dans cette zone.

c. Les bassins : Le bassin hydraulique du Tensifeisd sur une superficie de 24.800 Kiih
s’agit du bassin d’Essaouira-Chichaoua et du bab€iarika. Le bassin du Tensift comprend
plusieurs sous-bassins versants qui drainent leasémord du Haut-Atlas avec des apports
pluvio-niveaux. Les eaux issues des oueds sontesm la sortie de la montagne par un
réseau de saguias traditionnelles qui drainenteltement 443mrh La partie orientale de la
région est drainée par le systéeme hydrographigs®deds Tessaout-Lakhdar.

d. La chaine de Jbilets: c’est une zone de montdgtitude modérée qui constitue une part
négligeable du territoire régional.

e. La zone de montagne qui englobe une bonne plartieontagnes du Haut Atlas et demeure
caractérisée par des altitudes fortes et moyennearela présence du point culminant du
royaume a savoir Jbel Toubkal dont l'altitude aite4165 m. Cette zone concentre des

potentiels importants en eau.

l.4. Végétation

Le milieu naturel de la région est tres diversifiéa montagne constitue une importante
composante du relief et le domaine forestier dtitdéne s’étend sur une superficie de 701
000 ha.

La végétation naturelle est le résultat d'un prewssde désertification complexe. Les

formations végétales naturelles dominantes sont :
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- I'étage de végétation méditerranéen aride cliguasi consideré comme I'état d'équilibre
final en fonction des conditions de sol et de ctieral'absence de modifications humaines.
Dans la plaine d’Al Haouz, la végétation est doraingar les formations steppiques
constituées essentiellement de jujubi@izfphus lotus), retame (Retama monosperma),
pistachier Pistacia atlantica), gommier (Acacia gummifera) et de Chénopodiacées
(Salicornia arabica, Atriplex sp., Haloxylon scoparium...). On ne retrouve plus cette
végeétation naturelle que de place en place, celesrant été arrachée pour les besoins de
I'agriculture et des activités humaines. En hautmtagne, seuls les xérophytes épineux
persistent.

- I'étage de végeétation semi-aride avec le palmaar.

- Les formations forestieres a base de chéne Qesdr¢usilex), d’arganier Argania spinosa),

de thuya Tetraclinis articulata) et de genévriersJgniperus phoenicea L., J. oxycedrus)
représentent pres de 75% de la superficie forestatale. Les essences secondaires couvrent
environ 16% de I'étendue forestiere. Toutes cedt$asont domaniales a I'exception de 39790
ha dont 6870 ha de plantations fruitieres réaliséeserrains privés et collectifs.

- les bas-fonds marécageux: joncs, peupliers earianl'extension du drainage de la nappe

par les khettaras a réduit considérablement leaian’Est et au Nord de Marrakech.

[.5. Population de la région

En 2002, la population de la région a été estim&160.000 habitants, soit 10,3 % de la
population totale du Royaume. D’autre part, lesstaerniers recensements ont montré que
cette population a évolué de 1.800.000 habitant9&d a 2.240.000 habitants en 1982 et
2.724.000 habitants en 1994, soit un accroissemewén de plus de 2 % par an.

En 2002, la population de la région était répartimmme suit :
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- Pres du tiers des habitants (34,5 %) vivait dam® urbaine de Marrakech contre 31% en
1994

- 24,6 % des habitants vivaient dans la provinég# Halaa des Sraghna

- 15,4 % des habitants dans la province d'Al Haouz

- 14,6 % des habitants dans la province d’Essaouira

- 10,9 % des habitants dans la province de Chichaou

La densité moyenne de population de 87 habitantslametre carré ne doit pas occulter les
disparités au sein de la région, a savoir entpedéecture de Marrakech- Médina (29,600
habitants/Km) et la province de Chichaoua (150 habitants/’Ket entre les périmétres
irrigués (150 habitants / K¥et les zones Bour (20 habitants / §m

Le taux d'urbanisation de la région est passé ¢&%®4en 1994 a 38,9 % en 2000, et & 40,3 %
en 2002. L'analyse de la pyramide des ages moo&e3§ % de la population a moins de

quinze ans, et seulement 8% a plus de 60 ans.

II. ENQUETE ENTOMOLOGIQUE
[I.1. Origine des phlébotomes
Durant ce travail, nous avons étudié et analyseé :

- des populations naturelles que nous avons récaltesla région de Marrakech,

- des échantillons des populations conservées danstd liquide (du nord marocain :
Taounate, Chefchaouene et Ouezzane et du bassiterra@téen : Espagne, France,
Chypre, Portugal et Syrie)

- des souches de référence de I'élevage que nouss amnetenu avec nos soins

(Phlebotomus dubosgi et P. perniciosus)



47 Chapitre 11 : Présentation du milien, Matériel et Méthodes

[1.2. Technique de I'élevage

Les dispositifs imaginés par les auteurs tententedeéer les conditions du milieu naturel
favorables a tous les stades de développements Tacieurs sont indispensables : une
humidité assez importante et constante, une terypéraariant de 25 a 30°c et une obscurité
presque compléte. Les différentes étapes du dgwetognt propres a I'espéce pourront ainsi
étre suivies précisément : moment de I'accouplententps écoulé entre le repas de sang et
la ponte, le nombre d’ceufs pondus, le délai d’éatopour les larves, le temps entre les

différents stades larvaires, la nymphose et I'éerecg des adultes (Abonnenc, 1972).

a. Maintenance d’'un élevage

i. Chambre d’éclosion :

Les ceufs sont placés a éclore dans des pots datyeélye (200 ml) tapissés sur quelques cm
de platre de Paris humide. Au fond 5 a 6 trous pdent le passage de I'humidité. Les pots
sont préparés a I'avance, mis a sécher 48h et m@ssa I'abri de la poussiéere, contaminants
et acariens jusqu’a utilisation. Lorsque le potteont des pontes, il est alors recouvert d’'un
voile de nylon et placé en une chambre humide Hiacsibateur. Le développement de tous
les stades préimaginaux a lieu dans ces pots quiesaminés quotidiennement afin d’assurer
la nourriture et 'humidité. Lorsque les adultesntoencent a apparaitre, ils sont lachés dans

une cage.

ii. Nourriture des larves :

La technique de préparation de la nourriture egvéle de celle de Young al., (1981). Il
s’agit d’'un mélange en guantité égale de crottempia séchées et de nourriture de rongeurs
de laboratoire. Ce mélange est étendu en couchigalgues cm d’épaisseur au fond d’un bac

de plastique. Ce mélange humidifié est laissé dlivia température ambiante jusqu’a sa
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totale déshydratation. Il est ensuite pulvérisgté@tilisé a I'autoclave (Molina, 1991). Dés les
premieres éclosions de larves, les pots sont saug®uotidiennement de petites quantités

de cette nourriture.

iii. Cages :

Les cages utilisées pour I'élevage sont des cubdslié (d’au moins 10 dfjsuspendus par
les coins a lintérieur d’'une armature rigide. Lvanture consiste en une manche de tissu
fermée par un cordon. La cage contenant les pliétes adultes est placée dans un sac
plastique transparent a l'intérieur duquel on plégalement un récipient contenant un coton
imprégné d’'eau qui apporte 'lhumidité indispensathle tout est placé dans l'incubateur

comme précédemment. La nourriture et I’humidité& s@nifiees quotidiennement.

vi. Nourriture des adultes :

Dans la cage, la nourriture des adultes est caastit’'une solution de saccharose a 30 %
imbibant un coton placé dans une boite de pétrur F® repas sanguin des femelles, un
hamster anesthésié, selon la sensibilité individu@st introduit dans la cage et laissé en
place 30 minutes, temps minimum nécessaire au gungied’'un maximum de femelles. Les
femelles se gorgent en présence des males etasssdds avec eux 24h aprés le repas sanguin

pour s'accoupler. Les femelles gorgées sont cagguetutilisées pour I'élevage en masse.

b. Elevage en masse
Toutes les femelles gorgées sont transférées @anshbmbres d’éclosion, en présence de
sucre. Apres I'ovogenése (6 jours), elles pondapidement et meurent. On obtient ainsi des

larves synchrones en grand nombre. Avec une tatbaode d'élevage (Modi et Tash, 1983),
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on peut considérer réunir deux conditions impodante la panmixie, a savoir: méme

environnement pour tous les individus et génératmmn chevauchantes.

[1.3. Technique d’échantillonnage

Afin de disposer d’'un matériel représentatif, diéfites méthodes d’échantillonnage ont été
employees.

Nous avons utilisé d’'une part une technique nenigsant que des exemplaires morts. Cette
méthode rentable, peu sélective nécessite la miseuwyre de pieges adhesifs.

D’autres techniques offrent la possibilité de tibeasur du matériel vivant et permettent son
stockage dans l'azote liquide pour des études bioghes. Les pieges lumineux et les

captures manuelles nocturnes ont été retenus ddmns.c

a. Pieges adhésifs
Connue depuis les importants travaux des épidéngigiks russes Vlazov (1932) et
Petrscheva (1935n Crosetet al., 1974, la technique des pieges adhésifs est sarie th
mieux adaptée a [linventaire qualitatif et quaniitades phlébotomes en région
méditerranéenne.
Les pieges sont constitués de feuilles de papaercbinat de format A4 (Fig. 11) largement
imbibées d’huile de ricin qui présente les avargade ne pas étre répulsive, d’étre tres
visqueuse et enfin d’étre soluble dans I'alcoolgeg facilite la récupération ultérieure des

insectes.
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Figure 11 Pieges adhésifs installés dans différents biatope

Les feuilles de papier dont la transparence indigne bonne imprégnation huileuse sont
placées dans différents biotopes (barbacanes,rdssdes murs, terriers, végétations...)
pouvant servir de gites de repos et de lieux déepaux phlébotomes.

La durée de piégeage dépend de I'objectif de l&tat des conditions climatiques (vent,
pluies..). Généralement une nuit, (de 18h a 08ét) seffisante pour estimer la densité en
nombre de spécimens par nuit et par unité de surfaans la région de Marrakech, au-dela
d’'une nuit, les piéges deviennent sales et lesbphdénes commencent a se décoller a cause
de la poussiere surtout dans la période d’'été.

Deux couleurs de papier ont été utilisées pouriétud phototropisme des phlébotomes: le

blanc classique et le jaune.

b. Piege lumineux
Cette méthode est adaptée a la capture des esputephiles. Contrairement a de nombreux

autres insectes, les phlébotomes demeurent rarepra&tnniers du flux lumineux. lls
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semblent méme le fuir a partir d’'une certaine isi@n C’est pourquoi certains pieéges utilisés
pour d’autres insectes (moustiques notamment) mjoatde tres faibles rendements en ce qui
concerne les phlébotomes. On distingue deux typgsadies lumineux (OMS, 1975):

- Le « New Jersey Mosquito Trap » : ce piege esttidaasd’'un cylindre métallique
monté sur trois pieds. Il est muni d'un ventilateatr d'une ampoule électrique
alimentée sur secteur ou par un groupe électrogene.

- Le « C. D. C. miniature Light Trap » : le piege quorte (Fig. 12):

e un moteur assurant le fonctionnement d’'un petittilegeur destiné a entretenir une
aspiration continue de faible intensité. Au desdussentilateur se trouve une petite
ampoule de 0,3 ampére. Le tout est alimenté parajpides rondes de 1,5 volt qui
sont suffisantes pour assurer un fonctionnemeidaef pendant la totalité de la nuit
et prévenir ainsi la fuite des phlébotomes captwésmaintenant la ventilation.
L’ensemble moteur-ventilateur-lampe se trouve rtétieur d’un cylindre transparent
en matiére plastique dont la partie supérieurecesverte d'un grillage métallique
évitant la pénétration des insectes de grandeetailldont la partie inférieure est
creusée d’'une gorge destinée a I'ajustement daga de recueil.

* Une cage recouverte d’'un tissu a mailles tres egrddnt la partie supérieure vient
s’adapter a I'aide d’un élastique a la partie iefiédre du cylindre.

* Un couvercle métallique tres aplati qui couvredettet protege I'appareil de la pluie

et des projections.
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Figure 12.Pieges CDC installés en milieu rur&l)(et en milieu urbaing).

Les pieges sont installés avant le coucher du lseterestent fonctionnels toute la nuit
jusqu’au lendemain matin. En prenant soin d’'éviteffuite des insectes piégés, la partie
supérieure est refermée et mise au réfrigératendgre une vingtaine de minutes afin
d'immobiliser les phlébotomes. Immédiatement apaesortie du réfrigérateur, la cage est
ouverte et les phlébotomes prélevés a I'aide d'etit papturateur ou d’un pinceau trempé
dans l'alcool.

Le repérage des phlébotomes a l'intérieur de l& ey assez délicat, d’'une part ceux-ci s’y
trouvent mélangés a de nombreux autres insectastrd’ part ils redeviennent actifs aprés
guelques minutes a la température ambiante cemgpase un nouveau séjour a 0°C.

Quand les phlébotomes doivent étre maintenus \@yaimtamment au cours d’'un long trajet,
la cage doit étre placée dans un sac en plastigpeeusn tampon de coton modérément imbibé
d’eau qui sert a maintenir une humidité relativesdée sac, empéchant la dessiccation des

insectes.
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[1.4. Conservation des phlébotomes
Selon le mode de récolte et 'utilisation prévs, phlébotomes sont conserves :
- soit dans l'alcool a 70° pour les spécimens résattérts sur les pieges adhésifs.
- soit dans l'alcool absolu ou a 95° pour les spénsngui sont récoltés vivants et
destinés a des études moléculaires (analyse deNlJAD
- soit dans I'azote liquide (-196°C), ou dans le agdatpur a — 80°c, pour les spécimens

a traiter par des méthodes enzymatiques.

[1.5. Traitement des échantillons
Un traitement préalable des spécimens est obligatbdépend du milieu de montage choisi.
Les réactifs utilisés sont :

- mélange en proportion égale d’alcool-ether

- solution agueuse de potasse a 10%

- liquide de Marc-André (d’aprés Abonnenc, 1972) :

- eau distillée 30 ml
- hydrate de chloral 40 g
- acide aceétique cristallisable 30 ml

gomme au chloral (d’aprés Madulo-Leblond, 1983)

= eau distillée 10 ml
= hydrate de chloral 74 ¢
= gomme arabique pulvérisée 8¢
= sirop de glucose a 98% 50
= acide acétique cristallisable 3 mi

- solution aqueuse de fuchsine acide a 1pour mille

- éthanol & 70° et 95°
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- créosote du hétre
- baume du Canada

- Xylene

a. Eclaircissement
Les phlébotomes sont versés dans une coupellasial enunie d’un couvercle dans laquelle
s’effectueront toutes les manipulations.
L’alcool est soutiré a l'aide d’'une pipette Pastemunie d’'une poire en caoutchouc, en
prenant bien soin de ne pas aspirer les phlébotdmedains successifs suivants sont ensuite
effectues :

- 3 minutes dans I'alcool-éther (uniguement pourpgekbotomes capturés sur papiers

huilés lorsque I'huile de ricin est mal solubilisée

- 4 a 8 heures dans la solution de potasse a 10%

- 6 bains, de 20 minutes chacun, dans I'eau

- 1 heure minimum dans le liquide de Marc-André. dnaservation prolongée des

spécimens dans ce liquide ne présente pas d’ino@mnté

b. Montages
Deux types de montage sont possibles :
I. Montage rapide dans la gomme au chloral
Ce milieu favorise la visualisation des spermatlegqgui apparaissent tres réfringentes et
permet une bonne observation microscopique en asiptide phases. Cependant, la gomme
au chloral a tendance a se rétracter aprés unrcégtaps ; les structures internes tendent a
s'effacer et a la longue I'ensemble de la prépamnadievient inobservable. Par conséquent, ce

type de montage est a déconseiller pour une caats@mde longue durée.
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Apres éclaircissement les phlébotomes sont momtésteiment dans une goutte de gomme au

chloral suivant la technique détaillée plus bas.

ii. Montage permanant dans le baume du Canada
Les spécimens déja conserves dans le Marc-Andigsguib les bains suivants :

- 15 minutes dans une solution de fuchsine a 1 pdlg m

- 2 minutes dans l'alcool a 70°

- 3 bains de 20 minutes dans I'alcool a 95°

- 1 heure au moins dans la créosote.
Les spécimens qui sont alors completement désl®gjragont montés sous la loupe
binoculaire dans une goutte de baume du Canadéeddans du xyléne jusqu’a consistance
fluide. Cette technique, qui permet d’obtenir desservations de longue durée, est fortement

recommandée pour la mise en collection des espéces.

c. Dissection des phlébotomes
Le phlébotome est déposé en position latérale tlansou l'autre des deux milieux de
montage. La téte est détachée du reste du corpsda te fines aiguilles. Elle est ensuite
orientée face ventrale en position supérieuBergentomiya) ou en position inférieure
(Phlebotomus) afin de rendre plus aisée I'observation des armeatcibariale et pharyngienne.
Les pattes sont soigneusement étalées du cét@alventes ailes du coté dorsal.
Quand il s’agit d'un spécimen male, I'armature tgei est disposée selon son orientation
chez l'insecte vivant en prenant soin de mettréwadence les différents éléments nécessaires
a la diagnose spécifique : édéage, coxite, style,...
Quand il s’agit d’'un spécimen femelle, la dissettilu génitalia est parfois nécessaire pour

montrer certaines structures internes utilisées [@diagnose spécifique comme dans le cas
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desLarroussius (Légeret al., 1983). Cette dissection se fait dans le miliemdatage sous la
loupe binoculaire. Une fois la téte coupée, on trexnih le thorax a I'aide d’'une fine aiguille et
on coupe I'abdomen au niveau de I'avant derniems&eyg. On isole alors, en se débarrassant
des téguments et des tissus qui I'entourent, lzafavec les spermathéeques.

La préparation est ensuite recouverte d’'une lamelhde. Une Iégére pression permet de

mettre les tissus a observer a plat, positionda favorable a I'observation microscopique.

d. Identification des spécimens
Chaque échantillon est identifié d’aprés les cegehabituels, en se basant sur la clé de
détermination des phlébotomes du Maroc (Anon., 1997
- pour les phlébotomes males: morphologie externelagpareil génital et, si
nécessaire, anatomie de |armature cibarialergentomyia) ou pharyngienne
(Phlebotomus).
- Pour les phlébotomes femelles : anatomie des speemuzes, de 'armature cibariale

et pharyngienne.

[1.6. Etude de substrat
Des prélevements de sol sont effectués au niveaudiffierents sites pour I'étude des

parameétres écologiques suivants :

a. Granulometrie
Le but de cette étude est de déterminer les diftéseclasses granulométriques de la fraction
minérale d’un sol, donc une préparation de I'éclantest nécessaire afin de supprimer les
agrégats (destruction de la matiere organique fliaidation des argiles). Le classement des

particules se fait en utilisant la relation de STE3Kqui donne la vitesse de sédimentation en

2
fonction du rayon r d’'une particule sphérique : k =
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b. Humidité
Pour déterminer I'hnumidité du sol, on utilise la thwdle gravimétrique qui consiste a
déterminer le poids d’eau contenu dans un échamtde sol. L’échantillon est pesé humide

(ph) puis sec apres passage a I'étuve a 105°C kps) (ph — ps) 100 / ps

c. Matiére organique
Dosage de la matiére organique (m.o) se fait saitlgp dosage du carbone organique (C.0)
totale selon la méthode Anne (Aubert, 1978) soit geraction et dosage de la matiere

humique dans les sols: m.0 % =C. 0 % x 1.724

[1.7. Autres paramétres mésologiques

En plus de I'étude du substrat et dans le but diétd’'impact des conditions météorologiques
locales sur la répartition des phlébotomes, nouensvenregistré, en paralléle des
prélevements entomologiques, la température aneid€) ponctuelle a l'aide d'un
thermomeétre, les variations continues de la tentpéraa l'aide des puces spécifiques

(SmartbuttoR), 'humidité relative (%) a I'aide d’un hygrométes la vitesse du vent (m/sec)

a l'aide d’'un anémometre.

[ll. ETUDE ENZYMATIQUE

[11.1. Principe d’Isoélectrofocalisation

L'isoélectrofocalisation (IEF) est une techniquect&bphorétique qui fait intervenir en plus

du volume moléculaire et de la charge électrique mtetéines, leur pH isoélectrique (pHi).

Un gradient de pH croissant progressivement deodana la cathode est établi par
électrophorese d'ampholytes incorporés dans leLgslprotéines s'immobilisent a leur pHi.

Le pouvoir de résolution de cette technique estéele’|EF a été réalisée en gel d'agarose

ultra-mince.
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[11.2. Préparation du gel

Le gel est coulé dans un moule constitué d'uneuplatg verre sur laquelle est appliqgué un
support plastique recouvert d'une pellicule hydiepfFig. 13). Une deuxiéme plaque de
verre munie de joints espaceurs (500um d'épaisdeulst superposée. Ce systeme est
maintenu par deux pinces et préchauffé 15 minutésuve (55 °C).

200 mg d'agarose et 2,4 g de sorbitol sont disdans 18 ml d'eau distillée au bain-marie
sous agitation permanente. Un dégazage rapideffestué lorsque la température de la
solution atteint +75°C. 0.9ml d'ampholyte de pHingu est ensuite ajouté au milieu
réactionnel. La solution est immédiatement couléesde moule. La polymérisation se fait
alors en 15 minutes a température ambiante. Legjetnsuite démoulé avec son support et
entreposé dans une chambre humide a + 4°C pendarttaure au minimum. La dimension

finale du gel est de 11 cm sur 23 cm.

[11.3. Préparation des extraits protéiques

Les extraits sont préparés en prélevant chaqudgioléne dans le tube de cryoconservation.
L’insecte est par la suite placé dans une alvéalaedpalette de porcelaine conservée au
congélateur entre les manipulations. Apres prélévgrdes parties permettant l'identification,

le reste de l'insecte est broyé dans l'eau distdtédéposé sur des applicateurs a 52 puits. Ces
applicateurs permettent d'étudier simultanémemzyraes chez 17 individus. La préparation
des échantillons s'effectue le plus rapidement iblesgpour éviter une dénaturation des

enzymes.

[1l.4. Préparation des extraits témoins
Les extraits témoins des phlébotomes de I'élevageéte utilisés comme témoin lors de

chaque migration. Ainsi, des extraits Bedubosgi et P. perniciosus de I'élevage ont été
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préparés avec une concentration d’'un phlébotomé@ard’eau distillée et conservé a — 80°c

ou dans l'azote liquide.

[11.5. Réalisation de I'électrophorese

Le gel d'agarose est placé sur la cuve de migratfngérée (Fig. 13). Deux meches de
papiers découpées aux dimensions du gel sont iedbiloe solution d'électrodes. Apres
essorage sur papier filtre, elles sont placées &, du bord des grands c6tés du gel. Les
électrodes sont placées sur les méches et reliags générateur réglé initialement a un
courant et une puissance électrique maximaux et ypoulébit de 500 V. On réalise dans un
premier temps une préfocalisation de 15 min afinsthbiliser le gradient d'ampholyte.
L'isoélectrofocalisation commence aprés répartitians les puits de I'applicateur des extraits
protéiques et un témoin de protéines-étalon decpHnu qui est déposé dans le premier puit
de l'applicateur. L'IEF démarre a 500V et la mignatdure 60 min, temps nécessaire au

passage a 1200 Volt/heure. Le gel est ensuite érieau distillée découpé et coloré.

[11.6. Coloration des Protéines étalon

La bande de gel (Fig. 13) portant les protéinek@tast immergée pendant 10 minutes dans
une solution aqueuse de fixation constituée d'adrddnloroacétique (10%) et d'acide
sulfosalicylique (1%). Le gel est ensuite séch@ia ¢thaud avant d'étre coloré par le bleu de
Coomassie G 250 (0,2%) pendant 10 min. L'exceotbgant est éliminé par rincage du gel
dans une solution aqueuse de décoloration (éthzbdl, acide acétique 10%). Le gel est
séché une derniére fois a température ambiantebdrades protéiques apparaissent alors
colorées en bleu foncdes pHi connus des protéines-étalon permettentegérer et de

déterminer les pHi des isoenzymes révélées.
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[11.7. Révélation des profils isoenzymatiques

Les solutions de révélations (Tableau 8) spécigles différents systemes enzymatiques ont
éte adaptées d’'apres Pasteial., (1987) et Kassermt al., (1990). Le principe est celui d’'une
réaction chromogene : en présence de son sulbstnalyme catalyse une réaction
biochimique, réaction mise a profit pour transformiéférents composés qui donneront en
produit final un précipité insoluble coloré a I'end ou a migré I'isoenzyme.

Dans la plupart des cas, c’est la production de NAID NADPH qui est utilisée pour réduire
un sel de tétrazolium jaune, le méthyl-thiazolagtlium MTT (3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-
2,5-diphényltétrazolium bromide) en formazan bleancké, en présence de phénazine

méthosulfate ou PMS, selon la réaction suivante :

Substrat NAD+ ou NADP+ PMSH

00X

Produit NADH ou NADPH PMS MTTH = Formazan

Les colorations ont lieu a 37°C, a I'abri de la lara (car le PMS et le MTT sont réduits a la

lumiere). Les bandes (ou zymogrammes) apparaissemioins d’une heure.
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Tableau 8 Composition des solutions de réveélation enzymatiq

Enzyme Tampon de Substrats et Enzymes et colorants Gel
(Abreéviation) réaction cofacteurs (au dernier moment) (pHI)
________________________________ OXYDO-REDUCTASES _____________________ __________
* MALATE Tampon Tris- L-malate de Na (100mg), PMS 1% (50Ql),MTT 1% 3-10
DESHYDROGENASE HCI 0,03M pH8 B-NAD 1% (50Qul), (500ul)
(MDH) EC 1.1.1.37 (15ml) ajuster a pH 7,5 avec Tris  Apres apparition des bandes
« ENZYME MALIQUE 1M. MDH, rajouter dans la solutifa
(ME) EC 1.1.1.40 NADP 1% (50@l) et MgCI2 10%
(300u) pour révélation de ME
« ISOCITRATE Tampon Tris- B-NADP (50Qul), MgCI2 PMS 1% (50Q1) 3-10
DESHYDROGENASE HCI 0,03M pH8 10 %(30Qul), MTT 1% (50Qul)
(ICD)EC1.1.1.42 (15mi) acide D.L.isocitrique
(100mgq)
« GLYCEROL-3-PHOSPHATE  Tampon Tris- a-D-L-glycérophosphate PMS 1% (50Q1) 3-10
DESHYDROGENASE HCI 0.03M pH8 (20mg), MTT 1% (50Qul)
(0 GPDH) EC 1.1.1.8 (15ml) B-NAD 10mg/ml (50G)
* GLUCOSE-6-PHOSPHATE  Tampon Tris- 6-phospho-D-gluconate PMS 1% (50Ql) 3-10
DESHYDROGENASE HCI 0.03M pH8 (10mg) MTT 1% (50Qul)
(6PGD) EC 1.1.1.44 (15ml) MgCI2 10 % (20Qul), B-
NADP 10% (50Q1)

_______________________________ | ___TRANSFERASES ____________________________._.____.
« HEXOKINASE Tampon Tris- ATP (20mg), D(+)- Glucose-6-phosphate 4-6,5
(HK)EC 2.7.1.1 HCI 0,03M pH8 glucose (25mg), déshydrogénase

(15ml) B-NADP 1% (50Qu), (G6PDH) (10 unités)d
MgCI2 10% (20Qu) PMS 1% (50Q1)
MTT 1% (50Qul)
*PHOSPHOGLUCOMUTASE  Tampon Tris-  o-D-glucose-1-P(100mg), G6PDH (10 unités) @ 4-6,5
(PGM) EC 5.4.2.2 HCI 0,03M pH8 MgCI2 10%(50Qul) PMS 1% (50Q1)
(15ml) B-NADP 1% (50@-0; MTT 1% (50Qul)
ajuster a pH 8,6 avec
du tampon Tris-HCI 1M
_______________________________ | ___HYDROLASES ____________ _______________________
« TREHALASE Tampon Tris-  ATP (10mg), MgCZI 10% MTT 1% (50Qu), PMS 1% 3-10
(TREH) EC 3.2.1.28 HCI 0,03M pH7 (300ul), (500ul)
(15mi) aa-tréhalose (50mg)- hexokinase 1, G6PD 4l
NADP 1% (50@)
_______________________________ | LYASES ..
* FUMARASE Tampon Fumarate de K (250mg), MDH (100 unités) 20l 3-10
(FUM) EC 4.2.1.2 phosphate B-NAD 1% (70Qul), MTT 1% (50Qu),PMS 1%
Na/Na2 0,05M ajuster a pH 7,0 avec (500ul)
pH7 (15ml) NaOH 10N
il __ISOMERASES ________________________
* PHOSPHOGLUCOSE Tampon Tris- Fructose-6-phosphate G6PDH (10 unités) 8 4-6,5
ISOMERASE HCI 0,03M pH8 (10mg), MgC% 10% PMS 1% (50Q),MTT 1%
(PGI) EC 5.3.1.9 (15ml) (500ul), B-NADP 1% (500ul)
(500u)
*« ACONITASE Tampon Tris- Acide cis aconitique IDH (10ul) 3-10
(ACO)EC 4.2.1.3 HCI 0,03M pH8 (100mg), MgCZI 10% PMS 1% (50Q1),MTT 1%
(15mi) (50041), B-NADP 1% (500u1)

(500ul)
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[11.8 . Les différents systemes enzymatiques

Onze systemes enzymatiques ont été testés : Ghluogghate isomerase (GPI, EC.5.3.1.9),
Phosphoglucomutase (PGM, EC.5.4.2.2), Hexokinase &C.2.7.1.1), Fumarate hydratase
(FUM, EC.4.2.1.2), Malate dehydrogenase (MDH, EC137), Malic enzyme (ME,
EC.1.1.1.40), 6 phosphogluconate dehydrogenase QpfE&.1.1.1.44), Glycerophosphate
dehydrogenasexGPDH, EC.1.1.1.8), Isocitrate dehydrogenase (ICD.,1EL.1.42), Trehalase

(TREH, EC.3.2.1.28) et Aconitase (ACO, EC.4.2.1.3).

[11.9. Interprétation des zymogrammes

Les gels sont séchés puis interprétés. La migrattectrophorétique des protéines
enzymatiques reflete des différences dans la naeseacides aminés composant la protéine.
La variabilité des enzymes donnant acces a lahifittades alléles des génes correspondants,
ainsi, 'analyse des phénotypes permet de prél@dgpe structural de 'enzyme et de définir

le nombre de locus codant pour cette enzyme.

[11.10. Analyses des données
Les données ont été analysées par les logi@EESYS-2 (Swofford et Selander, 1981),
GENEPOP (Raymond et Rousset, 1995) et PHYLIP ver3i6a2 (Felsenstein, 1989).

- la variabilité génétigue: elle est évaluée par flégjuences alléliques, le taux de
polymorphisme, les degrés d’hétérozygotie (Ho: hoziggotie observée, He:
hétérozygotie théorique) et le nombre moyen dediglar locus.

- les fréquences alléliques sont calculées par cajapdaect des alléles (Biosys-2). Le
taux de polymorphisme correspond au rapport eetreombre de locus polymorphes
et le nombre total de locus étudiés. Un locus essidéré polymorphe lorsque l'alléle

majoritaire a une fréquence inférieure a 99%. lux @hétérozygotie théorique (He)
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mesure la fréquence moyenne théorique des individé®rozygotes dans la

population, mesure estimée a partir des fréquealb&sques observées. Dans le cas

d’'une population a I'équilibre de Hardy-Weinberges| taux d’hétérozygoties
théoriques et observés ne sont pas significativedi#érents.

- I'équilibre génétique : I'équilibre de Hardy-Weinigeet 'absence de désequilibre de
liaison sont estimés. Ces tests ne sont possibkeside (ou les) locus comparé(s) sont
polymorphes a 95%, ce qui permet une comparaisa jpkte entre des populations
de tailles variables.

a) L’équilibre de Hardy-Weinberg est vérifié partést exact de Fisher. L’hypothése
nulle testée est la panmixie: c’est a dire l'indégsnce de la distribution allélique a chaque
locus. Le programme de Louis et Dempster (1987)&sté pour les locus ayant de deux a
quatre alleles et, pour ceux comportant cing al@eplus, la méthode décrite par Guo et
Thompson (1992).

La valeur du coefficient de consanguinité Fis (WetiCockerham, 1984) représente le déficit
en hétérozygotes par population sur chaque locus.n&canismes différents peuvent
expliquer un déficit en hétérozygotes:

- la présence de nombreux alléles nuls;

- un mélange de populations génétiquement diffésefteffet Wahlund”);

- une sélection favorisant les homozygotes;

- une homogamie génétique,

- une sélection de I'habitat par des génotypegdifits.
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1-3, préparation des gels.
4, chambre humide.

5, appareil d’électrophorése.

6, dissection des phlébotomes.

7, préparation des extraits.

8, dépht des extraits sur gel.

9-10, solutions de révélations.

11, incubation des solutions de révélations a 37°c.
12, séchage des gels

13, gels préts pour I'interprétation.

Figure 13 Résumé des principales étapes de la techniqyenatigjue.
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b) L’étude du déseéquilibre de liaison, par lamée décrite par Weir, (1990)
permet de détecter les associations gamétiquestpatas les paires d’alleles a deux locus et
dans chaque population. L’hypothése nulle testé¢irdépendance entre les génotypes de
chaque locus.

- la structure génétique des populations: lesyaralsuivantes ont été pratiquées:

a) La différenciation interpopulationnelle a ééaluée pour chaque paire de
populations étudiées au niveau génotypique graceapproximation du test exact de Fisher
corrigé par Raymond et Rousset (1995). L’hypothase testée est lidentité de la
distribution allélique ou génotypique a chaque focu

b) l'index de fixation Fst de Wright, (1969) mesue déficit en hétérozygotes
entre les populations et reflete la différenciag@métique. Wright, (1978) propose les criteres
suivants pour une interprétation qualitative de Fst
- 0 < Fst > 0,05: faible différenciation génétique
- 0,05 < Fst > 0,15: différenciation génétique nrédée
- de 0,15 < Fst > 0,25: grande différenciation géné
- Fst > 0,25: tres grande différenciation génétique

¢) l'indice de distance de Nei (Nei, 1978) meségalement la différenciation
génétique. Le dendrogramme utilisant la matricelideances de Nei est construit d’aprés la
moyenne arithmétique des distances: UPGMA (“unwteigjipair group method arithmetical”,
Sneath et Sokal, 1973).

d) I'indice de distance de Rogers (Rogers, 19&Pinet la construction d’arbre

phylogénétique selon la méthode d’analyse de Wagner
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IV. ETUDE DE L’ADN MITOCHONDRIAL
Cette partie du travail est réalisée dans le laboeade Systématique Moléculaire (Natural

History Museum, London).

IV.1. Principe de la technique :

Le principe de la méthode d’amplification de I'’ADN vitro consiste a hybrider un ADN
dénaturé a deux amorces oligonucléotidiques qunettront la copie d’un brin d’ADN qu’ils
encadrent (Chuchana, 1992). Chaque couple d’ameste composé d'un oligomere
complémentaire de I'extrémité 3' du monobrin d’ADE amplifier et d'un autre
oligonucléotide complémentaire de I'extrémité 3’lohin antiparallele. La polymérisation est
réalisée en présence de désoxynucléotides triphtesplet d’ADN polymérase. Les brins
néosynthétisés servent ensuite eux-mémes de matnicenitier I'étape de polymérisation du
cycle suivant. La répétition des trois étapes :atiénation, hybridation et polymérisation ou

élongation (Fig. 14), aboutit & une amplificatioqpenentielle de la séquence cible.

IV.2. Extraction de DNA
Les réactifs utilisés sont :
- Saccharose a 10%
- Grinding mix
- SDS mix
- 8M KOAc
- Ethanol a 75%

- 1x TE tampon
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Apres avoir disséqué le phlébotome, la téte etélatglia sont montés pour l'identification
morphologique et le reste de l'insecte est congmlar I'étude moléculaire. La partie
congelée, thorax et abdomen ou parfois 'abdomeitesent, est écrasée au fond du tube
avec 100 pl de Grinding mix et 10 pul de SDS mixréspune incubation de 30 min a 65°C,
on ajoute 30 pul de 8BMKOAC sont ajoutés et I'ecHimtiplongé dans la glace pendant 45
min. On ajoute ensuite 350 pl d’éthanol (96-100%s)chaque tube de surnagent et on laisse
toute une nuit a -20°C.

Le lendemain, le tube est centrifugé pendant 30 anim000 rpm. Le précipité lavé 3 fois
dans 50 pl d’Ethanol a 75%, et centrifugé 4 foiscaun volume équivalent du tampon TE

avant de conserver les extraits a -20°C.

IV.3. Amplification par PCR
Pour I'amplification d’'un fragment de cytochromel® 360 bp, nous avons utilisé les amorces
CB3-FC/CB-R06 (Parvizi et Ready, 2006). Le proteatd I'amplification suivi est décrit par

Essaghir eal., (1997 et 2000).

dénaturation 2 hybridation ADN-amorces 3 élongation
de I'ADN (amorgage) (ADH polymérase)

1

Figure 14. Les cycles thermiques de la PCR
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Le tube contenant les réactifs avec I'extrait debaétillons est soumis au programme
d’amplification (Fig. 14) suivant : un cycle de 3nmma 94°C pour la dénaturation des deux
brins d’ADN, ensuite, cing cycles de dénaturatio®4aC pendant 30s, I'hybridation a 40°C
pendant 30s et I'extension a 72°C pour 90s. Le méyoke de dénaturation, hybridation et
extension est répété 35 fois, en changeant seutdenempérature d’hybridation en 44°C. A
la fin, une étape d’extension de 10 min a 72°eésessaire. Une acclimatation a 80°C « hot
start » avant de lancer le programme est recomneandé

La migration du produit de I'amplification est l&ae sur un gel d’agarose a 1.5% pendant
une heure a 60V. Des marqueurs de poids molécsilabaenus sont déposés et migrent
parallelement a 'ADN de I'échantillon. Un témoiggatif est toujours ajouté pour contréler
la contamination pendant la manipulation. Une imdgs bandes sur le gel est prise en
I'exposant aux UV dans la chambre noire. En compdeataille de ces bandes avec celle du
marqueur, on peut estimer la concentration de I'Ad@N spécimens.

Apres avoir eu la photo du gel, découper les baatles conserver a -20°C dans un tube bien

étiqueté pour une purification ultérieure.

IV.4. Purification

Les bandes de I'ADN isolées sont purifiées engaiit Glassmilk (Gene Cleanll Spin Kit).
Centrifuger (13.2Krpm, 0.5min), aspirer le surnadest laver le culot par 500ul d’éthanol.
Agiter et centrifuger, aspirer bien la solutiorlasser les tubes sécher a l'air libre pendant 10
min. Ajouter I'eau distillée et laisser incuber dn a 55°C. Centrifuger 13.2 Krpm pour une
minute et récupérer le surnageant soigneusemestdanouveaux tubes bien étiquetés. La
lecture de la quantité exacte d’ADN se fait pal&nodrop avec I'eau distillée comme témoin

(Blank). Conserver les tubes a -20°C pour le sécpgn
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IV.5. Séquencage

Les deux mélanges correspondant aux deux amoroesiticsées dans un volume final de 5
ul chacun: 1 ul d’amorce, 1 pl de Big Dye (TermamdReaction Mix version 1.1 ou 3.1) et 3
ul de tampon. Apres centrifugation, on ajoute 5t ADN a séquencer dans chaque tube, en
séparant toujours les deux amorces. Pour chaquaniidn, deux tubes correspondent aux
deux types d’amorce. Le programme de séquencagérsale comme suit: un cycle de 96°C
pendant 5min, suivi par 25 cycles de 96°C pour 508C pendant 5s et 60°C pendant 4min

avec une phase finale de conservation a 4°C.

IV.6. Analyse des données
La lecture et les corrections des séquences onfiaés a I'aide des logiciels Sequencher

software et BioEdit. L’analyse des données estaftepar PAUP* (Swofford, 2002).
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Chapitre 11l
EFFET DE L'URBANISATION ET CHANGEMENT DES CONDITION S
DU MILIEU SUR LA REPARTITION DES PHLEBOTOMES :

CAS DE MARRAKECH

[. INTRODUCTION & OBJECTIF

L'émergence, la ré-émergence ou l'extension daices maladies humaines et animales a
transmission vectorielle montrent I'importance desngements globaux sur les communautés
d'arthropodes vecteurs. Parmi ces changementsg\elappement des transports trans-
continentaux, les changements de pratiques etgdiudes terres, le développement urbain et
le changement climatique semblent jouer un réleontamt. La leishmaniose est une maladie
associée au développement et aux modifications 'elevilonnement qui accroissent
I'exposition aux phlébotomes vecteurs.

Les études réalisées au Maroc par Rietpal, 1984, 1986 et 1997 ont permis de cerner le
risque leishmanien selon trois modalités :

- Zones a risque : délimitées a partir de la denstorielle et exprimées par étage

bioclimatique.

- Périodes a risque : annuelle et saisonniére.

- Population a risque : définie par un état de réegptenfants, profession a risque....)
L'objectif de cette partie du travail est d'étudierrisque leishmanien en milieu urbain et
l'impact de la périurbanisation sur la biodiversies phlébotomes. Un transect allant du
centre urbain dense de Marrakech au milieu natemepassant par les différentes zones
périurbaines est réalisé et les populations debpldénes suivies pendant leur période
d'activité. Ce travail associant les sciences &xiet I'écologie dans I'étude d'un phénomene

important a I'échelle régionale permettra d'apprdbe les conséquences d'une perturbation
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anthropique sur la transmission vectorielle d'uoenbse. Ainsi, les trois modalités qui
définissent le risque leishmanien seront discuiées ce chapitre.

Le choix de la ville de Marrakech comme zone d’étadt fondé d’abord sur sa position entre
les foyers leishmaniens du sud marocain a savéayler de leishmaniose cutanée zoonotique
de Ouarzazate (Riougt al, 1986) et les foyers de leishmaniose cutanée @mihotique
d’Azilal (Pratlonget al, 1991) et de Chichaoua (Guernaetial, 2005). Selon les rapports
du Ministere de la santé, des cas importés de nginlose cutanée sont enregistrés a
Marrakech depuis 1998. Des données récentes derappdrtent officiellement 23 cas de la
leishmaniose cutanée et 7 cas de leishmaniosaafis@la préfecture de Marrakech (Tableau
9). Tous ont été définis comme des cas importédeykr de Ouarzazate essentiellement, puis
des foyers d'Azilal et Chichaoua (Anon., 2004). Laépartition de ces données
épidémiologiques selon I'age montre que la trandldge entre 15 et 49 ans est la plus

touchée par la leishmaniose cutanée, suivi paatehe d’age de 5 au 9 ans.

Tableau 9: Répartition des cas de leishmaniose cutanée €éL@g leishmaniose viscérale

(LV) selon I'age et sexe dans la préfecture derskaach en 2004.

Age —1lan 1-4 5-9 140- 15-49 50+ Total
LC M 0 3 3 2 3 0 11
F 0 1 3 1 4 3 12
LV M 0 4 1 0 0 0 5
F 0 2 0 0 0 0 2

La forme viscérale est toujours infantile au Magb@e touche que des enfants d’age compris
entre 1 et 4 ans. Selon le sexe, on remarque doentk@ cutanée cible surtout le sexe féminin

tandis que la forme viscérale touche le sexe mascul
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Figure 15. Répartition des cas importés de leishmaniosanéat (CL) et de la leishmaniose

N D

viscérale (VL) dans la préfecture de Marrakecbrsés mois (Anon., 2004).

L’enregistrement des cas de la Leishmaniose cutesiésur presque toute I'année tandis que
la leishmaniose viscérale est enregistrée pendant plériodes : le mois de janvier et les mois
de juillet-aout (Fig. 15).

Sachant que les réservoirs, rongeurs et canidés,oseniprésents (Laamrani-Idrissi, 2000),
'enregistrement des cas importés de leishmaniases da ville de Marrakech est une
condition suffisante pour étudier la faune phlébtmne dans cette zone et évaluer le risque
leishmanien a Marrakech.

Le présent chapitre est divisé en deux parties :

- la premiére partie traitera d’'une facon synthétidjeéfet de I'urbanisation et des
changements anthropiques de I'environnement sdistabution et la répartition des
phlébotomes a Marrakech ;

- la seconde partie sera consacrée a I'inventaigel'étude détaillée de la saisonnalité
des especes collectées dans le milieu urbain deakésth ainsi que les facteurs

biotiques et abiotiques déterminants cette activité
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. EFFET DE CHANGEMENT DU MILIEU SUR LA DISTRIBUTI ON DES
PHLEBOTOMES

L'un des principaux facteurs de risque leishmaresh I'urbanisation, phénomene mondial
étroitement associé a la forte intensification mégrations (OMS, 2002).

La ville de Marrakech est parmi les grandes aggtatighs urbaines du Maroc qui ont été
concernées par une réforme visant le retour atéudé la ville et la création des conseils
d’arrondissements. La réalisation des monograplieales de I'environnement de villes
marocaines est associée a une stratégie globatmalat qui vise a mettre en place un plan
national d'actions environnementales. Cette stiatsj menée par I'Observatoire National de
I'Environnement du Maroc (ONEM) et appuyée parregPamme des Nations Unies pour le
Développement (PNUD), 'UNESCO et Cités Unies Déppement (Anon., 1993 ; 1994 et
1995).

L'agglomération urbaine de Marrakech fait partiela@ewVilaya de Marrakech, elle-méme
incluse dans la région économique du MarrakechiftelisHaouz. Les cinq communes
urbaines composant cette agglomération, et qui floltjet de la monographie de
I'environnement sont les suivantes :

- préfecture de Marrakech Médina : Marrakech-Médina

- préfecture de Marrakech Ménara : Méchouar-Kashki#imara-Guéliz,

- préfecture de Sidi Youssef Ben Ali : Sidi YousBeh Ali et Annakhil.

L'agglomération urbaine de Marrakech compte en E384ron 672.503 habitants concentrés
dans les communes de Marrakech-Médina, Ménara-Zeié8idi Youssef Ben Ali auxquelles
il convient d’ajouter la commune Annakhil qui comp88 626 habitants. La densité de

population est de 31,6 hab/ha. Elle varie selomd®smunes urbaines : trés faible a Annakhil,
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ancienne commune rurale ou l'urbanisation est skffet forte & Marrakech-Médina et Sidi
Youssef Ben Ali (Tableau 11).

Marrakech concentre a elle seule plus de 78% daofalation urbaine de la région de
Marrakech-Tansift-Al Haouz. Entre les deux dernisxsensements, la population urbaine
régionale a connu un accroissement important, laicipalité de Ménara-Gueliz a enregistré

un taux de 5,09%.

Tableau 11.Répartition de la population sur les cing commumésiines de Marrakech

Commune urbaine Superficigkm2)  Population (1994) Densité(hab/km?2)

Annakhil 67 38.626 6

Marrakech-Médina 6,4 189.367 201
Méchouar-Kasbah 12,7 28.959 23
Ménara-Guéliz 91,8 296.781 32
Sidi Youssef Ben Ali 3,1 157.396 508

Source: Wilaya de Marrakech

Ainsi, la croissance démographique a entrainé hatoaction d'habitats précaires et de douars
en périphérie de Marrakech et a l'intérieur duutisgbain. La ville s'agrandit en périphérie
notamment a I'Ouest avec l'apparition de nouveauertigrs résidentiels comme pour la
région de Targa, Massira ou l'extension de I'aveMloeammed VI. L'afflux des ruraux en
guéte de travail en rapport avec les besoins de-thaeuvre liés aux travaux d'équipement et
a la création d'une nouvelle zone industrielle d& Ia a Sidi Ghanem d'une part, le
refoulement des citadins au revenu modeste coriséclat flambée des prix des terrains et
des loyers a l'intérieur méme de la Médina d'apdmt, ont entrainé I'apparition d'un nombre

important de douars et d'habitats spontanés.
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Ces douars et habitats spontanés sont situésyiphdxée de la ville et parfois a l'intérieur du
tissu urbain:
— L'habitat spontané: il s'agit d'habitats insadsbde type urbain, caractérisé par I'absence
d'équipements. On le rencontre a Sidi Youssef BeatA Douar lziki.
— Les douars urbains et péri-urbains: ce sont dgaux d'habitations précaires de type rural,
intégrés dans Marrakech ou en périphérie immédiatmstallés sur des terrains non équipés.
Les constructions sont en général en pisé ou en @uren dénombre une cinquantaine
totalisant 76.000 habitants environ et dont la démbhabitants est élevée: 420 hab/ha.
Afin de palier ces problemes, une politiqgue urbalemsemble a été mise en place, ayant
pour buts, la lutte contre I'habitat précaire, rdaherche de modéles d'habitat adaptés au
contexte marocain et la réalisation d'un habitatad@conomique destiné a rallier les couches
moyennes de la population. Cette politique s'est@isée par une série d'opérations ou de
projets d'urbanisme réalisés sous l'impulsionétatlet des promoteurs privés.
Ces projets d'urbanisme entrainent des modificatioapides de I'environnement a
Marrakech. Pour étudier I'effet de cette urbanatsur la répartition spatio-temporelle des
phlébotomes, les spécimens sont collectés penedanpériode d’activité, déterminée dans la
premiére partie de ce travail, avec trois objectifs

- Comparaison de la densité et la richesse spécifdge phlébotomes dans les

différents types d’habitats humains.
- Suivi et comparaison de la densité des phlébotodaes deux types d’habitat
humain : un douar et un quartier résidentiel riche.
- Suivre I'évolution de la population des phlébotondesis un site avant et apres les

travaux d’aménagements.

La qualité du logement est un facteur significatiur la santé. Des études de cas dans de

nombreuses grandes villes du monde en développemanttent que de 30 % a 60 % de la
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population urbaine vit dans des logements précdigsgualité du logement ne se limite pas a
la disponibilité de I'eau ou a la présence de aaei$. De hombreux autres risques a la santé
qui caractérisent les logements inférieurs a laneocontribuent eux aussi a la situation :

surpeuplement, humidité, infestation par des pt®sbruit, poussiére, drainage déficient, et
aération insuffisante. Femmes et enfants, qui passmivent une partie considérable de la

journée a la maison, sont les plus susceptibles @angers.
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Figure 16.Photos de différents types d’habitats humains aakach.

Des quartiers bien organisés (a, b, c) ; des guanropres a c6té des Douars (d, e) et des

Douars en milieu urbain (f, g, h).
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Les piégeages ont été effectués dans 17 statiolesvilee de Marrakech entre 2002 et 2006.
Ces stations ont été classées selon le degréamo@d'sirbanisation, d’insalubrité de I'habitat,
des douars péri-urbains aux villas des quartietses en passant par les quartiers modernes
constitués d’immeubles et de maisons bien orgami@ég. 16). D’autres sites ont été piégées
a savoir, la décharge publique de Marrakech etolze zd’épandage des eaux usées d’El
Azzouzia. Les cing especes de phlébotomes de Maninak ont été collectéed. papatasi
(47.4%),S. minuta(16.6%),S. fallax (16.1%),P. sergenti(12.8%) etP. longicuspiq7.1%).

P. sergentiest I'espéce la plus anthropophile, s€Rlgpapatasiet S. minutaont été collectés

dans les différents types d’habitat.

L’étude de la répartition de la population des pbtémes dans la station Akioud avant et
apres les travaux d’aménagement (Fig. 17), monafet de I'urbanisation dans la
diminution de I'effectif et de la richesse spédaifqdes populations de phlébotomes apres les
aménagement$. papatasimontre une forte adaptation et une résistancenaadifications

du milieu ce qui explique son abondance et sorvigtcontinue sur toute I'année dans la

région de Marrakech.

Figure 17.Photos de Douar Akioud avard) et apreskf) les travaux d’'aménagement
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lll. ETUDE DE L'ACTIVITE DES PHLEBOTOMES A MARRAKEC H

L’inventaire de la faune phlébotomienne dans leede Marrakech et ses marges (Guernaoui,
2000 ; Boussaa, 2003) a montré la présence enumilieain de deux vecteurs prouvés de
leishmaniose cutanéhlebotomugPhlebotomus papatasivecteur dd_eishmania majoet
Phlebotomug(Paraphlebotmus sergentivecteur del. tropica en plus de la présence de
PhlebotomugqLarroussiu3 longicuspisvecteur probable dé&. infantum Deux especes du
genreSergentomyi@nt été collectésSergentomyigSergentomyijaminutaetS. (S) fallax.

Dans ce contexte, I'étude de la saisonnalité etiVaé de ces trois vecteurs a Marrakech est
nécessaire afin de déterminer les périodes a risgiresi, un suivi de l'activité des
phlébotomes au centre de la ville de Marrakecteffsttué sur une année d’étude avec des
prélévements journaliers.

Durant ce suivi, nous avons récolté 3277 spécina@psrtenant aux trois espéeces du genre
Phlebotomus(68.7%) et aux deux espéces de geBergentomyia(31.3%). P. papatasi
'espéce dominante et constitue 54.6% des espeeestoriées, suivi pgs. minuta(20%), S.
fallax (11.3%),P. sergent(10.3%) etP. longicuspig3.8%).A I'exception deP. sergentile
sex-ratio est en faveur des males pour toutesukessaespeces.

L’'analyse des résultats globaux montre deux pési@amuelles a haut risque leishmanien a
Marrakech: octobre-novembre et mai- juin- juillees deux périodes sont marquées par une
densité totale élevée qui peut atteindre jusqu'sd @pécimens par Trde piége par nuit) au
mois de novembre et 70.4 (spécimens paderpiége par nuit) au mois de mai.

L’'analyse des résultats par espéce montre uneitécihonophasique pou?. sergenti,par
contre les autres especes montrent une activitéabigue. Puisqu’il est 'espéce dominante,
P. papatasi présente deux pics de densité qui correspondentdaix deux pics de densité
totale. Le premier pic de 98 (spécimens padenpiége par nuit) en automne et le deuxiéme

est de 95.8 (spécimens paf de piége par nuit) en été. Durant ce suivi nNOwms\NOotE, en
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plus de la prédominance &e papatasidans toutes les récoltes, son activité continu¢ostie
'année.

L’activité des phlébotomes est conditionnée pafdeteurs du milieu notamment les facteurs
climatiques. La corrélation de diagramme de I'atdides phlébotomes a Marrakech avec le
diagramme ombrothermique établi pour la ville (Leudrou, 1989), montre que la période
d’activité importante coincide bien avec la périgirhe. Pendant ces périodes de forte
activité, la température maximale oscille entree2386°c, la température minimale oscille
entre 11 et 19°c, alors que la pluviométrie entegisntre 35 et 50 mm. Les pics de la densité
sont enregistrés pendant les mois les plus hundidda période séche (novembre et mai). La
richesse spécifique est maximale au mois de m#a ée@mpérature journaliére varie de 15 a
32°C et la pluviométrie est de 35 mm.

La température peut constituer un facteur limitpotr la faune en général et pour les
phlébotomes dans la région de Marrakech. Un s@Jaddensité d®. papatasien fonction
des variations de température montre que la teryséraptimale pour l'activité dé.
papatasi dans cette région est entre 32 et 36°C. Par cdiacévité diminue avec la
diminution de la température (entre 11 et 20°C) ma@navec une température élevée (entre 37
et 40°C). Les males d& papatassont plus sensibles aux variations de la tempéraue les

femelles.
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IV. ETUDE DU SUBSTRAT DE POTENTIELS GITES LARVAIRE S

On se basant sur la forme du génitalia male, deattoss semblent contenir des gites
larvaires a Marrakech. Il s’agit de la station diédkd pour les deux espéces Siergentomyia
et de la zone de Semlalia pdursergenti{Boussaa, 2003).

Une étude du substrat de ces deux stations essgadae pour confirmer ces hypotheses.
L’échantillonnage du sol est effectué dans les @tslou les méles avec génitalia non tordu
ont été collectés. La recherche active des ceuffestformes larvaires est effectuée par
examen direct des échantillons sous la loupe efapaéthode Berlése. Aucun résultat positif
n’est noté.

Le mois de juin constitue une phase d'émergences das deux stations. Ainsi, les
prélevements synchroniques durant ce mois ava@mmthut de calculer le taux d’humidité, le

pourcentage de matiere organique (m.o) et la goamétrie du sol (Tableau 10).

Tableau 10: Caractérisation des substrats dans les deuxIgieires. Sg (sables grossiers) ;

Sf (sables fins) ; Arg (argiles) ; Lg (limons grigss) ; Lf (limons fins).

Granulométrie % Humidité % m.o %
Sg Sf Arg Lg Lf
Akioud 286 294 10 12 20 54,6 243
Semlalia 61,5 17 10 115 O 5 ar,

En juin 2004, le probable gite larvaire dg&rgentomyigrésente un taux d’humidité 10 fois
plus important que celui d& sergentiPar contre, le taux de matiere organique eséalans

la station Semlalia.

La comparaison de la granulométrie des deux substmantre dans le sol de Semlalia une
richesse en sables grossiers (61,5%) avec uneabs®ale de limons fins (0%). A Akioud,

les cing fractions du sol sont présentes avecumghus au moins équilibré.
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Ces résultats préliminaires nous renseignent suigince de chacune des trois espeées :
sergentj S. minutaet S. fallax Les Sergentomyiaexigent un taux d’humidité élevé.
sergentia besoin d’un taux important de matiere organiqué gon développement larvaire.
D’apres 'OMS (2002), 'augmentation des cas dsHeianiose cutanée anthroponotique dans
le sud de I'Anatolie est due essentiellement arksgnce de matiére organique d’origine
animale, tel I'excrément de vaches, offrant deditmms nécessaires au développement des
ceufs de phlébotomes.

Une étude approfondie du substrat avec un suivivdeations de ses éléments est nécessaire
pour déduire l'effet de la nature du substrat surr@partition et le développement des

phlébotomes.



Chapitre IV
CARACTERISATION MOLECULAIRE

DES PHLEBOTOMES DE LA REGION DE MARRAKECH

INTRODUCTION & OBJECTIF

Longtemps la taxonomie des phlébotomes a reposéesirdescriptions morphologiques
externes puis internes. Cette étude morphologicaes dimites : elle ne peut différencier deux
especes jumelles et a I'opposé, elle met en évalders différences entre populations d’'une
méme espéce. Ceci peut avoir des consequencesisntification des espéces vectrices dans
les foyers de leishmaniose.

De nouvelles approches biochimiques et moléculaioed les données se prétent a I'analyse
informatique, se sont développées dans le butstmidie les probléemes posés aussi bien par
l'individualisation des taxons que par l'étude dmrg relations phylogénétiques et
biogéographiques.

Depuis une vingtaine d’années, I'étude du polymisrple enzymatique par des techniques
d’électrophorése est une référence pour les systdems. L'utilisation des isoenzymes
comme marqueurs génétiques s’avere bien adap#ede d'un échantillonnage important.
Elle permet, d’'une part, 'analyse de caractéere&@rminisme génétique simple (de type
mendélien), a partir desquelles la diversité génétiintra et interspécifique pourra étre
estimée, et d’autre part, I'étude comparée de diomis issues de milieux trés variés, puisque
les caractéres analysés ne sont que faiblementibensa l'action des facteurs
environnementaux.

Plus récemment, un nouveau moyen d'analyser lahikté génétique repose sur I'étude du
polymorphisme de I'ADN mitochondrial (ADNmt) par plification et séquencage.

L'ADNmt est utile aussi bien dans la caractérisaties especes et des populations de



phlébotomes (Readyt al., 1997) que dans la mise en évidence de phénomenes
d'introgression (Marcondest al., 1997). Il se préte également aux reconstitutions
phylogénétiques (Esseglaral., 1997). Comme le polymorphisme moléculaire senmaghe
d’avantage des spécificités géenétiques de l'indivile ses caracteres phénotypiques, son
usage permet une étude taxonomique plus précisejucgustifie a I'heure actuelle la
complémentarité des approches morphologique etaulaliée.
L’identification précise des espéces de phlébotoooestitue encore un probleme au Maroc.
Certaines especes sont décrites en se basant setlsar la morphologie du male et la
femelle reste inconnud®( mariae). L’existence de formes atypiques et d’especepticiyes
ainsi que des phénomeénes d’introgression ont égnméent mis en évidence (Pessbal.,
2004 ; Yahieet al., 2004).
Notre objectif est de contribuer a la résolution ces problémes d’identification en
caractérisant des populations de phlébotomes @&sgstudans le sud marocain. Nous
présentons les résultats d'une approche combinés daides morphologiques,
isoenzymatiques et de TADNmt. Ces approches anappliquées a I'étude des trois especes
de Phlebotomus identifices a Marrakech P. papatasi, P. sergenti et P. longicuspis. Ces
especes sont des vecteurs prouvés ou suspectistdadnies au Maroc. Nous avons en outre
appligué cette analyse awBergentomyia de la région. Ce chapitre est ainsi subdivisé en
guatre parties :

- La premieére, s’'intéresse a la caractérisation dgsilptions deP. papatas provenant

de milieux urbains et ruraux. Cette espece edukagbondante a Marrakech et elle se
caractérise par une adaptation rapide aux modditsidu milieu.
- La seconde partie est consacré®.asergenti et a la comparaison des populations du

nord et du sud du Maroc



La troisieme partie compléte les données génétiggsrécise la situation sur le
complexeperniciosus dans le sud marocain.

La derniére partie sur le€&rgentomyia de Marrakech dresse I'inventaire des especes
et leur répartition en fonction des changementsndieu. L’analyse isoenzymatique
est utilisée pour la recherche de marqueurs d'espéant la diagnose morphologique

est difficile.



PARTIE |

PHLEBOTOMES DU GENRE PHLEBOTOMUS

DE LA REGION DE MARRAKECH

|. PHLEBOTOMUS (PHLEBOTOMUS) PAPATASI SCOPOLI, 1786

[.1. Introduction

P. papatas figure parmi les espéces les plus étudiées a cause deécpaerice et de
I'importance de son aire de distribution géographi¢Lewis, 1982). Le premier travail connu
sur I'anatomie des phlébotomes est celui de GA8§17) qui décrit les organes internes et
externes du male et de la femelleRigapatasi et donne la premiere description détaillée de
I'oeuf, de la larve et de I'imago de la méme espées études les plus complétes sont celles
de Perfiliev (1928) sur I'anatomie de I'adulte etld larve de premier stade Bepapatasi.

P. papatas est un vecteur confirmé de major (Killick-Kendrick, 1990). L'isolement et le
typage du parasite chez ce vecteur a confirmé &enépidémiologique dans plusieurs pays:
en Arabie Saoudite (Killick-Kendrickt al., 1985), en Tunisie (Ben Ismaat al., 1987) et en
Iran (Yaghoobi-Ershadit al., 1995).

P. papatasi est décrit pour la premiére fois au Maroc par Deén(1916). Cette espéece est
récoltée dans tout le pays ou elle compte parmielgmeces les plus abondantes (Bailly-
Choumareet al., 1971; Riouxet al., 1984; Riouxet al., 1997). Son réle vecteur est confirmé

au Maroc (Riowet al., 1986).

I.2. Criteres morphologiques d’identification
P. papatasi est un phlébotome d'assez grande taille (jusq8@ 2am). Chez le male (Fig.
18a), le génitalia est bien développé. Le stylaglet gréle, porte cing épines trapues ; trois

apicales et deux sub-terminales. Le coxite, présarga base un petit lobe garni de quelques



soies courtes et dans sa partie subterminale wneath® de soies longues bien différenciées.
Le paramére est trilobé. Il comporte :

- un lobe ventral court portant a son extrémitéatksune petite épine,

- un lobe médian, digitiforme, plus court que ledosentral,

- un lobe dorsal, le plus long, nettement arqu&éetsé de soies sur sa concavite.

Le lobe latéral porte a son extrémité distale depires spatulées.

a
/ 3
P
e 100 pm
b

)|

50 pm

Figure 18 Génitalia méale (a) et spermatheques de la fer(tglle. papatasi.



Chez la femelle, les corps des spermathequesX8ix).sont annelés, sans col. lls comportent
six a dix annulations dont la derniere est de méxtle que les précédentes. Le pharynPde
papatasi femelle est orné de denticules larges sur les betdglus petits au milieu. Le
pharynx postérieur est armé d’'une plage de dermifledcses irrégulieres dans leur forme et
leur implantation.

Des malformations portant sur les épines insérégedes lobes latéraux des males ont été
mentionnées par Guernaaial., (2006c) a partir des exemplaires collectés tlassd-ouest
marocain : une ou deux épines surnuméraires, oseule epine, sur un ou sur les deux lobes
latéraux. Les mémes malformations ont été signgdée®edett al., (1984) en Algérie et par
Adhami (1991) en Albanie. En Egypte, 30% les aduitéles dd°. papatas examinés par
Kassenet al., (1988), présentaient des génitalia anormaux.

Des anomalies morphologiques détectées chez débgtbines ont déja été associées a des
caractéres génétiques propres a certains individiest le cas deé°. (Paraphlebotomus)
caucasicus en Iran (Moin-Vaziriet al., 2007) et dd°. (Larroussius) perniciosus dans le nord

du Maroc (Benabdennket al., 1999 ; Pessoet al., 2004).

[.3. Analyse isoenzymatique

Nous présentons ici, les résultats de la premiaeactérisation isoenzymatique des
populations deP. papatas de Marrakech. Nous avons utilisé I'outil enzymaé@gpour
comparer d’'une part, les populations urbaine (Math ville) et rurale (Souihla, Ourika et
Rhmate) de la région de Marrakech, et d’autre lparpopulations marocaines Bepapatasi
avec d’autres populations naturelles du bassintertdnéen : Espagne, Chypre et Syrie.
L’étude morphologique nous a permis de détecter rdakormations chez 5.3 % dé%

papatasi males de Marrakech : une épine surnuméraire, olsemie épine, sur un ou sur les
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deux lobes latéraux (Fig. 19). Aucune malformatidest trouvée chez les femelles ni chez

les males des autres populations.

Figure 19. Malformations chez leB. papatasi de Marrakech.

(a) une épine surnuméraire (b) une seule épinke $obe latéral.



L’analyse isoenzymatique de 12 systemes révele sysiEmes enzymatiques polymorphes
(Un locus est considéré polymorphe lorsque I'all@igoritaire a une fréquence inférieure a
99%). Chez les populations &e papatasi (HK, PGM, PGI, 6PGD, MDH1, MDH2, ICD2,
FUM et ACO) et trois enzymes monomorphes (ME, IG®&GPDH). Aucune association
n'est trouvée entre les anomaliesRi@apatasi de Marrakech et les fréquences alléliques.

Le sous-genr@hlebotomus est considéré comme un groupe ancestral du déimebotomus
(Rispail et Léger 1998a). Il ne regroupe que quaspeces avec de faibles différences
morphologiquesP. papatasi, P. bergeroti, P. duboscqi et P. salehi. Leurs aires de répartition
se chevauchent?. bergeroti occupe le Sahara Central, mais se retrouve égatesre
Ethiopie, a Djibouti et au Yemen ou il est méle.auboscgi. On I'a recueilli aussi en Haute-
Volta en zone sahéliennB. papatasi et P. bergeroti sontsympatriques au Maroc, Algérie,
Egypte, Soudan, Ethiopie et dans la péninsule quabil 'aire deP. duboscqi s’étend au Nord
de I'équateur jusqu’au 20° paralléle en Mauritanid®. papatasi est une espéce paléarctique
qui s’étend sur la région méditerranéenne et Surdst de I’Asie. En Afrique, elle pousse une
pointe vers le Sud en suivant la vallée du Niltegiat la région éthiopienne au niveau de la
République du Soudan, ol elle dépasse f&"®lparalléle.P. salehi se limite & la région
asiatique dans I'Inde, Iran, Afghanistan et Pakista

Des expériences de croisement ont été rapportéesRepapatas et P. bergeroti (Fryauff et
Hanafi 1991) et entrB. papatasi etP. duboscgi (Ghoshet al., 1999).

Chez des populations d’élevage Elepapatasi, on observe une faible variabilité génétique
des isoenzymes (Kasseaasnal., 1993 ; Beleret al., 2004). La méme constatation est faite par
Esseghiret al. (1997), en séquencant le Cytochrome b de 'ADNmplusieurs populations
du bassin méditerranéen. Ces auteurs conclueabselce de vicariance entre les populations
de P. papatasi. Un seul haplotype est partagé par les populatithn®assin méditerranéen

(Syrie, Chypre, Egypte, Italie et Maroc).



Aucune structuration des populations (mises ena@ey n'est trouvée en fonction de
I'altitude (Belenet al., 2004) et seulement une faible variabilité génetiest détectée entre
des populations naturelles en fonction des biotapelles sont capturées (Parvetial.,
2003).

Récemment, Hamarshe&t al. (2006) caractérisent 5 microsatellites chez papatas
originaire de I'est-méditerranéen qui présententaux de polymorphisme tres éleve. Dans
ces travaux, encore préliminaires, ces auteursesagy l'utilisation de ces microsatellites
pour étudier et comparer les populationddpapatasi. En 2007, ces mémes auteurs mettent
en évidence une structuration génétique des papugatieP. papatasi de I'est-méditerranéen
(Syrie, Turquie, Palestine, Israél, Jordanie etpgEglymais en utilisant encore le séquencage
de TADNmt (Hamarshelet al., 2007).

Nos résultats de l'analyse isoenzymatique sur dgsulptions naturelles dP. papatas
montre I'absence de structuration génétique loeatee les populations de Marrakech ni en
fonction des biotopes (zone urbaine et zone ruralayec l'altitude (de 383 m a 846 m). Par
contre, une nette séparation entre les populatiten$Est (Chypre et Syrie) et celles de
I'Ouest méditerranéen (Espagne et Maroc) est tmu@ette divergence est supportée par
deux enzymes : 6PGD et HK.

La caractérisation génétique des populations sasvegdomestiques @R papatasi, dans les
foyers deL. major, serait un outil utile pour comprendre la dynamigie transmission et

mieux diriger la lutte antivectorielle.
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Il. PHLEBOTOMUS (PARAPHLEBOTOMUS) SERGENTI PARROT, 1917

[1.1. Introduction

P. sergenti est un vecteur prouvé de tropica (Killick-Kendrick, 1990). Il a une forte
susceptibilité d.. tropica au laboratoire (Killick-Kendriclet al., 1995) etin natura (Volf et

al., 2002; Svobodova et Votypka 2003).

Il possede une aire de répartition tres étendue daolargement celle du parasite mais la
question de l'unicité du taxon est toujours podgep@quitet al., 1998). Le male est décrit
d’Algérie (Parrot, 1917), la femelle est décrite Fartugal (Franca, 1918p. sergenti est
présent dans le sud et I'ouest du bassin méditraet il est remplacé dans le nord-est de
cette région parP. (Paraphlebotomus) similis (Depaquitet al., 2000). En région afro-
tropicale, il est signalé dans de rares statioradtidide (Abonnenc, 1972). Des études
moléculaires ont mis en évidence une variabilititagpécifigue marquée ché&z sergenti
avec de possibles conséquences sur la transmdisiparasite (Depaquit al., 2002).

Au Maroc, P. sergenti est signalé comme une espéce largement répandsetaldane pays
(Gaud 1947; Bailly-Choumaret al., 1971; Riouxet al., 1984) et présente une diversité
génétique considérable (Yalaal., 2004). Son rdle vecteur a été prouvé au Marody&d
etal., 1991).

L’objectif principal de ce travail est de caractéri les populations de. sergenti du sud

marocain et les comparer avec celles du nord mex.oca

[1.2. Critéres morphologiques d’identification

Dans cette étude, nous nous sommes d’abord baséslesu criteres morphologiques
d’identification. Chez le male (Fig. 20a), le gatid présente un style court et trapu, armé de
quatre épines dont une terminale et trois autis&r@es a des niveaux différents. Le lobe basal

du coxite, étroit et court, porte des soies retatient courtes ; le lobe latéral est plus long que



le coxite. Les valves péniennes sont en cbne cauextrémité

recourbée.

Chapitre IV : Caractérisation moléculaire des Phlébotomes

100 um

50 um

mousse et légérement

Figure 20. Génitalia méale (a), spermatheques (b) et la(t3tde la femelleP. sergenti.

La femelle est munie de spermathéques dont le astpgnnelé (Fig. 20b), présentant de trois

a sept anneaux. Le segment terminal est dilaté. doesluits sont striés sur toute leur

longueur. Le pharynx (Fig. 20c) postérieur préseme armature occupant moins du quart de

la surface pharyngienne et formée de fortes ésaille




[1.3. Analyse isoenzymatique

a. Origine des populations
Pour cette étude, sept populationsPdeergenti du Maroc ont été choisies. Trois populations
du nord : Taounate (TA. 34°36'N, 4°40'W ; 500 mhedichaouene (CH. 35°12'N, 5°15’'W ;
600 m) et Ouezzane (OU. 34°52'N, 5°36W ; 350 myutre populations du sud : Touama
(TO. 31°31'N, 7°28'W ; 1088 m), Rhmate (RH. 31°25R52'W ; 759 m), Ourika (OK.
31°22'N, 7°51'W ; 846 m) et Marrakech (MA. 31°36302'W ; 471 m).
Dix systemes enzymatiques (PGI, PGM, HK, FUM, MDME, 6PGD, ICD,aGPDH et
ACO) ont été testés sur les sept populations. $esisnzymes polymorphes (PGI, PGM, HK,

FUM, MDH1, ME, 6PGD, ICD2 et ACO) ont été analysées

b. Variabilité génétique
Les fréquences alléliques et le nombre d’individnalysés par locus sont présentés dans le
Tableau 12. Le polymorphisme observé pour chagpelpton est relativement élevé, seules
les populations de Ouezzane (OU) et Ourika (OK¥gméent un polymorphisme inférieur a
50% (Tableau 13). La population de Taounate (TA)sente le taux de polymorphisme le

plus élevé (88.9%).

Tableau 12 Fréquences alléliques et taille des échantiltt@spopulations de. sergenti (N).

TA CH ou TO RH MA oK
PGI
(N) 61 30 4 84 74 18 106
5. 69 .852  .967  .875  .887  .736  .778  .821
5.85 .000  .000  .000  .000  .027  .000  .000
5.43 .131  .033  .125  .060  .000  .000  .000
6.19 .000  .000  .000  .054  .128  .167  .165
5.56 .016  .000  .000  .000  .020  .000  .000
5.97 .000 .000  .000  .000  .074  .056  .000
6.51 .000 .000  .000  .000  .014  .000  .014
P .601 1.000 1.000  .008  .245  .529  1.000
PGM
(N) 56 25 2 60 34 14 94

5.32 . 643 . 880 . 500 . 717 . 221 . 429 . 165



5.41 . 241 . 100 . 500 . 250 . 662 . 393 . 766

5. 59 . 063 . 020 . 000 . 033 . 103 . 179 . 064
5.70 . 054 . 000 . 000 . 000 . 015 . 000 . 005
P . 000 . 000 .333 . 010 . 002 . 621 . 000
HK
(N 72 39 5 86 78 17 124
5.28 . 993 .974 1.000 1.000 .968 1.000 1.000
5.36 . 000 . 013 . 000 . 000 . 000 . 000 . 000
5. 49 . 007 . 000 . 000 . 000 . 000 . 000 . 000
5. 39 . 000 . 013 . 000 . 000 . 026 . 000 . 000
5. 24 . 000 . 000 . 000 . 000 . 006 . 000 . 000
P 1. 000 . 013 . 001
FUM
(N) 22 23 25 71 42 17 68
6. 45 . 000 . 000 . 040 . 000 . 000 . 059 . 000
5.85 1.000 1.000 .960 1.000 1.000 .941  1.000
P . 020 . 030
MDH1
(N 33 11 8 68 34 11 66
5. 20 .939 1.000 1.000 . 926 . 956 .909  1.000
5.52 . 061 . 000 . 000 . 015 . 044 . 091 . 000
4.85 . 000 . 000 . 000 . 059 . 000 . 000 . 000
P 1. 000 .032 1.000 1.000
ME
(N 32 7 3 8 15 1 7
4.55 .609 1.000 1.000 1.000 .967 1.000 1.000
4.85 . 391 . 000 . 000 . 000 . 033 . 000 . 000
P . 000 1. 000
6PGD
(N 74 37 27 102 69 23 109
5. 88 . 682 . 500 . 537 . 613 .514 . 674 . 679
5. 85 . 264 . 162 . 352 . 044 . 167 . 043 . 000
5. 94 . 054 .311 111 . 319 . 319 . 261 271
5.91 . 000 . 014 . 000 . 025 . 000 . 022 . 050
6. 00 . 000 . 014 . 000 . 000 . 000 . 000 . 000
P . 000 . 000 . 000 . 000 . 000 . 000 . 000
ICD2
(N) 36 1 18 9 10 6 13
6. 95 .972 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
7.87 . 028 . 000 . 000 . 000 . 000 . 000 . 000
P 1. 000
ACO
(N 22 27 22 14 37 9 60
8.30 . 977 .981  1.000 . 964 . 892 . 944 . 950
8. 15 . 000 . 019 . 000 . 000 . 095 . 056 . 050
8. 60 . 000 . 000 . 000 . 000 . 014 . 000 . 000
8.37 . 023 . 000 . 000 . 036 . 000 . 000 . 000
P 1.000  1.000 1. 000 .344  1.000 . 003

c. Equilibre de Hardy-Weinberg (HW)
Le test de I'équilibre de HW est donné dans le @abl12. Aucune population n’est en
équilibre de HW pour la 6PGD, ce déséquilibre ésidin déficit en hétérozygotes (TA : Fis

=+4+0.737;CH:Fis=+0.828; OU: Fis=+ 0.80I/0 : Fis=+0.736 ; RH : Fis = +0.617 ;



MA : Fis = + 0.817 ; OK : Fis = + 0.723). Touamd kesseule population en déséquilibre de

HW pour la PGI (Fis = + 0.310).

Tableau 13.Estimation de la variabilité génétique des popatetinord et sud de. sergenti

Population Taille moyenne Nombre moyen % dedocu Ho He
de I'échantillon d’alléle par locus polymorphe
TA 45.3 2.3 88.9 0.104 0.218
(6.9) (0.3) (0.036) (0.073)
CH 22.2 2.1 55.6 0.031 0.112
(4.4) (0.5) (0.012) (0.069)
Oou 12.7 1.6 44.4 0.040 0.176
(3.4) (0.2) (0.029) (0.090)
TO 55.8 21 55.6 0.080 0.152
(12.1) (0.4) (0.032) (0.066)
RH 43.7 2.8 77.8 0.134 0.219
(8.3) (0.5) (0.045) (0.079)
MA 12.9 2.1 66.7 0.139 0.212
(2.3) (0.4) (0.060) (0.079)
OK 71.9 19 44.4 0.078 0.138
(13.8) (0.4) (0.039) (0.064)

d. Equilibre de liaison
Le déséquilibre de liaison a été recherché pows lesicouples d’alléles possibles entre deux
locus et pour chaque population. Les locus : PGM:NWEM-HK ; PGI-PGM ; PGI-HK et
PGM-6PGD sont significativement liés chez les papahs de : Taounat®£0.00007);

ChefchaoueneP=0.04); RhmateR=0.005) ; RhmateR=0.007) et OurikaR#=0.001).

e. Structuration génétique
La distance génétique de Nei et I'index de fixatgsmmt présentés dans le Tableau 14. La
figure 21 représente le phénogramme établi a pdetia matrice de distance de Nei avec les
valeurs de bootstrap correspondant a 100 répliduasbre n’indique pas d’isolement entre

les populations dé. sergenti du nord (Taounate, Chefchaouene et Ouezzane) sudu



(Touame, Rhmate, Ourika et Marrakech) marocairs’dgit bien d’'une seule espec®.
sergenti sergenti (distance génétique inférieur a 0.07). Les poputatide Rhmate et d’Ourika
sont identiques (distance géenétique inférieur 8%9).8e qui est confirmé par la faible distance
géographique entre ces deux localités. Seule laragépn de la population de Marrakech des

deux populations (Rhmate et Ourika) a une valelradéstrap supérieure a 50%.

Tableau 14.Matrice de distance génétique de Nei (haut) efrdb=x de fixation Fst (bas).

Population TA CH ou TO RH MA OK
TA xRk kK . 034 . 030 . 031 . 058 . 040 . 068
CH . 0803 xx*#xx . 026 . 006 . 057 . 029 . 070
aJ .0079 .0401 *x**x* . 018 . 019 . 018 . 027
TO .0618 .0174 .0766 ***x* .034 .012 . 041
RH .1245 1538 .0266 .0955 xx*** . 013 . 006
VA .0477 .0987 .0357 .0270 .0163 ***** . 016
XK .1959 . 2673 .1096 .1618 .0256 .0501 *****
29 Taounat
37 — Chefchaouer
Touam:
Ouezzan
58 — Rhmatt
37 _
Ourike
Marrakecl
e e S T e S SR
10 .08 .07 .05 .03 .02 .00

Figure 21.Phénogramme établi & partir de la matrice dernlistale Nei. Les nombres

correspondent aux valeurs de bootstrap obtenués ap0 répliques.



La population de Touama est plus proche de celiesodd marocain (Fig. 21). L'analyse de
'TADNmt (Cytb) et de I'ADNr (ITS2) de cette populah a permis l'identification de trois
haplotypes d®. sergenti dans cette localité (Barast al., soumis). L’existence de multiples
haplotypes de°. sergenti explique en partie le désequilibre de HW obserwdr poutes les

populations étudiées notamment pour la 6PGD.

[1.4. Commentaires

Au Maroc, L. tropica est apparue initialement dans le centre et le utkzilal et Essaouira
(Pratlonget al., 1991) sous forme d’anthroponose transmisePpagrgenti (Guilvardet al.,
1991). Un nouveau foyer de tropica est décrit en 1995 dans la zone urbaine de Tara (a
nord) sans aucune infection naturelle”dsergenti (Hamdani, 2001).

Récemment, un foyer émergeant a Chichoua est fide(@uernaoukt al., 2005a) et des cas
de leishmaniose cutanéd atropica sont décrits a Ourika et Rhmate (Anon, 2003 ; 2004
sergenti est identifié morphologiquement sur des spécimenginaires de trois foyers
marocains alL. tropica : Azilal, Essaouira et Taza (Yahet al., 2004). Trois lignées
mitochondriales d®. sergenti sont identifiées, ces trois lignées pouvant coordpe a des
especes cryptiques (Yalegal., 2004).

En tant qu’anthroponose, I'établissement et la @gapion de leishmaniose cutanéd..a
tropica dans la région de Marrakech est relativement @osef. Les mouvements des patients
venant des foyers proches (Chichaoua, Azilal eadisisa) et I'identification du vecteur sont
deux facteurs qui pourraient provoquer une épidémiarrakech. Or, la capacité vectorielle
de P. sergenti (Depaquitet al., 2002) ainsi que le mécanisme de transmissionokiette
(Yahiaet al., 2004) peuvent étre liés a I'existence de raced' @speces cryptiques.

En Iran, I'analyse morphologique et moléculaire @mht) des populations dB. sergenti a

permis de mettre en évidence trois lignéesPdesergenti en fonction de la distribution



géographique (Moin-Vaziet al., 2007). L'étude de la répartition de ces 3 lignée fonction

des foyers de leishmaniose cutanée ne met pasiganég de capacité vectorielle supérieure
d’'une des lignées. Au Maro®. sergenti constituerait un complexe d’especes émergentes
selon Yahiaet al., (2007). L'analyse moléculaire des spécimensorig du transect Azilal-
Khenifra-Midelt-Missour-Guercif-Taza, a permis dettne en évidence une divergence des
populations marocaines d®& sergenti qui suggere une spéciation entre -2 et -0.6 malio
d’années (Yahiat al., 2007).

Nos résultats semblent confirmer I'existence dédghtes lignées de. sergenti dans le sud
comme dans le nord marocain. Phénomene qui seittgzattule désequilibre de HW pour la
plupart des enzymes testés et par 'absence dstesdse des nceuds du phénogramme.

Le regroupement, dans ce phénogramme, de popudationord et du sud marocain est peut
étre expliqué par la co-existence de ces difféseljaées dans tout le Maroc.

Contrairement &. papatasi, P. sergenti présente une grande diversité génétique aussi bien
sur le plan géographique (Depaagtital., 2002) que sur le plan régional (Yaletaal., 2004 ;

Moin-Vaziri et al., 2007).



. PHLEBOTOMUS PERNICIOSUSET P. LONGICUSPIS

[11.1. Morphologie

Les Larroussius constituent un sous-genre bien individualisé an gei genrePhlebotomus
tant par leur morphologie que par leur réle épiddogique.

Les phlébotomes du sous-gertarroussius sont incriminés dans la transmission lde
infantum. lls sont aussi vecteurs d’arbovirus. Dans le geodes Phlebovirus (Famille des
Bunyaviridae), Toscana virus et I'Arbia virus saslés cheZ. perniciosus (Veraniet al.,
1991 et 1995). Dans le groupe des Vesiculovirusn{fia des Rhabdoviridae), Radi virus,
également isolé chd2 perniciosus (Comer et Tesh, 1991). L'étude demroussius est donc
essentielle pour optimiser les connaissances ded&ipathogéne. Les principaux caracteres
morphologiques qui permettent de définir le sousrglkearroussius sont :

Chez le méle :

la présence de cing longues épines (deux termisakesis médianes) sur le style.

un groupe de longues soies sur la face internexiite¢

des lobes latéraux non armés,

des filaments génitaux relativement courts,

un aedéage long en baguette ou en lame aplatie.
Chez la femelle :
- la structure tres caractéristiqgue des spermathéauexsun réservoir annelé et une petite
téte arrondie portée par un long cou,

- un pharynx armé de dents punctiformes.



L’inventaire faunistique montre la présence de ssmeces du sous-gerirarroussius au

Maroc :

6.

7.

Phlebotomus ariasi Tonnoir, 1921

P. chadlii Rioux, Juminer et Gibily 1966

P. langeroni Nitzulescu, 1930

P. longicuspis Nitzulescu, 1930

P. mariae Rioux, Croset, Léger et Bailly-Choumara 1974 @einconnue)
P. perfiliewi Parrot, 1930

P. perniciosus Newstead, 1911

Phlebotomus perniciosus est I'espece la plus étudiée de cette liste maidiagnose reste

difficile particulierement dans les régions ou eéetrouve en sympatrie avec I'espece affine

Phlebotomus longicuspis.

[1l.2. Répartition géographique

Phlebotomus longicuspis et P. perniciosus vivent dans la partie occidentale du bassin

méditerranéen. Leur zone de répartition s’étendadiémite nord du Sahara au sud de la

péninsule ibérique pour la premiere, et du Maglaré&bFrance et la Croatie pour la deuxieme.

Ces deux espéces vivent donc en sympatrie surekype-totalité de la zone de distribution

de Phlebotomus longicuspis. Cependant en 1991, Morillas Marquetz al., signalent la

présence de morphes intermédiaires dans le sutEspabne et posent la question de la

validité du taxonP. longicuspis. Récemment, Depaquét al., (2005) identifient pour la

premiére fois deP. longicuspis au sud du Sahara (a Ouagadougou).

Au Maroc, Gaud et Laurent (1952) trouvent exceptedi@mentP. perniciosus dans les

alentours de Rabat. Bailly-Choumast al., (1971) entre 1965 et 1970 capturehnt

perniciosus dans diverses régions naturelles : plaines etnesliNord-Atlantique (Rabat),



plateau central, plaines moyennes intérieures,-Adas (Tizi-n-Test), Anti-Atlas (Tafraout)

et Maroc oriental. La plupart des stations sonalisées dans le Nord du Maroc et en étage
semi-aride. Les trois stations trouvées plus aussud en altitude: Itzer (1650m), Tafraout
(1050m) et Tizi-n-Test (2100mPp. perniciosus a toujours été récolté seul, non associé aux
autres especes et en petit nombre. En 1973 et HF9@bx et al., attirent I'attention sur la
rareté des captures de perniciosus. Ce phénoméne pourrait expliquer I'absence de
leishmaniose viscérale dans ces régions.

Ristorcelli (1939) signale pour la premiere foipfasence dB. langeroni var.longicuspis au

sud du Maroc dans la localité de Taghjicht. A Rakedud et Laurent (1952) retrouvdnt
longicuspis associé &P. perniciosus, mais tous les deux en petit nombre. Les travaaix d
Bailly-Choumaraet al., (1971) font état de la présenceRIdongicuspis qui se répartit dans
les différents étages bioclimatiques (humide, sandie, aride et saharien) ainsi que dans la
totalité des régions géographiques (Rif, plainesaoditnes nord-atlantiques, plateau central,
plaines et plateaux moyen-atlantiques, plaines mug® intérieures, Moyen-Atlas, Haut-
Atlas, Anti-Atlas, Maroc oriental, Sud Atlantiqué gud intérieur), lors de ces capturbs,
longicuspis n’est jamais signalé comme assock gerniciosus.

Ces deux especes ont des préférences bioclimatigeresiéfinies. Riowet al., montrent en
1984, une distribution différente selon I'étagaendtique. AinsiP. perniciosus se rencontre a
I'étage sub-humide . longicuspis a I'étage sub-humide a semi-aride. De méme, timlé
semble avoir une influence sur leur abondance. Daatude sur les phlébotomes de I'Atlas
marocain faite en 2006, Guernaatial., montrent queP. longicuspis vit préférentiellement
entre 600 et 800 m d’altitude alors dRigoerniciosus se trouve majoritairement entre 1000 et

1200 m.



[11.3. Le complexe P. perniciosus au Maroc

P. perniciosus est une espece décrite par Newstead en 191 ktilglie les males de maniére
morphologique, par I'extrémité bifurquée de leutveacopulatrice (avec occasionnellement
une petite dent surnumeéraire). Parrot démontre 386,1en comparant des individus de
France, d’Algérie et d’Espagne que cette fourcheterdres polymorphe. Ces variations
morphologiques deviennent a l'origine de nombreus®ss-espéces €élevées par la suite au
rang d’espéce. C’est le caskldongicuspis que Nitzulescu décrit en 1930, en considérant les
variants morphologiques de. perniciosus tunisiens sur lesquels il travaille comme une
nouvelle variété. La fourche chez les male$dmngicuspis n’existe plus : ils se distinguent
par une valve copulatrice qui se termine en painigue et longue (Fig.22).

Les femelles quant a elles, n'ont pu étre différeex que dans les années 80 (Léje.,
1983). L'aspect de la région distale des spermaegepare les femelles Beperniciosus

de celles d®. longicuspis (Fig.23).

Figure 22: Valves copulatrices d’'un male: perniciosus (a) etP. longicuspis (b)



P. perniciosus P. longicuspis
(PN) (Lc)

Figure 23: Schéma des spermatheque$dgerniciosus etP. longicuspis

En 1991, Morillas-Marquezt al., notent la présence de morphes intermédiaires éhtre
perniciosus etP. longicuspis dans le sud de 'Espagne. En 1999, Benabdestratbi, montrent

gu'’il existe dans le Nord du Maroc, des populatiasles males possedent des valves a
pointe unique qui peuvent étre confondues aveesalkeP. longicuspis. En effet, lors de
prélevements dans la localité de Chefchaouene, d8enabiet al., (1999) observent des
femelles des deux especes, alors que seuls des ingddves a pointes uniques sont capturés
(Fig. 24). lIs tentent donc d’identifier les makys dénombrant les soies médianes des coxites
et les comparent a d’autres échantillong’dperniciosus et deP. longicuspis prélevés autour

du bassin méditerranéen (Benabderatlai., 1999). Ce caractére avait permis a Rieual.,

de distinguer, en 1975, les maResariasi etP. chadlii, et & Léger et Pesson de distinguer en

1987 les maleB. neglectus etP. syriacus.



Figure 24: Génitalia d’'unP. perniciosus male

En se basant sur I'analyse qualitative des zymogresnde MDH, HK, PGM, FUM et GPI,
Benabdennbet al., (1999) concluent que les méles a pointes unigoesbées pourraient étre
ceux manquant de la populatiBnperniciosus. Cette analyse révéle des alléles distincts pour
les loci de 3 systémes enzymatiques (HK, PGM, PGI).

En 1999, Benabdennbit al., isolent aussi, aprés éclosion de pontes de feméll
perniciosus, des males présentant des valves bifurquées rgaienéent des valves a pointe
unique et courbée (Fig. 25). Ce résultat confirmue gette nouvelle population de
perniciosus identifiée n'est pas une espéece a part entiérés ora morphotypeoerniciosus
caractéristique chez les males.

Ainsi, dans la mesure ou au Maroc des populati@anP.erniciosus vivent en sympatrie
avec celles d@. longicuspis alors que le caractere habituel qui différencgengles n’existe

plus, il est important de rechercher d’autres daras diagnostiques.



Figure 25: Valves copulatrices pointues et droitedPdéongicuspis (a) et pointues et

courbées de. perniciosus (b)

Pessoret al., (2004) comparent les individus capturés a Chefgbae avec ceux venant de
populations du Rif et du pourtour méditerranéers inglividus sont caractérisés par examen
morphologique du génitalia, par les méthodes diestgophorese enzymatique; et par analyse
haplotypique de I'extrémité 3’ du gene du cytocheomde ’ADN mitochondrial (mt). Ce
marqueur a été utilisé par Essegtial., (1997, 2000) et Esseghir (1998) pour comparsr de
populations géographiques de plusieurs especesLateoussius dans la subrégion
méditerranéenne, doRt perniciosus etP. longicuspis.

Les résultats apportent des explications supplémirest Pessod al., (2004) indiquent qu'il
existe trois especes phylogénétiques dans le rifocam : I'espéceP. perniciosus,
caractérisée par un profil d'isoenzyme distincpat deux lignées d’ADN-mt correspondant
pour la premiere au morphotype des males et femefigiques deP. perniciosus (PN), et
pour la deuxieme a celui dont les males peuverd émfondus avec les individua
longicuspis (PNA) (Benabdennget al., 1999) ; la lignée deP. longicuspis sensu stricto

(lignée mtDNA-Icus), incluant les formes typiquesld Tunisie et une espéce cryptiquePde



longicuspis (lignée MtDNA-LCx) qui partage, avec la lignBelongicuspis sensu stricto, les
mémes caracteres morphologiques diagnostiques sonnu

Dans le but de déterminer la limite sud de cettenéo atypique deP. perniciosus et de
'espece jumelle deP. longicuspis, nous avons associé trois approches: une étude
morphologique appuyée par une analyse statistignes gtude isoenzymatique et une analyse
de 'ADNmt. Des populations de 29 localités du cemt sud marocain et trois populations du
nord marocain ont été analysées. Deux types deggégont été utilisés : les papiers huilés
pour I'étude morphologique et les pieges lumingd®C) pour I'analyse moléculaire.
L’examen morphologique des males montre une laigiéltltion de la forme atypique d
perniciosus (PNA) dans le sud marocain. 99,99% desperniciosus du sud marocain
présentent un génitalia atypique. L'analyse enziuatnous a permis d’identifier, en plus de
I’'hexokinase, un nouveau marqueur enzymatiqueolidase. Il permet de distinguer les deux
espece®. perniciosus et P. longicuspis senso lato. L’'alléle 01 de cette enzyme caractérise les
populations dé®. perniciosus (forme typique et atypique) alors que I'allele €xtactérise les
populations dé. longicuspiss.|.

L’allele 05 de la PGM est un marqueur non fixé ‘@sgéce jumelle d@. longicuspis LCx
(Pessoret al., 2004). Nous avons trouvé cet alléle dans le sudcam. L'étude de '’ADNmt
confirme la présence de I'espece jumelle (LCx)Rddongicuspis dans le sud marocain.
L’association de I'examen morphologique et l'anelymoléculaire confirme la valeur
diagnostique des soies du coxite. Nous avons nefrahez un individus méle I'haplotype

LCx dans le sud marocain associé a I'allele 05ad@GM et portant 21 soies sur le coxite.
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[11.4. Analyse de 'ADN mitochondrial chez les populationsde P. perniciosus et P.

longicuspis du sud marocain

En paralléle de I'étude enzymatique, une analyskA@N mitochondrial (cytochrome b) est
effectuée sur les mémes spécimens de Rhmate éaOuri

Le phlébotome, male ou femelle, est disséqué: @mitglia pour [lidentification
morphologique, la téte et le thorax pour l'étudeeizymatique et I'abdomen pour le

séquencage moléculaire. Les résultats sont présdans le Tableau 15.

Tableau 15 Séquences du Cytb chez les populationB. gherniciosus et P. longicuspis du sud

marocain.
1111111111112222 RHMATE OURIKA
12455577770023446667880455

6957914823585733572581 1618 Sidi Bouyahya Ait Belabass Amkhlij
lcus03 LC  CAATCACCCATTTTTGGTTACTGCATCA * *
lcusO4 LC  CGATCATCCATTTTTGGCTACTGCGTCA *
lcus05 LC  CAATCACCCATTTGTGGTTACTGCATCA *
LCx12 LC TAACCATCTGTTATCGACCACAGTATTA *
pern06 PNA TAAATATTTATCTTTGACTGTCGCATTG *

Les résultats montrent la présence d'un seul hgptoide P. perniciosus dans le sud

marocain (pern 06). C’est un haplotype caract@ustide la forme atypique (PNA). Ce
méme haplotype est trouvé au Nord du Maroc pasdPesal., (2004).

Pour P. longicuspis, différents haplotypes ont été identifies: Icus@is04 et lcus05. Un
nouvel haplotype LCx12 correspondant a I'espéceejlamde P. longicuspis est trouvé a

Ourika (Tableau 15).



La Figure 26 présente I'arbre phylogénétique désty@es du Cytb des espéces du complexe
perniciosus du sud marocain compares avec d’autres populatio&f. Les 11 haplotypes de

LCx ont été identifies au Nord Marocain (Pessbal., 2004).

— lcus 2
Ilcus 5
58 Icus 3
— lcus 4
— pnl
na 6 Rif
77 99 || P '
66 | pna 6
pna 7
99
Icx 8
lcx 11
84 lex 12
Icx 9
Icx 5
lcx 7
59
57
Icx 10
|| lcx 4
Icx 6
lcx 1
Icx 2
lcx 3
Icus 1

Figure 26. Arbre phylogénétique des halotypes du Cytb dpeas du complexgerniciosus

du sud marocain (en rouge) comparés avec d’autq@sgtions du Rif.



L’association des analyses morphologique et madé@ad (isoenzyme + ADNmt) montre que
le nombre de soies du coxite chez le seul spécliai2 de Ourika est de 21. Ce spécimen
est aussi le seul qui présente I'allele 05 de IMRians le sud marocain. Ces éléments nous
renseignent sur la valeur diagnostique de I'enzf{a@M ainsi que sur celle du nombre de
soies du coxite chez les especes du compleperdeciosus au Maroc.

Concernant les femelles, nous n’avons observé auganation morphologique ou aspect
intermédiaire pour distinguer les femelRrdongicuspiss.set LCX.

Nous notons aussi la présence d’'une séquence rooitgosée de Icus04 et pern06, chez un
male de Rhmate. Ce cas peut étre expliqué pardegohene d’introgression. Pessairal.,
(2004) ont discuté la présence d’hybridesPdeerniciosus et deP. longicuspis dans le nord
marocain.

A la lumiere des résultats concernant le complexeiciosus dans le nord (Benabdennbi et
Pesson, 1998 ; Benabdenmbil., 1999 et Pessost al., 2004) et de ceux du présent travail
dans le sud marocain, nous proposons des modiitsatdians la clé d’identification des
phlébotomes du Maroc établie par le Ministére d8daté (Anon., 1997). Ces modifications
ne concernent que les espeéegerniciosus, P. longicuspis s.| et consistent a ajouter des
criteres morphologiques qui permettent de miewntifler et distinguer entre ces deux
especes au Maroc. A I'occasion, nous proposons\éILCx au rang d’espece et décrire une

nouvelle espéce du sous-geheeroussius au Maroc.



CLE D'IDENTIFICATION DES PHLEBOTOMES DU MAROC

(Ministere de la Santé Publique, 1997 modifié dans le présent traval)

DETERMINATION DU GENRE
Cibarium inerme, soies des tergites abdominauxMl dressées ; chez le male, style porteur
de 4 ou 5 épines insérées a des niveaux différentS.............cocovivvninn .. Phlebotomus
Cibarium armé, soies des tergites abdominaux Il aoddchées ; chez le male, style porteur

de 4 épines terminales..........cco oo e OETgENTOMYT A

DETERMINATION DES ESPECES DU GENRE PHLEBOTOMUS MALES

] Y[ T =T o] 1= 2
= Oyl A D P NS . ettt et e e e 5
2- Apex du pénis effilée en forme de dogue............... o cevvnevrnrnnnnn.. ... P. chabaudi
- Apex mousse en forme de bec de corbin.............oooiii i 3

3- Tubercule de la base des coxites aussi longagge, pourvu de soies (~25)R. alexandri

- Tubercule aussi long que large, digitiforme sb#&s peu nombreuses (~15) .....cco.....4
4- Style enflé, au plus de trois fois plus long targe............ccoovviiiiiinenn s P. sergenti
- Style élancé, plus de trois fois plus long qugéa..................cccoeiiiiinnn.n. P. kazeruni

5- Parameére trifide a appendice supérieur arcifoab@ndamment pourvu de soies, un petit
tubercule porteur de soies a la base du COXite........ueoeieiiiiiiiiiiii e 6

- Paramére simple, pas de tubercule surle CoXite.........ccviiiiiiii i, 7

6- Style élancé, 10 a 14 fois plus long que lafgee interne du coxite pourvue dans sa partie
supérieure d’'un placard ayant en moyen 11 sOi@sIé)..........cc.covvvevennennnnnn. P. papatasi

- Style seulement 6 a 8 plus long que large, fatarne du coxite pourvue d'un placard de 5

£ = POPPPR i o = (0= o[



7- Valves bifurquées ou valves a pointe uniqueoetlmee, nombre de soie sur la coxite est

iINférieur ou €gal @ 18 . ... i e P. perniciosus
- Valves a point unique NON COUMDEE ....... ettt e e e e e 8
8- Extrémité du pénis denticulée sur son bord Seper..............cc.ceveveennnen. P. perfiliewi
- Extrémité du pénis dépourvue de denticulationS..............ccoviiiie e 9
0- PeNIS Bl .. et 10
- PENIS & EXIFEMITE MOUSSE... ...ttt ittt et et et e e e et e e e eeen e e 11

10- Extrémité du pénis regulierement rétrécie aueeiombre de soie sur la coxite supérieur
OU QA1 22. .. e e s P. longicuspis senso stricto

- Extrémité du pénis regulierement rétrécie aveamambre de soie sur la coxite entre 19 et

2L Espéce cryptique d& longicuspis LCx
- Extrémité du pénis biseautee........ccoviiiiiii i P. langeroni
11- Coxite pourvu d’une plage interne de 60 2 88ssQ.............coceovvvveeinnnn. P. chadlii
- Coxite pourvu d’une plage interne de 20 & 40S50I . ... c.viviieiiiere i e eeee e 12
12- Pénis en battant de CloChe.............c.ooii i e P. arias

- Pénis en baguette de tambour................cooii i e PoMariae

DETERMINATION DES ESPECES DU GENRE PHLEBOTOMUS FEMELLES
1- Téte de la spermatheque SESSIle.........cc.vie i e e e 2
e I =] = o 1= o [ T U1 == PP 7.
2- Réservoir ne comportant que 2 segmentS..........coevvvvvievrcmmmmnne e e2.2 P KaZErUNI
- Réservoir ayant plus de troiS SEgMENTS........ou vt vt e e e 3
3- Dernier segment de la spermatheque en formetatieair, relié au précédent par un
pédoncule IoNg et gréle...... ..o — P. chabaudi

- Dernier segment largement accolé au précédent.......c.ccooiiien ciiiii i 4



4- Ecailles de l'armature pharyngienne formant delfules a paroi épaisse, les anterieures
généralement fermées et s’ordonnant en réseawér@as........................... P. alexandri

- Ecailles de l'armature pharyngienne formant delules a paroi mince, les antérieures

allongées d’avant en arriere et généralement OBB/EIT...........ovviiiiiieiiniiii e aaes 5
5- Ecallles postero-médianes du pharynx denticulées.......................eo.ee. P. papatasi
- Toutes les écailles pharyngiennes dépourvuegdigcdlations.................cccovvviiiinenns 6

6- Ecailles pharyngiennes arrondies régulieremedparnties, dernier segment de la
spermathéque réduit a une collorette latérale Jaége et subsphérique...........P. bergeroti

- Ecaille pharyngienne polymorphes trés irréguliggat reparties, derniere segment de la
spermathéque globuleux, téte étroite et subovalaire................ccoceviviinis P. sergenti

7- Conduit de la spermatheéque présentant une tiltlaarogressive a son extrémité distale..8

- Conduite de calibre uniforme, une ampoule terieioa latérale a son extrémité distale.... 9

8- Conduit dilaté sur la moitié de sa longueur, rethtivement court et épais par rapport au
réservoir (moitié), téte de la spermathéque pderéificiée............................... P. arias

- Conduit dilaté sur le 1/3 de sa longueur, coblehmince par rapport au réservoir (2/3), téte
de la spermatheque bien différenci€e............ccocoiii i e e P. langeroni

9- Un caecum a paroi tres épaisse et a lumieréediem dérivation a la base du conduit de la
spermathéque, limite antérieure de I'armature ghianne imprécis............. P. perniciosus

- Une dilatation irréguliere ou un caecum différana base du conduit, limite antérieure de
I'armature pharyngienne nette, sub-rectiligne............cooeemi i 10

10- Conduit de la spermathéque se terminant daggpoache asymétrique, aux parois fripées
(ceci n’est pas bien visible que sur un exempldigsséqueé).............c.c.cevveee.. P. perfiliewi

- Un caecum latéral bilobé, s’abouchant largementlaabase du conduit (méme

=] 0 0 F= U0 [ P. longicuspis



PARTIE Il

PHLEBOTOMES DU GENRE SERGENTOMYIA

DE LA REGION DE MARRAKECH

|. INTRODUCTION & OBJECTIFS

Les phlébotomes du gengergentomyia sont connus depuis longtemps comme se nourrissant
généralement sur les reptiles. lls sont impliquéssdla transmission dgauroleishmania,
Trypanosomatidés de reptiles dans I’Ancien Mondie.nke présentent donc pas de risque
épidémiologique pour I'Homme (Lane, 1993) bien geetaines espéces puissent se nourrir
sur I'Homme (Hoogstraa¢t al., 1962). Plusieurs virus ont été isolés des phédhes du
genreSergentomyia comme le virus Saboya (B al., 1999) et les virus ArD 95737 et ArD
111740 (Charret al., 2006). Récemment, l'isolement de 'ARN de virusrains chez les
especes du genfergentomyia, a permis de soupconner leur réle vecteur (Gebeaset al .,
2005 ; Charreét al., 2006).
De nombreuses especes et sous-especss gimtomyia ont été décrites. Leur statut comme
leur regroupement en sous-genres et groupes demesangrce de controverse (Benabdennbi
etal., 1996).
D’aprés le ministere de la santé du Maroc (Ano897), neuf espéces du gelsagentomyia
sont identifiées au Maroc (voir clé d'identificatiolesSergentomyia du Maroc). Malgré cette
richesse spécifique, seules des études morpholegyigat été menées sur les especes de ce
genre au Maroc et aucune caractérisation moléeué@st rapportée.
L’étude des espéces du geBeegentomyia de Marrakech a pour objectifs :

- d’établir l'inventaire des especes et de compaeers| répartitions entre le milieu

urbain et rural.



de souligner les difféerences morphologiques et ggep une clé d’identification
locale.

de caractériser ces espéces en cherchant d’évenaelueurs enzymatiques.
d’étudier différentes populations &ergentomyia minuta, I'espéce la plus abondante
du genreSergentomyia afin d’apporter de nouveaux éléments a la companaie ses

deux sous especes.



CLE D’IDENTIFICATION DES PHLEBOTOMES DU MAROC (suit e)

G/Sergentomyia

DETERMINATION DES ESPECES DU GENRE SERGENTOMYIA MALES

1- Pompe génitale dépourvue de pavillon................oo i iiiiiiiiiee e, S. lewisi

- Pompe génitale pourvue de pavillon.............ooviiii i e e e e e 2
2- PENIS @ EXITEMIE MOUSSE ... ...ttt eitet e ettt ee e et e e re et e een e ena e e araaeenees 3
- PENIS & EXITEMITE BCEIEE. .. ... ittt it e e e et e ettt e s 7
3-Style5a 7 foispluslong que large.......co.vevve i ii i e e e S. fallax

- Style 3 & 4 f0is PlUS 10NQ QUE Targe ....vv vt e et i s e et e e e e eee e e 4
4- Extrémité du pénis pourvue d’un renflement dégirsalement................occooviiennee. 5
- Extrémité du pénis pourvue d’'une telle protubéean.................ccoooiiiiiiii 6
5- Pénis8 a9 foispluslongquelarge........ccoovviiiiiiiiie i S. antennata
-Pénis4 a6 foispluslongquelarge ......ccoovevieiiiiiiie i e S. schwetzi

6- Soie non caduque insérée au voisinage immédi#iadex du style, fémur antérieur armé
(0 = o 1= S. dreyfussi

- Soie non caduque insérée a l'union du tiers mosemu tiers distal, fémur antérieur
(o 1= oo 0] VW 1o 1 =T o] 1= S minuta

7- Longueur de la partie libre du pénis plus graft® a 2,5 fois) que celle de sa base
d’insertion (raCing SUPEIEUIE)........u vt it ee e eet et e e e e ae e e e S. africana

- Longueur de la partie libre du pénis égale sead sa base d’insertion ........................8
8- Longueur des filaments génitaux égale a 3 faidohgueur du coxite, 10 a 12 dents
cibariales prinCipales. ... ... e S. clydel

- Longueur des filaments inférieur ou égale a 2 fi@i longueur du coxite, 2 a 5 dents

cibariales principales.............cccoii i e s S, CHPiStOphEr s



DETERMINATION DES ESPECES DU GENRE SERGENTOMYIA FEMELLES

1- Spermathéque tubulaire, sans conduit ni reSEBErencies.............cooevvveieinnnnn, 2

- Spermatheque avec conduit et réservoir diffEBmCl.........ccooviiiiiiii i, 5
2- Dents cibariales au nombre de 60 a 85, formaetpalissade rectiligne......... S..minuta

- Dents cibariales entre 13 et 20, disposées sutigme courbe et formant un feston............ 3

3- Armature pharyngienne peu différenciée, situédasdla partie postérieure rétrécie du
pharynx et formée d’écailles finement denticulées....................cooee e S. schwetzi

- Armature pharyngienne puissante, située dansateppostérieure renflée du pharynx et
formée d’épines plus au MOINS PUISSANTES ... ...iuiitieiiit e ieee e e e aaeeeneeens 4

4- Armature pharyngienne cordiforme, comportant xdéypes d’épines, les antérieures
longues et acérées, les postérieures ponctifori@ese cibariale ovalaire, sans prolongement
oL ] 1T P S. fallax

- Armature pharyngienne discréetement échancréepodant un seul type d’épine, longues et
aceérees, tache cibariale pourvue d’un prolongeaeérieur....................... S. antennata

5- Réservoir de la spermathéque annelé, armatoaeiaie constituée de deux types de dents,
OraNAES Bt PEIEES ...t et e e e et e e e 6

- Réservoir non annelé, dents cibariales d'unSg@@. ..o 7

6- Grandes dents cibariales (12-13) jointes, taciigariale avec un prolongement
=T 1 =TT | S. clydel

- Grandes dents cibariales (4-5) indépendanteshetacibariale ovalaire, sans
[o1ge] o] aTeT=] o 0 T= o | SR RPPUPPRRRIPI B o 0| g | (0] o g 1= £

7- Réservoir de la spermatheque orné d'une bandat@tple constituée de ponctuations,
fémur antérieur arme A’ €PINES. ... ...i it it e e e e e e e oo S. dreyfussi

- Réservoir dépourvu d’'une bande équatoriale, feantgrieur inerme................cccceevee 8

8- Réservoir de la spermathéque de forme ovalagde, dents cibariales (40-50) insérées sur
UNE [IgNE CONCAVE. .. ...ttt e e e e e e e e et e e e e e S. africana

- Réservoir sub-sphérique, dents cibariales (15p)antées sur une ligne droite.S. lewis



Il. LE GENRE SERGENTOMYIA A MARRAKECH
[1.1. Critéres morphologiques d’identifications
Le genreSergentomyia regroupe jusqu’a 12 sous-genres (Artemiev, 199 diagnose de ce

genre repose sur les criteres morphologiques sisivan

soies des segments 2-6 abdominaux inclinées.

- ascoides des segments antennaires pairs chemlekefe et simples chez les males.

- présence d’'un cibarium armé et d’'une plage pigneenté

- appareil génital méale formé d’'un style portant geiapines terminales et une courte
soie ventrale. Les lobes latéraux inermes.

- appareil génital femelle interne composé de deexmsathéques non segmentées (sauf

chez le sous genf&@ntonius) dont les conduits sont partiellement réunis.

[1.2. Inventaire faunistique

A l'aide des piéges adhésifs, nous avons colle8#®spécimens du genfergentomyia dans

la ville de Marrakech (31°36’N, 8°02'W; 471 m) earts des villages de la région: Souihla
(31°40'N, 8°11'W; 383 m), Rhmate (31°25'N, 7°52'W59 m) et Ourika(31°22'19N;
7°51'31W, 846 m).

En se basant sur les criteres morphologiques, aowss identifié quatre especes appartenant
a trois sous-genresParrotomyia (43.1 %),Sergentomyia (36.5 %) etGrassomyia (20.4 %).
Sergentomyia (Parrotomyia) africana Newstead (43.1 %) est I'espéce la plus abondante,
suivie parS. (Grassomyia) dreyfussi Parrot (20.4 %)S. (Sergentomyia) fallax Parrot(19.7 %)

et S (S) minuta Rondani(16.8 %) (Tableau 16). Abonnenc et Léger (1976) mnojpose
d’élever au rang générique I€sassomyia mais la classification des phlébotomes établie par
Rispail et Léger (1998b) considere |€&rassomyia comme un sous-genre du genre

Sergentomyia.



En utilisant le méme type de piégeage (papier hudésex-ratio est en faveur des males pour
S africana et S minuta et il est en faveur les femelles pour les esp&eakeyfuss et S

fallax. Aucune anomalie morphologique n’est détectée abegliatre espéeces.

Tableau 16 Inventaire des quatre especes du g8ergentomyia collectées.

S africana S dreyfuss S fallax S minuta

M F M F M F M F
Marrakech 1 2
Souihla 45 14 2 6 5 4 6
Rhmate 6 13 1 8 2 3
Ourika 1 2 10 4 2
Total 45 14 8 20 8 19 12 11
% 43.1 20.4 19.7 16.8

Il faut noter une différence dans la répartitionads especes en fonction des habitats. La
richesse spécifique est plus importante en miliealrdans les villages: Souihla, Rhmate et
Ourika, tandis que seules les espé&tdallax et S. minuta sont collectées en milieu urbain (la
ville de Marrakech) et avec une faible dens8éafricana est collecté seulement a Souihla
avec un effectif élevé et associé avec les ausesoes du genffergentomyia.

On se basant sur les criteres morphologiques, moaposons une clé d’identification

simplifiée pour lesSergentomyia de la région de Marrakech :

Pour les méles
1. Style long, soie non caduque gréle, courte régséout prés des épines apicales. Valves
péniennes digitiformes et légerement renflées Kexyémité distale (Fig. 27a).....S.fallax

2. StYIE COUM BT IrAPU . .. e e e e e e e e e e e et et e e e e e 3



Chapitre IV : Caractérisation moléculaire des Phlébotomes

3. Soie non caduque insérée tout prés des épinegesninales. Valves péniennes
régulierement effilées a I'apex (Fig. 27D)......uceeceeiiie i, S. dreyfussi

4. Soie non caduque loin des épines sub-terminales...............cococcii i, 5

5. Soie non caduque insérée au niveau du tiersalapialves péniennes sont épaisses,
digitiformes et arrondies a I'apeX (Fig. 27C).......umme et eii i iiieiie e e S. minuta

6. Soie non caduque insérée au niveau du tie @Sg. 27d)................c.oeeee. S. africana

Figure 27. Style avec soie non caduque chez les quatre espléSergentomyia
a. S fallax, b. S dreyfuss, c. S minuta etd. S africana



174 Chapitre IV : Caractérisation moléculaire des Phlébotomes

Pour les femelles
1. Spermathéques avec réservoir capsulaire orné@ dhneau de fins spicules (Fig.

2= 03 S. dreyfussi
2. Spermatheéques sans réservoir CapSUIAINe ............coeumereceeierineciieieieeiieeeneenenns 3
3. Spermathéques en capsule allongée (Fig. 28d)...cumeevervieiieiiiiininnnn.n. S. africana

4. Spermathéques tubulaires non différenciés.............cccoceeeei i i iiieeeeen b
5. Armature cibariale en rangée transversale, igulde 70 a 100 dents (Fig.
2= T ) S. minuta

6. Pharynx cordiforme. Cibarium porte 16 a 18 d¢hig. 28b)....................ce... S. fallax

Figure 28.Criteres de différenciation des femellesSegentomyia de Marrakech.

a. Cibarium deS minuta ; b. Pharynx de& fallax ; c. Spermathéques &dreyfuss ; d. Spermatheques & africana



II. 3. Analyse isoenzymatique

a. Origine des populations
Les mémes populations &ergentomyia de Marrakech ont été caractérisees grace a I'amalys
isoenzymatique: Marrakech ville, Souihla, Rhmat®etika. A cause du faible effectif, nous
avons regroupé les populations de méme espéce.
Treize systemes enzymatiques ont été testés : BBFN), HK, FUM, MDH1, MDH2, ME,
6PGD,aGPDH, ICD1, ICD2, TREH et ACO. Les traitements desnées sont faites a l'aide
des logiciels BIOSYS-2 (Swofford et Selander, 198 GENEPOP (Raymond et Rousset,
1995). L'analyse enzymatique a permis l'identificatde huit enzymes polymorphes (HK,
PGM, PGI, 6PGD, MDH1, MDH2, FUM et ACO) et cinq nwnorphes (ME,aGPDH,

ICD1, ICD2 et TR1).

b. Variabilité génétique
Seuls les locus présentant plus d’'un seul allete étudiés. Les fréquences alléliques et le
nombre d’individus analysés par locus sont préseti@s le Tableau 171.e polymorphisme
observé pour chaque espece est relativement e de 70% de locus polymorphe par

espece) (Tableau 18).

Tableau 17 Fréquences alléliques dexrgentomyia de Marrakech avec la taille des

échantillons (N).

S minuta Sfallax S africana S dreyfuss

PG 21 10 22 8
2 . 024 . 000 . 000 . 875
3 . 000 . 000 . 795 . 063
4 . 643 . 500 . 023 . 063
5 . 048 . 000 . 159 . 000
6 . 190 . 500 . 000 . 000
9 . 095 . 000 . 023 . 000

PGV 13 6 26 10
1 077 . 667 . 058 . 000
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Tableau 18.Estimation de la variabilité génétique des quaspeees d&ergentomyia

Espece Taille moyenne Nombre moyen % daslo Ho He
de I'échantillon d’allele par locus polgmphe

Smnuta  17.9 (2.6) 3.3(.5) 87.5 100 (.035)  .323(.077)
S fallax 6.0 (.8) 2.0 (.3) 75.0 .046 (.030) .384 ( .0B)

S africana  23.4 (2.8) 2.8 (.5) 87.5 .078 (.044) .231 (.074)
Sdreyfuss 6.4 (1.2) 2.1(.3) 75.0 156 (.056) .260 ( .089)

Quatre marqueurs enzymatiques pour les trois senseg ou les quatre espéces ont été
identifiés (Tableau 19).

- FUM sépare les trois sous-genres (Fig. 29): ledea 01 et 06 sont présents chez les
Sergentomyia (S fallax, S. minuta); les alléles 02 et 04 chezParrotomyia et les alléles 05 et

08 caractérisent le sous-ge@eassomyia.

FUM

SM LC LC SD SA| SF LC

Figure 29.Profil enzymatique de la Fumarase.

SM. S minuta, LC. P. longicuspis, SD. S. dreyfussi, SA. S. africana, SF.S. fallax



- ACO sépare les deux espéces du sous-gamgerfomyia: I'alléle 01 caractéris& minuta
tandis que l'alléle 04 caractériSefallax.
- Les enzymes PGI et MDH2 présentent des alleles/gu différencierS. minuta et S

africana (Fig. 30).

'MDH2

SA SM SA SM SA SM SA SM SM SM SA SM SA SM SA SA SA

.0“!.0
" - 8

Figure 30.Profil enzymatique de deux systemes MDH2 et PGI

PGl

pour les especes minuta(SM) etS. africana (SA).



Tableau 19 Alleles marqueurs des quatre espéces inventoriées

Espece Les alleles marqueurs

FUM ACO PGI MDH2
S. minuta (01)*, (06)  (01)* (02), (06) (01)*, (05)
S. fallax (01)*, (06)  (04)*
S. africana (02)*, (04) (03)* (02)*, (04)
S. dreyfussi (05)*, (08)

* |'alléle le plus fréquent

c. Equilibre de liaison
Le désequilibre de liaison a été recherché pows lesicouples d’alléles possibles entre deux

locus et pour les quatre espéces. Aucune assace@tioe génotypes n’'a été déecelée.

Tableau 20.Matrice de distance génétique de Nei (haut) efrdiesx de fixation Fst (bas).

Population S minuta S fallax S africana S dreyfuss
S minuta Fkkkk 0.498 1.213 1.856

S fallax 0.3666 ok 1.896 1.728

S africana  0.6520 0.6945 kkkk 0.894

S dreyfuss  0.6379 0.6318 0.6924 kkkk

d. Distance génétique
La distance génétique de Nei et I'index de fixatgont présentés dans le Tableau 20. Le
phénogramme (UPGMA) obtenu (Fig. 31) a partir desadces de Nei indique une nette
séparation entre les trois sous-genres. La distgéoétique qui sépare les especes du méme
sous-genre§ minuta et S. fallax) est inférieur a 0.6. Les quatre especes se sépaueune
distance génétique inférieur a 1.6. Les valeurdbaatstrap obtenues apres 100 répliques,

montrent la robustesse de 'arbre obtenu (la valeuvootstrap est supérieure a 80%).
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Figure 31.Phénogramme établi a partir de la matrice de distde Nei pour les quatre
especesergentomyia de Marrakech. Les nombres correspondent aux vatieulb®otstrap

obtenues aprés 100 répliques.



Chapitre IV : Caractérisation moléculaire des Phlébotomes

lll. SERGENTOMYIA (SERGENTOMYIA) MINUTA RONDANI, 1843

[11.1. Criteres morphologiques d’identification

Les spécimens d&ergentomyia (Sergentomyia) minuta Rondani, 1843, du nord et du sud
marocain se caractérisent par :

Chez le male, le style (Fig. 27c) est court, trapporte quatre épines terminales groupées et
une soie non caduque insérée au niveau du tiecalapes valves péniennes sont épaisses,

digitiformes et arrondies a I'apex.

RESST |

Figure 32 Spermathéques de la femelleQieninuta

Chez la femelle, les spermathéques (Fig. 32) desed et sans réservoir différencié. Le
pharynx (Fig. 33) porte de trés fins denticulesr@sélL’armature cibariale (Fig. 28c) est tres
développée. Elle est sous forme d’'une rangée teasale, réguliére de 70 a 90 dents (Tableau
21) quadrangulaires sur lesquelles se surimposelaggie pigmentée ovalaire a grand axe

transversal.



Chapitre IV : Caractérisation moléculaire des Phlébotomes
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Figure 33 Téte de la femelle d& minuta

Les résultats du Tableau 21 nous ont permis de lévenda carte (Fig. 34) qui donne les
valeurs moyennes du nombre de dents cibariale$. dainuta relevés autour du bassin
méditerranéen (Benabdennbi, 1994). Seules les aigug a un effectif supérieure a 5
individus sont considérées. Nous avons trouvé lemen@aleur moyenne (83) dans le nord

(Chefchaouene) comme dans le sud (Marrakech, SQuitdrocain.

Tableau 21 Nombre de dents cibariales enregistré chez deslatons marocaines @& minuta

Localité nbr de femelles examinées nbr de dabtwiales enregistré
Chefchaouene 7 entre 80 et 85
Marrakech ville 17 entre 75 et 90

Ourika 2 entre 80 et 82

Rhmate 3 entre 79 et 85

Souihla 9 entre 80 et 85
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42
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60
71 63 61
83 81 75 70 62
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67
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Figure 34.Carte représentant les valeurs moyennes du norelaterds cibariales d&

minuta dans différentes régions du bassin méditerranéen

Il s’agit de Sergentomyia (Sergentomyia) minuta parroti Adler et Theodor, 1927, une sous-
espece nord-africaine @&ergentomyia (Sergentomyia) minuta Rondani, 1843.

Le critere morphologique retenu pour créer cettelsision est le nombre de dents cibariales
des femelles : 40 en moyenne p&um. minuta a localisation européenne et 70 p&um.
parroti en Afrique du nord (Fig. 34).

Des études systématiques réalisées sur un granbrea® populations montrent qu’ils s’agit
d’une variation continue du caractére qui constéitein cline nord-sud (Riouet al., 1975b ;
Légeret al., 1979 ; Belezzougt al., 1982 ; Pessost al., 1984) ce qui remet en cause la

séparation des deux sous-espéeces.



[11.2. Analyse isoenzymatique

a. Origine des populations

Afin de vérifier 'hypothese de la séparation newd méditerranéenne, nous avons évalué la

distance génétique entre nos populations maroca&indss populations européennes. Ainsi,

10 populations ont été testées (Tableau 22).

Tableau 22.Populations d&. minuta testées.

Pays Région Localité Code
France Alpes-Maritimes banlieu nord de Nice NFB
France Alpes-Maritimes Beaulieu-sur-Mer FBM
France Hérault Roquebrun FHR
Espagne Catalogne Torroja ECT
Portugal Alto Douro Cheires PAC
Maroc Nord Taounate MNT
Maroc Nord Chefchaouene MNC
Maroc Sud Rhmate MSR
Maroc Sud Souihla MSS
Maroc Sud Touama MST

b. Variabilité génétique

Neuf systemes enzymatiques (PGl, PGM, HK, FUM, MDNIE, 6PGD, ICD1, ICD2) ont

été testés sur les dix populations. Les fréquealtéiques et le nombre d’individus analysés

par locus sont présentés dans le Tableau 23. $eldcus ICD1 est monomorphe. Une



estimation de la variabilité génétique des dix pajpons est présentée dans le Tableau 24. La

population de Cheires (PAC) présente le taux dgnpatphisme le plus élevé (88.9%).

Tableau 23.Fréquences alléliques, taille des échantillonsdiNgst de I'équilibre de Hardy-

Weinberg (P) pour les populations Siemninuta.

Locus FBN FBM FHR ECT PAC MNT MNC MSRSS MST

PGl
(N) 4 45 28 4 33 28 14 18 7 5

1 1.000 1.000 .946 .750 .909 6.44000 .028 .000 .000
2 000 .000 .018 .125 .06089. .107 .056 .000 .000
3 .000 .000 .018 .000 .00000. .036 .000 .000 .000
4 .000 .000 .018 .000 .01314. .786 .583 .571 .800
5 .000 .000 .000 .125 .01850. .000 .056 .143 .000
6 .000 .000 .000 .000 .00000. .036 .222 .000 .000
7 .000 .000 .000 .000 .00000. .036 .000 .000 .000
8 .000 .000 .000 .000 .00000. .000 .000 .143 .000
9 .000 .000 .000 .000 .00000. .000 .056 .143 .200
P 1.000 1.000 1.000 .067 1.000 .011 .01P11

PGM
(N 4 53 28 6 03 35 16 10 6 4
1~ .000 .321 .000 .250 .31714. .156 .100 .000 .000
2 000 .028 .018 .000 .01Z14. .250 .350 .500 .500
3 875 557 .714 250 .60071. .594 .150 .333 .125
4 125 .094 .196 .333 .06D00. .000 .100 .083 .000
5 .000 .000 .036 .167 .00000. .000 .000 .000 .000
6 .000 .000 .036 .000 .00000. .000 .100 .000 .375
7 .000 .000 .000 .000 .00000. .000 .000 .083 .000
8 .000 .000 .000 .000 .00000. .000 .100 .000 .000
9 .000 .000 .000 .000 .00000. .000 .100 .000 .000
P 1.000 .408 .157 1.000 .002 .048 .03@94 .459 .086

HK
(NN 4 56 28 6 23 31 18 22 8 6
1 .750 .964 .982 1.000 .96910.7.000 .091 .000 .167
2 250 .036 .018 .000 .01@74. .972 .682 .875 .833
3 .000 .000 .000 .000 .01616. .000 .159 .125 .000
4 000 .000 .000 .000 .00000. .028 .068 .000 .000
P 1.000 1.000 1.000 1.00000 1.000 .009 .067 .091

FUM

(N) 3 29 12 1 3222 19 10 8 4
1 1.000 .983 1.000 1.000 .984 .95895 .900 .625 1.000
2 .000 .000 .000 .000 .00045. .000 .100 .000 .00O
3 .000 .017 .000 .000 .000OOCO. .000 .000 .063 .000
4 000 .000 .000 .000 .01600. .000 .000 .000 .000



5 .000 .000 .000 .000 .0000CO. .000 .000 .000 .000
6 .000 .000 .000 .000 .00000. .053 .000 .313 .000
7 .000 .000 .000 .000 .00000. .053 .000 .000 .00O
P 1.000 1.000 1.000 1.00@m63 .210

MDH1

(N 4 62 18 5 2124 23 16 2 3
1 625 .597 .556 .700 .61938. .957 .813 1.000 .333
2 375 .403 .444 300 .38063. .000 .000 .000 .000
3 .000 .000 .000 .000 .00000. .043 .000 .000 .000
4 .000 .000 .000 .000 .00000. .000 .188 .000 .667
P 429 .121 .657 1.000 .382 1.0000Q .001 200
ME

(N 4 59 25 1 33 32 9 10 1 1
1 1.000 1.000 1.000 1.000 .985 1.00000 1.000 1.000 1.000
2 .000 .000 .000 .000 .01B00. .000 .000 .000 .000
= 1.000

6PGD

(N 4 45 20 7 4221 28 20 9 7
1 1.000 1.000 .850 1.000 .979 .92839 .775 .944 1.000
2 .000 .000 .150 .000 .02048. .089 .025 .056 .000
3 .000 .000 .000 .000 .00024. .071 .175 .000 .000
4 .000 .000 .000 .000 .00000. .000 .025 .000 .000
= .030 1.000 1.000 .113 .02300.0
ICD2

(Ny 2 52 20 7 3427 6 1 1 1
1 1.000 .981 1.000 1.000 .985 1.00000 1.000 1.000 1.000
2 .000 .019 .000 .000 .01B00. .000 .000 .000 .000

P 1.000 1.000 1.000
ICD1
(N 4 64 16 6 62 29 6 1 2 1

1 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.a0mOO 1.000 1.000 1.000

c. Equilibre de Hardy-Weinberg (HW)
Le test de I'équilibre de HW est donné dans le @abl23 (X test, P < 0.05). Certaines
populations ne sont pas en équilibre de HW et c&alélibre est di essentiellement a un
déficit en hétérozygotes : la population FHR poBG® (Fis = + 0.608) ; PAC pour PGM
(Fis = + 0.502) ; MNT pour PGM (Fis = + 0.321) ; NINoour HK (Fis = + 0.847) ;
MNC pour PGM (Fis = +0.666) ; MSR pour PGI (Fis =0630) ; MSR pour HK (Fis = +
0.634) ; MSR pour MDH1 (Fis = + 1.000) ; MSR pol@D (Fis = + 0.456) ; MSS pour PGI

(Fis = + 0.533).



Ces déseéquilibres sont peut-étre dus aux faibfestds ou a des particularités génétiques de

ces populations.

Tableau 24.Estimation de la variabilité génétique des popatetideS. minuta

Population Taille moyenne  Nombre moyen Yootbei$ Ho He

de I'échantillon  d'alléle par locus  polymbe
FBN 3.7 (.2) 1.3(.2) 33.3 .111(.061) .135(.072)
FBM 51.7 (3.6) 1.8(.3) 55.6 .109 (.060) .13676)
FHR 21.7 (2.0) 2.1(.5) 55.6 116 (.056) .152 (.069)
ECT 4.8 (.8) 1.7 (.4) 33.3 196 (.099) .19302)
PAC 29.4 (1.5) 24 .3 88.9 114 (.044)155 (.070)
MNT 27.7 (1.6) 2.2 (.4) 66.7 127 (.051)206 ( .081)
MNC 15.4 (2.5) 23(.4) 66.7 128 (.047) .176€8)
MSR 12.0 (2.6) 3.1(.8) 66.7 123 (.057)317 (.101)
MSS 4.9 (1.1) 2.1 . 55.6 109 (.047)247 ( .099)
MST 3.6 (.7) 1.2} 44.4 .028 (.028)208 ( .089)

Tableau 25.Matrice de distance génétique de Nei (haut) efrdsx de fixation Fst (bas).

Populaton FBN FBM FHR ECT PAC MNT MNC MSR MSS MST

FBN ek 019 013 .050 .019 .045 .233 .230 62 .302
FBM .0429 *** 013 .020 .001 .061 .293 .257313 .332
FHR -.0169.0599 **** (031 .012 .060 .297 .268322 .341
ECT 1250 .0552 .0994 ** 019 .062 .284 .221 8% .309
PAC .0174 -.0095 .0436 .0364 ***** 051 .279247 .303 .326
MNT 0827 .2152 .1944 .1548 .1708 **** 121122 .141 .214
MNC 4867 .5634 .5753 .5196 .5546 .3004 ***** 037034 .102
MSR 3150 .5344 .4891 .3098 .4805 .2487 .0667 **042 .064
MSS 3992 .6471 .5808 .4344 5941 .3032 .0578 7.005** .109

MST 5050 .6728 .6224 .4933 .6208 .3789 .2053 020397 *****




d. Equilibre de liaison
Le déséquilibre de liaison a été recherché pows kesicouples d’alleles possibles entre deux
locus et pour chaque population. Les locus : PGI:HMGM-HK ; PGI-HK ; PGM-HK et
PGM-6PGD sont significativement liés chez les papohs de: PAC R=0.018); PAC

(P=0.008); MNT £=0.001) ; MNT P=0.005) et MNC P=0.008), respectivement.

e. Structuration génétique
La distance génétique de Nei et I'index de fixatgont présentés dans le Tableau 25. Le
dendrogramme obtenu (UPGMA) a partir des distamdesNei (Fig. 35) montre une
séparation entre les populations@leninuta du nord (France, Espagne, Portugal) et du sud
méditerranéen (Maroc). La population de Taounabed(marocain) est sur la méme branche

que les populations de I'Europe mais elle sort &/@o.

* FBN
* % %
* * FHR
* kk k k%
* * * FBM
* * % %
B R R I b b b b b b b b I b b b b I I I b I b I I I I I I 54(** PAC
* * *
* * * % EC'I'
* *
* *kkkkkk*x 'vl\n'
*
* * % % % M\IC
* * %
* *kkkkkkkkkhx*k '\/BS
* * *
*kkhkkkhkkhkkkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhhhhkkkkk k% * % % % % NBR
*
*kkkkkkkkkhx*k '\/BT
1 S S S S B S S S &
.40 .33 .27 .20 .13 .07 .00

Figure 35. Dendrogramme établi & partir de la matrice deadist de Nei. Les nombres

correspondent aux valeurs de bootstrap obtenués &p0 répliques.



[11.3. Commentaires

Sergentomyia minuta parroti s’étend sur la bordure méridionale de la régionitagdnéenne
du Maroc a Chypre. Sa limite sud coincide avecdbka&a (Abonnenc, 1972). Il est signalé
dans les trois pays d’Afrique du Nord (Bailly-Choarmaet al., 1971; Crossett al., 1978;
Dedetet al., 1984) et il est considéré ubiquiste au Marodl(B&houmaraet al., 1971).

La comparaison des populations 8eminuta parroti du Maroc avec celles d8 minuta
minuta de I'Europe (Espagne, France et Portugal) montee a@paration des deux groupes
(Figure 35).

Les deux locus PGI et HK semblent séparer les pdipaks deS. minuta minuta de celles de

S minuta parroti. L’allele 01 de la PGI est majoritaire chez les dapans de I'Europe alors
que l'allele 04 domine chez les populations du Marb'allele 09 du méme locus est
enregistré seulement dans le sud du Maroc. Meay. (1983) signalent une distinction entre
les males et les femelles &ergentomyia magna du Congo au niveau du locus de la PGI.
Durant ce travail, nous n’avons observé aucunérificiation sexuelle.

Pour le locus HK, l'allele 01 est bien représeritézcles populations de I'Europe et remplacé
par l'allele 02 au Maroc. Au sein des deux margsi@mzymatiques, nous trouvons des alleles
en commun, témoin d’interfécondité possible ergsedopulations d& minuta du nord et du
sud méditerranéen.

La morphologie (dents cibariales) est en faveundline (variation continue du nord au sud)
qui est démontré dans I'ouest (Rioetxal., 1975b) que dans I'est du Bassin Méditerranéen
(Légeret al., 1979 ; Pessort al., 1984). Par contre, I'analyse enzymatique n’ap@ds
d’élément décisif en faveur de ce cline puisqu’ibritre une séparation des populations
marocaines a I'exception d’'une mais qui est tounéene différente.

Vu sa vaste aire de répartitio, minuta mérite une étude, morphologique et moléculaire,

plus approfondie sur un nombre plus important dqaufadions.
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SYNTHESE & CONCLUSION GENERALE

Les phlébotomes sont des diptéres qui posent Wigme de santé humaine et animale. Leur
réle vecteur a été démontré dans les arbovirosetams les leishmanioses qui sont des
affections parasitaires dont la focalisation dépdada distribution de ces insectes (Killick-
Kendrick et Ward, 1981). La réussite d'un programdee lutte contre les leishmanioses
nécessite une connaissance préalable et approfdedies vecteurs. Dans cette optique, nous
avons mené de pair des recherches écologiques étutdes moléculaires sur les phlébotomes
de la ville de Marrakech et ses marges. Nous apmt®dé en deux étapes :

- Etape |: inventaire faunistique des espéces débptbmes dans la zone d'étude ;

fluctuations saisonniéres et répartition spatiogeralle.
- Etape Il : analyse moléculaire : isoenzymatigueABNmt, sur les populations des
especes inventoriées.

Le choix de Marrakech comme zone d’étude est foesientiellement sur sa position
carrefour entre le foyer de leishmaniose cutanéendatique aleishmania major de
Ouarzazate (Riouxt al., 1986a) et les foyers de leishmaniose anthropguetal. tropica
d’Azilal (Pratlonget al., 1991) et de Chichaoua (Guernaetual., 2005a).
L'inventaire des phlébotomes de la ville de Mardkeévéle la présence en sympatrie de
trois especes vectrices des trois leishmanies mesptes des foyers marocains de
leishmanioses Phlebotomus papatasi/L. major, P. longicuspis/L. infantum et P. sergenti/L.
tropica. Ces trois espéces sont ubiquistes au Maroc {Ballbumaraet al., 1971 ; Riouxet
al., 1984). Au sein du geni®ergentomyia, nous avons collect® minuta et S fallax dans la
ville de Marrakech.
L’identification de deux vecteurs prouvé®: papatas et P. sergenti (Killick-Kendrik et
Killick-Kendrik, 1999) et d’'un vecteur suspect@. (ongicuspis) de leishmaniose dans une

région entourée des foyers leishmaniens est um sigrsituation inquiétante.
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Un plan d’action anti-vectoriel efficace se base @oe connaissance préalable du vecteur
dans son milieu naturel pour préciser les biotaides périodes d’intervention ainsi que les
conditions biotique et abiotique qui favorisenpldliulation du vecteur.

L’'analyse des fluctuations saisonniéres des espagesatoriées a Marrakech montre deux
pics de densité totale des phlébotomes: pic de mbke et pic de maiP. papatasi est
'espece la plus abondante et active sur toutenéanll présente deux pics de densité : pic
d’automne (novembre) et pic d’été (juin). Ces ridal permettent de cerner les périodes a
risque augmenté de transmissionldamnajor a Marrakech. La connaissance précise de ces
périodes peut aider a I'intervention anti-vectdeielans cette région.

L’augmentation de la transmission des leishmanisle résultat des modifications de
'environnement et du bouleversement de I'équilibedurel qui favorisent l'installation de
I'insecte vecteur et/ou le réservoir (OMS, 1990a tone de répartition géographique du
phlébotome dépend fortement des conditions de ifenmement avec des mécanismes
complexes et intriqués (Rodhain, 2000). Seule ppecehe intégrée peut permettre de mieux
comprendre ces phénomeénes et de permettre laiprédiss risques.

Au Maroc, plusieurs travaux (Riowet al., 1984 et 1997; Rispagt al., 2002, Rioux et de La
Rocque, 2003) ont souligné le réle joué par le Ibiwat sur la répartition des phlébotomes et
le risque leishmanien. Par contre, peu de travaancernent I'action anthropogéne qui
influence de fagcon importante I'abondance et l&ithstion spatio-temporelle des populations
de phlébotomes.

L'urbanisation accélérée et non planifiée constitndacteur de risque pour les leishmanioses
dans le monde (Desjeux, 1999). Elle contribue pelsistance de la maladie et a I'extension
des foyers ruraux vers les villes (OMS, 2002). Auwarbt, la leishmaniose cutanée

anthroponotique est communément liée au milieul.ru€ette forme de la maladie a
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commencé a apparaitre dans certains sites pérngric@mme le cas de Taza (Guessouss
Idrissiet al., 1997) et de Zouagha Moulay Yaagoub (Fés) (Ragteiail, 2004).

La dynamique démographique soutenue qu’a connégiam de Marrakech Tensift-Al Haouz
est a l'origine d’'importants changements dans Imaloe de I'habitat et de I'urbanisme qui
ont engendré de multiples problémes de dysfonoctioremt et de gestion. Ces problemes sont
matérialisés, entre autres, par la multiplicatiangpessive et les extensions, quelquefois
démesurées, des espaces urbains, par I'exodevenslles principales villes de la région,
surtout vers Marrakech, par l'insuffisance des geuients publics et de l'infrastructure de
base et par le développement de I'habitat anarehéjinsalubre.

L’étude de la répartition de la faune phlébotomeede Marrakech en fonction des habitats,
montre une condensation qualitative et quantitaties phlébotomes dans les douars. Le
nombre de douars dans l'agglomération de Marrakdépasse les centaines. lls se
caractérisent par un habitat a patio sur une ttaoiee ou insalubre. Hormis les douars ruraux
originels qui ont été intégrés dans I'extensiorpdtimeétre urbain, les autres ont été constitués
clandestinement de maniere anarchique par des actup faibles revenus dont la majorité
sont issus de I'exode rural. Les mouvements deslptpns rurales vers les villes constituent
un autre facteur de risque important qui favorisebhnisation des leishmanioses (OMS,
2002 ; Desjeux, 2004).

Les populations des douars aménent avec ellemnitesax domestiques et procedent méme a
des élevages de bétail sur place. Dans ces milggug|us de la présence humaine et animale,
I'environnement offre une richesse en matiére dogyanet un abri. Ces conditions constituent
un habitat de choix pour les vecteurs. Les matiérganiques telles que la bouse de vache
offrent un terrain idéal aux phlébotomes, tant daysonte que comme gites larvaires (OMS,
2002). Au Maroc, Guernaoet al. (2006c) attirent I'attention sur le role de cersatypes de

constructions habitables (en terre ou en bétonlesu@partition des phlébotomes. En effet, les
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vecteurs sont abondants seulement dans les geastides constructions sont faites en terre
(Guernaoukt al., 2006c¢).

La diversité de la faune phlébotomienne est plysomante dans les douars et les quartiers
pauvres ce qui s’explique par la diversité dessgie des hétes (Hommes et animaux
domestiques) disponibles. Méme si les problemesasas sévissent principalement dans les
guartiers pauvres et les douars, les quartiergsicte sont pas totalement a I'abri du risque
leishmanien pour autant. Ainsi, nous avons collétéhlébotomes vecteuB. papatasi, P.
sergenti et P. longicuspis) dans les quartiers les plus riches de Marrakésghelfz et
Semlalia). La menace posée par la ruralisatiompciéss a des mouvements de populations
vers les villes ainsi que I'urbanisation anarchicest de nature publique et nécessite donc une
intervention des autorités pour contrdler les resqul’aménagement et la gestion de
'environnement peuvent étre des méthodes de kiieaces. L'urbanisation étudiée et
contrélée avec la destruction des habitats deswecet des réservoirs, I'amélioration de la
gualité de I'habitat humain, le traitement des @éehet des ordures et la séparation des
animaux des habitats humains sont des moyens gtaidet permettre de réduire la densité
des phlébotomes et, par conséquent, limiter leieidgishmanien.

L'effet global des changements de I'environnememtnsanifeste sur la distribution des
vecteurs soit par leur disparition suite a la deston des habitats soit par leur extension
géographique et leur abondance suite a la créat®rconditions plus favorables a la
pullulation. Dans notre travail, sell. papatas persiste et résiste aprés les phénomenes
d’'urbanisation a Marrakech. D’ailleurs, ce vectsadapte trés bien aux habitats «artificiels»
(Kamhawiet al., 1991) et il est plus abondant dans les écosysténoglifiés (Wasserber

al., 2003b).

En résumé, nous signalons un haut risque leishmanbarrakech a cause de la co-existence

des conditions d’'un foyer potentiedishmania major :
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- présence dP. papatasi, vecteur dont le réle épidémiologique est bieblégu Maroc
(Rioux et al., 1986b) et qui est bien adapté aux conditions atitpies de la région
(Crosetet al., 1974). Il est actif sur toute 'année et réskin aux modifications du
milieu.

- omniprésence des rongeurs réservoirs, notamieniones shawi qui constitue le
principal réservoir dé&. major au MaroqRioux et al., 1982).

- proximité de Ouarzazate qui constitue un foyerfaisi leishmaniose cutanéelLa
major (Rioux et al.,, 1986a) avec des mouvements de populations eafgedeux
régions.

L’identification précise des vecteurs de leishmaasest primordiale pour I'épidémiologie de
la maladie. Les espéces vectrices varient d'unrfayel'autre et leur identification
morphologique est souvent difficile. En outre, &erjoué dans la transmission par chacune
d'entre elles n‘apparait pas uniforme dans sondaingpartition. Ceci semble indiquer qu'il
existe dans les populations de phlébotomes desitioms génétiques conditionnant leur
pouvoir vectoriel. La recherche de caracteres nutdées, toujours associée a I'étude
morphologique, s'avére utile pour préciser lestdéffices inter- et intraspécifiques et tenter de
mettre en évidence d'éventuels marqueurs des pgmmdaectrices.

Le typage enzymatique des populationsPd@apatasi est réalisé dans le but de déterminer
'origine du repeuplement de Marrakech apres lasainx d’aménagements. Les résultats
montrent une grande similitude génétiqgue entrepepgulations urbaine et rurale de
papatasi dans la région de Marrakech. Nous avons compas s populations marocaines
deP. papatasi avec d’autres populations naturelles du bassiriteréahéen (Espagne, Chypre
et Syrie). L'analyse de la distance génétique emts populations montre une nette

structuration entre |g3. papatasi de I'Est et ceux de I'Ouest méditerranéen.
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Dans la littérature, aucune structuration génétiglest signalée entre les populationsRie
papatasi que ce soit par le typage enzymatique (Kasaeah, 1993 ; Beleret al., 2004) ou
par I'analyse de 'ADNmt (Esseghéat al., 1997). Ces résultats peuvent étre expliqués par
l'utilisation de populations d’élevage dans cesdr.

En Egypte, un élevage de papatas analysé a la 32° génération présente un taux de
polymorphisme élevé, comparable a celui de la jmn naturelle d’origine, mais a la %34
génération, ce taux n'est plus que de 23,5 % (Kasseal., 1990). Mukhopadhyagt al.
(1997) comparant une population d’élevageLdizomyia longipalpis maintenue pendant 24
ans, a celle d'origine, constatent une baisse itapt# du taux de polymorphisme (de 50 a
21%). Ainsi, les populations d’élevage ne sont fmagours représentatives du patrimoine
génétique naturel.

Si le statut épidémiologique d& papatasi est bien défini au Maroc (Rioust al., 1982 ;
1986a;b), celui dé>. sergenti se complique de plus en plus. La leishmaniosenéetal .
tropica est la forme la plus active actuellement au Mass®c un polymorphisme
considérable du parasité...tropica MON-102, MON-107, MON-112, MON-113, MON-122,
MON-123 (Pratlonget al., 1991).

Des foyers sont identifiés constamment : Tanans danrégion d’Azilal (Guilvardet al.,
1991), Smimou dans la région d’Essaouira (Pratlengl., 1991), Taza (Guessous Idrissi,
1999), Zouagha My Yacoub dans la région de Fés jéiebaet al., 2004), Chichaoua
(Guernaoukt al., 2005a) et réecemment le nouveau foyer d’El Hd&amaoui, 2006).

Le cycle épidémiologique est classiquement condidéemme étant anthroponotique mais des
cas de leishmaniose cutanée canine causéds papica sont identifiés a Tanant (Dereuse
al., 1991) et récemment a El Houcirfizamraniet al., 2002), d’ou I'hypothése de I'existence
de souches zoonotiques. La situation se complitaadtage du fait de I'existence d’especes

cryptiques chez le vecteBr sergenti (Yahiaet al., 2004).
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Nous avons souligné un déséquilibre génétique dpslations deP. sergenti du nord et du
sud marocain. Chez les phlébotomes, deux causespates sont habituellement évoquées:
- Un isolement génétique qui se traduit par unemtss totale d’hétérozygotes. La mise en
évidence d’alleles uniquement sous forme homozygot®cus de la peptidase a permis a Le
pont et al., (1985) de distinguer deux especes cryptiqueg €Esgchodopygus carrerai.
Dujardin et al., (1996), a partir du déséquilibre de HW au lodasla glycérophosphate
déshydrogénase, démontrent I'existence d’'une dp@tieryptique chetutzomyia trapidoi.
- Un effet Wahlund qui se manifeste par un défeithétérozygotes et qui correspond a un
regroupement de petites sous-populations de tdifi@rente a l'intérieur d’'une méme
population (Kasseret al., 1990 ; Meryet al., 1982).
Nous privilégions le deuxiéeme cas qui consid@raergenti du Maroc comme un complexe
d’especes cryptiques. Ainsi, des recherches do#eatapprofondies afin d’étudier I'effet de
cette variabilité intraspécifique sur la transmissilu parasite.
Un autre probleme taxonomique des phlébotomes wect@u Maroc est évoqué chez les
Larroussius. Le complexeP. perniciosus au nord du Maroc est constitué de trois
especes (Pessehal., 2004):

- P. perniciosus avec deux formes, une forme typique et une atyrecie.

- P.longicuspis qui peut étre confondu avec la forme atypiqu® daerniciosus.

- une espece cryptique &elongicuspis (codée LCx).
Dans cette partie du travail, consacrée a un gralgepeces affines, nous avons utilisé
plusieurs voies d’approche (morphologique, enzymuati et ADNmt) pour essayer de
résoudre les problemes posés par leur individuadisa&t leurs relations taxonomiques. Ainsi
nous avons confirmé la présence des trois espacesrdplexeP. perniciosus dans le sud

marocain jusqu’a la ville de Ouarzazate.
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L’'analyse de la répartition de ces trois espécescalmplexe sur I'ensemble du Maroc
montre la co-existence d longicuspis et son espece cryptique sur I'ensemble du pays. Pa
contre, les deux formes de& perniciosus se partagent le territoire marocain. Le morphe
typique deP. perniciosus se trouve essentiellement dans le nord, tandis lguaorphe
atypique se localise surtout dans le sud ou I'arovee de fagon sporadique (1 individu sur
100) des males présentant des valves pénienndsdifi

La large répartition de la forme atypiqueRlgerniciosus dans le sud peut étre expliquée par
son adaptation aux conditions d'aridité qui régndans ces régions. Selon Rioaal.,
(1984 ; 1997 et 2001F. perniciosus couvre I'étage subhumide et I'étage semi-aridesadoie

P. longicuspis s’étend sur les étages semi-aride, aride et hgideraDr, pendant ces études, la
forme atypique dé°. perniciosus a pu étre considérée comrRelongicuspis. Ces travaux
suggerent donc que la forme typiqueRIgerniciosus est adaptée aux étages subhumide et
semi-aride alors que la forme atypique co-existecd® longicuspis dans les étages semi-
aride, aride et hyperaride. Cette co-existencditiaciussi la possibilité d’hybridation entre
longicuspis et P. perniciosus sous sa forme atypique (Pessbal., 2004).

La leishmaniose h. infantum est largement répandue dans la partie nord dudvitrdevient
sporadique dans la partie sud (Anon., 2001). Giastdistribution qui se calque sur celle de
la forme typique dé®. perniciosus au Maroc. Les cas sporadiques de leishmaniosaealoi
sud marocain sont enregistrés essentiellementtiémdal : le Haut-Atlas (Riouxt al., 1997)

et I'Anti-Atlas (Dereureet al., 1986). Le rOle vecteur de. perniciosus et P. ariasi a été
prouvé en Espagne (Riowx al., 1986) et au nord du Maroc (Hamdani, 1999), atprs le
réle deP. longicuspis reste & déterminer. Dans le sud-ouest maro€aiafias est collecté
seulement en montagne (Guernaoui, 2006c). L'ensemél ces données peut expliquer la
situation épidémiologique de infantum dans le sud marocain et met en question la capacité

vectorielle de la forme atypique &eperniciosus.
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Le dernier chapitre de notre travail est consaureSargentomyia de la région de Marrakech.
Ce genre présente une richesse spécifiqgue considéaa Maroc surtout dans le sud. Nous
avons collecté ces espéces dans le milieu urbammeodans les zones rurales et avec des
densités élevées et un polymorphisme génétiquertamo Quatre especes ont été identifiées
dans la région de Marrakecl®ergentomyia africana, S. dreyfussi, S. fallax et S. minuta. En

se basant sur les criteres morphologiques, noussagabli une clé d’identification et nous
avons identifié quatre marqueurs enzymatiques pesirquatre especes: FUM, ACO, MDH2
et PGI. La capacité vectorielle des espéces demegommence a étre découverte ¢Bal.,
1999 ; Geevarcheset al., 2005 ; Charrelet al., 2006) ce qui nécessite une bonne
connaissance de la biologie et de I'écologie deespsces.

En conclusion, nous avons pu mettre en évidenéiet’de I'urbanisation sur la répartition
spatio-temporelle des phlébotomes a Marrakechrdtrower le risque leishmanien dans cette
agglomération. Si les travaux d’aménagement peudiminuer les gites potentiels de
certains phlébotomes, l'espéeepapatasi peut s'adapter a ce nouveau paysage urbain et c'es
certainement sur cette espece que doit porter emit@rles campagnes de surveillance
entomologique dans le cadre de la lutte contrielesemanioses dans cette région.
L’élaboration de stratégies destinées a préverdraambattre les leishmanioses nécessite une
bonne connaissance de linteraction entre I'évotutde I'environnement urbain et les
phlébotomes vecteurs (OMS, 2002). Notre travaiktitue une contribution a la connaissance
de la faune phlébotomienne de la région de Martakda point de vue écologique et
systématique. Les données acquises dans ce trevdibivent pas rester limitées a un cadre
de recherche universitaire et doivent étre exmsitpour I'établissement d’'une stratégie de
prévention et de lutte efficace dans la région derbkech. Ceci n’est possible que par une

coordination pluridisciplinaire entre les servicksla santé et les autres secteurs concernés.
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Les résultats obtenus au cours de notre these pausettent de proposer trois perspectives

de travaux de recherche correspondant aux troi®wecprincipaux présents dans la région

de Marrakech :

P. papatasi : pour compléter I'évaluation du risque de trarssion delL. major a
Marrakech, les populations de ce vecteur devraétrg comparées a celles de
Ouarzazate tant sur le plan génétique que sur tferrdimation de leur pouvoir
vectoriel.

P. sergenti : I'émergence de nouveaux foyers autour de Madtmkeomme la
découverte dans tout le Maroc d'une grande vaii@bdénétigue de ce vecteur
doivent inciter a isoler d®. sergenti un plus grand nombre de souches en typant
vecteur et leishmanie.

P. perniciosus : le complexeperniciosus nécessite une étude détaillée sur 'ensemble
du territoire marocain pour établir et I'écologit la capacité vectorielle des trois
espéeces P. perniciosus, P. longicuspis s.s et LCx ainsi que celles de la forme
atypique deP. perniciosus. Ces investigations devraient s’accompagner de la

recherche d’autres caractéeres morphologiques aivdlagnostique chez les espéces

du complexgerniciosus et en particulier chez les femelles.
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