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INTRODUCTION
Les phléboviroses sont des maladies virales transmises essentiellement par de petits insectes hématophages, les phlébotomes (Psychodidae). Bien que relativement fréquentes, ces affections sont encore insuffisamment connues. Elles connaissent depuis près de 10 ans un regain d’intérêt avec l’identification de virus isolés de sujets atteints de méningite ou de méningo-encéphalite (1,2,3,4). Les virus transmis se répartissent en trois genres appartenant à des familles différentes : Phlebovirus (famille des Bunyaviridae, présents dans l’ancien Monde et le nouveau Monde), Orbivirus (famille des Reoviridae, présents dans le nouveau Monde) et Vesiculovirus (famille des Rhabdoviridae, présents dans l’ancien Monde et le nouveau Monde). 
En région méditerranéenne, seuls les Phlebovirus sont impliqués en médecine. Ils définissent ce qui est communément appelé le groupe des « fièvres à phlébotomes », « fièvres à papatasi », « fièvres de trois jours » ou encore « fièvres estivales ». Ils appartiennent aux séro-complexes Sicile et Naples, ce dernier incluant le virus Toscana. Les signes cliniques évoquent un syndrome méningé estival, mais le diagnostic étiologique est délicat à poser en l’absence d’arguments biologiques. L’épidémiologie demeure assez mal connue ; les études éco-épidémiologiques réalisées jusque là, principalement au nord de la Méditerranée, ont permis d’identifier quelques vecteurs et virus (5,6,7,8). La rive sud de la mer reste encore peu explorée. Nous rapportons les résultats préliminaires d’une première étude prospective marocaine dont l’objectif principal était de rechercher l’existence de phlébovirus dans ce pays. Cette étude s’est déroulée du 23 septembre au 03 octobre 2009 en collaboration étroite avec le Pr Khalid Khallaayoune, chef du service de parasitologie de l’Institut Vétérinaire Royal de Rabat.
MATERIELS ET METHODES
Le site
Le site de Beni Mellal a été choisi en raison de la présence de cas de méningites et d’assez nombreux cas de leishmanioses, maladies parasitaires également transmises par les phlébotomes (9), mais aussi pour des raisons de commodité de logement et de possibilité de mise en place d’un laboratoire de terrain. 
La ville de Beni Mellal (32° nord et 6° Ouest), chef lieu de Province (Région de Tadla-Azilal), est l’une des villes les plus importantes du centre du Maroc. Située entre le Moyen Atlas et la plaine de Tadla, à 240 Km au sud-est de Rabat, elle est à mi-chemin sur l’axe routier qui relie Fès à Marrakech (fig 1). Elle comptait163 248 habitants en 2004. La ville est à 600m d’altitude, au pied du mont Tassemit qui culmine à 2 240 m au dessus du niveau de la mer. Le climat est continental, avec une pluviométrie qui varie selon les années de 300 à 750 mm par an. Les hivers sont froids, les températures deviennent négatives à partir de janvier avec des chutes de neige sur les reliefs au dessus de 1000 m d'altitude et plus rarement à partir de 500 m.  Les étés sont chauds, les températures dépassent les 40°C, la chaleur atteint 47°C en juillet 2007, lorsque souffle le vent saharien du sud-est, le « chergui ». 

La végétation est composée de chênes verts, oliviers, figuiers, figuiers de barbarie, abricotiers. L’agriculture maraîchère est assez développée grâce à l’irrigation permise par de nombreuses sources captées sur le flanc de la montagne et de nombreux puits. Enfin, quelques plantations de bananiers sont également observées. 

En plus de l’agriculture, la région vit du commerce, d’une industrie agroalimentaire moyennement développée, du tourisme et surtout de l’apport de l’émigration avec un fort courant migratoire vers la France et plus récemment vers l'Italie et l'Espagne.

Nous avons travaillé dans la zone rurale de Taghzirt, à 10 Km à l’Est de Beni Mellal et dans une ferme à 10 Km à l’ouest de la ville, sur la route de Marrakech. L’habitat est peu dense, les maisons sont dispersées dans les champs et hébergent des paysans qui ne sont pas toujours propriétaires des terres exploitées. Les constructions sont souvent en dur, récentes mais bâties dans un style assez traditionnel avec de grandes cours intérieures entourées de pièces habitables et d’abris d’animaux domestiques. L’élevage le plus développé est celui des bovins, encouragé par les services vétérinaires de l’Etat qui assurent largement et gratuitement la fécondation artificielle à partir de souches sélectionnées. L’élevage des ovins, caprins et volailles reste traditionnel et moins développé. Malgré une aide notable de l’Etat, quelques familles vivent encore dans des conditions assez précaires avec notamment des habitations inachevées, souvent sans fenêtres ni sanitaires.
Captures et dissection des phlébotomes 

Les captures des phlébotomes sont réalisées à l’aide des pièges lumineux CDC sur une durée de 4 nuits, 26 septembre au 1 octobre 2009. Les pièges sont tendus dans les abris d‘animaux domestiques, les cours des maisons, autours des chiens et des poules et à l’intérieur même des habitations humaines. Tous les points de captures sont géolocalisés à l’aide d’un GPS (Garmin) mis à notre disposition par le Pr K. Khallaayoune. Les pièges sont mis en place en fin de journée et relevés tôt le matin. Les cages, protégées dans des sacs plastiques humides, sont transportées au laboratoire de terrain installé pour la circonstance dans une habitation louée à cet effet. Au laboratoire, les cages sont vidées une à une, les phlébotomes vivants sont préalablement prélevés à l’aide d’un petit aspirateur entomologique, puis anesthésiés au chloroforme et placés individuellement dans des cryotubes eux-mêmes placés dans un sot de glace pour une meilleure conservation avant dissection. Les phlébotomes retrouvés morts dans les cages, sont collectés et stockés dans l’alcool à 70% pour un travail ultérieur d’identification. Les cryotubes et flacons d’alcool contenant les phlébotomes sont soigneusement étiquetés.

La dissection des phlébotomes vivants est réalisée sous loupe binoculaire de marque Zeiss, modèle Stémi 2000 achetée pour ce travail et mise à la disposition du Pr K. Khaallayoune. Chaque phlébotome vivant est placé encore engourdi par le froid sur une lame porte-objet, dans une goutte de sérum physiologique stérile puis disséqué à l’aide de deux aiguilles stériles et jetables (aiguilles à insuline N°23). Les spermathèques pour les femelles et les organes génitaux externes pour les mâles sont ainsi extraits et placés entre lame et lamelle pour une identification au microscope selon les clés d’Abonnenc (10), de Léger (11) et de Killick-Kendrick (13). L’intestin moyen des Phlebotomus femelles est extrait et examiné à la recherche de promastigotes, le reste de l’insecte est immédiatement remis dans son cryotube et dans la glace. A la fin de chaque matinée et de chaque après-midi de dissection, tous les cryotubes contenant des phlébotomes identifiés sont placés dans une bombonne d’azote liquide pour une meilleure conservation des éventuelles souches virales. Les résultats des identifications sont soigneusement notés dans le cahier de recherche.

Transport des insectes

Pour leur transport du Maroc en France, avec l’autorisation de transport délivrée par l’Institut Vétérinaire Royal, les insectes sont placés dans de la carboglace et dans une glacière.
Recherche de virus

La recherche de virus dans les phlébotomes est confiée au Dr Rémi Charrel de UMR 190 de Marseille. Deux techniques sont utilisées : 

-culture virales passage 1: les phlébotomes sont broyés et les surnageants utilisés pour infecter des cellules Vero (flasks T12.5 cm²). Six jours après infection, les cultures sont récoltées, aliquotées et conservées à -80°C.
-recherche d’ARN spécifique : pour chaque échantillon réalisation de : 

-RT PCR 1 step Promega puis PCR nested Invitrogen avec le système d’amorces Nphlébo (segment L),

-RT hexa Taqman puis PCR primaire et PCR nested Invitrogen avec le système d’amorces Nphlébo (segment L).

-Recherche de flavivirus : réalisation d’une Q RT-PCR 1step SYBR Green PF1/PF2 et PCR nested PF3/PF2 pour mettre en évidence d’éventuel flavivirus.

-Recherche de phlébovirus par PCR avec le système Nphlébo sur les passages 1 des cultures virales, pour mettre en évidence un virus qui aurait éventuellement poussé sur les cellules. 

Recherche de Leishmanies

Deux techniques sont utilisées : 

-sur le terrain, recherche de promastigotes après dissections de phlébotomes capturés vivants. -au laboratoire de Parasitologie-Mycologie de Bobigny, recherche d’ADN de Leishmania.

Financement
Cette étude a été réalisée grâce :

-au financement apporté par L’IMEA – Fondation Internationale Léon-Mba : financement de projet de recherche, référence IMEA 08-05.
-à l’aide de l’Unité de Parasitologie et des Maladies Parasitaires, Département de Pathologie et de Santé Publique Vétérinaires, Institut Agronomique et Vétérinaire Hassan II de Rabat, Maroc. Le Pr K. Khallaayoune a demandé et obtenu les autorisations administratives indispensables à la réalisation de l’étude. De plus, avec son équipe, il a directement participé aux activités de terrain et apporté une aide matériel décisive : véhicule, loupe binoculaire, microscope, …
-et l’aide de la Direction des Services Vétérinaires de Béni Mellal qui nous a ouvert toutes les portes auprès des habitants et éleveurs de la région.
RESULTATS 
Au total, 24 nuits-pièges CDC ont permis la captures 812 phlébotomes dont 528 vivants et 284 morts. Les phlébotomes morts ont été placés dans l’alcool éthylique à 70% pour le travail ultérieur d’identification morphologique et moléculaire. 

Huit espèces appartenant au genre Phlebotomus ont été identifiées. Les phlébotomes du genre Sergentomyia n’étant considérés ni anthropophiles ni vecteurs de pathogènes humains, n’ont pas été identifiés, mais ont été placés dans l’alcool éthylique à 70% pour conservation et éventuelle identification ultérieure (Tableau 1).

Les résultats détaillés des identifications sont donnés dans le tableau 1.

Tableau1 : Distribution des phlébotomes vivants ou morts capturés à l’aide de pièges CDC à Beni Mellal au Maroc 
	Espèce/sexe
	Phlébotomes capturés vivants
	Phlébotomes capturés morts
	TOTAL

	
	M
	F
	s/total 1
	M
	F
	s/total 2
	

	P. longicuspis 
	246
	11
	257
	36
	47
	83
	340

	P. perniciosus
	5
	112
	117
	57
	101
	158
	275

	P. papatasi 
	48
	79
	127
	18
	14
	32
	159

	P. sergenti 
	0
	0
	0
	0
	2
	2
	2

	P. alexandri
	1
	1
	2
	0
	0
	0
	2

	P. langeroni 
	0
	0
	0
	1
	0
	1
	1

	P. ariasi/ P. chadlii
	0
	1
	1
	1
	0
	1
	2

	Sergentomyia sp. 
	12
	12
	24
	5
	2
	7
	31

	Total
	312
	216
	528
	118
	166
	284
	812


La recherche de phlébovirus n’a pas eu plus de succès, aucun virus n’a poussé en culture et aucune trace d’ARN viral n’a été retrouvée. Aucun effet cytopathique (ECP) flagrant n’a été observé à J+6 post infection sur les échantillons mis en culture (pas plus de mort cellulaire dans les flasques infectées par les échantillons que dans les flasques témoins non infectées). Aucun échantillon n’a présenté de bande positive avec le système Nphlébo, que ce soit en PCR primaire ou nested, après RT-PCR 1 step ou RT hexa.

Aucun phlébotome disséqué vivant n’a été retrouvé porteur de promastigotes de Leishmania. La recherche d’ADN a également été vaine aussi bien dans le reste des phlébotomes disséqués vivants que dans les phlébotomes morts.

DISCUSSION
Sur nos captures

Cette étude est la première réalisée sur les phlébotomes et les phlébovirus de la région de Béni Mellal. Les points de captures ont été choisis avec l’aide des autorités vétérinaires locales qui nous ont indiqués les fermes possédant des élevages d’ovins où des cas suspects de leishmanioses ou de méningites auraient été observés par le passé. Cependant, aucun cas clinique animal ou humain n’a été retrouvé lors de notre séjour dans la région.
Les captures à l’aide pièges CDC représentent le meilleur moyen de capturer en grand nombre les phlébotomes vivants à des fins de dissection et de recherche d’agents pathogènes. Cependant cette méthodologie ne permet pas de donner de manière exhaustive un inventaire des populations de phlébotomes. De plus, en raison du peu de temps dont nous disposions, il n’a pas été possible de multiplier les points de captures et de répéter plus longtemps les captures sur les mêmes points ce qui limite forcément nos résultats. Cependant, les 24 nuits-pièges CDC réalisées ont permis la capture d’un nombre relativement important de phlébotomes (812), soit une densité de 24 phlébotomes/nuit/piège, plus important que celle habituellement observée dans le sud de la France (5,13,14), mais nettement moins importante que celle obtenue en Algérie, par exemple dans la région de Ténès (15,16,17).
Cette densité assez moyenne s’explique très probablement par la période assez tardive des captures, début octobre qui correspond en effet à la fin de la saison estivale et donc de la période de pullulation des phlébotomes. Mais il n’a pas été possible de réaliser ces captures plus tôt, en été comme prévu, pour des raisons de disponibilité de l’équipe locale, mais aussi en raison des difficultés liées au Ramadan qui a eu lieu du 23 août au 22 septembre 2009. Cependant, il est connu que la transmission des leishmanioses au Maghreb s’effectue principalement à la fin de l’été et au début de l’automne, période où se retrouvent assez abondantes les phlébotomes femelles âgées, potentiellement infectées et donc infectantes. Dans ce contexte, le mois d’octobre était donc un bon choix pour la recherche des vecteurs de leishmanies et de probablement de phlébovirus. 

Sur les espèces de phlébotomes capturées

Les 6 espèces de Phlebotomus retrouvées ne sont pas nouvelles au Maroc, elles ont  toutes été déjà observées dans différentes régions du pays, mais il s’agit là de la première description de ces espèces dans la région de Beni Mellal. Parmi ces phlébotomes, on constate une nette prédominance de 3 espèces Phlebotomus longicuspis, P. papatasi et P. perniciosus avec respectivement 257, 127 et 117 individus disséqués. Les autres espèces P. sergenti, P. alexandri, P. langeroni et P. ariasi/chadlii sont à peine représentées. 

Phlebotomus longicuspis est un insecte des régions sub-humides à arides. Il a été incriminé dans la transmission de la leishmaniose viscérale depuis les travaux de Parrot (1941). Ce rôle n’a pas été confirmé par la suite (18). 
Phlebotomus perniciosus est un insecte des régions humides à sub-humides. Il est connu comme étant l’un des principaux vecteur de Leishmania infantum dans le bassin méditerranéen occidental (15,18,19,20).

La présence en grand nombre de ces deux espèces correspond à un risque potentiel de transmission de la leishmaniose viscérale à Leishmania infantum.

Par ailleurs, notons que l’identification morphologique ne pose théoriquement pas de problème lorsqu’une seule de ces deux espèces est retrouvée dans une région, mais lorsque les deux espèces sont sympatriques, cette question s’est déjà posée et plusieurs auteurs ont tenté d’y répondre allant jusqu’à douter de cette spéciation (21,22). Dans le cas de Beni Mellal, les résultats obtenus montrent de façon évidente que ce problème existe puisque nous notons une forte prédominance de phlébotomes mâles pour P. longicupsis et, à l’inverse, une forte majorité de femelles P. perniciosus. Cette difficulté devrait être levée par les analyses moléculaires en cours dans notre laboratoire et fera l’objet d’un article scientifique.
Phlebotomus papatasi, insecte des régions semi-arides à arides est largement réparti au nord du Sahara. C’est le vecteur reconnu de Leishmania major (16,23,24). Sa présence à Beni Mellal signe le risque de transmission de la forme humide du bouton d’orient. 

Enfin, parmi les deux P. ariasi et P. chadlii, la première est connue comme étant un redoutable vecteur de L. infantum en Europe occidentale (13,14,25,26). Mais, en raison de leur faible présence, ces espèces semblent ne pas devoir jouer un rôle important dans la transmission des leishmanioses dans la région, tout au moins à cette période de l’année. Cependant, une évaluation longitudinale des densités de phlébotomes pourrait montrer d’autres résultats.
Sur la recherche de leishmanies et de phlébovirus

L’absence de leishmanies et de virus dans les phlébotomes capturés alors que Beni Mellal est épidémiologiquement signalé comme un foyer de leishmaniose et de méningites « virales », pourrait s’expliquer par le choix des points de captures. En effet, malgré l’aide des services vétérinaires, aucun chien leishmanien n’a été observé parmi ceux que nous avons pu voir dans la région. De plus, il n’a pas été possible de démarrer notre mission à partir d’habitations concernées par la leishmaniose ou les méningites, ces données n’ayant pas été obtenues.

Figure 1 : carte routière marocaine centrée sur Beni Mellal (Google 2009)
[image: image1.png]o
Knourbge

Souc Tle
D Ben Ol

Togergtoucht

. sursi
Tactrart

Tindeint
Hgane.

Teghia

g
e, Timedat s otar
o amen i

Amgzn o
= o Bkl

i e
ona Techndlogies




REFERENCES
1-Defuentes G, Rapp C, Imbert P, Durand JP, Debord T. Acute meningitis owing to phlebotomus fever Toscana virus imported to France. J Travel Med. 2005;12(5):295-6.
2-Kuhn J, Bewermeyer H, Hartmann-Klosterkoetter U, Emmerich P, Schilling S, Valassina M. Toscana virus causing severe meningoencephalitis in elderly traveller. J Neurol Neurosurg Psychiatry. 2005;76(11):1605-6.

3-Peyrefitte CN, Devetakov I, Pastorino B, Villeneuve L, Bessaud M, Stolidi P, Depaquit J, Segura L, Gravier P, Tock F, Durand F, Vagneur JP, Tolou HJ, Grandadam M. Toscana virus and acute meningitis in France. Emerg Infect Dis. 2005;11(5):778-80. 

4-Navarro JM, Fernández-Roldán C, Pérez-Ruiz M, Sanbonmatsu S, de la Rosa M, Sánchez-Seco MP. Meningitis by Toscana virus inspain: description of 17 cases. Med Clin (Barc). 2004;122(11):420-2.

5-Charrel RN, Izri A, Temmam S, Delaunay P, Toga I, Dumon H, Marty P, de Lamballerie X, Parola P. Cocirculation of 2 genotypes of Toscana virus, southeastern France. Emerg Infect Dis. 2007;13(3) :465-8.

6-Izri A, Temmam S, Moureau G, Hamrioui B, de Lamballerie X, Charrel RN. Sandfly fever Sicilian virus, Algeria. Emerg Infect Dis. 2008;14(5):795-7. 

7-Charrel RN, Moureau G, Temmam S, Izri A, Marty P, Parola P, Travassos da Rosa A, Tesh RB, de Lamballerie X. Massilia virus, a novel Phlebovirus (Bunyaviridae) isolated from sandflies in the Mediterranean. Vector Borne Zoonotic Dis. 2008 Dec 4.

8-Moureau G, Ninove L, Izri A, Cook S, De Lamballerie X, Charrel R. Flavivirus rna in Phlebotomine Sandflies. Vector Borne Zoonotic Dis. 2009 Jun.

9-Direction de l’Epidémiologie et de la Lutte Contre les Maladies. Données épidémiologiques des maladies sous surveillance. Bulletin épidémiologique du royaume du Maroc. 2006,9-20.
10-Abonnenc E. Les Phlébotomes de la région éthiopienne. — Ed. ORSTOM, 1972.  (France).

11-Léger N, Pesson B, Madullo-Leblond G et Abonnenc E. Sur la différenciation des femelles du genre Laroussius Nitzulescu, 1931 (Diptera Phlebotomidae) de la région méditerranéenne. — Ann. Parasitol. Hum. Comp., 1983, 58, 611-623.

12-Killick-Kendrick R, Tang Y, Killick-Kendrick M, Sang DK, Sirdar MK, Ke L, Ashford W, Schorscher J, Johnson RH. , The identification of female sandflies of the subgenus Larroussius by the morphology of the spermathecal ducts. Parasitologia, 1991, 33, 335-347.

13-Izri A, Marty P, Rahal A, Lelièvre A, Ozon C, Baldelli G, Presiozo J, Haas P et  Le Fichoux Y. Phlebotomus perniciosus naturellement infesté par des promastigotes à Nice (France). Bull. Soc. Path. Exot., 1992, 85, 385-387.

14-Izri A, Marty P, Fauran P, Le Fichoux Y & Rousset JJ. Presumed vectors of leishmaniasis in the Principality of Monaco. Trans R Soc Trop Med Hyg, 1996, 90, 114.

15-Izri A, Belazzoug S, Boudjebla Y, Dereure J, Pratlong F, Delalbre-Belmonte A, Rioux JA. Leishmania infantum  MON 1, isolée de Phlebotomus perniciosus  en Kabylie, Algérie. Ann Parasitol Hum Comp, 1990, 65, 151. 

16-Izri A, Belazzoug S, Pratlong F, Rioux JA. Isolement de Leishmania major MON 25 de Phlebotomus papatasi  à Biskra, Algérie. Ann Parasitol Hum Comp,1992, 67, 31-32.

17-Izri A, Belazzoug S. Phlebotomus perfiliewi naturally infected with dermotropic Leishmania infantum in Tenes (Algeria). Trans Roy Soc Trop Med  Hyg, 1993, 87, 399.

18-Parrot L, Donatien A, Plantureux E. Sur l'infection naturelle des Phlébotomes par la leishmaniose générale du chien et de l'homme en Algérie. Arch Inst Pasteur Alg, 1941, 14, 209-218.

19-Bettini S, Gramiccia M, Gradoni L, Atzeni MC. Laishmaniasis in Sardinia: II. Natural infection of Phlebotomus perniciosus Newtead, 1911, by Leishmania infantum Nicolle, 1908, in the province of Cagliari. Trans R Soc Trop Med Hyg. 1986;80(3):458-9.

20-Martín-Sánchez J, Guilvard E, Acedo-Sánchez C, Wolf-Echeverri M, Sanchiz-Marín MC, Morillas-Márquez F. Phlebotomus perniciosus Newstead, 1911, infection by various zymodemes of the Leishmania infantum complex in the Granada province (Southern Spain). Int J Parasitol. 1994;24(3):405-8.

21-Benabdennbi I, Pesson B, Cadi-Soussi M, Morillas Marquez F. Morphological and isoenzymatic differentiation of sympatric populations of Phlebotomus perniciosus and Phlebotomus longicuspis (Diptera : Psychodidae) in Morocco. J Med Entomol. 1999 Jan;36(1):116-20. 

22-Boussaa S, Boumezzough A, Remy PE, Glasser N, Pesson B. Morphological and isoenzymatic differentiation of Phlebotomus perniciosus and Phlebotomus longicupsis (Diptera: Psychodidae) in Southern Morocco. Acta Trop. 2008 Jun;106(3):184
23-Sergent EDM & ET, Parrot L, Donatien A & Beguet M. Transmission du clou de Biskra par le phlébotome (Phlebotomus papatasi Scop.). C. R. Acad. Sc., 1921, 173, 1030-103. 

24-Ben Ismail R, Gramiccia M, Gradoni L, Helal H, Ben Rachid MS. Isolation of Leishmania major from Phlebotomus papatasi in Tunisia. Trans R Soc Trop Med Hyg. 1987;81(5):749.

25-Rioux JA, Jarry DM, Lanotte G, Maazoun R, Killick-Kendrick R. Ecologie des leishmanioses dans le sud de la France. 18. Identification enzymatique de Leishmania infantum Nicolle, 1908, isolé de Phlebotomus ariasi Tonnoir, 1921, spontanément infecté en Cévennes. Ann Parasitol Hum Comp. 1984;59(4):331-3. 

26-Pires CA. Les phlebotomes du Portugal. I-Infestation naturelle de Phlebotomus ariasi Tonnoir, 1921 et Phlebotomus perniciosus Newstead, 1911, par Leishmania dans le même foyer zoonotique de Arrabida (Portugal). Ann Parasitol Hum Comp, 1984, 59, 521-524.
PAGE  
9

