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’m Summary : A COMPARISON BETWEEN ELISA AND DISSECTION FOR

.| DETECTION OF PLASMODIUM INFECTIONS IN ANOPHELES MOSQUITOES,

11| CONSEQUENCES OF THE ESTIMATION OF MALARIA TRANSMISSION IN
NDIOP, SENEGAL IN 1995

An enfomological study was carried out in Ndiop village,
Senegal, an area of sudantype savana, from January to
December 1995, to compare the malaria inoculation rate
measured by the dissection of salivary glands of anophelines and
the enzymedinked immunosorbent assay (ELISA]. Mosquiloes were
sampled by nightbite collections. Species from the Anopheles
gambiae complex were identified using the polymerase chain
reaction. 1292 females Culicidae were collecied. 597
anophelines mosquitoes known 1o be malaria veciors were
captured during 148 man-nights of capture. OF the 572
anophelines investigaled, 14 were positive using dissection while
21 were found to be positive with ELISA. The sporozoite rates
were 2.5 %, 2.2 % and 3.8 % for An. arabiensis, An. gambice
and An. funestus, respectively. The circumsporozoite rates were
3.5 %, 2.2% and 7.7 % for these three species, respectively.
ELISA detected 1.5 times more positive mosquitoes than dissection.
These results are discussed with reference 1o the duration of the

and the daily survival rate of Anopheles mosquitoes.
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a mesure du taux dinfestation des moustiques
vecteurs du paludisme est classiquement effec-
4 tuée A partir de la dissection et de 'observation
au microscope des glandes salivaires; elle permet de
calculer l'indice sporozoitique (ISP) correspondant au
rapport du nombre de moustiques porteurs de sporo-
zoites sur le nombre total de moustiques examinés.
Cette observation directe ne permet pas de caractériser
I'espece de Plasmodium en cause. Plus récemment, des
investigations faites sur la protéine circumsporozoitique
(CSP) exprimée en surface des sporozoites et la pro-
duction d’'anticorps monoclonaux contre cette pro-
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sporogonic cycle, the delay before CSP anligens are apparent,

Résumé :

i?V?: Une élude enfomologique a éi¢ effectuée & Ndiop, un village de

savane soudanienne au Sénégal, afin de comparer le laux

! d'inoculation du paludisme mesuré par l'examen microscopique

| des glandes salivaires des anophéles & celui mesuré par o
recherche d'antigéne CSP (circumsporozoite protein) en FLISA
dans les iétesthorax de ces vecteurs. la collecte des moustiques a
éié faite de janvier & décembre 1995 & partir de caplures de nuit
ur sujets humains. Un tolal de 148 hommes-uits de capiure a

{ permis lo collecle de 1292 Culicidae femelles dont 597

| anophéles. Sur 572 anophéles étudiés, 14 élaient posilifs en
dissection et 21 en ELISA. Pour An. arabiensis, An. gambiae et
An. funestus, I'indice sporozoitique a élé respectivement de 2,5 %
fn=360), 2,2 % {n = 186) et 3,8 % [n = 26). l'indice
circumsporozoitique a éié de 4,2 % [n = 360), 2,2 % [n = 186)
et 7,7 % [n = 26). L'ELISA a délecié 1,5 fois plus de moustiques
nfectés, toules espéces de moustique confondues, que la
dissection des glandes salivaires. Ce rapport de 1,5 est discuté
en relation avec la durée du cycle sporogonique, le délai
d'apparition de I'antigéne CSP et le taux quotidien de survie des
anophéles.

AEETS CLES : Sporozoite, CSP, paludisme, transmission, An. arabiensis, An.
gambice, An. funestus, Sénégal.
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téine |spécifique de I'espéce plasmodiale, ont permis
la mise au point de nouvelles techniques pour détecter
des moustiques infectés, en particulier une méthode
immuno-enzymatique (ELISA) (Burkot et al., 1984).
Cette méthode permet de calculer Pindice circumspo-
rozoitique (ICSP) correspondant au nombre de mous-
tiques porteurs de CSP dans leur téte-thorax sur le
nombre total de moustiques testés par Id technique
ELISA. Comparée 2 la dissection, la technique ELISA
présente de nombreux avantages : elle permet de dif-
férer l'analyse, de tester rapidement les moustiques
capturés, d’avoir une notion sur la chdrge sporozoitaire
et de préciser l'espéce plasmodiale en cause. Cepen-
dant I'ELISA peut surestimer les taux d’infection: réels
en détectant 'antigéne CSP libre, non fixé sur les spo-
rozoites, avant que ces derniers aient atteint les glandes
salivaires (Boudin et al, 1988; Beier ef al., 1990;
Adungo et al., 1991; Ferreira & Ferreira, 1993).

L'objectif de notre étude était de comparer les taux
d'inoculation entomologique du paludisme obtenus
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par ces deux méthodes dans un village du Sénégal ou
les vecteurs du paludisme ne sont abondants que sur
une courte période de 'année lors de la saison des
pluies et le début de la saison séche et de vérifier si
la technique ELISA pouvait étre utilisée dans ['étude
de la transmission palustre.

MATERIEL ET METHODES

ZONE D'ETUDE

e village de Ndiop (13° 41’ Notd, 16° 23’ Ouest)
est situé en zone de savane soudanienne, 4
L4 285 km au sud-est de Dakar et 4 une dizaine de
km au nord de la frontiére gambienne (fig. 1). Ce vil-
lage de 350 habitants est distant de 5 km de celui de
Dielmo, oti sont également menées des études sur la
transmission anophélienne du paludisme, l'ihfection
plasmodiale et la symptomatologie clinique (Trape ef
al., 1994; Trape & Rogier, 1996). L'alternance annuelle
d’'une longue saison séche (novembre a juin) suivie
d’'une saison des pluies plus courte (juillet a octobre)
est caractéristique de la région. La moyenne des pré-
cipitations de 1993 4 1996 a été de 673 mm. En 1995,
année de Pétude, la pluviométrie était de 860 mm. Pen-
dant la saison des pluies, il existe de nombreuses mares
temporaires qui s’asséchent rapidement dés le début
de la saison séche. La température moyenne annuelle
est de 26°C (minimum : 24°C en janvier, maximum :
28°C en mai). Les caractéristiques du village ont &été
décrites par ailleurs (Fontenille et al., 1997b).

Les études parasitologiques et cliniques effectuées a
Ndiop montrent que des acceés palustres surviennent
dans tous les groupes d'dge avec cependant une inci-
dence maximum avant 12 ans (Rogier & Trape, 1995).
L'indice plasmodique global est inférieur 4 40 % en
moyenne pendant la majeure partie de I'année mais peut
atteindre 60 % en fin de saison des pluies. Plasmodium
JSalciparum est observé sur 98 % des gouttes épaisses
positives. Les autres espéces, P. malariae et P. ovale,
sont faiblement représentées avec respectivement 6,5 %
et 1 % des gouttes épaisses positives (Ba, 1995).

COLLECTE ET DISSECTION DES MOUSTIQUES

Les anopheéles ont été capturés par huit jeunes adultes
volontaires constituant quatre équipes de deux captu-
reurs, deux 4 l'intérieur et deux 4 l'extérieur des habi-
tations; chaque captureur travaillant et se reposant
alternativement pendant une heure. Les séances de
captures de nuit ont été effectuées de 19 h a 7 heures
pendant une année 2 raison d'une capture mensuelle
de janvier 4 avril 1995 pour quatre hommes-nuit et une
capture hebdomadaire de mai 4 décembre 1995 pour
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Fig. 1. — Carte du Sénégal montrant la localisation de Ndiop.

16 4 20 hommes-nuit par mois. A la fin de chaque
heure, les anopheéles ont été collectés, dénombrés et
identifiés. Les glandes salivaires ont été disséquées puis
placées entre lame et lamelle dans une goutte de
sérum physiologique. Les sporozoites ont été recher-
chés au microscope a I'objectif 10X, 4 1'état frais et sans
coloration, aprés écrasement des glandes salivaires.
L'4ge physiologique des anopheles a été determiné par
la méthode de Detinova (1963). Lensemble téte-thorax
de toutes les femelles disséquées a été placé dans un
tube de 1,5 ml en présence d’'un dessicateur, puis
conservé 4 -20°C. En cas de présence de sporozoites,
la lamelle a été retirée et rincée avec du sérum phy-
siologique et les glandes salivaires ont été séchées sur
la lame puis conservées 4 — 20°C.

TRAITEMENT DES ANOPHELES

Au laboratoire, 2 Dakar, les tétes-thorax de tous les
anopheles ont été broyés dans 400 pl de tampon et
I'antigéne CSP a été recherché par la technique ELISA
décrite par Burkot et al., (1984) et modifiée par Wirtz
et al. (1987). De méme, les glandes salivaires dans les-
quelles des sporozoites ont été observées, ont été
recupérées, broyées dans 200 yl de tampon et testées
par ELISA. Des plaques d'immunotitration de 96 puits
ont été sensibilisées avec des solutions d’anticorps
monoclonaux (AcM) de capture de P. falciparum,
P. ovale et P. malariae. Les anticorps ont été produits
par R. Wirtz (Walter Reed Army Institute of Research,
Washington DC, USA). 50 ul de solution de moustique
ont été déposés dans chaque puits, puis aprés incu-
bation, 50 pl d'une solution d’AcM spécifique d'espéce
plasmodiale conjugués 4 la péroxydase ont été ajoutés.
Le complexe anticorps-antigéne formé a été révélé par
une solution de substrat de la péroxydase. La lecture
des résultats a été effectuée dans un spectrophotometre
et le seuil de positivité fixé i deux fois la moyenne
de la densité optique des témoins négatifs.
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Lidentification des membres du complexe An. gam-
biae a été faite selon une technique de polymérsisation
en chalne de I'ADN (PCR) décrite par ailleurs (Fonte-
nille et al., 1993). Les pattes et les ailes ont été broyées
et le DNA extrait a été ajouté au milieu réactionnel
contenant le tampon de réaction, des dNTPs, les
amorces, la Taq polymérase. L'amplification a été faite
selon les modalités suivantes : cing minutes 4 94 °C
suivies par 30 cycles (dénaturation pendant une minute
4 94 °C, hybridation pendant 50 secondes 2 50 °C et
élongation 4 72 °C pendant 50 secondes) et cing
minutes 4 72 °C. Les échantillons amplifiés ont été
révélés par le bromure d’éthidium aprés une électro-
phorése sur gel d’agarose. L'amplification de 'ADN
d’An. arabiensis, &’ An. gambiae et d’ An. melas a pro-
duit respectivement des fragments de 315, 390 et 464
paires de bases. Ceite technique a &té validée en
Afrique de I'Ouest (Fontenille ef al., 1993). Un échan-
tillon d’anophéles du complexe gambiae a été tiré au
sort lors de chaque mission et les individus identifiés
par PCR. Par ailleurs, tous les moustiques trouvés
positifs en dissection ou en ELISA ont également été
identifiés par PCR.

EVALUATION DE LA TRANSMISSION

Le taux quotidien d’inoculation entomologique désigne
le produit du nombre moyen de piqlire par homme
et par nuit par l'indice sporozoitique ou circumsporo-
zoitique, mesuré chaque semaine dans notre étude. Le
nombre annuel de piqlres infectantes a été calculé en
additionnant les taux hebdomadaires d’'inoculation
entomologique (taux quotidien X 7). Le taux de par-
turité qui refléte 'Age physiologique moyen dune
population est égal au nombre de femelles pares divisé
par la somme des femelles pares et nullipares.

Les tests de %2 sur série appariée, de )2 avec ou sans
la correction de Yates selon les conditions de validité,
ont été utilisés.

RESULTATS

BIOLOGIE DES VECTEURS

es 37 séances de captures sur sujets humains
(148 hommes-nuits) effectuées 4 Ndiop en 1995
famed! Ont permis la collecte de 1292 Culicidae femelles
dont 597 anophéles parmi lesquels 565 du complexe
Anopbeles gambiae (94,6 %), 28 An. funestus (4,7 %)
et quatre An. pharoensis (0,7 %). Un échantillon de
200 femelles (33,5 %) du complexe An. gambiae tiré
au sort au cours des différentes missions puis testé par
PCR a montré la présence de deux espéces jumelles :
An. arabiensis (66 %) et An. gambiae s.s. (34 %). An.
melas n’a pas été observé.
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INFECTION PLASMODIALE DES ANOPHELES ‘

Le nombre moyen de piqires par homme par nuit
pour la période d’étude a été estimée a 4,0 (2,5 P/H/N
d'An. arabiensis, 1,3 P/H/N d’An. gambiae et
0,2 P/H/N &' An. funestus). An. pharoensis a été peu
fréquent. Il n’est pas vecteur du paludisme dans cette
zone. Les deux principales espéces vectrices ont été
plus endophages qu’exophages (59,8 % des collections
ont été effectuées a lintérieur pour An. gambiae et
57,2 % pour An. arabiensis; différence non significa-
tive entre les deux espéces : p = 0,58). Les premiers
anopheles ont été capturés en juillet, environ un mois
aprés la mise en eau des gites larvaires par les pre-
miéres pluies. L'agressivité a atteint un maximum en
aolt-septembre et a fortement diminué début octobre
(fig. 2. Les derniéres femelles agressives ont été cap-
turées fin octobre. Le taux de parturité moyen a été
de 93 %, 91 % et 96 % respectivement pour An. gam-
biae , An. arabiensis et An. funestus.

EVALUATION DE LA TRANSMISSION,
COMPARAISON DISSECTION-ELISA

Sur les 572 femelles d’anopheles disséquées et testées,
14 étaient positives en dissection et 21 en ELISA. Le
tableau I présente les résultats par espéces et par
méthode. Il n'y a pas de différence significative du taux
de positivité entre An. gambiae et An. arabiensis que
ce soit en dissection (2,2%-25%, p = 0,96) ou en
ELISA (2,2 %-4,2 %, p = 0,38). L’ELISA détecte 1,5
(IC95%: 1,06-2,11) fois plus de moustiques infectés,
toutes especes de moustique confondues, que la dis-
section des glandes salivaires; la différence est signi-
ficative (y? série appariée corrigée = 4, p < 0,05). Une
femelle a été trouvée positive en dissection et néga-

An. arabiensis  An. gambiae  An. funestus

Nombre disséqué 360 186 26

et testé

Dissection

Nombre positif 9 4 1

% 25% 2,2 % 3,8 %
1C95 % 1,1-4,7 % 0,6-5,4 % 0,1-19,6 %
ELISA CSP

Nombre positif 15 * 4 2

% 42 % 2,2 % 7.7 %
1C95 % 2,4-6,8 % 0,6-5,4 % 0,9-25,1 %

IC95 % : intervale de confiance 4 95 %
* Un Anopbeles du complexe gambiae qui n'a pas pu étre déter-
miné par PCR, capturé le 21 ao(t 1995 alors qu'dn. arabiensis repré-

sentait 90% des anopheéles du complexe, a été rattaché i cette
espéce.

Tableau I — Répartition du nombre de glandes salivaires positives
en dissection et tétes-thorax positifs en ELISA en fonction de I'espéce
vectrice. Ndiop 1995.

275



Nombre de piqiires par homme par nuit
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Fig. 2. — Variations du nombre de femelles capturées par homme par jour (ma) pour An. arabiensis, An. gambiae et An. funestus en 1995

dans le village de Ndiop, Sénégal.

tive en ELISA (lame de glandes salivaires et téte-thorax)
(tableau ID. Le moustique positif en dissection et négatif
en ELISA vis-d-vis de P. falciparum, P. malariae,
P. ovale a également été testé vis-d-vis de P. vivax afin
de vérifier si les sporozoites observés n’appartenaient
pas 4 cette espéce reputée absente de la région. I était
également négatif pour P. vivax. L'identification spéci-
fique des antigénes circumsporozoitiques a montré que
P. falciparum, P. malariae et P. ovale étaient présents
respectivement dans 90,5 %, 4,8 % et 9,5 % des infec-
tions. La transmission de P. falciparum, P. malariae et
P. ovale a été estimée par ELISA respectivement 4 36,8,
1,8 et 3,5 piqires infectantes par homme et par an, sur-
venant principalement en aofit et septembre (fig. 3). Si
on applique le coefficient de surestimation de 1,5, la

DISSECTION
Positif Négatif Total
Positif 13 8 21
ELISA CSP Négatif 1 550 551
Total 14 558 572

Tableau Il — Répartition du nombre de femelles vectrices positives
et négatives selon la méthode utilisée. Ndiop 1995.

transmission était alors de 24,5, 1,2 et 2,3 piqires infec-
tantes par homme et par an respectivement pour P. fal-
ciparum, P. malariae et P. ovale.

DISCUSSION

7~ Ndiop les principaux vecteurs du paludisme
Lt sont An. arabiensis et An. gambiae, comme
J./. . dans la plupart des régions du Sénégal (Faye
et al., 1994; Konaté et al.,1994; Fontenille et al., 1997a;
Lemasson et ¢l, 1997). A Ndiop la transmission du
paludisme est saisonniére. Elle seffectue d'aofit a
octobre, seule période ot la densité des populations
du complexe An. gambiae est élevée. Une prédomi-
nance d'An. arabiensis sur An. gambiae a été observée,
ce qui est classique en zone de savane sahélienne et
soudano-sahélienne ot la majeure partie de la trans-
mission est souvent assurée par An. arabiensis (Ver-
cruysse & Jancloes, 1981; Faye et al., 1992). A Mlomp
(Casamance) et 4 Bandafassi (Sénégal Oriental), An.
gambige est largement dominant (Fontenille & Trape,
non publié). A Ndiop, An. funestus a été capturé en
faible nombre. Cependant deux femelles étaient posi-
tives en ELISA. Cette esp&ce qui se raréfie dans beau-
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Fig. 3 — Taux d’'inoculation entomologique hebdomadaire (b) de P. falciparum, P. malariae, P. ovale mesurée en ELISA en 1995 dans le

village de Ndiop, Sénégal.

coup de régions du Sénégal (Diagne et al., 1994; Faye
et al., 1995b; Mouchet et al., 1996) peut jouer un rdle
important dans la stabilité du paludisme dans les zones
ou elle est vectrice (Konaté et al., 1994; Trape et al,
1994 ; Fontenille et al., 1997a).

L’ELISA, réalisé sur les tétes-thorax, a détecté 1,5 fois
plus de moustiques infectés que la classique dissec-
tion des glandes salivaires suivie de la recherche des
sporozoites au microscope. Au Kenya, 4 partir d’ELISA
réalisés directement sur les glandes salivaires, Beier et
al. (1990) avaient trouvé un coefficient de surestima-
tion de 1,45 et Adungo et al. (1991) des coefficients
de 1,10 a 1,44. L’indice sporozoitique déterminé par
ELISA a toujours été supérieur ou égal d celui obtenu
par dissection, comme 'ont également observé Boudin
et al. (1988) au Burkina Faso. La technique ELISA ne
différencie pas les femelles infectées de celles réelle-
ment infectantes pour 'hdte. La limite de cette tech-
nique concerne surtout U'inaptitude a certifier la pré-
sence de sporozoites dans les glandes salivaires de
moustiques dont les tétes-thorax eux-mémes sont por-
teurs d’antigénes sporozoitiques (Lombardi et al. 1987,
Robert et al. 1988). Cependant, cette technique pré-
sente, par rappott 4 la dissection des glandes salivaires,
lavantage de pouvoir étre réalisée sur du matériel bio-
logique congelé ou séché et conservé plusieurs mois
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avant d'étre testé. Elle permet également la détermi-
nation de lindice circumsporozoitique par espéces
plasmodiales. Inversement, la fiabilité de la méthode
de dissection des glandes salivaires suivie de la
recherche des sporozoites au microscope n’est pas par-
faite, Ainsi, un certain nombre de glandes salivaires fai-
blement infectées peuvent paraitre négatives 2
I'examen microscopique, méme par un microscopiste
expérimenté, et l'indice sporozoitique est alors sous-
estimé. Dans une étude réalisée au Kenya, Beier ef al.
(1990) ont obtenu une sensibilité de 92,1 % pour la
dissection simple comparée 4 la dissection suivie de
la coloration des glandes salivaires au Giemsa. Par
ailleurs des moustiques dont les glandes salivaires sont
positives peuvent étre négatifs par ELISA. Dans notre
étude une lame de glandes salivaires d’An. arabiensis
a été trouvée positive en dissection et négative en
ELISA (lame de glandes salivaires et téte-thorax) méme
vis-a-vis de P. vivax. Cette observation peut s’expliquer
soit par une erreur de lecture des glandes salivaires
cest-d-dire un manque de spécificité, car d’autres para-
sites tels que les microsporidies d’insectes pourraient
étre confondus avec des sporozoites, soit par un faux
négatif en ELISA. Beier et al. (1990) ont ainsi observé
21 % de faux négatifs sur 38 moustiques dont les
glandes salivaires étaient positives 2 la dissection. Une
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étude de concordance sur nos résultats par le coeffi-
cient Kappa a cependant montré une bonne concor-
dance entre les deux méthodes (0,735, p = 109).

Boulanger et al. (1988) ont montré que I'antigéne CSP
est détectable par immunofluorescence indirecte a I'inté-
rieur des oocystes en maturation cing jours avant que
les sporozoites aient atteint les glandes salivaires. It
semble cependant que de 'antigéne CSP soluble n'appa-
raisse dans I'hémolymphe et les divers organes du
moustiques que lors de la migration des sporozoites
(Beier et al., 1992), soit environ deux 2 trois jours avant
que les glandes salivaires ne soient infectées (Vaughan
et al. 1992). Ce délai est par ailleurs fonction de la durée
du cycle extrinseque des Plasmodium donc de la tem-
pérature, Plus la température est élevée plus le cycle
est court et plus le délai de migration des sporozoites
est court. Ainsi une des explications de la surestimation
du taux d'infection mesuré par ELISA sur les téte-thorax
par rapport 2 la dissection peut étre approchée théori-
quement. La technique ELISA détecte l'antigéne CSP
soluble et les sporozoites en migration ou dans les
glandes salivaires. Ainsi un moustique pourrait étre
positif en ELISA deux 2 trois jours avant d'étre positif,
toute sa vie durant, en dissection et en ELISA. La sur-
estimation de I'ELISA (nombre de moustiques positifs
en ELISA/nombre de moustiques positifs en dissection)
peut donc étre en partie estimée par le nombre de
moustiques d’'une cohorte présents au jour J divisé par
le nombre de moustique présents deux (ou trois) jours
plus tard. Le taux de survie journalier « p » est égal 4 la
racine carrée du taux de parturité, considérant un cycle
trophogonique de 48 heures (Davidson, 1954). Ainsi s'il
y a N moustiques 2 JO, il y aura p?N moustiques 4 J2
(et p®N moustiques 2 J3). Si les deux méthodes avaient
des sensibilité et spécificité de 100 %, et que le taux de
survie quotidien des moustiques restait constant au
cours du temps, la surestimation théorique de I'ELISA
serait égale a N/p?N (ou N/pN), soit 1/p? (ou 1/p9). A
Ndiop en 1995, le taux de parturité moyen de 0,92
observé pour les anopheéles du complexe An. gambiae
donne un taux de survie journalier de p = 0,959, soit
1/p? = 1,09 (ou 1/p? = 1,13). Ces valeurs différentes du
facteur 1,5 observé suggérent : (1) soit une mauvaise
lecture des lames des glandes salivaires, c’est 4 dire un
mandgue de sensibilité, peu probable en raison de l'atten-
tion particuliére portée a ce protocole; (2) soit une mau-
vaise estimation du taux de parturité due 4 une mau-
vaise interprétation de l'état des trachéoles ovariennes
(Detinova 1963); (3) soit une présence de 'antigéne CSP
soluble dans le thorax plus précoce que ce qui est sup-
posé; (49 soit enfin une mauvaise spécificité de la
méthode ELISA a lorigine de faux positifs.

En ce qui concerne notre laboratoire, la spécificité de
I'ELISA semble supérieure 4 ce que d’autres auteurs ont
observé. De 1992 4 1994, les glandes salivaires de

4 613 femelles d'Anopheles pharoensis, possible vecteur
secondaire du paludisme dans la vallée du fleuve
Sénégal, ont été disséquées et observées au microscope.
Aucune ne portait de sporozoites. Dans le méme temps
3 247 tétes-thorax de femelles d’An. pharoensis de la
méme région ont été testés en ELISA. Tous étaient éga-
lement négatifs (Faye et al. 1995a). Dans ce cas la spé-
cificité de la méthode était de 100 %.

En conclusion, la surestimation de 'ELISA par rapport
au nombre probable de moustiques portant effective-
ment des sporozoites dans les glandes salivaires
dépend de la température, du taux de parturité, de la
sensibilité et de la spécificité de I'ELISA dans le labo-
ratoire ol se fait I'étude. Les valeurs obtenues par
ELISA ne permettent pas de calculer la valeur exacte
de lindice sporozoitique, mais elles permettent des
comparaisons relatives entre les espéces vectrices, les
régions et la dynamique de la transmission.
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