© Masson, Paris, 2003. Rev Epidemiol Sante Publique, 2003, 51: 175-182

Cohortes et biothéques pour I’étude du paludisme en milieu tropical
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The relationship between Plasmodii transmission, infection, morbidity, genetic susceptibility and
acquisition of natural immunity is studied among two cohorts in the Senegalese villages of Dielmo
(300 inhabitants) and Ndiop (350 inhabitants) where malaria is holoendemic (about 200 P. falciparum
infective bites/personfyear) and mesoendemic (about 20 P. falciparum infective bites/person/year),
respectively. The populations are under a daily active clinical survey. Blood samples are collected at
least once per month. Plasma and red blood cells are stored in bio-libraries that allow longitudinal
studies of the immune responses against plasmodial antigens and the investigation of the natural his-
tory of P. falciparum infections by molecular genotyping methods.
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Les relations entre la transmission des Plasmodii, les infections, la morbidité, les facteurs génétiques
de susceptibilité et I’acquisition d’une immunité naturelle anti-palustre sont étudiées au sein de deux
cohortes dans les villages de Dielmo (300 habitants) et de Ndiop (350 habitants), Sénégal, ou le palu-
disme est respectivement holoendémique (approximativement 200 piqgiires infectées par P. falciparum
par personne et par an) et mésoendémique (approximativement 20 pigiires infectées par P. falciparum
par personne et par an). Les populations sont suivies cliniquement, a domicile, tous les jours. Des
échantillons de sang sont collectés au moins une fois par mois. Le plasma et les culots hématocytaires
sont conservés dans des biothéques qui permettent I’ étude longitudinale des réponses immunes contre
des antigénes plasmodiaux et de I’histoire naturelle des infections a P. falciparum a I’aide de méthodes
de génotypage moléculaire.

Biothéque. Cohorte. Milieu tropical. Paludisme.

INTRODUCTION

Responsable de 1,5 a 2,7 millions de morts par
an dans le monde, le paludisme constitue un pro-
bléme majeur de santé publique dans la plupart
des zones intertropicales. 11 est essentiellement di
a un hématozoaire, parasite des hématies, Plas-
modium falciparum [1]. Les autres especes plas-
modiales infectant I’homme, P. vivax, P. ovale et

P. malariae, sont responsables d’une morbidité
moindre et n’entrainent pratiquement pas de mor-
talité. L’ Afrique sub-saharienne concentre plus
de 90 % des cas et des déces dus au paludisme a
P. falciparum. Sur ce continent ou la transmis-
sion est la plus élevée et le paludisme est le plus
stable, les espoirs des tentatives d’éradication des
années 1950 ont été décus. L’augmentation
actuelle de la résistance de P. falciparum a la plu-
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part des médicaments antipaludiques rend la pro-
phylaxie et le traitement du paludisme de plus en
plus difficiles a mettre en ceuvre et augmente son
poids sanitaire [2]. La nécessité de nouvelles stra-
tégies de lutte est évidente et I’utilisation d’un
vaccin efficace serait particulierement adaptée au
contexte africain. Leur mise au point suppose
d’avoir une connaissance précise et approfondie
du paludisme.

Paradoxalement, les efforts de recherche sur
son histoire naturelle, sur les relations entre la
transmission par les anopheles, 1’infection plasmo-
diale, la morbidité et la mortalité, sur les méca-
nismes d’acquisition d’une immunité anti-
palustre naturelle et sur ses cibles antigéniques
ont rarement ét€ a la hauteur des défis posés tant
en terme de santé publique qu’en terme de
complexité de cette parasitose.

La méconnaissance de la complexité et de
I’évolution des infections plasmodiales chez un
individu, I’absence d’indicateur clair de I’immu-
nité anti-palustre, 1’ignorance des mécanismes
immunologiques impliqués et de I’impact des
variations de la transmission ou de I’infection sur
cette immunité 3 moyen ou a long terme rendent
difficile la mise au point d’un vaccin et 1’évalua-
tion des mesures de lutte.

DES SUIVIS DE COHORTE POUR L’ETUDE
DE L’HISTOIRE NATURELLE DU PALUDISME
ET DE L’ ACQUISITION D’UNE IMMUNITE
ANTI-PALUSTRE

PROGRAMME ET TYPES D’ETUDES

En 1989, I'Institut Pasteur (Paris), I’Institut
Pasteur de Dakar et I'Institut de Recherche pour
le Développement (IRD, ex-ORSTOM) ont lancé
un programme d’étude de 1’acquisition de
I’immunité anti-palustre, de mise au point d’un
vaccin antipaludique et d’étude des interactions
entomologiques, parasitologiques, immunologiques
et cliniques [3, 4]. L’ originalité de ce programme
réside dans son ‘approche multidisciplinaire et
dans I’analyse :intégrée des résultats. Ce pro-
gramme implique une évaluation de la transmis-
sion, le recueil de données parasitologiques et
cliniques au -niveau individuel et la réalisation
répétée de prélevements sanguins permettant
I’analyse des réponses immunologiques en rela-

tion avec les données entomologiques, parasitolo-
giques et cliniques. Pour cela les études sont
prospectives, longitudinales, continues sur plu-
sieurs années, exhaustives et le recueil des don-
nées est systématique, actif et, autant que
possible, permanent. Elles concernent la totalité
de populations exposées a des niveaux différents
de transmission mais, chacune, relativement
homogene en terme d’exposition. Dans ces popu-
lations, le recueil de données entomologiques,
parasitologiques, cliniques et immunologiques
est congu pour permettre d’aborder de fagon inté-
grée un grand nombre de questions et d’apporter
des réponses pertinentes dans le cadre d’un seul
et méme suivi de populations. Il s’agit par exemple
d’évaluer des réponses immunologiques et
d’identifier les différentes populations de P. falci-
parum, avant, pendant et apres les acces palustres,
principale manifestation clinique du paludisme. I1
s’agit aussi de mesurer les variations des répon-
ses immunologiques en fonction de la transmis-
sion, de I’dge et de ’acquisition progressive
d’une immunité. 1l s’agit enfin d’identifier des
facteurs génétiques associés a la sensibilité au
paludisme ou aux réponses immunologiques.

CADRE DES ETUDES

Pour ce programme, les populations de deux vil-
lages du Sénégal sont suivies respectivement
depuis juin 1990 et juillet 1993 : la population de
Dielmo (250 a 300 habitants) ou le paludisme a
P. falciparum est holo-endémique (taux de préva-
lence parasitaire > 75 % chez les nourrissons) et ou
sa transmission est intense et pérenne, de |’ordre
de 200 piqiires infectées par personne et par an, et
la population de Ndiop (a 5 km de Dielmo, 300 a
350 habitants) ol le paludisme est méso-endémi-
que (taux de prévalence parasitaire compris entre
11 et 50 % chez les enfants dgés de 2 a 9 ans) et
ou sa transmission est modérée et strictement sai-
sonni¢re, de ’ordre de 20 piqiires infectées par
personne et par an [3-7]. Le suivi de ces popula-
tions continue encore en décembre 2002.

Des stations de recherche comprenant un labora-
toire, une salle de consultation et des locaux d’habi-
tation ont été construites dans chaque village. Elles
permettent la présence permanente, 365 jours par
an, 24 heures sur 24, d’une équipe composée d’au
moins un médecin et un infirmier-technicien.
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ASPECTS ETHIQUES

Les protocoles appliqués dans ces populations
sont soumis et acceptés par le conseil de perfec-
tionnement de I’Institut Pasteur de Dakar qui est
présidé par le Ministre chargé de la Santé au
Sénégal et par un comité d’éthique local. Depuis
octobre 2000, un Conseil National de Recherches
en Santé a été créé au Ministere de la Santé du
Sénégal. Il comprend 2 structures, un Conseil
Scientifique et un Comité d’Ethique National.
Désormais, tous les projets lui seront soumis. Les
protocoles sont longuement expliqués aux villa-
geois au cours d’assemblées de ’ensemble de la
population et au cours d’entretiens particuliers
organisés dans chaque maisonnée. Ces réunions
et entretiens ont lieu au moins une fois par an et
portent sur les résultats des recherches obtenus
précédemment, sur les objectifs et les motivations
des recherches envisagées dans 1’avenir, sur le
nombre, la nature, le volume et la fréquence des
prélévements, et sur les contraintes du suivi ento-
mologique et clinique. L’accord informé oral de
chaque villageois ou de son tuteur légal est
ensuite obtenu au moins une fois par an, en pré-
sence de témoins indépendants (maitres d’écoles).
Les villageois acceptent que les prélévements
servent pour la recherche médicale en général et
sur le paludisme en particulier, mais aussi pour
des tests de dépistage, par exemple ceux des
infections 2 VIH. Les personnes séropositives
pour les VIH (< 1% des populations) bénéficient
d’un suivi clinique particulier, d’une assistance
psychologique et de traitements adaptés. Les vil-
lageois peuvent a tout moment sortir de 1’étude
en continuant de bénéficier du soutien sanitaire
en cas d’urgence médicale.

PROCEDURE D’INCLUSION

A son inclusion, chaque villageois bénéficie
d’un examen clinique complet, d’un examen para-
sitologique des selles, d’examens biochimiques et
parasitologiques des urines, d’une numération-for-
mule sanguine, d’une détermination du groupe
sanguin et des groupes HLA, d’une électrophorése
de I’hémoglobine 2 la recherche d’une hémoglobi-
nopathie, de 1’évaluation de la glucose-6-phos-
phate dehydrogénase (G6PD). Les maladies
identifiées sont traitées. Un interrogatoire porte sur
leur histoire passée et particuliérement sur leurs
lieux de résidence pour évaluer leur exposition

antérieure au paludisme. Cette évaluation repose
sur une cartographie de I’endémie palustre réalisée
a partir d’une revue des travaux paludométriques
effectués au Sénégal depuis les années 30. En par-
ticulier, les résultats des enquétes menées a 1'épo-
que des tentatives d’éradication par le Service de
Lutte Anti-Paludique (SLAP) de Thies ont été
reportés sur une carte. Il est ainsi possible de clas-
ser chaque village et chaque arrondissement en
zone hypo-, méso-, hyper- ou holoendémique et
d’utiliser ces informations pour construire de
fagon rétrospective des matrices d’exposition.

SUIVI ENTOMOLOGIQUE

Dans chacun des deux villages, le niveau de
transmission est évalué par capture de moustiques
se posant sur homme avec un effort moyen de 4
homme-nuits de capture par semaine [6, 7]. Quatre
postes de capture, deux a l'intérieur et deux a
I’extérieur d’habitations, sont tenus chacun par
deux hommes adultes qui se relaient toute la nuit
pour capturer les moustiques se posant sur leurs
jambes découvertes jusqu’aux genoux. La pro-
portion d’anopheles infectés est estimée par la
détection immuno-enzymatique de I’antigéne cir-
cumsporozoitaire des espéces plasmodiales pré-
valentes (P. falciparum, P. ovale et P. malariae).
Le nombre de piqires infectées regues par la
population est estimé par le produit du nombre
d’anopheles vecteurs capturés sur homme et de la
proportion d’infectés parmi ces vecteurs.

SUIVI CLINIQUE ET PRISE EN CHARGE DES MALADES

La surveillance clinique repose sur des visites
quotidiennes (si nécessaire, trois fois par jour),
domiciliaires, de chacun des habitants inclus dans
I’étude, par des enquéteurs villageois. Au cours de
ces visites, la présence et I’état de santé des indi-
vidus sont notés. A I’occasion d’études parti-
culiéres, par exemple chez les enfants dgés de
moins de 2 ans ou chez I’ensemble de la popula-
tion au cours des premiers mois de suivi, le recueil
des données porte aussi sur la température corpo-
relle et sur une série de signes ou de symptomes.

Lorsqu’un épisode pathologique est détecté,
une fiche clinique standardisée €st remplie immé-
diatement. Les questionnaires ont été mis au
point apreés une étude ethno-linguistique, par la
méthode des « focus-groups », de la perception
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des signes et des symptomes dans les deux popu-
lations et avec 1’aide de linguistes. Les villageois
ont aussi acces, jour et nuit, aux stations de
recherche pour consulter. Dans les cas de fievre,
des gouttes épaisses et un prélévement de sang
capillaire sont effectués. Chaque malade détecté
est vu et examiné par un médecin. A I'issue de la
consultation et en fonction du résultat de la lec-
ture microscopique de la goutte épaisse, un dia-
gnostic est porté et un traitement est prescrit en
respectant les recommandations nationales. Les
médicaments sont administrés par les infirmiers
ou les enquéteurs, trois fois par jour. La sur-
veillance de I’évolution clinique dure jusqu’a la
guérison. Les cas graves nécessitant une hospita-
lisation sont évacués par la route jusqu’a I’hépital
régional de Kaolack (1 heure 30 min) ou les hopi-
taux de Dakar (4 heures).

SUIVI PARASITOLOGIQUE SYSTEMATIQUE
ET GESTION DES DONNEES PARASITOLOGIQUES

Avec une fréquence habituelle d’une fois par
mois qui peut &tre portée a deux fois par semaine
au cours de périodes de suivi intensif, des gouttes
épaisses sont effectuées a titre systématique dans
I’ensemble des populations pour la surveillance
parasitologique des infections plasmodiales
asymptomatiques.

Les gouttes épaisses, toujours faites en deux
exemplaires, sont colorées dans les stations de
recherche et sont rangées, deux par place, dans
des boites de 100 places. Les gouttes épaisses
effectuées a titre systématique sont rangées par
ordre de numéro d’identification des villageois
dans une série de trois ou quatre boites, respective-
ment a Dielmo et a Ndiop, chaque série corres-
pondant & un recueil systématique. Les gouttes
épaisses effectuées a 1’occasion d’un épisode
pathologique sont conservées dans des boites
séparées et rangées par ordre de date. Apres une
lecture effectuée au moment d’un €pisode patho-
logique pour porter un diagnostic, toutes les gouttes
épaisses font I’objet d’une lecture de référence,
dans le laboratoire de paludologie de I'IRD de
Dakar [5, 8], par deux techniciens dont la sensi-
bilité et la spécificité de la lecture sont équiva-
lentes. Les résultats des lectures sont enregistrés
sur des cahiers’ puis sont saisis dans la base de
données du laboratoire d’épidémiologie de I'Insti-
tut Pasteur de Dakar. La date, le numéro d’iden-

tification de I’individu et le numéro séquentiel du
prélevement permettent de mettre en relation les
résultats parasitologiques et les examens effec-
tués sur les prélevements de sang.

CONSTITUTION D’UNE BIOTHEQUE

Prélevements de sang capillaire

La surveillance parasitologique mensuelle est
couplée au prélevement simultané de sang capil-
laire au bout du doigt. Ces prélévements systéma-
tiques sont effectués dans des tubes capillaires en
verre d’un volume de 500 pl avec du citrate de
sodium comme anticoagulant. Tous les matériels
de prélevement sont stériles et a usage unique. Le
sang collecté au cours de ces collectes systéma-
tiques comme a 1’occasion d’un épisode patholo-
gique est sédimenté. Sous une hotte et dans le
cOne de protection d’une flamme, le plasma (envi-
ron 300 ul) est séparé en deux aliquotes égaux
dans des tubes Eppendorf (0,5 mL). Le culot glo-
bulaire est recueilli dans un cryotube NUNC® de
2 mL a vis apres avoir éliminé, au moins en partie,
la couche leucocytaire. Les culots globulaires sont
congelés immédiatement, sur le terrain, en azote
liquide dans des conteneurs présents dans les sta-
tions de recherche. Ces conteneurs sont ramenés
dans le laboratoire d’épidémiologie de I'Institut
Pasteur de Dakar une fois par mois. Les culots
sont alors transférés dans des congélateurs 2 —
20 °C avant d’étre expédiés dans le laboratoire
d’immunologie moléculaire des parasites de 1'Ins-
titut Pasteur & Paris ou ils sont conservés & —
80 °C. Les plasmas sont conservés a + 4 °C dans
un réfrigérateur a gaz ou solaire jusqu’a leur trans-
port, moins d’une semaine apres leur prélévement,
au laboratoire d’épidémiologie de I'Institut Pasteur
de Dakar ou ils sont congelés a —20 °C. Un des
deux aliquotes est conservé a Dakar, I'autre est
expédié au laboratoire de parasitologie médicale
de I'Institut Pasteur a Paris ou ils sont conservés a
-20°C. Les deux aliquotes de plasma et les
culots globulaires sont rangés par ordre de numéro
séquentiel dans des boites en carton de 100 places
permettant de les retrouver en quelques minutes et
de vérifier rapidement leur état.

Prélévements de sang veineux

Des prélevements de sang veineux sont effec-
tués par des médecins avec une fréquence d’une
fois par an, sur I’ensemble de la population, pour
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des études d’immunologie cellulaire, de géné-
tique ou pour I’isolement et I'étude de souches de
P. falciparum. Les volumes de sang et la fré-
quence des prélevements sont adaptés a I'age.
Les tubes de sang veineux sont expédiés a Dakar,
par la route, en moins de 5 heures, dans une gla-
ciere ol la température est maintenue autour de 4
a 8 °C par des accumulateurs de froid. Pendant le
transport, les tubes sont rangés dans les emplace-
ments de portoirs en polystyréne qui assure une
protection thermique et sont placés sur des blocs
de mousse pour amortir les chocs et les vibra-
tions. Lorsque ces prélevements sont exploités a
I'Institut Pasteur de Dakar, les aliquotes de
plasma, de sérum ou de culot globulaire sont
joints aux aliquotes préparés dans les stations de
recherche.

Registre des prélevements

Chaque prélévement sanguin ebt enregistré
dans les stations de recherche sur un registre en
papier spécifique de chaque cohorte et un numéro
séquentiel unique dans chaque cohorte lui est
attribué. Le registre contient ce numéro, la date,
le numéro d’identification du villageois, ses nom
et prénom, le nombre et la nature du prélévement
(capillaire, veineux sur tube ACD, sur tube hépa-
riné, sur tube sec ou sur tube EDTA), le motif du
prélévement et éventuellement I’heure du préléve-
ment. Si le sang est aliquoté sur place, le nombre
et le volume des aliquotes de plasma ainsi que
I’existence d’un culot globulaire sont notés. Pour
les capillaires, les registres comprennent aussi
une estimation de I’hématocrite. Les données de
ces registres sont saisies a Dakar, a I’Institut Pas-
teur, dans des bases de données informatisées
spécifiques de chaque cohorte, gérées par le logi-
ciel 4e Dimension® (ACI™, Paris, France).

Accés aux bases de données

Lorsqu’un chercheur a besoin d’utiliser un
prélevement, les informations nécessaires lui
sont fournies par un des épidémiologistes de
I’Institut Pasteur de Dakar. Les données lui sont
confiées sous une forme anonyme. Les noms et
prénoms des personnes sont effacés. Seuls le
numéro séquentiel du prélevement, sa date et le
numéro d’identification des villageois sont utili-
sés. Un numéro séquentiel de prélevement cor-
respond généralement 2 une seule combinaison
de numéro d’identification de villageois et de
date. Cela constitue un moyen de contrble de
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I’identité des prélévements et permet de corriger
d’éventuelles erreurs de saisie ou de transcrip-
tion. Lorsque plusieurs prélevements ont été
effectués sur la méme personne le méme jour,
son numéro, ’heure et le type de prélevement
mentionnés sur le registre et informatisés per-
mettent de les différencier.

RESULTATS

A Dielmo (11 années de suivi; juin 1990-
mai 2001) et a Ndiop (8 années de suivi;
juillet 1993-juin 2001), respectivement 249 et
362 personnes ont été incluses pendantles 15 pre-
miers jours de suivi, 116 et 92 enfants ont été
inclus 2 leur naissance et 200 et 302 immigrants
ont ét€ inclus 2 leur arrivée dans les villages. Pen-
dant les mémes périodes d’étude, parmi les 565
et 756 personnes suivies 3 un moment donné res-
pectivement a Dielmo ou a Ndiop, 36 et 16 sont
décédées (dont respectivement 5 et 4 hors des vil-
lages), 54 et 69 ont refusé de continuer a partici-
per a I’étude (dont respectivement 36 et 22 moins
d’un an aprés leur inclusion) et 161 et 209 ont
quitté les villages pour des raisons familiales ou
professionnelles. Au 17 juin 2001 2 Dielmo et au
1% juillet 2001 a Ndiop, respectivement 314 et
462 personnes étaient incluses dans 1’étude (dont
42 et 161 étaient momentanément absentes). Aux
méme dates, respectivement 2 Dielmo et a Ndiop,
les 565 et 756 individus inclus 2 un moment
donné ont totalisé 1025543 et 863 789 per-
sonne-jours de suivi. Parmi ces personnes, res-
pectivement 78 % et 72 % avaient été présentes
dans les villages et sous surveillance clinique
pendant plus de 66 % de leurs temps d’inclusion.
En d’autres termes, seulement 22 % et 28 % des
personnes incluses ont passé moins des deux tiers
de leur temps a Dielmo et a Ndiop. Ce dernier vil-
lage accueille plus de travailleurs agricoles qui
restent pour une saison ou quelques années mais
qui sont cependant susceptibles d’étres inclus
dans 1’étude.

Les nombres de prélevements collectés et conser-
vés, généralement sous forme de 2 aliquotes de
plasma et d’un culot globulaire, étaient de
46 820 dans la biotheque de Dielmo au 1% juin
2001 et de 33419 dans celle de Ndiop au
1% juillet 2001.
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De nombreux travaux ont été effectués ou sont
en cours a partir des prélevements rassemblés
dans les biothéques des cohortes de Dielmo et de
Ndiop. Ces travaux concemnent ’analyse géno-
typique des populations parasitaires infectant les
habitants des villages [9-17]. Ils concement aussi
les réponses anticorps contre différents antigenes
parasitaires et leur association a I’immunité clinique
ou anti-parasitaire [18-24]. Des prélévements ont
occasionnellement servi A la surveillance de la
circulation d’arboviroses (H. Zeller, Institut Pas-
teur, communication personnelle).

DISCUSSION

Le principal intérét des biothéques de Dielmo
et de Ndiop est de permettre aux chercheurs
d’avoir acces a des échantillons sanguins prove-
nant de personnes dont le statut clinique et I’his-
toire paludologique sont parfaitement connus.
Aucune autre biothéque associée a une base de
données cliniques et épidémiologiques comparable
n’est actuellement disponible.

La constitution et I'utilisation de ces biothéques
posent cependant différents problemes. Les
échantillons prennent une place trés importante
(2 congélateurs a — 80 °C et 8 congélateurs —
20 °C a I'Institut Pasteur a Paris, 5 congélateurs a
-20°C a IlInstitut Pasteur de Dakar) et leur
conservation cofite cher (prix d’un congélateur
a ~ 80 °C de l'ordre de 8 400 €). Seule une
petite partie a €té utilisée. Leur exploitation est
limitée par le coiit de la main d’ceuvre et des
réactifs. La conservation des plasmas & moyen
ou long terme est délicate. Les tubes Eppendorf
utilisés pour les plasmas ne sont pas complete-
ment €tanches et les échantillons sont soumis a
la dessiccation. Les contraintes financiéres ont
empéché jusqu’a présent I’emploi de tubes a vis
de plus faible volume qui limiteraient ce pro-
bleme. A — 20 °C, la conservation 2 moyen ou
long terme de I’ADN parasitaire contenu dans
les culots globulaires n’est pas assurée; elle
nécessite des températures inférieures ou égales a
— 80 °C. L’utilisation des échantillons par des
équipes distinctes dispersées sur des sites diffé-
rents pose des.problémes de coordination et
peut étre a I’origine de conflits. La diversité des
formats des résultats obtenus au cours des étu-
des immunologiques a aussi géné, jusqu’a pré-

sent, leur enregistrement dans une base de
données commune.

Un comité de pilotage a été constitué pour
gérer I'utilisation des prélévements et coordonner
les travaux menés sur ces deux cohortes. Un
effort est effectué actuellement pour rassembler
les résultats immunologiques obtenus par diffé-
rentes équipes sous un format informatisé com-
mun. Au niveau du terrain, I’accord des
villageois devrait devenir écrit dans un avenir
proche.

Les motivations pour poursuivre ces suivis de
cohorte ne sont pas toujours bien pergues. Dans
le cadre des appels d’offre pour le financement
de la recherche, 1l devient particuli¢rement dif-
ficile de justifier ce type de recueil de données
et de matériel biologique : les demandes de
financement actuelles impliquent la définition
d’objectifs ponctuels accessibles en peu de
temps, rarement plus de deux ans. Dans ces con-
ditions, il devient pratiquement impossible de
faire financer le coit de la collecte itérative de
matériels biologiques chez les mémes individus
pendant plus d’une dizaine d’années. Or, c’est
généralement le délai minimum nécessaire a
I’acquisition d’une immunité palustre compara-
ble a celle des adultes les mieux protégés.
L’étude de la diversité des modes d’acquisition
de I'immunité par des études longitudinales et la
constitution de biothéques en milieu tropical se
heurte a I’organisation actuelle du financement
de la recherche.
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