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RESUME 

Une mission d'appui definie dans le cadre du projet PARC et relative a !'evaluation des 
capacites de diagnostic et a la mise en place de techniques ELISA a ete menee au 
Laboratoire de L'ANDE de Bangui du 22 novembre au 3 decembre 1999. 

La mission avait pour objectif general la relance du laboratoire par la formation et la 
sensibilisation du personnel technique, avec comme priorite, !'integration dans le 
reseau de serosurveillance du futur programme PACE. Sur la plan specifique du 
diagnostic, la mission avait pour but de former le personnel a la mise en routine des 
methodologies adaptees au depistage serologique et antigenique des maladies et/ou a 
!'evaluation de leur prevalence. Le diagnostic de la peste bovine, de la peste des petits 
ruminants de la peripneumonie contagieuse bovine et de la pleuropneumonie 
contagieuse caprine, est effectue a l'aide de kits ELISA 

L'inventaire des ressources humaines, a montre que le personnel doit pouvoir 
beneficier, pour renforcer son expertise, d'un encadrement technique adequat, de 
stages de formation nationaux ou intemationaux. Avec la relance du systeme national 
de serosurveillance et !'augmentation du nombre d'echantillons a traiter, le groupe de 
diagnostic, devrait pouvoir obtenir un paste supplementaire pour un jeune ayant un 
BTS. 
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SYNTHESE 

Une mission d'appui definie dans le cadre du projet PARC et relative a !'evaluation des 
capacites de diagnostic et a la mise en place de techniques ELISA a ete menee au 
Laboratoire de L'ANDE de Bangui du 22 novembre au 3 decembre 1999. 

La mission avait pour objectif general la relance du laboratoire par la formation et la 
sensibilisation du personnel technique avec comme priorite !'integration dans le reseau de 
serosurveillance du futur programme PACE. En effet, ce laboratoire represente un maillon 
essentiel dans ce reseau. La situation particuliere de la RCA concemant les risques d'entree 
de la Peste Bovine et, d'un point de vue general, la carence importante en donnees 
sanitaires, confirment la necessite d'un appui particulier au laboratoire de Bangui. 

L'inventaire des ressources de ce laboratoire montre que l'equipement en gros et petits 
materiels existe. Un certain nombre de techniques de diagnostic basees principalement sur 
!'usage de kits ELISA peuvent etre mises en routine dans le laboratoire. Les kits existants ont 
ete mis en reuvre et la technicite du personnel mise a l'epreuve, notamment pour le 
diagnostic de la peste bovine et de la PPR. 

Cependant, se pose actuellement la question, pour la serosurveillance de la peste bovine, du 
maintien du kit actuel (manque de sensibilite de detection des anticorps dus a la maladie). 
Les nouveaux kits foumis ont permis de mettre en route le diagnostic de la peripneumonie 
contagieuse bovine et de la pleuropneumonie contagieuse caprine. L'utilisation de tels kits 
standardises, permet une gestion et une interpretation accreditee par les autorites 
intemationales : OIE, FAO, AIEA. Cette formation a ete !'occasion, egalement, de faire le bilan 
des analyses qui peuvent etre actuellement faites et dans l'avenir par le laboratoire de Bangui 
et d'identifier les besoins en consommables et en reactifs pour une annee de travail. 

Cependant le defaut de maintenance pour certains appareils, et un budget de fonctionnement 
reduit, est incompatible avec certaines activites du diagnostic, notamment l'isolement et la 
conservation des virus et l'acces a la PCR. 

L'inventaire des ressources humaines, montre que le personnel doit pouvoir beneficier, pour 
renforcer son expertise, d'un encadrement technique adequat, de stages de formation 
nationaux ou intemationaux. Avec la relance du systeme national de serosurveillance et 
!'augmentation du nombre d'echantillons a traiter, le groupe de diagnostic, devrait pouvoir 
obtenir un poste supplementaire pour un jeune ayant un BTS. 

Entin, !'accent est mis sur la necessite absolue d'une interconnexion laboratoire-terrain pour 
le bon acheminement des echantillons et la communication en retour des resultats, prealable 
au bon fonctionnement du laboratoire et a la motivation des techniciens et des eleveurs. 
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CADRE DE LA MISSION 

Cette mission s'inscrit dans le cadre des missions d'appui pour le PARC-RCA (financement 
Union Europeenne - 7°me FED). L'objectif de la mission etait de foumir un appui au diagnostic 
au Laboratoire de l'Agence Nationale de Developpement de L'Elevage de Bangui. Un 
programme etabli sur deux semaines a ete retenu, ii contenait un valet d'appui au diagnostic 
de la peste bovine, peste des petits ruminants et maladies pestiformes assure par G. LIBEAU 
et un valet d'appui a celui de la peripneumonie et de la pleuropneumonie caprine, assure par 
A DAVID. 

La m1ss1on avait pour objectif general la relance du laboratoire par la formation et la 
sensibilisati9n du personnel technique afin de repondre a la surveillance des ces maladies 
epizootiques majeures. L'Afrique Centrale dent la RCA et le Tchad, doivent former une 
barriere a la reintroduction de la peste bovine vers l'ouest du continent. Absente depuis plus 
de dix ans d'Afrique de l'ouest et Centrale, la maladie est toujours presente en Afrique de 
l'Est. Ce personnel doit pouvoir juger, d'un point de vue national, des effets de la vaccination 
dans le cordon sanitaire et du point de vue regional, des risques de reapparition de la maladie 
par les echanges commerciaux et par la transhumance du betail en provenance du Tchad et 
du Soudan. 

Sur le plan specifique du diagnostic, la mission avait pour but de former le personnel a la mise 
en csuvre des methodologies adaptees au depistage serologique et antigenique des maladies 
et/ou a !'evaluation de leur prevalence. Le diagnostic de la peste bovine, de la peripneumonie 
et des autres maladies citees, est effectue a l'aide de kits ELISA L'utilisation de tels kits 
standardises, prealablement valides, permet une gestion et une interpretation centralisee. 
Ces methodologies permettent egalement !'accreditation des resultats obtenus, par uncertain 
nombre d'autorites intemationales (OIE, FAO, AIEA). 

La mission a donne lieu a un stage de formation de deux semaines destinees aux deux 
technicians de la section "lmmunologie" du laboratoire de Bangui. 

Cette formation a ete l'occasion egalement : 
- de faire le bilan des analyses qui peuvent etre actuellement faites et dans l'avenir par 

le laboratoire de Bangui, 
- d'identifier les besoins en consommables et en reactifs pour une annee de travail. 
- de donner les modalites d'envoi des prelevements dans les laboratoires de reference 

exterieurs, 
- de proposer une formation continue au technicians de laboratoires. 

Nous tenons a remercier les personnes rencontrees pour leur accueil et leur 
collaboration, en particulier Guillaume Kondolas pour sa disponibilite durant toute la 
duree de notre sejour. 

/ 
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1. BILAN 

.1 Situation sanitaire 
La Republique Centrafricaine presente une situation sanitaire preoccupante (rapport 

CIRAD-EMVT ROGER). C'est une zone tres sensible sur le plan de l'epidemiologie de la 
peste bovine et un cordon sanitaire s'est avere necessaire a ses frontieres pour empecher la 
progression de la maladie d'est en Quest du continent africain. 

1. 1. 1 Peste bovine (RP, liste A) : 

Demiere incursion de la peste bovine dans l'Ouest du pays en 1983. Campagnes annuelles 
de vaccination depuis cette date s'inscrivant dans le cadre general de la strategie 
d'eradication de la maladie du coniinent africain par la PARC. 

Les taux de protection du cheptel etablis par l'equipe de serosurveillance demeurent tres 
insuffisants. Cette situation suscite des inquietudes qui peuvent se justifier par la proximite du 
Soudan, pays d'enzootie d'ou afflue chaque annee un nombre important de betail en 
transhumance ou destine a la boucherie ( 150 000 bovins. 

Taux de seroprevalence : 

- 1988 : sondage serologique abattoir 75% 
-1989 : 4000 serums (non analyses) 
-1990 : 5718 pour !'ensemble du pays 57% 
- 1993 : pour la. r;egion Nord (Vakaga, Bamingui-Bango 59% 
-1994, pour !'ensemble du pays 59% 
La meme annee, la seroprevalence au Soudan est de 60% environ (echantillons 

provenant des zones de Darfur et Khartoum ou la vaccination est effectuee ). Les vaccinations 
et les echantillonnages ne sont effectues que de fa<;on episodique dans la region du sud­
Soudan, zone frontaliere avec la RCA. 

- pas de prelevement en 1995, 96, 97 en RCA Reprise en 1998. 

Type de vaccin utilise 

-Tissuepest, vaccin monovalent produit par le laboratoire de Dakar (Senegal). Ce 
vaccin a ete utilise a l'ouest du pays en 1983. 

- Pestbov, vaccin monovalent produit par l'lnstitut R.Merieux, utilise a l'Est du pays en 
1983-1984. 

- Bissec, vaccin bivalent (peste bovine et peripneumonie) produit par le laboratoire de 
Farcha (Tchad) utilise en 1985 

- Neobissec, vaccin produit par le laboratoire de Dakar, utilisee sur toute l'etendue du 
territoire national en 1986. 

L 
; / 

--



- Bivax, vaccin bivalent (peste bovine et peripneumonie contagieuse) produit par le 
laboratoire du LANAVET a Garoua (Cameroun), 1987. 

- Bovipestovax (LANAVET). 

- Perivax, vaccin monovalent utilise centre la PPRB a l'Est du pays en 1992. 

1.1.2 Peste des Petits Ruminants (PPR, liste A): 

D'apres le rapport de F. ROGER, un premier foyer s'est declare en decembre 1989 a 
Berberati, puis Bangui en fevrier 1990. 160 000 petits ruminants avaient ete vaccines (avec le 
vaccin bovipestique ; effectif estime : 1,5 millions de tete). 

1. 1. 3 Les maladies pestiformes : 

La Maladie des Muqueuse (BVD-MD, liste C), la Rhinotracheite lnfectieuse Bovine (IBR, liste 
8), le Coryza Gangreneux (liste B), n'ont pas encore ete rapporte en RCA II s'agit des 
maladies pestiformes pouvant etre confondues avec la peste bovine. 

1. 1.4 Petipneumonie Contagieuse Bovine (PPCB, liste A, voir F. ROGER) : 

"Le demier foyer confirme CIRAD-EMVT date de 1993 dans la region de Bambari. C'est le 
premier foyer declare dans la region est. Jusqu'a une periode recente (demier foyer declare 
en 1985), la PPCB etait presente a l'Ouest (Region ouest, notamment dans le triangle de 
Baboua - Bozoum - . Bocaranga). La vaccination bivalente a sans aucun doute limite 
!'apparition de la PPCB-maladie. 

1.1.5 Pleuropneumonie Contagieuse Captine (PPCC, liste B) : 

Jamais suspectee. 

1.2. Le Laboratoire Veterinaire de Bangui 

1. 2. 1 Personnel 

Si l'on se refere a l'organigramme du laboratoire de Bangui, la partie "lmmunologie" est 
normalement chargee des analyses serologiques relatives a la surveillance et a !'evaluation 
de la couverture vaccinale centre la peste bovine. Le personnel est rattache au Service 
d'epidemiosurveillance de la Direction de la Sante Animale, mais depend egalement du 
Coordinateur du PARC. De fa<;on inattendue, cette section est independante de la partie 
"Diagnostic" du laboratoire, section qui devrait regrouper toutes les activites de ce type, 
serologie comprise, sous la direction d'une responsabilite competente. 
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Quatre personnes ant assiste a !'atelier de formation. Ce stage s'adressait en premier lieu au 
chef de section "lmmunologie" Mr Bruno DOUNIA et a son assistant Mr Barthelemy 
GNICKOLI. Les autres personnes suivant les exercices qu'en tant qu'observateurs : 
personnels des sections parasitologie et bacteriologie de la partie "Diagnostic" : Mr Vincent 
ORONOUTCHOU et Mr Edmond BENGBODE. Le manque de materiel et le manque de place 
n'a pas pennis de faire manipuler egalement ces personnes. 

Formation prealable en "lmmunologie" : en 1998, deux techniciens dont un de la section 
anatomo-pathologie ant suivi une formation au diagnostic de la peste bovine et de la PPR au 
laboratoire de Bingerville (Cote d'Ivoire). Celle-ci a conceme les techniques : C-ELISA PB, 
lmmunocapture PB/PPR, lmmunodiffusion en gelose et utilisation du logiciel EDI. 

1. 2. 2 Locaux, equipement et materiel 

Le stage de formation a eu lieu au laboratoire de Bangui dans la partie "lmmunologie", 
normalement chargee du diagnostic serologique peste bovine. Celle-ci comporte une seule 
piece de travail climatisee, disposant d'une paillasse permettant le travail de deux a trois 
personnes et d'un bureau ou se traitent les donnees informatisees. Pour les methodes de 
diagnostic qui mettent en jeu le principe de l'ELISA, cette section est equipee de fac;on assez 
satisfaisante (lecteur ELISA Multiskan EX, etuve, refrigerateur, agitateur, materiel 
informatique, pipetmans, etc ... en ban etat de marche). Compte tenu de l'exigu·11e du local, 
le rangement des serums et des prelevements est disperse dans des congelateurs a -
20 ° C, places dans les pieces adjacentes. La disposition des congelateurs, des serums 
et des prelevements n'est pas optimisees. Une seule piece devrait etre devalue a leur 
rangement Pour minimiser les volumes des serums, des plaques 96 puits ou des tubes 
micronics devraient etre utilises. Serums et prelevements necessitent des 
temperatures de conservation qui sont respectivement de -20 et de -80 ° C 
indispensable pour une conservation sur une periode superieure a 6 mois. 

Le laboratoire est equipe d'une laverie pour le nettoyage de la verrerie, le recyclage du petit 
equipement en plastique (pipettes, cones) et la sterilisation du materiel et des milieux ou 
tampons. Pour les methodes ELISA, !'accent doit etre mis sur la qualite de l'eau afin que celle­
ci puisse se rapprocher d'une eau MilliQ. Un distillateur permet d'obtenir une eau de 
relativement bonne qualite apres autoclavage. La qualite de celle-ci pourrait etre amelioree 
en appliquant un deuxieme cycle de distillation. 

Le laboratoire n'a pas l'equipement necessaire pour ce qui est des methodes d'isolement et 
de diagnostic basees sur la culture cellulaire. Meme si la section Bacteriologie dispose d'une 
hotte a flux laminaire, celle-ci ne beneficie pas d'un controle regulier permettant de suivre 
l'etancheite de la membrane filtrante. Des sources d'approvisionnement en gaz carbonique, 
pour une etuve a CO2 et en azote liquide pour la conservation des cellules, ne sont pas 
disponibles. Les techniques PCR ne peuvent etre envisagees, dans un premier temps, que 
dans le cas au l'lnstitut Pasteur serait pret a mettre son materiel a la disposition du laboratoire 
de l'ANDE. Ceci suppose egalement qu'une formation specifique sur la PCR soit accessible 
aux technicians. 
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2.STAGE 

2.1 Reactifs utilises. 

Les kits utilise sont bases sur le principe de l'ELISA (Enzyme Linkined lmmunosorbent Assay) 
qui permettent de realiser des tests serologiques et de detection d'antigenes. Plusieurs de 
ces kits ont ete developpes par le CIRAD-EMVT en relation avec la Division Jointe 
FAO/AIEA, ce qui a permis de les valider dans differents laboratoires africains. Certains de 
ces kits sont commercialises par une entreprise privee, Biological Diagnostic Supplies Ltd 
(BDSL; Kilmarnock, RU). Les C-ELISA permettent de traiter environ 4000 a 5000 serums, et 
le kit lmmunocapture environ 100 echantillons tissulaires. lls contiennent tous les reactifs 
entrant dan~ la composition des tampons de saturation, lavage et revelation necessaires pour 
mener a bien le test (voir liste en T~bleau I). 

,. 

Les tests ELISA de competition (C-ELISA), qui exploitent un anticorps monoclonal, permettent 
la detection d'anticorps specifiques diriges contre un pathogene. Les tests mis en ceuvre ont 
ete le C-ELISA PPR, C-ELISA RP, C-ELISA PPCB et le C-ELISA PPCC (kits fournis lors de la 
mission). Un kit C-ELISA BVD a egalement ete utilise (LSI - Laboratoire Service International). 
II existe deux domaines d'utilisation de ces tests dans le controle d'une maladie. Le premier 
est leur application au "seromonitoring" ou a !'evaluation de la protection apres les 
campagnes de vaccination. Dans ce cas, l'objectif est d'estimer avec quelle efficacite s'est 
deroulee la vaccination en effectuant des prelevements selon la strategie recommandee. La 
prevalence des anticorps vaccinaux peut etre comparee par classe d'age d'une annee sur 
l'autre. Ceci s'applique dans le cadre du controle de la peste bovine dans les cordons 
sanitaires et egalement de la PPCB. Le second valet d'utilisation de ces kits C-ELISA est la 
surveillance de la maladie par la detection d'anticorps en dehors de toute vaccination. Ceci 
permet d'evaluer, en zones d'enzootie, la prevalence de la maladie, ou en zone indemne, de 
declencher le systeme d'alerte. Ce dernier cas s'applique directement a la peste bovine. 

Le kit de detection d'antigene immunocapture (ICE) applique a la detection des virus peste 
bovine et PPR a egalement ete mis en ceuvre (kit en stock, fourni prealablement par l'AIEA). II 
permet de mettre en evidence la presence de virus directement dans les tissus provenant de 
!'animal mort ou malade et de realiser un diagnostic differential entre les virus PPRV et RPV. 
Cette technique a comme principaux avantages, par rapport aux techniques classiques 
d'identification, d'etre rapide et simple d'execution (2 heures maximum) tout en etant 
extremement specifique. II peut etre execute sur des echantillons qui ont pu subir une rupture 
de la chaine du froid. 
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KIT CARACTERISTIQUES NOMBRE FOURNISSEUR ADRESSE 
D'ECHANTILLONS 

(producteur) POUVANT ETRE TESTES 

ANTICORPS ANTI- Campus Baillarguet 
C-ELISA PPRV Nucleoproteine-PPR 4000 SERUMS CIRAD-EMVT 34032 Montpellier 

FRANCE 

ANTICORPS ANTI-
' 

Riverbank Business 
C-ELISA RPV Hemagglutinine-RPV 5000 SERUMS AIEA/BDSL Center, Kilmarnock 

(Pirbright) KA1 3JB UK 

Riverbank Business 
IMMUNOCAPTURE NUCLEOPROTEINE des virus 100 EXTRAITS AIEA/BOst.., Center, Kilmarnock 

RP et PPR TISSULAIRES (CIRAD-EMVT) KA1 3JB UK 

ANTICORPS SPECIFIQUES Campus Baillarguet 
C-ELISA PPCB de 4000 SERUMS CIRAD-EMVT 34032 Montpellier 

' mycoplasma mycoides FRANCE 
mycoides SC 

ANTICORPS SPECIFIQUES Campus Baillarguet 
' C-ELISA PPCC de 4000 SERUMS CIRAD-EMVT 34032 Montpellier 

' mycoplasma capricu/um FRANCE 
subsp. capripneumoniae 

' Le Bois Dieu 
C-ELISA BVDV ANTICORPS ANTl-p80 480 SERUMS LSI 69380 Lissieu 

FRANCE 

Tableau I. Recapitulatif des kits mis en jeu. 
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2.2 Formation realisee. 

Les tests cites plus haut ont ete mis en reuvre. Les deux techniciens ont pu realiser eux­
memes les techniques. Le principe de chaque test a ete explique (voir en Annexe, les 
protocoles des tests). Les echantillons traitees ont ete analyses grace au logiciel EDI pour ce 
qui conceme les C-ELISA PPRV, RPV PPCB, PPCC et l'immunocapture. L'assistance du 
logiciel permet de controler les performances du test et la variabilite entre les essais grace a 
plusieurs standards inclus dans chaque kit. Par exemple pour les tests C-ELISA, ce sont des 
serums temoins positifs forts, positifs faibles et negatifs. Pour le test d'immunocapture 
detectant les antigenes RPV et PPRV, les standards inclus sont des antigenes soit, positifs 
contenant d~ virus RPV et PPRV, soit, negatif. Les resultats obtenus avec ces temoins ne 
doivent pas varier au-dela d'un intervalle de confiance prealablement etabli, sinon le test doit 
etre recommence. Concemant l'llne ou l'autre des methodes, les problemes pratiques 
auxquels les stagiaires risquent d'etre confrontes a l'avenir n'ont pu que leur etre expose de 
fac;on theorique : probleme d'eau, de pipetage, de pH etc ... 

2.3. Premiers resultats (voir Tableau II: suspicions legitimes) 

2. 3. 1 Peste des petits ruminants 

Pendant la mission, une mise au point du kit C-ELISA PPR (detection d'anticorps) par titrage 
de l'antigene, a ete necessaire pour permettre son bon fonctionnement, car la qualite de l'eau 
influe sur la reaction antigene-anticorps. Le kit lmmunocapture ( detection d'antigene ), dont 
certains reactifs manquaient, ont ete renouveles pendant le temps de la mission : envoi par 
courrier rapide du CIRAO-EMVT. Ces deux tests ont permis de confirmer d'anciens foyers de 
PPR (prelevements gardes au congelateur) et d'en diagnostiquer de nouveaux sur les regions 
de Birao et de Bossangoa a partir de prelevement et de serums receptionnes le jour meme (5 
jours d'acheminement) en provenance du terrain et datant de juillet a octobre 1999. Les 
resultats on pu etre retransmis immediatement du laboratoire au terrain afin de permettre 
!'intervention des agents et des eleveurs. II est clair qu'un disfonctionnement existe, a 
l'heure actuelle, tout le long de la chaine comprise entre le prelevement et la restitution 
des resultats de diagnostic au terrain, incompatible avec le systeme d'alerte precoce 
preconise par l'EMPRES. 

Les tests mis en jeu sot le C-ELISA et l'ICE. Sur 70 serums de petits ruminants analyses 
(serums de l'annee 1997 et quelques serums recents en provenance de Birao: 23/09/99), 7 
se sont averes positifs (6 caprins et 1 ovin) dont les 2 venants de Birao. La positivite de ces 
demiers a ete confirmee en ICE sur les secretions nasales et buccales des meme animaux. 
Des frottis nasaux, buccaux et les ganglions mesenteriques d'un animal provenant de la 
region de Bossangoa se sont averes egalement positifs par ce test (voir, feuille de lecture ICE 
du 26/11/99). De retour a Montpellier, la souche RCA-BIRA0.99 a ete mise en evidence par 
PCR et sera sequencee (Figure I). La suspicion de PPR de Mongoumba n'a pu etre 
confinnee du fait du mauvais choix des prelevements : sang, rate, foie (voir 
recommandations ). 

8 •. 
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Figure I: Test PCR. Mise en evidence d'un fragment de 300 paires de bases specifiques du 
virus PPR Amplification du cDNA de la souche RCA-BIRAO par les amerces NP3 et NP4. 

1 : Marqueur de poids moleculaire 
2 : Souche PPR RCA 
3: Temoin negatif 
4: Temoin positif 

9 ' / 

., 



Espece 

ovin/caprin• 

ovin/caprfn 

bovi~s 

,) . 

TABLEAU II: SUSPICIONS LEGITIMES DE PB, PPR ET DE PPCB 

RESULT A TS SEROLOGIQUES ET ANTIGENEMIQUES 

. 
anti corps 

Type Poste Statut C-ELISA HRPV C-ELISA N-RPV C-ELISA NPPRV SN C-ELISA PPCB 

d'Echantillon Veterinaire Vaccinal Pl Statut Pl Statut 

- .. · .. 

ecouvillon buccal BIRAO sans 

ecouvillon buccal BIRAO sans 

serum BIRAO sans NT NT 

serum BIRAO sans NT NT 

ecouvillon nasal BOSSANGOA sans 

BOSSANGOA sans 
ecouvillon buccal 

ecouvillon occulaire BOS SAN GOA sans 

ganglion mesenterfque BOSSANGOA sans 

ganglion mesenterique BOSSANGOA sans 

serum MARKOUNDA sans 20a N 49 douteux 

serum MARKOUNDA sans 14 N 42 N 

serum BOUCA sans 8 N 54a p 

a: seuil de positivite des tests C-ELISA HRPV, NRPV, NPPRV et PPCB a 50% 
b: % inh entre 30 et 50% : douteux ou positif faible; % inh entre 50 et 80%: Positif 

c: 1/10, seuil de positivite 

, .. 

Pl Statut RP PPR Pl Statut 

""'' 

83a p NT 

80 p NT 

NT P (>1/320) N <50a N 

NT N P(1/160) <50 N 

NT P (1/20)c N 30 N 
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antigene 

C-ELISA BVDV ICE 

pp Statut PPR RPV 

p N 

p N , 

NT 

NT 

p N 

p N 

N N 
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p N 

N N 

85b p 

82 p 
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2. 3. 2 Peste bovine 

Pour la serologie peste bovine, une centaine de serums bovins preleves en 1999 et gardes 
dans la serotheque, ont pu etre analyses avec le kit C-ELISA H-RP, preconise par la PARC 
pour la serosurveillance de la peste bovine. Nous avons pu constater la bonne marche de ce 
kit. Ce test permet chaque annee d'evaluer la couverture vaccinale des bovins preleves et 
permet de traiter environ 5000 echantillons. II semble que pour !'instant, aucune modification 
ne soit apportee a ce test, bien que l'on sache qu'il soit peu sensible a la detection des 
anticorps anti-pestiques diriges contre les virus RPV de lignee II ainsi que contre les souches 
asiatiques (lignee Ill). Les virus de lignee II sont, avec ceux de lignee I, les souches des 
foyers enzootiques d'Afrique de l'Est. La lignee II, circule a bas bruit, notamment au sud-est 
du Kenya, s_ur les bovins transhumants Massar et la faune sauvage, tres sensible a ce virus, 
en est le revelateur de temps a autre. 

,. 

Le serum de bovins provenant d'une suspicion legitime de peste bovine (Markounda) mais 
egalement d'une suspicion de PPCB (Bouca) ont ete analyses (voir Tableau II). A Bangui, les 
serums sont restes negatifs avec le kit C-ELISA H-RPV. De retour a Montpellier, ils ont 
egalement ete analyses avec le kit C-ELISA N-RPV (GIRAD) et la seroneutralisation qui 
permettent la detection des anticorps antipestiques independamment de la nature du virus 
RPV. Un des 2 serums de Markounda et le serum de Bouca se sont positives par les 
deux tests. Pour les 2 origines, ce sont des jeunes animaux qui sont atteints (11 mois, 1 
an et 4 ans). A Markounda, la vaccination n'a pas ete faite, a Bouca, la feuille d'enquete 
ne donne aucune indication sur le statut vaccinal du bovin. Une enquete sur le terrain 
pour retrouver les proprietaires doit pennettre d'analyser un echantillonnage plus large 
d'animaux pour confirrner cette suspicion de peste bovine. L'un des serums possede 
egalement des anticorps anti-BVD. Ceci permet de dire qu'il existe une circulation du virus de 
la Diarrhee virale bovine (region Centre), maladie donnant un syndrome de type peste bovine. 
La presence du virus n'a pu etre confirme. L'utilisation du kit BVDV n'a de sens que si le virus 
peux etre parallelement isole sur leucocytes (BVDV Antigen Capture). 

2. 3. 3 Peripneumonie Contagieuse Bovine 

Une cinquantaine de serums de la serotheque de serosurveillance ont ete analyse avec le kit 
PPCB afin de mettre en place la technique. Aucun de ces serums ne s'est revele positif, ni le 
serum provenant d'une suspicion de PPCB sur un bovin de la region de Bouca : pourcentage 
de competition de 30%, alors que le seuil du test se situe a 50%. 

2. 3. 4 Pleuropneumonie Contagieuse Caprine 

Environ 70 serums de petits ruminants recoltes en 1997 ont ete analyses avec le kit C-ELISA 
PPCC. La plupart de ces serums provenaient du pk13 qui est le marche a bestiaux de 
Bangui. Quelques serums ont ete trouves positifs. Leur pourcentage de competition etaient 
compris entre 20 et 27% (seuil de positivite pour la PPCC : 20%). Ces resultats confirrnent 
pour la premiere fois, la presence de la PPCC en RCA. 

11 •· 
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3. PROPOSITIONS ET RECOMMANDATIONS 

3.1 Le laboratoire 

3. 1. 1 Laboratoire et reseau de surveillance 

Un diagnostic sur et rapide ne peut etre effectue que par une equipe experimentee traitant en 
roulement suffisamment d'echantillons pour maintenir son expertise. II est done recommande 
qu'il persiste un approvisionnement regulier en reactifs et echantillons biologiques. La mise 
en routine du travail de diagnostic depend d'une bonne entente avec le reseau de 
serosurveillance sur le terrain, !'utilisation des moyens de transport rapides (avian) pour 
recevoir da(ls le temps le plus court les echantillons de terrain. II est essential que le 
laboratoire puisse communiquer (\!acations radio avec certains laboratoires regionaux) avec 
les equipes de terrain pour obtenir des informations epidemiologiques - mortalite morbidite, 
symptomes, pour permettre de confirmer le diagnostic. Meme si le laboratoire de Bangui peut 
avoir recours aux Laboratoires Regionaux ou mondiaux pour confirmation ou assurance 
qualite, ii est important qu'il puisse maintenir une expertise pour un premier diagnostic. II est 
d'autant plus important pour la peste bovine qu'il y ait un temps de reaction rapide a une 
alerte, compte tenu de la situation exposee de la RCA 

Conforter la chaine d'approvisionnement en echantillons : 

- codifier les types de prelevements (Annexe ), distribuer un materiel de transport 
standard, a l'image de ce·qui est fait pour la poliomyelite a l'lnstitut Pasteur de Bangui. Cela 
passe par la formation (types de prelevements, reconnaissance des signes cliniques par les 
auxiliaires veterinaires) la motivation et !'implication du personnel. 

' 
- definir le moyens de transport selon le laboratoire d'origine, sachant les difficultes de 

circulation au sein de la RCA 

- equipement des laboratoires regionaux avec le materiel de froid, de prelevement 
(vacutainers, ecouvillons) de conditionnement d'echantillons (tubes, flacons) et kits IDG pour 
la peste bovine. Amelioration des moyens de communication. Installation de radios etc ... 

3.1.2 Besoins en reactifs et consommables pour une annee de travail (Tableau Ill /Vet VJ 

• Reactifs. Le traitement de 4000 a 6000 serums par maladie demande 
l'achat d'environ 1 a 2 kits specifiques par an. Selan les disponibilite budgetaires, ces 
kits doivent etre renouveles annuellement. La serologie de RPV, PPRV, PPCB, PPCC, 
BVD peut etre realisee d'amblee sur les serums de la serosurveillance et egalement 
de la serotheque afin de la valoriser rapidement. D'autres maladies peuvent etre 
diagnostiquees par des tests ELISA commerciaux, leucose, IBR, fievre de la vallee du 
Rift (RVF) : travail a effectuer pour Pasteur qui est demandeur. 

12~· - / 



.. : ~ 

KIT CARACTERISTIQUES PRESENTATION TARIF 
INDICATIF 

C-ELISA N-RPV Detection des anticorps anti 
nucleoproteine de RPV. Utilisable sur 4000 tests 1200 US$ 
serum individuel 

C-ELISA N-PPRV Detection des anticorps anti . 
nucleoproteine de PPRV. Utilisable sur 4000 tests 1200 US$ 
serum individuel 

C-ELISA PPCB Detection des anticorps anti 
mycoplasma mycoides mycoides SC. 4000 tests 2000 US$ 
Utilisable sur serum individuel 

C-ELISA PPCC Detection des anticorps anti 
mycop/asma capricu/um subsp. 4000 tests 2000 US$ 
capripneumoniae. Utilisable sur serum 
individuel 

' 

' C-ELISA BDV Detection des anticorps anti p80 des 5 plaques secables 
virus BVD/MD et BO. Predetection des 480 tests 615 US$, 
animaux IPI. Utilisable sur serum et lait 

' 
C-ELISA IBR Detection des anticorps anti-lBR gB 5 plaques secables 

dans le serum. Utilisable sur serum 480 tests 250 US$ 
individuel ou melange 

TABLEAU Ill. KITS DE DETECTION D'ANTICORPS 
* LSI Laboratoire Service International. Le Semanet IV - 1 bis allee de la Combe - 69380 LISSIEU - FRANCE 
Tel.: (33) 4 72 54 82 82 - Fax : (33) 4 72 54 82 83 
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FOURNISSEUR REMARQUES 

Plaques MAXISORB a 
CIRAD EMVT utiliser. 

Plaques MAXISORB a 
CIRAD EMVT utiliser 

Plaques POL YSOB a ' 
CIRAD EMVT utiliser 

Plaques POL YSOB a 
CIRAD EMVT utiliser 

LSI* 

LSI 



En antigen~mie, la recherche des virus RPV et BVDV ou de PPRV doit etre realises systematiquement sur tout foyer de suspicion de 
peste ou de PPR. 

KIT CARACTERISTIQUE PRESENTATION TARIF FOURNISSEUR RE MARQUES 
INDICATIF 

lmmunocapture RP Detection de la nucleoproteine de Plaques MAXISORB 
et PPR RPV et de PPRV. Utilisable sur 1 oo prelevements 1200 US$ BDSL-AIEA a utiliser 

organes cibles et leucocytes 

IDG Peste· Bovine Detection des virus RPV et PPRV 600-1800 " .. ~. 
(AGID) sans distinction. Utilisable sur echantillons 

organes cibles et leucocytes. < 2000 US$ 

BVD/BD Antigene Detection des antigenes p80 du 1 plaque secable 
Capture virus BVD et BD. Utilisable sur 96 tests 260 US$ 

sang, leucocyte et organes. LSI 

' Tableau IV. KITS DE DETECTION D'ANTIGENE 
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• Consommables 

QUANTITE DESIGNATION 

1 Micropipette multicaneaux (12 embouts) : volume 5-50 µI. Eppendorf 

2 Micropipette multicaneaux (12 embouts) : volume 5Q-300 µI. Eppendorf 

1 Portoir pour micropipettes 

3 Rack a 105 pointes bleues avec fond et couvercle 

10 Reservoirs Treff pour reactif ELISA (les dix) 

3 Blouses de laboratoire coton L 

1 Calculatrice basique F200 + piles 

4 Portoirs pour cryotubes (Cryorack) 

3 Boites de rangement 

7000 Tubes sec vacutainer silicone - 1 O ml (boite de 100) 

'5elon Portoirs 96 tubes micronic avec tubes pour stockage des serums 
disponibilites 

1, Perforatrice P 212 

selon Coffret de transport pour echantillons thermosensibles 
disponibilites 

Tableau V. CONSOMMABLES 
Adresse Fournisseurs : 
POLY LABO. 10 rue de la Durance - 67023 Strasbourg Cedex 1 - Tel 00 33 3 88 66 80 20 - Fax 00 33 3 88 39 74 41 
/ 66 91 67 -
ROCHE DIAGNOSTIC. 2 Avenue du Vercors - BP 69 - Meylan Cedex - Tel 00 33 4 76 76 30 34 - Fax 00 33 4 76 76 46 30 
GUILBERT FRANCE. Avenue du Poteau - 60461 Senlis CEDEX - Tel 00 33 3 44 64 64 64 - Fax 00 33 3 44 64 64 00 

15 

,I, ..... . w,, 

Tarif Ref. Fournisseur 

4650,00 FF 33684 - POLY LABO 

4650,00 FF 33911 - POLY LABO 

249,00 FF 82849 - POLY LABO 

61,00 FF 82865 - POLY LABO 

99,00 FF, ... , 82854 - POLY LABO 

196,00 FF 54737 - POLY LABO 

107,00 FF 56706/62101 - POLY LABO 

92,00 FF 13390 - POLY LABO 

ROCHE - DIAGNOSTIC 

204,00 FF 02150 - POLY LABO 

144,00 FF 46370 - POLY LABO 

186 557 GUILBERT 

667,00 FF 69803 POLY LABO 



. ' 

3.2 Ressources humaines 

II nous parait necessaire que la supervision du laboratoire regroupant !'ensemble des 
sections "Diagnostic" et "lmmunologie" soit faite par un veterinaire ayant re9U une 
formation de laboratoire. II doit etre capable de garantir la qualite des analyses et 
resoudre les problemes techniques et logistiques pouvant etre lies aux analyses ou a 
l'approvisionnement des echantillons. 

Pour le personnel de la section "lmmunologie" ii est necessaire d'assurer rapidement 
une formation complementaire de 2 a 3 mois dans un laboratoire de diagnostic, IP 
Bangui, ou CIRAD EMVT. Les principaux handicaps per9Us lors de la mission sont une 
frequence d'analyses trop basse pour le maintien d'une expertise correcte, une 
compartimeritation et une hierarchisation des taches entre les differents techniciens, qui 
s'oppose a !'execution, de bout en bout, du travail de diagnostic par une meme 
personne et a la responsabilisation de celle-ci. II a ete egalement note que le materiel 
informatique actuellement utilise dans le laboratoire est provisoirement prete (le pc de 
l'AIEA est en reparation) mais que le personnel n'est visiblement pas habitue a son 
utilisation et aux logiciels. 

II serait souhaitable que dans le cadre de la relance du laboratoire, l'embauche d'un 
technician superieur de laboratoire puisse se faire. Le laboratoire beneficierait ainsi 
d'une remise a jour des connaissances en matiere de diagnostic et de conceptions 
nouvelles de gestion et d'organisation du travail. 

/ ,. 
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4. CONCLUSION 

Le laboratoire de diagnostic occupe une place importante dans la structuration d'un 
reseau de serosurveillance fonctionnel. La situation particuliere de la RCA concemant 
les risques d'entree de la Peste Bovine et, d'un point de vue general, la carence 
importante en donnees sanitaires, confirment la necessite de la relance du laboratoire 
de Bangui. 

L'inventaire des ressources de ce laboratoire montre que l'equipement en gros et petits 
materials existe. Un certain nombre de techniques de diagnostic basees principalement 
sur l'usage de kits ELISA peuvent etre mises en routine dans le laboratoire. L'utilisation 
de tels kits standardises, permet une gestion et une interpretation accreditee par les 
autorites intemationales (OIE, FAct AIEA). 

Cependant !'absence de maintenance pour certains appareils, et un budget de 
fonctionnement reduit, sont un frein a certaines activites du diagnostic, notamment 
l'isolement et la conservation des virus thermosensibles comme les virus PPR et RP, 
l'acces a des techniques de biologie moleculaire (PCR : technique tres sensible 
permettant egalement de faire le classement des souches en fonction de leur origine 
geographique ). 

L'inventaire des ressources humaines, montre que le personnel doit pouvoir beneficier, 
pour renforcer son expertise, d'un encadrement technique adequat, de stages de 
formation nationaux ou intemationaux. Avec la relance du systeme national de 
serosurveillance et !'augmentation du nombre d'echantillons a traiter, le groupe de 
diagnostic, devrait pouvoir obtenir un paste supplementaire pour un jeune sortant d'une 
formation diplomante en techniques de laboratoire. 

Enfin, l'interconnexion laboratoire-terrain pour l'acheminement des echantillons et la 
communication des resultats est un prealable au bon fonctionnement du laboratoire et a 
la motivation des technicians et des eleveurs. 

- / 
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ANNEXE 1 

Chronogramme et Personnes rencontrees 

Deroulement de la mission - 20 novembre au 3 decembre 1999 

Samedi 20 novembre : 

Deplacement Montpellier - Paris - Bangui ; Depart 19h1 O 

Dimanche 21 novembre : 
,. 

Arrivee a Bangui de G. LIBEAU et de A DAVID 
Accueil par le Dr Guillaume KONDOLAS 
Reunion pour !'organisation de la mission avec Guillaume KONDOLAS, Jean-Jacques 
TULASNE, Pascal HENDRIKX, et Alain LE MASSON 

Lundi 22 novembre : 

ANOE 
Visite de l'ANDE avec le Dr Femand KOMANDA, Controle Sanitaire 
Entretien avec Dr Denis SAPOUA, DSA 
Entretien avec le Directeur General de l'ANDE: Dr Raphael NGAI YANKOSSE 
Entretien avec les techniciens, visite du laboratoire 
Controle du materiel et 'c:fes reactifs, mise en route des kits 

Mardi 23 novembre : 

ANOE 
Laboratoire: controle des kits mise en place du diagnostic 
Discussion avec M Jean-Pierre COMMUNALE, chef d'Agence de la SCAC AIR 
SERVICE (Montpellier) sur l'acheminement de prelevements en cryoconservateurs, 
d'echantillons pathologiques. 

Mercredi 24 novembre : 

ANOE 
Laboratoire: controle des kits mise en place du diagnostic 

; / 
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Jeudi 25 novembre : 

ANOE 
Laboratoire: controle des kits mise en place du diagnostic 
Vendredi 26 novembre : 

ANOE 
Laboratoire: controle des kits mise en place du diagnostic 
Visite de l'lnstitut Pasteur de Bangui avec le Dr KASSA KELEMBHO 
Visite du marche a betail de PK22 
Depart pour_la France de G. LIBEAU et de P. HENDRIKX 

Samedi 27 novembre : 

Repos et redaction de l'aide memoire 

Dimanche 28 novembre : 

Participation a la reunion de sensibilisation a Boali avec J.J. TULASNE, A LE 
MASSON, G. KONDOLAS et G.NDAMOYEN ; Retour a Bangui 

Lundi 29 novembre : 

ANOE 
Laboratoire: mise en pl.ace du diagnostic 

Mardi 30 novembre : 

ANOE 
Laboratoire: mise en place du diagnostic 

Mercredi 1er decembre : 

Jourferie en RCA: Fete Nationale 
Repos 

Jeudi 2 decembre : 

ANOE 
Laboratoire: mise en place du diagnostic 

, / 
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Vendredi 3 decembre : 

ANOE 
Laboratoire: mise en place du diagnostic 
Depart pour Paris - Montpellier d'A. DAVID et de J.J. TULASNE et de A LE MASSON : 
vol international de nuit. 

Personnes rencontrees 

AGENCE NA TIONALE DE DEVELOPPEMENT DEL 'ELEVAGE (Bangui) : 
Dr R.aphael NGAYE YANKOSSE Directeur General par interim, 
Dr Denis SAPOUA, Directel,Jr du Service Sante Animale, 
Dr Guillaume KONDOLAS, Coordinateur du projet PARC, 
Dr Ginette ALI AMARA, Chef de Service du Diagnostic, 
Dr Fidele Dieudonne KAYONGO, Chef de Service Epidemiologie, 
Dr Femand KOMANDA, Chef de Service du Controle Sanitaire, 
Mr Bruno DOUNIA, Chef de Section lmmunologie, · 
Mr Barthelemy GNIKOLI, Assistant de Section lmmunologie, 
Mr Vincent ORONOUTCHOU, Chef de Section Parasitologie, 
Mr Edmond BENBODE, assistant Section Parasitologie, 
Mr Marcel GUERET, Chef de Section Anatomo-pathologie, 
Mr Jean-Christophe MBOULOUNOU, Chef de Section Bacteriologie. 

INST/TUT PASTEUR BANGUI: 
Dr KASSA KELEMBHO, Chef de laboratoire des mycobacteries, 
Dr lonela GOANDJIKA, chef de laboratoire des enterovirus. 

CIRAD (Montpellier - France) : 
Dr Philippe CHARDONNET, EMVT, mission preparatoire pour le valet faune 
sauvage PARC, 
Mr Christian GOUNEL, TERA, en paste a l'ICRA, Bangui pour le projet PRASAC. 

SCAC AIR SERVICE (Montpellier- France) : 
Mr Jean-Pierre COMMUNALE. 

' / 
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ANNEXE2 

Abreviations utilisees 

AIEA: Agence Internationale pour l'Energie Atomique 

ANOE: · Agence Nationale pour le Developpement de l'Elevage 
,. 

C-ELISA: ELISA de competiton 

ELISA: Enzyme Linked lmmunosorbent Assay 

EMPRES: Emergency Prevention System against transboundary animal and plant 
pests and diseases 

ICE: lmmunocapture ELISA 

IDG: lmmunodiffusion en Gelose (AGID pour le terme anglais) 

IPB: lnstitut Pasteur de Bangui 
, 

OIE: Office International de Epizooties 

PACE: Pan African Programme for the Control of Epizootics 

PARC: Pan African Rinderpest Campaing 

PB: Peste Bovine 

PPCC: Pleuropneumonie Contagieuse Caprine 

PPCB: Peripneumonie Contagieuse Bovine 

PPR: Peste des Petits Ruminants 

PPRV: Virus PPR 

RPV: Virus PB 

~ · / 
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ANNEXE3 

Chaix des prelevements pour 
le diagnostic de la PB et de la PPR 

Echantillons a pre/ever pour la detection d'antigene et l'isolement du virus 

-a partir de l'animal vivant, les echantillons a prelever sont : 

_ • ecouvillons de !'epithelium nasal et oculaire 

• lesions buccales ~ebris cutanes) 

• sang sur heparine ou EDT A 

• biopsie des ganglions pre scapulaires 

-a partir de l'animal mort 

• ganglions 

• poumon 

• rate 

• amygdales 

•intestin grele (Plaques de Peyer) 

Les chances d'isoler le 'virus sont plus grandes quand les echantillons sont preleves au 
debut de la maladie avant !'apparition des anticorps (le titre du virus decroit alors 
rapidement) et la surinfection bacterienne. Aussi ii est recommande de faire 
I' euthanasia les animaux durant la phase d'hyperthermie. 

lsolement 

• Cellules: cellules de mouton ou de chevre de premiere explantation 
(poumon ou rein), cellules de rein de singe Vero. 

• Ensemencement: 
- sur cellules en tapis. Ensemencer un flacon de 25 cm2 avec les 

cellules. Apres 4-6 heures d'incubation a 37 ° C, le milieu de culture est enleve. Le tapis 
non confluent est inocule avec 0.5-1 ml de suspension pathogene puis est incube 1 ha 
37°C pour permettre !'adsorption du virus. L'inoculum est alors elimine et du milieu de 
culture contenant 5% de serum de veau fcetal (SVF) est remis dans le flacon (doubler la 
concentration normale d'antibiotiques). 

- sur cellules en suspension. Les cellules fraichement trypsinees et 
la suspension pathologique (1 ml . dans flacon de 25 cm2

) sont incubees ensemble a 
37°C. Au bout d'1 h d'incubation du milieu frais est rajoute (5% SVF). II doit contenir 
deux fois la concentration normale d'antibiotiques. Avec le poumon et les ganglions a 
10%, ii est recommande de faire des inoculums de 0, 1 et 1 ml pour minimiser l'effet 
cytotoxique. , / · 
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• Entretien et passages a l'aveugle 
Au jour 1 et 2, le milieu doit etre change, la concentration d'antibiotiques baissee a la 
normale. Puis le milieu doit etre change systematiquement tous les deux jours. Des que 
les cellules sont confluentes reduire la concentration de serum a 2% (milieu d'entretien). 
Apres une semaine d'incubation, si l'effet cytopathogene (ECP) n'est pas visible, ii est 
necessaire de faire un passage a l'aveugle (trypsiner les cellules) et changer le milieu 
tous les deux jours ensuite. Un second passage a l'aveugle est parfois utile apres une 
semaine d'observation. 

II est a noter que l'ECP est souvent long a se developper (de 7 a 20 jours). II est 
caracterise par !'apparition de syncitiums de taille moyenne dans les cellules de mouton 
et de chevres. Mais dans les cellul~s Vero, ii est rare de voir ces cellules multinucleees. 
L'ECP est caracterise par !'apparition de cellules rondes qui se detachent 
progressivement du tapis cellulaire. 

Choix des prelevements pour 
le diagnostic de la PPCB et de la PPCC 

Echantillons a pre/ever pour la detection d'antigene et l'isolement du 
mycop/asme 

Sur animal mort : liquide pleural et poumon. 

- / 
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Modalite d'envoi des prelevements 
dans Jes laboratoires 

Les echantillons doivent etre envoyes aussi vite que possible au laboratoire de 
diagnostic dans un container isole (polystyrene expanse, voir reference en Tableau V 
Consommables). Les echantillons destines a la serologie, la detection de l'antigene 
et/ou a l'isolement doivent etre envoyes sous glace (pas de glycerol additionne au 
echantillons). Au laboratoire si les echantillons ne peuvent etre analyses 
immediatement, ils doivent etre stockes a - 80 ° C (le sang collecte sur anticoagulant 
doit etre centrifuge pour la recoltes des leucocytes avant congelation). Si le laboratoire 
est localise dans un pays etranger, l'envoi doit se faire sous carboglace ou azote 
liquide. Toutes les consignes intefnationales d'expedition doivent etre respectees pour 
d'une part, eviter la dissemination du virus et d'autre part, se conformer a la legislation 
veterinaire du pays destinataire (voir procedures de transport foumies par la SCAC AIR 
SERVICE, Annexe 10) 

Laboratoires de reference 

CIRAD-EMVT, Montpellier 

•PPCB: Laboratoire Mondial de la FAQ 

•RP - PPR : Laboratoire de reference de l'QIE 

•PPR: Lqboratoire de reference Regional -Afrique Asie - de la FAQ 

LANADAILCPA, Bingerville, BP 206 Cote d'Ivoire 

•RP - PPR: Laboratoire Regional (AIEA). 

, / 
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ANNEXE4 

PROJOCOLE DU KIT C-ELISA PPR 
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ANNEXE4 

Protocole du kit C-ELISA PPR 

Centre d'Application et de Methodologie de Diagnostic des Maladies 

Anirl}ales de !'Office International des Epizooties (CAMDA I OIE) 

PESTE DES PETITS RUMINANTS ELISA KIT 

COMPETITIVE ENZVME IMMUNOASSAY FOR DETECTION OF 

ANTIBODY TO PESTE DES PETITS RUMINANTS 

JANUARY 1999 

- / 
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INTRODUCTION 

The kit uses a competitive enzyme-linked immunosorbent assay 
for detection of specific peste des petits ruminants (PPR) antibody in 
serum. The test depends on inhibition of the binding of a mouse 
monoclonal antibody (mAb) to a PPRV-specific epitope in the presence of 
positive serum. Inhibition is detected as a reduction in the OD reading 
obtained with the mAb alone following the addition of peroxidase labelled 
anti-mouse conjugate and substrate/chromogen mixture. Sera can be 
tested at a final dilution of 1/20 or titred after serial dilution. 

A threshold value ;. of 50% inhibition is adopted for routine 
screening. 

The mAb supplied is directed against the nucleoprotein (N) of the 
peste des petits ruminants virus. 

The peste des petits ruminants antigen supplied consists of PPR-N 
protein produced in insect tissue culture cells infected with a recombinant 
baculovirus. 

- / 
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EQUIPMENT AND REAGENTS 

Photometer 

Flow laboratories, Titertek Multiskan MK II automate reader ( or 
equivalent) with an interference filter of 492 nm. 

Orbital shaker 

Water purification system 

Minimum ; glass-distilled or deionized water 
Optimum ; Millipore, Milli-Q (or equivalent), Type I, 18 megohm, 

pyrogen-free water. 

Microelisa plates 

Nunc lmmuno I Maxisorp ( cat. 439454 ). 

Incubator 

Any type of warm wall incubator maintained in the range of +35 ° C 
to +39°C. 

Antigen stock· ' 

Recombinant N-PPR antigen. 
- insect cell cuture derived 
- stock solution supplied in 1 ml vials; store at-20°C 
- it can be thawed and refrozen several times without significant 

loss of activity if maintained meanwhile at 4 ° C. 

Anti-PPR Monoclonal Antibody stock 

Anti-PPR monoclonal culture supernatant. 
- freeze dried stock solution supplied in 1 ml vials; store at 4 ° C. 
- reconstitute the freeze dried content of a vial with 1 ml of 

distilled/deionized water; store at-20°C. 

Anti-mouse conjugate stock 

Rabbit anti-mouse immunoglobulin HRPO conjugate (Dako, P 260) 
- store at 4 °C. 

Control serum stock 

- / 
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Control serum (C++, C+ and C-) supplied in 1 ml vials; reconstitute 
the freeze dried content of a vial with 1 ml of distilled/deionized water; 
store at - 20 ° C. 

- they can be thawed and refrozen several times without significant 
loss of activity. 

Chromogen stock 

OPD tablets (30 mg); store at 4 °C. 
- Dissolve one tablet in 75 ml distilled/deionized water (0.04%, 3.7 

mM) and store at 4 ° C in the dark. Aliquots of 10 ml volumes can be 
stored at -20 ° C until use. 

Substrate stock 

Perhydrit tablets; store at room temperature. 
- Dissolve one tablet in 10 ml distilled/deionized water (3% 

solution, 882 mM) and store at 4 ° C. Immediately before use add 40 µI of 
this solution to every 10 ml of OPD solution. 

Coating buffer 

Phosphate buffered saline (PBS, 0.01 M, pH 7.4, see appendix). 
- 1 Ox stock solution can be prepared and kept at room temperature 

after sterilization. 

Blocking buffer 

PBS + 0.05% (v/v) Tween 20 + 0.5 % negative lamb serum (C­
control). Store at 4 °C. Use fresh buffer each day. 

Wash buffer 

- Dissolve PBS 1/5 in distilled/deionized water, add 0.05% (v/v) 
Tween 20. 

Stopping solution 

Sulfuric acid (1 M). 
- slowly add 55 ml of concentrated sulfuric acid to 945 ml of 

distilled/deionized water. Store at room temperature. 

- / 
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PLATE LAYOUT 

Conjugate control (Cc) 

Wells A1 and A2. are the conjugate control ; they contain only N­
PPR antigen and conjugate. 

MAb control (Cm) 

_ MAb control includes wells F1 , F2, G1 and G2 which consist of N­
PPR antigen, mAb and coojugate. They give the maximum OD reading 
expected in the absence of competing antiserum. 

Strong positive control (C++) 

Strong positive control includes wells (81 , 82, C1 and C2) which 
contain N-PPR antigen, strong positive serum, mAb and conjugate. They 
act as quality control wells: similar levels of inhibition should be obtained 
between tests. Pl values must stay between 85 and 95%. 

Weak positive control (C+) 

Weak positive control includes wells 01, 02 E1 and E2 which 
consist of N-PPR antigen, weak positive serum, mAb and conjugate. Pl 
values must stay between 65 and 75% 

Negative control (C-) 

Negative control includes wells (H1 and H2) with N-PPR antigen, 
negative serum, mAb and conjugate. Pl values are around 30% 

Serum samples 

Using the test format (Fig 1 ), 40 sera can be tested in duplicate at 
a final dilution of 1 /20. 

, ., 
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TEST PROTOCOL 

1) N-PPR antigen must be diluted in PBS according to a di lution factor 
which depends of the antigen batch number (the batch 99-1 must be 
diluted 1 /1600). Add 50 µI of antigen solution to all wells of the plate; tap 
the side of the microplates to ensure that the antigen is evenly distributed 
over the bottom of each well. Incubate 1 hour at 37EC on an orbital 
shaker. 

2) Wash plates three times in washing buffer and blot dry. 

3) Add 45 µI of blocking buffer to all wells of the plate. Then add a further: 
. 5 µI of blocking buffer to the monoclonal control wells (F1 , F2 ,G1 and 

G2) . 

. 55 µI of blocking buffer to the conjugate control wells (A 1 and A2) . 

. 5 µI of test serum to test wells . 

. 5 µI of strong positive control to control wells (81 , 82, C1 and C2) . 

. 5 µI of weak positive serum to control wells (01 , 02, E1 and E2) . 

. 5 µI of negative serum to control wells (H1 and H2). 
' 

. 50 µI of monoclonal antibody, diluted 1/100 in blocking buffer to all 
wells of the plate except the conjugate control (A 1 and A2). 
Incubate 1 hour at 37 ° C on orbital shaker. 

4) Wash the plates three times and blot dry. 

5) Add 50 µI of anti-mouse conjugate diluted 1/1000 in blocking buffer. 
Incubate 1 hour at 37 ° C. 

6) Wash the plates three times as before. 

7) Prepare OPD solution by adding just before use H202 3% solution. The 
final substrate/chromogen solution must be colorless and kept until use at 
4 °C in the dark. Add 50 µI of substrate/chromogen mixture in each well. 
Color development is stopped after 10 mn by adding 50 µI of 1 M H2S04. 
Read with an ELISA reader at 492 nm. Use a blanking plate (i.e. column 1 
filled with substrate and stopping solution). 
8) The inhibition of mAb binding in the presence of serum is expressed 

as percentage inhibition (Pr), calculated from mean OD values using the 
formula: -

Pl= 100 - [(OD of the test wells/ OD of the Cm wells) x 100) 
/ / 
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Pl = 100 - [(OD of the test wells/ OD of the Cm wells) x 100] 

Sera showing Pl greater than 50% are considered to be PPR 
positive. 

APPENDIX 

PBS ( 1 x) 1 litre 

. NaCl. ....... .... .... ..... ..... . .... . . 8 g 

. KCI. ............. ......... . .. ... . ..... 0.2 g 

. Na2HPQ4 anhydre ...... ..... .... 1.44 g 

. KH2PQ4 .. .... .. ... ............ . .. .. 0.24 g 

- in 800 ml distilled/deionized water 
- pH to 7.2, and volume up to 1 I 

, / 
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ANNEXES 

KIT E;LISA DE COMPETITION : PPCB, 
INSTRUCTIONS ABREGEES 
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ANNEXES 

Kit ELISA de competition: PPCB 
instructions abregees 

I. Sensibilisation des plaques 

Diluer I' antigene lyse au 1/~000 dans du PBS. 
Distribuer 100 µI de I' antige!ne dilue dans taus les puits des plaques. 
Couvrir les plaques ainsi sensibilisees avec une feuille de papier aluminium et 
les incuber 2 heures a 37°C ou une nuit a +4 °C. 

II. Distribution des serums et du Mab 

Les serums sont prealablement dilues dans une autre plaque. Ces dilutions 
doivent etre faites juste avant de tester les serums. 

Repartir 100 µI de tampon de dilution dans tousles puits de la plaque de dilution. 
Cette plaque doit etre ordinaire, sans activite d' absorption, comme les plaques utilisees 
pour les reactions de fixation du complement (RFC). 

Distribuer 11 µI de serum dans les puits appropries, en incluant les trois serums 
de controle : le fortement positif, le positif et le negatif. 

Preparer I' anticorps monoclonal (Mab), en diluant le contenu du flacon (mab 
117-5 batch 04) dans 30 ml de tampon de dilution. Additionner 110 µI du Mab ainsi dilue 
aux serums dilues, ainsi que dans les puits du Cm (Controle monoclonal), mais surtout 
pas dans les puits A1 et A2 du Cc (Controle conjugue), ou le Mab sera remplace par du 
tampon de dilution. 

Jeter I' antigene des plaques en retoumant celles-ci vigoureusement dans 
I' evier. Les laver une fois dans le tampon de lavage. Eliminer I' excedent de tampon 
de lavage en tapotant la plaque retoumee sur du papier absorbant. 

Distribuer le melange « serum/Mab », a I' aided' une pipette multicanaux, a 
raison de 100µ1 par puits. 
lncuber les plaques pendant 1 heure a 37°C, sous agitation douce. 

Ill. Distribution du conjugue 

Oter le melange serum/Mab des plaques par retoumement et les laver deux fois 
dans le tampon de lavage. 

Diluer le conjugue (Dako P260) au 1 /1500 dans le tampon de dilution (32 µI pour 
48 ml de tampon de dilution), et distribuer 100 µI par puits. 
lncuber les plaques a 37 ° C pendant 1 h sous une agitation douce. 

~ ., 
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IV. Distribution du substrat 

- Enlever le conjugue et laver les plaques dans trois bacs de tampon de lavage 
- Distribuer le substrat fraichement prepare dans tousles puits (100 µI /puits) 

- lncuber, les plaques a 37 °C, sous agitation moderee, jusqu' ace que la D.O. 
dans les puits du controle monoclonal soit comprise entre 0,8 et 1,6 a 405 nm. 

V. Lecture des resultats 

Verifier les controles : 
- le controle.100 % (Controle Conjugue) doit avoir une D.O inferieure a O, 120 
- le controle O % (Controle Mab) dpit avoir une D.O comprise entre 0,8 et 1,6. 

~ 

Le pourcentage de competition est donne par la formula : 

P.I = 100 [ (DO Mab - DO Test) I (DO Mab - DO conj) J 

Ou la DO Mab est la moyenne des controles 0% et la DO conj est la moyenne des 
controles 100%. 
- Le serum de controle negatif doit etre compris entre 0-25 % 
- Le serum de controle positif doit etre compris entre 38-58 % (ref. M) 
- Le serum de controle fortement positif doit etre compris entre 58-78 % (ref. 99028) 

Les dupliques pour chaque serum ne doivent pas differer de plus de 1 O %. 
Si dans une plaque (40' serums), ii ya 5 dupliques qui different de plus de 10%, alors 
cette plaque est non valable et les serums doivent etre re testes. 

Calcul de la moyenne entre deux dupliques, si leurs differences sont inferieures a 10%. 

Resultats: 
- Les valeurs inferieures a 40% sont considerees negatives 
- Les valeurs superieures a 50 % sont considerees positives 
- Les valeurs comprises entre 40 et 50% sont considerees douteuses. 

; / 
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Tampon de dilution : 
PBS pH 7,6 
0,5 % de serum de cheval 
0,05 % tween 20. 

Preparation des reactifs 

Diluer 20 ml de PBS concentre (10X) dans 180ml d' eau distillee, et ajouter 1ml de serum 
de cheval et 1 ml de Tween 20 a 10%. 

Tampon de lavage : 
PBS dilue au 1/5 dans I' eau distillee 
0,05% Tween 20. 

Diluer 20 ml de PBS concentre (10Xj dans 1 litre d' eau distillee, et ajouter 0,5 ml de tween 
20. 

Substrat: 
Ajouter a 24 ml de tampon citrate, 600 µI d' ABTS concentre (ou 2 comprimes d'ABTS de 
10 mg). et 120 µI d'H202 a 3%. 

Tampon citrate: 
Dissoudre les deux tubes contenants I' acide citrique et le citrate, dans un litre d' eau 
distillee. Conserver a +4 ° C. 

ABTS concentre' 
Ajouter 12 ml d' eau distillee au tube contenant 263 mg d' ABTS, conserver a l'abris de la 
lumiere, a, +4 ° C pendani 1 mois. 

H20~ a 3%: 
Ajouter 10 ml d' eau distillee au tube contenant le comprime. La dissolution complete 
prends 30mn, conserver ensuite a +4 ° C. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

A Cc Cc 1 5 9 

B ++ ++ 1 5 9 

C ++ ++ 2 6 10 

D + + 2 6 10 

E + + 3 7 ... 

F Cm Cm 3 7 ... 

G Cm Cm 4 8 

H - - 4 8 

Cc: controle conjugue (pas de serum, ni de Mab = 100% de competition) 
Cm: controle monoclonal (pas de serum = 0% de competition) 
++: serum fortement positif; 
+: serum moderement positif ; 
-: serum negatif. - / 
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ANNEXE6 

Kit ELISA de blocage I PPCC 
instructions abregees 

I. Sensibilisation des plaques' 
- Dilu.tion de I' antigene lyse, au 1/320 dans du PBS 1X 
- Distribuer 50 µId' antigen~ dilue dans tousles puits de la plaque (Maxisorp). 
- Recouvrir les plaques avec une feuille d' aluminium et les laisser une nuit a 
+4°C ou 2 heures a +37°C. 

II. Distribution des serums 

• Les serums doivent etre prealablement dilues dans une plaque dite de dilution 
(Greiner). Cette dilution doit etre faite juste avant de tester les serums: 

- Repartir 190 µI de tampon de dilution dans tous les puits de la plaque. ( sauf 
puits des control es) 
- Distribuer 1 O µI de serum dans les puits appropries, agiter doucement pour 
assurer une bonne homogeneisation. 

' 
• Serums de reference : 

lls sont faits a partir de deux dilutions d' un meme serum fortement positif : 
- Le serum fortement positif = diluer «95.1 » (prealablement reconstitue avec 

0.5ml)au 1 /40 
- Le serum positif = diluer «95.1 » au 1/160 
Repartir 50 µI dans les puits correspondants : 

- controle ++ : position 81 , 82, C1, C2 
- controle + : position D1 , D2, E1 , E2 

• Incubation des serums : 
- Jeter I' antigene des plaques par retoumement. Laver les une fois dans le 

tampon de lavage. 
- alors, distribuer les serums a tester avec une pipette multicannaux (50 µI / 

puits) 
- lncuber les plaques couvertes a 37 ° C pendant une heure sous une douce 

agitation. 

./ 
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Ill. Distribution du monoclonal 

- Preparer I' anticorps monoclonal (Mab) en diluant le flacon de Mab 4-52, dans 
25ml de tampon de dilution. 
- Oter les serums des plaques par renversement et les I aver deux fois ( dans 

tampon de lavage). 

Attention : ne pas oublier les controles ! 
cc : controle conjugue (Pas de serum, ni de Mab = 100 % competition) [position : 
A1 ,A2] 
cm : Controle de I' anticorps monoclonal (Pas de serum = O % competition) 
[position: F1 , F2,G1 ,G2] 

,. 

- Oistribuer le Mab rapidement (50 µ1/puits)-excepte dans les puits A1 et A2 ou le 
Mab est remplace par du tampon de dilution. 

- lncuber les plaques couvertes a 37 ° C pendant 30 mn sous agitation douce. 

N. Distribution du conjugue 

- Oter le Mab des plaques par retoumement et les laver deux fois dans le 
tampon de lavage. 

- Oistribuer le conjugue (Oako P260 dilue au 1/400 dans le tampon de dilution 
(50 µI /puits)). 

- lncuber les plaques a 37EC pendant 30 mn sous une agitation douce. 

V. Distribution du substrat 

- Enlever le conjugue et laver les plaques dans trois bacs de tampon de lavage 
- Oistribuer le substrat fraichement prepare dans tousles puits (100 µI /puits) 
- lncuber les plaques a temperature ambiante jusqu' ace que la 0 .0. dans les 
puits du controle monoclonal soit comprise entre 0,8 et 1,6 a 405 nm. 

VI. Lecture des resultats 

• Verifier que les controles sont bons 
- le controle 100 % (Controle Conjugue) doit avoir une 0 .0 inferieure a 0, 120 
- le controle O % (Controle Mab) doit avoir une 0.0 comprise entre 0,8 et 1,6. 

' ., 
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Le pourcentage de competition est donne par la formule : 

P.I = 100 [ (OD Mab - OD Test) I (OD Mab - OD conj)] 

ou OD Mab la moyenne des controles 0% et OD conj est la moyenne des controles 
100%. 

- Le serum de controle negatif doit etre compris entre 0-20 % 
- Le serum de controle positif doit etre compris entre 30-50 % 

Le serum de controle fortement positif doit etre compris entre 
65-85 % 

• Les dupliques pour chaque serum ne doivent pas differer de plus de 1 O %. 
Si dans une plaque (40 serums), ii ya 5 dupliques qui different de plus de 10%, alors 
cette plaque est non val able et les serums doivent etre retestes .. 

• Calcul de la moyenne entre deux dupliques, si leurs differences est inferieure a 10%. 

• Resultats: 
- Les valeurs inferieures a 15% sont considerees negatives 
- Les valeurs superieures a 20 % sont considerees positives 
- Les valeurs comprises entre 15 et 20% sont considerees douteuses. 

, · / 
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ANNEXE 9 

FICHE D'ENREGISTREMENT DE LABORATOIRE 
.' PROPOSEE PAR L'EMPRES 

FICHE D'ENREGISTREMENT / FICHE DE RESUL TAT 
REDIGEES, PROPOSEES PAR LE CIRAD LORS DU STAGE A 

BANGUI 
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ANNEXE 9 

Fiche d'enregistrement de laboratoire 
Proposee par l'EMPRES 

Fiche d'enregistrement & fiche de resu/tat 
redigees, proposees par le CIRAD tors du stage a BANGUI 
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Manual on Livestock Disease Surveillance and ... 

rcase mark with an X if samples to lab: 

Reverse of abattoir and field disease report form: 

DETAILS FOR SPECIMEN(S) LABO RA TORY 
!Number Ill type ot 111me couectea tonly tor sensitive organisms): In case of RABIES, was there any human contact: 
specimen(s): 

[Yes) (No] 

If Yes, bow many people affected . 

IJ:.Xanunauon(s} requested: Owner&r.;quos name on reverse of this form : 

Owner's address: 

Owner's tel. number: 

. 
lllJ ana reterencc number It trom satelllte Ill not omc1aJ &naasn; docs lab have pcrm1ss1on to 
laboratory: do extra test at owner's cost: [Yes) (No] ,. 

Costing: [Official) 

[Post price list] 
l:'UK LABORAIUK\' USE l'l~LY 

Uate samples rece,vea Lab number Number copies reqwrea I U1stnbut1on 

I 
Secuons micro/path path cnem tox IReterrat Add. examination dec1aea upon 

centres 
(specify) 

nutr IVITOI 1sero 

Is this a follow-up repon Yes 
I 

No Another repon to IYes 
follow 

LAB RESULT (FREE FORMAT) 

' 

LADORA TORY COMMENT TO FIELD VET: 

PAIHULI.X,l' 

Blood smear: 
Eggs per gram: 

ueneral : 
Body cavmes: 
Gastromtesunal tract : 
Liver: 
Urogemtal system: 
circulatory system: 
Lymphnodes: 

IM • 'k ' I~ ·-AIIUN: 

back to top 

Appendix I: Random sampling design 

Sampling methods in randomised surveys 

Respiratory system: 
central nervous system: 
MusculoskeletaJ system: 
:>Km: 

utner: 
l'alholog1ca1 <1Jagnos1s: 
Aet1olog1cal d1agnos1s: 
umerential d1agnos1s: 

No 

Conceptually, there are a number of steps involved in a disease survey. They are laid out below in a stepwise manner 
and will be explained in more detail later. 

1. Sampling Frame 

The construction of a sampling frame is the fir!.t step in the planning of a survey, and will be a reflection of "what 
question must this survey answer?" The sampling frame is,a list ofthe'"objects" in the sampling universe, giving the 

http: //www.fao .org/waicent/Faolnfo/ Agricult/ AGA/ AGAH/EMPRES/lnfo/other/surveill.htm 17/02/00 
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ANOE - LABORATOIRE CENTRAL VETERINAIRE 

Diagnostics serologiques 
Bangui - RCA 

Fiche d'enregistrement des prelevements a analyser 

Nature des 2_relevements: 

Espece: 
T ••• 

Organes, remis a: ! 
., 

i . -, Nb de serums: Autre: 

Date du prelevement: . 
;. 

Analvse demand ' 

cELISA - PPCB cEUSA-PB -·, . ;. I 

bELISA - PPCC cELISA - BVD 

Aoolutination PPCB bELISA- IBR 

lmmunocapture PPR Aaal brucellose -~ ,.:, 

.. 
Norn et adresse du Demandeur: --~.-~~-~ Proprietaire: I 

.. 
Receptionne au labo, par: 

,.- r 

Conserve a, et ?LI: - ' 2 . . 

Commemoratifs: •· Resultats: 

IAnaltse effectuee le: ear: I 
I Resultats transmis le: a: .. 1 

_; 
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1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 

ANOE -LABORATOIRE CENTRAL VETERINAIRE 
Service des Diagnostics 
Bangui - RCA 

Fiche de resultats 

Region: Secteur: Poste vet. : 

Localisation: 

Prelevements realises par: le: 

Animal (espece-sexe-age) Prelevements Recherches effecutees 

' 

I Conclusions: Le: 

Dia.9.nostic: 

!Analyses effectuees par: 

Resultats 

Le Chef de Service des Diagnostics, 

~ Docteur Veterinaire. 
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ANNEXElO 

PROCEDURES DE TRANSPORT D'UN 
CRYOCONSERVATEUR 

/ 



ANNEXE10 J 
Procedures de transport d'un cryoconservateur 

_; 
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Procedures de transport d'un crvoconservateur (azote liquide) 
avec prelevements sanguins de bovins. 

France / RCA / France 
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·scac 
AIR SERVIC E 

Pour le compte du CIR.\D et A.N.D.E.dans le cadre du programme PARC / O UA 

A - Transport MONTPELLIER / PAR1S / BANGUI 

-@@\'§-
(: ,:, ,1 l•t r\, ,, I•, 

I - Ordre de transport du CIRAD a SCAC MPL le lundi 

2 - Demande de reservation par SCAC tvfPL le lundi 

3 - Preavis d'expedition par SCAC MPL a SDV BGF le mardi 

4 - Enlevement du cryoconservateur + documents originaux le jeudi 

5 - Douanes export + LT A le jeudi 

6 - Transfert du container a AF MPL le jeudi pour vol MPL / CDG 

7 - Preparation par AF CDG sur vol AF ou RK du week-end 

8 - Fax de preavis d'embarquement par SCAC MPL le jeudi a : 

CIRAD MPL 
SDVBGF 
ANDEBGF 

avec copie LT A + documents CIRAD 

9 - Fax de confirmation d'embarquement par SCAC tv1PL le lundi a: 

CIRADMPL 
SDVBGF 
ANDEBGF 

' "/ 

d".) 

~r¥11 S.A. au Cap ,tal de 91 302 600 F 
R.C .S. Nanterre 8 323 530 865 • NAE 6JcC 
SIRET 323 530 865 00035 
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B - FORNlALITES DE TRANSIT A L'IMPORTATION EN RCA 

I - A reception du preavis d'expedition (A-1) et avant expedition, pre\·enir SC.<\C 
. MPL de tout empechement, anomalie ou probleme local susceptib le de 

contrarier Ia bonne livi:aison du cryoconservateur a l'A.N.D.E. 
,. 

2 - Confirmation d'arrivee ou de non reception par fax de SDV BGF a SCAC 
:MPL le lundi matin 

3 - Demande de.BAE aupres des Douanes de I'aeroport. 

4 - Livraison a l'A.N.D.E . par SDV BGF le lundi dans la journee 

5 - POD de SDV BGF'il SCAC :MPL 

; / 

scac 
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C - TRANSPORT BANGUI / PARIS ROISS\' COG 

1 - Apres livraison a l'f,..N.D.E. prevoir avec le Dr Guillaume KONDOLAS la 
reexpedition sur P ARfS et recuperer l'.ordre de transit 

2 - Demande de reservation sur AF ou RK le mardi 

3 - Prevision d'expedition le mardi / mercredi de SDV BGF a : 
ANDEBGF 
SCACMPL 

4 - Preparation dossier export ( douanes veterinaire, L--T A) au plus tard le jeudi 
Consignation LTA a SCAC Air Service ROISSY p/c SCAC MPL 
Notify LTA au CIRAD MPL 

5 - Enlevement par SDV BGF chez l'A.N.D.E.du cryoconservateur + 
documents' originaux au plus tard le vendredi pour remise directe en compagnie 
a l'aeroport de BGF avec LTA + documents (original du certificat sanitaire). 

6 - Fax de SDV BGF a SCAC MPL le vendredi avec copies LT A / certificat 
sanitaire / attestation ANDE 

7 - Verifier embarquement pendant le week-end. 

8 - Confirmation de SDV BGF a SCAC MPL + ANDE BGF par fax sur L TA 
avec mention"OK embarque" ou "NON ernbarque". 

9 - Si "NON ernbarque" avis de SDV BGF a SCAC MPL + ANDE BGF avec 
motif du non ernbarquernent et nouvelles coordonnees de vol. 
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D - TR'\.NSIT A ROISSY ET REEXPEDITION SUR MONTPELLfER 

I - Confirmation de l'arrivee de SCAC COG a SOY BGF + SCAC MPL 

2 - Recuperation sous douanes par SCAC COG du cryoconservatem aupres 
d'AF ou RK le lundi 

3 - Livraison en station animale CDG pour contr6le veterinaire 

4 - Formalites aupres du PIF COG par SCAC COG 

5 -Transbordement sous douanes avec recuperation du cryoconservateur depuis 
la station animate pour livraison directe chez AF CDG avec documents (LT A + 
certificat de contr6le veterinaire) pour embarquement sur vol AF 
ATTENTION! pas de remise a F.H. reexpedition par avian imperative. 

6 - Preavis d'embarquement sur le premier vol possible CDG / MPL de SCAC 
-CDG a S'cAC MPL. 
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E - FOR1\1ALITES D'IMPORTATION A MONTPELLIER 

I - Recuperation des documents aupres d'AF 1\:1PL 

~ : - Paiement de la redevance veteri naire aupres de la rccene des Oouanes 

3 - Oemande de "Bon;a Enlever" aupres des Douanes de l'aeroport 

4 - Livraison par SCAC MPL au CIRAD MPL 

4. - POD de SCAC i\1PL a SDV BGF + MTDE BGF 

F-FACTURATION 

w 
scac 
AIR SERVICE 

La facturation de !'ensemble des frais engages en France et RCA est a la charge du CIRAD 
EMVT a Montpellier, done !es prestations de SDV BGF et SCAC CDG sont a facturer a 
SCAC Air Service Montpellier. 
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