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RESUME

Apres I’examen clinique d’un animal malade, le vétérinaire praticien peut émettre plusieurs
hypothéses diagnostiques de suspicion. Le vétérinaire peut alors avoir recours & des examens
complémentaires en réalisant des prélévements. Ils sont en effet d’une aide non négligeable et
voient leur intérét accru avec I’avénement de nouvelles possibilités et techniques telles que la

PCR.

La maitrise des techniques de prélévements est essentielle et autorise I’obtention d’un échantillon
de qualité¢ a I’origine d’une analyse plus fiable. Les prélévements spécifiques pour plusieurs
especes (bovins, volaille, abeilles, carnivores, poissons, et les animaux sauvages) ayant un intérét
diagnostique sont abordés dans ce travail. Pour chaque espéce les techniques de prélévement sont
décrites et les bonnes pratiques permettant une analyse, et une interprétation dans les meilleures
conditions. Ensuite, les analyses et le prélévement appropri€ réalisés pour chaque maladie sont
décrits. Les prélévements en vue d’une analyse biochimique et histologique ne sont pas traités.
L'intérét de ce travail est de présenter de maniére illustrée et attractive, les différentes techniques de
préleévements chez les différentes espéces. Ce travail a I’ambition de devenir un support
supplémentaire a ’apprentissage de la propédeutique en médecine vétérinaire, en complément des

cours magistraux et pratiques déja enseignés dans nos universités et école.

Mots clé : préleévement, analyse de laboratoire, examen complémentaire, germes



SUMMARY

After clinical examination of a sick animal, the veterinary practitioner can make several
assumptions diagnostic suspicion. The vet can then be used to further investigations by making
withdrawals. They are indeed of considerable assistance and see their increased interest with the
advent of new opportunities and techniques such as PCR. Control of sampling techniques is
essential and allows obtaining a quality sample of the source of a more reliable analysis. The
specific samples for several species (cattle, poultry, bees, carnivores, fish, and wildlife) with a
diagnostic value are discussed in this work. For each species sampling techniques are described and
the best practices for analysis, and interpretation in the best conditions. Then, the appropriate
sampling and analysis performed for each disease are described. Samples for histological and
biochemical analysis are not covered in this guide.The interest of this work is to present an
illustrated and attractive, different sampling techniques in different species. This guide aims to
become an additional support in learning the propaedeutic veterinary medicine, in addition to

lectures and practices already being taught in our universities and schools.

Key words: sampling, laboratory analysis, complementar examination, germs
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Introduction

L’examen clinique (du grec Klinikos : "qui visite les malades au lit" ) est pratiqué par 1’observation
directe du malade avec le seul secours de quatre des cinq sens (vue, ouie, odorat, toucher), ou de
certains instruments de base qui apparaissent presque comme des extensions naturelles du clinicien,
tels le thermométre ou le stéthoscope). Des examens complémentaires de plus en plus nombreux,
complexes et précis sont a la disposition de praticien et de son client.

Le recours aux examens complémentaires est aujourd’hui devenu monnaie courante et bon nombre
d’ouvrages décrivent les prélévements et les analyses 4 réaliser dans le domaine, par exemple, de la
gestion du parasitisme ou de la qualité du lait. Toutefois, tant a I’échelle qu’a celle du troupeau, de
nombreux autres types de prélévements sont réalisables, le plus souvent de fagon trés facile, pour un
colt trés modéré. Le prélévement permet d’effectuer ou de préciser des diagnostics, d’évaluer un
pronostic, et éventuellement de juger des effets thérapeutiques.

Le choix de ces prélévements est important car certains d’entre eux sont difficiles a réaliser, d’autre
sont coliteux et enfin d’autre nécessitent un temps assez long pour I’obtention des résultats. Ce qui
serait une perte de temps pour la réalisation du traitement de I’animal malade ou pour la réalisation
de prophylaxie sur les autres animaux, d’autant plus que le praticien intervient souvent en situation
d’urgence. Des précautions particuliéres doivent étre entrepris pour que les prélévements nous
apportent le maximum d’informations qui doivent étre de bonne qualité.

L’objectif de ce travail est d’élaborer une synthése sur les différents prélévements que le vétérinaire
doit connaitre, leurs indications, maitriser les techniques définies afin d’avoir des résultats fiables,
et aussi de décrire, de fagon illustrée, des méthodes courantes et/ou originales de prélévement,

simple a réaliser en pratique et informatives.



Chapitre I : Généralités
1.Définition :

Le prélévement est I’ensemble des procédures permettant le recueil, la conservation et le transport

d’un échantillon biologique jusqu’a son traitement dans un laboratoire de biologie. [44]

2. Pourquoi réaliser des examens complémentaires ?

Le probléme se pose surtout lors de syndromes a origines diverses : mammites, diarrhées,
pathologies respiratoires, avortements... Afin de déterminer la cause précise de I’affection, et
lorsque les signes cliniques seuls ne permettent pas de le faire, le recours aux analyses de
laboratoire est inévitable. Effectivement, il est indispensable de connaitre le type de 1’agent
pathogéne responsable (affection bactérienne, virale, parasitaire ?) et de l’identifier le plus

précisément possible.[23]

3.0Objectifs :

L’objectif premier des prélévements est I’identification de I’agent causal de I’affection. Ils doivent
ainsi permettre soit:

-Un diagnostic direct par isolement de I'agent pathogéne. Sur le plan scientifique, c'est le seul
moyen de diagnostic expérimental lors d'infections d'évolution aigué.

-Un diagnostic sérologique. Sur le plan scientifique, la conduite & tenir dépend de la cinétique
d'apparition des anticorps ; il peut &tre intéressant de rechercher une séroconversion.
-Un diagnostic histologique ou hématologique. Ces techniques viennent le plus souvent en

complément des techniques précédentes.[31]

4.Types de prélévements :
On distingue différents types de prélévements :

*Sur animal vivant: liquide céphalo-rachidien, urine, lait, prélévements cutanés, feces, sang,

sperme et liquide d'exsudat.
*Sur cadavre: I'animal entier est le meilleur prélévement dans le cas de petites espéces (poissons et

abeilles en particulier); sinon les organes ou fragments d'organes sont analysés.[31]



S.Régles a suivre lors de prélévements de spécimens :

Il existe quelques régles générales de récolte des échantillons destinés aux examens
microbiologiques s appliquant a tous les prélévements :

- Ils doivent étre récoltés au lieu le plus susceptible de fournir I’agent infectieux et ils doivent &tre
manipulés d’une de la fagon, qui favorise la survie et la croissance de I’agent infectant. [15]

-Les spécimens doivent étre prélevés du site (périphérie) de la 1ésion le plus tt possible apres le
début de la maladie.[63]

-Les spécimens doivent provenir d’un animal vivant sinon le plus t6t possible aprés sa mort.[63]

-1 faut toujours effectuer le prélévement avant de débuter le traitement aux antibiotiques.[63]

-Les spécimens doivent étre mis dans des contenants individuels imperméables, bien identifiés et
avec la date du prélévement.[63]

-le prélévement doit étre expédié au laboratoire et examiné rapidement aprés sa récolte.[63]

-réfrigérer immédiatement le prélévement pour limiter la croissance des microbes.[63]

6. Les prélévements destinés a une recherche bactériologique :

-Les prélévements destinés au laboratoire de bactériologie doivent étre réalisés aseptiquement a
I’aide de matériel stérile. Ces prélévements seront conservés dans des récipients stériles.[53]

-Une quantité adéquate de matériel doit étre prélevée selon les tests envisagés, en particulier pour la
recherche mycobactéries.[53]

-Plusieurs prélévements sont & réaliser lorsque les 1ésions sont présentes & différents endroits et

lorsque I’on demande plus d’une analyse ou lors de la recherche de Mycobacterium.[53]

7. Les prélévements destinés 2 une recherche virologique :
-Les prélévements doivent étre réalisés le plus tot possible apres le début de la maladie.[12]
-Placer les prélévements immédiatement au froid. La congélation est contre indiquée dans la quasi-

totalité des cas.[12]

-Les biopsies sont particuliérement recommandées pour I’isolement des pathogénes viraux.[53]



Il faut également noter que la recherche d’un virus par immunofluorescence nécessite que le
prélévement n’ait pas été congelé. En effet, la congélation détruit les structures cellulaires et rend

Pinterprétation du résultat impossible.[22]

8. Prélévements destinés a une culture anaérobie :

Les prélévements concernent le pus ou autre exsudats issus de plaies, les liquides pleuraux ou
péritonéaux, le liquide synovial, le LCR, I'urine collectée par cystocentese, et les tissus post-
chirurgicaux. Certaines précautions sont nécessaires :

-1 faux respecter les conditions d’asepsie.

-II faux diminuer au maximum le contact du prélévement avec 1’air pour éviter I’effet toxique de
’oxygéne sur les bactéries.

-Les liquides peuvent étre collecté dans une seringue stérile, I’air est expulsé et Iaiguille coupée ou
tordue. S’il ne peut étre analysé dans I’heure qui suit, il doit étre placé dans un tube sans
oxygene.[53]

-1l ne faut pas réfrigérer des prélévements suspectés de contenir des bactéries anaérobies parce

qu’elles sont sensibles au froid. [22]

9. Le choix de I’échantillon :

Le laboratoire qui effectuera le(s) épreuve(s) doit étre contacté s’il existe des questions concernant
le type d’échantillon qui doit étre prélevé.

Une attention et un soin considérables doivent étre exigés pour décider du choix des échantillons
qui seront envoyés au laboratoire. Les échantillons doivent étre représentatifs de la maladie a
étudier et des lésions observées. Doivent aussi étre pris en considération, le stade de la maladie et le

développement des 1ésions ainsi que le genre de test(s) qui seront réalisés.[51]

10. La taille de I’échantillon :

Les échantillons collectés doivent étre représentatifs de la maladie étudiée et des 1ésions observées.
Quelques régles statistiques générales d’échantillonnage doivent étre utilisées. Il est possible de
calculer combien d’animaux doivent étre prélevés a partir du troupeau ayant une certaine taille pour
obtenir une probabilité de 95 % de détection de I’infection ou une exposition précédente en partant

d’un certain pourcentage connu de la maladie.[51]



11. Le choix de I’anticoagulant et de tube (sang) :

Le type d’anticoagulant dépend du type d’analyse a effectuer :

-pour les cultures bactériennes : EDTA ou héparine.

-pour des hémoparasites : tout anticoagulant.

-pour I’hémogramme : tout anticoagulant

-pour la sérologie et la biochimie : tube sec stérile [44]

Les tubes sont repérés par la couleur de leur bouchon ; il existe un code international associant une
couleur a4 un type d’anticoagulant (voir tableau). Ce code n’est pas toujours respecté par les

fabricants.[44]

Figure n°1 : code associant la couleur au type de I’anticoagulant[44]

Code couleurs

Tube sec : Héparine Fluorure de EDTA Citrate Tube sec avec gel

sérum sodium séparateur de sérum

12. Emballage :

L’expéditeur doit s’assurer que les échantillons sont emballés afin d’arriver au laboratoire dans de
bonnes conditions et qu’il n’y a pas de pertes au cours du transport.[51]

Les emballages doivent répondre aux critéres fondamentaux de « triple emballage » composés de 3
¢léments en allant de I’intérieur vers I’extérieur:

-un conditionnement primaire constitué d’un ou de plusieurs réceptacles étanches ;

-d’un emballage secondaire étanche.

-d’un emballage extérieur d’une résistance proportionnée au volume, au poids et au transport
envisagé.

L’¢étiquetage est obligatoire sur la paroi externe de ’emballage tertiaire. [1]



Matériau de

calage Documents

Substance
absorbante
P

Emballage Emballage
tertiaire secondaire
étanche

13. D€lai de transport et conservation des échantillons :

Récipient
primaire

étanche

Etiquette
substance
infectieuse

Récipient=——>p

il f=n i)
PR

Récipient interne
 Emballage adsorbant
Culture

Etiquette biohazard

Nom
Adresse
téléphone
Numéro
d’expéditeur

Ruban étanche

Culture
Identification
de spécimen
Etiquette
biohazard
Matériel
adsorbant

Section transversal d’un triple

emballage

Figure n° 2: composition d’un triple emballage [1]

En régle générale, les bactéries ne résistent pas 4 la dessiccation et au froid, en particulier lorsque de

petits volumes d'¢échantillons sont prélevés. Les petits échantillons et les biopsies doivent étre

acheminés en 15 4 30 minutes au laboratoire, les autres en moins de 2 heures, afin de préserver la

survie des micro-organismes les plus fragiles et d'éviter qu'ils soient inhibés par des bactéries plus

résistantes a l'environnement extérieur. Les bactéries qui ne supportent pas de délai peuvent étre
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préservées dans des milieux de transport. Ceux-ci sont couramment utilisés pour des délais de

transport de plus de 2 heures.[59]

14. Milieu de transports :

Ces milieux sont destinés a la conservation de certains types de micro-organismes et  l'inhibition
d'autres organismes de croissance plus rapide. Les milieux de type Stuart conviennent pour la
plupart des bactéries, y compris les anaérobies strictes. D'autres milieux sont nécessaires pour la
recherche de certaines bactéries, comme les Chlamydia. La plupart des échantillons sont transportés

a la température ambiante, d'autres nécessitent d'étre réfrigérés.[59]

15. Fiche commémorative :
Tous les prélévements doivent étre impérativement accompagnés d’une fiche de commeémoratifs

soigneusement remplie par le vétérinaire praticien.[51]

16. Condition de transport :
Les échantillons doivent étre transmis au laboratoire par la méthode la plus rapide disponible. S’ils

peuvent arriver au laboratoire en moins de 48 h, les échantillons sont envoyes réfrigérés. [51]

17. Les sources d’erreur :

-le traitement antibiotique au moment du prélévement ou I’envoi de celui-ci sans respect du délai
d’attente.

-l'application locale de produits anesthésiques sur les Iésions avant le prélévement.

-l'utilisation d'un soluté contenant un antiseptique pour recueillir I'échantillon.

-le transport ou le stockage impropre des échantillons.

-Le choix d'un milieu de transport inapproprié.

-les difficultés de prélévement qui peuvent rendre impossible I'obtention d'un échantillon
représentatif du processus infectieux.

-la difficulté de distinguer une simple colonisation d'une véritable infection due a des bactéries

opportunistes.[59]

18. Echantillons qui ne peuvent étre acceptés pour analyse microbiologique :
- échantillons non étiquetés ou Improprement étiquetés.
- échantillons recus dans des récipients endommagés et non étanches.

- €chantillons visiblement contaminés.



- €chantillons regus plus de 2 heures aprés leur prélévement, sans avoir été conservés dans les

conditions recommandées.

- échantillons inappropriés aux analyses prescrites.[58]

Chapitre II : Les prélévements chez les bovins

1.le prélévement de sang :

a. En bactériologie :

Le sang destiné aux examens microbiologiques doit étre récolté dans des conditions d’asepsie, il
faut raser, laver au savon, rincer avec ’eau propre la région surmontant la veine et la désinfecter en
la recouvrant d’un morceau de coton ou de gaz imprégné d’un antiseptique. On laisse sécher la peau
et on préleve le sang avec une seringue stérile et aiguille de taille convenable.[15]

* Le volume prélevé doit étre suffisant pour isoler le germe méme s’il est présent en petite
quantité : 10 a 40 ml selon la taille de I’animal.[31]

* Faire plusieurs prélévements espacés de quelques heures (décharge fugace de bactérie dans
la circulation).[37]

* La ponction est réalisée de facon aseptique de préférence a la veine jugulaire et sur un
animal 2 jeine. Le sang est réparti immédiatement dans deux flacons pour hémoculture
(aérobie et anaérobie) sur anticoagulant (citrate de sodium) [31]

* Apres la collecte, les échantillons doivent &tre réfrigérés jusqu’a leur expédition.[S 1]

* Pour les échantillons prélevés sur anticoagulant, il est nécessaire d’homogénéiser par
agitation douce juste aprés la réalisation du prélévement.[51]

e L’échantillon doit étre identifié sans équivoque au moyen d’un feutre indélébile.

* Une demande d’analyse sur formulaire fourni par le laboratoire doit accompagner chaque
envoie.

* Si une sérologie est affectée, 1’échantillon de sang sera réalisé sur tube sec pour coagulation.
Le sérum peut étre congelé, mais Jjamais le sang.[51]

® Pour les réactions de polymérisation en chaine (PCR), P’EDTA est I’anticoagulant de
choix.[51]

b. En pathologie virale :

la récolte de 4 & 5 ml est en général suffisante, sinon elle dépend du membre, de la nature et des

modalités de mise en ceuvre des réactions sérologiques.



Elle s’effectue par ponction veineuse stérile, au vacutainer de préférence avec anticoagulant

(héparine, le citrate de sodium, ou 1’oxalate de calcium).[31]

c. En parasitologie :

On préléve le sang sur anticoagulant et on peut analyser le prélévement a la fin de la demi-journée
s’il n’a pas été au soleil. Le prélévement peut se faire a partir de la jugulaire d’apres I’Hostis. [25]
Le prélevement se réalise en raclant une des bronches veineuses de la partie externe du pavillon

auriculaire a I’aide d’une aiguille pour faire apparaitre une goutte de sang. [30]

d. Les analyses :

Le diagnostic de maladies infectieuses est réalisé par la détection directe et/ou indirecte d’agent

infectieux.[51]

d.1.Les méthodes directes :
Les méthodes les plus usuelles pour la détection directe sont : I’isolement ou la culture in vitro, la
microscopie électronique, IPimmunofluorescence, les épreuves immuno-enzymatiques(ELISA),

’hybridation d’acide nucléiques, la réaction d’amplification en chaine par polymérase(PCR).

d.1.1Agents pathogénes retrouvés dans le sang :

*Bactériologie : Hémoculture

salmonelloses, staphylocoques aureus, Streptocoques, pasteurella, Escherichia coli, brucella (trés
long a cultiver) [26], Anaplasma marginale, Anaplasma phagocytophylum. [13]

* Virologie :
Nous recherchons en particulier le virus responsable de la bovine diarrhea disease (BVD) par PCR
ou RT-PCR (real polymerase chain reaction). Cela permet en particulier de mettre en évidence les
antigénes présents en particulier lors de recherche d’animaux IPI (infecté permanent
immunotolérant). La RT-PCR (en temps réel) est plus sensible et spécifique que la PCR classique
gréce a une sonde immunofluorescente. De plus, elle permet de travailler avec des mélanges de 20
animaux. La technique donne un résultat quantitatif.[56]

*Parasitologie :

Le frottis est séché et coloré avec la coloration May Griindwald Giemsa (MGG) ou une coloration

rapide.[41] Les Babésia et théléria sont colorées en bleu.[31]



Une observation au microscope des bords du frottis au grossissement x40 ou x100 nous permet de
distinguer 1’espéce pathogéne la plus importante en pathologie bovine notamment: Babesia
divergens, Babesia major.[6]

La distinction des espéces est importante car seules Babesia divergens et Babesia bovis sont
pathogénes. Un frottis positif, indique que le protozoaire est présent mais un frottis négatif ne

permet pas de conclure a son absence dans Iétiologie de la pathologie. [41]

d.2.Méthodes indirectes :

Les méthodes de détection indirecte d’agent infectieux sont les épreuves sérologiques, dont les plus
dominantes sont la séroneutralisation virale, ’ELISA, les épreuves d’inhibition
d’hémmagglutination.

En général, les laboratoires de diagnostic utilisent simultanément les méthodes directes et
indirectes, afin d’obtenir le plus de certitude possible pour un diagnostic.[51]

1-Si la contagion semble récente : faire 2 prélévements consécutifs 3 15 Jjours d’intervalle.

-Si le taux des anticorps augmente de fagon sensible (4fois le taux initial au moins) une infection
récente est probable. [26]

-Si le taux des anticorps reste stable, il s’agit d’une infection plus ancienne. Les anticorps sont dits
« d’immunité ancienne ».

2-Si ’on veut simplement contrdler une immunité acquise un seul prélévement suffit. I absence

d’anticorps peut faire envisager, le cas échéant, une vaccination.[26]

d.2.1. Affection possibles de détection par séro-diagnostic :
Brucellose-salmonellose-pullorose-leptospirose-liste’riose-rouget-spirochetose-mycoplasmose-

reckettsioses-viroses—histoplasmose—sporotrichose—leishmaniose-toxoplasmose.[26]

2. Le prélévement d’urine :

L’urine recueillie chez les femelles durant une miction spontanée ou provoquée (par légéres
caresses de la vulve) convient mal 3 la plupart des examens car elle peut étre souillée par des
substances étrangéres directement par le cathétérisme (avec les précautions d’asepsie habituelles)
les échantillons d’urine destinés aux examens bactériologiques, chimiques, et microscopiques.[55]
a. Récolte d’urine par sondage :

Si possible, la queue de 1’animal est maintenue sur le coté. Un premier nettoyage grossier avec de la
paille permet d’éliminer une grande partie des matiéres fécales. S’ensuit alors un nettoyage

soigneux de la vulve 4 I’aide d’une solution antiseptique. Une lubrification peut faciliter la
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réalisation du cathétérisme. L urine est récoltée au miliey de la miction. Ensuite un ou deux doigts
sont introduits dans le vestibule vaginal en suivant le plancher, lorsque le diverticule suburétral a été
repéré, un doigt y est placé. Il convient alors de remonter le long du plafond de ce diverticule afin
d’aboutir au méat urinaire. Le doigt est introduit (sur moins de lcm pour une multipare) de ce
diverticule afin d’aboutir au méat urinaire.[32]

Concernant le male, le cathétérisme est trop difficile et risqué & cause du Spénien, d’ou I’obligation
d’effectuer le prélévement lors d’une miction naturelle. Pour aider 1’animal & uriner, on frotte le
prépuce avec un linge propre et on récupere I’urine au milieu de la miction. Tl doit étre conservé a
4°C. A température ambiante, 1’urée se transforme en ammoniac et fait ainsi monter e Ph et les
bactéries se multiplient plus.[30]
b. Bactériologie urinaire :
L’urine sécrétée par le rein est stérile, 2 moins que le rein soit infecté. L urine contenue dans la
vessie est également stérile.[15]
Il est possible dans certains cas de voir sur I’étalement des amas de bactérie lors d’infections
urinaires. On pourrait également faire une coloration de Gram, une numération bactérienne a I’aide
d’une plaque de koch, un comptage, une culture bactérienne. La numération bactérienne est

nécessaire pour montrer s’il s’agit d’une infection du tractus urinaire ou d’une contamination. [30]

*Ce qu’on peut trouver :

-des bactéries :  Entérobactéries (E.Coli), Pyocyanique, Staphylocoque  doré, moraxella,
Streptocoques, Entérocoque, Corynebacterrium rénale (py€élonéphrite du beeuf)

-des levures : candida (C.albicans est le plus fréquent)
-des parasites : Belharzies, ceufs de strongles, embryon de filaire. [26]

Se méfier d’une bactériurie sans pyurie. Il peut s’agir d’un prélévement fait dans des conditions

aseptiques douteuses ou d’une urine fermentée apres séjour extérieur prolongé.[26]

3. Le prélévement de féces :
Les excréments représentent pour le praticien une source d’informations aisément accessible.
En tenant compte de 1’alimentation, leur examen renseigne sur le fonctionnement de chaque organe

digestif et sur la présence éventuelle de maladies localisées hors de Iappareil digestif.[30]

a. Prélévement pour analyses bactériologiques :

La technique est simple : elle consiste chez I’animal adulte a prélever des féces I’aide d’un gant de
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fouille directement dans le rectum lors d’un examen transrectal. Chez le veau, il faut stimuler la
défécation 4 I’aide d*un thermomeétre ou avec un doigt gant.[30]

Une méthode alternative qui est parfois préférable, consiste a introduire dans le rectum un
écouvillon en prenant soin que I’écouvillon entre au contact de la muqueuse. L’écouvillon doit étre
visiblement recouvert de matiére fécale. Les €couvillons peuvent étre transportés en milieu de

transport approprié. Les féces se conservent et se transportent trés bien & 4°C.[51]

b. Prélévement pour analyses parasitologiques :

Les féces destinées a un examen parasitologique doivent remplir le tube et arriver au laboratoire en
24 heures. Si le temps de transport risquent de se prolonger au-dela de 24 heures, alors les
prélévements doivent étre envoyés sur la glace au réfrigérés pour empécher 1’éclosion des ceufs de
parasites.[51]

Prélever les feces a la main directement dans le rectum ou sur le sol Jjuste aprés défécation. Les
feces a la main directement dans le rectum ou sur le sol juste aprés défécation. Les feces sont
conservées dans un flacon en plastique hermétiquement clos. Pour stopper 1’évolution des ceufs
d’helminthes en larves, il est nécessaire de conserver les prélévements au froid (pour quelques
jours) a la température d’un réfrigérateur (4°C), ou dans une solution de formol du commerce 3 5-
10% (plusieurs semaines).

Dans chaque flacon la solution de formol doit recouvrir complétement les feces. Chaque flacon doit
obligatoirement porté un numéro d’identification.[37]

Des récipients a bouchons vissés ou des sacs plastiques stériles doivent étre utilisés pour
Pexpédition ; il faut éviter d’utiliser des tubes avec des bouchons de caoutchouc car les gaz générés
peuvent provoquer une expulsion du bouchon, détruisant ainsi I'intégrité de 1’échantillon et

contaminant les autres échantillons dans le paquet.[51]

¢. Bactériologie :

On recherche des bactéries pathogénes. La découverte d’E Coli, de Campylobacter spp ou
Clostidium perfringens est normale. E. Coli O157.H7, est le sérotype le plus important et le plus
virulent.[51]

Pour diagnostiquer la présence de paratuberculose chez un animal individuel cliniquement suspect,
un certains nombre d’épreuves de laboratoire peut €tre utilisé : des frottis sur féces, la culture sur

feces, les sondes ADN utilisant des féces.[51]
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Il est possible de faire une coprobactérioscopie : une coloration sur les féces qui consiste a repérer
les bactéries alcoolo-résistantes 3 I’aide de la coloration de Ziehl Nielsen. On peut également
utiliser un test PCR.[30]

* Germes pathogéne rencontrés :

Les salmonelles, paratyphiques, staphylocoque doré, Bacille de John (entérite paratuberculeuse)-

pyocyanique-anaérobies- les infections 2 champignons ne sont pas rares. C.albicans est le plus

souvent rencontré.[26]

d. Virologie :

Pour les analyses virologiques la congélation est possible.

On peut utiliser la microscopie electronique. Elle permet de détecter tous les virus en état
d’excrétion. On recherche en général les Coronavirus et les Rotavirus.[30]

e. Examen parasitologique des selles :

On utilise la méthode de flottaison. On peut éventuellement réaliser un comptage a I’aide d’une
cellule de Mac Master.[5]

On peut également observer les oocystes de cryptosporidies en mettant une goutte de saccharose a
saturation (ou du sirop liquide de sucre de canne) avec les matiéres fécale entre lame et lamelle. Les
oocystes sont réfringents a 1’objectif 40 ou 100.[5]

Les giardia sont observables avec une coloration au lugol. La paroi du kyste est orangée et les
structures internes sont visibles. Pour Ia recherche de Fasciola hepatica, il est préférable d’utiliser
la méthode de sédimentation car les ceufs sont tres denses. On utilise la méthode de baermann pour

la détection de Dictyocaulus viviparus.[5]

4. le prélévement de lait :
a. Prélévement pour analyses bactériologiques :
Le prélévement d’échantillon de lait pour examen bactériologique n’est intéressant que s’il
entreprit avant le traitement intra-mammaire avec des antibiotiques.
-commencer avant tout nettoyage et toute désinfection par tirer de chacun d’eux un vigoureux jet de
lait dans le récipient prévu a cet effet et le rejeter (ne pas traire 3 la machine).
-la vache, doit étre fixée solidement afin d’éviter les souillures par la poussiére.
-le vétérinaire, placé a droite, aseptise tout d’abord les 2 trayons se trouvant le plus pres de lui,

ensuite les 2 autres. I1 préleve les échantillons en procédant dans un ordre inverse.[55]
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Pour la réalisation d’un CMT (Californian Mastitis Test), ces précautions suffisent.[30]

-enlever le bouchon du petit flacon stérile apres lavoir identifier (n°® de I’animal, date de
prélévement, et situation du quartier). Puis, tout en le maintenant entre 1’index et le médius de la
main gauche, Iextrémité dirigée vers la paume de la main ; maintenu horizontalement en évitant
tout contacte avec le trayon, traire 5 2 10 ml de lajt par jet horizontal. Dans la mesure de possible,

prélever un échantillon distinct pour chaque quartier.[55]

b. Prélévement pour analyses sérologiques :
Le lait ne doit pas avoir été congelé, chauffé ou soumis 3 des agitations violentes. S’il ¥ a un certain
délai dans I’expédition au laboratoire, des conservateurs peuvent étre ajoutés dans les échantillons

de lait destinés & une analyse sérologique. [51]

e. Examen directe :

On trouve dans les laits pathologiques :-de nombreux polynucléaires, de nombreuses cellules

mononuclées, des macrophages, des corps en croissant.[26]

f. Culture :

Elles seront différentes selon ’aspect de I’examen direct. Mais on aura toujours soin de pratiquer un
ensemencement sur gélose enrichie au sang de cheval pour apprécier une hémolyse ¢ventuelle.[26]
En général, on a trois milieux de culture ; les milieux CNA (gélose au cétrimide et a I’acide
nalidixique), COS (gélose Colombia enrichie en sang de mouton) et BCP (gélose au pourpre de

bromocrésol).1l est possible d’utiliser une galerie APIR.[3 0]

* Les germes les plus fréquemment rencontrés :

-Staphylocoque aureus.

-Escherichia coli et entérobactéries diverses.

-Pseudomonas- Corynebacterium pyogenes -pasteurella-anaérobies- Streptococcus agalactiae,
S.dysgalactiae, S.uberis, S.bovis.[27]et des mycoplasmes.[30]

*Antigénes bactériens :

Des antigénes d’E. Coli et de S. agalactiae sont détectables par la méthode Elisa dans 50% des

mammites cliniques ou ils sont présents.[30]

5. Le prélévement de placenta et feetus :

a. Prélévement pour analyse bactériologique :
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*Aussitdt aprés ’avortement :

-Sur la mére : mucus cervico-vaginal : 4 la canne de verre rodé ou a la cuiller de Florent, F ragment
de placenta ou lochies, sang prélevé stérilement pour hémoculture.

-Sur I’avorton : fragment d’organe ou organe entier. [26]

*Aprés ’avortement :(15 jours au moins)

Prélevement de sang de la mére pour sérodiagnostic.[26]

b. Bactériologie : mise en culture

Les bactéries sont recherchées principalement pour culture. Il faut penser a préciser se qu’on
recherche si on a des suspicions précises car Listeria monocytogenese et les salmonelles ne se
cultivent pas sur des milieux classiques.[31].Les brucelles peuvent étre colorées en rouge par la
méthode de coloration de Ziehl Neelsen modifiée par Stamp.[51]

*Les germes trouvés :

Brucella-salmonella-Trichomonas fel‘us-entérobacz‘ériacea-Leptospires—Rickez‘z‘sies-lisz‘eria

corynebacterium.[26]

d.Virologie :

Le virus de BVD (Bovine Viral Diarrhea) et I’herpes virus de I’IBR peuvent étre détecté sur culture
cellulaire ou par la recherche d’antigénes viraux. Le BVD peut mis en évidence par PCR.
L’immunohistologie et la PCR augmentent la rapidité et la sensibilité par rapport a la culture.il ya

des cas ot une culture peut étre négative alors que I’antigénie est positive.

e.Parasitologie :
Il existe des techniques d’immunohistochimie pour la détection des protozoaires et leur
identification car leur morphologie est assez proche et des confusions peuvent s’opérer entre

Toxoplasma et Neospora. 11 existe des méthodes de détection par PCR. [3 0]

6. le prélévement de sécrétion bronchique :

Il existe plusieurs techniques pour obtenir ces sécrétions. Chacune a ses avantages et ses
inconvénients. On choisi en fonction des recherches que 1’on souhaite faire. Par exemple, un
¢couvillon nasal peut servir a une recherche virale mais pas bactérienne, alors que le lavage broncho

alvéolaire (LBA) et I’aspiration trans-trachéale (ATT) le permettent.[30]

a. Ecouvillonnage nasal profond :
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L objectif de I’écouvillonnage est de recueillir des cellules épithéliales en grand nombre. Cette
technique demande une réalisation soignée.[32]

Il est important d’intervenir au tout début de I’hyperthermie ou des symptdmes clinique, ces
derniéres étant quelque fois le signe tardif et passé de ’excrétion virale par les voies respiratoires
supérieures. Préalablement au prélévement, le mufle peut étre nettoyé avec un tampon imbibé de
sérum physiologique.[54]

Tandis qu’un aide (ou le manipulateur lui-méme) contient la téte de ’animal, I’écouvillon est frotté
vigoureusement contre la muqueuse nasal d’un des méats dorsaux des cavités nasales, pendant
environ 10 secondes, jusqu’a ce que ’embout soit rosé (rosée sanguine).[32]

Les cellules et débris cellulaire sont ensuite remis en suspension 1ml de Nacl 0,9% stérile.

b. Lavage broncho-alvéolaire :

Il a pour objectif de prélever des sécrétions et des cellules bronchiques et alvéolaires.la contention
est semblable acelle de I’ATT. La cavité nasale est nettoyée.[32]

Puis la sonde est introduite dans un des orifices nasaux.

Le passage de trachée s’opére facilement car le plus souvent, le bovin tousse.

On fait alors progresser la sonde Jjusqu’a ressentir une résistance qui traduit un diamétre de bronche
devenu trop petit pour continuer.

-il convient alors d’injecter dans la sonde 100 ml de sérum physiologique stérile, puis d’aspirer avec
la méme seringue le volume « mort » contenu dans la sonde, qui correspond généralement 3 15 & 20
ml. On se sert de 3™ seringue (stérile et vide) pour aspirer un maximum de liquide. Enfin, le
contenu de la seringue est transféré dans un contenant (tube pot) stérile.

Si la sonde pénétre par accident dans ’@sophage, cela provoque généralement un réflexe de

déglutition. On peut également le sentir par taxis externe.[32]

¢. L’échantillonnage :

Pour une affection aigue, on préleve idéalement 20% des animaux exposés au risque et dans tous les

cas au moins 3 animaux. Lorsqu’il s’agit d’une affection chronique, il faut prélever au moins 10%

du cheptel.[30]

d. Bactériologie :

On n’utilise pas I’écouvillon car Mannheimia hemolytica et Pasteurella multocida sont saprophytes

chez les animaux sains.[27]
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11 faut préciser ce qu’on demande comme culture car les bactéries recherchées peuvent étre aérobies
ou anaérobies. Il ya toujours un risque de résultat faux négatif li€¢ 4 une utilisation d’ATB non
avouée.[54]

Deux critéres essentiels sont  considérer :-I’abondance et 1’uniformité de la flore (examen directe
et culture).Les germes trouvés sont: des pasteurelles ;des hémophiles ;des entérobactéries
(colibacille, proteus, klebsiella...etc.) ;des sterptocoques(pneumocoque en particulier) ;des

staphylocoques dorés ;des levures (candida  albicans) ;des champignons (Aspirgillus) ;des

mycobactéries.[26]

e. Etude virologique :

La virologie est souvent limitée aux principaux virus. Les tests de diagnostic direct les plus
couramment utilisés font appel & 1’isolement du virus sur cellule et & la recherche des antigénes
spécifiques par immunochimie. L’isolement sur cellules suivi de I’identification des souches isolées
par séroneutralisation ou immunofluorescence est la méthode de choix en raison de sa sensibilité.
Les principaux virus associés aux troubles respiratoires : virus respiratoire syncytial bovin ; virus
de la rhinotrachéite infectieuse bovine ;le virus parainflueza 3 sle virus de la maladie des

muqueuses ;les coronavirus-les adénovirus.[54]

7. le prélévement de jus de rumen :

II convient, dans un 1% temps, de placer dans la gueule de 1’animal Ia partie rigide du matériel
(visant & protéger la tubulure flexible) aucune complication notoire n’est rapportée.

-I1 convient alors d’amorcer le prélévement avec la pompe.

-les premiers 200ml sont écartés pour pratiquer I’analyse (ou les analyses) sur le volume suivant,

afin de minimiser les risques de contaminations.[32]

a. Examen bactériologique :

Les lactobacilles sont plus nombreux quand il s’agit de ration a base d’ensilage, tandis que les

streptocoques (s .bovis) sont plus nombreux lors de ration a base de concentrés ou de changement
de ration.[30]

8. le prélévement de tégument :

Les principaux prélévements sont e raclage cutané, le trichogramme et le peignage, le calque

cutan€ et le test 4 la cellophane adhésive, la cytoponction et la biopsie.[30]
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a. Raclage cutané :

On utilise une lame de scalpel et on frotte la lame perpendiculairement & un pli jusqu’a I’apparition
des capillaires, c’est-a-dire jusqu’a la rosée sanguine. S’il ya beaucoup de poils sur le lieu de
prélévement, il est possible de les éclaircir. [30]

b. Peignage :

On passe un peignage fin dans le poil afin de récupérer des éléments qui s’y trouvent (ectoparasites
et débris cutanés). On peut trouver : Dermatophilus congolensis, Arcanobactérium pyogenes.[30]

A partir d’une culture cellulaire on peut trouver : le Virus cowpox.[30]

9. le prélévement d’organes :

a. La biopsie pulmonaire :

Le lieu de ponction se trouve dans les espaces intercostaux 8et 93 la limite entre le tiers moyen et le
tiers supérieur du thorax. On fait une préparation aseptique. On incise la peau 1,5cm en dessous de
la zone que 1’on veut ponctionner. On utilise un trocart de 15cm de long et de 0,6cm de diameétre
que I’on remonte dorsalement en sous cutané jusqu’a la zone de ponction.la ponction se fait juste
derriere la cote pour éviter de Iéser les vaisseaux et les nerfs de la région. Lors du passage de la
plévre, une baisse de résistance est percue.il suffit d’avancer le trocart de 2cm.

Si on suspecte un abcgs, il faut faire une ponction a I’aiguille spinale pour ne pas risquer de faire

une rupture de 1’abceés.[30]

10. prélévement du liquide pleural :

Le prélévement se fait sur I’horizontale qui passe par le coude, dans le Sou 6 ™ espace intercostal,
il est possible de se guider avec un €chographe. On utilise la méme technique et matériel que pour
I’épanchement abdominal. On prend les mémes précautions de contention surtout pour ne pas
risquer de Iéser un gros vaisseau prés du cceur.[30]

On peut trouver: Pasteurella, Streptocoques, pneumocoque, enterocoque, hemophiles, germes

anaérobies.[26]

11. prélévement de liquide péricardique :
La ponction se fait au niveau du 4eme espace intercostal, il faut donc une corde pour tirer la patte
antérieure gauche vers ’avant.la ponction se fait juste devant la 5°™ cote pour ne pas Iéser les nerfs

et les vaisseaux qui cheminent immédiatement caudalement aux cotes.[30]
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a. Examen bactériologique :

Recherche spécifique chez les ruminants apres centrifugation du liquide péricardique ; on trouve

Cowdria ruminanttium.[26]

12. prélévement de liquide synovial :

On choisit Iarticulation la plus enflée. La technique varie en fonction de la localisation. En effet, le
plus souvent il s’agit d’atteinte de tarse, du carpe ou du jarret, les articulations du coude et du
grasset sont également touchées.[30]

11 est nécessaire de plier certaines articulations pour avoir un meilleur accés 4 la cavité synoviale.

Cest le cas du carpe puis, on palpe et on repéré la cavité. Enfin, on peut introduire I’aiguille de 18 &

20 gauges afin de réaliser le prélévement.

a. Examen bactériologique :
L’intérét du laboratoire est surtout dans la mise en ¢vidence de bactéries par culture et par la
réalisation d’un antibiogramme, il est ¢galement possible d’isoler des virus tel que L’IBR ou de

détecter des anticorps présents dans le liquide synovial en grande qualité, tel que des anticorps anti-
brucelles.[30]

13. Prélévement du liquide céphalorachidien :

02 techniques sont dans la littérature : la ponction en zone occipitale et la ponction en zone
lombosacrée.

-le choix de la technique dépend de plusieurs facteurs. La ponction atlanto-occipitale est plus
facilement réalisable chez le veau que la ponction lombosacré. On est dans 1a situation inverse pour
I’adulte. La zone de ponction doit étre choisie en fonction de sa proximité avec la Iésion supposée
car il faut en étre le plus proche possible. 11 faut également tenir compte de la possibilité
d’anesthésie, en effet, une anesthésie geénérale est nécessaire pour la ponction atlante-occipitale,
’animal étant en décubitus latéral (ce qui nécessite de mettre I’animal en hauteur si possible)

-une sédation est suffisante pour une ponction en zone lombosacrée.[30]

a. Examen bactériologique :
On note que I’isolement de bactérie est souvent difficile méme s’il existe des techniques de plus en
plus efficaces. Ainsi, il existe une technique d’amplification par PCR de la Listeria.[30]

On peut trouver (3) Fusobacterium necrophorum , Actinomyces pyogenes
b. Examen parasitologique : On peut trouver Setaria[30]
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Chapitre ITI- Les prélévements en aviculture

En aviculture, le recours au laboratoire se fait de plus en plus fréquemment en raison de la

pluralité étiologique des entités morbides constatées. L’examen clinique nécessite souvent une

confirmation & 1’aide d’examens de laboratoire. Le choix de prélévement et sa qualité est essentiel

pour la mise en ceuvre du diagnostic de laboratoire. Les prélévements sont de diverses natures et
doivent étre représentatifs de I’affection.

1.le prélévement sanguin :

Les sites de prélévement sanguin: la veine brachiale, Ia veine Jjugulaire, et la veine métatarsienne
médiane. Deux lieux de ponction sont utilisés du vivant de I’animal.

Chez la poule, la prise de sang s’effectue :

* A la veine alaire située sur la face interne de l'aile entre les muscles biceps brachial et le triceps

huméral. Aprés la désinfection et l'arrachage de quelques plumes, la peau est étirée pour empécher

le roulement de 1a veine.[31]

Enfoncer Iaiguille en deux temps : premier temps cutané, second temps intraveineuse, la veine

restant toujours bien tendue. Aspirer a peine: le sang monte trés facilement.

Retirer Iaiguille et appliquer une pression sur la veine pendant quelques secondes. Cela aidera &

minimiser le développement de grands hématomes. [11]

Muscle biceps
brachiale

Veine
brachiale

Muscle extenseur

Humérus

Veine ulnaire

Figure n°3 : Le site de ponction veineuse chez la poule. [31]
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Figure n°5: Procédure de prélevement sanguin sur la veine métatarsienne médiane.[35]

2ml de sang suffisent pour la plupart des analyses sérologiques. La récupération se fait sur tubes
secs et stériles, couchés horizontalement, & 37°C pour faciliter la coagulation. Aprés quelques

heures, le sérum est transféré dans les tubes d’Eppendorf et laissé a 4 C. [31]

2. Ecouvillon cloacal :

L’animal est généralement placé sur le dos, puis I’écouvillon est introduit de quelques
centimetres dans le cloaque. Chez les grands oiseaus, il est possible d’insérer plus profondément
I’écouvillon et tamponner avec une légére pression les surfaces internes du cloaque de deux & quatre

mouvements circulaires tout en appuyant sur la muqueuse.[33]
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Secouer doucement tout exces fécal de I’écouvillon avant de le placer dans le cryovial
Si I’échantillon va étre placé dans un milieu de transport viral, collecter des feces plut6t avec des

écouvillons & embout de Rayonne ou de Dacron.[35]

Figure n° 6: Procédure correcte pour un écouvillon cloacal.[35]

3. Prélévement de féces :
Les échantillons de féces sont ramassés dans les cages ou sur le sol. Utiliser un écouvillon imbibé
de milieu de transport ou d’eau physiologique, Les féces doivent étre fraichement émises pour que
I’écouvillon soit suffisamment chargé de  matiéres.[31]
les feces séches sont d’une valeur diagnostique infériéur(les virus deviennent inactifs en quelques

heures aux températures élevées.[35]

4. Ecouvillon trachéal :

Le bec de I’animal est maintenu ouvert d’une main puis 1’écouvillon est approché doucement afin
de Iintroduire dans I’ouverture de la trachée de 1’animal. Parfois le canard reste en apnée et ferme
Ientrée du larynx plusieurs secondes. En pratique il faudra faire plusieurs mouvements dans la

trachée afin de récolter le maximum de cellule et de Mucus.[33]
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prélévement

=

Figure n°7: Emplacement correct pour un écouvillon trachéal[35]

5. Ecouvillon de la fente palatine :
Le bec de I’animal est toujours maintenu ouvert. L’extrémité de 1’écouvillon est introduite dans la

fente palatine. (pour la recherche de H5N1).[33]

Figure n°8: Procédure correcte pour un écouvillon pharyngé.[35]
6. Ecouvillon conjonctival :
Un petit écouvillon est plus adapté pour 1’écouvillonnage conjonctival bien insisté dans les culs de

sac conjonctivaux.[33]

7. Technique de prélévement d’organes :

Reperer I"oiseau suspect moribond ou qui vient juste de mourir, Effectuer ’autopsie puis prélever
les organes et tissus notamment le cerveau, le foie, la rate, le cceur, le pancréas, et les reins.
L’intestin peut &tre prélevé mais conditionné séparément des autres organes. Les échantillons
doivent €tre conservés dans du triple emballage renfermant des accumulateurs de froid et convoyer

rapidement au laboratoire pour étre congelés.[31]
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8. ’animal entier :

En pathologie aviaire, 1’animal entier reste le prélévement de choix.

-L’envoi au laboratoire d’animaux morts récemment (moins de 12heures), d’animaux malades et de
quelque sujet apparemment sains permettrait de mieux situer la pathologie.

-Selon les pathologies, le nombre nécessaire peut varier. C’est ainsi que dans le cas de la maladie de
Gumboro par exemple, ou il est nécessaire d’envoyer une dizaine de malades pour trouver les
différents stades d’évolution de la maladie.

D’une fagon générale, on peut considérer que le nombre d’animaux a envoyer au laboratoire :

10 sujets s’il s’agit de poussins de 1 a 21 jours ;

5-6 sujets s’il s’agit de poulet, volaille destinées a la production de chair ;

3-4 sujets s’il s’agit de volaille pondeuses ou reproductrices (10 dans le cas de suspicion de
Gumboro).[12]

Il serait plus intéressant de suivre une méthode d’échantillonnage adapté selon des normes

statistiques.

9. Les Prélévements lors des principales entités pathologiques aviaires :

Tableau I : Les prélévements en parasitologie[8]

Maladies Préléevements
L’agent causal Parasitologie
Coccidioses Eimeria spp Intestin affecté pour I’examen au
microscope
Capillariose Capillaria spp (Esophage, jabot, gésier
Trichomonose T.galinae Organes affectés
Histomonose H. meleagridis Foie et caecums. Calques de tissus
hépatique

Tableau II: les prélévements en bactériologie[8]

Maladies Prélévements
Agent causal bactériologie sérologie
Tuberculose M.avium Foie, rate : coloration de
Ziehl.
colibacillose E. coli foie
salmonellose Salmonella spp Foie, rate, ceuf et | Sang:ARL, AL, ELISA

écouvillon de cloaque,
litiére et duvet
Pasteurellose P. multocida Moelle osseuse, sang, | Sang : ARL, AL, ELISA
foie et écouvillons de
cavités nasales et sacs
aériens

mycoplasmose M. gallinaceum Sacs aérien et trachée Sang : ARL, AL, ELISA
M.synoviae
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M.meleagridis
Hépatite infectieuse | Campylobacter spp Bile, foie, rate, et coeur
aviaire (vibrio)
Synovite infectieuse M. synoviae Articulation infectée Sang: ARL. AL.JHA.
ELISA
Arthrite staphylococcique | S. aureus Articulation infectée
Corysa H.paragallinarum Ecouvillon de trachée et | Sang : ARL, AL
sinus
Tableau III: les prélévements en virologie[8]
Maladies Prélévements
Agents causal Isolement viral sérologie
Bronchite infectieuse Coronavirus Trachée et poumon Sang : ELISA. IPG. SN.
HA.IF
Newcastle Paramyxovirus Ecouvillon de trachée, de | Sang: IHA, HA, SN,
cloaque, poumon, | IPG, ELISA
proventricule et cerveau
Marek Herpesvirus Follicule plumeux Sang: IPG, SN, IF,
ELISA
Encéphalomyélite aviaire encéphale Sang : SN, ELISA
Gumboro Birnavirus Bourse de Fabricius et | Sang: ELISA, SN, IF,
rate IPG
Laryngotrachéite Herpesvirus Ecouvillons de trachée, | Sang : ELISA, IF, SN
infectieuse sinus, poumon
Variole aviaire Poxvirus Lésions  cutanée  ou | Sang: IF, SN, HA, IPG,
diphtéroides IP
Leucose Oncornavirus type C Sang : ELISA, FC
Syndrome chute de ponte | Adenovirus Foie et oviducte Sang : ELISA, SN, IPG
Anémie infectieuse du | Virus non classé Foie et moelle osseuse Sang : ELISA
poulet
Néphrite infectieuse | Picornavirus Rein et cloaque Sang : VN, IF
aviaire
Arthrite virale Reovirus articulation Sang : ELISA, SN ,IPG

Chapitre VII : Les prélévements chez les carnivores domestiques

1. Le prélévement sanguin :

Faire le prélévement avant institution de toute thérapeutique antimicrobienne.

Prélever de fagon aseptique.[ 29]

Tonte éventuelle de la région de prélévement (indispensable pour hémoculture).[44]

Effectuer les prélévements 4 la veine radiale, 4 la veine saphéne externe ou interne, ou bien a la

jugulaire.[29]

2-Le prélévement des urines :

a. Le sondage urinaire :
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Doit étre réalisée dans conditions strictes d’asepsie, il peut étre utilisés pour les examens
cytobactériologiques des urines.

* Chez le mile : la technique est assez aisée a mettre en ceuvre.

-désinfecter I’extrémité du pénis et du fourreau, couper les poils souillés si nécessaire.[58]

-la sonde est introduite délicatement dans ’urétre sans forcer. [45]

-I’urine s’écoule dés que le sphincter vésical est franchi.

-laisser s’écouler les premiéres gouttes d’urine puis collecter les suivantes dans le flacon stérile.[58]
*Chez la chienne : la technique est un peu plus délicate.

-le praticien pose le miroir de clarr (lampe frontale qui permet & I’opérateur d’éclairer I’intérieur du
vagin pour une visualisation correcte du méat urinaire) sur son front. Le spéculum fermé, est inséré
en deux temps :-Premier temps, les mors du spéculum sont tournés vers le haut, et longent le
plafond du vagin, puis le spéculum est placé horizontalement. I ’orifice urinaire est visualisé en
pressant doucement sur le plancher du vagin a I’aide de la sonde rigide. La sonde est insérée

doucement.[58]

b. La cystocentése :
Meéthode de choix chez les animaux de petit format.[58]

La zone cutanée en regard de la vessie est rasée et désinfectée. La vessie (pleine) est isolée et
maintenue légérement sous tension. L’aiguille, inclinée de 30°vers 1’arriére par rapport a la paroi
abdominale, est introduite doucement sur la ligne blanche. L’urine est aspirée dans la seringue et
déposée dans un flacon stérile.[45]

c. Bactériologie urinaire :

c.1.Dépistage :

Le dépistage d’une bactériurie peut s’effectuer a 1’aide de bandelettes réactives mettant en évidence
la présence de nitrites dans I"urine. Ce test nécessite cependant pour étre positif :

-une quantité suffisante de nitrate dans 1’urine.

-un séjour suffisant de I’urine dans la vessie.

-des germes capables de réduire les nitrates en nitrites.

-I’absence de traitement anti-infectieux.[ 44]

c¢.2. Quantification de la bactériurie :

La numération des bactéries contenues dans un millilitre d’urine est évaluée aprés ensemencement
de 'urine sur un milieu gélosé. Cette numération est essentielle pour établir ’existence d’une

bactériurie significative.[44]

26



Tableau IV : tableau des seuils de signification en fonction de la technique de prélévement et de
I’espece (exprimé en germes/ml) [45]

Recueil significatif | douteux | contamination
cystocentése | Chien>10° | 10° <10°
Chat>10° | 10? <10

cathétérisme | Chien>10° | 10° 2 10* | <10°
Chat>10* | 102103 | <10?
miction Chat>10> 10? <10?
Chien>10° | 102 <10

c. 3. Nature des germes :
Les germes les plus souvent isolés dans les infections urinaires sont les entérobactéries (E. Coli et
Proteus), les staphylocoques, les pseudomonas et les streptocoques. Généralement, I’infection
urinaire n’est liée qu’a un seul germe, toutefois, des infections impliquant deux voire trois germes
sont possibles mais rares.[45]
d. Les candidoses urinaires :
A Pexamen du culot urinaire au microscope, les levures se présentent comme de petits éléments de
4 a 6 microns de large, rond ou ovoides, présentant parfois un aspect bourgeonnant. Pour conclure a
une mycose urinaire « vraie » il faut réaliser plusieurs prélévements par cystocentése.[45]
e. Parasitoses urinaires :

L’infection par Capillaria plica est trés rare. Des ceufs de Dictophyma rénale peuvent aussi étre

mis en évidence, ainsi qu’exceptionnellement des microfilaires de Dirofilaria immitis. [45]

3. Le prélévement de selles :

-Recueil de selles apres stimulation rectal.[44]

- toucher rectale : on introduit doucement un doigt ganté dans 1’anus du chien, et on récupere ainsi
le contenu du rectum [58]

Frotter la paroi rectale avec un écouvillon stérile préalablement humidifié, laisser en place quelques
minutes [44]

a. La coproculture :

Permet de rechercher des modifications de la flore digestive, et I’apparition de germes
pathogénes[58].

a.1.Ce qu’on peut trouver :

Campylobacter spp, salmonella, clostridium perfringens, yersinia enterolitica, escherichia coli
(souches entéropathogénes (EPEC) entérotoxinogénes (ETEC) [45]

b. La mise en évidence d’antigénes viraux :
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Recherche d’antigénes de parvovirus par ELISA ou PCR.[45]

c. La recherche de parasite :

c.1. L’examen direct :

Meélanger une petite quantité de matiére fécale & un peu d’eau, puis la placer entre lame et lamelle
et "observer au microscope. La préparation est d’abord examinée 4 faible grossissement ex : 10x10
au microscope, ou 3,5 x10 sous loupe binoculaire). Les ceufs et larve de vers peuvent étre vus a ce
grossissement.[58]

c.2. Les parasites rencontrés :

Giardia sp, trichomonas sp, balantidium coli ou entamoeba sp, ceufs d’helminthes ou de

coccidies.[45]

4. Raclage cutané :

La zone a racler ne doit pas étre excoriée ou traumatisée et il est préférable de racler la périphérie
des Iésions. [34]

Choisir la zone cutanée raclée, en fonction de la pathologie suspectée par exemple, la zone
postérieure du pavillon auriculaire lors de gale sarcoptique canine, la région dorsolombaire lors de
cheyletiellose.[7]

Un pli de peau est pincée entre deux doigts et la lame bistouri est passée plusieurs fois sur celui-ci

Jusqu’a obtenir une « rosée sanguine ». Déposé le prélévement sur une lame de microscope et
mélangé a I’huile minéral ou lactophénol, une lamelle est ensuite posée sur le mélange. [34]

a. Les examens microscopiques directs :

La plupart des parasites peuvent étre observé au microscope : les agents de gale (sarcoptique et
notoédrique), les parasites superficiels et/ou intra-épidermiques et/ou intra-folliculaires : acariens

psoriques, cheyletielles, Demodex et des dermatophytes.[7]

S. Ecouvillon auriculaire :

Récolter une quantité suffisante et représentative de cérumen, par un otoscope, soit directement a
'aveugle a I’aide d’une curette ou d’un écouvillon ; le prélévement doit intéresser la partie
profonde, le cérumen récolté est délayé dans du lactophénol sur une lame porte-objet puis recouvert

d’une lamelle.[7]
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Figure n°9: Réalisation d’un prélévement de cérumen par un écouvillon auriculaire.[7]

a. Examen direct de cérumen :

Deux situations peuvent se  présenter :

oCelle ou I’observation d’un seul élément figuré, quel que soit le stade, suffit 4 établir le diagnostic:
c’est le cas de I’otacariose & Otodectes cynotis (ceuf, larve, nymphe ou adulte) et de la trombiculose
(larve de Trombicula sp.) ;

* Celle ou le diagnostic repose sur 1’observation d’une population en multiplication : ¢’est le cas du

Demodex sp. (Observation de nombreux adultes et/ou de nombreuses formes immatures: larves et

nymphes).[7]

6.Prélevement de la téte : -
separer la t€te du corps au milieu du cou : les extrémités du museau et du cou ne seront pas sciées
afin de conserver I’encéphale et les glandes salivaires ; les modalités d'expéditions sont trés
précises.

-envelopper la téte dans un papier absorbant ou toute autre matiére du méme type ;
-la placer dans un premier emballage étanche identifié¢ avec une étiquette mentionnant : l'espéce et,
si possible, le sexe de I'animal ; son numéro denregistrement ; remettre un second emballage
¢tanche et reporter le numéro d'enregistrement dessus.

Ce paquet est finalement placé dans une boite isotherme avec des sachets de glace ou de matiére
réfrigérante (dont il faut vérifier l'étanchéité) et avec une matidére absorbante. On peut
¢ventuellement remettre celle-ci dans un carton plus résistant, avec les commeémoratifs.[31]

a. Les examens de laboratoire :

Plusieurs techniques sont employées pour le diagnostic :

-Par immunofluorescence directe (recommandée a la fois par I’OMS et I’OIE).

-Par méthode ELISA.

-1solement du virus.[51]
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7. Prélévement d’un épanchement cavitaire :

Lors d’épanchement cavitaire, la ponction du liquide va permettre 4 la fois de soulager I’animal et
de réaliser les examens complémentaires nécessaires.[45]

a. Prélévement d’un épanchement pleural :

Par ponction intra-thoracique sous asepsie stricte, au niveau du tiers postérieur droit du thorax, a
mi-hauteur.[29]

Le liquide est déposé dans un tube EDTA pour 1’examen cytologique, et dans un tube sec stérile
pour d’¢ventuels examens bactériologiques ou sérologiques.[45]

a.1.Examens bactériologique et  mycologique :

De nombreux germes peuvent entrainer la présence d’un liquide pleural. Demander au laboratoire
I’isolement et I’antibiogramme, ainsi qu’une culture sur milieu de Sabouraud pour les mycoses.[29]
b. Prélévement lors d’un épanchement abdominal :

L’animal est placé en décubitus latéral, la ponction s’effectue environ lem derriére I’ombilic sur la
ligne blanche. L’aiguille est insérée délicatement tout en aspirant.[45]

b.1.Bactériologie :

Germes de suppuration, Germes anaérobies, BK[29]

b.2.Parasitologie :

Les parasites rencontrés sont :Echinocoques, filaires. [29]

8. Prélévement du liquide synovial :(Arthrocentése)

L’examen du liquide synovial se fait & partir des articulations gonflées ou présentant un
¢panchement synovial de préférence, ou a défaut a partir de deux 3 six articulations, en particulier
carpes et tarses. Le site de ponction est tondu et nettoyé. Le matériel est constitué d’une seringue de
3cm? avec une aiguille de calibre adapté a la taille de 1’articulation. On pique dans I’articulation
puis on applique une dépression 1égére sur le piston de la seringue. On arréte quand il n’y a plus de
liquide qui vient ou si du sang apparait. On utilise une goutte de liquide synovial pour faire une
lame microscopique. Le reste du prélévement est divisé sur tube sec pour les examens

microbiologiques et sur tube EDTA pour les examens cytologiques et chimiques.[52]
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Grasset

Figure n°10 : Les sites de ponction articulaire.[52]

a. Examen bactériologique :

Le prélevement se fait sur tube sec car ’EDTA inhibe la croissance bactérienne, demander les
cultures de bactéries aérobies, anaérobies et de Mycoplasmes. Dans les deux derniers cas, utiliser un
milieu de transport spécial.[52]

Les bactéries sont les germes les plus rencontrés dans le cas d’arthrite infectieuse : streptococcus
spp.staphylococus spp ,E.Coli, pseudomonas sp, Klebsiella, Corynebacterium pyogenes, et les
clostidies.[52]

Les articulations peuvent étre touchées lors des maladies suivantes : Rickttssioses, Bartonellose,
Leishmaniose.[52]

a.1. Rickettsioses :

Les articulations peuvent étre touchées lors de maladies dues a des bactéries de ’ordre des
Rickettsiales. Cest le cas de la rickettsiose & Rickettsia rickettsii.[52]

a.2.Bartonellose :

Les Bartonelles peuvent étre a ’origine d’une polyarthrite non érosive.[52]

a.3. Leishmaniose :

La leishmaniose est une maladie dont I’agent est un Protozoaire flagellé, Leishmania,
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L’atteinte articulaire est souvent bilatérale au niveau des carpes, grassets, tarses, €paules et
hanches.[52]
Les virus, mycoplasme, protozoaires et mycoses peuvent aussi étre responsable d’inflammation

articulaire.[52]

9. Ponction de liquide céphalorachidien (LCR) :

Les ponctions de LCR s’effectuent toujours sous anesthésie générale.[21]

Le LCR peut étre collecté par ponction de deux sites : la citerne cérébello-médullaire et la citerne
lombaire.[45].L’animal est placé en décubitus latéral, sous anesthésic gazeuse.[44]
Préparer le site de ponction.

* Dans le cas d’une ponction haute : insérer ’aiguille et le manderin au centre du triangle formé
par les 2 ailes de I’atlas et la pointe de I’occiput, jusqu’a la citerne.

*Dans le cas d’une ponction basse : entre L6 et L7 ou L5/L6 pour les petits chien ou les chats ;
entre L4/L5 ou L5/L6 ; L6/L7 pour les grands chiens.

-implanter I’aiguille juste en avant du processus épineux, traverser le cone dural, atteindre le
plancher du canal.

-les premiéres gouttes de LCR ne sont pas prélevées

-recueillir 4 la seringue stérile au moins 1 millilitre du liquide.

-Remplir en premier le tube stérile puis le tube E.D.T.A (au moins 1ml/tube), puis retiré 1’aiguille et
effectuer une pression.[44]

On préléve entre 2 4 3 millilitres (ml) (1 & 2 ml par ponction lombaire) chez le chien et 1ml chez le

chat.[21]

a. Les examens bactériologiques du liquide céphalo-rachidien (LCR) :

Les infections bactériennes du LCR sont rares chez les carnivores domestiques. Un examen
bactériologique est indispensable pour isoler le ou les germes en cause.[45]

Tous les examens du LCR au laboratoire devraient comprendre 1’examen physique, la numération
des cellules et le dosage des protéines. Si ces épreuves révélent des anomalies, d’autres tests
peuvent s’y ajouter comme les cultures bactériologiques, la coloration de Gram pour rechercher les

bactéries.[15]

Tableau V: liste des maladies détectables par PCR dans le LCS[21]

Chez le chien Chez le chat
-maladie de  carré-toxoplasmose-néosporose-borna | -herpés virose-calicivirose-chlamydiophilose
virose-hépatite de rubarth-leishmaniose -infection & bordetella-toxoplasmose-borna virose
-brucellose-herpés virose-parvovirose -Leishmaniose-panleucopénie-coronavirose
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Tableau VI: Localisation de 1’affection bactérienne et matérielle de prélévement [61]

affections prélévement Bactéries les plus courantes | Bactéries les plus courantes
chez le chien chez le chat
Meéningite LCR sur tube sec | Streptococcus spp., Pasteurella, | Sireptococcus spp.,
@ x | Encéphalite avec écouvillon | Staphylococcus spp., E. coli, Pasteurella,  Staphylococcus
§ § plongé dans le LCR Bactéries anaérobies spp., E. coli,
= Bactéries anaérobies
7n =
Rhinite Nettoyage nasal E.coli, Pasteurella spp | Staphylococcus aureus,
o trachéite +écouvillon plongé | Streptococcus spp, Streptococcus spp.,
= dans le liquide Bordetella bronchiseptica, | Pasteurella multocida, E. coli
s Klebsiella prneumoniae,
= Staphylococcus spp Pseudomonas
Z spp., Enterobacter spp.
5 Pleurésie Si  thoracocentese : | Mycobactéries, Pasteurella spp., | Pasteurella spp., Neisseria
= pyothorax liquide sur tube sec Neisseria spp., Actinomyces spp., | spp.,
s avec écouvillon | Nocardia asteroides,Bactéries | Bactéries anaérobies:
< plongé dans le liquide | anaérobies: Bacteroides, | Bacteroides, Fusobacterium
Fusobacterium
Gingivite Ecouvillonnage des | Streptococcus spp., Pasteurella | Streptococcus spp.,
Parodontite 1ésions multocida, Pseudomonas spp., Pasteurella multocida,
= Amygdalite +/- Biopsie dans | Bactéries anaérobies: | Pseudomonas spp.,
2 Glossite sérum physiologique | Bacteroides, Fusobacterium, Bactéries anagrobies:
;%” Actinomyces spp., Spirochétes Bacteroides, Fusobacterium
= Diarrhée Selles dans flacons | Salmonelles, E. coli, | Salmonelles, E. coli,
= stériles Campylobacter spp Campylobacter spp
) Clostridium perfringens, | Clostridium perfringens,
< Klebsiella spp., Proteus spp., | Klebsiella spp., Proteus spp.,
Staphylococcus spp Staphylococcus  sppYersinia
Yersinia spp enterocolitica,
Yersinia spp.
Péritonite Liquide de ringage | Bacteroides, Clostridium, E. coli, | Bacteroides+/- associées a des
abdominal sur tube | Mycobacterium tuberculosis bactéries coliformes
sec avec écouvillon
Vaginite Ecouvillon E.coli,  Streptococcus  canis, | Staphylocoques spp.,
Orchite vaginal/prépucial Pasteurella, Staphylocoques spp., | Streptocoques spp., E. coli,
= Epididymite Enterococcus  spp., Klebsiella | Pseudomonas aeruginosa,
=2 spp.,Pseudomonas Spp., | Bactéries anaérobies
2 Mycoplasma spp.,
= Prostatite Fraction prostatique | E. coli, Pseudomonas aeruginosa, | Staphylocoques spp.,
=] Abces du sperme sur tube | Proteus spp.,Staphylocoques spp., | Streptocoques spp., E. coli,
= prostatique sec avec écouvillon | Bacteries anaérobies Bactéries anaérobies,
- plongé dans le liquide Pseudomonas aeruginosa
Meétrite Biopsie du myométre | E.coli, Streptocoques | Staphylocoques spp.,
Avortement dans sérum | hémolytiques, Staphylococcus | Streptococcus spp., E. coli,
physiologique intermedius,Pasteurella Bactéries anaérobies,
multocida, Proteus Spp., | Pseudomonas aeruginosa
Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Pseudomonas spp., Bactéries
anaérobies
Cystite Urines sur tube sec | E. coli, Staphylococcus spp E.coli, Staphylococcus aureus,
Néphrite avec ¢couvillon | Proteus spp., Streptococcus spp., | Staphylococcus intermedius,
TE 2 Pyélonéphrit | Plongé dans. les Enterococcusspp., Klebsiella | Staphylococcus felis, Proteus
s g, urines +/- biopsie | pneumoniae, Pseudomonas | spp.,  Streptococcus  spp.,
2- 5 dans sérum | aeruginosa Enterococcus
physiologique spp., Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa
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Suite tableau VI

Bactéries les plus courantes

Bactéries les plus courantes

Affections prélévement chez le chien chez le chat
Infection Ecouvillon de la Staphylococcus intermedius, Staphylococcus aureus,
cutanée Iésion Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius,
Plaie/abceés Ou Streptococcus Staphylococcus felis,

Biopsie de la peau canis, Streptocoques du groupe C, | Streptocoques béta
dans sérum Pseudomonas hémolytiques,
physiologique aeruginosa, E. coli, Proteus., Streptococcusspp.,
Mycobactéries atypiques Pseudomonas aeruginosa,
(Biopsie), Mycobacterium spp. (Biopsie
Pasteurella spp.,
= Bactéries anaérobies:
S Clostridium, Bacteroides,
A Actinomyces, Nocardia
Conjonctivite | Ecouvillon de la Staphylococcus intermedius, Staphylococcus aureus,
Kératite lésion Staphylococcus aureus, Staphylococcus intermedius,
Blépharite Ou Streptococcus canis Staphylococcus felis,
Biopsie dans sérum Streptocoques spp.,
@ physiologique Pseudomonas aeruginosa
Otite externe | Ecouvillonnage Staphylococcus intermedius, Staphylococcus spp.,
Otite auriculaire pour Staphylococcus aureus, Streptocoques béta
moyenne chaque oreille Pseudomonas aeruginosa, hémolytiques,
Otite interne Streptocoques béta hémolytiques, | E. coli, Pseudomonas
Proteus spp., Arcanobacterium aeruginosa, Proteus spp.,
2 pyogenes, Corynebacterium Pasteurella spp.,
'g spp.,Bactéries anaérobies Enterococcus spp., Bactéries

anaérobie

Appareil ostéo-articulaire

Arthrite Liquide articulaire Staphylococcus spp Staphylococcus spp., E.coli,
sur tube sec et E.coli, Pasteurella multocida, Pasteurella spp.
écouvillon Pseudomonas aeruginosa,
plongé dans le liquide | Proteus spp., Bactéries anaérobies
Ostéomyélite | Biopsie dans sérum Staphylococcus spp, Staphylococcus aureus,
physiologique Streptococcus Streptococcus spp., Bactéries
+/- écouvillon de la hémolytique, E. coli, Proteus spp., | anaérobies
Iésion Pasteurella, Pseudomonas
eruginosa, Klebsiella spp.,
Enterobacter, Bactéries
anaérobies
Discospondyl | Biopsie dans sérum Pour I’hémoculture se référer aux
ite physiologique indications citées ci-dessous

+/- analyse urinaire
+/- hémoculture
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Tableau VII : Techniques de laboratoire utilisées lors de maladies virales [44]

Maladie Diagnostic de laboratoire Méthode utilisée
Maladie de Carré Sérologie cinétique nécessaire a 15 jours | LF.I
(paramyxovirus) d’intervalle

Mise en évidence des anticorps dans le | L.F.I

LCR

histologie formol
Parvovirose Recherche du virus dans les selles ou le | ELISA

contenu intestinal

histologie
Coronavirus canin sérologie I.LF.I
Hépatite de Rubarth sérologie séroneutralisation
Leptospirose sérologie Micro-agglutination

Chapitre VI- Les prélévements en apiculture
1. collecte des échantillons : [24]
Lorsque les échantillons sont prélevés sur une colonie vivante, des précautions particuliéres doivent
étre prises pour éviter la perturbation de la colonie.
L’opérateur doit se protéger et il doit éviter de contaminer I’environnement ou tout risque de
dissémination d’une maladie.
Les prélévements se composent généralement : d’abeilles adultes avec un minimum de 50 sujets, et
des couvains avec un ou plusieurs cadres complets ou au minimum un carré de 10cm de coté,

découpé dans la zone caractéristique de la maladie.

2. Prélevement d’abeille vivante :
Les abeilles vivantes doivent étre tuées avec du diethyle éther ou dans une chambre de congélation
(—20°C) durant une nuit, ou bien par immersion dans de I’alcool éthylique a 70 %. (Cas pour le

diagnostic de l'acariose. [59]

3. Les frottis :

Les frottis sont utilisés pour le diagnostic des maladies bactériennes. IIs sont préparés a partir de
larves, qui présentent les signes de la maladie. Le frottis est séché & l'air libre, mais il ne faut pas
I’exposer au soleil, ni le couvrir. Envelopper les diapositives individuellement dans du papier et

protéger avec du carton rigide.[59]
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3 - L’échantillonnage en fonction des pathologies :

a.Acariose :L’agent causal est : Acarapis woodi

Ce sont principalement des abeilles rampantes et incapables de voler, trouvées a 3 métres devant la
ruche. Le meilleur moment pour le prélévement des échantillons d'abeilles se situe au début du
printemps ou a la fin de I’automne, lorsque les populations d'Acarapis sont les plus fortes. Les
abeilles plus dgées ont plus d’acariens donc la visualisation est facile.[24]

Le CERVA recommande un échantillon de 60 abeilles vivantes qui rampent sur le sol devant la
ruche .[24]

Les examens de laboratoires : observation au microscopique, méthode immuno-enzymatique
(ELISA).[45]

b. loque américaine : L agent causal est : Paenibacillus larvae

Il est recommandé d'envoyer au laboratoire un morceau de cadre de couvain d'environ 20cm?,
contenant autant de couvain mort et décoloré que possible

Envelopper I’échantillon dans du papier absorbant puis une boite de carton. Evitez d'utiliser le
plastique, le polyéthylene et de nylon pour maintenir I'échantillon. [42]

Si les cadres de couvain ont un aspect sain, des échantillons de miel peuvent €tre envoyés pour
l'analyse en laboratoire. Des échantillons de nectar et de pollen collectés dans des cellules
operculées prés du couvain peuvent étre pris avec une cuillére et étre transférés dans un sachet en
plastique ou un tube. .[24]

Les examens de laboratoire : Amplification en chaine par polymérase PCR.[51]

c. loque européenne : L ’agent causal est : Melissococcus pluton

Les larves fraichement mortes sont les meilleures pour le diagnostic. L’échantillon aura les mémes

caractéristiques que pour la loque américaine.[24]

d. Nosémose : L’agent causal est : Nosema apis
Une méthode simple non quantitative pour détecter l'infection de Nosema est la suivante :
60 abeilles d’au moins 8 jours sont prélevées sur le pas de vol, et conservées dans du formol 4 4%
afin d’empécher leur décomposition.[24]
Examens de laboratoire : Mis en évidence au microscope et identifié par PCR.[51]
e- Varroase: L’agent causal est : Varroa destructor
La mise en évidence du parasite se fait & partir :
e Des déchets hivernaux : ils jonchent au printemps le plancher des ruchers et sont récupérés

aprés disposition d’un papier clair.
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e De couvain des males : c'est-a-dire de couvain operculé de faux bourdons comportant au
moins une centaine de cellules.
e D’abeilles : 100 sujets des différentes classes sont prélevés.[24]

Examens de laboratoire : Observation sous microscope. [51]

Chapitre V-Les prélévements chez les poissons

L’ Algérie devra favoriser le développement de I’aquaculture. Parmi les contraintes qui affectent le

développement de 1’aquaculture en Algérie est I’absence d’une politique de recherche scientifique.

1. Reégles d’échantillonnage :

a. Echantillonnage par lot :

L’échantillonnage des poissons se fait par lot. Un lot se défini comme suit :

Poisson de méme 4ge ayant toujours partagé le méme approvisionnement en eau et qui proviennent
d’une population donnée de géniteurs. Dans les situations ou cette définition de lot ne peut étre
appliquée, c’est a I’inspecteur sanitaire des poissons de décider lui-méme s’il y a lieu de diviser le
poisson en lot.[ 18]

b. Sélection des échantillons :

La fagon de déterminer le nombre exact de poisson qu’il faut prélever d’un lot donné est basée sur
la probabilité de 95% de déceler un spécimen contaminé dans un lot pour lequel on suppose que le
taux d’infection décelable est de 5 ou 10% .[18]

Il est important de noter que certains agents pathogénes, quand ils se trouvent a 1’état de porteurs,
sont tres difficiles a déceler. Les probabilités statistiques indiquées dans le tableau peuvent ne pas

s’appliquer a de telles situations.[18]

Tableau VIII: Echantillonnage des prélévements en pathologie aquacole.[48]

Taille minimum de
Stades des développements Taille des poissons.
I’échantillon.
Adultes >150g 5 poissons
Saumons de un 4 deux ans 5-150g 10
Alevins et saumoneaux <S5g 20

2. Prélévements Sur animal vivant :

a. Animal entier :
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On doit choisir les poissons porteurs d’anomalies caractéristiques et en condition sanitaire
suffisante pour que la plupart arrivent vivants au laboratoire.[19]
Les animaux sont transmis au laboratoire dans des contraintes stériles réfrigérés ou sur de la glace.
Il faut qu’ils soient vivants a réception ; le délai de transport ne doit pas excéder les 12 heures.[18]

Les sujets expédiés seront prélevés parmi les animaux non traités. [28]

Caisse
; L Paroi isolante (1)

Torsade

Ligature

Sac en plastique
Oxygene

Poche a glace

Matiére isolante anti chocs (2)

(1) polystyréne
(2) copeaux de bois ou de polystyréne, sciure, journaux

Figure n°11 : Mode de conditionnement des échantillons de poissons vivants.[18]

b-Prise de sang :

Le site de prélévements dépend de la taille de ’animal. Sur les plus grands, la veine dorsale
craniale et caudale a la nageoire craniale dorsale peut étre utilisée. Les veines qui passent sous les
vertebres sont aussi utilisées, par voie latérale ou ventrale.[38]

En général sur des poissons de plus de 60g, elle est effectuée a la veine caudale. Le poisson
doit étre correctement anesthésié et étre maintenue absolument immobile, couché sur le flanc. Le
vaisseau dorsal est ponctionné verticalement (biseau tourné vers I’avant) sous la ligne latérale &
’aplomb du milieu de la nageoire anale. L’aiguille est enfoncée doucement, jusqu’a ce quelle
touche la colonne vertébrale ; il peut étre nécessaire de la faire pivoter précautionneusement afin de
récolter le sang.[18]

La ponction cardiaque s’effectue également sur un animal couché sur le flanc, opercules et
lames branchiales soulevés. L’aiguille est implantée & la verticale de la paroi de la chambre
brachiale, sur une ligne théorique joignant le sommet de 1’ceil au bord antérieur de 1’insertion de la

nageoire pectorale ; au point ou elle coupe le bord de la quatriéme branchie.[18]
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Site de prélévement au
niveau de I’atrium

Site de prélevement au

Site de prélévement au
niveau de la veine caudal

niveau du ventricule

Figure n°12 : Schéma indiquant les sites de ponction sanguine chez un poisson.[18]

c-Prélévement de liquide ovarien ou de laitance :

e Sur les femelles :

le préleveur sort I’animal du bassin en le saisissant par la main. De la main droite, la téte est
fermement maintenue (sans la serrer) et de la main gauche, on enveloppe ’extrémité du corps en
laissant le poisson s’agiter. Lorsqu’il se calme, 1’opérateur raméne sa main gauche vers la téte et
exerce une pression sur I’abdomen en descendant de la région antérieure du tronc jusqu’a orifice
génital. Une personne exercée peut manipuler des poissons pesant jusqu’a un kilogramme ; pour les
plus gros, il faut travailler a deux.[49]Les échantillons doivent étre mis dans des éprouvettes stériles
et étre transportés dans un contenant isolé renfermant de la glace.[2]

eSur les males :

La laitance est récupérée par une manipulation similaire, 4 une exception prés: la pression
s’effectue sur les flancs et non plus sur le ventre. Ces prélévements sont conservés dans des flacons
stériles et conservés & 4°C .L’identification virale doit étre réalisée dans les 24 a 48h sur ces

derniers.[48]

3. Sur animal mort /sacrifié :

a. prise de sang :

Un échantillonnage 1étal par ablation de la queue pourra s’avérer nécessaire pour les poissons trop
petits pour subir un prélévement par un systéme aiguille-seringue ou un systéme vacutainer™P.

-Euthanasiez un poisson.

-Sectionnez le pédoncule caudal & ’aide d’un scalpel ou d’un couteau aiguisé.
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-Remplissez un tube & hématocrite avec le sang s’échappant de la veine caudale.

-Obturez 1’une des extrémités du tube a hématocrite avec le Critoseal™™ .[3]

b. Prélévement d’organe :

les prélévements d’organe concerne essentiellement le diagnostic virologique.

Les organes (rate, rein et encéphale pour les rhabdoviroses des salmonidés) doivent étre prélevés le
plus stérilement possible et placés en flacons stériles.

Sur les gros poissons, il ne faut pas prélever tout 1’organe mais environs 3mm?> de chaque organe.
La quantité de tissus pour un lot doit peser au moins 0,5 gramme.[36]

Ils sont expédi€s en colis isotherme réfrigéré apres avoir étre placés dans des petits flacons (30ml) a
col large bouchés hermétiquement.

Pour la recherche des virus de la septicémie hémorragique virale ou de nécrose pancréatique
infectieuse les organes peuvent étre préalablement congelés si les dates ne permettent pas
I’expédition.[28]

Le rein est I’organe idéal pour les cultures bactériennes. On peut également utiliser le cceur ou la
rate.[62]

Figure n°13 : Biopsie de nageoire caudale pour examen microscopique.[38]

c. Biopsie et grattages :

Ils peuvent servir a poser un diagnostic préliminaire de maladie ectoparasitaire ou bactérienne, ou a
caractériser des kystes ou des granulomes.[57]

* Biopsie d’une branchie :

¢ soulever ou enlever (lors de la nécropsie) I’opercule afin d’exposer les branchies.
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e A l’aide de ciseaux, couper trois ou quatre filaments du deuxiéme ou troisiéme arc

branchial.

e Déposer les filaments sur une lame de microscope sur laquelle on aura préalablement mis

une goutte d’eau distillée.

e Recouvrir d’une lamelle et examiner au microscope.[57]

R —

Figure n°14 : Biopsie de branchie pour examen microscopique.[38]

Tableau VIIII : Méthodes recommandées pour le diagnostic des agents de maladies de poissons

listées par 1'OIE.[47]

| culture [ MO —| histopathologie 1 immunodiagnostic l Diagnostic moléculaire I autres
Virus
VLP + FAT, ELISA
SHV +(SN) FAT, ELISA RT-PCR
CCVD +(SN) FAT, ELISA PCR
ERV + FAT, IHC RT-PCR
NPI +(SN) FAT, ELISA, IHC
AIS + + FAT PCR
RSIV + FAT PCR
Oomycétes PCR (expérim)
Aphanomyce =+ +
invadans
Bactéries
Renibacterium + + FAT, ELISA Nested-PCR
Salmoninarum
Edwardsiella + + FAT, ELISA PCR
Ictaluri
Piscirickttesia spp + + FAT, IHC PCR
Monogéne
Gyrodactylus salaris PCR,sonde ADN Morphol-
ogie

4. Techniques de détection de certains parasites :

Au sens large, toutes les approches sont utilisables et peuvent étre appliquées en parasitologie.[4]

La recherche microscopique de parasites est effectuée sur les tissus vivants : peau, branchies,
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nageoires, et maticres fécales.[62]

Lors de I’anesthésie, la plupart des poissons défeéquent un peu, ces féces peuvent servir
d’échantillon.[38]

Il est préférable de faire les prélévements sur un poisson moribond, puisque les ectoparasites
meurent rapidement lorsque le poisson est mort et ils se détachent si on immerge le poisson ou les
tissus dans une solution de formol. [62]

On peut trouver : myxobolus cerebralis dans le sang, et ceratomyxa shasta dans le tissu.[2]

Chapitre VI : Les prélévements chez les animaux sauvages

1- Les prélévements chez les singes : (4zeles sp.)

a. Les contentions chimique et physique :

Le praticien ne doit jamais tenir un singe tout seul pour ’examiner ou le traiter. Méme les petits
primates nécessitent deux mains pour la contention. Un gant en cuir, ou un filet avec un grand
manche peuvent €tre utilisés pour attraper des primates. Aprés la capture, I’animal de petite taille
doit étre fermement maintenu derriére la nuque par la main droite tandis que la main gauche tient
les jambes et la queue pour arriver & une extension maximale du corps. Pour contenir de plus grands
primates, il faut maintenir les deux bras de 1’animal (au niveau des coudes) derriére son dos.
Lorsque la contention s’avére difficile, une contention chimique est préférable pour la sécurité de
tous. Elle peut étre entreprise lorsque 1’animal est dans un filet ou en attrapant un membre a travers
les barreaux d’une cage adéquate (type cage a contention), en administrant le produit grace a une
injection intramusculaire ou & l’aide d’un pistolet ou d’une sarbacane. La kétamine est

I’anesthésique le plus couramment utilisé chez les primates.[46]

b. Le prélévement sanguin :

Le sang peut étre collecté a la veine fémorale, a la jugulaire, ou & la veine saphéne. L’artére
fémorale est parfois utilisée pour collecter du sang. Les douroucoulis ont des taux élevés
d’antithrombine III circulant (4 & 6 fois ceux des hommes ou des macaques rhésus), il faut donc
effectuer une compression longue au site de ponction veineuse pour éviter une perte sanguine

excessive chez ces animaux.[46]

c. Le prélévement de moelle osseuse :
Il se fait par ponction au trocard préférentiellement au niveau de la créte iliaque, du grand

trochanter du fémur, du grand tubercule de I’humérus proximal ou de la tubérosité ischiatique et
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¢ventuellement & partir du sternum, des cotes ou des vertébres sur des primates anesthésiés. De

I’héparine sodium est administré  la posologie de 1 mg/kg IV avant le prélévement.[46]

d. La ponction de LCR :

Les ponctions de LCR sont sous-occipitales ou lombaires, de préférence entre 1.2 et L3.[46]

e. Les autres examens :

Les autres examens, tels que les prélévements d’urine, de salive, les écouvillons de diverses cavités

naturelles ou les biopsies peuvent étre effectués de la méme maniére que chez les animaux de

compagnie.[46]

Tableau X : Les maladies parasitaires des singes atéles (4zeles sp.)[17]

Maladies prélévement Examens de laboratoire Agent causal
A-Entérite parasitaire
-Féces -coproscopie ;
Strongyloidose -Lavage broncho- | -observation Serongyloides
C1s cebus
alvéolaire
Acanthocéphalose -féces -flottaison Prosthenorchis
-coproscopie par technique de | elegans
sédimentation au formol-éther
Capillariose -biopsie hépatique -observation Capillaria
-féces hepatica
Amibiase -féces -coprologie Entamoeba
-sang -sérologie histolytica
Balantidiose -féces -coprologie Balandium coli
Toxoplasmose -sang -sérologie Toxoplasma
-Test de lyse gondii
-Immunofluorecsence indirecte
-Elisa
-Agglutination directe de Fulton
(détection d’IgG et/ou IgM,
appréciation possible du taux
d’IgG par
Dipetalonema -sang -frottis sanguin Dipetalonema
-biopsie
Ankylostomose -feces -Coproscopie -Ankylostoma
necator
B-pneumocytose -Lavage trachéale -observation au microscope -Pneumocystis
-Echantillon de poumon carinii
C-Parasitoses du systéme
cardiovasculaire
Trypanosomose
-sang -Frottis sanguin Trypanosoma
cruzi
Paludisme -sang -observation au microscope plasmodium

Tableau X1: Les maladies bactériennes des singes atéles (ateles sp)[17]

A-les entérites bactériennes

Yersiniose - selles -Isolement et culture Yersinia
-sang -Sérologie (tests d’agglutination) | pseudotuberculosis
Shigellose -féces -Coprologie Shigella flexneri

43




-Isolement par coproculture S.sonnei
Salmonellose -féeces ou selles a | -Coproculture Salmonella
uniformiser paratyphi
B,S.infantis,S.orani
enburg
S.enteridis,S.rubisl
aw,S.waycross
Campyloactériose -sang -isolement (phase aigue) Campylobacter
-féces -sérologie Jjéjuni
Colibacillose -feces -coproculture E.coli
- urines
-liquide pathologique
B-maladies respiratoire
bactériennes
Tuberculose sang -Réaction de fixation de | Mycobacterium
complément tuberclosis hominis
-ELISA
Melioidose sang -sérologie(technique Burkholderia
Pseudo morve d’agglutination ou | pseudomallei
d’immunofluorescence)

Tableau XII : Les maladies virales des singes atéles (ateles sp)[17]

A-Maladies virales a
expression digestive

-sang -Sérologie  par titrage des | Virus de type A,B
les hépatites virales -biopsie de foie anticorps ouC
- tout liquide biologique
pour le virus de type B
La fiévre jaune -sang -isolement
B-Infection virales a
expression cutanée
Herpesvirus -vésicules de la cavité | -isolement
tamarinus buccale/des lévres, rate,
rein.
C-Maladie virale a
expression nerveuse Rhabdovirus
la rage Encéphale -immunofluorescence
-inoculation aux cultures
cellulaires

2. Les prélévements chez I’éléphant :

a. Le prélévement sanguin :

Le site le plus courant pour les ponctions veineuses chez 1’éléphant est 1’oreille. En effet, I’oreille

est hyper vascularisée pour permettre une bonne régulation thermique de 1’animal. Les vaisseaux

sanguins sont donc superficiels et la peau y est assez fine pour permettre la réalisation d’une prise

de sang. I existe un autre site de ponction moins utilise au niveau du pied.[49]
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Le site de ponction

Figure n° 15: Prise de sang a I’oreille sur un éléphant. [65]

b-prélévement des urines :
Le recueil d’urine se fait par miction spontanée, le vétérinaire place un récipient sous le jet

d’urine.[43]

Fur n°16: Prélevement d’urine sur un éléphant [6]

¢. Prélévements de selles :

Prélever a Iaide d’un gant une petite poignée d’excréments frais (moins d’une heure) [49]
ou encore directement, les féces au niveau de 1’anus.[39]

* Examen parasitologique :

Sédimentation dans I’eau suivie d’une observation au microscope.[39]

Tableau XTII: les parasites de I’éléphant[39]

Parasites digestifs Parasites internes Parasites externes

Faciola hépatica, Trypanosoma evansi Tiques genre Ixodes
Echinicoccus granulosus | Babesia ssp. agents de gales avec: agents de
Echinococcus veterinorum Indofilaria pattabiramani myiases  Chrysomya  bezziana

Toxocara lonchoptera Loxodontofilaria asiatica est Elephantoloemus indicus. les poux
Strongylus Equinubria avec Syngamus Syngaminés mallophages
Strongyloides elephantis Larves d’oestrose
Leiperinia galebi (Oxyures) Stomoxys calcitrans

Cabptra eustrigannata et C. labilis

d-Lavage de trompe :
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On injecte 60 ml de solution saline stérile dans la trompe de I’éléphant puis on place
immédiatement un sac plastique au bout de la trompe et maintenu en place jusqu’a la fin de
I’expiration de I’éléphant. Le liquide récupéré doit représenter au moins 20 ml et est transféré dans
un container spécifique stérile et envoyer pour culture. Les échantillons doivent étre congelé 4 -

20°C, en maintenant la chaine du froid et, ils doivent &tre transférés dans des tubes coniques

stériles.[39]

Figure n°® 17: Lavage de trompe sur un éléphant. [65]

Tableau XIV : les maladies infecticuses de 1’éléphant (Elephas maximus indicus).[39]

maladies prélévement Examen de laboratoire Agent causale

Le charbon sang Bacillus anthracis
périphérique

salmonellose coproculture Salmonelia spp.
tuberculose culture sur lavage de trompe, Elisa. Mycobacterium spp.
pasteurellose isolement sur milieu de culture Pasteurella spp.
Le tétanos Clostridium tetani
L’entérotoxémie mise en culture Clostridium
diphtérie
La variole de I’éléphant ou crofites observation au microscope Variola elephantis
La rage Des tests d’inoculation 4 des souris
La fiévre aphteuse Picornavirus | vésicule ou de I’épithélium lingual
L’encéphalomyocardite virale PCR, tests sérologiques Cardiovirus
La peste bovine sérologie myxovirus
Les mycoplasmes isolement Mycoplasma spp.

3-Les prélévements chez les reptiles (Tortues, serpents, et 1ézards) :

a. Contention des lézards et des serpents :
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- Pas de gestes brusques ou imprécis.
- Eviter les lumicéres vives, manipulation avec des mains froides, et Iutilisation de gants épais.[10]

-chez les 1ézards jamais : de contention par la queue, et engourdissement par le froid.[43]

Figure n°18 : Technique de contention des petits
serpents.[10]

Figure n® 19: Contention d'un iguane.[14]

b. Prélévement de selles par lavage du colon chez les reptiles :
Introduire une sonde (sonde urinaire, tubulure de cathéter) lubrifiée dans le cloaque, en direction
rostrale et ventrale, puis instiller 10 ml/ kg de PV de NaCl 0, 9 % stérile et tiéde. Appliquer un

Léger massage abdominal, et aspirer le liquide avec une seringue.[43]

c. Lavage trachéo-pulmonaire chez les reptiles :

Maintenir la bouche ouverte et repérer ’orifice glottique, Introduire une sonde (type naso-
cesophagienne) jusqu’a 1 poumon, Instiller 5 ml/kg PV de sérum physiologique stérile (3-10 ml/kg
PV chez le serpent), le récupérer doucement a la seringue avec 1’animale téte vers le bas. Retirer la

sonde délicatement.[43]

d. Prélévement de sang chez les tortues :
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eVeine caudale (coccygienne) dorsale : Tirer la queue légérement vers le bas, introduire 1’aiguille

médialement dans le ler 1/3 de la queue, perpendiculaire (ou direction créniale) jusqu’au corps

vertébral, puis la retirer doucement jusqu’a récolter du sang.[43]

eVeine jugulaire droite (espéces non agressives) : La veine Jugulaire droite est plus développée

que la gauche.[20]

Cou tendu vers I’avant, veine visible ventralement, caudalement au tympan. Ponction tangentielle,

a mi-hauteur du cou, d’orientation crinio-caudale. Le volume ne doit pas dépasser 0,5 ml/100g de

PV [43] -
Figure n°20: prélevement de sang chez la tortue.[66]
Tableau XV: les maladies des tortues [43]
Affections prélévements Examens de Agent causal
laboratoire
Appareil diarrhée féces coproscopie Bactérie :Aeromonas, salmonella, shigella,
digestif proteus. Parasites : Ascaridés Oxyuridés
Giardia, trichomonas, Coccidies
Appareil Rhinite Sang Sérologie, culture Bactérie : mycoplasma agassizii
respiratoire | contagieuse Jetage nasale
Pneumonie Lavage trachéo- | Culture bactérienne Bacteriodes, Clostridium
pulmonaire Culture virale | Herpes virus Trématodes , coccidiose
Obseravation directe
de parasites
Appareil cystite urines analyse Flagellés : hexamita parva
urinaire
sang Parasitose Frottis sanguin coloration Spirorchis, Filaires Trypanosoma
sanguine plasmodium

>

e. Prélévement de sang chez les serpents :
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eCardiocentése : localisation par palpation (1/5¢me de la longueur téte queue), stabilisation du
cceur entre le pouce et I'index, introduction de I’aiguille au niveau de la projection de I’apex du
ceeur en direction de sa base, réaliser une dépression.[43]

eVeine (caudale) coccygienne ventrale : décubitus dorsal, stabilisation de la queue, introduction
de laiguille en position médiale au 1/3 de la queue, perpendiculairement (ou & 45° si petits
vaisseaux), jusqu’au contact du corps vertébral, réalisation d’1 dépression et retrait progressif de
I’aiguille jusqu’a récolter du sang. Le volume dépasser 0, 7 ml/100g de PV.[43]

Tableau n°XVI : les principales pathologies des serpents.[43]

Affections prélévement | Examen de | Agent causal
laboratoire
Appareil digestif diarrhée féces coproscopie Bactérie : salmonella, shigella, proteus,
pseudomonas
Parasites : helminthes, amibes, flagellés,
coccidies
Virus : parvovirus, adenovirus,
paramyxovirus
Appareil pneumonie | Lavage culture Bacteroides, fusobacterium, closridium,
respiratoire trachéo- Parasite : nématodes : fuscovenosa,
pulmonaire pentastomidés

f. Prélévement de sang chez les 1ézards :

e a veine caudale ventrale :

La technique est analogue a celle qui est réalisée chez les serpents. La ponction ne doit pas étre
réalisée trop prés du cloaque au risque de Iéser les hémipénis chez les males.[14]

Le volume ne doit pas dépasser 0, 5-0, 7 ml/100g de PV .[43]

e

Figure n°21: prélévemnt de sang che le 1ézard. [6]
Tableau XVII : Les principales affections parasitaires des 1ézards [43]

peau Appareil digestifs Appareil respiratoires sang
parasites Tigques Cestodes, Ascarides Nematodes, fuscovenosa NématodesHématozoaires, tryp
myiases | Strongylides Flagelles. Pentastomides anosoma, plasmodium... ...
Amibes,Coccidies
prélévements féces Mucus oro-nasal ou féces Frottis sanguin
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Tableau XVIII : Les principales maladies infectieuses des 1ézards.[43]

Affections prélévement Examen de | Agent causal
laboratoire
Appareil digestif diarrhée féces coproscopie Salmonella, Shigella,
Proteus, Aeromonas,
Aseudomonas
Appareil Pneumonie Lavage trachéo- | culture E.Coli, Pseudomonas,
respiratoire pulmonaire Proteus, Salmonella,
Klebsiella ,
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CONCLUSION :

L’analyse de prélévements est souvent le passage obligé pour accéder a un diagnostic de certitude
dans un grand nombre d’affections en médecine vétérinaire. Tant a 1’échelle de I’individu, qu’a
celle du troupeau, de nombreux types de prélévements sont réalisables, le plus souvent de fagon trés
facile et pour un cofit trés modéré. La maitrise des techniques autorise I’obtention d’un échantillon
de qualité a I’origine d’une analyse plus fiable. A défaut de maitrise, la connaissance « globale » de
ces techniques constitue un objectif indispensable pour tout étudiant se préparant a exercer en tant
que vétérinaire praticien. Offrir aux étudiants et jeunes praticiens les outils pour leur permettre de
réaliser des prélévements dans de bonnes conditions est le but de cette thése. Quoique perfectible,
ce travail présente les prélévements de manicre illustrée, attractive et interactive. Ce guide a
I’ambition de devenir un support supplémentaire a 1’apprentissage de la propédeutique dans
I’espece bovine, en complément des cours magistraux et pratiques déja enseignés dans nos écoles.
Ce ftravail constitue un guide illustré qui aidera le praticien & mettre en place ces différentes
procédures chez les bovins. Par une description pas & pas des gestes techniques a réaliser, images a
I’appui. Les techniques qui y sont décrites permettront en effet aux praticiens d’enrichir leur arsenal

de protocoles d’examens et d’en affiner les procédures.
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