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1. Définition  

Le laboratoire est une enceinte dans laquelle s’effectue toutes les opérations de diagnostic qui sont 

d’ordre soit : 

 Autopsie. 

 Etude necropsique. 

 Prélèvements : échantillons et analyse bactériologique, virologique, biochimique. 

  

2. Prélèvement d’échantillon pour le laboratoire  

2.1. Les précautions à prendre lors du prélèvement (INMV, 1997) 

a. Choisir 3 ou 4 adultes ou une demi-douzaine de poussins vivants .les placer dans un 

emballage a claire-voie. si le trajet doit durer plus de 10 a12 heures, placer sous les oiseaux une 

couche d’aliment humecte. 

b. Envoyer les oiseaux (ou les autres prélèvements) par colis express. s’arranger pour que les 

expéditions n’arrivent pas au laboratoire pendant le week-end ou un jour férié. Consulter le 

transporteur au sujet des délais d’expédition et de distribution. 

c. Attacher la fiche de commémoratifs à la caisse après l’avoir compléter. Bien préciser les 

commémoratifs et les conditions d’apparition de la maladie. 

d. Si vous devez envoyer des cadavres, envelopper les dans du papier kraft huile, ou dans 

plusieurs journaux pour éviter l’écoulement des liquides. placer le paquet dans un récipient 

étanche. si possible enfermer le tout dans un second récipient rempli de glace ou d’un mélange 

de sciure et de glace. 

e. Les prélèvements d’organes doivent être places dans des petits bocaux a large ouverture, a 

fermeture hermétique et rempli avec une solution a 10% de formol du commerce. 

f. Les flacons de sang doivent être expédies des que possible après prélèvement et de préférence 

dans un récipient fermé et réfrigèré. Ne pas utiliser de glace pour ces échantillons. Séparer le 

sérum et envoyer les échantillons séparés et identifiés. 

g. Pour optimiser les possibilités d'isoler la bactérie, l'échantillon doit être pris, si possible, avant 

d'instaurer un traitement antibiotique.  
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h. Etiquetage des tubes : 

L'étiquetage des tubes doit se faire immédiatement après le prélèvement et doit comporter les 

informations concernant l’élevage. 

2.2. La qualité du prélèvement (anonyme MARS 2007) 

2.2.1. Conservation 

a. on ne doit pas congeler ni réfrigérer des échantillons de sang (tubes secs) destinés à la 

sérologie. 

b. le sérum peut être réfrigéré. 

c. les organes destinés à l’isolement du germe ou du virus doivent être maintenus à l’abri de la 

chaleur : 

 sac polycthylene. 

 Absorbant. 

 Boite thermostable. 

d. le plasma peut être congelé pour la biochimie. 

e. les frottis. Les prélèvements pour l’histopathologie doivent être fixés immédiatement pour 

éviter toute lyse cellulaire. 

f. les écouvillons doivent être places dans des milieux conservateurs. 

g. on évitera la dessiccation des excréments en ajoutant du soluté physiologique et en les 

expédiant dans des flacons biens bouches. 

h. les phanères (plumes, squames) sont expédies dans des petits sacs ou petits flacons étanches. 

ne jamais congeler. 

i. pour le sang complet avec de l’anticoagulant : 

Réfrigéré à 4ºC il doit arriver au laboratoire avant les 24 heures  après son extraction. 

Protéger les tubes des coups de chaleur.  

 Pour des cultures bactériennes : EDTA ou Héparine.  

 Pour des cultures de lymphocytes (virémies, tuberculoses): seulement Héparine.  

 Pour des hémoparasites : tout anticoagulant ou directement frottis de sang sur porte-objet de 

verre.  
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j. pour le sérum  

 La réfrigération n'est pas nécessaire. Ne jamais congeler les sérums avec caillot. On peut 

congeler le sérum propre après avoir enlevé le caillot. Protéger les tubes des coups.  

 En tube sans anticoagulant. Pour maximiser le volume de sérum, laisser le tube incliné ou 

inversé à température ambiante pendant 30 minutes.  

k. pour les fientes  

 Pour analyse coprologique : 

 La réfrigération n'est pas nécessaire. Ne pas congeler. Utiliser un récipient hermétique  

 Recueillir directement du rectum avec un gant ou un sac en plastique.  

 Pour des cultures bactériologiques :  

 Réfrigérées, non congelées et temps de transport minimum. Récipient hermétique.  

 Le même procédé que le précédent.  

l. pour les cadavres  

 La réfrigération est nécessaire. Si une analyse bactériologique est demandée ne pas les 

congeler. Si on ne demande que l'Immunoperoxydase on peut les congeler.  

 S'il est mort depuis plus de 4 heures et il n'est pas réfrigéré, probablement il est contaminé.  

2.2.2. Emballage 

2.2.2. A. Tubes stériles et fermeture hermétique, type Venojet 

 Sans anticoagulant 

Pour le transport de sérums, lait, urine et autres liquides. Deux ou trois millilitres est un 

volume d'échantillon suffisant. 

 Avec anticoagulant 

Héparine, pour le transport de sang si on demande une culture bactérienne ou une culture de 

cellules lymphoïdes (virémies, tuberculose, etc.). 

EDTA ou Héparine pour la recherche d'hémoparasites et le transport de liquide articulaire ou 

céphalo-rachidien 
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   2 .2.2.B. Flacons ou pots avec fermeture hermétique 

Pour le transport d'organes, de tissus, de fèces, etc. Il faut éviter les flacons en verre à cause des 

éventuelles ruptures. On peut utiliser les pots de ramassage d'urine des pharmacies, les tupperwares 

simples que l'on achète aux supermarchés ou n'importe quel récipient hermétique. Il est important 

de vérifier l'étanchéité de la fermeture pour éviter l'écoulement de liquides pendant le transport. 

Pour éviter de favoriser les contaminations bactériennes on ne doit pas mélanger, en aucun cas, des 

organes différents dans le même pot. 

2.2.2. C. Sacs hermétiques 

Pour inclure des organes si on ne possède pas de pots hermétiques. Les sacs à congeler aliments 

en plastique fin et résistant sont pratiques. Il est indispensable de laisser égoutter l'organe pour 

éliminer la plus grande quantité de liquides ainsi que faire plusieurs nœuds pour optimiser 

l'étanchéité de la fermeture. Ne jamais mélanger différents organes dans le même sac et ne pas 

oublier d’identifier chaque sac. 

 

Figure 26: Sac hermétique 

2.2.2. D. Ecouvillons 

Ils sont très pratiques puisqu'ils permettent de prélever des échantillons d'animaux vivants 

(écouvillons rectales, rhino-pharyngés, vaginales, oculaires, cutanés, etc.) ou d'organes après une 

nécropsie. Leur transport est moins cher, ils n'ont pas besoin de réfrigération et ils éliminent des 

risques biologiques. Pour prélever correctement un échantillon avec un écouvillon, nous devons le 

faire tourner sur lui-même, en frottant contre les parois tissulaires pour desquamer des cellules. 

2.3. Le document accompagnant le prélèvement (INMV, 1997) 

C'est un des composants les plus importants de l'envoi et cependant souvent il est absent, ce qui 

pose des graves problèmes au moment de décider les analyses qu'il faut faire dans le laboratoire.  

Ce dit document oriente efficacement l’opérateur du laboratoire dans l’entreprise du diagnostic 
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MINISTERE DE L’AGRICULTURE 

Institut National 

De la Médecine Vétérinaire 

Laboratoire vétérinaire 

                                                                                                              №…………………. 

                                                                                               Alger le………………………… 

Demande d’analyses en pathologie aviaire 

 

Demandeur :…………………………………………………………………………………….. 

Adresse :………………………………………………………………………………………… 

Date :……………………………………………………………………………………………. 

Nature du prélèvement:…………………………………………………………………………. 

Nombre de prélèvement :………………………………………………………………………. 

Propriétaire :……………………………………………………………………………………. 

Adresse :………………………………………………………………………………………… 

Commémoratifs 

Type d’élevage :    poulet de chair □     Reproducteur □       Pondeuse □       Couvoirs  □  

Effectifs :…………..Souche :…………………Origine :…………………Age :…………. 

Mode d’élevage : Batterie  □      Au sol  □                Avec parcours  □ 

 

Qualité du logement :………………..Aliment…………………………..Eau :…………….. 

Stress récents :……………………………………………………………………………… 

Traitement entrepris :………………………………………………………………………… 

Vaccinations :………………………………………………………………………………… 

Symptômes observes :………………………………………………………………………… 

………………………………………………………………………………………………… 

………………………………………………………………………………………………… 

% de mortalité :……………………………………% de morbidité :………………………… 

Analyses demandées 

Sérologie :……………………………………………………………………………………… 

Bactériologie :…………………………………………………………………………………. 

 

 

Signe Dr……………… 
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3-Que faut il envoyer au laboratoire ? (JEANE B, avril 1992) 

3.1. Pour les maladies virales  

Tableau 5: Les prélèvements en virologie 

 
 

maladies prélèvements 

histopathologie sérologie Isolement 

viral 

Bronchite 

infectieuse 

Trachée. Sang: ELISA ,SN, HA, IF Trachée, 

poumons  

Newcastle Cerveau. Sang : 

HIT ,HA ,SN ,ELISA 

Ecouvillon de 

trachée, 

cloaque, 

poumon, 

proventricule, 

cerveau  

Marek Nerf sciatique, poumon, 

foie, reins, rate. 

Sang :  SN, IF, ELISA follicules 

plumeux   

leucose Proventricule, nerf, foie, 

reins, rate. 

  

encéphalomyélite Encéphale, moelle 

épinière, nerf, 

proventricule. 

Sang : SN, ELISA Encéphale  

gumboro Bourse de fabricius. Sang : ELISA, SN, IF Bourse de 

Fabricius, 

rate  

Larygotracheite 

infectieuse 

Trachée. Sang : ELISA, IF, SN Ecouvillons 

de trachée, 

sinus, 

poumon  

variole Pharynx, trachée 

(raclage) 

Sang : IF, SN, HA Prélèvements 

de lésions 

cutanées ou 

diphténoides  
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3.2. Pur les maladies bactériennes 

Tableau 6: Les prélèvements  en bactériologie 
 

maladies prélèvements 

histopathologie bactériologie sérologie 

colibacillose Cœur, foie, 

pancréas, 

encéphale.  

Foie   

pasteurellose Foie, poumon, 

ovaire. 

Moelle osseuse, sang, 

foie et écouvillons de 

cavités nasales et 

sacs aériens  

Sang : ELISA 

tuberculose Foie, rate, os 

longs (frottis et 

coupes). 

Foie, rate : coloration 

de ziehl. mise en 

évidence des bacilles 

acido-alcoolo-

resistants 

.granulomes 

inflammatoires 

 

mycoplasme Trachée et sacs 

aériens  

Sacs aériens et 

trachée  

Sang : ELISA 

salmonellose bactériologie 

Foie et cœur :  

Foie, rate, œufs et 

écouvillons de 

cloaque, litière et 

duvet  

Sang : ELISA 

 

1.3. Pour les maladies mycologiques  

Tableau 7: Les prélèvements en mycologie 

 
maladies prélèvement 

histopathologie Examen 

microscopique 

isolement 

aspergillose Poumons, sacs 

aériens 

Poumons et sacs 

aériens. 

Poumon et cerveau 

candidose Jabot, foie. Jabot et œsophage  Jabot et œsophage  
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1.4. Pour les maladies parasitaires  

Tableau 8:Prélèvements en parasitologie 

 

maladies prélèvements 

parasitologie histopathologie 

coccidiose Intestin et cæcums  Intestin et cæcums  

capillariose œsophage, jabot, gésier, 

intestin  

œsophage, jabot, gésier, 

intestin  

trichomonose Organes affectés  Organes affectés  

histomonose Foie et  

Cals de tissus hépatiques 

Foie et  

Cals de tissus hépatiques 

 

 

1.5. Pour les maladies nutritionnelles  

 

Tableau 9: Prélèvements pour les maladies nutritionnelles 
 

 

maladies prélèvements 

Dosage des vitamines histopathologie 

Carence en vitamine E 

et en sélénium 

Prélèvements des aliments 

pour le dosage de la vitamine 

E et du sélénium 

 

Muscles et cerveau  

Carence en vitamine A Dosage de la vitamine A 

dans le foie, le sang et les 

œufs 

 

Trachée, larynx oesophage. 

Sténose hépatique de la 

poule pondeuse 

 Foie, mise en évidence de la 

stéatose hépatique 

pathologique par la 

coloration noir soudan ou 

rouge  à l’huile 
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4.  Les techniques du laboratoire  

4.1. Les techniques qualitatives  

4.1.1. Visualisation directe   

4.1.1.1. En virologie  

Le microscope électronique permet l’étude morphologique des virus. La préparation des coupes  

est très particulière. La lecture en en est fort longue. 

 

 

 

                        

      
      Figure27:le microscope électronique                      Figure28:virus de la maladie de  

       De la station de pathologie aviaire de                              Marek vu au microscope  

                           Ploufragan                                                                  électronique 

  

4.1.1.2. Bactériologie et la mycologie  

L’examen au microscope optique d’un frottis permet la classification en bacilles ou en coccis et 

cette première classification est affinée par la coloration de gram, Ziehl, etc.…. 

4.1.1.3.Parasitologie 

L’helminthologie s’appuie avant tout sur l’étude morphologique des parasites dont les 

caractéristiques ne sont visibles qu’a l’aide du microscope à faible grossissement.  

La numération des parasites internes est possible mais n’est pas d’un usage courant en aviculture. 

La coprologie conduit au diagnostic parasitaire par l’étude des œufs ou des oocystes 
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  4 .1.1.4.Histopathologie  

La préparation des lames histologiques peut se résumer ainsi : 

La fixation est faite aussitôt après prélèvement (formol 10%).le fragment d’organe est ensuite 

place dans un bloc de paraffine liquide qui est ensuite refroidi puis découpé en minces lames ultra 

minces avec un microtome. 

Les éléments cellulaires caractéristiques des lésions sont mises en évidence par une coloration 

appropriée. Les lames préparées sont protégées avec des lamelles et on les conserve dans des 

boites a rainures. 

 

 

                    

   

            Figure29:préparation des coupes                         Figure30:coloration de la  

                      Au microtome                                                 préparation 

 

 

 

      

 

  Figure31:conservation des lames. 
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4.1.2. Isolement et culture  

4.1.2. 1.Virologie 

Pour cela le virus sera inocule soit : 

 Sur œufs embryonnés : 

L’inoculation de la membrane chorio-allantoidienne avec des cellules infectées entraîne une 

zone de nécrose. 

L’inoculation du sac vitellin est un peu plus lente à produire ses effets. 

 

 

            

 

Figure32:inoculation sur la membrane chorio-allantoidienne 

 

 Inoculation sur culture cellulaire : 

Après inoculation, les foyers s’agrandissent et forment des plages visibles à l’œil nu qui 

peuvent permettre ultérieurement la capture d’une unité virale (clonage). 

 

 

       

 

Figure33:inoculation sur culture cellulaire 
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4.1.2.2. Bactériologie et mycologie 

La culture et l’isolement des germes vont permettre de les identifier en s’appuyant sur plusieurs 

critères : 

-morphologie des colonies. 

-type respiratoire : aérobiose ou non. 

-réactions métaboliques : fermentation, production de gaz,…. 

Il existe plusieurs milieux de culture : 

-sélectifs : qui vont inhiber le développement de germes qui sont souvent associes au microbe 

recherche. 

-électifs : qui stimulent la croissance d’un germe donne. 

- les milieux d’enrichissement : combinent les 2 actions précédentes. 

-les milieu de conservation : sont des milieux pauvres qui assurent la survie des bactéries. 

 

      

                               

                                          Figure34:des colonies de salmonelles 

4.1.3. L’immunologie qualitative  

4.1.3.1. Précipitation en milieu gélifie  

Met en jeu la précipitation des antigènes avec les anticorps au cours de la diffusion en milieu 

gélifie. 

Pour cela on coule une couche de gélose sur une lame de microscope ou une boite de pétri .on 

creuse dans le gel a l’emporte-pièce deux cupules a une certaine distance l’une de l’autre. 

Dans l’une on dépose le virus ou la suspension virale, dans l’autre un sérum anti-connu ou un 

sérum a éprouver. On laisse le tout a 37co. 

La réaction d’antigène/anticorps se traduit par l’apparition d’une ligne de précipitation.  
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4.1.3.2. L’immunofluorescence  

Permet de visualiser l’union antigène/anticorps grâce à la fluorescence des particules fixées sur 

l’anticorps. 

 

 

 

                                   Figure 1: technique de l'immunofluorescence 

 

 

On examine la préparation au microscope avec une source ultra violette qui favorise la 

fluorescence et deux filtres, l’un pour canaliser les UV, l’autre pour les éliminer de la vision de 

l’observateur. 

4.1.3.3. Les réactions d’agglutination : 

a. L’hema-agglutination rapide sur lame : 

- Agiter le flacon. 

- Faire tomber une goutte d’antigène sur une lame de verre . 

- Ajouter une goutte de sang. 

- Mélanger les 2 gouttes par une rotation rapide de la lame. 

- Lire la réaction avant la première minute. 

- L’obtention d’une coloration homogène du mélange indique une réaction négative. 

- L’apparition d’un fond incolore de la goutte avec formation de petits flocons colorés indique 

une réaction positive.  
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Figure 2: hema-agglutination rapide sur lame 

 

 

b- Séro – agglutination rapide sur lame : 

-  Prélever le sérum dans chaque tube à l’aide d’une pipette graduée de 0.2ml. 

-  Déposer sur la plaque de verre. 

-  Mélanger 1/100 ml de sérum  avec 1/5 ml de réactif à l’aide d’un agitateur. 

-  Etuver la plaque pendant 10 minutes à  30°. 

-  Faire la lecture à l’aide d’un agglutinoscope. 

- L’obtention d’un mélange homogène et coloré malgré la présence possible de flocons en 

suspens indique une réaction négative. 

- L’obtention de gros flocons visibles à l’œil nu .Quelquefois de fins agglutinats ne peuvent           

être perceptibles qu’à la loupe indique une réaction positive. 

c -  Séro – agglutination lente en tube : 

-centrifuger 

-chauffer a 55co pendant 20mimnutes. 

-ajouter des quantités décroissantes de sérum a une quantité déterminée de préparation 

antigénique. 

-placer les tubes à l’étuve a 37copendant 24heures. 

-si le mélange reste trouble donc la réaction est négative. 

-si le liquide s’est éclairci et les corps bactériens se sont déposés au fond du tube donc la 

réaction est positive. 
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4.2. Les techniques quantitatives 

4.2.1. Parasitologie  

Elles sont limitées à la mise en évidence et à l’identification des espèces parasitaires présentes. 

4.2.1.1. La sédimentation : 

-dilution des selles dans de l’eau. 

-tamiser la solution. 

-laisser décanter durant 30 minutes environ. 

-jeter le surnageant et reprendre le culot avec de l’eau. 

-répéter l’opération jusqu'à l’obtention d’un surnageant clair (03 à 04 fois). 

-jeter le surnageant et garder le culot de 01 a 02ml. 

-les gouttes du culot sont déposées entre lame et lamelle. 

-observer au microscope optique. 

-le temps de décantation peut être réduit par une centrifugation du filtrat durant 02 a 

03minutes a 2000 a 3000 t/minutes. 

4.2.1.2. La flottaison : 

-Dilution des selles dans une solution dense (densité supérieure a celles des œufs ou larves) 

-tamiser la solution. 

-verser la solution dans un tube a essai et le remplir jusqu'à l’obtention d’un ménisque et 

déposer une lamelle sur le tube. 

-laisser reposer durant 15 à 20 minutes dans un tube a essai. 

-prendre la lamelle et la déposer sur une lame.  

-observer au microscope optique. 

-le temps de décontamination peut être réduit par une centrifugation du filtrat durant 02 a 03 

minutes a 2000 ou 3000t/minutes.  

4.2.2. Histopathologie  

La numérotation des hématies permet de poser le diagnostic d’anémie quand elle est inférieure 

à la normale. 

La formule leucocytaire donne des informations sur la capacité immunitaire du sujet. 
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    4.2.3. L’immunologie quantitative  

4.2.3.1. La sero-neutralisation : 

Le sérum d’un animal infecté est porteur d’anticorps qui peuvent neutraliser les effets 

biologiques des antigènes correspondants. 

-on utilise un sérum d’activité bien définie qui sera mélange au virus a identifier dans les 

proportions parfaitement connues soit : 

          -un sérum constant /sérum dilue= β neutralisation 

          -sérum fixe/virus dilue =α neutralisation 

      -incuber a température définie pendant un temps donné. 

4.2.3.2. le test d’inhibition de l’hémagglutination : 

Ex : le virus de la grippe 

Si on ajoute à la préparation virale un sérum anti-virus donc porteur d’anticorps 

l’agglutination est inhibée, parce que les anticorps du sérum se sont fixes sur les particules 

virales. 

 

 

 

 

 

 

Figure 3:test d'inhibition de l'hémagglutination 
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4.2.3.3. Le test d’agglutination : 

-Déposer deux fois 20 µL de suspension de GRM à 10 % sur des lames de microscope puis 20 

µL d'immun sérum de lapin en face de la première et 20 µL de sérum de lapin non immunisé en 

face de la seconde.   

-Si on ne dispose pas de pipette de précision, déposer une goutte de chaque solution avec une 

pipette Pasteur ou une seringue jetable.  

-Agiter quelques instants par rotation de la lame. 

- L'agglutination des globules rouges ne se produit qu'avec le sérum provenant d'un animal 

immunisé contre les GRM montrant ainsi la présence d'anticorps spécifique anti-GR.  

4.2.3.4. Test ELISA (ANONYME ,avril 2007) 

-Déposer dans les puits 100 µL des solutions témoins (témoin positif : lactoglobuline à 100 

ng.mL-1, témoin négatif : eau) et des solutions à tester (lait de vache : 1 goutte de lait diluée 

dans 1 L d'eau distillée, extrait quelconque soupçonné de contenir la protéine, etc.).   

-Ajouter 100 µL d’anticorps traceur (conjugué à une enzyme, l’acétylcholinestérase) dans 

chaque puits.  

-Incuber30 min à la température ambiante.  

-Vider les puits en retournant les barrettes et les rincer avec une pissette d’eau distillée pour 

éliminer l’excès d’anticorps.  

-Vider l'eau de rinçage.  

-Déposer dans chaque puits 200 µL de réactif d’Ellman (substrat de l’acétylcholinestérase).  

-Incuber 10 min à température ambiante. 

      - Une réaction positive se traduit par une coloration jaunâtre.  
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4.2.4. Le dosage biochimique  

4.2.4.1. Dosage du glucose : 

-On prend 3tubes : 

Tube témoin : 1ml de solution tompon. 

Tube standard : 1ml tompon + 0.01ml de solution glucose. 

Echantillon : 1ml de solution tompon +100µlde l’échantillon. 

-agiter à l’aide d’un vortex. 

-incuber 30mn à 25co. 

-faire la lecture par un spectrophotomètre : 

 

 

 

[Glucose]=densité optique de l’échantillon / densité optique du standard*[standard] 
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	a. Choisir 3 ou 4 adultes ou une demi-douzaine de poussins vivants .les placer dans un emballage a claire-voie. si le trajet doit durer plus de 10 a12 heures, placer sous les oiseaux une couche d’aliment humecte.
	b. Envoyer les oiseaux (ou les autres prélèvements) par colis express. s’arranger pour que les expéditions n’arrivent pas au laboratoire pendant le week-end ou un jour férié. Consulter le transporteur au sujet des délais d’expédition et de distribution.
	c. Attacher la fiche de commémoratifs à la caisse après l’avoir compléter. Bien préciser les commémoratifs et les conditions d’apparition de la maladie.
	d. Si vous devez envoyer des cadavres, envelopper les dans du papier kraft huile, ou dans plusieurs journaux pour éviter l’écoulement des liquides. placer le paquet dans un récipient étanche. si possible enfermer le tout dans un second récipient rempl...
	e. Les prélèvements d’organes doivent être places dans des petits bocaux a large ouverture, a fermeture hermétique et rempli avec une solution a 10% de formol du commerce.
	f. Les flacons de sang doivent être expédies des que possible après prélèvement et de préférence dans un récipient fermé et réfrigèré. Ne pas utiliser de glace pour ces échantillons. Séparer le sérum et envoyer les échantillons séparés et identifiés.
	g. Pour optimiser les possibilités d'isoler la bactérie, l'échantillon doit être pris, si possible, avant d'instaurer un traitement antibiotique.
	h. Etiquetage des tubes :
	L'étiquetage des tubes doit se faire immédiatement après le prélèvement et doit comporter les informations concernant l’élevage.
	2.2. La qualité du prélèvement (anonyme MARS 2007)
	2.2.1. Conservation
	a. on ne doit pas congeler ni réfrigérer des échantillons de sang (tubes secs) destinés à la sérologie.
	b. le sérum peut être réfrigéré.
	c. les organes destinés à l’isolement du germe ou du virus doivent être maintenus à l’abri de la chaleur :
	 sac polycthylene.
	 Absorbant.
	 Boite thermostable.
	d. le plasma peut être congelé pour la biochimie.
	e. les frottis. Les prélèvements pour l’histopathologie doivent être fixés immédiatement pour éviter toute lyse cellulaire.
	f. les écouvillons doivent être places dans des milieux conservateurs.
	g. on évitera la dessiccation des excréments en ajoutant du soluté physiologique et en les expédiant dans des flacons biens bouches.
	h. les phanères (plumes, squames) sont expédies dans des petits sacs ou petits flacons étanches. ne jamais congeler.
	i. pour le sang complet avec de l’anticoagulant :
	Réfrigéré à 4ºC il doit arriver au laboratoire avant les 24 heures  après son extraction. Protéger les tubes des coups de chaleur.
	 Pour des cultures bactériennes : EDTA ou Héparine.
	 Pour des cultures de lymphocytes (virémies, tuberculoses): seulement Héparine.
	 Pour des hémoparasites : tout anticoagulant ou directement frottis de sang sur porte-objet de verre.
	j. pour le sérum
	 La réfrigération n'est pas nécessaire. Ne jamais congeler les sérums avec caillot. On peut congeler le sérum propre après avoir enlevé le caillot. Protéger les tubes des coups.
	 En tube sans anticoagulant. Pour maximiser le volume de sérum, laisser le tube incliné ou inversé à température ambiante pendant 30 minutes.
	k. pour les fientes
	 Pour analyse coprologique :
	 La réfrigération n'est pas nécessaire. Ne pas congeler. Utiliser un récipient hermétique
	 Recueillir directement du rectum avec un gant ou un sac en plastique.
	 Pour des cultures bactériologiques :
	 Réfrigérées, non congelées et temps de transport minimum. Récipient hermétique.
	 Le même procédé que le précédent.
	l. pour les cadavres
	 La réfrigération est nécessaire. Si une analyse bactériologique est demandée ne pas les congeler. Si on ne demande que l'Immunoperoxydase on peut les congeler.
	 S'il est mort depuis plus de 4 heures et il n'est pas réfrigéré, probablement il est contaminé.
	2.2.2. Emballage
	2.2.2. A. Tubes stériles et fermeture hermétique, type Venojet
	 Sans anticoagulant
	Pour le transport de sérums, lait, urine et autres liquides. Deux ou trois millilitres est un volume d'échantillon suffisant.
	 Avec anticoagulant
	Héparine, pour le transport de sang si on demande une culture bactérienne ou une culture de cellules lymphoïdes (virémies, tuberculose, etc.).
	EDTA ou Héparine pour la recherche d'hémoparasites et le transport de liquide articulaire ou céphalo-rachidien
	2 .2.2.B. Flacons ou pots avec fermeture hermétique
	Pour le transport d'organes, de tissus, de fèces, etc. Il faut éviter les flacons en verre à cause des éventuelles ruptures. On peut utiliser les pots de ramassage d'urine des pharmacies, les tupperwares simples que l'on achète aux supermarchés ou n'i...

	2.2.2. C. Sacs hermétiques
	Pour inclure des organes si on ne possède pas de pots hermétiques. Les sacs à congeler aliments en plastique fin et résistant sont pratiques. Il est indispensable de laisser égoutter l'organe pour éliminer la plus grande quantité de liquides ainsi que...
	Figure 26: Sac hermétique
	2.2.2. D. Ecouvillons
	Ils sont très pratiques puisqu'ils permettent de prélever des échantillons d'animaux vivants (écouvillons rectales, rhino-pharyngés, vaginales, oculaires, cutanés, etc.) ou d'organes après une nécropsie. Leur transport est moins cher, ils n'ont pas be...
	2.3. Le document accompagnant le prélèvement (INMV, 1997)
	C'est un des composants les plus importants de l'envoi et cependant souvent il est absent, ce qui pose des graves problèmes au moment de décider les analyses qu'il faut faire dans le laboratoire.  Ce dit document oriente efficacement l’opérateur du la...
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	Nature du prélèvement:………………………………………………………………………….
	Nombre de prélèvement :……………………………………………………………………….
	Propriétaire :…………………………………………………………………………………….
	Adresse :………………………………………………………………………………………… (1)
	Commémoratifs
	Type d’élevage :    poulet de chair □     Reproducteur □       Pondeuse □       Couvoirs  □
	Effectifs :…………..Souche :…………………Origine :…………………Age :………….
	Mode d’élevage : Batterie  □      Au sol  □                Avec parcours  □
	Qualité du logement :………………..Aliment…………………………..Eau :……………..
	Stress récents :………………………………………………………………………………
	Traitement entrepris :…………………………………………………………………………
	Vaccinations :…………………………………………………………………………………
	Symptômes observes :…………………………………………………………………………
	…………………………………………………………………………………………………
	………………………………………………………………………………………………… (1)
	% de mortalité :……………………………………% de morbidité :…………………………
	Analyses demandées
	Sérologie :………………………………………………………………………………………
	Bactériologie :………………………………………………………………………………….
	Signe Dr………………
	3-Que faut il envoyer au laboratoire ? (JEANE B, avril 1992)
	3.1. Pour les maladies virales
	3.2. Pur les maladies bactériennes
	1.3. Pour les maladies mycologiques
	1.4. Pour les maladies parasitaires
	1.5. Pour les maladies nutritionnelles
	4.  Les techniques du laboratoire
	4.1. Les techniques qualitatives
	4.1.1. Visualisation directe
	4.1.1.1. En virologie
	Le microscope électronique permet l’étude morphologique des virus. La préparation des coupes  est très particulière. La lecture en en est fort longue.
	Figure27:le microscope électronique                      Figure28:virus de la maladie de
	De la station de pathologie aviaire de                              Marek vu au microscope
	Ploufragan                                                                  électronique
	4.1.1.2. Bactériologie et la mycologie
	L’examen au microscope optique d’un frottis permet la classification en bacilles ou en coccis et cette première classification est affinée par la coloration de gram, Ziehl, etc.….
	4.1.1.3.Parasitologie
	L’helminthologie s’appuie avant tout sur l’étude morphologique des parasites dont les caractéristiques ne sont visibles qu’a l’aide du microscope à faible grossissement.
	La numération des parasites internes est possible mais n’est pas d’un usage courant en aviculture.
	La coprologie conduit au diagnostic parasitaire par l’étude des œufs ou des oocystes
	4 .1.1.4.Histopathologie
	La préparation des lames histologiques peut se résumer ainsi :
	La fixation est faite aussitôt après prélèvement (formol 10%).le fragment d’organe est ensuite place dans un bloc de paraffine liquide qui est ensuite refroidi puis découpé en minces lames ultra minces avec un microtome.
	Les éléments cellulaires caractéristiques des lésions sont mises en évidence par une coloration appropriée. Les lames préparées sont protégées avec des lamelles et on les conserve dans des boites a rainures.
	Figure29:préparation des coupes                         Figure30:coloration de la
	Au microtome                                                 préparation
	Figure31:conservation des lames.
	4.1.2. Isolement et culture
	4.1.2. 1.Virologie
	Pour cela le virus sera inocule soit :
	 Sur œufs embryonnés :
	L’inoculation de la membrane chorio-allantoidienne avec des cellules infectées entraîne une zone de nécrose.
	L’inoculation du sac vitellin est un peu plus lente à produire ses effets.
	Figure32:inoculation sur la membrane chorio-allantoidienne
	 Inoculation sur culture cellulaire :
	Après inoculation, les foyers s’agrandissent et forment des plages visibles à l’œil nu qui peuvent permettre ultérieurement la capture d’une unité virale (clonage).
	Figure33:inoculation sur culture cellulaire
	4.1.2.2. Bactériologie et mycologie
	La culture et l’isolement des germes vont permettre de les identifier en s’appuyant sur plusieurs critères :
	-morphologie des colonies.
	-type respiratoire : aérobiose ou non.
	-réactions métaboliques : fermentation, production de gaz,….
	Il existe plusieurs milieux de culture :
	-sélectifs : qui vont inhiber le développement de germes qui sont souvent associes au microbe recherche.
	-électifs : qui stimulent la croissance d’un germe donne.
	- les milieux d’enrichissement : combinent les 2 actions précédentes.
	-les milieu de conservation : sont des milieux pauvres qui assurent la survie des bactéries.
	Figure34:des colonies de salmonelles
	4.1.3. L’immunologie qualitative
	4.1.3.1. Précipitation en milieu gélifie
	Met en jeu la précipitation des antigènes avec les anticorps au cours de la diffusion en milieu gélifie.
	Pour cela on coule une couche de gélose sur une lame de microscope ou une boite de pétri .on creuse dans le gel a l’emporte-pièce deux cupules a une certaine distance l’une de l’autre.
	Dans l’une on dépose le virus ou la suspension virale, dans l’autre un sérum anti-connu ou un sérum a éprouver. On laisse le tout a 37co.
	La réaction d’antigène/anticorps se traduit par l’apparition d’une ligne de précipitation.
	4.1.3.2. L’immunofluorescence
	Permet de visualiser l’union antigène/anticorps grâce à la fluorescence des particules fixées sur l’anticorps.
	Figure 1: technique de l'immunofluorescence
	On examine la préparation au microscope avec une source ultra violette qui favorise la fluorescence et deux filtres, l’un pour canaliser les UV, l’autre pour les éliminer de la vision de l’observateur.
	4.1.3.3. Les réactions d’agglutination :
	a. L’hema-agglutination rapide sur lame :
	- Agiter le flacon.
	- Faire tomber une goutte d’antigène sur une lame de verre .
	- Ajouter une goutte de sang.
	- Mélanger les 2 gouttes par une rotation rapide de la lame.
	- Lire la réaction avant la première minute.
	- L’obtention d’une coloration homogène du mélange indique une réaction négative.
	- L’apparition d’un fond incolore de la goutte avec formation de petits flocons colorés indique une réaction positive.
	Figure 2: hema-agglutination rapide sur lame
	b- Séro – agglutination rapide sur lame :
	-  Prélever le sérum dans chaque tube à l’aide d’une pipette graduée de 0.2ml.
	-  Déposer sur la plaque de verre.
	-  Mélanger 1/100 ml de sérum  avec 1/5 ml de réactif à l’aide d’un agitateur.
	-  Etuver la plaque pendant 10 minutes à  30 .
	-  Faire la lecture à l’aide d’un agglutinoscope.
	- L’obtention d’un mélange homogène et coloré malgré la présence possible de flocons en suspens indique une réaction négative.
	- L’obtention de gros flocons visibles à l’œil nu .Quelquefois de fins agglutinats ne peuvent           être perceptibles qu’à la loupe indique une réaction positive.
	c -  Séro – agglutination lente en tube :
	-centrifuger
	-chauffer a 55co pendant 20mimnutes.
	-ajouter des quantités décroissantes de sérum a une quantité déterminée de préparation antigénique.
	-placer les tubes à l’étuve a 37copendant 24heures.
	-si le mélange reste trouble donc la réaction est négative.
	-si le liquide s’est éclairci et les corps bactériens se sont déposés au fond du tube donc la réaction est positive.
	4.2. Les techniques quantitatives
	4.2.1. Parasitologie
	Elles sont limitées à la mise en évidence et à l’identification des espèces parasitaires présentes.
	4.2.1.1. La sédimentation :
	-dilution des selles dans de l’eau.
	-tamiser la solution.
	-laisser décanter durant 30 minutes environ.
	-jeter le surnageant et reprendre le culot avec de l’eau.
	-répéter l’opération jusqu'à l’obtention d’un surnageant clair (03 à 04 fois).
	-jeter le surnageant et garder le culot de 01 a 02ml.
	-les gouttes du culot sont déposées entre lame et lamelle.
	-observer au microscope optique.
	-le temps de décantation peut être réduit par une centrifugation du filtrat durant 02 a 03minutes a 2000 a 3000 t/minutes.
	4.2.1.2. La flottaison :
	-Dilution des selles dans une solution dense (densité supérieure a celles des œufs ou larves)
	-tamiser la solution. (1)
	-verser la solution dans un tube a essai et le remplir jusqu'à l’obtention d’un ménisque et déposer une lamelle sur le tube.
	-laisser reposer durant 15 à 20 minutes dans un tube a essai.
	-prendre la lamelle et la déposer sur une lame.
	-observer au microscope optique. (1)
	-le temps de décontamination peut être réduit par une centrifugation du filtrat durant 02 a 03 minutes a 2000 ou 3000t/minutes.
	4.2.2. Histopathologie
	La numérotation des hématies permet de poser le diagnostic d’anémie quand elle est inférieure à la normale.
	La formule leucocytaire donne des informations sur la capacité immunitaire du sujet.
	4.2.3. L’immunologie quantitative
	4.2.3.1. La sero-neutralisation :
	Le sérum d’un animal infecté est porteur d’anticorps qui peuvent neutraliser les effets biologiques des antigènes correspondants.
	-on utilise un sérum d’activité bien définie qui sera mélange au virus a identifier dans les proportions parfaitement connues soit :
	-un sérum constant /sérum dilue= β neutralisation
	-sérum fixe/virus dilue =α neutralisation
	-incuber a température définie pendant un temps donné.
	4.2.3.2. le test d’inhibition de l’hémagglutination :
	Ex : le virus de la grippe
	Si on ajoute à la préparation virale un sérum anti-virus donc porteur d’anticorps l’agglutination est inhibée, parce que les anticorps du sérum se sont fixes sur les particules virales.
	Figure 3:test d'inhibition de l'hémagglutination
	4.2.3.3. Le test d’agglutination :
	-Déposer deux fois 20 µL de suspension de GRM à 10 % sur des lames de microscope puis 20 µL d'immun sérum de lapin en face de la première et 20 µL de sérum de lapin non immunisé en face de la seconde.   -Si on ne dispose pas de pipette de précision, d...
	- L'agglutination des globules rouges ne se produit qu'avec le sérum provenant d'un animal immunisé contre les GRM montrant ainsi la présence d'anticorps spécifique anti-GR.
	4.2.3.4. Test ELISA (ANONYME ,avril 2007)
	-Déposer dans les puits 100 µL des solutions témoins (témoin positif : lactoglobuline à 100 ng.mL-1, témoin négatif : eau) et des solutions à tester (lait de vache : 1 goutte de lait diluée dans 1 L d'eau distillée, extrait quelconque soupçonné de con...
	- Une réaction positive se traduit par une coloration jaunâtre.
	4.2.4. Le dosage biochimique
	4.2.4.1. Dosage du glucose :
	-On prend 3tubes :
	Tube témoin : 1ml de solution tompon.
	Tube standard : 1ml tompon + 0.01ml de solution glucose.
	Echantillon : 1ml de solution tompon +100µlde l’échantillon.
	-agiter à l’aide d’un vortex.
	-incuber 30mn à 25co.
	-faire la lecture par un spectrophotomètre :
	[Glucose]=densité optique de l’échantillon / densité optique du standard*[standard]

