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PREMIERE PARTIE: CONCEPTS GENERAUX:

Prélévements d'échantillons pour le diagnostic des maladies animales.

Stérilisation.

Désinfection.






COLLECTE D'ECHANTILLONS POUR LE DIAGNOSTIC DES MALADIES ANIMALES

La garantie d'un bon diagnostic déepend de la realisation des examens
de latoratoire respectifs, grace auxquels on détermine la cause de la
maladie; ces examens dependent de fagon fondamentale non seulement
de la sélection adéquate et correcte de 1l'échantillon mais aussi de

sa collecte et de son envoi au laboratoire.

Recommandations Générales

1. Au laboratoire on peut envoyer des animaux malades (qui présentent
des symptomes avancés de la maladie) des organes, des tissus, des

sécréetions, des fluides du corps, des parasites, etc.

2. Le procédé a suivre varie avec le genre d'analyse qu'on désire réa-
liser; i1 existe des échantillons pour les examens parasitologiques,

bactériologiques, virologiques, pathologiques, toxicologiques, etc.

3. On doit prélever les échantillons d'un animal récemment mort
de la maladie qu'on est en train de considérer, ou a défaut d'un ani-

mal tué qui présente les symptomes de la maladie de maniére avancée.

Pour certaines espeéces, étant donné leur dimension, i1 est préféra-
‘ble d'envoyer certains échantillons; cependant pour ce qui a trait

aux oiseaux et aux petits animaux, il serait toujours mieux de remet-

tre 1'animal entier.






4.

6.

‘On ne doit pas envoyer d'échantillons de cadavres qui ont plus de

dix heures déns cet état parce qu'ils ne sont pas appropriés pour

la recherche des microorganismes.

Afin d'éQiter les contaminations au cours des nécropsies, les échan-
tillons pour les recherches bactériologiques et virologiques doivent
étre prélevés antérieurement a ceux qu'on utilisera pour les recher-

ches parasitologiques et histopathologiques.

De toutes les fagons, les échantillons seront prélevés avec des ins-
truments stériles; cette stérilisation doit étre faite a 1'autoclave

ou au four, ou bien durant 15 minutes. Aussi, on peut steriliser les

instruments avec de 1l'alcool et ensuite les flamber.’

Les flacons qu'on utilise pour la remise des échantillons dojvent

&tre au préalable stérilisés.

On devra envoyer dans des flacons séparés chaque échantillon de tis-
Su; d'organe, de parasite etc. Cette recommendation est d'une grande
importance, surtout quand il s'agit des échantillons qui seront uti-
lisés pour les examens bactériologiques et virologiques, i cause du

risque de contamination.

Avant d'effectuer un envoi pour les recherches bactériologiques et
virologiques, on doit considérer le temps que 1l'on prendra pour

faire arriver l'échantillon au laboratoire, duquel dépendra la fa-






gon d'envoyer. Dans le cas des olseaux par exemple, s'il s'agit
d'un lieu proche (1 heure) on envole le cadavre, si la zone est dis-
tante (6-8 heures) on envoie 1l'oiseau malade; et si la distance est

plus longue, on envole les échantillons de tissus et d'organes.

Tout échantillon doit €tre accompagné du protocole respectif de né-

cropsie et de 1'histoire clinique qui se fera de la fagon sujvante:

L'espéce animale, race, sexe, age et identification.
Origine: lieu, province, département.

Nom du propriétaire de 1l'animal .

Nom et adresse de 1‘'expéditeur.

Date: jour et heure du prélévement.

Genre d'échantillon qu'on envoie (tissu, organe, etc).
Nombre d'animaux malades et durée de la maladie.
Nombre d'animaux morts.

Description bréve des symptomes cliniques.
Diagnostique.

Vaccins appliqués et date des vaccinations et aussi les trajtements.

Dans les cas d'urgence, on mettra aucourant le Centre National de
Pathologie Animale (CNDA) 1l'envoi de l'échantillonbet le transpor-

teur.






ECHANTILLONS POUR L'EXAMEN HISTOPATHOLOGIQUE

Les échantillons pour 1'étude histopathologique doivent avoir la forme
d'un cube d'a peu prés de deux centimétres de coté, et en plus qu'on
ale le soin d'inclure dans ce fragment non seulement le tissu affecté

mais encore le tissu apparemment sain.

On doit envoyer dans une solution de formol a4 10 % en utilisant 8 3 10

fois de solution en rapport avec le volume du tissu.

Echantillons de Sang

Si le sang est pour 1l'examen hématologique, on prélévera deux échan-
tillons : 1'un (15 cc de sang) dans un petit flacon stéril contenant

de l'anticoagulant et 1'autre sur une lame de verre (frottis).

Chez le bétafl: bovin, équin, ovin et caprin, on préléve le sang i par-
tir de la veine jugulaire. Chez les ovins et les caprins le sang peut
étre prélevé a partir de la veine radiale gauche qui est de plus grand
calibre que la veine droite. Pour cela on utilise une seringue et Qne
aiguille de calibre 18. Chez le porc on recueille le sang a partir de
~ 1a veine antérieure. Chez le chien, on préléve a partir de la veine ra-

diale ou de la saphéne.

Le frottis se prépare avec une goutte de sang qu'on dépose 3 1l'extrémité
d'une lame de verre (porte-objet) au moyen d'une autre lame on procéde

a 1'extension qui doit etre fine, uniforme et desséchée en milieu ambiant.






-2-

A 1'aide d'objets pointus on note 1l'identification dans le frottis
méme; les extensions trop épaisses ne sont pas appropriées pour les

examens.

Si le sang est destiné a la séro-agglutination (leptospirose, brucellose,
etc.) on préléve dans des flacons ou tubes stériles (sans anticoagulant).
I1 est préférable d'envoyer du sérum au lieu du sang entier, étant donné
qu'au cours du transport se produit 1'hémolyse; le sang hémolysé n'est:

pas convenable pour 1'analyse.

Echantillons d'Urine

L'urine peut etre obtenue au cours de la miction ou par sondage. Les
flacons doivent étre propres et stérilisés. On recueillera au moins

50 cc d'urine. L'extraction d'urine se fera dans la plus grande asepsie
possible, en évitant toutte contamination, surtout quand l'urine est
destinée 3 1'examen bactériologique; dans ce cas, l'envoi se fera sous

refrigération.

erme

Le sperme peut etre extrait a l'aide d'un électroéjaculateur, ou a
1'aide d'un vagin artificiel= tout de suite, il faut le mettre dans des
flacons stérilisés, sans ajouter aucun préservatif et le mettre sous ré-

frigération avec de la glace et du sel.






Matieres Fécales

Pour 1'examen bactériologiquec, les matieres fécales doivent étre pre-
levées manuellement du rectum et placces immédiatement au réfrigérateur.
I1 faut s'arranger pour qu'elles arrivent au laboratoire dans un délai

de 24 heures au maximum.
La remise des matieres fécales pour 1'examen parasitologique s'annote
dans la partie correspondante a 1'envoi des échantillons pour ce type

d'examen.

Lait

L'envoi du lait est décrit dans le chapitre qui fait référence a la

mastite et a la brucellose.
Ensuite on indique la fagon de réaliser la collecte et la remise des
échantillons pour les examens bactériologiques, virologiques et toxicolo-

giques par maladies.

On trouvera aussi une description de ces maladies.






PESINFECTION

Destruction partielle des populations microbiennes.
Héthodes : Physiques et Chimiques

Agents Chimiques : Biostatiques ou Biocides

TYPES DE DESINFECTANTS CHIMIQUES

a) A base de mercure: Application limiteée:
Fongicides dans les préservatifs industriels; Biocides
b) Composants d'ammonium quaternaire tres efficaces pour les cellu-

les végétatives. Ne sont pas compatibles avec les savons.

c) Halogeres (chlore, Iode, Brome)
Chlore : Réduction de contamination de 1'eau.
Dans 1'eau: Chlore ——» acide hypochloreux
~———» 1ons hypochlorites
Germicides du genre : hypochlorite de sodium, hypochlorite de

calcium, acide ou trichloroisocianuriqm;

La présence de matériel organique réduit 1l'efficacité du chlore -
Efficace pour les cellules végétatives.
L'iodure est efficace pour détruire le bacille tuberculeux. Son

action dépend de la libération de 1'iode.

d) Phénol (acide carboquue); Agit sur les formes végétatives. Tres






1. STERILISATION PAR L'ACTION DE L'AIR CHAUD
a) Chaleur seche : articles corrosifs par la vapeur
- pipettes emballées dans les cylindres métalliques
- matériels anhydres

- Substances deshydratées

Recommandation :

340°F (170°C)evececveee. lh.

320"’ (l6mC).-......... th
300°F (150°C).vevccceess 2 1/2 h,

285°F (140PC)evvnevnnnns 3 h.
250°F (121°C)evevenveces 6 h.

b) Vapecur saturée sous pression (Autoclave)

2. STERILISATION PAR FILTRATION

a) Filtration profonde
b) Filtration a travers le tamis
¢) Filtration a travers la membrane
a. plaque asbeste
bougie porcelaine
terre
b. diametre du pore

c. Diamtre du pore (uniforme)
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3. STERILISATION AU HMOYEN DE LA RADIATION TOWISANTE

4. STERILISATION A L'AIDE DE RADIATION ULTRAVIOLETTE

5. STERILISATION CHIMIQUE

Cermicides gazeux et liquides

(Formol, gluteraldéhyde, oxyde d'éthylere.






2.

3.

4.

5.

Irritants pour la peau. Les derives du phénol possédent
de tres bonnes propriétés germicides.
Sont stables et ne sont pas inactivés en présence de matériel

organique ou du savon,

e) Alcool. (Ethyllique et isopropylique); Action biocide sur les

formes végétatives et le Bacille tuberculeux.

Conditions que doit réunir un bon désinfectant

Avoir un champ d'action tres vaste (efficace en présence des especes
virales, champignons et bactéries).

11 doit étre stable (emmagasinage ou exposition a températures modérées).

11 re doit pas €tre affecté par les sels, pH ou dureté de 1'eau em-
ployée pour la dilution.

La matiere organique ne doit pas neutraliser son activité.
I1 ne doit .€tre ni toxique, ni irritant pour la peau ou les tissus.

Ne doit pas colorer ou ronger les superficies et les objets.







DEUXIEME PARTIE : BACTERIOLOGIE

Principaux groupes de bactéries

- Méthode d'isolement des pasteurellas

- Méthode d'isolement des Brucellas

- Méthode d'ioslement des Clostridiums

- Méthode d'isolement des Campylobacters

- Cenre Brucella

- Tests d'agglutination pour diagnostiquer la Brucellose
- Coloration;

- Epreuves différentielles spéciales






TRAITEMENT DES ECHANTILLONS AU LABORATOIRE

Etapes 3 suivre pour 1'isolement et 1'identification
des bactéries des spécimens cliniques

Histoire Origine Pathogene Echantillon
Clinique de 1'échantillon : Suspect direct
1. Sélection et Inoculation dans les milieux primaires, Incubation

2.

3.

5.

6.

7.

nécessaire. 1

Etude morphologique des colonies dans le milieu et. l1a morphologie
cellulaire teintées par le colorant de Gram des colonies sélectionnées.

|

Initiation des cultures pures en milieux solides ou en liquides.

Etude des extensions colorées par le Gram Test de la catalase, test de
1'oxydase etc. l

Sélection et inoculation en milieIx différentiels.
Incubatlion

Lectures des preu{res différentielles et prem-ves sérologiques indiquées;

Identification finale des organismes.






Méthodes pour 1'lIsolement et 1'Identification des Bactéries Entéricpes;

Tissus
Agar-Sang Mac Conkey
Colonies suspettes a ISl incliné
Examen sérologique si c'est indiqué

Preuves bi ochim* ques confirmati ;es

MATIERE FECALE OU INTESTIN

Agar Mac Conkey Liquide sélénie et/ou
Liquide tétrationate

Agar vert brillant Agar Mac Conkey,
Agar vert brillant,
Agar SS

12
COLONIES SUSPECTES A TSI INCLINE

|

Examen sérologique si c'est indiqué

Preus)es biochimiques confirmatoires






PRINCIPAUX GROUPES DE BACTERIES

I - Bactéries Gram-Positives

Forme Mouvements Autres Caractéristiques Nature Famille
Cocci Presque tous +» Cellules arrangéc$ ———— Sarcina —— Mictococcacée
immobiles cubjques
Cellules arrangees —__, Micrococci
irrégulicres Staphy locoques
Ccllules en chalnes — . Streptocoques —sLactobacie
Fcrmentation lactee Diplocoques
dc sucres
Bacilles Presque tous » fermentation lactée — — __, Lactobacllles—slactobacillacees
droits Immobiles de sucres
Fermentatfon propionique —— Propionibac- —eProponibactériacées
de sucrc oxydés + térien Coryno—sCorynobacté-
bactérien riacées
Plusieurs Faiblement fermentés trysiphéle
_ Listeria
Mobiles avec flagelles ———. Production d'endospores
ct formes Aérobiques —» Bacilles
Immobiles en relation Anaérobiques » Clostrid ium——,. Bacillacées







Coccl Formes mobiles

Bacilles
droits

Mobiles avec
plusieurs fla-
gelles et for-
mes immobiles
en relation

Mobiles avec
flagelles
polaires

Bacilles Mobiles avec

Courbes

flagelles

Sérologiques
Anaérobiques

II - BACTERIES GRAM-NEGATIVES

Neisseria
Veillonella

Anaérobiques
facultatifs

Aérobiques

Aérobiques

Anaérobiques

Facultatifs

Spirales
en forme
de virgule

Brucella
Pasteurella
Hémophi lus
Bordetela

Fermentation
acides des
sucres

Fermentation
des sucres
buthyléne -
glycol

Fixateurs
libres de
Nitrogene

Fixateurs
Symbiotiques
de Nitrogene

Oxydation
de compo-
sés inorga-
niques Oxy-
dation de
composés
organiques

Aérobiques
Anaérobique

Spirille

Neissériacée
Bruce llacée
" Escherichia | Entero-

Erwinia Bactéria-
Shigella cée
Salmonella
Proteus
Enterobac-
Serratia
Azobacter Azobacte -
Rhizobium Rhizobiacee
Nitrosomo- | Nitrobac-
nas tériacée
N{i trobac-
ter Thio- Thiobac-
bacilles tériacée
Pseudo- Pseudo-
Acetobac- monad acée
ter
Photobac-
rium
Zymomonas
Aéromonas
Vibrion
Spiri llacée
Desulfovibrion






III. AUTRES GROUPES THMPORTANTS

Caractéristiques

Bacilles acido-résistanty
Bacilles en disposition
linéaire (Actinomycetes)

Organismes spiraux
mobiles

Petits ple/omorphiques
Ils n'ont pas de parol
rigide

Parasites petits intracel-
lulaires

Parasites petits intra-
cellulaires filtrables

v
Parasites intracellulaires

Limite avec les Protozoaires

Ge nres

Mycobactér ium
Actinomyces
Nocardia
Streptomyces

Tréponéma
Borrelia
Leptospira
Spirochétes

Mycoplasma

Rickettsia
Coxiella

Chlamydia

Bartonella

Ordre (etes) ou
Familles (acée)
Actinomycetes

Spirocheétes

Mycoplasmatacée

Rickettsiacée

Chlamidiacée

Bartonellacée






Méthode d'isolement des Pésteurellas:

Matériel Clinique

Agar Sang Souris

(P. multocida) (voic sans cutanée)
ou

24 heures Lapins

P. haemolytica

B- hémolyse cultures pures

Gram (-) Coccibacilles

TSI:

Alcalinité en superficie
Acidité profonde
Ne produit pas SH

2
Ne produit pas Gaz

Caractéristiques Différentielles des espéces de Pasteurella

multocida
haemolytica
pneumotropica
gallinarum
anatipestifer
ureae
aerogenes

Mc Conkey Indol Uréase Glue Lac Suc Man

- + - A (-) A (A)
+ - - A (A) A A
- + + A (A) A -
_ _ _ A - A -
- - + A - A A






Méthode d'isolement des Brucellas

Matériels Cliniques
(Placenta, foetus,)
Ecouvillonnage du
tractus génital

Agar Sang
Agar Brucella
Agar triptose

(37°C dans 10% co,

Epreuves différentielles

Mobilité

Catalase

Uréase

Oxydase

Réduction de Nitrates
MR - VP négatif

Indol

Gélatine

Fuchsine et Thionine

Inoculation aux cobayes
(voie S.C.)

24 jours = agglutination

A 8 semaines
Necropsie
Lésions






Méthode pour 1'isolement des clostridiums

Spécimen Clinique
(Suspension Produits Inoculés)

Inoculum
-’ \
& //
Inoculation directe Inoculation au curi
Agar-Sang aérobique Mort, Nécropsie
anaérobique, Jhiogl!colahe impression ‘du foie
milieu: morceaux de viande
!
Colonies typiques Inoculation en Agar-
. Sang thioglicolate
et milieu: morceaux
Thioglicolate et milieu de viande

morceaux de viande
Colonies typiques

Milieux difféerentiels si

1a culture est pure (Milieu
Thioglicolate plus le sucre
spécifique

Thioglicolate et Mi-
lieu: morceaux de viande

Milieux différentiels
si la culture est pure
plus le sucre spéci-
fique.






Traitement d'échantillons pour 1'isolement du campylobacter sp.

La\-fagg du preépuce
+ .
Centrifuge & raison de 3500 RPM durant 30 min.

Sperme
Decantation Mucus vaginal
' Mucus cervical

Culture en milieu BHI
avec Agar Sanga 10 %
et crist‘al violette
v
Incubation a 37°C de 10 % de co,

Lecture et repiquages aux 3 et 6 jours
Coloniei typigues
Norphologr par Gram

Preuve.;, biochimiques

' ! { !

Catalase Glycine NaCl ~ Cistéine Nitrates Incub.
250%C

25°-C

Classification du Microorganisme
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GENRE BRUCELLA

Ce sont des bacilles courts ou coccibacilles isolés ou en chaines courtes;
Ils sont immobiles et ne forment pas des endospores)Cram négatifs et ne

montrent pas de coloration bipolaire;

Metabolisme respiratoire. A besvin des vitamines pour leur croissance:

Thianire, niacine, biotine

Catalase positive; Oxydase généralement positi;e (sauf B. neotomae, B.
o;is;
- N'hydrolysent pas 1'urée.
- N'utilisent pas le citrate. Indol. négatif.
- Rouge méthyle et Voges Proskaner négatifs - lait chatoyant
ne change pas.
- Aérobie stricte, certaines ont besoin de 5 - 10 % de co,
spécialement dans les isolements initiaux.
- Température optimale 37°C. Il peut croftre entre 20 et
40°C, pH 6,6 , 7,4.
- Parasites et pathogenes de mammifeéres facultati;enent in-

tracellulaire;

Le contenu de G + C du DNA varie entre 5 6 et 58 moles % (densité fluc-
tuante); Les caractércs différentiels des espéces et les biotypes du

genre Brucella apparaissent dans la table 13;
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TABLE 13: Caractéristiques différentielles des espéces et biotypes du
Genre Brucella.

Biotype co H,S Croissénce dans un milieu avec
2 2 colorant

Condition Produit
Nécessaire Fuchsine basique Thionine
b a b

1. B. Meli-

tensis 1 - - + - +
2 - - + - +
3 - - + - +

2; B. abortus

1 d + +

2 d + - - -
3 d + + + +
4 d + + - -
5 - - + - +
6 -~ - + - +
7 -~ d + - +
8 + - + - +
9 - + + - +

3. B. suis

1 - + - + +
2 - - . - +
3 -~ - + + +
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4, B. neotomae

5; B. ovis

6. B. canis
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Test d'Agglutination pour 1é Brucella

Le patron employé suit les normes de la FAO, de 1'OMS et de 1'OTE dans
le but de contribuer a l'uniformité de la technique et de son interpré-

tation. Les antigénes se préparent suivant 1la technique standard.

Procédé pour la Qreu;e sur plaque

L'antigéne s'est adapté 3 une technique définfe nimporte quelle déviation
donnera des résultats inexacts.
Le matériel nécessaire pour cette preuve comprend:

- Pipettes de bang de 0,2 ml

- Caisse de lecture avec plaque de verre

- compte-gouttes d'antigéne de 0,03 ml par goutte

- mélangeurs.

A;ec la pipette pour la sérologie exacte soutenue dans une position oblf-
que de 45° et touchant la pléque de ;/erre, on dépose 0,08 - 0,04 - 0,02

et 0,01 ml de sérum dans quatre cellules d'une meme rangée de la plaque

On agite doucement l'éntlgéne et a;ec le compte-gouttes en position ver-

ticale on laisse tomber une goutte d'antigene (0,03 ml) dans chaque cel-

lule quadrillée avec du sérum. De cette maniére, les dilutions du sérum

rd

correspondent 32 1/25 4 1/50 et 3 1/100 et a 1/200 respectivement.

On commence par 1a cellule qui contient 0,01 ml de serum, on melange bien

le sérum et 1'antigéne en faisant des mouvements circulaires qui couvrent
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les zones suivantes :

1/25 = 27 mm de diamétre
1/50 = 24 mm de diamétre
1/100 = 21 mm de diamétre
1/200 = 18 mm de diametre

On remue doucement la plaque de maniére rotétoire, les rééctions ainsi
préparées dans 1'agglutinoscope s'incubent . sans lumiére et couvertes
d'un cou;ercle de \-rerre, durant 8 minutes; Trois minutes a;ant lé lecture
on donne un léger mou;ement de rotation. A 8 minutes prés, on rééli se la
lecture avec la lumiére et sur fond obscur en inclinant légérement la

plaque. On fait 3 classifications :

Agglutination campléte (+)

Agglutination incompléte (I)

Agglutination négati\-/e (-).
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Méthode pour réaliser le test du tube

A 1'aide d'une pipette graduée, on dépose les quéntités de 0,08, 0,04, 0,02
et 0,01 ml de sérum dans chacun des & tubes d'agglutinétion; La base du
menisque dans l'arifice de la pipette doit toucher la ligne de graduétion
requjse; La pipette s'insére dans le fond du tube et on la retire en ap-
puyant sur les parois pour permettre que soit deposé le serum detenu dans

la pointe de la pipette;

On distribue épre’s 2 ml d'éntigéne (0,045 % de Brucellas) dans chacun des
tubes contenant du sérum afin d'obtenir des dilutions de 1/25 de 1/50, de
1/100 et de 1/200 respecti\'rement; Agitez doucement et incubez 3 37°C du-

rant 40 3 4¢ heures.

La lecture doit se faire sur un fond noir opaque, avec lumiére puissante

cépable de traverser les tubes;

L'agglutination de 1‘5ntigéne sous forme de gr(meéux et de sédiment au

fond du tube 3 cause de la gravité, détermine la clarification du llqulde;

L'agglutination est compléte (+) quand le liquide du mélange sérum-antigéne

apparait clair et que la simple agitation ne rompt pas les gruneaux.

L'égglutination est incompléte (I) quand le mélange sérum-antigéne est

partiellement clair et que la simple agitation ne rompt pas les grumeaux.
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L'agglutlnétion est négétive (-) quahd le mélange sérum-aﬁtigéne n'ap-

parait pas clair et que la simple agitétion ne ré;éle pas de grumeaux.

Interprétation des résultats

Dans les tabl eaux sui;ants on donne les interprétét.ions des ré;hltéts de
la séroagglutination pour 15 méthode du tube et podr le test rapide. C'est

une adaptation du Géme. répport du comité FAQ, OMS d'experts en Brucellose;

Bovins non vaccinés ou vaccinés a un age supérieur 3 8 mois

1/25 = 25 UL 1/50 = 50 UI 1/100 = 100 UL 1/200 = 200 UI Interp.

- - - _ Nég.
I ~ - - Nég.
+ - - - Nég.
+ 1 - - Susbect
+ + -~ - Suspect
+ + I - Suspect
+ + + - Pos;
+ + + 1 Pos;
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Bovins de 30 mois ou plds, vaccinés i 1'3ge de &4 a 8 mois

1/25 = 25 UT  1/50 = 50 UI 1/100 = 100 UI 1/200 = 200 UL Interp.

- _ _ - Nég.
I - - ' - Nég'
+ - - - Nég.
N N - - Nég.
+ + 1 - Suspect
+ + + - Suspect
+ + + I Suspect

R N ' + Positif






COLORATION PAR LE GRAM

Clest le danois Hans CHRISTIAN GRAM qui découvrit en 1884 cette méthode
de coloration. Beaucoup de modifications ont été faites au cours de ces

derniéres années, cependant les notions de base persistent encore.

La modification de HUCKER est facile 3 utiliser 3 cause de sa rapidité

et son effectivité.

REACTIFS

a. Solution "Mére" de cristal violette
Cristal violette 85 % 20 gr
Ethanol 95 % 100 ml

b. Solution "Mére" d'Oxalate
Oxalate d'Ammonium 1gr
Eau distillée 100 ml

Solution a employer : Diluez la solution meére de cristai \-dolette 1:10
avec de 1'eau distillée et ensuite mélangez avec & volumes de la solution

meére d'oxalate. Gardez dans un flacon ayant un couvercle en verre.

c. Solutiom Lugol ioduree pour GRAM

Cristaux d'iode 1gr

Iodure de Potassi(nm 2 gr






Faites dissoudre complétement dans 5 ml d'eau distillée, ensuite ajoutez:
- Eau distillée 240 ml

- Bicarbonate de Sodium 3 5 %
(solution aqueuse) . 60 ml

Mélangez bien et gardez dans des flacons ambrés.

d; Décolorant
Ethanol (95 %) 250 ml
Acétone 250 ml

Méléngez et gardez dans des flacons ayant des couvercles en verres

e. Colorant de Contraste

Solution "Mére" de safranine

Safranine 0 25 gr

Ethanol 95 % 100 ml

Solution a employer: Diluez la solution mére de safranine dans
1l'eau distillée et dans la proportion 1:5 ou 1:10; gardez en flacon de

. couvercle en verre.

PROCEDE

1. Agrégez la solution de cristél violette; Léissez-la agir pendant 10 3

‘ 20 secondes;






2. Lavez premicrement avec de 1'cau et le reste‘avec le luaoi
3. Agrégez le lugol et laissez-le agir durant 10 a 20 seccondes
4, Lavez et agitez la lame pour éliminer l'excés d'eau.

S. Décolorez avec la solution d'alcocl acétone jusqu'a ce que lé lame

reste incolore.

6. Ajoutez la solution de safranine et laissez-le agir pendant iO a0

secondes.

7. Lavez et laissez sécher.

La coloration de Gram divise toutes les bactéries en deux catégories con-
nues Ssous les noms de "Grém Positives" et "Gram Négatives" dépendaht de
que 1l'organisme résiste ou non a la décolor ation pér 1'acétone, 1'alcool
ou l'huile d'aniline apres le traitement avec un colorant dérivé de la
pararosani line (Ex: Violette de Méthyle) et un traitement subséquent avec

la solution iodée;

Les bactéries Cram Positives résistent 3 la décoloration et restent colo-

rees en violet.

Les bactéries Gram négéti;es sont décolorées et par conséquent retiennent
le colorant de contraste (Fuchsine basique, séfranine, rouge neutre et

carbol fuchsine diluée); La coloration de Gram est la plus employée au la-
boratoire, mais en plus de ser;/ir pour observer la morphologie des organis-

mes, oriente \‘/ers la classification postérieure de 1'’organisme.






On doit faire ressortir que les espéccs qui céractéristiquement sont
Cram positives peuvent épparaitre Gram négati;es sous certaines conditions .
de croissance surtout dans les anciennes cultures. D'autre part, les es-
péces qui caractéristiquement sont Gram négétl;es ne produisent pas de
cellules qui se colorent Gram positj;ement quand la coloration s'effectue

de maniere correcte.

La réaction de Grém paralt refléter un aspect fondamental de lé structure
cellulaire et est en relation a;ec beaucoup d'autres propriétés biologi-
ques, par exemple les différentes especes d'un genre ont la méme réaction
les bactéries Gram positi;es sont plus susceptibles que les Crém négati-
ves a 1'action .antibactérienne de la peni¢:line, aux acides, aux iodures,
éux colorants basiques et aux détergents; et moins susceptibles aux al-

calis, a 1*azida, a 1'acide tellurique, aux enzimes protéolitiques etc.

B8 - COLORATION ACIDO-RESISTANTE

La coloration acido-résistante s'emploie au laboratoire podr colorer les
organismes du genre mycobacterium et certains actinomycea(Nocérdia) prin-

cipalement;

Coloration : Méthode Ziehl-Neelsen

Reactifs :
é; Colorant de Carbol - fuchsine

Fuchsine Basique 0,3 gr






Ethanol (95) 10 ml

Mélangez ceci avec le suivanb :

Cristaux de Phénol 5 ml

Eau distillée 95 ml

b. Alcoil Acide

Acide Chlorhydrique concentré 3 ml
Ethanol 95 % 97 ml

c., Colorant de contréste:
Bleu de Méthylene 0,3 gr
Eau distillée 100 ml

Procedé :

1. Préparez un frottis d'une épaisseur éppropriée, laissez sécher.

2. Placez sﬁr le frottis une bande de papier filtre de dimension beau-
coup plus petite que la lame;

3. Agrégez le colorant de Carbol-Fuchsine, chét:ffez jusqu's ce que des
\'rapeurs se forment, On ne doit pas laisser que le colorant entre en
ébullition, 11 faut aussi éviter le désséchement de la lame.

Temps : 5 minutes
4. Permettez que le colorant agqisse durant $ minutes sans chauffer a la

fin de la période remuer le papier et la;ez a\)ec de l'eéu codrante;






5. Décolorez avec de 1'alcool acide jusqd'é la formation d'une couleur
rose ou jusqu'a ce qu'on ne ;oit plus de coloraht (pour frotis de di-

mension appropriées, cette opération dure a ped pres une minute).

6. Lavez a;ec de 1'eau. Agrégez le colorant de contraste et laissez agir

pendant 20 ou 30 secondes.

7. Lé\-nez, laissez sécher 3 1'air libre.

Les bactéries acido-résistantes sont relativement imperméables et résis-
tantes a l'action des colorétions simples, mais quand on colore é;ec un
colorant fort comme le Carbol-fuchsine, résistent a la décoloration sub-
séquente par acides forts; N'importe quel orgénisme qdi ne soit pas acido-
résistant sera décoloré par l'action de 1'acide et prendré le colorant

de contraste.






EPREUVES DIFFERENTIELLES SPECIALES

lgge s-Proskauer

Identification de production de l'acétyméthylcarbinol;

Réactifs
Solution 1: S5 % d'alpha-naphtol dans 1'alcool éthylique absolu.

Solution 2: 40 % d'hydroxyde de potasse contenant 0,3 % de créatire.

" Méthade

On transfere 1,0 ml d'une culture de 48 h a 37°C d'un bouillon de culture
MR-VP a un tube Wasserman et on ajoute 0,6 ml de la solution 1, ensuite

0,2 ml de la solution 2; On agite et on laisse durant 5 3 10 minutes. Une
couleur oranqe brillant se développe et s'étend graducllement dans le bouil-

lon de culture au cas ou il se produit de 1'actylméthylcarbinol.

Méthode alternative : Ajoutez 5 ml d'une solution a 10 % d'hydroxyde de
potassium a 5 ml de culture. Agitez et laissez exposer a 1'air. Observez
a Intervalles de deux, douze et ving-quatre heures. La réaction est posi-

tive quand i1 apparalt une couleur rougeatre.

Indol

Réactifs : p-dimethylaminobenzaldéhyde 2 g

Alcool éthylique, 95 % 190 ml






Acide hydrochlorique (conc.) 40 ml

Méthode

On ajoute 1 ml d'éther a 5 ml d'unc culture de 48 h. milleux: boufllon
nitrate triptique eau peptique ou culture de 1'infusion de coeur de

boeuf. Agitez. Léissez reposer de sorte que 1'éther monte 3 la partie
supérieure du tube. Aprés, déposez lentement 0,5 ml du réactif sur le

coté du tube de telle sorte que se forme un anneau entre le milieu et
1'éther. Si 1'indol s'est accumulé par 1'éther, il se forme un anneau
rouge brillant sous la couche d'eéther. S'il n'y a pas d'indol, aucune cou-

leur n'apparaltra.

Oxydase

Identification de production de cytocromooxydase. Péparez une solution
a1% (0,1 gen 10 ml d'eau distillée) de p-aminodimethylaniline monohy-
drochlorure ou 0,5 %de N, N, N', H' - tetramethyl - p - plenyldiamire

dihydrochlorure.

Le colorant est ajouté a l'eau distillée en laissant reposer le tube pen-
dant 15 minutes avant son usage. La solution doit €tre conservée dans un
flacon ambré sous réfrigération. Les solutions du premier composé sont
satisfaisante pour une semaine approximatis)ement, tandis que des solutions

du second composé peus)ent étre utilisés pour un mois.






Méthodes

On ajoute la solution de colorant aux portions de culture qui contiennent
les colonies suspectes. Les colonies qui contiennent citocroooxydases
dew)iennent rosées, changeant au rouge, et finalement au noir quand on uti-
lise les solutions du premier couposé; Les solutions de 1'autre composé
colorent les colonies positives a citocroomooxydase en rouge foncé. On
peut obtenir commercialement les bandes de papier ou les disques qui con-

tiennent du p-aminodiméthylaniline.

CATALASE

On utilise les cultures en tube incliné. On ajoute 1 ml d'une solution
a 3 % de peroxyde d'hydrogene sur la culture. On agite le tube de manié-
re que la solution couvre la superfice de croissance; Ure ébullition ra-

pide de gaz indique une réaction positive.

Le test peut €tre aussi fait en transférant une petite quantité de culture,
de préférence une colonie a une lamelle porte-objet. On ajoute une goutte
de péroxyde d'hydrogene frais (3 %) en appliquant ensuite un couvre-objet.

Réaction positive : production de bulles de gaz;

ROUGE DE METHYL

Réactifs :

La solution de rouge de methyl seprépare en dissolvant 0,1g de rouge de
méthyl dans 300 ml d'alcool éthylique & 95 % en le diluant & 500 ml avec

de 1l'eau distillée.
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Méthode

Avec 5 ml de culture (incubé pendant 5 jours a 37°C dans un bouillon de
liquide MR - VP), ajouter 5 gouttes de solution de rouge de méthyl. Une
réaction positive se manifeste par une couleur rouge claire, indiquant
1'acidification (pH 4,4 - 6,0); Une couleur jaune constitue une réaction

négative.

REDUCTION DE NITRATES

Réactifs

Solution 1 : Alphanaphthylamine .
5 N acide acétique (q. s. p. 1.041 g) 1.000 ml Sg. Filtrer

Filtrer a travers du coton absorbant.

Solution 2 : Acide sulfanilique

Acide acétique 5 N (a. s. p. 1.041 g) 1000 ml 8g.

Méthode

Ajouter a 5 ml de culture en bouillon de liquide nitrate 1 ml de solution.
2 suivi de 1 ml de solution 1 ajoutée goutte a goutte. En présence de ni-

trites, se développe une couleur rosée, rouge ou marron.

Dans le test de réduction de nitrates, s'il est négatif, le nitrate n'a
pas été désagrégé ou le nitrite a €té désagrégé au préalable. La présen-
ce ou l'absence de nitrates peut étre déterminé en ajoutant une petite

quantité de poudre de zinc. La quantité est critique de telle sorte que






la meme quantité de zinc doit étre ajoutée a un tube controle non inoculé.
En présence de nitrates, on obtient une couleur rouge comme résultat de
la réduction du nitrate par le zinc. Si le test de zinc n'indique pas la
présence de nitrates et le test de nitrites est positif, le nitrite a été
désagrégé par la suite et 1'organisme que 1'on considére, produira une

réaction positive de réduction de nitrates.







TROISIEME PARTIE : VIROLOGIE

Clasification des virus animaux
Isolation des virus

Inoculation des oeufs embrionées
Technique de 1'Immunodifusion

Technique d'hémagglutination et d'inhibition
d'hemagglutination

Immunofluorescence
Immunoélectroosmophoreése (IEOP)

Enzime - immuno - essal (ELISA)
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Tabte 4. General outline for isolation and identification
of human and animal viruses

Speci:nen
\
{ 1 ! L
Immuno- Histo- Electron Immunologic
fluorescence pathciogy microscopy test*

Prep.ration: Sterility test. ..ntibiotics

Inocuiation of appropriate cuitural system

I I -
Animals Chicken embryos Cell (tissue)
cukure

|

Harvest from cultural system

|

Serologic test**

e—q
(@]
"

. | I ]
VN HA; HI HAd; HAdI IF

b= Immunologic {protection) test* with animals if appropriate

Subpassage for further study

**VN - virus neutralization

HA - hemagglutination; HI ~ hemaggiutination-inhibition
HAd -~ hemadsorption; HAdI - hemadsorption-inhibition
IF - immunofluorescence

ID - immunodiffucion

CF - complement-fixation
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Table 5. Specimens to be collected for isolation of
some human and animal viruses

Source of Specimen
Infection
Clinicai b Necropey
Respirator
Influer. as Nasal swabs, mucus Lung
Parain:. .enzas i “
Newcas te disesse " "
Rbinov.ruses Nasal and conjunctival °
swabs, mucus
Avian laryngotracheitis Nasal swabs, mucus Trachea
Avian, numan coronaviruses " Lung
Canine iistemper Nasal and conjunctival Intestine,
swabs, mucus bladder
Central nervous system
Arboviruses Blood, cerebrospinal Brain
fluid
Rabies Saliva Brain
Coxsackie Feces, cerebrospinal Brain
fluid
Enteric
Poliomyelitis Feces Brain
Animal enteroviruses “ Intestine
Cutaneous and mucous membranes
Poxes Vesicular fluid .e-
Vesicular stomatitis e Mucous
membrane
Herpes simplex, zoster o cae
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ROUTES OF INOCULATION OF CHICKEN EMBRYOS

Allantoic Cavity

METHOD 1—Figure 2-A
1. Candle the egg and select an area »f the chorioallantc:c membrane distant from the

embryo and amnionic cavity and free of large blood vessels about 3 mm b:low the
base of the air cell. In this area muke a pencil mark at the point for inocu:ation.

2. Make a similar mark at the upper =xtremity of the sh-il over the air cell.
3. Drill a small hole through the she:i at each mark but do not pierce the sheil membrane.

4. Apply ‘tincture of metaphen or another suitable disinfcctant to the holes and allow to
dry. :

Allantoic Cavity Method No. 2

Yolk Sac Method No. 2 _ Amaionic Cavity

) Shell Method No. 1
Allantoic Cavity Membrane Chorioailantoic
Method No. 1 . :

Allantoic Memh:ne

Cavity S\, Method No. 1 & 2

X Amnionic
"\ Cavity

. Choricallantoic Membrane
Method No. 3

Artificial Air Cell

. - —— . -

= -
S, T m . e o -

Figure 2. Routes of inoculation of chicken embryos.






TECHNIQUE DE L'IMMUNODIFFUSION

L'immunodiffusion est une technique de grande utilité, non seulement
pour le diagnosticbde quelques maladies Qirales mais encore pour les
études de caractéres des antigénes de divers microorgmismes; A travers
son usage, on voit une réaction de précipitation dans un milieu semi-
solide. Les réactifs, antigenes et anticorps s'attirent et se précipitent
dans la zone oi les propartions sont excellentes. Le précipité s'exprime

a la mani€re d'une ou plusieurs lignes blanches ou opalescentes qui restent
stables.

On utilise divers agents gélifiants mais 1'Agar est le plus communément
utilisé pour les virus animaux.

I1 existe différents types d'immunodiffusion, mais la meilleure applica-
tion est celle de la double diffusion de Ouchterlony. L‘vimno-électropho-
rése, une méthode analytique trés sensible, combine la diffusion de 1'agar
avec la migration électrophorétique des réacti fs. A cette catégorie appar-
tient la technique d'immunoélectroosmophorcse de grande utilité en études
pour déterminer les réactions sérologiques du virus de la peste porcine.
africaine; La Immunodiffusion radiale de Mancini, permet une quantifica-
tion exacte d'antigenes, ahticorps et du complexe formé;

1. Hatériels (Diagnostic d'Anémie Infectueuse Equine)

Agar noble spécial (Laboratoire Difco)
Buffler borate PH 8,6

Pipettes Pasteur

Boltes de pétri de 100 mm de diametre
Perfarateur pour 1'agar

Antigene spécifique

Anti-sérum controle positif
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2. Méthodes

a.

h.

Préparez les solutions de 1 3 2 % d'agar en buffer borate PH 8,6;
L'agar, dans un milieu de chauffage approprié (ébullition ou auto-
clave 3 100°C durant 5 minutes) présente des granulés non dissouts,
doit etre ¢liminé.

Placez 5 ml d'agar i 2 % dans chaque bolte de pétri et laissez
gélifier.

Placez une couche d'agar a 1 %, 15 ml, sur la partie antérieure et

laissez refroidir-afin de permettre 1'évacuation de la vapeur.

Elaborez les cellules dans l'agar, utilisant un moule de sept ori-
fices, un central et six périfiériques de 7 mm de diamétre et avec
une distance de 3 mm entre eux. Coupez la couche superficielle
d'agar seulement.

Succion de 1'exces d'agar

Placez quelques gouttes d'antigene dans la cellule centrale, en ayant
soin de ne pas les remplir excessivement.

Placez le sérum contrdle positif de chaque coté du sérum 3 mettre a
1'épreuve. Placez les sérums diagnostiqués. On peut diagnostiquer
un total de 3 échantillons dans chaque moule.

Placez les boftes a la température ambiante en chambre hunide;
Obser{/ez entre 48 et 72 heures pour détecter la formation de lignes

spécifiques. Utilisez la lumidre indirecte.forte et fond obscur
pour visualiser.
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}. Reportez vos résultats, élaborez quelques schémas, analysez et for-
mulez des recomandations concernant chacun d'eux.






TECHNIQUE DE L'HEMAGCLUTINATION

Certains virus ou leurs antigeénes s'adsorbent aux globules rouges ou
erythrocytes, a partir de récepteurs dans leur superficie. Comme résul-
tat, les globules rouges s'agglutinent, phénoméne appelé HEMAGGLUTINATION

Le test d'HEMAGCLUTINATION est trés simple. Fondamentalement, les érythro-
cytes en suspension sont en contact avec :

1) une suspension qui contient les virus (ou ses antigeénes) ou
2) une préparation sans virus ou ses antigenes.
Les erythrocytes se déposent par gravité :
1) en présence du virus (ou ses antigenes) ensemble, ou en absence
de \-firus comme un disque compact dans le fond du tube.

Cette preuve s'utilise amplement pour le diagnostic de quelques infections
virales de 1'homme ou des animaux. En genéral, aux fins d'avoir certains
diagnostics, on emploie les érythrocytes des poulcts ou des humains du
groupe sanguin 0, Dans le diagnostic caurant, (virus d'influenza ou new-
castle) on utilise virus inactifs pour diminuer le risque des infections
humaines.

1. Materiels

Suspension de virus (Virus de newcastle)
Erythrocytes citradés

NaCl (0,85 %) ou PBS (0,01 M, pH 7,2)

Tubes de centrifuge

Tubes de sérologie, 12 x 72 mm, de fonds circulaire
Pipettes stériles de 1,0 et 10.0 ml.

Centrifuge

Bain marie, 37¢C .
Calibre (Eliminez le dernier lavage).






2. Méthodes

a. Séparez le plasma des globules rouges en centrifugeant les cellules
citratées. Dans la saignée, utilisez une partie de citrate de sodium
a 5% pour 5 parties de sang; La{/ez trois fois les cellules dans la
saline a 0,85 % : mélangez la suspension citratée avec 5 volumes
de saline approximativement, laissez déposer la suspension d 1500
RPM pour dix minutes. Eliminez le superflu, agrégez la saline fraf-
che et répétez deux fois de plus*. Suspendre 3 nouveau le résidu
en saline 3 10 %. Cardez a la tempér ature de reéfrigération (4°C)
pour 5 3 6 jours;

b. Préparez une suspension d'érythrocytcs en PBS de 0,5 %.

c; Préparez les di lutions doubles en série (1:10 3 1:640) de la sus-
pension virale en PBS.

Dilutions
) 1:10 1;20 1:80 1:160 1:320 1:640 CONT
PBS (ml) 3.6 0.4 0.4 0.4 0.& 0.4 0.4

Virus (m1) O ;4

0.6 0.4 0.6 0.4 0.6 0.4 0.0
1
a
éliminer

d Agrégez 0,4 ml d'érythrocytes a 0,5 % a tous les tubes (les tubes
controles doivent tenir 0 s4 ml de PBS plus 0 4 ml d'erythrocytes).

e; Agitez les tubes; Placez les au bain marie.A inter\'/allw de 15, 30,
45 et 60 minutes. Lisez la réaction en examinant 1'aspect des éry-
throcytes accumulés au fond du tube, regardant comme dans un miroir
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placé a la base du calibre.

3; Résultats

a. Dans le tube controle, les cellules se déposent dans le fond, for-
mant un disque de forme et limites précises.

b. Les réactions intermédiaires forment des agrégats irréguliérement

associés avec un halo de cellules finement agrégées.
c. L'agglutination la plus grande se caractérise par la formation d'un
dépot d'érythrocytes uniformément agglutinés, couvrant tout le fond

du tube.

Exemple :

OO0 O

1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320
8HA 4HA 2HA Point final
Unites Unités Unités 1 Unitée HA

d. Les résultats stexpriment 0, 1, 2; 3 ou &4+.

e; Le point final correspond 3 la plus haute dilution de la suspension
virale que produit la plus grande agglutination (4 +). Cette dilution
contieSt 1 unité HA (hémaglutinant)pour le volume utilisé. La dilu-
tion suivante plus petite (plus grande concentration) contient 2 uni-
tés HA, etc.






TECHNIQUE D'INHIBITION DE L'HEMAGLUTINATION

L'inhibition de l'hemaglutinatlon (HI) se base sur l'ihnibitim de 1'he-
maglutine virale par les anticorps specifiques. La preuve s'utilise pour
détecter indirectement la présence d'un virus hemaglutina\t. A cause de

son caractére protéique, le virus conduit 3 la formation d'anticorps chez:
1'hdte. Si le sérum de 1'hote inhibe 1'hémaglutination par le virus qui
nomalement le fait, ceci signifie que le virus était présent chez 1’hote.

1'..

2,

Materiels

Suspension du virus

Antisérum spécifique

Erythrocytes citratés

PBS ou solution NaCl 0,85 % stérile

Tubes centrifuges stériles

Calibre de tubes de sérologie

Tubes de sérologie 12 x 72 mm, fonds courbe, stériles.
Pipettes de 1.0 et 10.0 stériles.

Centrifuge;

Bain marie 37°C

Méthodes

a. Préparez di lutlons doubles sériées de l'antiserm en PBS, en commen-
gant par 1:10. Distribuez les dilutions du sérum en quantités de 0,2
ml en petits tubes de serologie.

b; Titrez 1'antigéne comme dans le test HA. Déterminez la dilution qui
contient 4 unités pour 0,2 ml.

Exemple :

Si le titre HA du virus est 1:80, ceci représente 1 unité HA. Cepen-
dant, une dilution de 1:10 contiendra 8 unités HA en 0,4 m1 ou & uni-
tés en 0,2 ml.
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Agrégez & unités d'antigéne en volumes de 0,2 ml 3 chaque tube d'anti-
sérum.

c. Ajoutez les controles suivants :

1) Sértm) dilution 1:10, 0,4 ml

2) Antigéne seul, & unités, 0,4 ml

3) Sérum positif connu, 1:10, 0,4 ml

4) Sérum négatif connu, 1:10, 0,4 ml

5) A titre de vérification d'erreur de dilution, ou de variation
d'érythrocytes d'un lot i 1'autre, réalisez une titularisation
des & unités.

a) Placez 0,4 ml de P8BS dans chacun des 5 tubes;

b) Au premier tube, agrégez-le o,4 ml de la dilution de virus
dans le cas antérieur 1:10) contenant 8 unités HA. Mélangez
et transférez 0,4 ml au second tube. Continuez et retirez
0,6 ml du dernier tube.

d. Incubez a température du laboratoire durant 30 a 60 minutes.

c. Agréger 0,4 ml d'érythrocytes 3 0,5 % 3 tous les tubes. Agitez.
Placez tous les tubes a température appropriée jusqu'a ce que les
cellules controle soient sédimentées complétement.

f. Lisez le titre du sérum, ceci correspond 3 la plus grande dilution de
serum qui inhibe l"hémaglutination par le virus qui s'exprime comme
la reciproque de cette solution de sérum.

Exemgle :






[o¥ejojo]

Pas d'hémagglutination

Titre du sérum : 80

g. Lisez la titularisation de 1'antigene ainsi :

Seulement les trois premiers tubes doivent montrer l'égglutinatim,
ce qui indique effectivement & unités HA par 0,2 ml furent utili-
sées dans le test. Si l'égglutinatim se présente dans plus de 3
tubes, la concentration de virus doit &tre changé (dilué) par ad-
dition de PBS. Si moins de 3 tubes présentent 1'agglutination, la
concentration de virus doit &tre éugmentée ajoutant plus de virus

h. Lisez les contrdles :

oo

1) Le sérum seul doit etre négatif

2) L'antigéne seul doit étre négatif

3) Le sérum positif seul doit Etre positif
4) Le sérum négatif seul doit étre négatif

4 + -






THMMUNOF LUORESCENCE

DESCRIPTION DE LA TECHNIQUE
Matériel
1. MICROTOME

Instrument qui va nous permettre de découper les tissus en congélation

amygdale , foie, etc) Ces codpes ne doivent pas dépasser la grosseur
de 4y, bien que 1'idéal soit 2U.

Au cas ou il n'existe pas cet appareil, on peut faire des impressions

sur les porte-objets, par conséquent le diagnostic sera moins précis.

2. ACETONE

On ne doit pas employer de 1'acétone a plus de 20*C, car dans cette

situation l'é{raporation se fait tres rapidemnt;

3. TAMPON PHOSPHATE pH 7,2 (0,5 M)

NaCl 8,0¢g
KC1 0,2 ']
KH,PO, 0,2 ¢
HNazPOQ(am.) 1,15 ¢
Eau distillée 1.000 cc

4. CLYCERINE TAMPONNEE oH 8,6

Carbonate-Bicarbonate pH9






5.

Glycérine Pure: 7 parties HNaC()3 3,74¢
Carbonate-Bicarbonate pH 9: 3 parties
NaZCO3 0,6 g

Eau Distilléee 100 cc

MICROSCOPE DE FLUORESCENCE

Méthode

1.

2.

4.

On réalise des 00@33 d'organes sélectionnés avec un microtome (amyg-
dales - rile). Epaisseur: 2 - 4U. Si on ne dispose pas d‘'un micro-
tome, on peut faire des impressions sur porte-objets.

On fait sécher a la chaleur au moyen d'une lampe durant 10 minutes,

ou bien on utilise une sécheuse.

On fixe en acétone, par immersion durant 15 minutes, Cela peut se faire
a température ambiante, si celle-ci n'est pas trop élevée. On recomman-
de que la températurene dépasse pas les 20°C. De toutes les fagons on
peut le faire en réfrigération.

On met la préparation en contact avec le corijugué fluorescent de telle
sorte que la coupe soit completement recouverte.

I1 est trés important d'employer le conjugué dans sa dilution optimale
afin d'éviter une fluorescence inespécifique ou un exces de colorant
qui traduirait une fluorescence de fond laquelle rendra difficile la
lecture.

Les dilutions du conjugué nous les faisons avec P8S pH 7,2.






6.

7.

Incubation de 1'echantillon

L'incubation se fait a 37°C en etuve durant 30 minutes. On doit la
realiser en chambre humide afin d'éviter la dessication de la pre-
paration.

LAVAGE

On le fait avec P8S pH 7,2. Tout d'abord, on retire les restes du con-
Jugué et on submerge les porte-objets dans PBS pH 7,2 durant 5 minutes.
Cette opération se repete trois fois.

On recommande de faire un dernier lavage avec de leau distillee pour
eliminer les possibles restes de sels du PBS, de cette fécon, on évite
les interférences au moment de la lecture au microscope.

MONTAGE DE LA PREPARATION

Une fois qu'on a lave les préparations, on les fait sécher a 1l'air ou
bien a 1'aide d'une sécheuse. Ensuite on dépose une goutte de glyce-
rine tamponée sur la coupe et on la recouvre avec un couvre-objet.

O02SERVATION AU MICROSCOPE DE FLUORESCENCE






IMMUNOELECTROOSMOPHORESE

(POUR LA PPA)
Matériel

- Equipement d'électrophorése, marque GELMAN LKB, ou d'autres semblables

(Chambre d'électrophorése, source d'énergie pour 500 volts, chassis
portoirs, poincons pour faire des cavites dans 1'agarosa.

- Buffer acetate veronal pH 8,6 force ionique 0,1 (Barbitol Sodique
13,38 g acétate de sodium - (3H20) - 8,83 g eau distillée 1.500 ml.

Adaptez a pH 8,6 avec de 1'acide chlorydrique concentreé.

- Agarosa a 0,6 % dans veronal.
- Antigene PPA.

- Antigéne controle négatif.

- Azida sodique

- Sérum controle positif.

- Porte-objets (2.5 x 10 cm)

- PBS PH 7,2.

Méthodes

a) Préparation d'agarosa (0,6 %).

1. On mélange une partie d'acétate veronal buffer avec 2 parties d'eau
distillée (force ionique 0,033).
2. On ajoute agarosa a 0,6% (SIGHA) et azida sodique a 0,1 %.

3. On la met au bain marie a 100°C ou a 1l'autoclave a vapeur fluente






b)

4.

-2-

durant 20 minutes. Le gel doit rester complétement transparent.

Ensuite on la distribue dans des flacons a raison de 40 a 60 ml par
flacon. On la conserve bien fermée a +4°C, jusqu'a ce qu'on fera

usage.

Antigene PPA

1.

2.

3.

5.

§.

7.

On cultive la ligne cellulaire MS (Monkey Kidrey stable) dans des .
bouteilles pyrex, Povitsky ou des flacons Roux.

Quand le tapis est confluent, on procede a 1'inoculation avec un
virus PPA adapté a la ligne cellulaire d'infection 2/1. On laisse
en adsorption pendant 2 heures. Aprés cette pérlode}on ajoute le
milieu de maintien (YLE avec 2 % de sérum de génisse) et on fncu-

be a 37°C.

Quand 1'effet citopatique aura atteint toutes les cellules, en géné-
ral aux environs de 48 heures post infection, on recueflle la partie
qui surnage avec toutes les cellules.

On centrifuge 3 1.00C g durant 20 minutes.

On élimine la partie qui surnage et le sédiment cellulaire est sus-
pendu a nouveau dans un double volume de PBS pH 7,2.

On soumec a& i'ultrason pendant 3 minute, a 50 W dans un bain de
glace.

Les cellules traitées a 1'Ultrason sont centrifugées a 48.000 g du-
rant 45 minutes a 4°C.

On recueille la partie qui surnage et on y ajoute de 1'azida sodique

pour donner une concentration finale de 0,01 %.
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9. L'antigene se titre en bloc par rapport a un sérum PPA standard pour
savoir la dilution optimale a employer.

10. On conserve a 0°C.L'antigene controle négatif se prépare avec la
méme méthode que le positif, er employant uniquement des cellules

non affectées.

c) Réalisation du test

1. Les chassis avec 6 porte-objets chacun, sont placés sur une table
nivélatrice.

2. On introduit une petite quantité d'agarosa fondue entre les joints
des porte-objets pour bien consolider. Une fois fixés, déposez
10 ml d'agarosa a 45 - 50°C pour chaque 3 porte-objets en vue de
former une couche uniforme de gel.

3. Quand 1'agarosa se solidifie, placez les chassis dans une chambre
humide pour leur stabjlisation durant 30 minutes. Si on ne va pas
en faire usage immédiatement, il vaut mieux les conserver dans une
chambre humide.

4. Coupex les cavités dans le gel avec un emporte-piéce. Les cavités
ont 3 mm de diametre et sont séparées de 10 mm.

5. Remuez l'agar de la cavité de la cavité par succion a 1'aide d'une
trompe a vide.

6. Remplissez les cavités les plus proches de 1'anode avec les sérums
probléme et une cavité avec le sérum controle positif et les plus

proches de la cathode avec 1'antigene.






7. Ensuite on place les chassis dans la chambre électrophorétique et
on les applique un courant de 400 volts durant 30 minutes.

§. Passé ce temps, on les retire de la chambre électrophorétique et on
procede a la lecture a la lumiére indirecte.

9. Aprés, on les met dans du chlorure sodique a 2 % durant toute la
nuit. On les lave pendant une heure dans l'eau distillée et ensuite

on procede 3 la lecture finale.

d) Interprétation des résultats

- La ligne ou les lignes de précipitation se présentent proches du
centre entre 1'antigéne et le sérum, quoique légerement déviées vers le
sérum,

- Doit étre une ligne droite ou légerement courbée.

- La formation de cette ligne nous indique la présence d'anticorps
qui ont réagi avec 1'antigene et par conséquent le sérum est posi-
tif a.la PPA,

- L'efficacité de IEOP est a peu pres la meme que celle de la IFI,
que celle de la immunodiffusion radiale (IDR) et plus grande que
la double diffusion de Outcherlony (P.D. GA) (voyez tabie no. §)
dans les formes chroniques et Inapparentes, cependant trés infé-
rieure 3 la IFI dans les formes subaigues.

- Cette méthode s‘avére trés rapide pour la détection des anticorps

dans un nombre élevé de sérum .






ELISA PESTE PORCINA AFRICANA

A) REACTIVOS:

1.~ Tampon Carbonato pH = 9,4

COZNa2 -—= 1,399 grs
CO3HNa - 2,93 grs
H20 dest. 1000 m1

Ajustar a pH =9,6,
Revisar el pH antes de ser usado.

2.~ éolucion salina 0,85%

ClNa ——— 85 grs
Tween 20 - ——— Sml
H20 dest. - - 101

3.- Tampon O.P,D pH =5

Ac. Citrico - 2,14 grs
PO4HNa2. 2420 3,354 grs
H20 dest. - 400 ml

4.~ Tampon Fosfatq S8alino (PBS) - Twaeen 20 pH =7,4

ClNa 8 grs
PO4AH2K 0,2 gr
FPO4HNAZ2. 12H20 - - 2,9 gr
CiK 0,2 gr
Tween 20 0,5 al
H20 dest. 1000 ml

S.- Acido Sulfurico I N

Ac. Sulfurico x 16,1 ml
--- - -H20 dest. 200 ml

X~ S04H2,densidad:1,84,pureza: 99%.






Substrato

Tampon O.P.D - - %50 ml
H202 (30%) - 20 lambdas
0.P.D %x-—-- 20 mgrs

Dado el peligro potencial gque representa esta
sustancia, se recomienda la utilizacion de guantes vy
mascarilla durante la manipulacion del producto en polvo
Preparar antes de su utilizacion.en frasco opaco.

Sigma F-3888.

B) SENSIBILIZACION DE LAS PLACAS CON EL ANTIGEND

Como soporte solido se utiliza placas de 96 pocillos. de
Poliestireno. marca Dynatech Microelisa Mi129 B, desecha-
bles. . G '
El antigeno ( Vp 73 ) se emplea a la dilucion optima en
Tampon Carbonato-bicarbonato pH =9,46 y se anade en canti-~-
dad de 100 microlitros(lambdas) por pocillo a la placa,la
cual una vez cubierta se incuba durante 18 horas a 4 C,
Transcurrido este tiempo de incubacion se lava cuatro ve-
ces en solucion salina con Tween-20 y a continuacion se
utiliza o bien, se puede conservar durante S meses a 4 C
sin perdida de titulo del antigeno.

Si la placa a utilizar ha estado conservada a 4 C se debe
lavar al menos una vez en solucion de lavado antes de
colocar los sueros.

C) REALIZACION DE LA TECNICA

1.- Adicion de sueros control y objeto de estudio:

Se utilizan a la dilucion optima de “screening® de 1/3C
en FBS pH =7,2 con Tween 20. Se depositan 100 microlitros
de cada dilucion de los sueros por duplicado en todos los
pocillos de la placa sensibilizada con el antigeno.Una ve:
cubierta la placa se incuba durante i1 hora a 37 C.

Cuando existan varios sueros a testar es recomendable
realizar diluciones de los sueros en una placa separada,

-anadiendo 200 microlitros de PBS por pocillo , 10 microli-

tros de cada suero y otros 100 microlitros de PFPBS. Cor

estos ultimos se homogeneizaran varias vecet

transfiriendose su contenido a la placa sensibilizada cor
el antigeno






2.— Lavado:

Transcurrido el tiempo de incubacion se realizan 4
lavados en Solucion salina con Tween 20.
3.~ Adicion del conjugado (proteina A - Pero*idasa)l
La proteina A $,.se diluye a la concentracion de 25 ngr/100
microlitros en PES pH =7,2 con Tween 20 vy se anade en
cantidad de 100 microlitros por pocillo de la placa. Una

vez cubierta, se incuba durante i hora a 37 C.
$—- Sigma P-84651

4,~ Lavado:

Se repite el punto 2.

S.- Adicion del Substrato:

La O.F.D.$ se anade en cantidad de cien micgolitros
por pocillo a partir de la dilucion de trabajo descrita en el

_apartado de reactivos (4). La placa s@ incuba durante

aproximadamente cinco minutos a temperatura ambiente vigilando
constantemente 1los sueros control que son en definitiva los que
indicaran el momento idoneo de frenado de la reaccion. Tener
siempre preparada la solucion de frenado.

$-Sigma P-3888

é&.— Frenado de la reaccion:

Cuando' logs controles positivos y negativos
alcanzan 1la coloracion adecuada la reaccion es frenada por la
adicion de cien microlitros de acido sulfurico 3 N. Incubandose
durante diez minutos a temperatura ambiente.

7.~ Interpretacion de los resultadoss -

Los resultados pueden ser obtenidos por
l.ctura visual o colorimetrica:
a) Lectura visual:

En funcion del color desarrollado por los
controles positivos y negativos.Se denominaran a Jlos sueros
problema positivos en caso de presentar un color igual o mavor al
control positivo. En cuanto a los sueros negativos seran aquellos

que presenten 1igual o menor coloracion que el suero negativo
control. ' ’






La placa es leida en un colorimetro a la
longitud de onda de 450 nm. Los sueros positivos oscilan entre
las 800 vy las 1200 D.0O. mientras que los negativos van desde las
200 a las 400, Manteniendose por tanto una gran separacion entre
los sueros positivos de los negatives., 84 1la reaccion fuera
frenada antes de tiempo o 1la Proteina A estuviera a una
concentracion inferior los resultados serian sensiblemente mas
bajos pero siempre se podran diferenciar los positivos de los
negativos aunque quizas las diferencias no fueran tan grandes
como las comentadas. For el contrario si la reaccion no es
frenada a tiempo o0 1la proteina A esta muy concentrada se
producira color muy rapidamente tomando los controles negativos
mas color de lo normal. Como regla general si 1os controles
no son adecuados repetir la prueba.

Las placas deben leerse utilizando como blanco 1la
solucion de substrato y acido sulfurico.

D) GUIA PRACTICA DE PROBLEMAS:

. En 1la practica rutinaria del metodo Elisa, pueden
surgir problemas que, en la mayoria de los casos, son muy simples
Y, por ello, se suele con frecuencia omitir su comentario. Los
mas frecuentes los podemos resumir & continuacion:

PROBLEMA POSIBLE FUENTE DE ERROR
Placas con color indiscriminado Adsorcion defectuosa.
Poca diferencia entre los sueros Conjugado mal titulado.
Positivos de los Negetivos. , Defectuoso lavado.

Controles erroneos.

Placas sin coloracion. Conjugado muy diluido
Substrato mal pesado o
caduco.

Tiempo de incubacion
corto.

Came e e . Ausencia de controles po-
sitivos.

Poca diferencia entre los Mala titulacion del con-

sueros positivos v los ne- jugado.

gativos. - : Substrato muy diluido.

Poco tiempo de incuba-
cion del substrato.
Reactivos caducos.

L






QUATRIEME PARTIE : PARASITOLOGIE
- Comptaﬁe des oeufs par gramme. Technique de Mac Master.
- Technique de SLOSS modifiée

- Comptage des Larves.






NUMERATION DES OEUFS PAR GRAMME , TECHNIQUES DE MAC MASTER

Cette technique permet de faire une estimation du nombre d‘'oeufs, de larves

et de cocistes présents dans un gramme d'un échantillon donné.

Le procédé est le suivant:

On prend deux grammes de matieres fécales et on les dépose dans un réci-
pient adéquat. On ajoute 28 ml de solution saturée de sel ou solution de
sucre a 40:%. Agitez bien jusqu'a la formation d'une suspension homogene.
Tamisez a travers une toile métallique (augeo de cobre # 80) en pressant
bien avec une spatule, le résidu qui se trouve dans le tamis, qu'on éli-
minera aprés. Agitez bien la suspension et prenez avec une pipette du ma-
tériel suffisant afin de remplir la cellule avant de proceder a la numeéra-
tion, on doit attendre au moins trois minutes pour permettre que les ceufs
ou ooquistes flottent et restent tous dans le méme plan microscopique. La
numération se fait a 1'intérieur des zones délimitées dans la lame supé-
rieure de la cellule. La numeration de deux cellules par echantillon est

suffisante.

On calcule le nombre total de cocistes ou oeufs de la fagon suivante:

Nombre d‘oeufs par gramme = Numération Totale x 100
No. de cellules comptées

Ce calcul se base sur le fait que dans chaque cellule de la lame , on exa-

mine 0,15 m1 (0,15 cm de profondeur pour 1 emz). Si on devait examiner






la totalité de la suspension (30 ml) on aurait besoin de lire 200 cel-

lules qui nous donneraient le nombre d'oeufs pour 2 gr. Le nombre

d'ceufs pour 1 gr équivaudrait 3 la lecture de 100 cellules.

NOTES: Comme les oeufs ou les cocistes ont tendaﬁce a flotter, la pipet-
te doit etre remplie quand la suspension est en agitation continue et
ce matériel doit se transférer rapidement 3 la cellule. Le remplissage des

cellules seches est parfois difficile, pour cela on recommande de les laver

au début avec de l'eau courante.

TECHNIQUE DE SLOSS MODIFIEE

Cette technique permet de faire une évaluation du nombre d'oeufs dans un
échantillon donné, de la mme maniére permet aussi de réaliser 1'identi-
fication, en accord avec les caractéristiques morphologiques, d'un grand

nombre d'oeufs de parasites gastro-intestinaux.

PROCEDE :

1. On pese deux grammes de matiére fécale prélevée directement du

rectum et on les place dans un récipient adéquat.

2. Ajoutez 20 ml d'eau et agitez jusqu'a ce qu'on obtienne une suspension

homogene.

3; Filtrez a travers d'un tamis métallique fin (augeo de cobre # 80).






5.

6.

9.

10.

Lavez le récipient qui contenait la suspension, avec 10 ml d'eau

au plus, qu'on versera sur le contenu existant dans le tamis.

Avec une spatule on presse bien ce contenu de fagon a extraire la

plus grande qbantité d'eau.

Déposez le liquide obtenu par filtration dans deux tubes d'essai de
15 ml. diment numérotés et mettez-les au centrifuge pendant 5 minutes

a raison de 1.500 R.P.M.

Retirez les tubes du centrifuge et éliminez le liquide qui surnage
laissant 2 ml au-dessus du sédiment. Agitez le sédiment pour le sus-

pendre a nouveau dans les 2 ml de liquide laissés dans le tube;

Remplissez les tubes avec la solution sucrée jusqu'a ce que le mé-

nisque reste légerement au-dessus des bords du tube. S'il se forme

des bulles d'air, on doit les retirer du tube en introduisant une pointe

de papier absorbant dans la bulle. On apporte les tubes au centri-
fuge et on place une petite lame de 22 x 22 mm. .Centf:lfugez a raison
de 1.500 R.P.M, durant 5 minutes. On doit éviter la formation de bul-

les en plat;arit 1la petite lame sur le tube.

Retirez chaque petite lame lentement demanicre verticale et ensuite

les déposer sur une lame numérotée.

La lecture se fait au microcospe de lentille peu grossissante. Lisez

le total des ceufs dans chaque petite lame et additionnez les résul-






11.

G-

tats. Ce total est considéré comme le nombre d'oeufs présent dans
2 gr de matiéres fécales; on n'a qu'a diviser par 2 ce resultat pour
trouver le nombre d'oeufs présent dans un gramme de matiéres fecales.

Evitez que le centrifuge déemarre ou s'arréte brusquement

Solution de sucre pour la technique de Sloss

Sucre 454 gr
Eau potable 355 ml
Phénol 6,7 ml

NOTE: Chauffez 1'eau et ensuite ajoutez le sucre au fur et a
mesure et agitez aprés. Le phénol s'agrége quand la
solution est froide.






NUMERATION DES LARVES

Technique de Baerman

On utilise la technique de Baerman pour recueillir des larves vivantes
a partir des tissus ou de la matiere fécale. Elle se base sur le fait

-spee_par la mobilité des larves de némathodes qui une fois placées dans
1'eau se dirigent au fond du récipient qui les contient, ce qui perment

donc de les récupérer.

Matériel employé pour la technique de Baerman (Fig. 1)

a. Entonnoir en verre ou en plastique
b. Tube en caoutchouc uni a 1'entonnoir
c. Tube a essai unl au tube en caoutchouc

d. Tamis en cuivre pour mettre la matiere fécale.

Technique

1. Remplissez 1l'entonnoir avec de 1'eau a 45°C. On doit éviter la forma-
tion de bulles dans le tube a essai comme dans le tube en caoutchouc,
pour cela, on n'a qu'a comprimer le tube pour éliminer complétement
les bulles d’'air. |

2. Déposer 5 gr d= matiéres fécales dans un tamis métallique (le tamis

doit etre le plus serré possible afin d'éviter le passage du maté-






3.

5.

riel de sedimentation).

Déposez le tamis avec de la matiére fécale a 1'intérieur de 1l'enton-

noir. L'eau doit couvrir complétement les matiéres fécales.

Laissez sédimenter les larves durant six heures ou préférablement
d'un jour 3 un autre. Retirez le tube 3 essai et centrifugez a raison

de 1.500 R.P.M. durant 5 minutes.

Décantez la partie qui surnage laissant a peu prés 0,5 ml de sédiment.
Agitez le sédiment et 3 1'aide d'un compte-gouttes vous le déposez sur
une lame porte-objet pour son examen au microscope avec lentille peu

grossissante.


















