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Recherche du bacille tuberculeux dans le lait.

par Dr. G. Bouvier, Laboratoire bacteriologique de

Veterinaria S.A. Zurieh.

La tuberculose de la mamelle est une
affection frequente; pour certains auteurs
(Andersen, Martel, Ostertag), eile se ren-
contrerait dans la proportion de 5 ä 15%
chez les vaches tuberculeuses. Fontaine
et Huguier (1.). ^

II est bien connu que lors d'examens microscopiques de laits
malades, il est tres rare de trouver des bacilles tuberculeux. Ce
n'est guere que dans le 5 pour mille des culots de centrifugation
que le bacille de Koch se rencontre, parfois rare, generalement
tres abondant dans les mammites anciennes.

Sur 1467 laits examines, 455 etaient atteints de mammite
streptococcique, 60 etaient infectes d'autres germes (Colibacille,
pyogenes, diplocoques), 72 etaient cliniquement tuberculeux,
avec examen microscopique negatif et 7 enfin montraient des
acido-resistants caracteristiques apres coloration au Ziehl-
Neelson.

Ainsi un tres fort pourcentage de laits anormaux, non infectes
de streptocoques de la mammite contagieuse ou cliniquement
tuberculeux, reste sans diagnostic precis, par manque d'une
methode simple et relativement peu coüteuse de recherche du
bacille de Koch.

L'examen microscopique apres homogenisation du lait par
la methode de Thörner (2.) offre certains avantages sur l'examen

direct.

Technique de Thörner: Melanger ä 20 cc da lait un cc d'une
solution de potasse caustique ä 50%. Chauffer au bain-marie jus-
qu'ä. complete solution. Centrifuger et examiner apres coloration du
culot de centrifugation au Ziehl-Neelson.

La reaction de l'alcalinite ou de l'acidite du lait peut donner
certaines indications utiles au praticien, et nous ne saurions trop
recommander l'epreuve colorimetrique du PH de A. Lefevre (3.)
au moyen du Bleu de bromotymol, ou, comme nous procedons,
au moyen du Papier indicateur universel de Merck. II suffit de
laisser tomber une goutte du lait ä examiner sur le papier
indicateur, d'attendre quelques secondes, et de comparer avec
l'echelle colorimetrique pour obtenir un PH approximatif.
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Le lait normal a une reaction legerement acide, avec nn PH
variant de 6,5 ä 6,7. Alors que dans la mammite streptococcique au
debut, le lait est generalement acide, avec un PH de 5,5 ä 6,5, la
reaction est souvent franchement alcaline avec les laits tuber -

culeux (PH 7,2 ä 7,5). ,,I1 n'est pas sans interet de mentionner
la precocite de l'hypoacidite dans la mammite tuberculeuse, signe
tres important, alors que les autres types de mammites se carac-
terisent au debut par de l'hyperacidite du lait." (Lefevre, 3.)
Cette reaction n'est pourtant pas une regle absolue, et certains
laits font exception. Nous avons eu un lait tuberculeux, micro-
scopiquement negatif, avec un PH de 6. D'autre part, des laits
tres älteres, avec de rares streptocoques mal colorables et sou-
vent intracellulaires donnent des PH de 7,5 ä 7,8. Comme lepense
Lefevre (3.) ce n'est que par blocage progressif de l'activite
epitheliale que le lait vire ä 1 alcalinite. Les mammites a bac.
pyogenes donnent generalement des laits alcalins, avec PH 7,2
k 7,5.

Le sediment donne souvent des indications utiles. Dans les
cas de mammites streptococciques typiques, le depot de centri-
fugation est generalement eleve: de 5 ä 10%, et plus. Avec les
laits tuberculeux anciens, le sediment peut egalement etre eleve.
Mais quand le lait est ä ce point altere, les bacilles de Koch se

trouvent souvent au microscope. Dans d'autres cas, le sediment
de centrifugation est inferieur k 1%, souvent meme ä 0,5%. Le
liquide surnageant est alors aqueux, bleute. La quantite de
creme est tres variable, abondante dans les cas recents, faible k
nulle dans les cas tres avances.

La methode la plus utilisee pour la recherche du bacille
tuberculeux dans le lait, est l'inoculation au cobaye, animal sensible

par excellence. Comme le lait est souvent secondairement in-
feete, il est necessaire de le traiter prealablement, pour eviter les
infections locales ou generales. Saenz et Costil (4.) recom-
mandent la technique de purification suivante:

2 gr de materiel environ sont broyes k sec avee du sable sterile.
On ajoute de 1'eau distillee en quantite variable suivant la consistance
du produit. On mesure au moyen d'une pipette graduee 2 cc de cette
emulsion qu'on traite ensuite par un volume egale (2 cc) d'acide sul-
furique & 15% pendant 30 minutes. On introduit quelques gouttes
de tournesol (reactif indicateur) et on neutralise avec une solution
de soude k 30% jusqu'au virage blas, limite de la neutrality corres-
pondant ä un PH de 6,8 a 7,2.
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Avec le lait il se forme des grumeaux plus ou moins gros, qui
genent beaucoup les manipulations et les injections. Cette me-
thode est pourtant excellente puisque Ton sait que l'acide sul-
furique tue difficilement le bacille tuberculeux, particulierement
resistant. Dans ce sens, les experiences de Pul eher, relatives ä
la resistance et ä la survivance du bacille de Koch ä un contact
de 5 heures avec une solution d'aeide sulfurique ä 41%, sont
reellement probantes [Saenz et Costil, page 41. (4.)].

L'inoculation au cobaye offre certains desavantages: la reaction

est lente et demande 2 mois et plus. II n'est pas toujours
facile de ce procurer des cobayes en quantite voulue. La reaction
est coüteuse, car il faut inoculer deux cobayes au moins par
analyse.

D'autre part la methode des cultures donne des resultats sen-
siblement pareils, quand eile est pratiquee suivant une technique
rigoureuse, consistant ä tuer les germes associes. Elle n'est guere
que de 5 ä 6% moins precise que l'inoculation aux cobayes,
d'apres Stockmayer (5.).

Meyn (6.), pour la recherche du bacille tuberculeux dans le
lait melange de laiterie, emploie la technique suivante:

10 litres de lait sont centrifuges, ce qui donne un sediment de
1 ä 2 cc, qui est repris dans 30 cc de solution physiologique et de
nouveau centrifuge. Le depot est alors traite & l'acide chlorhydrique
ä 15—20% pendant 30 minutes environ, puis centrifuge et ense-
mence sans autre lavage sur Petragnani. Sur 1186 laits examines,
les cultures ont donne 51 resultats positifs, alors que l'inoculation au
cobaye du sediment de centrifugation de 60—100 cc des memes laits
n'a donne que 16 resultats positifs.

Ceci prouve assez la valeur d'une methode de culture bien
appliquee. En plus, la methode de culture donne des resultats
beaucoup plus precoces, apres 30 jours souvent.

La methode de Saenz et Costil est assez compliquee et ne
donne pas toujours de bons resultats avec les laits. Nous l'avons
essaye ä plusieurs reprises, et doit etre modifiee pour la recherche
dans le lait du bacille de Koch, du type bovin. La technique de
Meyn demande une instrumentation speciale.

La methode de purification ä l'Antiformine enfin, de Uhlen-
huth (7.) ne convient pas non plus pour le lait, car il se forme un
precipite important qui gene les ensemencements.

Nous avons prefere utiliser la methode de purification aux
acides, et avons essaye premierement l'acide sulfurique au Vioe-
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Le lait est centrifuge et le culot est melange d'un volume double
d'acide au !/ioe pendant 10 et 20 minutes, puis ensemence sur
Petragnani, sans neutralisation prealable.

Nous avons fait, avec cette technique un premier essai avec
un lait fortement tuberculeux, jaunätre, avec 5% de sediment
et tres nombreux bacilles de Koch a 1'examen microscopique.
Le lait ne presentait pas de germes associes. Deux cultures
directes furent pourtant infectees des le 2e jour. Deux tubes en-
semences avec le lait traite prealablement pendant 10 minutes
ä l'acide sülfurique au 1/10e se sont trouves egalement infectes
les 3e et 6e jours. Deux tubes enfin, en sentences avec le lait traite
pendant 20 minutes ä l'acide ont permis d'avoir une culture pure
de bacilles tuberculeux du type bovin, avec colonies lisses,
visibles a la loupe des le 30e jour. La souche, repiquable, s'est
montree pathogene pour les animaux de laboratoire.

Les infections secondaires des tubes de Petragnani sont encore
possibles apres 20 minutes de contact avec l'acide, aussi Saenz
et Costil recommandent-ils d'ensemencer un nombre eleve de
tubes, 8 a 12 au minimum, car il faut toujours compter sur un
certain dechet du aux moisissures et aux champignons.

Nous avons fait des cultures avec 2 autres laits cliniquement
tuberculeux, mais sans bacilles de Koch visibles au microscope,
sans resultat, car la glycerine de notre milieu a eu une action
empechante pour le type bovin, alors qu'elle favorise le develop-
pement des types humain et aviaire (J. Witte, 8.).

A partir de ce moment, nous n'avons plus utilise que le milieu
de Petragnani, modifie par Saenz (4.), auquel nous avons sim-
plement supprime la glycerine, puisque, en medecine veterinaire,
nous avons surtout ä faire au type bovin. Pour assurer le
diagnostic, il est d'ailleurs possible de faire deux series de cultures
avec les laits, une premiere avec milieu sans glycerine (Typ.
bovin) et une deuxieme avec milieu glycerine (Typ. humain et
aviaire).

Stockmayer (5.) est d'avis aussi que les milieux sans glycerine

faciJitent beaucoup l'isolement du bacille du type bovin.

Milieu de Petragnani modifie par A. SAENZ.

Dans un ballon de verre de im litre, avec 100 grs de perles de
verre steriles, mettre:

250 gr lait frais
16 gr Fecule de pomme de terre (Vogue)

1,5 gr Asparagine Poulenc.
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Faire bouillir an bain-marie une heure, jusqu'ä ce que le melange
prenne une consistance epaisse. Agiter frequemment. Refroidir ä
60° et ajouter:

8 ceufs entiers et 2 jaunes d'ceufs.
Agiter, et lorsque l'emulsion est bien homogene, filtrer sur gaze

sterile.

Ajouter: 24 gr de Glycerine sterile (que nous supprimons)
15 cc d'une solution aqueuse de Vert de malachite ä 2%

(qui peut etre supprimee).
Distribuer en tubes de 19 mm de diametre. Coaguler a 85°

pendant 30 minutes. Remplacer les tampons d'ouate par des bouchons
de caoutchouc. (Nous nous eontentons de paraffiner avec soins les
tubes.) Controler la sterilite 24 heures ä l'etuve.

D'apres Stockmayer (5.) l'acide chlorhydrique peut remplacer
avantageusement l'acide sulfurique, et, lors d'essais nombreux, nous
n'avons plus eu d'infections secondaires. Les moisissures ont disparu
de nos tubes d'isolement. La methode de Stockmayer est la sui-
vante:

Traiter le materiel k l'acide chlorhydrique ä 15% (15 cc HCl de
poids specifique 1,122, et 85 cc Aq. dest.) pendant 5 minutes, et
ensemencer sur milieu sans glycerine.

Lors d'essais, apres 2 ä 10 minutes de contact, l'acide
chlorhydrique ä 15% a tue tous les germes associes. Le bacille de Koch
par contre a resiste. Mais i) est, d'apres nos observations, parfois
dejä tue ou tres affaibli apres 15 minutes de contact.

Notre technique est actuellement la suivante, et nous a donne
des resultats positifs avec tous les laits tuberculeux que nous
avons eus, les cultures etant dejä assez developpees pour etre
diagnostiquees apres 25 ä 30 jours, parfois meme apres 17 jours
dejä:

Cinquante centimetres cubes de lait sont centrifuges pendant
10 minutes ä 3000 tours dans des tubes ä centrifuge de 3,5 cm
de diametre, sur 10 cm de haut, prealablement sterilises.

Le culot de centrifugation est emulsionne, au moyen de quelques

perles de verre steriles, dans deux fois son volume d'une
solution d'acide chlorhydrique ä 15% 15 cc HCl de densite
1,122 et 85 cc Aq. dest.).

Apres 5 minutes de contact, nous ensemen9ons abondamment
ä la pipette Pasteur, sur milieu de Petragnani modifie par Saenz,
sans glycirine, sans neutralisation prealable. Paire couler lente-
ment le liquide, qui contient des grumeaux plus ou moins gros
suivant les laits, sur le milieu de culture tenu obliquement, afin

3
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que les particules puissent s'arreter sur la surface. Utiliser ä cette
fin des pipettes assez larges.

Trois ä quatre tubes sont ainsi ensemences successivement,
ce qui fait un temps de contact de 6—7 minutes pour le dernier.

Au moyen d'une pipette ä boule, retirer le liquide acide du
fond des tubes, ce qui conserve un PH favorable du milieu. Les
tubes doivent etre soigneusement capuchonnds ou paraffinds, pour
eviter tout dessechement nuisible au bon developpement des
bacilles de Koch.

Mettre ä l'etuve a 37° pendant 6 semaines.
Nos milieux de culture sont conserves en glaciere a -j- 4°, et

restent ainsi longtemps frais.
Apres 6 semaines tous les tubes sont verifies, les surfaces sont

raclees ä la spatule, et les frottis ainsi obtenus sont colores au
Ziehl-Neelson, et examines. II n'est pas rare alors de reconnaitre
un developpement abondant de bacilles tuberculeux, alors
qu'aucune colonie n'est encore visible, meme a la loupe, comme'
le preconisait dejä Flückiger (9.). Parfois, le developpement
est plus lent, decelable apres 8 semaines seulement. Mais cela est
1'exception.

II est possible de faire deja un premier examen par raclage
des tubes apres 30 jours, mais le developpement n'est pas tou-
jours apparent. Le raclage des tubes offre l'avantage de reense-
mencer la surface entiere du milieu, lors de developpement faible.
L'examen ulterieur sera de ce fait grandement facilite.

II est exceptionnel de trouver des germes accidentels: acido-
resistants saprophytes, cocci, etc.

Nous procedons ainsi a la culture systematique de tous les
laits malades, negatifs a la recherche microscopique et culturale
du streptocoque de la mammite contagieuse, ou montrant un
sediment important, un PH anormal, ou provenant de vaches
cliniquement tuberculeuses.

Nous avons essaye de reduire la concentration de l'acide
chlorhydrique k 10%. Mais des infections secondaires nuisent
ou empechent le developpement du bacille de Koch. Nous
avons par contre ete amene rapidement ä retirer le liquide acide
des tubes ensemences, car l'acide laisse au fond des tubes modifie
rapidement le PH du milieu de Petragnani et ralentit ou gene
considerablement le developpement microbien.

Oü le liquide acide est laisse, le milieu prend une teinte vert-
bleu foncee, signe evident de 1'acidite acquise. Lors d'un essai

avec un lait microscopiquement tuberculeux, le developpement
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etait deja abondant apres 25 jours d'etuve dans les 6 tubes ou
l'HCl avait ete retire immediatement apres l'ensemencement.
Dans les 6 tubes temoins, oü l'acide avait ete laisse, 5 etaient
encore steriles et le sixieme ne montrait que quelques bacilles de
Koch apres 25 jours.

Notre methode de culture peut etre utilement employee pour
purifier une souche de laboratoire accidentellement souillee, et le
contact de l'acide semble meme parfois revivifier des souches se

developpant mal ou lentement.
Elle convient egalement pour la recherche du bacille tuber-

culeux dans les pus, secretions diverses et dans les broyats
d'organes ou de materiel suspect.

Les bacilles isoles de nos premiers essais sont repiquables et
sont pathogenes pour les animaux de laboratoire, conditions
„sine qua non" pour l'identification de bacilles tuberculeux
vrais. Pour la differentiation des types de bacilles de Koch, nous
renvoyons le lecteur au travail de Flückiger (9.).

Resume.

La culture permet de deceler le bacille de Koch chez des
laits microscopiquement non tuberculeux. La technique est
simple et rapide, et donne de bons resultats avec un milieu de
Petragnani ä 1'asparagine non glycerinö. Le lait, centrifuge, est
traite a l'acide chlorhydrique ä 15% pendant 5 minutes, puis
ensemence sans alcalinisation prealable. Afin de conserver le PH
du milieu, le surplus de liquide acide est retire immediatement
apres l'ensemencement. Le developpement du bacille
tuberculeux est, dans la regie, decelable apres 6 semaines.

Zusammenfassung.

Die Kultur erlaubt den Nachweis des Koch-Bazillus bei
mikroskopisch nicht tuberkulös erscheinender Milch. Die Technik
ist einfach und gibt gute Resultate mit glyzerinfreien Petra-
gnani-Nährböden unter Zusatz von Asparagin. Die zentri-
fugierte Milch wird mit 15%iger Salzsäure während 5 Minuten
behandelt und dann ohne vorherige Alkalisierung auf die
Nährböden verimpft. Um den PH-Gehalt des Nährbodens zu erhalten,
muß die saure Flüssigkeit sofort nach dem Verimpfen aus den
Röhrchen zurückgenommen werden. Die Entwicklung des Tbc-
Bazillus ist nach 6 Wochen nachweisbar.
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Nochmals zur Frage des Vorkommens der

Aujeszky'sehen Krankheit (Pseudowut) in der Schweiz.

Von Prof. Ernst Wyßmann.

Im Augustheft 1941 dieser Zeitschrift habe ich in einer
Abhandlung, betitelt: „Über zerebrale, mit Juckreiz bzw. Lecksucht

verbundene Erkrankungen beim Rind" u. a. den Verdacht
geäußert, daß die Pseudowut auch bei uns vorkommt und zu
diesbezüglichen Nachforschungen angeregt. Seither bin ich bei
einer nochmaligen Durchsicht der Literatur im Schweizer Archiv
für Tierheilkunde, 1889, S. 125—129 überraschend auf einen
von Martin Strebel in Freiburg verfaßten Artikel gestoßen,
mit dem Titel: „Eine eigenthumliche Juckkrankheit beim
Rinde", der mir in dieser Frage von größter Wichtigkeit zu
sein scheint. Danach untersuchte Strebel am 4. Januar 1889 im
Auftrag der Polizeidirektion des Kantons Freiburg in Romanens
(Bezirk Greyerz) gemeinsam mit den Kollegen Butty in Romont
und Paquier in Bulle einen Rinderbestand von 16 Stuck, in dem
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