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may fail in another, where geographic, climatic, psychological, economical and other
kinds of obstacles are met with. Therefore various methods must be considered, and
it is not advisable to carry through a single one under all circumstances.
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Office veterinaire föderal — Directeur: Prof. G. Flückiger

Brucellose et vaccin antibrucellique

Par J. J. Siegrist

Comme indique par Flückiger [1], le Conseil federal a pris le 9 novembre
1956 un arrete sur la lutte contre l'avortement epizootique des bovides qui
comprend les mesures suivantes:

1. la detection des foyers d'infection et leur suppression;
2. la garde des animaux sains a l'ecart des sources de contamination;
3. la vaccination des sujets exposes.
La technique du depistage des animaux infectes fait l'objet de l'Instruc-

tion du 21 decembre 1953 de l'office veterinaire federal. La garde des
animaux sains ä l'ecart des contaminations possibles est basee sur les regies de

l'hygiene dont les prineipes ont ete rappeles par Nabholz et Heusser [2],
Nous avons fait de la vaccination l'objet de la presente etude.

Avant d'examiner les conditions auxquelles doit satisfaire la vaccination
antibrucellique, rappelons que le mot «vaccin» a acquis dans la pratique
un sens tres large puisqu'il designe autant les preparations dont l'injection
est suivie de l'apparition d'anticorps protecteurs ou neutralisants que Celles

dont les effets sont dits premunisants. De facjon generale, le proprietaire de
betail ne fait pas la distinction: un sujet «vaccine» est pour lui a l'abri du
danger; il appartient a son conseiller technique de l'orienter sur le degre de
la protection conferee par le vaccin et de faire intervenir les mesures utiles.
On sait qu'une vache infectee par le bacille de Bang n'avorte que rarement
deux fois, exceptionnellement trois; cela ne veut pas dire qu'elle se trouve
en etat d'absolue autodefense apres avoir subi une infection puisqu'elle peut
conserver un foyer actif dans un organe (mamelle!). La protection en matiere
de brucellose est par consequent de nature differente de celle observee pour
d'autres maladies infectieuses.



Brucellose et vaccin antibrucellique 369

Le grand nombre de travaux qui ont precede l'elaboration de preparations
utilisables pour proteger les animaux contre les effets de la brucellose permet
de mesurer les difficultes rencontrees dans ce domaine. Crawford a etabli au
terme d'etudes poursuivies des 1919 qu'aucun vaccin süffisant ne peut etre
prepare en traitant les bacilles de la brucellose par des produits chimiques
ou par la chaleur. Ce resultat a ete confirme par Carrere et Quatrefages [3],
La publication de Frahm et Lembke [4] commentant les effets d'un traite-
ment modere applique aux brucelies de caractere muco'ide ouvre un nouvel
horizon dans cette direction.

L'emploi de souches virulentes, qui connut de fervents adeptes, bien
qu'etant un non-sens du point de vue epizootologique, a ete totalement
abandonne ensuite des travaux de Cotton, Buck et Smith, qui isolaient la
souche Buck 19 peu virulente, douee d'un pouvoir premunisant depuis lors
largement eprouve. L'injection d'une suspension de bacilles de cette souche
aux jeunes animaux gardes en milieux non indemnes de brucellose permet
de fa9on generale, dans 80 ä 95 % des cas, d'eviter qu'ils ne manifestent par
la suite le Symptome cardinal de l'infection: l'avortement. La pratique a
montre que si l'organisme vaccine ne devient pas entierement refractaire ä
la maladie, il lui oppose une resistance qui, dans la plupart des troupeaux,
suffit ä l'endiguer. Cette resistance ne saurait, selon la litterature americaine,
d^passer quatre annees. L'eradication de la brucellose en s'aidant du vaccin
doit done proceder en eliminant en l'espace de 3 ou 4 ans au plus les adultes
contamines, tandis que tout veau de l'exploitation n'est eleve qu'apres
vaccination et n'est garde ulterieurement que si son comportement ne trahit
pas la presence d'une infection. Seelemann, Bärger et Meyer [5] ont etabli
au terme d'examens poursuivis de 1939 ä 1956 qu'il n'a ete en aucun cas
possible d'apporter la preuve que des bacilles de souche Buck 19 injectes ä
titre preventif etaient par la suite excretes par un emonctoire quelconque.

Les limites d'efficaeite, respectivement les possibilites preventives du vaccin
Buck 19, sont illustrees par l'experience de Manthei (cit. d'apres Dräger [6]): Un
certain nombre d'animaux de deux ä trois ans, vaccinas entre 6 et 12 mois et en etat
de gestation sont repartis en plusieurs groupes auxquels sont incorpores des nombres
approximativement egaux d'animaux du meme age, egalement portants, mais non
vaccinas (animaux de controle). Tous les animaux sont infectes par voie conjonctivale,
chaque groupe recevant une quantite determinee de brucelies de souche virulente.
Les resultats ressortent du tableau suivant (entre parentheses: nombres respectifs
d'animaux infectes dans les differents groupes):

Nombre de brucelies utilisees
pour 1'infection 370 000 740 000 15 000 000 75 000 000

% d'avortements chez les
animaux vaccines 0 (15) 22 (11) 62 (18) 100 (10)

% d'avortements chez les
animaux de controle 77 (11) 99 (11) 100 (15) 100 (10)
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Les avantages enregistres en milieux infectes en recourant ä la vaccination

au moyen de la souche «Buck 19» connaissent une servitude: l'orga-
nisme repond ä la vaccination comme ä l'infection par la formation d'agglu-
tinines seriques. Ce phenomene signale par Buck et Cotton des le debut des

applications de la souche a ete considere comme moindre mal en regard des
resultats obtenus et principalement en l'absence d'autres preparations
donnant egale satisfaction.

La vaccination de troupeaux entiers, sans tenir compte de l'äge ou du
degre de gestation des animaux, a ete rejetee lorsqu'on s'aperijut que cette
intervention peut etre suivie, en milieux infectes, de manifestations de
caractere allergique, en particulier si eile s'adresse ä des vaches en gestation
de cinq a sept mois. II s'est avere en outre que le taux des agglutinines
seriques est d'autant plus eleve et plus durable que les animaux ont atteint
un age plus avance au moment de leur vaccination [7]. De plus en plus, la
vaccination a ete limitee aux sujets de moins d'une annee, une revaccination
n'entrainant pas de resistance accrue mais un taux d'agglutinines plus
persistant [8]. La disparition des agglutinines chez les animaux vaccines en
bas age n'est cependant pas la regie: Mingle [7] indique qu'en limitant la
vaccination aux veaux, 95 % ou plus des reactions vaccinales disparaissent
dans les 12 mois qui suivent. Lawson et Dalling [9] ont indique que 25% des
animaux vaccines a l'äge de genisse ont conserve un taux positif d'agglutinines

seriques. Selon d'autres rapports americains, ce taux disparaitrait
chez 98% des animaux vaccines ä l'äge de 4 ä 8 mois. Schmid [10] indique
que le titre des agglutinines ne depasse qu'exceptionnellement 1:320 des le
sixieme mois apres la vaccination si les animaux sont vaccines entre 5 et
12 mois; lorsque la vaccination s'adresse ä des animaux de 13 ä 24 mois, le
nombre de ceux qui gardent un titre positif est plus eleve.

L'experience de Thompson [11] fournit des resultats interessants ä
l'egard des titres sanguins releves apres vaccination et suivant le milieu dans
lequel sont gardes les animaux; il controlait ä cette lin 3000 animaux
vaccines ä l'äge de veaux: la moitie de ceux-ci avait ete incorporee ä des

troupeaux comptant des animaux infectes, l'autre moitie ä des troupeaux dont
tous les animaux etaient indemnes; lors du controle de ces animaux ä l'äge
de 2 ä 3 ans, le pourcentage des animaux serologiquement positifs a ete etabli
comme suit: 8,5% dans les troupeaux infectes et 3,5% dans les troupeaux
exempts de brucellose.

Des 1940, le but des recherches de Huddleson, travaillant avec une
souche mucoide, a ete non seulement d'ameliorer le pouvoir immunogene
du vaccin, mais de lui conferer la qualite de ne plus provoquer dans l'orga-
nisme la formation d'agglutinines. La souche mucoide employee par cet
auteur n'entrainerait pas la formation d'agglutinines pour une duree supe-
rieure ä 90 jours [12]; la preparation du vaccin est cependant delicate et les

proprietes de la souche ne semblent garanties qu'entre les mains de l'auteur.
De fa<jon generale, les caracteres du tissu recevant l'antigene (permeabi-
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lite, vascularisation, proprietes physiologiques) ne sont pas etrangers au
developpement de l'immunite; Harn [13] a montre que le tissu dermique
presente des particularity ä cet egard en fonction de sa teneur en hyaluro-
nidase. II est en outre a priori tentant d'admettre que moins nombreuses
sont les brucelies parvenant dans la circulation generale, moins eleve ou
moins durable, doit etre le taux des agglutinines seriques (Börger [14]).
Les travaux de divers chercheurs [15, 16, 17, 18, 19], procedant ä des com-
paraisons lors d'injections dans la queue ou dans le derme de plus faibles
quantites de vaccin que par voie sous-cutanee sont a ce point de vue inte-
ressants. La methode intra-cutanee s'est imposee dans certaines regions,
notamment en Australie [20]; Buddle [21] a cependant rapporte que sur la
base des constatations faites en Nouvelle-Zelande, il y a lieu de poursuivre
les essais avant de 1'adopter. Par ailleurs, notre propre experimentation sur
le cobaye a demontre que le titre des agglutinines apres vaccination, et sa
persistance dependent en majeure partie de caracteres individuels chez les

sujets vaccines et en second lieu seulement de la quantite des brucelies
injectees.

En relation avec les inconvenients inherents ä la formation d'agglutinines
seriques apres la vaccination, des recherches ont ete menees aux fins d'etablir
s'il est possible de distinguer l'origine vaccinale de l'origine infectieuse d'un
taux positif d'agglutinines. Traum et Dick [22, 23] sont d'avis que la
variation du taux des agglutinines succedant ä l'injection d'une suspension
de bacilles de souche Buck 19 ä un animal de titre positif peut indiquer si
le titre serique constate est du a une infection ou non. Cette discrimination
n'a toutefois pas trouve confirmation dans l'essai auquel nous avons procede
en nous adressant aux cobayes. Le diagnostic differentiel preconise par ces
auteurs doit etre examine avec la meme circonspection que celle qui fit
s'evanouir les espoirs de differencier la maladie de John de la tuberculose
en procedant a l'epreuve par la johnine [24]. Willems [25] fait part de

nouveaux essais en s'adressant aux agglutinines decelables dans le mucus
du col de la matrice.

En 1937, McEwen isolait la souche 45/20 [26] qui, experimentee par Edwards, est
caracterisee par la propriete de ne pas donner lieu chez l'animal & la formation d'agglutinines

seriques. Interesses par les proprietes de cette souche, nous l'avons injectee ä
25 cobayes dont nous contrölions durant 6 mois revolution du titre sanguin par
ponctions cardiaques effectuees tous les 15 ä 20 jours. Chez aucun de ces animaux
nous n'avons, ä im moment quelconque, decele la presence d'agglutinines. Un contröle
parallele effectue avec la souche Buck 19 a montre que tous les animaux acquierent,
15 ä 20 jours apres la vaccination, un titre d'agglutinines öleve (1/1280), qui par la
suite varie, voire disparait entierement chez environ 10% d'entre eux. Notons que
nous n'avons pas obtenu les memes resultats que Traum, rapportes par Schindler [27]
suivant lequel le taux des agglutinines ne depasserait guere chez le cobaye le titre de
1:50. Selon les observations de Stableforth [28], la souche 45/20 serait par ailleurs
susceptible de recouvrer sa virulence originale, fait qu'ont confirme Taylor et Diarmid
[29] en montrant que par passages la souche Buck 19 conserve ses caracteres culturaux
et biologiques, tandis que la souche 45/20 redevient sensible 4 l'anhydride carbonique
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et pleinement virulente. Les resultats obtenus par Manthei et Carter, rapportes par
Schindler [27], indiquent que la souche Buck 19 a prot6g5 57% des bovins artificielle-
ment infectes par voie conjonctivale, tandis que la souche 45/20 n'en protegeait que 18%.

Par ailleurs Seelemann (selon Schindler [27]) a constate que la souche
Buck 19 donne en pratique des resultats sensiblement meilleurs que ceux
qui font suite au vaccin prepare avec la souche « Langenhagen 11» isolee en
Allemagne. II est done justifie d'admettre que la premunition conferee aux
bovins par la souche Buck 19 est actuellement la plus utile pour limiter les

dommages en milieux infectes de brucellose.
La stabilite de la souche Buck 19 ne peut pas etre mise en doute. Les

controverses a cet egard ne tiennent pas compte du fait qu'on peut assister
ä une infection contractee malgre la premunition ou negligent d'etablir dans
quelle mesure la vaccination s'adresse ä des animaux encore indemnes; les
« accidents de vaccination » sont souvent des phenomenes d'allergie auxquels
il est logique de s'attendre. Kilchsperger concluait sur la base d'une
experimentation minutieuse [30] que les proprietes particulieres de la souche
«Buck 19» sont stables et qu'une rapide exacerbation de virulence n'est pas
a redouter. D'ailleurs on peut constater que depuis son isolement par Buck,
la souche, convenablement entretenue, ne s'est guere modifiee.

Les etudes afferentes a la vaccination au moyen de la souche Buck 19

ont amene a vouer une attention toute particuliere ä la conservation des
caracteres de l'antigene specifique entrant dans la composition du vaccin.
La conservation, non seulement du caractere «smooth», mais egalement de
la vitalite des brucelies, a ete donnee comme etant essentielle [34]. La
lyophilisation du vaccin selon les methodes modernes de dessiccation ä basse

temperature permet de repondre ä cette exigence (Vermey et Scheidy [31]).
Ainsi, le vaccin Buck 19 lyophilise a ete introduit dans la pratique et les

avantages inherents ä ce conditionnement ont permis de repondre aux
commodites de la pratique en substituant a la double injection de vaccin
liquide, l'injection unique d'un vaccin stabilise.

Vu la necessite de disposer d'un produit de valeur constante et uniforme,
les normes de controle du vaccin ont ete arretees comme suit:

1. Purete du vaccin: Controle effectue par ensemencement de quelques gouttes de
vaccin dans du bouillon serumise, du bouillon au foie, de l'agar 5 la pomme de terre
couche et en haute couche.

2. Viabilile des brucelies contenues dans le vaccin: La dose de vaccin doit contenir
environ 30 milliards de brucelies Vivantes. On etablit une serie de dilutions du vaccin
en bouillon et melange 1 cm3 de chacune d'elles ä 9 cm3 d'agar liquefie entre 41 et 42°
dans des plaques de Petri; ces dernieres sont placees ä l'ötuve sitöt apres gelification.
Cinq jours plus tard, on procede a la numeration des colonies qui se sont developpees
sur et dans la couche d'agar. La technique du denombrement des brucelies viables
d'une dose de vaccin est delicate dans ce sens qu'elle exige de l'operateur une grande
exactitude tant dans l'emploi de la verrerie que dans le pipetage. De fa^on ä utiliser
un milieu de culture variant aussi peu que possible, nous recourons ä l'agar ä la pomme
de terre livrö par la maison Difco, sous forme de poudre, ce qui permet de preparer un
milieu toujours frais et en quantite desiree; nous comptons les colonies ä la loupe.
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L'adjonction de colorant selon Börger [32] au milieu Difco n'a pas permis de faciliter
nos numerations: aux concentrations utiles les colonies ne sont pas coloröes tandis
qu'aux concentrations superieures les colonies semblent se developper plus lentement
et rester plus petites que dans l'agar sans adjonction.

3. Garacteres de la souche: La discrimination des colonies sous lumiere oblique nous
est apparue comme etant excessivement delicate. Nous lui prefcroiis l'dpreuve ä

l'acriflavine doublöe de la thermo-sedimentation selon Wilson: ayant ensemencc sous 1)

quelques tubes d'agar couche et un tube de bouillon au foie pour le contröle de purete,
nous utilisons ces cultures. Un oeset de brucelies recoltees sur agar est repris dans une
goutte de solution physiologique et melange & une goutte d'aeriflavine & 1:1000.
L'absence d'agglutination indique le caraetere smooth de la culture. Par ailleurs, une
culture en bouillon au foie est centrifugee et le culot repris dans 3 cm3 de solution
physiologique. Cette suspension placee deux heures au bain-marie indique en cas
d'absence totale de sedimentation le caraetere smooth de la souche.

Le vaccin Buck 19 doit en outre etre denue de virulence.
a) Nous injectons au cobaye, par voie sous-cutanee, le dixieme de la dose pour

bovins et demandons que l'animal autopsie apres six semaines ne presents aucune
lesion macroscopique. Nous avons recherche si revolution de la courbe des aggluti-
nines faisant suite ä cette injection pouvait fournir quelque indice utilisable k l'egard
des caracteres du vaccin; nous contrölions ainsi revolution du titre des agglutinines
chez 43 cobayes en procedant une fois par mois, durant neuf mois, chez chacun d'eux
k un pr&evement sanguin par ponction cardiaque. Nous avons constats une grande
diversite dans revolution du taux des agglutinines (certains cobayes prösentant un
taux negatif des le deuxieme mois, d'autres au cours des mois suivants, tandis que
certains conservaient un taux tres nettement positif tout au cours des neuf mois
d'observation); nous avons repete l'epreuve en injectant k 4 fois 3 cobayes de meme
origine, meme age, meme poids, et garde sous des conditions identiques, une meme
quantity de vaccin provenant de quatre instituts difförents, eeci dans l'intention de
comparer les resultats obtenus dans les 4 groupes de 3 cobayes. L'evolution du titre
des agglutinines a varie non seulement dans les quatre differents groupes, mais bien
aussi d'un cobaye k l'autre d'un meme groupe.

Un meme vaccin peut done appeler chez un animal la formation d'agglutinines
pendant quelques mois seulement alors que le titre est plus persistant chez les autres.
Cet essai montre que Involution des agglutinines chez le cobaye ne peut pas etre
utilises pour l'appreciation d'un vaccin de souche Buck 19.

b) En outre, nous avons recours ä l'etablissement de l'indice catalasique aux fins
de classer dans l'echelle des virulences les cultures obtenues en partant du vaccin. A
cet egard, nous nous referons h la methode indiquee par Huddleson [33] et procedons
comme suit: Ensemencement de quelques gouttes de vaccin sur de l'agarklapommede
terre fraichement prepare; apres 48 heures k 37°, lavage de la culture et centrifugation.
0,01 cm3 de culot de centrifugation (30' k 3000 tours/minute) recoltes dans le fond
d'un tube de Tromsdorff sont repris dans 5 cm3 d'eau peptonee salee (500 HaO,
0,25 Peptone, 2,5 NaCl). Cette suspension est additionnee de 15 cm3 d'un melange de
3,25 g de perhydrol et 50 cm3 d'H20; le tout est secoue ä une temperature d'environ
25°. Apres 30', on preleve 5 cm3 que l'on bloque immediatement par adjonction de
3 cm3 d'H2S04 ä 1:4. On titre ensuite le prelevement contre une solution n/10 de
KMn04. L'indice catalasique est exprime en cm3 de KMn04 qu'aurait fait virer la
quantite d'H202 detruite par les catalases brucelliques pendant le temps correspondant.

L'indice catalasique des brucelies de souche Buck 19 recoltees et traitees comme
indique, varie jusqu'a lavaleur 15; nous considerons comme hors des valeurs acceptables
les vaccins contenant des brucelies dont l'indice catalasique est superieur.

La pratique prouve qu'en utilisant ä bon escient, e'est-a-dire comme le
prescrit notre legislation, sur des animaux de 6 a 12 mois, le vaccin Buck 19
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repondant aux normes indiquees ci-devant, la vaccination antibrucellique
est nn adjuvant utile dans la lutte contre la brucellose des bovides. II faut
cependant retenir que la vaccination ne saurait ä eile seule empecher l'infec-
tion, surtout si cette derniere est massive; les mesures d'hygiene (eloigne-
ment des sources d'infection) restent essentielles pour parer aux risques.
En outre, les exigences imposees au vaccin doivent etre fonction des pro-
gres de la lutte dans ce sens que l'elimination systematique des sources
de contamination peut s'accompagner d'une reduction du nombre des ba-
cilles vivants entrant dans la composition du vaccin, dans le but d'abaisser
le titre des agglutinines faisant suite ä la vaccination. II devrait ainsi etre
possible, en combinant les moyens de lutte, d'estomper au fur et a mesure
les suites indesirees de la vaccination et plus tard d'abandonner totalement
cet auxiliaire.

La question qui se pose dans le cadre du Systeme de lutte adopte en Suisse,
de savoir si la vaccination peut troubler les operations de depistage aux-
quelles on procede ulterieurement dans les troupeaux en recourant ä

l'epreuve de l'anneau (ABR), a ete examinee par Van Drimmelen (Schindler
[27]). Selon cet auteur, les resultats de deux examens simultanes, l'un du
serum sanguin par agglutination lente, l'autre du lait par ABR, seraient en
mesure d'indiquer, des le troisieme mois suivant la vaccination, si la
presence des agglutinines fait suite ä une infection ou ä la vaccination et ceci
selon le schema: sang et lait positifs infection; sang positif et lait negatif
vaccination. II serait certainement indique de verifier ces donnees et de les

preciser, car la presence d'agglutinines dans le serum sanguin, sans que
celles-ci soient mises en evidence dans le lait, est un phenomene courant
chez les animaux non vaccines, ayant eu l'occasion de s'infecter. Stabelforth

[34] rapporte en outre que la vaccination des veaux ne gene pas les

epreuves ABR ulterieures de fa<;on considerable. On peut pratiquement
admettre que les vaccinations operees selon les normes prescrites, restent
sans incidence notable sur le depistage des troupeaux infectes.

Zusammenfassung:

Die Voraussetzungen für die Anwendung der Vakzine Buck 19 in der Praxis und
die Technik der Prüfung der Vakzine werden besprochen.

Riassunto

Dopo avere asaminato i considerandi che giustificano l'uso in pratica del vaccino
Buck 19 indichiamo la tecnica del suo controllo.

Summary

A discussion on indications of the use of vaccine Buck 19 in practice and the methods

of examination of this vaccine.
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tvber Zitzenverletzimgcn bei Kühen

Von F. Zollinger, Egg (Zurich)

Einleitung

Wenn irgendeine Noxe auf eine Zitze einwirkt, wie ubermäßiger Druck,
Quetschung, Zerrung, Schnitt, Verbrennung, Verätzung, Erfrierung, Infektion

u. a. m., entstehen Zellschadigungen. Der Körper reagiert auf die
Gewebeschaden mit Entzündung, welche die Auflosung und den Abtransport
der zerstörten Zellen bezweckt. In meiner Praxis kamen Zitzenverletzungen
durch Klauenauftritt oder Selbstquetschung sehr häufig, pockenartige
Erkrankungen gemäß zufalligen Beobachtungen oder Medikamentenbezugen
ziemlich oft, durch fehlerhaftes Melken verursachte Lasionen jahrlich in
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