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Aus der Veterinaria AG, Ziirich

Beitrag zur Frage dei' Priifung und
Anwendung gefriergetrockneter Brucella-abortus-Impfstoffe
' (Stamm «Buek 19»)

Von J. Bergmann

Die immer umfangreicher werdende aktive Schutzimpfung der Rinder-
bestéinde mit lebenden Kulturen schwach virulenter Stimme gegen das
seuchenhafte Verwerfen (Abortus Bang) macht die Verwendung eines mog-
lichst einheitlich wirksamen Impfstoffes zum dringenden Gebot; denn der
Erfolg eines Bekimpfungsprogrammes 146t sich weder voraussagen, noch
kann er erwartet werden, wenn einzelne Faktoren dieses Programmes labil
sind. Und besonders dem Faktor Immunisierung messen wir im Rahmen des
Bekampfungsplanes gegen das seuchenhafte Verwerfen eine wichtige Rolle bei.

Die Schutzimpfung der Jungtiere mit lebenden Brucellen diirfte nach den
bisher vorliegenden Erfahrungen die Methode der Wahl sein [6], wobei sich
der von Buck [3, 4] in den Vereinigten Staaten eingefiihrte, schwach viru-
lente Stamm « 19» besonders bewihrt hat [2, 6]. Die Erfahrung hat weiterhin
gelehrt, daB zur Erzielung eines wirksamen Impfschutzes eine verhaltnis-
miBig massive Dosis lebender Keime injiziert werden muf} [7], wobei aber
offenbar die Auffassungen iiber die genaue Zahl der zu injizierenden Brucellen
noch auseinandergehen, wie wir weiter unten bei der vergleichenden Priifung
von Impfstoffen verschiedener Herkunft noch sehen werden. i

Diese wichtige Forderung nach Verabreichung einer grofien Zahl lebender
Brucellen wird zweifellos in Frage gestellt durch die kurze Haltbarkeitsdauer
der bisher und teilweise heute noch zur Anwendung gelangenden fliissigen
Impfstoffe, die nichts anderes darstellen als eine Abschwemmung von Ober-
flichenkulturen mit physiologischer Kochsalzlosung. Begrenzt man die Ver-
wendungsfrist solcher Abschwemmungen auf 14 Tage nach ihrer Herstellung,
so ergibt sich daraus zwangslidufig, daB auch die Priifung solcher Impfstoffe
zeitlich kurz bemessen werden muB. Insbesondere die Feststellung der An-
zahl lebender Keime kann vor Abgabe der Impfstoffe an die Praxis nicht
abgewartet werden, da sie allein eine Zeitspanne von mindestens fiinf Tagen
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beansprucht. Man begniigt sich deshalb mit der Bestimmung des Triibungs-
grades (Bariumsulfat-Methode) oder des Sedimentationsvolumens nach
Auszentrifugieren (Trommsdorf-Methode) des zu priifenden Impfstoffes.
Beide Verfahren geben zwar Aufschluf iiber die Keimdichte, keineswegs aber
iiber die Zahl lebender Keime nach einer zeitweiligen Lagerung. Damit aber
die Gewihr gegeben ist, daB bei der Verimpfung des fliissigen, gegen dullere
Einfliisse relativ empfindlichen Impfstoffes dennoch geniigend lebende Keime
verabreicht werden, fiihrt man vielenorts, so auch in der Schweiz, eine zwei-
malige Impfung mit einem Intervall von 2 bis 4 Wochen durch.

DaB diese MaBnahme eine Bedeutung hat, ergibt sich aus der folgenden
Uberlegung : Nimmt man an, daB bei der Anwendung eines fliissigen Impf-
stoffes infolge fehlerhafter Lagerungsbedingungen oder anderer ungiinstiger
Faktoren 209, der damit schutzgeimpften Rinder nicht geniigend lebende
Brucellen erhalten, um eine wirksame Immunitédt auszubilden (Versager) 80
ergibt sich folgende Wahrscheinlichkeitsrechnung:

Bei der 1. Impfung erhalten
von 100 Tieren

Y Y

80 Tiere (= 809%,) 20 Tiere (= 209%,)
geniigend nicht geniligend
lebende Brucellen lebende Brucellen
(immun) Hei den (Versager)
2. Impfung
erhalten
hiervon
Y Y ¥ v

16 Tiere (= 209%,)

64 Tiere (= 809,)
geniigend
lebende Brucellen
(immun)

nicht geniigend
lebende Brucellen
(jedoch von 1.

16 Tiere (= 80%,)
geniigend
lebende Brucellen
(immun)

4 Tiere (= 209%,)
nicht geniigend
lebendeBrucellen

Impfung immun) (Versager)

Diese Aufstellung macht deutlich, daf} die Zahl von 20 Versagern nach
nur einmaliger Impfung durch eine 2. Impfung auf 4 herabgesetzt werden
kann, woraus die Berechtigung einer Doppelimpfung einwandfrei erhellt wird.

Nachdem nun in den letzten Jahren der durch das Gefriertrocknungs-
verfahren (Lyophilisation) in eine haltbare Form iibergefiihrte Brucella-
abortus-Impfstoff sich mehr und mehr durchsetzt und in einigen Li#ndern
sogar ausschlieBlich noch Verwendung findet [1, 8], sind neue und bessere
Voraussetzungen geschaffen worden: Zunichst wird man sich auf eine ein-
malige Impfung beschrinken kénnen, denn es ist wie bei den meisten lebenden
Impfstoffen nach praktischen Erfahrungen auch bei der Rinder-Brucellose
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zum Zustandekommen einer ausreichenden Immunitét eine nur einmalige
Impfung ausreichend, vorausgesetzt allerdings, dall geniigend lebende Keime
injiziert werden und daf die Impflinge moglichst nicht jiinger als 5 Monate
sind. Aus diesem Grunde hat man in der Schweiz das Mindestalter auf
6 Monate festgesetzt. Gerade aber die Mindestzahl lebender Keime kann in
solchen Trockenimpfstoffen mit guter Stabilitdt gewihrleistet werden.
Weiterhin, und das scheint uns vom Gesichtspunkt der Impfstofigewinnung
her gesehen das wichtigste zu sein, erlaubt die lingere Haltbarkeit des
Trockenimpfstoffes eine genaue und gewissenhafte Prifung vor seiner Ab-
gabe zur Verimpfung und damit eine Standardisierung der Zahl der lebenden
Brucellen.

‘Die nachfolgenden Ausfithrungen sollen nun unsere Erfahrungen wahrend
der letzten Jahre bei der Priifung wiedergeben in der Absicht, daf3 die an
verschiedenen Orten iiblichen Prifungsmethoden eine Angleichung unter-
einander erfahren und damit die Verwendung eines einheitlich standardi-
sierten Impfstoffes erreicht wird. Wir bemerken jedoch, daB wir die allgemein
bekannten bakteriologischen Priifungen auf Reinkulturen und auf das
Fehlen von R-Formen der Brucellen im Impfstoff hier aus Raumersparnis-
griinden nicht wiedergeben. Auch kann die Prifung auf Loslichkeit des
Trockengutes mit einem Satz abgetan werden: Es wird verlangt, dafl sich
der Trockenimpfstoff nach Zugabe des Losungsmittels spontan auflést und
daf} hierzu ein hochstens 1-2 Sekunden dauerndes, kraftiges Schiitteln
erforderlich ist. Weiterhin scheint es uns angeraten, zu betonen, daf} die
Trockenimpfstoffe keine nativen Eiweillkorper, jedenfalls keine artfremden
(z. B. Serum) wegen der damit verbundenen Gefahr einer Sensibilisierung
enthalten sollen. \ :

Die einzelnen Priifungsverfahren sollen wie folgt der Reihe nach be-
schrieben werden:

1. Bestimmung der Anzahl lebender Keime;

2. Priifung der Schutzlosung und des Stabilisators;

3. Priifung des Vakuums in den Flaschchen mit Trockengut.

1. Bestimmung der Anzahl lebender Keime

Das einfache Verdiinnungsverfahren in Hunderterpotenzen mit jewei-
ligem Pipettenwechsel, wobei 1 ccm der Endverdiinnung mit 9 cem ver-
fliissigtem Néhragar zu Platten ausgegossen wird, hat sich bei uns am besten
bewihrt. Das Ausspateln von 0,1 ccm der Endverdiinnung auf der Oberfliche
von Nihragar ist zwar einfacher, jedoch sind die Ergebnisse dabei nicht
immer so gleichmifig wie bei den GuBplatten. Dies scheint auch der Grund
zu sein, weshalb Bosgra [1] und Stableforth [7] fiir das Ausspateln
6 Platten je Verdiinnung fordern, wihrend wir uns mit gutem Erfolg in bezug
auf Gleichméfligkeit der Koloniezahlen auf 2 Gubplatten je Verdiinnung
beschrénken.
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Im einzelnen gehen wir wie folgt vor: Der zu prifende Impfstoff wird in der vor-
geschriebenen Menge geldst. Dann wird 0,5 ccm entnommen und zu 49,5 cem gewdhn-
licher Rindfleischbouillon (pH 7,5) in eine 100-ccm-Flasche gegeben (= Verdinnungs-
grad 10-2). Eine gleichméaflige Mischung wird durch Rotieren und Schwenken der
Flasche erreicht, wobei man Schaumbildung vermeiden soll. Von dieser Verdiinnung
wird dann mit einer frischen sterilen Pipette wiederum 0,5 cem entnommen und zu
49,5 ccm Rindfleischbouillon gegeben (= Verdunnungsgrad 10-%) usw., bis die ge-
wiinschte Endverdiinnung erreicht ist, die in unserem Falle 10-8 betriagt. Um diese
Endverdiinnung 10-3 zu erreichen, sind demnach nur 4 Verdinnungen von jeweils
0,5 4 49,5 cem erforderlich, was eine Einsparung an Zeit und Pipetten sowie eine
Reduktion moglicher Pipettierfehler zur Folge hat. Bei der Verdiinnung in Zehner-
potenzen spart man zwar erhebliche Mengen an Verdiinnungsfliissigkeit (Bouillon) ein,
bendtigt aber die doppelte Anzahl an Pipetten, was sich bei mehreren Zahlungen zur
gleichen Zeit nachteilig auswirkt. Auch etwaige Pipettierfehler kommen dabei stirker
zur Geltung. Es ist besonders wichtig, daB bei jedem Uberpipettieren zum néchst-
héheren Verdiinnungsgrad eine andere sterile Pipette verwendet wird, da die in der
Pipette an der Glaswand zuniéichst haftenbleibenden, in den weiteren Verdimnungs-
flaschen aber nach und nach abschwemmenden Keime ein falsches Z#hlergebnis ver-
ursachen kénnen. Auch soll man stets eine gleichbleibende Pipettiertechnik beibehalten
und beispielsweise nicht bei einer Priifung den Pipetteninhalt ausblasen und bei der
néchsten ihn auslaufen lassen; oder man soll darauf achten, daB nicht das eine Mal
nach dem Aufsaugen der Brucellen-Suspension ein Tropfen am Pipettenauslauf hingen-
bleibt und beim anderen Mal dieser Tropfen abgestreift wird.

Von der Endverdiinnung (in unserem Falle 10-%) geben wir 1 ccm zu 9 cem ver-
flissigtern und wieder auf 43-46°C abgekiihltern Tryptose-Agar «Difco», der, in
Rohrchen  abgefiillt, im Wasserbad bereitsteht. Durch vorsichtiges Schwenken
(Schaumbildung vermeiden!) wird eine gleichméBige Mischung erreicht, worauf dann
der Inhalt des Rohrehens in eine sterile Petrischale ( @ 9 em) ausgegossen wird. Auch
die Schale selbst wird nochmals kurz rotiert, damit sich die Agarschicht auf die ganze
Platte verteilt und tberall gleichméBig dick ist. Sobald dies vernachléssigt wird oder
die Petrischale wihrend des Erstarrens des Agars nicht genau horizontal liegt, wird die
Nahrbodenschicht an einigen Stellen sehr diinn. Die Folge davon ist, dal} diese Teile
des Mediums bei der nachfolgenden Bebriitung rasch austrocknen, und zwar bevor sich
ein gut sichtbares Wachstum der Brucellen zeigt. Deshalb bilden die Keime in diesen
Nihrbodenteilen entweder {iberhaupt keine oder nur sehr spérlich entwickelte Kolo-
nien, die oft mit bloBem Auge nicht erkannt werden kénnen. — Von jeder Verdiinnung
werden 2 Platten ausgegossen und bei der Keimzihlung das Durchschnittsergebnis der
beiden Platten notiert. Wir sind uns bewuf}t, daf 3 Platten je Verdiinnung in manchen
Fillen ein noch genaueres Ergebnis liefern wiirden, besonders dann, wenn Verun-
reinigungen Vorhegen

Daf3 unsere Wahl bei der Bereltung der GuBkulturen auf Tryptose- Agar ((leco »
fiel, hat zwei Griinde: Zunichst zeigen die Brucellen in diesem Medium ein maximales
Wachstum, und zweitens zeichnet sich dieser in Trockenform gelieferte Nahrboden auch
bei lingerer Lagerung durch eine bemerkenswerte GleichméBigkeit seiner Eigen-
schaften aus. Dadurch wird es moglich, wihrend mehrerer Jahre das genau gleiche
Néahrbodenmaterial anzuwenden und somit die Fehlerquellen, die ein in kleineren
Quantititen und in kiirzeren Zeitabstéinden selbst zubereiteter Ndhrboden mit sich
bringt, praktisch auszuschalten.

Die Entscheidung, welche Verdiinnung als Endverdiinnung ausgezéhlt werden soll,
richtet sich nach dem voraussichtlichen Keimgehalt des zu priiffenden Impfstoffes.
Und zwar sollen sich in den GuBkulturen mindestens 50 und mdéglichst nicht mehr als
300 Kolonien entwickeln. Sind weniger als 50 Kolonien auf einer Platte, so wird die
Umrechnung auf den Keimgehalt des unverdiinnten Impfstoffes zu ungenau (Fehler
der kleinen Zahl!). Sind mehr als 300 Kolonien auf einer Platte, so kénnen infolge zu
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dichten Wachstums leicht Zihlfehler vorkommen, und auBerdem beansprucht das
Auszihlen dann eine beachtliche Zeit. Je dichter das Wachstum ist, das heilt also je
zahlreicher die Kolonien in einer GuBplatte sind, desto kleiner sind auch die Kolonien,
und desto eher besteht deshalb die Méglichkeit, daf3 ein Teil ganz iibersehen wird.

Das Verfahren mit Hunderterpotenzen liefert nur die Verdiinnungen 10-2, 10-4,
108, 10-® usw. Soll nun auch ein dazwischenliegender Verdimnungsgrad gepriift wer-
den, so gehen wir beispielsweise bei 10-7 so vor, dal wir von der Verdinnung 10-%
0,5 cem mit 4,5 cem Bouillon mischen und davon wieder 1 cem mit Agar zur Platten-
kultur ausgieBen. Auch kénnte man von der Verdimnung 10-%® nicht 1 cem, sondern
0,1 ccm mit Agar ausgieBen und wiirde dann den der Verdiinnung 10-7 entsprechenden
Keimgehalt des Impfstoffes in der GuBkultur vorfinden. Jedoch ist das Abmessen von
0,1 cem verhéltnisméfig ungenau, so dafl wir auch hier das an sich einfachere Vorgehen
ablehnen.

Die bisher geschilderten Arbeiten nehmen wir in einem méglichst kleinen Raum
vor, in welchem sich gleichzeitig Wasserdampf entwickelt. Dadurch kann der Keim-
gehalt der Luft wesentlich verringert werden, und Verunreinigungen der Gu3kulturen
kommen nur selten vor. ‘

Nachdem die Gufiplatten abgekiihlt und fest erstarrt sind, werden sie 5 Tage lang
bei 37°C bebritet. Darauf erfolgt das Auszdhlen der Kolonien. Hierzu legen wir die
Petrischalen mit ihrem den Néhragar enthaltenden Boden nach oben auf eine schwarze
Unterlage und betrachten bei gutem, auffallendem Licht. Auf diese Weise kann man
durch den Glasboden der Schale die Kolonien gut erkennen. Die Kolonieformen sind
verschieden, je nachdem sie auf dem Agar, im Agar oder unter ihm, also zwischen Glas
und Agarschicht, gewachsen sind. Im ersten Falle zeigen sie das iibliche Aussehen von
Brucella-abortus-Oberflichenkolonien (kuppelférmig, glinzend, mit 1-2 mm Durchmes-
ser verhiltnismiBig gro3). Die im Agar sich entwickelnden Kolonien sind sehr kleine,
héchstens 0,5 mm im Durchmesser messende, spindel- oder scheibenférmige Gebilde,
und die zwischen Glas und Agarschicht anzutreffenden Kolonien sind ganz flach, sehr
zart und rund mit einem Durchmesser von etwa 1 mm und haben mitunter ein facher-
dhnliches Aussehen.

Das Auszdhlen selbst erfolgt durch Anzeichnen jeder gezdhlten Kolonie mit
schwarzer Tusche auf dem Glas des nach oben gekehrten Bodens der Petrischale. Aus
der Zahl der Kolonien erhilt man dann den Keimgehalt von 1 cem des unverdiinnten
Impfstoffes, indem man die Koloniezahl mit dem reziproken Wert der betreffenden
Verdiinnung multipliziert. Hat man beispielsweise in der GuBkultur der Verdiinnung
10-8 153 Kolonien geziihlt, so enthiilt 1 cem des unverdiinnten Impfstoffes 153 - 108 =
15,3 Milliarden Brucellen. Fiir diesen Impfstoff sind als Dosis 2 ecem je Rind vorge-
schrieben, so daf sein Keimgehalt demnach 30,6 Milliarden Brucellen pro Dosis betrigt.

Ein oft wiederkehrender Fehler stellt sich ein beim Auszéhlen zweier benachbarter
Verdiinnungen desselben Impfstoffes, also zum Beispiel der Verdiinnungen 10-7 und
10-8. Rechnet man aus der Koloniezahl dieser beiden Verdiinnungen jeweils den
Keimgehalt des unverdiinnten Impfstoffes aus, so wird man mit der Verdiinnung 108
fast stets einen héheren Wert erhalten als mit der Verdiinnung 10-7, wobei die Differenz
bis zu 209, betragen kann. Wir fithren diese Erscheinung darauf zurick, daB die
Keime in niederen Verdinnungen teilweise noch zusammenhéngen und erst bei jeder
weiteren Verdiinnung durch das jedesmalige Schwenken der Flaschen mehr und mehr
auseinandergerissen werden. Zwei oder mehr zusammenhéngende Keime aber bilden
dann in der GuBkultur nur eine einzige Kolonie, und jede Kolonie wird beim Aus-
zihlen als nur ein Keim bewertet. Dieser Fehler kann durch besonders intensives
Rotieren der Verdunnungsflaschen einigerma@Ben verringert werden, und das intensive
Rotieren scheint nach unseren Erfahrungen sich nicht nachteilig auf die Brucellen
auszuwirken, solange man Bouillon als Verdiinnungsmedium verwendet.

Einen weiteren Fehler, den wir bisher noch nicht haben vermeiden kénnen, weil
wir seine Ursache noch nicht kennen, méchten wir anhand der Tabelle 1 schildern.
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Tabelle 1

Keimzah! pro ccm

1 [l 1 L L. L 1 i i

20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220
Tage nach der Herstellung

In dieser Tabelle sind die ermittelten Keimzahlen von 4 verschiedenen Abortus-
Bang-Trockenimpfstoffen wihrend rund 7 Monaten graphisch dargestellt. Die Keim-
zahlbestimmungen wurden bei allen 4 Impfstoffen jeweils zur gleichen Zeit, mit dem
gleichen Trocken-Néhrboden wihrend der ganzen Versuchsdauer und nach genau
derselben Technik durchgefiihrt. Auch handelte es sich bei allen Priifungen um dieselbe
technische Assistentin, die mit der Durchfithrung der Arbeiten betraut wurde und die
sich wihrend mehr als 3 Jahren auf diesem Gebiet eine gleichbleibende Routine
angeeignet hatte. Das Ziel dieser Versuche, die Haltbarkeit der Impfstoffe zu ermitteln,
interessiert hier nicht. Als Nebenbefund aber, und das soll in diesem Zusammenhang
von Bedeutung sein, stellte sich heraus, das die 4 Impfstoffe an den meisten Zihl-
terminen entweder alle eine abfallende, oder aber alle eine ansteigende Keimzahl im
Vergleich zur vorangegangenen Zihlung aufwiesen. Diese Ergebnisse lassen darauf
schlieen, daf3 die Unterschiede auf individuellen Faktoren an den einzelnen Zahltagen
beruhen. Diese Faktoren haben wir bisher trotz peinlich genauer Einhaltung aller
Vorschriften noch nicht ausschalten konnen. Hétte man nur einen einzigen Impfstoff
gepriift, so wire man zu leicht geneigt gewesen, die Unterschiede auf mengenméBig
verschiedene Abfillungen in den Impfstoff-Fldschchen zurickzufithren, Wenn auch
diese Abfiillfehler. zweifellos eine Rolle spielen, so ist es bei der gleichzeitigen Priifung
von 4 verschiedenen Impfstoffen aber wohl kaum mdéglich, daB3 an einem Priifungstag
von allen Impfstoffen entweder ein iiberfiilltes oder von allen Impfstoffen ein zu wenig
gefiilltes Flaschchen gewihlt worden ist. Auch stellt dieses Ergebnis keinen Einzelfall
dar, sondern es wurde eigentlich immer mehr oder weniger deutlich bei unseren bis-
herigen Arbeiten beobachtet. — Soll ein mdglichst zuverlédssiges Ergebnis bei der
Priifung eines Impfstoffes erhalten werden, so scheint es deshalb zweckméflig zu sein,
daB mehrere Proben zu verschiedenen Zeiten, und zwar mit mindestens eintdgigen
Intervallen, geprift werden.

Der Vollstéindigkeit halber méchten wir noch bemerken, da wir die Bestimmung
der Zahl der lebenden Brucellen im Warburgschen Apparat ablehnen, da diese Methode
zwar qualitativ, nicht aber quantitativ verliBliche Resultate liefert. Einmal durfte
eine gewisse Abhéngigkeit bestehen zwischen dem Sauerstoffverbrauch und der be-
treffenden Suspensionsfliissigkeit, in welcher die Keime lyophilisiert worden sind, und
weiterhin diirften auch gelegentliche Verunreinigungen wihrend der Versuchsdauer
den Sauerstoffverbrauch fehlerhaft beeinflussen. AuBlerdem findet der Tod der Bak-
terienzelle nach Frei [5] in Etappen statt: Der Proliferationsapparat, welcher in
direkter Abhingigkeit zum Oxydationsapparat der Zelle steht, ist wesentlich emp-
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findlicher als dieser und stirbt deshalb eher ab. Das bedeutet aber und 148t sich
experimentell auch nachweisen, da3 die Atmung — wenn auch in verringertem Aus-
maf} — selbst dann noch weitergeht, wenn die Keime ihre Vermehrungsfihigkeit bereits
verloren haben. ‘

Die Frage nach der Zahl der bei der Impfung zu verabreichenden Bru-
cellen wird, wie eingangs bereits erwéhnt, noch nicht einheitlich beantwortet.
Einigkeit besteht nur insofern, als eine verhédltnism#fBig massive Dosis
lebender Keime als notwendig erachtet wird. Seelemann [6] stellt seinen
fliissigen Impfstoff nach der Bariumsulfatmethode so ein, daf} er in frischem
Zustand 2 Milliarden lebende Keime im cem und bei einem Injektions-
volumen von 5 ccm demnach 10 Milliarden lebende Brucellen pro Dosis
enthilt. Mit diesem Impfstoff sollen — nach den Erfahrungen des Autors —
die Tiere zweimal im Abstand von 3 bis 4 Wochen geimpft werden. Die
Schwierigkeit bei der Festsetzung der optimalen Keimzahl in den Impf-
stoffen liegt vor allem darin, dall es bisher noch an einer exakten Methode
fehlt, mit welcher der Grad der Immunitidt beim schutzgeimpften Rind be-
stimmt werden kann. Unsere Kenntnisse stiitzen sich deshalb lediglich auf
die Erfahrungen der Praxis. Hinzu kommt, dall auch die einzelnen Zihl-
verfahren verschiedenartige Ergebnisse liefern, und solange man sich nicht
auf eine einheitliche Methode in der Keimzahlbestimmung geeinigt hat,
wird man schon deshalb, was die optimale Brucellenmenge anbelangt,
aneinander vorbeireden.

Wenn wir die erwiihnten, von Seelemann angegebenen Zahlen nach
unseren bisherigen Erfahrungen als Minimum und nur unter der Voraus-
setzung einer zweimaligen Impfung als ausreichend erachten, so glauben wir
andererseits, dafl Stableforth [7] mit 80 Milliarden lebender Brucellen je
Impfdosis die obere Grenze der erforderlichen Keimzahl anstrebt. Allerdings
ist zu beriicksichtigen, daB auch diese Angaben sich auf einen fliissigen
Impfstoff beziehen, dessen verhidltnismafBig lange Verwendbarkeitsdauer
von 4 Wochen (Seelemann: 2 Wochen) erst nach Ablauf einer eingehen-
den, 7 Tage dauernden Priifung beginnt. Am Ende dieser Verwendbarkeits-
dauer wird die Zahl der lebenden Keime kaum hoher sein als bei einem
Impfstoff, welcher mit 10 Milliarden je Dosis frisch, das heit 24 Stunden
nach der Abschwemmung der Kulturen abgegeben und mit einer 14tégigen
Verwendbarkeitsdauer befristet wird und bei welchem zudem noch der
Sicherheitsfaktor der zweimaligen Impfung besteht. _

Kilchsperger (personliche Mitteilung) macht tiberzeugend geltend, da3
zwar die Verabreichung einer optimalen Brucellenmenge unter allen Um-
stinden gewihrleistet werden mul}, daf sie aber keinesfalls erheblich iiber-
schritten werden sollte, damit die durch die Impfung erzeugten positiven
Agglutinationstiter baldmoglichst wieder verschwinden. Denn gerade diese
«Impftiter» konnen ja von den durch eine natiirliche Infektion hervor-
gerufenen Titern nicht unterschieden werden. Deshalb erschweren lang
andauernde Impftiter nicht nur den serologisch-diagnostischen Teil des
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Bekampfungsplanes, sondern auch den intensiven Viehhandel insbesondere
mit dem Ausland.

Unter Beriicksichtigung der geschilderten Umstéinde hat das Eidgends-
sische Veterindiramt [9] festgelegt, dafl der gefriergetrocknete Brucella-
abortus-Impfstoff (Stamm «Buck 19») 30-50 Milliarden lebende Keime je
Impfdosis bei seiner Anwendung enthalten und nur einmalig verimpft
werden soll. '

2. Priifung der Schutzlisung und des Stabilisators

Die Schutzlosung hat die Aufgabe, die Brucellen beim Einfrierprozel
weitgehend vor dem Absterben zu schiitzen, wihrend es dem Stabilisator
zufillt, die im gefrorenen Zustand getrockneten Keime moglichst lange am
Leben zu erhalten. Grundsétzlich unterscheiden wir zwischen diesen beiden
Eigenschaften, wenn es auch moglich ist, beide in ein und derselben Substanz
gelegentlich vereinigt zu finden. Aber beispielsweise die von Bosgra [1]
angegebene, 7,5%ige Glukoselosung zeigte uns, da sie sich durch gute
schiitzende Eigenschaften beim Einfrieren auszeichnet, da3 aber ihre stabili-
sierenden Eigenschaften wihrend der Lagerung und besonders, wenn der
betreffende Trockenimpfstoff einer Belastungsprobe (siehe unten) ausgesetzt
wird, nicht besonders hoch sind. _

Der Schutzlosung kommt vorwiegend nur interne Bedeutung bei der
Impfstofigewinnung zu, indem es darum geht, von den abgeschwemmten
Kulturen beim nachfolgenden Einfrieren moglichst viele Keime am Leben zu
erhalten, damit eine wirtschaftliche Ausbeute erreicht wird. Fiir die Praxis
dagegen ist die Schutzlosung nur insofern von Bedeutung, als ein einmal
geloster Trockenimpfstoff vielleicht nicht sofort gebraucht wird und infolge
sehr kalter Witterung einfrieren kann. Hierbei wire es dann wichtig, daf} die
Keime durch das Einfrieren nicht geschidigt werden. Aber aus anderen
Griinden sollte ein Trockenimpfstoff erst dann gelost werden, wenn er
unmittelbar darauf verimpft werden kann.

Diesen beiden Umsténden angepalt, gestaltet sich auch unsere Priifung der Schutz-
I6sung: Von einem Teil der abgeschwemmten Brucellen-Suspension wird eine kleine
Probe zur Keimzahlbestimmung entnommen, der Rest wird eingefroren und bei
Zimmertemperatur wieder aufgetaut. Davon wird wieder eine kleine Probe zur Keim-
zahlbestimmung entnommen und der Rest abermals eingefroren und wieder aufgetaut.
Diesen Vorgang des Einfrierens mit nachfolgendem Auftauen und Auszéhlen der noch
iberlebenden Keime fithren wir insgesamt dreimal unmittelbar hintereinander durch.
Wir verlangen. von der Schutzlosung, daf durch jeden dieser 3 Einfrierprozesse nicht
mehr als 109, der zuvor ermittelten lebenden Keime absterben, oder, dal am Ende
des Versuches noch rund 709, lebende Keime im Vergleich zur Ausgangs-Suspension
(vor dem 1. Einfrieren) nachgewiesen werden miissen. Bei einer guten Schutzlésung
jedoch verlduft das Einfrieren in der Regel ohne Absterben der Brucellen.

Infolge der Fehlermoglichkeiten aller Zdhlmethoden diirfen die dabei ermittelten
Zahlenwerte allerdings nicht zu streng beurteilt werden. So ist es schon vorgekommen,
da nach dem 2. Einfrieren mehr Keime nachgewiesen wurden, als in der Ausgangs-
Suspension vor dem 1. Einfrieren vorhanden waren. Imgmerhin gehoren aberh solche

7
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paradoxen Ergebnisse zu den Seltenheiten. Bei gleichbleibender Technik in der Her-
stellung der Suspensionsfliissigkeit (Schutzlosung) wird man sich auf nur wenige
Prifungen dieser Art in gréBeren Zeitabstinden beschrinken kénnen. Dann allerdings
fithren wir solche Priifungen auch genau, das heil3t mehrmals an verschiedenen Tagen
durch, um ein einigermaflen verlidliches Durchschnittsergebnis zu erhalten.

Dem Stabilisator dagegen kommt ausschlieBliche Bedeutung fiir die
praktische Anwendung des Impfstoffes zu, indem er fiir die Haltbarkeit, das
heiB3t fiir die Konstanz der Zahl der lebenden Brucellen wihrend der Lage-
rung des Impfstoffes verantwortlich ist. Fiir die Priifung der Qualitit eines
Stabilisators mufBite eine Untersuchungsmethode gefunden werden, mit
welcher man rasch Aufschlufl iiber die stabilisierenden Eigenschaften des
einen oder anderen Trockenimpfstoffes erhilt. Wird der zu priifende Impf-
stoff bei Zimmertemperatur oder gar im Kiihlschrank gelagert, so benétigt
die Ermittlung seiner Haltbarkeitsdauer eine viel zu lange Zeitspanne, wes-
halb die Priifung auch nicht vor Abgabe des Impfstoffes zum Verbrauch
abgeschlossen werden kann. Gerade diese Forderung aber, dafl die Priifung
vor der Abgabe abgeschlossen wird, sollte erfiillt werden. — Weiterhin kam
es uns darauf an, Grenzwerte zu erhalten, &4hnlich wie bei anderen Priifungs-
verfahren, denen zum Beispiel Immunitéitsreaktionen zugrunde liegen. Es
war also nicht nur wiinschenswert, festzustellen, dafl ein Impfstoff wihrend
einer bestimmten Zeit sicher in seiner Zahl lebender Brucellen konstant
bleibt, sondern ebenso wichtig war es auch, zu ermitteln, von wann ab und
in welchem Maf3e die Zahl der lebenden Keime abfillt.

Es ist bekannt, daf die optimale Lagerungstemperatur fiir gefrierge-
trocknete Bakterien zwischen 1 und 5°C liegt und daB, je hoher diese Tem-
peratur steigt, desto schneller die Keime absterben. Schon bei Zimmertem-
peratur von etwa 18°C geht das Absterben erheblich rascher vor sich. Wir
setzten deshalb verschiedene Impfstoffproben einer Belastungsprobe im
Brutschrank bei 37°C aus und stellten dabei fest, dafl solche Proben, die im
Brutschrank verhiltnismiBig langsam abstarben, auch ein lingeres Uber-
leben bei Zimmertemperatur und erst recht im Kiihlschrank zeigten, gegen-
iiber solchen Impfstoffen mit verhéltnisméBig kurzer Haltbarkeitsdauer bei
Zimmer- und bei Kiihlschranktemperatur. Es zeigte sich also, dafl die
Geschwindigkeit des Absterbens bei der Belastungsprobe im Brutschrank in
einem bestimmten Verhéltnis steht zu der Geschwindigkeit des Absterbens
bei Zimmer- und bei Kiihlschranktemperatur. Deshalb konnen aus der.
Uberlebensdauer der Keime bei 37°C Riickschliisse gezogen werden auf die
Haltbarkeitsdauer der Impfstoffe bei Zimmer- und bei Kiihlschrank-
temperatur.

Far die Priifung der stabilisierenden Eigenschaften eines gefriergetrockneten
Brucella-abortus-Impfstoffes fuhrten wir deshalb die Brutschrank-Belastungsprobe
ein, die wir heute folgendermaflen vornehmen: Von dem zu priifenden Impfstoft
werden je 5 Proben in den Brutschrank bei 37°C und in den Kiihlschrank bei 2-3°C
gestellt. Nach 3, 7, 14, 21 und 28 Tagen wird jeweils eine Probe aus dem Brutschrank

und eine solche aus dem Kiihlschrank entnommen und mittels der in Abschnitt 1 ge-
?
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schilderten Methode ihre Zahl lebender Brucellen bestimmt. Das Ergebnis wird
graphisch dargestellt, und zwar werden die einzelnen Uberlebensraten in Prozenten
gegeniiber dem Ausgangskeimgehalt ausgedriickt. Der Ausgangskeimgehalt stellt das
Durchschnittsergebnis der Zahlungen der 5 Kiihlschrankproben dar und wird in der
graphischen Darstellung mit 1009, eingetragen. Dadurch haben alle Impfstoffe auch
mit unterschiedlichem Ausgangskeimgehalt in der graphischen Darstellung den
gleichen Ausgangspunkt und kénnen gut miteinander verglichen werden.

In der Tabelle 2 geben wir ein Protokoll wieder, welches die Ergebnisse der Priifung
von sechs verschiedenen fremden Impfstoffen im Vergleich zu einem Impfstoff eigener
Herstellung enthélt. Die Zahl der lebenden Brucellen je Impfdosis dieser Trocken-
impfstoffe haben wir wie folgt ermittelt: Impfstoff Nr.1: 70.10° Nr.2: 35.10°,
Nr. 3: 30.10° Nr.4: 8.10% Nr. 5: 15.10% Nr.6: 2.10°% und Nr.7: 6 10%. Zum Zeit-
punkt der Priifung hatten die fremden Impfstoffe laut Angabe auf den: Etiketten noch
eine Verwendbarkeitsdauer von im Maximum 10 Monaten (Nrt. 4 und 7) und im
Minimum 3 Monaten (Nr. 1).

Tabelle 2 4

Uberlebensrate der Brucellen in %

o34 71 14 77 28
Aufenthalt bei 37°C in Tagen

Bei der Bewertung des Ergebnisses dieser Stabilisatorpriifung mdéchten
wir uns heute noch nicht endgiiltig festlegen, da wir noch nicht iiber geniigend
vergleichendes Zahlenmaterial verfiigen, welches die Haltbarkeit der be-
treffenden Impfstoffe bei Zimmer- und bei Kiihlschranktemperatur wihrend
]éi,ngerer Zeitraiume angibt. AuBer Zweifel steht aber wohl, daB die Stabilitiit
der in der Tabelle 2 aufgefiihrten Impfstoffe Nr. 1 und 2 als sehr gut und
die von Nr. 3 und 4 mindestens als gut bezeichnet werden kann. In einem
groBeren Versuch sind wir jetzt dabei, das genaue Verhiltnis zwischen der
Haltbarkeit verschiedener Impfstoffe im Brutschrank einerseits und bei
Zimmertemperatur andererseits zu bestimmen. Erst wenn dieses Verhiltnis
zahlenméflig genau ausgedriickt werden kann, méchten wir die Bedingungen
festsetzen, welche wir an die Stabilisatorpriifung stellen. In diesem Versuch,
iber den dann zu einem spiteren Zeitpunkt berichtet werden soll, sind
selbstverstindlich auch entsprechende Kiihlschrankproben mit eingeschlos-
sen, weil man diese schon zu Kontrollzwecken benétigt. Weniger Wert legen
wir jedoch darauf, die Haltbarkeit der Kiihlschrankproben zu ermitteln,
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weil diese verhiltnismiBig lang ist, denn auch solche Impfstoffe wie Nr. 5,
6 und 7 (Tabelle 2) halten sich im Kiihlschrank mehrere Monate. Wesentlich
mehr Gewicht legen wir auf die Haltbarkeit bei Zimmertemperatur, denn
diese ist, sobald ein Impfstoff die Herstellungsstitte verlifit, von ausschlag-
gebender Bedeutung, weil nur in wenigen Féllen iiber diesen Zeitpunkt
hinaus noch eine Lagerung im Kiihlschrank gewihrleistet werden kann.

Das Gesamtergebnis, welches die Tabelle 2 zu erkennen gibt, zeigt deut-
lich, da@} an einzelnen Orten bei der Herstellung gefriergetrockneter Brucella-
abortus-Impfstoffe noch manches im Hinblick auf die Stabilitit getan werden
muB, und daB dieser Teil der Anforderungen an einen solchen Impfstoff bei
der Priifung noch mehr Beachtung bedarf. — Die Keimzahlen der gepriiften
Impfstoffe sind ebenfalls sehr unterschiedlich. Sie variieren zwischen 2 und
70 Milliarden lebender Brucellen je Impfdosis. Auch in dieser Hinsicht
scheint es wiinschenwert, dafl eine Angleichung erfolgt. '

3. Priifung des Vakuums in den Flischchen mit Trockengut

Mit diesem Thema soll der Frage, ob nur ein Vakuum in den Impfstoff-
gefiflen optimale Lagerungsbedingungen schaffe, nicht vorgegriffen werden.
Auch indifferente Gase wie zum Beispiel Stickstoff leisten dabei gute
Dienste. Aber der VerschluB unter Vakuum bietet auch in prifungstech-
nischer Hinsicht Vorziige, indem sich vor allem der Nachweis des Vakuums
sicher und verh#ltnismiBig einfach durchfiihren liBt, ohne daB die unter-
suchten Flaschchen geopfert werden miissen.

Zu dieser Priifung benutzen wir den Hochfrequenz-Vakuumpriifer der Firma
Leybold/Kéln, mit dem je nach der Farbe des Aufleuchtens der Flaschchen auch
graduelle Unterschiede des vorhandenen Vakuums grob ermittelt werden kénnen. Das
«Durchleuchten» der Impfstoffgefille mit diesem Hochfrequenzgerit ist nach unseren
bisherigen Erfahrungen ohne Nachteil fiir die Brucellen, so dafl jedes Flidschchen eines
Herstellungssatzes gepriift werden kann. Gerade dies bedeutet einen besonderen Vor-
zug, denn die Uberpriifung des Vakuums nur an Stichproben niitzt praktisch gar
nichts.

Im einzelnen gehen wir so vor, dafl jedes Flaschchen nach seinem Verschluf3 auf
das vorhandene Vakuum gepriift wird. Eine zweite Uberpriifung aller Flischchen
erfolgt nach etwa. 14téigiger Lagerung im Kiihlschrank, weil die niedrige Kiihlschrank-
temperatur besonders hohe Anforderungen an den vakuumdichten Verschluf3 stellt.
Flaschchen, die sich hierbei ohne Vakuum zeigen sollten, werden auf vorhandene
Spriinge im Glas oder sonstige Fehler untersucht, gegebenenfalls nochmals evakuiert
und nach weiteren 14 Tagen der gleichen Prifung unterzogen. Nur wenn sich dann
das Vakuum einwandfrei gehalten hat, werden sie zur Abgabe freigegeben. Der Voll-
sténdigkeit halber mochten wir noch hinzufugen, daB Chargen, die léingere Zeit (mehr
als 2 Monate) bei uns gelagert werden, bevor sie zum Verpacken und dann zur Abgabe
gelangen, noch ein drittes Mal auf das vorhandene Vakuum gepriift werden.

Mit dem geschilderten Vorgehen glauben wir gewéhrleisten zu kénnen,
daf3 sich das Vakuum in den GefiBBen wihrend der Verwendbarkeitsdauer

der Impfstoffe, die in unserem Falle 8 Monate nach der Herstellung betragt,
halt.
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Zusammenfassung

Der gefriergetrocknete Brucella-abortus-Impfstoff mit dem Stamm
«Buck 19» weist gegeniiber dem gleichartigen fliissigen Impfstoff nicht nur
bei seiner Anwendung, sondern auch in priifungstechnischer Hinsicht wesent-
liche Vorziige auf. Da es moglich ist, diesem Impfstoff eine beachtliche
Stabilitdt zu verleihen, kann die Anzahl der lebenden Brucellen standardi-
siert und iiber mehrere Monate konstant erhalten werden. Alle erforderlichen
Priifungen des Impfstoffes kénnen vor seiner Abgabe zum Verbrauch durch-
gefiihrt werden. Eine bewihrte Methode zur Bestimmung der Anzahl
lebender Brucellen nach dem Verdiinnungsprinzip wird in Einzelheiten ge-
schildert. — Zum Nachweis der Stabilitit der Impfstoffe wird die Brut-
schrank-Belastungsprobe eingefiihrt und beschrieben. Aus den Uberlebens-
raten der Brucellen wihrend verschieden langer Zeiten im Brutschrank bei
37°C konnen Riickschliisse gezogen werden auf die Haltbarkeit des betref-
fenden Impfstoffes bei Zimmer- und bei Kiihlschranktemperatur. Diese
Stabilitdtspriifung hat bei 7 verschiedenen Handelsimpfstoffen sehr grofie
Unterschiede ergeben, und zwar gab es solche, die schon nach 4 Tagen bei
37°C weniger als 109, lebende Brucellen, und andere, die selbst noch nach
4 Wochen rund 509, lebende Brucellen aufwiesen. Ebenso unterschiedlich
war die Keimzahl dieser 7 Impfstoffe: sie variierte zwischen 2 und 70 Mil-
liarden lebender Brucellen je Impfdosis. — Weiterhin wird die, Priifung des
Vakuums in den Impfstoffgefilen und die' der Schutzlosung beschrieben.
Der VerschluB der Flischchen unter Vakuum ist mit ausschlaggebend fiir
die Haltbarkeit des Impfstoffes, und die Schutzlésung hat die Aufgabe, die
Brucellen wahrend des Einfrierens vor dem Absterben zu schiitzen.

Résumé

Le vacecin contre 'avortement de Bang desséché par congélation avec la souche
« Buck 19 » présente a I’égard du méme vaccin liquide de grands avantages non seule-
ment dans son application mais encore au point de vue de son contréle technique.
Comme il est possible de conférer a ce vaccin une appréciable stabilité, le nombre des
brucelles vivantes peut étre standardisé et maintenu constant pendant plusieurs mois.
Tous les contrdles nécessaires du vaccin peuvent étre exécutés avant sa livraison.
Description détaillée d’une méthode éprouvée pour la détermination du nombre de
brucelles vivantes selon. le principe de la dilution. Description des différents moyens
de contrdle de la stabilité des vaccins. Les différents temps de survie des brucelles dans
Iétuve & 37° permettent certaines déductions quant & la durée de conservation du
vaccin & la température de laboratoire et & celle du frigorifique. Ce controle de stabilité
a révélé de forts contrastes pour 7 vaccins différents. Ainsi, certains d’entre-eux, &4 37°,
ont présenté en 4 jours déja moins de 109, de brucelles vivantes; d’autres conservaient
le 509, de brucelles vivantes pendant 4 semaines. La teneur en germes de ces 7 vaccins
était également fort variable: elle oscillait entre 2 et 70 milliards de brucelles vivantes
par dose vaccinale. Description du contrble du vacuum dans les doses vaccinales et de
la solution de protection. L’obturation des flacons & vacuum est déterminante pour
lIa conservation du vaccin et la solution de protection a pour but d’empécher la mort
des brucelles pendant la congélation.
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Riassunto

Il vaccino essiccato per congelamento derivante dalla brucella abortus con il
ceppo « Buck 19» presenta, di fronte al vaccino liquido dello stesso genere, dei notevoli
vantaggi, non solo in vista del suo uso, ma anche riguardo alla prova tecnica. Poiché
a questo vaccino si pud fornire una notevole stabilita, il numero delle brucelle vive
pud essere standardizzato e mantenuto costante per oltre parecchi mesi. Tutte le
prove necessarie del vaccino possono effettuarsi prima che il vaccino venga consegnato
per 'uso. Si illustra in particolare, col principio della diluzione, un metodo fidato per
determinare il numero delle brucelle vive. Per dimostrare la stabilitdh dei vacecini,
si cita e si descrive la prova di carico nel termostato. Dagli studi di sopravvivenza
delle brucelle per diversi lunghi periodi di permanenza nel termostato a 37 gradi C,
si possono trarre delle deduzioni sulla resistenza del rispettivo vaceino alla temperatura
ambientale ed a quella frigorifica. Questa prova di stabilitd ha gia dato in 7 diversi
vaccini commerciali delle grandi differenze ed in atti ci furono dei vaccini che gia dopo
4 giorni a 37 gradi C presentarono meno del 109, di brucelle, mentre altri vacecini,
persino dopo 4 settimane, avevano ancora circa il 509, di brucelle vive. Anche il
numero dei germi di questi 7 vaceini é risulto diverso; esso & variato fra 2-70 miliardi
di brucelle vive per ciascuna dose da iniettare. Infine si descrive le prove nel vuoto
dei recipienti usati per il vaccino e di quelli della soluzione protettrice. La chiusura
delle bottigliette nel vuoto, calcolata in vista della conservabilitd del vaccino e della
soluzione protettrice, ha il compito di salvaguardare la vitalita delle brucelle.

Summary

The freeze-dried Brucella Abortus Vaccine prepared from “Buck 19" strain, shows
* important advantages over the liquid vaccine, not only in its method of use but also
in its testing technique. As the freeze-dried vaccine is of considerable stability, the
number of live Br. abortus can be standardised and maintained for several months.
All the necessary tests can be carried out before issuing the vaccine for use.

A reliable method for determining the number of live Br. abortus by the dilution
technique is described in detail. '

For the evaluation of the stability of the vaccine, an incubator method is introduced
and described. From the survival rate of Br. abortus incubated for various periods
at 37°C., one can deduce the stability of the vaccine at room and refrigerator tempera-
tures. This test of stability of seven various commercial vaccines, showed considerable
differences. In some vaccines the live Br. abortus diminished to less than 109, after
4 days of incubation at 37°C., in others about 509, of live Br. abortus were present
even after 4 weeks of incubation. Similarly, the number of live organisms in these seven
vaceines varied between 2,000 and 70,000 million live organisms, per vaccination dose.

The testing of the vacuum in the containers of the vaccine and diluent are described.
The sealing of the containers under vacuum is an important factor in maintaining the
stability of the vaccine. The protective diluent is responsible for preventing death of
the Br. abortus during the freezing process.
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"Rapport sur le Symposium international de bactériologie ‘:ﬂimehtaire
a PInstitut Pasteur de Lille (10-14 octobre 1954)

présenté et commenté par S. Debrot, Abattoirs de Lausanne,
délégué de 1’Association vétérinaire pour I’hygiéne des viandes

Ce symposium a été la premiére réunion internationale des bactériologistes s’occupant
d’hygiéne alimentaire. Il a été organisé par la Section XXT de 1’Association internatio-
nale des Sociétés de Microbiologie, avec le concours du Comité International Permanent
de la conserve. Le Comité d’organisation était présidé par M. le professeur Gernez-
Rieux, directeur de I'Institut Pasteur de Lille, et le Comité scientifique par M. le
professeur Ingram de I’Université de Cambridge; M. le professeur Buttiaux (France)
et M. le Dr Mossel (Hollande) fonctionnaient comme secrétaires. Environ 90 bactério-
logistes et hygiénistes représentaient 14 pays. Ce symposium a été consacré a des
échanges de vue, des discussions et mises au point sur la microbiologie des semi-conserves
de viande, plus particuliérement des jambons en boite. Le texte de tous les travaux
(rapports, communications, discussions) est pubhe dans les annales de 'Institut Pasteur
de Lille en un numéro spécial qui a paru en janvier 1955.

Par semzi-conserves de viande on comprend tous les produits carnés contenus dans
un récipient hermétiquement fermé, soumis & un ou plusieurs procédés de conservation,
et qui ne peuvent rester inaltérables ou consommables sans précautions spéciales. En
effet, ces produits, dont le jambon en boite est le type, ne peuvent étre stérilisés en
étant portés & une température élevée qui détruirait leur structure histologique; la
pasteurisation & laquelle ils sont soumis est insuffisante & tuer tous les microbes qu’ils
renferment. Certains peuvent étre pathogénes, d’autres peuvent altérer le contenu de
la boite ; ils peuvent se multiplier rapidement si les conditions sont favorables. L’emploi
de désinfectants est interdit.

L’infection microbienne du jambon en boite

et jusque sur l'assiette du consommateur, a son origine dans 1’entretien du pore, les
méthodes d’abattage, les manipulations nombreuses de la viande jusqu’a sa mise en
boite, le traitement de la boite et son entreposage, enfin la fagon de débiter le jambon.

La recherche de ces microbes est surtout intéressante et importante lors d’altéra-
tions du contenu d’une boite, dues généralement non & un seul germe, mais & une
association microbienne qu’on peut faire entrer dans un groupe spécifique:

a) Microbes du tractus intestinal de I’animal: origine fécale: Coli, Clostridium,
Streptocoques La flore clostridienne peut étre variable selon I’alimentation de I’animal.
Cette origine fécale a sa source dans l'insalubrité des porcheries, le surmenage des
animaux avant ’abattage et le fait que les animaux ne sont pas abattus & jeun, dans
la saignée insuffisante ou malpropre, le baignage des pores & 61-63 degrés, ete.
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