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Deklassierter Emmentaler im Alter von 1.5 Monaten mit stark fehlerhafter Lochung.

In fermentierten Lebensmitteln wie Kase
wird die Produktqualitit massgebend
durch die Zusammensetzungdes Mikro-
bioms beeinflusst. Der vorliegende Arti-
kel zeigt an einem Praxisbeispiel die
analytischen Maéglichkeiten von Ag-
roscope bei der Aufklarung von mikro-
biell bedingten Kasefehlern auf.

Einleitung

Im Rahmen des Agroscope Forschungs-
projektes Kasemikrobiom werden sow ohl
erw Unschte wie auch unerw Gnschte En-
flisse des Kasemikrobioms auf die Kase-
qualitdat untersucht. Ziel des Projektes ist
es, das Wissen Uber den Einfluss des Ka-
semikrobioms auf die Produktqualitdt zuer-
w eitern. Der Fokus des Projektes richtet
sich insbesondere auf Rohmilchkase, da in
deren Mikrobiom eine grOéssere Biodiversi-
tat erw artet wird. Im Rahmen des Projektes
w erden auch neue Analysenmethoden ent-
w ickelt, mit denen die Kasereiberatung von
Agroscope bei der Aufklarung von komple-
xen Praxisfallen unterstiitzt werden kann.
Besonders hervorzuheben ist in diesem

Zusammenhang die Entwicklung moleku-
larbiologischer Methoden, die immer leis-
tungsfahiger und kostenglinstiger w erden
und somit vertiefte Einblicke in das K&-
semikrobiom erméglichen.

Das Titelbild zeigt einen deklassierten Em-
mentaler, der eine stark fehlerhafte Lo-
chung aufw eist. Derart gravierende Fehler-
bilder sind auch fir erfahrene Kéasereibera-
ter nicht alltdglich. Aufgrund der sehr un-
sauberen Ausschaffung der L6écher w urde
ein mikrobiell bedingter Kasefehler vermu-
tet, der durch eine gasbildende Kontamina-
tionsflora hervorgerufen wird. Da gew erbli-
che Betriebe und regionale Beratungsplatt-
formen nur Uber beschrankte analytische
Moglichkeiten verfigen, w urde Agroscope
zur Klarung der Ursachen beigezogen.

Die Aufklarung solcher Praxisfalle ist auch
eine wichtige Grundlage fir den Wissens-
transfer von Agroscope in die Praxis in
Form von Ausbildungs- und Weiterbil-
dungsveranstaltungen.
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Kasereiberatung von Agroscope

Die in der Schw eiz hergestellten Sortenkdse w erden von den
Konsumentinnen und Konsumenten aufgrund ihrer hervorra-
genden und konstanten Qualitdt sehr geschatzt. Mittels unab-
hangigen Qualitdtsbeurteilungen (Taxationen) stellen die Sor-
tenorganisationen sicher, dass nur qualitativ einw andfreie
Kése in die Vermarktung gelangen. Fehlerhafte Kase werden
deklassiert, was fur die betroffenen Kasereien grosse 6kono-
mische Verluste mit sich bringt, insbesondere dann, wenndie
gesamte Produktion einer Kaserei Uber einen langeren Zeit-
raum von einem Kasefehler betroffen ist. In solchen Situatio-
nen ist eine mdglichst schnelle Aufklarung der Ursachen ent-
scheidend, damit korrektive Massnahmen eingeleitet und die
Fehlerursachen beseitigt werden kénnen. Die Aufklarung von
seltenen Kasefehlern verlangt viel Erfahrungswissen. Bei Ag-
roscope arbeiten insgesamt vier Kasereiberater, die in enger
Zusammenarbeit mit den regionalen Beratungsplattformen Ka-
sereien in der ganzen Schw eiz beraten und unterstiitzen. Dank
der Mitarbeit der Berater in der Kaseforschung und Kulturen-
entw icklung von Agroscope ist sichergestellt, dass die vielsei-
tigen Kompetenzen von Agroscope der Praxis fir die Aufkla-
rung von komplexen Kasefehlern zur Verfligung stehen.

Analytische Ansitze zur Aufklarung von mikrobiologisch
bedingten Kiasefehlern

In den letzten Jahren wurdenim Bereich der Kaseanalytik be-
deutende Fortschritte erzielt. Abbildung 1 enthalt eine Uber-
sicht der verschiedenen Anséatze, die bei Agroscope zur Auf-
klarung von Kasefehlern zum Einsatz gelangen. Insbesondere
neue molekularbiologische Methoden liefern zunehmend diag-
nostische Hinw eise, um die mikrobiologischen und molekula-
ren Ursachen von nicht alltdglichen Kasefehlen aufzuklaren.
Neben klassischen mikrobiologischen Analysen werden des-
halb in der Kasereiberatung von Agroscope zunehmend auch
molekularbiologische Analysen eingesetzt. Die begrenzten
Moglichkeiten, mit mikrobiologischen Methoden fehlerhafte
Entw icklungen w ahrend der Reifung von Kése aufzuzeigen,
w aren auch Anlass dafir, dass in den letzten Jahrzehnten viele
chromatographische, enzymatische und biochemische Analy-
senmethoden entwickelt wurden, mit denen das Gargesche-
hen in Kase im Verlauf der Reifung anhand von ausgew &hlten
Metaboliten verfolgt werden kann. Im Folgenden sollen die
heute verfiigbaren Lésungsansatze zur Aufklarung von nicht
alltaglichen, mikrobiell bedingten Kasefehlern vorgestellt wer-
den.

—

Metaboliten Analysen
« Bestimmungvon fliichtigen Carbonsauren (GC)
« Bestimmungvon biogenen Aminen (BGA)

Mikrobiom Analysen
b + Microbiomics basierend auf 16S rRNA

¢ '_.’ % Mikrobiologische Analysen
L ® + Isolierung und Charakterisierung von
Mikroorganismen aus fehlerhaften Kasen
- o * ldentifikation von Isolaten mittels MALDI-TOF MS

gPCR Analysen
« spezies-spezifischer Nachweis von Schadkeimen

* Nachweis von Genen wichtiger Enzyme

Pilot Plant Versuche
* Reproduktion von Kasefehlern mit Isolaten

~——

Abbildung 1: L6sungsansétze zur Aufkldrung der Ursache von
mikrobiell bedingten Kasefehlern.

Metaboliten-Analysen

Metaboliten-Analysen sind auch heute noch der erste Schritt
bei der Untersuchung von fehlerhaften K&seproben und liefern
in der Mehrzahl der Félle bereits entscheidende Hinw eise zur
Klarung der Ursachen von Qualitdtsfehlern. Fliichtige Carbon-
sduren und biogene Amine zahlen zu den aussagekréftigsten
Metaboliten in Kése. Die Untersuchung von Praxisproben auf
den Gehalt an flichtigen Carbonséauren erlaubt einen Einblick
in das Gargeschehen der reifenden Kése und ermdglicht die
Erkennung verschiedener Fehlgarungen (z. B. Buttersaurega-
rung), die sich meist auch durch eine berméssige Gasbildung
bemerkbar machen.

Auchdie Bildung von biogenen Aminen isteine haufig vorkom-
mende Ursache fir die unerw linschte Gasbildung in Kasen.
Biogene Amine w erdenin Kase unter Freisetzung von CO2 aus
Aminosauren gebildet, w eshalb die Bildung dieser Metaboliten
stets auch im Zusammenhang mit der Bildung von Rissen
(Glas, Pick) oder einer fehlerhaften Lochung betrachtet wer-
den muss. Die Bildung von biogenen Aminen flhrt zu einem
schnellen Anstieg des pH-Wertes w ahrend der Kasereifung,
w as den Reifungsprozess beschleunigt und die Lagerstabilitat
der Kase reduziert. Unter den biogenen Aminen ist die Bildung
von Histamin und Tyramin besonders unerw tnscht. Tyramin
ist problematisch fir Personen, die mit Monoaminooxidase
(MAO) hemmenden Medikamenten behandelt werden, da
dadurch auch der Abbau von Tyramin verlangsamt wird. Typi-
sche Symptome einer Tyramin-Intoxikation sind erhohter Blut-
druck in Verbindung mit Kopfschmerzen, Schwindel, Sehsto-
rungen, Ubelkeit. Histamin erzeugt einen unangenehm bren-
nenden Sinneseindruck im Mund, die Ennahme von > 50 mg
Histamin pro Mahlzeit kann auch bei gesunden Personen ge-
sundheitiche Beschwerden wie z.B. Hautrétungen oder
Durchfall verursachen.

Im vorliegenden Praxisfall w urde der fehlerhafte Kase wie ib-
lich in einem ersten Schritt auf die Gehalte an fliichtigen Car-
bonsauren und biogenen Aminen untersucht. Die w ichtigsten
Analysenbefunde sind in Tabelle 1 zusammengestelit.

Tabelle 1: Analysenbefunde im deklassierten Emmentaler.

Ameisensaure 55 mmol kg
Essigsaure 30.5 mmol kg
Propionsaure 8.9 mmol kg
Flichtige Carbonsauren total 457 mmol kg
Cadaverin 853 mg kg’
Histamin 42 mg kg
Tyramin 61 mg kg’
Summe biogene Amine 956 mg kg’
Freie Aminosauren (OPA) 186 mmol kg

Der tiefe Propionsauregehalt zeigte, dass die in diesem jungen
Reifungsstadium noch schw ach ausgepragte Propionsaurega-
rung nur einen Bruchteil der Gasbildung erklart. Ameisensaure
und Essigsaure entstehen beim Abbau von Citrat durch fakul-
tativ heterofermentative Laktobazillen, die als Zusatzkultur bei
der Herstellung von Emmentaler zugesetzt werden. Diese
flichtigen Carbonsauren kénnen aber auch bei der gemisch-
ten Sauregarung des Milchzuckers durch Enterobakterien ent-
stehen. Bei einer solchen Gemischtsduregarung w erden ne-
ben einer Reihe von organischen Verbindungen auch CO2 und
Wasserstoff freigesetzt, w as in kontaminierten Kasen bereits
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w ahrend des Pressvorgangs oder in den ersten Tagen der Rei-
fung zu einer fehlerhaften Lochbildung fiihren kann und im Ext-
remfall zu einer Frihblahung fihrt. Die Bestimmung des Ge-
halts an fliichtigen Carbonsauren in gleichalterigen Emmenta-
ler Kasen mit normaler Lochung ergab ahnliche Gehalte an
flichtigen Carbonsauren, so dass keine Hinw eise fir eine ge-
mischte Sauregarung durch Enterobakterien vorlagen.
Hingegen fihrte die Bestimmung der biogenen Amine zu ei-
nem sehr auffaligen Befund. Der Kase wies mit 853 mg kg™’
einen aussergew O6hnlich hohen Gehalt an Cadaverin auf, was
nur durch die Prasenz einer Kontaminationsflora erklart wer-
den kann. Die Bildung von Cadaverin in Kase w ird hauptsach-
lich mit dem Wachstum von Enterobakterien in Verbindung ge-
bracht, sie kann aber auch mit Laktobazillen (z. B. Lactobacil-
lus saerimneri) assoziiert sein. Die Herstellung von Emmenta-
ler bei Brenntemperaturen im Bereich von 52-54 °C und die
nur langsame Abkuhlung der grossformatigen Laibe fiihrt nor-
malerw eise zu einer starken Dezimierung von Enterobakte-
rien, w eshalb eine derart hohe Konzentration an Cadaverin fir
diese Kasesorte atypisch ist. Ziel der w eiteren Untersuchun-
gen war es deshalb, die mikrobiologische Ursache fur die
starke Bildung von Cadaverin aufzuklaren.

Kasemikrobiomanalysen

Das Mikrobiom beschreibt die Gesamtheit aller Mikroorganis-
men in einem Okosystem. Bei Késemikrobiomanalysen wid
genetisches Material direkt aus der Kaseprobe extrahiert und
sequenziert. Das w esentliche Unterscheidungsmerkmal zu ei-
ner klassischen mikrobiologischen Analyse ist, dass Mikroor-
ganismen nicht mehr kultiviert werden und sich auf diese
Weise auch nicht-kultivierbare Mikroorganismen nachw eisen
lassen. Bei der Sequenzierung werden PCR-abhangige Ver-
fahren (amplicon-based sequencing) und PCR-freie Verfahren
(shotgun metagenomic sequencing) unterschieden.

Bei Agroscope kommt bei Mikrobiom-Analysen ein Verfahren
zur Anw endung, das auf der Sequenzierung des 16S rRNA
Gens basiert. Hierbei w erdenim extrahierten, genetischen Ma-
terial Teile des bakteriellen 16S-rRNA-Gens mittels PCR

amplifiziert und anschliessend sequenziert. Die Sequenzie-
rung des 16S-rRNA-Gens ist besonders aufschlussreich, da
dieses Gen universal in allen Bakterien vorkommt, sich jedoch
von Bakterienspezies zu Bakterienspezies unterscheidet.
Folglich kann durch die Bestimmung der Basenabfolge dieses
Gens und dem anschliessenden Vergleich mit bekannten Se-
quenzen, die Bakterienspezies bestimmt w erden. Dieses Ver-
fahren wird seit 1994 als Standardverfahren fir die Identifika-
tion von Bakterien eingesetzt. Leider enthalten die fir Verglei-
che notwendigen 16S-rRNA-Gensequenzdatenbanken auch
fehlerhafte Eintrage, da sie nicht kuriert sind. So kann es vor-
kommen, dass Sequenzdaten einer falschen Bakterienspezies
zugeordnet wurden. Im Rahmen des Agroscope Forschungs-
projektes «Mikrobielle Biodiversitat» wurdein den letzten Jah-
ren in Zusammenarbeit mit INRAE in Frankreich eine kurierte
Datenbank fiir milchw irtschaftlich relevante Mikroorganis men
erstellt (Meola et al., 2019). Die Eintrage dieser DAIRYdb ge-
nannten Datenbank liefern verlasslichere Zuordnungen. Ene
Késemikrobiom-Analyse liefert Millionen von Sequenzdaten.
Um die Ergebnisse einer solchen Studie zu interpretieren, ist
ein molekularbiologisches und informatisches Fachw issen not-
w endig. Abbildung 2 zeigt den Ablauf einer Kasemikrobio m-
Studie bei Agroscope.

Im vorliegenden Praxisfall wurden 10 qualitativ gute Kase aus
verschiedenen Chargen und 10 Késeproben aus einer Charge
mit stark fehlerhaften K&sen mit dem oben beschriebene Ver-
fahren untersucht. Die Spezies der Starterkultur und Zusatz-
kulturen (Lactobacillus delbrueckiiund Streptococcus thermo-
philus, sow ie Propionibacterium freundenreichii und Lactoba-
cillus paracasei) dominierten die Zusammensetzung des Mik-
robioms aller untersuchten Kase und stellten zusammen je-
w eils Uber 99 % des Mikrobioms im Kaseteig dar (Abb. 3). In
der Gruppe der fehlerhaften Kase w ar die relative Abundanz
von Lactobacillus delbrueckiitiefer bzw . jene von Lactobacillus
paracasei hoher als in den Vergleichskdsen mit guter Qualitat.
Die Grundproblematik bei der Anw endung von Microbiomics in
fermentierten Lebensmittel besteht darin, dass einzelne Spe-
zies derart dominant sein kdnnen, dass der Nachw eis kleinerer

1) Beprobung und | 2) Amplifikation des 3) Sequenzierung der 4) Bioinformatische 5) Biostatistische Analyse
DMA-Extraktion 165 ribosomalen Gens | Fragmente des 16S Geng Analyse der Sequenzen Bakteriengemeinschaften
o o G o o —] —— =
— | — i =B
— | —— | o=
[—— = — i |
% — Rﬂﬂi‘ﬂf‘l vivz — | gorba e P B . |.
- B 350bp lang —y =
Beprobung von —] ' I
Schmiere, Rinde [— _ Lactocneid Mt s '.
oder Kaseleig \:__J —
[ — I
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Abbildung 2: Ablauf einer auf 16S basierten Kdsemikrobiomanalyse bei Agroscope.
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Bakterienpopulationen sehr schw ierigw ird. Die in Abbildung 3
dargesteliten Ergebnisse zeigen, dass die zugesetzten Kultu-
ren das Mikrobiom der in K&se dominieren und dass autoch-
thon vorkommenden Bakterien einen sehr geringen Anteil am
Mikrobiom ausmachen. Es ist jedoch so, dass auch marginale
Bakterienpopulationen im Mikrobiom von Kase einen sehr
w ichtigen Einfluss auf die sensorischen Eigenschaften und die
Produktqualitdt austiben kénnen. Dies gilt insbesondere fir ka-
seschadliche Bakterienpopulationen, die trotz sehr tiefen rela-
tiven Abundanzen von <0.1 % gravierende Ausw irkungen auf
die Kasequalitat haben konnen.
Abbildung 4 zeigt die relative Abundanz der Minorbestandteile
im Kasemikrobiom der untersuchten Kase die jew eils zusam-
men w eniger als 1 % ausmachten. In den fehlerhaften Kasen
wurden Lactobacillus parabuchneri und andere Laktobazillen
w ie Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum, Lactoba-
cillus coryniformis gefunden (Abb. 4). Als w eitere Minorbe-
standteile wurdenauch Spezies aus der Familie der Entero-
90
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kokken und der Enterobacteriaceen nachgewiesen. Es kann
angenommen w erden, dass ein Zusammenhang zw ischen der
Bildung der biogenen Amine Cadaverin (Enterobacteriaceen),
Tyramin (Enterokokken) und Histamin (Lactobacillus pa-
rabuchneri) sow ie der Kontaminationsflora besteht. Aufgrund
der sehr hohen Ahnlichkeit der 16S-rRNA-Gensequenzen von
eng verw andten Spezies ware es mehr spekulativ als gesi-
chert, spezies-spezifische Aussagen uber die Ursache der feh-
lerhaften Kasequalitdt zu machen. Das Wachstum von kase-
schadlichen Bakterien in den fehlerhaften Kdsen w ar auf einen
Fehler bei der Wahl der Fabrikationsrezeptur zuriickzufiihren,
der eine zu tiefe Brenntemperatur (50 °C statt 52-54 °C) und
eine zu tiefe Abfllitemperatur (44 °C statt 52 °C) zur Folge
hatte. Vermutlich fuhrte die viel zu tiefe Abfilltemperatur zu ei-
ner unvollstdndigen Michsauregarung, so dassin Kasen nach
24 Stunden noch Restzucker verfiigbar w ar, der das Wachs-
tum von unerw Gnschten und ka&seschadlichen Bakterien be-

gunstigte.
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Fehlerhafte Kase (Proben 11-20)
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Abbildung 3: Relative Abundanz der dominanten Spezies Lactobacillus delbrueckii, Streptococcus thermophilus, Propionibac-
terium freudenreichii und Lactobacillus paracasei in den untersuchten Késeproben.
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Abbildung 4: Relative Abundanz von Minorbestandteilen im Kdsemikrobiom.
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Zusammenfassend kann festgehalten w erden, dass die Mikro-
biomanalysen interessante Hinweise zur Prédsenz von uner-
w Unschten Keimen in Kasen lieferten. Aussagen Uber die ge-
nauen Spezies kaseschadlichen Bakterien in der fehlerhaften
in den deklassierten Emmentaler K&sen w aren basierend auf
den Ergebnissen der Mikrobiomanalysen nicht mdglich, w es-
halb in einem w eiteren Schritt erganzend auch mikrobiologi-
sche Analysen durchgefuhrt w urden.

Mikrobiologische Analysen

Biogene Amine sind organische, basisch reagierende Verbin-
dungen und entstehen hauptsachlich durch mikrobiell verur-
sachte Decarboxylierung von Aminosauren. So wirdz.B. His-
tamin aus Histidin, Tyramin aus Tyrosin und Cadaverin aus Ly-
sin gebildet. In der Mikrobiologie w erden verschiedene Medien
verw endet, um Bakterien, die biogene Amine bilden, zu isolie-
ren. Diesen Decarboxylase-Medien ist gemeinsam, dass sie
einen leicht sauren pH-Wert aufw eisen und dass ihnen eine fir
die Aminbildung notw endige Vorlaufer-Aminosaure sow ie ein
pH-Indikator zugesetzt wird. Wenn ein Bakterium in der Lage
ist, die Vorlaufer-Aminosaure zu decarboxylieren, entsteht ein
Amin, welches den pH um die Bakterienkolonie erhoht. Der
pH-Anstieg wird durch den Farbumschlag des pH-Indikators
sichtbar.

Im vorliegenden Praxisfall w urden auf Grund des hohen Cada-
veringehalts Agarplatten mit der Vorlaufer-Aminosaure Lysin
verw endet. Der Ausstrich eines Homogenates des fehlerhaften
Emmentalers auf diesen Agarplatten und deren anschlies-
sende Bebritung bei 30 °C wahrend 20 h fihrte zu einem
Wachstum von rétlichen Kolonien (Abb.5). Da die rétliche
Farbe nur eine pH-Veranderung anzeigt, jedoch nicht direkt die
Bildung eines Amins nachw eist, w urde in einem zw eiten Schritt
eine Kolonie in ein Flissigmedium mit der entsprechenden
Vorlaufer-Aminosaure Uberimpft. Nach einer w eiteren Inkuba-
tion bei 30 °C fur etw a 20 Stunden w urde der Medieniiberstand
mittels Dinnschichtchromatographie auf die Anw esenheit von
biogenen Aminen untersucht (Abb. 6, rechts). Dieser Nach-
w eis ist qualitativ und erlaubt es, bis zu 16 Proben parallel in
wenigen Stunden auf die Bidung von Histamin, Tyramin,
Cadaverin und Putrescin zu prifen. Mit dieser Methode w urde
bestatigt, dass die rétlichen Kolonien Cadaverin bilden. Fir die
rasche Identifikation von Bakterien und Hefen wird bei Ag-
roscope das MALDIFTOF-MS (Matrix-unterstiitzte Laser-
desorption/lonisations-Flugzeit-Massenspektrometrie) Verfah-
ren verw endet (Abb. 7). Hierbei w erden Kolonien von Agarplat-
ten auf eine metallene Targetplatte transferiert und mit einer
Matrix-Losung (meist ein Benzoesaurederivat) versetzt. Ene
solche Targetplatte hat 96 bis 160 Probenfelder. Die Zieltafel
wird dann in das MALDI-TOF-MS-Gerat eingefuhrt. Im Hoch-
vakuum w ird mit einem Laser auf die mit Matrix-Lésung verset-
zen Bakterien geschossen. Dadurch w erden Proteine aus den
Bakterien freigesetzt, ionisiert und in einem elektrischen Feld
beschleunigt. Anhand der Flugzeit, die die Molekule in einem
Flugrohr benétigen, kann die Masse der freigesetzten Proteine
bestimmt w erden.

Das Gesamtspektrum der Massen ist fir einzelne Bakterien-
spezies charakteristisch, quasi ein molekularer Fingerabdruck.
Durch den Vergleich der gemessenen Spektren mit Referenz-
spektren kann die Bakterienspezies ermittelt werden. Dank
diesem sehr schnellen Verfahren zur Identifikation von Bakte-

rienkolonien konnten die rétlichen Bakterienkolonien in w eni-
ger als einem halben Tag als Klebsiella pneumoniae identifi-
ziert w erden.

Abbildung 5: Agarplatte mit Cadaverin bildenden Bakterien, die
auf dem spezifischen Medium als rétlich gefarbt Kolonien er-
kennbar sind.

<- Cadaverin

Abbildung 6: Diinnschichtchromatogaphischer Nachweis der
Bildung von Cadaverin durch die isolierten Bakterienkolonien.

Vorkommen von Klebsiella pneumoniaein Kase

Uber das Vorkommen von Klebsiella pneumoniae in Kase ist
w enig bekannt. In einer italienischen Studie w urde die Spezies
als Verderbserreger in kommerziell hergestelitem Mozzarella
identifiziert (Massa et al., 1992). Mit Klebsiella pneumoniae
kontaminierte Chargen zeigten eine starke Gasbildung, w as ei-
nerseits zur Bildung von Léchern im Kase fiihrte und anderer-
seits eine Blahung der Plastikbeutel verursachte. Die Kase
wurden aus pasteurisierter Milch hergestellt, weshalb ange-
nommen w urde, dass die Kontamination nach der Vorbehand-
lung der Milch erfolgte. Fir die Erzielung der sortentypischen
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Abbildung 7: Schematische Darstellung einer MALDI-TOF-MS-Analyse.

Textur wird Mozzarella im Anschluss an die Kaseherstellung in
einem Wasserbad bei Temperaturen bis 57 °C geknetet. Die
in den fehlerhaften Mozzarella festgestellte Gasbildung zeigt,
dass Klebsiella pneumoniae eine solche Warmebehandlung
Uberstehen kann. Die in der Studie durchgefiihrten Abklarun-
gen zur Thermoresistenz von Klebsiella pneumoniae ergaben,
dass Kulturen von Klebsiellapneumoniae mit einer Ausgangs-
keimzahl 107 KbE ml"" erst durch eine Warmebehandlung von
15 min bei 63 °C vollstandig inaktiviert wurden.

Im vorliegenden Praxisfall konnte nicht geklart w erden, ob die
verarbeitete Rohmilch mit Klebsiellapneumoniae kontaminiert
war. Denkbar ist auch, dass die Kontamination mit diesem
Schadkeim erst beim Abfillen des Kasebruches erfolgte. Das
Schnittbild zeigt, dass die fehlerhafte Lochung im Zentrum des
Kases weniger stark ausgepragt war. Dieser zonale Unter-
schied lasst vermuten, dass Klebsiella pneumoniae im Zent-
rum des Emmentalers aufgrund der langsameren Abkuihlung
zumindest teilw eise inaktiviert w urde.

qPCR-Analysen

Die Verfligbarkeit von Genomsequenzen verschiedenster Bak-
terienarten in 6ffentlich zuganglichen Datenbanken erméglicht
zunehmend die Entwicklung spezies-spezifischer Nachw eis-
systeme. Dank der Entw icklung einer bioinformatischen Pipe-
line (Dreier et al., 2020) konnte die Anzahl spezies-spezifi-
scher Nachw eissysteme in den letzten drei Jahren kontinuier-
lich erhéht w erden. Agroscope kann derzeit iber 30 milchw irt-
schaftlich relevante Bakterienarten mit Hilfe von gPCR Analy-
sen quantitativ nachw eisen (Tab. 2). Dies eréffnet auch neue
Perspektiven fir die Untersuchung von Praxisproben auf k&-
seschadliche Bakterienarten. In der vorliegenden Studie wur-
den auch die Populationsdichten der mit den Kulturen zuge-
setzten Spezies bestimmt (Abb. 8). Dabei zeigte sich, dass die
Populationsdichte von Lactobacillus delbrueckiiin den fehler-
haften Kasen signifikant tiefer w ar (p-Wert=0.001). Die Ergeb-
nisse der qPCR-Analysen lassen vermuten, dass in den feh-
lerhaften Kasen das Wachstum von Lactobacillus delbrueckii
als Folge der tiefen Abfllltemperatur von 44 °C gebremst
w urde.

Tabelle 2: Ubersicht milchwirtschaftlich relevanter Spezies, fiir
die Agroscope lber spezies-spezifische gqPCR-Nachweissys-
teme verfiigt.

EvaGreen
qPCR

TaqMan-

Spezies qPCR

Clostridium butyricum
Clostridium tyrob utyricum
Enterococcus durans
Enterococcus faecalis
Enterococcus faecium
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus brevis
Lactobacillus buchneri
Lactobacillus casei
Lactobacillus coryniformis
Lactobacillus curvatus
Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus fermentum
Lactobacillus gasseri
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus parabuchneri
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus sakei

Lactococcus lactis subsp. cremoris
Lactococcus lactis subsp. lactis
Pediococcus acidilactici
Pediococcus pentosaceus
Propionibacterium freudenreichii
Propionibacterium acidipropionici
Propionibacterium jensenii
Propionibacterium thoenii
Streptococcus salivarius X
Streptococcus thermophilus X X

X X X X X X X X X X X X X X

X X X X X X X X X X

X X X X
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Aufklarung von nicht alltaglichen Kasefehlern mit modernster Analytik
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Abbildung 8: Nachweis von Spezies aus Starter- und Zusatz-
kulturen mittels qPCR in fehlerhaften Kéasen (rot; n = 10) und
qualitativ guten Késen (griin; n = 10).
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Abbildung 9: Spezies-spezifischer Nachweis von L. parabuch-
neri, E. faecium, E. faecalis, E. durans und K. pneumoniae mit-
tels qPCR in fehlerhaften Kdsen (rot; n = 10) und qualitativ gu-
ten Késen (griin; n = 10).

Die Mikrobiomanalyse ergab klare Hinw eise auf die Prasenz
einer Kontaminationsflora in den fehlerhaften Kasen (Lactoba-
cillus parabuchneri, Enterococcus und Enterobacteriaceae;

Abb. 4), die relative Abundanz der Kontaminationsflora w ar je-
doch sehr gering (<1 %). Die Ergebnisse des spezies-spezifi-
schen Nachweises von Lactobacillus parabuchneri,
Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium und Enterococ-
cus durans und Klebsiella pneumoniae mittels qPCR sind in
Abbildung 9 dargestellt. Die gqPCR-Ergebnisse untermauern
den Verdacht, dass eine unvollstdndige Milchsauregarung
bzw . Restzucker in den Kasen zu einem Wachstum von kase-
schadlichen Keimen in den fehlerhaften Kasen fihrte. In den
10 fehlerhaften Kasen w ar die Populationsdichte der drei Spe-
zies Lactobacillus parabuchneri, Enterococcus faecium und
Enterococcus durans signifikant héher als in den Kasen mit
guter Qualitdt (p-Wert = 0,0002). Kontaminationen mit Klebs-
iella pneumoniae konnten ausschliesslich in den fehlerhaften
Kasen nachgewiesen werden, was darauf hindeutet, dass
diese Spezies bei den Uiblichen Brenn- und Abfllltemperaturen
zur Herstellung von Emmentaler AOP inaktiviert wird. Der
Nachw eis von kaseschadlichen Bakterien mittels gqPCR ist
sehr aufschlussreich, da anhand der ermittelten Populations-
dichten abgeschatzt w erden kann, ob zw ischen dem Fehlerbild
und der Kontaminationsflora ein kausaler Zusammenhang be-
steht. In den fehlerhaften Kaseproben w urde neben sehr ho-
hen Konzentrationen von Cadaverin auch Histamin und Tyra-
min nachgew iesen. Die Bildung dieser drei biogenen Amine ist
aufgrund der qPCR-Ergebnisse gut nachvollziehbar. Die Po-
pulationsdichte von Klebsiella pneumoniae erklart die hohe
Konzentration an Cadaverin in den fehlerhaften Kasen. Die Bil-
dung von Tyramin kann aufgrund der vorgefundenen Popula-
tionsdichten hauptsachlich mit Enterococcus faecium assozi-
iert werden. Die Populationsdichte von Lactobacillus pa-
rabuchneri war in fehlerhaften Kasen durchschnittlich eine
Zehnerpotenz hoéher als in den guten K&sen. Verschiedene
Studien haben gezeigt, dass diese Spezies sehr oftin stark mit
Histamin belasteten Kasen enthalten ist.

Das hier vorgestellte Praxisbeispiel zeigt die Konsistenz der
Ergebnisse, die mittels 16S-Metagenomik und qPCR erhalten
wurde und verdeutlicht die Komplementaritdt dieser beiden
molekularbiologischen Verfahren. Limitierend fir den Ensatz
von qPCR-Nachw eisen ist der Umstand, dass nur nach kése-
schadlichen Spezies gesucht w erden kann, flr die ein spezies-
spezifisches Nachw eissystem verfugbar ist. Auch der analyti-
sche Aufw and ist betréchtlich, da die zahlreichen Spezies in
einem Késemikrobiom derzeit noch mit seriellen qPCR-Analy-
sen erfasst werden missen. Beeindruckende Fortschritte in
der Mikrofluidtechnologie haben zur Entwicklung eines High
Throughput qPCR Systems gefiihrt (Fluidigm®), dessen Ein-
satz auch fur die Kasediagnostik interessante neue Perspekti-
ven eroffnet. Mit diesem System kénnen aktuell bis zu 96 ver-
schiedene gPCR-Nachw eissysteme parallel durchgefihrt w er-
den, wodurch die Analysenkosten im Vergleich zu herkdmmli-
chen gPCR-Analysen etwaum dem Faktor 100 reduziert w er-
den koénnen. Die Weiterentw icklung der Kasediagnostik durch
den Einsatz der Fluidigm®-Technologie ist Gegenstand laufen-
der Forschungsarbeiten von Agroscope.

Pilot-Plant-Versuche

Die Aufklarung von nicht alltdglichen Kéasefehlern ist ein wich-
tiges Hement in der Kasereiberatung. Ein Kasefehler ist erst
dann aufgeklart, w enn er gezielt reproduziert w erden kann. Pi-
lot-Plant-Versuche sind ein wichtiges Instrument, wennes da-
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rum geht, das Wissen Uber kdseschadliche Bakterien zu er-
weitern. In Rahmen der durchgefiihrten Abklarungen gelang
es, mehrere Isolate von Cadaverin bildenden Klebsiellapneu-
moniae aus dem im Titelbild gezeigten Emmentaler zu isolie-
ren. Der Einsatz solcher Isolate in Pilot-Plant-Versuchen kann
w ertvolle Hinw eise Thermoresistenz und Schadensschw elle
dieser Spezies liefern, was insbesondere fir die Herstellung
von Rohmilchkdsen von Bedeutung ist. Anhand solcher Versu-
che kann beispielsw eise geklart werden, bei w elchen Sorten
die Prasenz dieses Keimes in der Rohmilch Ausw irkungen auf
die Kasequalitat hat und ab w elchen Keimzahlen in der Verar-
beitungsmilch Kasefehler zu erw arten sind. Gemass der vom
Bundesamt fur Umw elt (BAFU) verdffentlichten Liste zur Ein-
stufung von Organismen handelt es sich bei Kiebsiella pneu-
moniae um einen Klasse 2 Organismus. Aus Grinden der Bi-
osicherheit w ar es nicht méglich, im Pilot Plant von Agroscope
Liebefeld entsprechende Versuche mit den gew onnenen Iso-
laten durchzufliihren. Dies verdeutlicht, dass die Infrastruktur
der Kaseforschung von Agroscope an die geltenden Sicher-
heitsanforderungen angepasst werden muss, damit Kasever-
suche mit Isolaten von Klasse 2 Organismen w ieder durchge-
fuhrt w erden kdnnen.

Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Studie w urde versucht, anhand eines Pra-
xisfalls die Ursachen fir das Auftreten einer dusserst fehler-
haften Lochung in deklassiertem Emmentaler aufzuklaren. Die
Analysenergebnisse der Bestimmung der biogenen Amine
zeigten, dass alle fehlerhaften Kase eine Kontaminationsflora
enthielten, die sehr hohe Mengen an Cadaverin bildet. Es
w urde vermutet, dass diese Kontaminationsflora auch Auslo-
ser fir die stark fehlerhafte Lochung sein kénnte. In der Folge
w urde deshalb versucht, mit molekularbiologischen und mikro-
biologischen Analysen zu klaren, um w as fiir eine Kontamina-
tionsflora es sich handelt. In den fehlerhaften Késen wurden
mittels Mikrobiomanalysen Kontaminationen mit Enterokokken
und Lactobacillus parabuchneri detektiert, deren Prasenz die
schw ache Bildung von Tyramin und Histamin erklart. Weiter
w urden auch Enterobacteriaceen detektiert, die aufgrund ihres
gasbildenden Potenzials und ihrer Fahigkeit zur Bildung von
Cadaverin das Fehlerbild erklaren kénnte. Aufgrund der extre-
men Dominanz von Spezies der zugesetzten Kulturen, lag die
relative Abundanz der detektierten Kontaminationen w eit unter
einem Prozent. Eine abschliessende Klarung der Fehlerursa-
che war anhand der Befunde der Mikrobiomanalysen nicht
modglich. Aus den deklassierten Emmentaler konnten Cadave-
rin bildende Isolate gew onnen w erden, die mittels MALDI-TOF
MS als Klebsiella pneumoniae identifiziert w erden konnte. Mit-
tels qPCR-Analysen wurden relevante Kontaminationen mit
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Enterococcus
durans, Lactobacillus parabuchneri und Klebsiella pneumo-
niae in den fehlerhaften Kase nachgew iesen und damit plau-
sible Ursachen zur Erklarung des vorgefundenen Fehlerbildes
gefunden. Derzeit laufen bei Agroscope Forschungsarbeiten,
um mittels High Throughput gPCR erw linschte und uner-
w linschte Spezies in Kase quantitativ nachzuw eisen. Erste
Versuchsergebnisse mit diesem komplementaren Lésungsan-
satz sind vielversprechend, der Einsatz dieser kostensparen-
den Methodik in der Praxis w are ein grosser Fortschritt in der
Késeanalytik und Kasereiberatung.

Die vorliegende Studie zeigt, dass die Aufklarung von nicht all-
taglichen, mikrobiologisch verursachten Qualitdtsproblemen in
Kése trotz der Verflgbarkeit neuer Analysenmethoden eine
komplexe und zeitaufw andige Aufgabe bleibt, die nur durch
den Einsatz von verschiedenen, komplementédren Analysen
I6sbar ist. Mikrobiomanalysen koénnen w ertvolle Hinw eise zur
schnellen Aufklarung von Praxisféallen liefern, die Ergebnisse
solcher Analysen missen aber in jedem Fall mit Vorsicht inter-
pretiert w erden, da es sich um eine Forschungsmethode han-
delt, die nicht flr diagnostische Zw ecke entw ickelt w urde.
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