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Qualitatskontrolle und
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Heinrich GLATTLI und Ricardo AEBI, Eidgenossische Forschungsanstalt fiir Milchwirtschaft (FAM),

CH-3097 Liebefeld-Bern

Die Bestimmung der Zahl der koloniebildenden Einheiten (KbE/ml), um die
Keimbelastung der Verkehrsmilch zu erfassen, ist nach heutigem Wissens-
stand nicht mehr zeitgemdiss. Der Bundesrat hat kiirzlich entschieden, fir
die Qualitéitskontrolle und -bezahlung der Verkehrsmilch {QKB) sine neve
Methode einzufithren: die fluoreszenzoptische Zahlung der Einzelkeime.
Diese ist priiziser und wesentlich schneller. Somit stehen bei der Qualitéts-
kontrolle fiir zwei Parameter je eine fluoreszenzoptische Methode zur
Verfiigung: fir die Zéhlung der Einzelkeime und die der somatischen

Zellen,

Die Milch ist ein ausserordentlich guter
Nahrboden fiir viele Mikroorganismen.
Damit eine starke Vermehrung vermieden
werden kann, sind deshalb von der Milch-
gewinnung biszur Verarbeitung bestimmte
Vorkehrungen zu treffen. Eine Kiihlung
der Milch kann hier fiir eine begrenzte Zeit
Wirkung zeigen. Unabdingbare Vorausset-
zung ist jedoch die Gewinnung einer keim-
armen Milch aus einem gesunden Euter mit
sauberen Geritschaften, Was geschieht bei
unsachgemasser Behandlung der Milch?
Gewisse Bakterien kénnen sich unter opti-
malen Bedingungen innert 20 bis 30 Minu-
ten verdoppeln (Abb. 1).

Giinstige Bedingungen finden Bakterien
nicht nur in ungekiihlien Verhiltnissen
(Raumtemperaturen). Gewisse Mikroor-
ganismen - die Kiltetoleranten (Psychro-
trophe) - konnen sich relativ schnell an
tiefere Temperaturen (weniger als 10°C)
angewdhnen. Deshalb kann eine Kiihlung
der Verkehrsmilch nur wihrend einer be-
schrinkten Zeitspanne die Keimvermeh-
rung verhindern beziehungsweise verlang-
samen. Und dies nur unter der Vorausset-
zung, dass bereits vorhandene, adaptierte
Keime nach dem Gebrauch der Geréitschaf-
ten durch eine sorgfiltige Reinigung und
Entkeimung eliminiert werden.

Grenzen
der heutigen Methode

Bei den klassischen mikrobiologischen
Nachweisverfahren bedient man sichindi-
rekter Methoden: das keimhaltige Medi-
um (Verkehrsmilch) wird in 10er Schrit-
ten verdiinnt, Von diesen Verdiinnungen
werden je I ml auf einen geeigneten Nihr-
boden iibertragen und wihrend einer ge-

wissen Zeit bebriitet (im Falle der Keim-
zahlbestimmung in der Verkehrsmilch
wiihrend 72 Stunden bei 30°C). Wiihrend
dieser Zeit findet eine Vermehrung statt.
Aus einem einzigen Bakterium entsteht
mit der Zeit eine von Auge sichtbare Ko-
lonie. Wenn wir also bei einer 1000fachen
Verdiinnung 50 Kolonien erhalten, heisst
dies, dass wir hier eine Keimzahl von
50’000 haben. Bei der Keimzahlbestim-
mung fiir die Qualitiitskontrolle und -be-
zahlung der Verkehrsmilch steht diese
Methode in einer modifizierten Form zur
Verfiigung. Die Milch wird hier nicht ver-
diinnt, sondern man entnimmt mit einer
kalibrierten Ose einen Tausendstel Milli-
liter (1 ptl) und beirnpft damit den Nihrbo-
den (Osen-Platten-Methode).

Gewisse Bakterien treten in der Natur sel-
ten als Einzelkeime auf. Das Entstchen
von Keimverbidnden (Keimagglomera-
ten) kann eine Eigenheit einer Bakierien-
spezies sein, wie zum Beispiel bet Strepto-
kokken und Staphylokokken. Gewisse
Organismen bilden auf der Bakterienober-
fliche Schleim, der mehrere Keime zu-
sammenhalten und zu Keimagglomeraten
filhren kann. Zu den Schleimbildnern ge-
héren unter anderem auch die psychrotro-
phen Pseudomonaden.

Bei der Keimzahlbestimmung bildet ein
Keimagglomerat gleich wie ein einzelnes
Bakteriumn ebenfalls eine Kolonie. Das
Wort Keimzahl - obwoh] gebrauchlich - ist
deshalb eigentlich nicht der richtige Aus-
druck. Heute spricht man korrekterweise
von koloniebildenden Einheiten (KbE).
Die vermehrt praktizierte Kiihllagerung
der Verkehrsmilch auf dem Hof kann dazu
fiihren, dass sich bei unzweckmissiger
Reinigung und Desinfektion der Geriit-

schaften eine psychrotrophe Flora ansie-
delt, welche sich in der kiihlen Milch ver-
mehren kann. Da gerade bei den psychro-
trophen Keimen Schleimbildner vorkom-
men, welche Keimagglomerate bilden
kénnen, wird das Resultat mit der bisher
verwendeten Osen-Platten-Methode un-
ter Umstéinden verfilscht. Keimagglome-
rate bilden wie Einzelkeime nur eine Ko-
lonie. Hier findet eine Vermehrung statt,
die nicht nachgewiesen werden kann. Es
ist unbestritten, dass mehrere Keime in
einem Agglomerat zusammen eine héhere
(verderbniserregende} Aktivitit aufwei-
sen als ein einziger Keim. Somit ist die
bisherige Osen-Platten-Methode zur Be-
stimmung des Hygieneparameters vor al-
lem beim heutigen Trend zur Lagerung
der Milch auf dem Hof in Frage gestellt.
Die Einzelkeimzihlung mittels BAC-
TOSCAN-Geriit ist eine echte Alternative
zur bisherigen Keimzahlbestimmung
(Osen-Platten-Verfahren). Die Methode
basiert auf demselben Prinzip wie die
Zellzahlbestimmung mit dem FOSSO-
MATIC-Gerit. Mit dem BACTOSCAN-
Gerit wird es méglich, die einzelnen Kei-
me auch in Keimagglomeraten zu bestim-
men. Bei dieser Methode wird die Milch
so vorbereitet, dass durch Zugabe einer
Lysierlosung die somatischen Zellen und
die Protein-Teilchen aufgeldst werden.
Die Bakterien werden in einem weiteren
Schritt in einer Ultrazentrifuge (Hochge-
schwindigkeits-Zentrifuge) von der vor-
behandelten Milch getrennt, mit ei-
nem spezifischen Fluorochrom-Farbstoff
(Acridinorange) gefiarbt und anschlies-
send kontinuierlich diinn auf eine rotie-
rende Scheibe, die als Objektriger fiir ein
Auflichtfluoreszenzmikroskop dient, auf-
getragen. Der Farbstoff der angefirbten
Bakterien wird durch UV-Licht angeregt
und als Impuls von einem Detektorsystem
aufgenommen, verstirke und gezihlt. Die
Anzahl Impulse wird in 1’000 je ml ausge-
driickt. Das Resultat wird hier also nicht
als Keime pro ml, sondern als (Einzel-
keim-)Impulse pro ml ausgedriicki.

Das BACTOSCAN-Gerit ist vollautoma-
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Abb. 1. Vermehrungskurve von Bakterien (theoretisch) bei einer Verdoppelungszeit von 30

Minuten.

tisiert und wird bereits in verschiedenen
Lindern fiir die Qualitdtskontrolle und
-bezahlung der Milch eingesetzt. Es hat
zudem den Vorteil, dass das Resultat be-
reits 20 Minuten nach dem Probenansatz
vorliegt, weil keine Bebriitung erforder-
tich ist.

Zeit von der Probenahme
bis zur Untersuchung?

Bei der Lagerung von zwei bis vier Ge-
melken stellt sich die Frage, wie lange die
Milchprobe bis zum Probenansatz gela-
gert werden darf, ohne dass das Resultat
beeintriichtigt wird. Eine chemische Kon-
servierung der Proben kommt vorliufig
nicht in Frage, weil umweltvertriigliche
Konservierungsmittel fiir diesen Zweck
ungeeignet sind, da sie die Ergebnisse
verfilschen. Von anderen Mitteln, welche
eine Konservierung zulassen wiirden, je-
doch biologisch nicht abbaubar sind, wird
abgeraten. Wir haben in einem Versuch
die maximal mégliche Konservierungs-
daver fiir Milchproben aus gelagerter
Milch mit bis zu vier Gemelken durch
Kiihllagerung ermittelt. Der Versuch wur-
de in verdankenswerter Weise durch den
MIBD* Bern durchgefiihrt.

Die Proben mit bis zu vier Gemelken wur-
den nach der Probenahme bei einer Tem-
peratur von 5°C weitergelagert. Die Mes-
sungen wurden je mit der heutigen giilti-

*Milchwinischaftlicher Inspektions- und Beratungsdienst

gen Methode (Osen-Platten-Verfahren)
und dem BACTOSCAN durchgefiihrt.
Die Stichprobenzahl von je 7({) garantier-
te eine saubere statistische Auswertung
und Aussage.

Folgende Bedingungen bei der Lagerung
der Verkehrsmilchproben miissen einge-
halten werden:

Die Konservierung der Proben erfolgt
stets durch Kiihlhaltung.

Ein beziehungsweise zwei Gemelke
sind ab Probeentnahme bis zur Untersu-
chung bei max. 5°C zu lagern. Der Analy-
senansatz muss innert 24 Stunden erfol-
gen.

Ausnahmen:

Proben ab Hofabfuhr mit vier Gemelken
sind innert folgenden Zeiten zu untersu-
chen:

- letztes Gemelk stammt vom Morgen:
noch am selben Tag der Probefassung,

- letztes Gemelk stammt vom Abend: bis
10.00 Uhr des folgenden Tages.
Kiihllagerung: wie oben beschrieben.
Handproben aus Sammelstellen mit ei-
nem und zwei Gemelken miissen ab Pro-
benahme innert 24 Stunden analysiert
sein. Falls die Transporttemperatur nicht
bei 53°C, sondern bei maximal 8°C gehal-
ten werden kann, sind die Proben innert
folgenden Zeiten zu analysieren:

- letztes Gemelk stammt vom Morgen:
noch am selben Tag der Probefassung,

- letztes Gemelk stammt vom Abend: bis
10.00 Uhr des folgenden Tages.

Die Resultate zeigten zudem, dass bei ge-
ringen Keimzahlen/Impulswerten eine

lingere Lagerung moglich wiire. Bei h6-
heren Werten wird aber eine Vermehrung
festgestellt. Zudem konnte im Versuch
bestiitigt werden, dass mit der Einzelkeim-
zahlung (BACTOSCAN-Impulswerte)
eine Vermehrung vor allem bei hSheren
Keimzahlwerten wesentlich stirker zum
Ausdruck kommt als beim Osen-Platten-
Verfahren. Offenbar findet wahrend der
Kiihllagerung eine Keimvermehrung mit
Keimagglomeratbildung statt.

Wann wird umgestellt?

Die Umstellung auf das newe System kann
friihestens ab 1. Juli 1996 erfolgen und
muss spétestens am 31. Dezember 1997
abgeschlossen sein. Innerhalb dieses Zeit-
raumes kann jedes Labor, welches Unter-
suchungen fiir die Qualititskontrolle und
-bezahlung der Verkehrsmilch durch-
filhrt, den Umstellungszeitpunkt selbst
wiihlen. Dies bedeutet, dass nicht in allen
Regionen zur gleichen Zeit umgestellt
wird. Man rechnet damit, dass mit den
Umstellungen nicht vor dem Spitherbst
1996 begonnen wird.

Folgerung

Mit dem BACTOSCAN-Verfahren kann
die Keimbelastung der Verkehrsmilch
priiziser erfasst werden als mit der bisheri-
gen Osen-Platten-Methode. Keimverbin-
de (Agglomerate) von Bakterien, welche
vor allem bei kiihlgelagerter Milch («Hof-
abfuhr») vorkommen k&énnen, werden
aufgeteilt und die einzelnen Keime er-
fasst. Somit kann es vorkommen, dass
Lieferanten, welche bisher in der Ver-
kehrsmilch relativ hohe Keimzahlen (je-
doch noch unterhalb der Beanstandungs-
grenze) hatten, bei der angesprochenen
Einzelkeimzihlung in den Abzugsbereich
kommen kénnen. Dies heisst aber nicht,
dass dieser Lieferant ungerecht behandelt
wiirde, sondern das Gegenteil trifft zu,
weil hier eine genauere (gerechtere} Me-
thode als bisher zur Verfiigung steht. Mit
der neuen Methode werden nicht mehr die
koloniebildenden Einheiten gemessen,
sondern die Einzelkeime (Einzelkeimim-
pulse). Wir erhalten somit hhere Einzel-
keimergebnisse. Es werden aber auch
neue Grenzen fiir die Abzugsbereiche
festgesetzt, um eine generelle Verschir-
fung des Abzugssystems zu vermeiden.
Das neue BACTOSCAN-Verfahren wird
heute in verschiedenen Lindern bereits
erfolgreich praktiziert.



