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Übersicht

1. Teil: Käseschädliche Sporenbildner

2. Teil: Analytik rund um die Buttersäuregärung  

3. Teil: Praxisversuch mit Putrifikus in Kessimilchen
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Käseschädliche Sporenbildner 

Woher kommen sie?

• Boden, See-und Flusswasser

• Vermehren sich überall dort wo anaerobe Bedingungen, Feuchtigkeit 

und organische Substanz vorhanden sind:

- Silage, gärende Futtermittel

- Mist- und Komposthaufen

- Morastige Stellen 

- Nasse Stellen unter Liegeflächen

- Schmutzige Tränken
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Belastung der Milch mit Sporen

Einflussfaktoren:

▪Verunreinigung des Futters mit Erde, Staub

▪Witterung (Nässe, Trockenheit!)

▪Jahreszeit

▪Bodentopografie (Unebenheit)

▪Erntetechnik 

▪Maschinen: Typ Mäher, Wender, Ladewagen

▪Schnitthöhe (bis zu 10x höhere Sporenzahl wenn Schnitthöhe 7 cm 

statt 10 cm)

▪Menge Hofdünger & andere potentiell sporenhaltige organ. Dünger

▪Stallhygiene

▪Zitzenreinigung
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Käseschädliche Sporenbildner 
Von den rund 100 bekannten Clostridienarten sind der Käseherstellung 

nur wenige von Bedeutung: 

Proteolytische Arten = Putrifikus

• Clostridium bifermentans

• Clostridium botulinum Typ A, und teilw. Typ B, F

• Clostridium oceanicum

• Clostridium sporogenes

Zuckerspaltende (saccharolytische) Arten 

• Clostridium beijerinckii

• Clostridium botulinum Typ E (psychrotroph)

• Clostridium butyricum

• Clostridium tyrobutyricum
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Käseschädliche Sporenbildner
C. butyricum verursachte Lochung 

• Stopp der Fehlgärung wegen Verbrauch des Restzuckers

• Rückbildung der festgestellten leichte Blähung während der Reifung

• Tiefe Buttersäuregehalte (selten > 1.5 mmol/kg)

C. tyrobutyricum verursachte Lochung 

• Abbau von Milchsäure zu Buttersäure, CO2, H2

• Ab 3 Wochen durch Blähung sichtbar

• Hohe Buttersäuregehalte (> 3 mmol/kg)

• 5 mmol/kg Bs = je 220 cm3 CO2 und H2 
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Käseschädliche Sporenbildner

Putrifikus (5 Mt)

• Zersetzt den Käseteig durch Fäulniss

• Verstoffwechselt Aminosäuren und bildet überriechende Stoffe

• Erhöhte Werte aller flüchtigen Carbonsäuren 

• Gefürchtet beim Emmentaler wegen optimaleren 

Wachstumsbedingungen  pH    NaCl     ReifeT
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Warum Putrifikus und nicht C. sporogenes?

Isolierte und identifizierte Stämme

• Emmentaler aus einer Käserei im  2020 → 13 Stämme

• Emmentaler aus 3 weitere Käsereien / 2019-2020 → 3 Stämme

• Emmentaler + Greyerzer / 1983 → 2 Stämme

➢ Alle 18 Stämme gehören den selben Spezies aus der Gattung Clostridium →

Clostridium sp. L74.
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Taxonomie

Clostridium sp. L74 aus Putrifikus-Stellen

Emmentaler

Clostridium sporogenes

Glarner Schabziger

C. tyrobutyricum

Greyerzer

16S



10Buttersäuregärung: Erkennen und Vorbeugen
Käser Diskussionsgruppe Emmentaler 31. Oktober und 12. November 2024

GHP in der Fabrikation gegen Clostriden

➢ Keine oder tiefe Sporenbelastung der Milch

➢ Kein Milch- oder Bruchanbrennen im Fertiger

➢ Kulturen-Schüttmenge mind. 2‰ 

➢ Genügend Laktobazillen schütten

➢ Wasserzusatz gesamt ≤ 18%

➢ Laibgewicht < 100 kg

➢ Brenntemperatur ≤ 53°C (Thermometerkontrolle)

➢ Abfülltemperatur eher im unteren Normbereich

➢ Gute Milchsäuregärung (Sonde 2h 10 – 12 °SH, pH 1 Tag ≤ 5.25, GMS 

> 120 mmol/kg)

➢ Gärraumtemperatur < 23°C
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JS 1cm uN

> 31-34°C

Zentrum 

15 cm uN

40- 43°C

Eckdaten für Emmentaler beim Auspacken (ca. 20h)

Temperatur im Käse 

Flachseite 1 cm uN > 31 °C

Laibzentrum < 43 °C

pH-Wert Järbseite (Messung auf Platz)

Mitte > 5.15 - < 5.25

pH-Differenz unten + oben < 0,1

Milchsäure

GMS 120 – 130 (Anteil L+ 45 - 50 %)
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IB 162 / 1986
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Analytik rund um die Buttersäuregärung
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Vergleich von Methoden zur Bestimmung von 
Buttersäure-sporen in Milch

Filtrationsmethode MPN-MethodeSY-Lab
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Methode SY-Lab

27 ml Milch pasteurisieren

80 °C / 20 min

Abkühlen

Zugabe von 9 ml 

Nährmedium 

Anaerobe Bebrütung 

37 °C / 2 Tage

Auswerten der Platten im 

Scanner 

Transfer ins Vorlagegefäss 

des Pipettierroboters

Modifiziertes Test-Format: 96 x 0.24 ml Milch
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Filtrationsmethode nach Bourgeois
40 ml Milch pasteurisieren

76 °C / 15 min (75±1°)

Enzymatische Behandlung

Alkalase (55 °C / 15 min)

Druckfiltration durch 

Membranfilter 0.8 μm 

Anaerobe Bebrütung 

37 °C / 3 Tage

Kolonien zählen &

Sporengehalt berechnen

Spülen des Filters mit 

sterilem Wasser

Abkühlen auf 

55 °C 
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MPN-Methode nach CNERNA mod.

Pipettieren

10 x (2 ml Milch + 9 ml 

Bryant Burkey Medium)

Ev. Zugabe von Paraffin 

flüssig

Pasteurisation 

75 °C / 10 min (75±1)

Inkubation

37 °C / 7 Tage

Zählen der positiven 

Röhrchen → MPN
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Testformate 

Methoden

Siloemilch

Sammelwagen 

(N = 93)

Siloemilch

Einzellieferanten

(N = 107)

Silofreie Milch

Einzellieferanten

(N = 110)

SY-LAB AMP-

6000

96 x 240 µl 

[NG = 44]

[oBG = 19’000]

96 x 240 µl 

[NG = 44]

[oBG = 19’000]

96 x 240 µl 

[NG = 44]

[oBG = 19’000]

Filtrations-

methode

40 ml

[NG = 25]

[oBG = 1’250]

20 ml

[NG = 50]

[oBG = 2’500]

40 ml

[NG = 25]

[oBG = 1’250]

MPN-Methode

(CNERNA)

5 x 1 ml + 5 x 0.1 ml

[NG = 180]

[oBG = 16’000]

5 x 1 ml + 5 x 0.1 ml

[NG = 180]

[oBG = 16’000]

10 x 2 ml

[NG = 53]

[oBG = 1’200]
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Vergleich silofreie Milch (Einzellieferanten)

< 91% NG < 71% NG < 56% NG
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Vergleich Silomilch
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Schlussfolgerung aus dem Methodenvergleich

▪ SY-Lab-Methode ist ein interessanter Ansatz für die Sporenanalytik

▪ Vereint Vorteile von MPN-Verfahren (Robustheit) und Filtrationsmethode 

(Selektivität)

▪ Kurze Analysezeit 2 Tage

▪ Sehr breiter Messbereich von 44 bis 19’000 Sporen/L (silofreie Milch und Silomilch 

und können ohne Anpassung der Methode untersucht werden)

▪ Silomilch: ähnliche Ergebnisse wie bei Filtrationsmethode

▪ Silofreie Milch: 50% tiefere Quote mit ≥ 44 bzw. ≥ 50 Sp./L als Filtrationsmethode 

(selektiver?)

▪ Ausgeflockte Proben können mit der SY-Lab nicht untersucht werden (Verstopfung 

der Pipettenspitze)
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Vergleich der verschiedenen Labormethoden für 
anaerobe Sporen

Kriterium Methode SY-

Lab

Filtrations-

methode

MPN Bryant

Burkey

Nachweisgrenze (/L) 30 / 75 25 53 

Obere Bestimmungsgrenze (/L) 59’000/23’000 1250 1200

Messunsicherheit bei 50/L gross gross gross

Messunsicherheit bei 1000/L gut mässig-gut gross

Spezifität / Selektivität gut gut schwach

Robustheit gut mässig gut

Dauer der Analyse 2 Tage 3 Tage 7 Tage

Arbeitsaufwand mässig hoch mässig

Aufwändigster Schritt Vorbereitung 

der Proben

Aufschluss,

Filtration

Pipettieren
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Agroscope, 2020. Untersuchung 

von 181 positiven MPN-

Röhrchen (Milieu Bryant-Burkey) 

aus der Analyse von silofreier 

Milch durch ARQHA, Winter 

2019/20.

Multiplex qPCR (C. sporogenes, 

C. butyricum, C. tyrobutyricum, C. 

beijerinckii)

142 (78%) der geblähten 

Röhrchen waren PCR negativ (= 

andere Clostridien oder sonstige 

anaerobe oder fakultativ anaerobe 

Sporen)
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Buttersäuresporen 2014-2017 MPN Romandie

Produzentenmilchen im roten Bereich

N=22’348
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Monat

Ergebnisse mit ≥350 Sporen pro Liter
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MRCM-Test für den Nachweis von Buttersäuresporen 
in der Käserei

Ab 100 Sporen pro Liter

1. 10 ml Milch vor Gebrauch mittels einer Spritze ins Fläschchen geben

2. Probe pasteurisieren: 10 Min. bei 85°C

3. Probe mischen: Röhrchen 3x vorsichtig auf den Kopf drehen. 

4. Paraffin bei Raumtemperatur erstarren lassen.

5. Inkubation der Röhrchen bei 38°C während 4 Tagen. 
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Positive Proben = Gelbe Farbe und Gasbildung

Negative Proben = ohne Gasbildung
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Versuch in der Versuchskäserei
Inokulieren von Sporen in die Kessimilch

10 spores/l 100 spores/l
1000 

spores/l

+ + +--



29Buttersäuregärung: Erkennen und Vorbeugen
Käser Diskussionsgruppe Emmentaler 31. Oktober und 12. November 2024

Halbhartkäse mit Blastlochung - Probenahme

Nachweis in Käse

Direkter Nachweis 

mittels PCR

Indirekter Nachweis 

mittels 

Gaschromatographen 

(GC)
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Indirekter Nachweis mittels GC - Halbhartkäse mit Blastlochung



31Buttersäuregärung: Erkennen und Vorbeugen
Käser Diskussionsgruppe Emmentaler 31. Oktober und 12. November 2024

Direkter Nachweis mittels PCR (16S Sequenzierung) - Käse mit Blastlochung
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Nachweis von Putrifikus Emmentaler 3.5 Monate

Flüchtige Carbonsäuren total mmol/kg 116.2

Ameisensäure mmol/kg 2.9

Essigsäure mmol/kg 43.5

Propionsäure mmol/kg 69.0

n-Buttersäure mmol/kg 0.6

n-Capronsäure mmol/kg 0.2

Freie Aminosäuren total (OPA) mmol/kg
normaler Teig 188

weisse Stelle 265
Bemerkungen

Sowohl das Fehlerbild (weisse Stellen im Teig), siehe Foto, sowie 

auch der deutliche Unterschied der Proteolyse (OPA) vom normalen 

Teig und der weissen Stelle lassen zweifelsfrei auf den Fehler 

Putrifikus schliessen. 
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Praxisversuch mit Putrifikus in Kessimilchen

Spezifischer Spezies Nachweis mittels PCR 
Analytik wurde primär für Forschung entwickelt und sie ist nicht validiert

Bestandsaufnahme :

• April 2024 

• 20 Kessimilchen (40mL/Kessi) von 10 Emmentaler Käsereien. 

• Anreicherung während 12 Tagen und danach spezies-spezifischer 

PCR-Nachweis.

• Nur qualitatives Ergebnis, keine Zählung.
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Praxisversuch Putrifikus in Kessimilchen
(früher Clostridium sporogenes)
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Praxisversuch Putrifikus in Kessimilchen
(früher Clostridium sporogenes)
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p < 0.005 p < 1*10-9

Lieferantenmilchen EH03
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Fazit

• Stallhygiene, Melkhygiene und ein optimales Futtermanagement sind 

entscheidend für die Produktion sporenfreier Milch.

• Möglicherweise stärkere Belastung bei extremen 

Witterungsbedingungen (Trockenheit, Nässe).

• Neue Analytik ermöglicht eine effektivere Vorbeugung von 

Buttersäuregärungen (Aktuell ist der spezifische Nachweis von Spezies 

mittels PCR noch sehr zeit- und ressourcenintensiv).
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Danke für Ihre Aufmerksamkeit

nicolas.feher@agroscope.admin.ch
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www.agroscope.admin.ch


