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1 Einleitung

Buttersduregdarungen (BSG) treten beim Em-
mentalerkdse wieder vermehrt auf [1]. Erfah-
rungsgemdss nehmen die BSG-Falle jeweils
im Winterhalbjahr zu. Es scheint jedoch, dass
die aktuelle Entwicklung nicht nur saisonal
bedingt ist. Unter dem starken wirtschaftlichen
Druck, dem Milchproduzenten und —verarbei-
ter heute ausgesetzt sind, werden die Anstren-
gungen bei der Qualitatssicherung und Kon-
trolle der Rohmilch zuweilen vernachléssigt.
Seit der Lockerung der Vorschriften betreffend
die silofreie Milchproduktion Ende 1998 ist
aber gerade in diesem Bereich erhdhte Auf-
merksamkeit gefordert. Da die verarbeitete
Milchmenge je Betrieb im Zuge der Betriebs-
schliessungen angestiegen ist, hat auch die
Schadensumme pro BSG-Fall zugenommen.
Damit wéchst nicht zuletzt auch der Druck der
Versicherungen, die vorbeugenden Massnah-
men zu erhdhen.

2 Die Buttersduregidrung

Die haufigste Form der BSG, die Spatbldhung, wird
verursacht durch den sporenbildende Bakterienart
Clostridium tyrobutyricum. Biochemisch kann die
Fehlgdrung wie folgt beschrieben werden:

2 Milchsaure
- Buttersdure + 2 CO> + 2 H>

oder

2 g Milchsdure
- ca. 1 g Buttersdure + ca. 1000 ml Gas

Erste Anzeichen einer BSG treten in der Regel nach
6 bis 10 Wochen Lagerzeit auf. Sie dussert sich in
einem ranzigen Geschmack und einer meist deutli-
chen Bldhung der Kase als Folge der intensiven Gas-
bildung (Abb. 1). Enthélt ein K&se 1 mg durch eine
BSG gebildete freie Buttersdure pro Kilogramm,
so wurden bis zum Zeitpunkt der Probenahme
etwa 50ml des wasserunldslichen Wasserstoffs
gebildet (45 ml Ha/mmol Buttersdure; Gasmenge
unter Normaldruck).

Selbst wenn die Kédse noch kaum sichtbare Veran-
derungen aufweisen, sind die von einer BSG betrof-
fenen Kase praktisch unverkduflich. Deshalb muss
man den Erreger, Cl. tyrobutyricum, als eigent-
lichen «Késekiller» bezeichnen.

Abb. 1: Versuchskédse mit unterschiedlich stark
ausgepragter Buttersdurebldhung



3 Analytischer Nachweis der Buttersduregiarung

3.1 Methoden

Eine BSG kann grundsatzlich mit folgenden Metho-

den festgestellt werden:

- visuelle und sensorische Beurteilung
der Kéaselaibe

- Nachweis der Clostridien im Kése

- Messung der freien Buttersdure in Kaseteig
mittels Gaschromatographie (GC) oder Flussig-
chromatographie (LC)

- molekularbiologischer Nachweis von C/. tyrobu-
tyricum im Kase (siehe 6.5, Seite 15)

Die visuelle und sensorische Methode setzt voraus,
dass die BSG bereits zu wahrnehmbaren Verande-
rungen der Kése gefthrt hat. Sie ist zudem subjek-
tiv und im Anfangstadium der BSG unsicher.

Auch der mikrobiologische Nachweis hat seine Tii-
cken. Die ausgekeimten Sporen wachsen im Kése
als rdumlich begrenzte Kolonien. Sind dies nur
wenige, so besteht die Moglichkeit, dass die Bohr-
probe keine Keime erfasst. Ausserdem entgehen
die vegetativen Zellen der Analyse, da sie bei der
Probenaufarbeitung absterben.

Als Methode der Wahl zum Nachweis einer BSG
hat sich die Bestimmung der freien Buttersdure (GC
oder LC) etabliert. Da die Buttersdure im Kéase dif-
fundiert, kann sie auch abseits der Erregerkolonien
nachgewiesen werden. Die Gefahr falsch negativer
Befunde ist somit wesentlich kleiner.

3.2 Die Quellen freier Buttersaure im Kise

Freie Buttersdure kann auf drei verschieden
Arten gebildet werden [7], ndmlich durch:

1. enzymatische Fettspaltung (Lipolyse)

2. Abbau von freien Aminosduren durch
die Mikroflora des Kases

3. Buttersduregdrung

Der Anteil lipolytisch gebildeter Buttersdure
kann anhand des Gehaltes an freier Capronséu-
re abgeschdtzt werden. Milchfett enthdlt n-But-
tersdure (n-C4) und n-Capronsdure (n-Ce) in ei-
nem Mol-Verhéltnis von 2:1. Bei den flliichtigen
Fettsduren im Kése liegt das Verhéltnis bei etwas
3:1, da Buttersdure bei der Lipolyse im Vergleich
zu den anderen Fettsduren etwas bevorzugt
freigesetzt wird.

Fur den proteolytisch bedingten Anteil gilt die
Faustregel, dass in etwa dieselben Mengen iso-
Buttersdure (2-Methyl-Propionsdure) und n-Butter-
sdure gebildet werden.

Fur die Menge freier n-Buttersdure im Kase
(n-Cayora) gilt also ndherungsweise die folgende

Beziehung:

N-Cayora [Mol/kgl = 3 * n-Ce + i-Ca + n-Caggg

wobei
n-Cs = Gehalt
an freier Capronsdure in mmol/kg
i-C4 = Gehalt
an freier iso-Buttersdure in mmol/kg
n-Cagsc = durch Buttersduergarung

gebildete Buttersdure in mmol/kg

Einwandfreier Emmentaler im Alter von 3 Mona-
ten enthélt weniger als 1 mmol/kg freie Butter-
sdure [11]. Werte von liber 1 mmol/kg an garungs-
bedingter Buttersdure (n-Cagzc) weisen klar auf
eine BSG hin (siehe Tab. 1, Abb. 2).



Tab. 1: Freie Fettsduren in verschiedenen Emmentalerproben

(Beispiele aus der Beratungspraxis von ALP)

Probe A B C D E F G H
Alter [Monate] 2.6 2.2 2.9 3.0 3.0 3.2 3.6 4.7
Fluchtige Fettsauren total 98.1 103.0 106.0 104.0 105.0 112.0 109.0 109.0
Ameisensaure C1 3.1 3.8 3.6 3.6 3.3 4.1 4.6 4.5
Essigsaure C> 42.9 47.6 44.2 43.3 28.4 47.8 42 .1 42.8
Propionséaure C3 51.8 497 56.2 57.7 30.9 57.8 53.8 48.0
iso-Buttersaure i - C4 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.0 0.1 0.1
Buttersdure n - Ca 0.2 1.3 1.4 2.7 31.4 1.7 7.8 9.5
Capronsaure n - Cg 0.1 0.4 0.1 0.2 10.6 0.2 0.2 4.0
Buttersdure aus Garung <0.1 0.1 0.9 2.0 <0.1 1.0 71 <0.1
N R (BSG) BSG R BSG BSG R
Legende:
N = einwandfreier Kise
R = ranziger Kdse
BSG = Ka&se mit Buttersduregdrung
(BSG) = Verdacht auf Buttersduregarung
Freie Buttersdure in Emmentaler mit und ohne Buttersauregarung
(N = einwandfreier Kdse, davon 15 mit BSG; alle Kise aus einem Betrieb)
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Tab. 1:

Freie Buttersdure in 46 einzelnen Tageschargen aus einer Emmentalerkéaserei.
Die durchgezogene Regressionsgerade zeigt die reifungsbedingte Entwicklung
der freien Buttersdure bei den einwandfreien Chargen.

Resultate oberhalb der gestrichelten Linie stammen von Késen mit BSG.



3.3 Probenahme fiir die Untersuchung von Kase

Gaschromatographische Analysen sind relativ teu-
er (Preis ALP: Fr. 70.— pro Probe). Deshalb ist es
angebracht, diese erst aufgrund konkreter Ver-
dachtsmomente (schnell «6ffnende» bzw. stark
«schaffende» Kése, ranziger Geschmack) zu ver-
anlassen. Da von einer Monatsproduktion oft nur
eine oder wenige Tagesproduktionen betroffen
sind, ist es nicht zweckmadssig, grosse Mischproben
(z.B. des ganzen Monats) auf Buttersdure unter-
suchen zu lassen.

Sinnvollerweise wird eine Triage — gemdass nachfol-
gender Tabelle — vorgenommen:

Gruppe

Umschreibung

Dieses Vorgehen birgt zweierlei Risiken:

1. Falsch negativer Befund bei BSG im Anfangs-
stadium: Schwach positive Chargen bleiben
unerkannt (negativer Befund infolge des Ver-
dinnungseffekts der Mischprobe)

2. Uberschitzung des Schadenumfangs bei positi-

ver Mischprobe: Einwandfreie Produktionen
bleiben in der Mischprobe unerkannt.

Untersuchung

A. klare Verdachtskase

B. fragliche Kése

C. unverdéchtige Kase

Blahungsverdacht, ranziger Geschmack

zweifelhafter Taxationsbefund,
an Gruppe A angrenzendeTagesproduktionen

einwandfreier Taxationsbefund

Mischprobe

jede Tagesproduktion einzeln

keine (oder ev. Mischprobe)

4  Sporenbelastung der Rohmilch

4.1 In der Rohmilch vorkommende Sporenbilder

Milch ist natlrlicherweise ein weitgehend steriles
Sekret, es sei denn, es liege eine Euterinfektion vor.
Die bakterielle Verunreinigung der Milch beginnt
beim Passieren des Strichkanals. Die wichtigsten
Kontaminationsquellen liegen aber ausserhalb des
Euters: Haut von Zitzen und Euter, Melkgerat,
Transportleitungen, Lager- und Transportbehdlter,
Umgebungsluft, Einstreu usw.. Das Keimspektrum
der Kontaminationsflora ist breit. Hinsichtlich der
Buttersduregdrung interessieren die Sporenbildner
(Tab. 2, Seite 7).

Die aeroben Sporenbildner (Bacillus spp.) kom-
men sehr verbreitet vor, z.B. im Boden und Wasser,
in Futtermitteln, gdrendem Pflanzenmaterial. In
trockenem Pflanzenmaterial, wo sie als Sporen vor-
liegen, sind sie der wichtigste Bestandteil der Keim-
flora. Im Kéase findet man aerobe Sporenbildner
kaum, obwohl die meisten auch unter anaeroben
Bedingungen wachsen. Bei stark kontaminierter
Milch kénnen sie aber wegen ihrer stark proteo-
lytischen und lipolytischen Enzyme zu vielfaltigen
Problemen Anlass geben, wie z.B. zu unreinem
Geschmack im Kése.



Tab. 2: Sporenbildende Bazillen in der Milch

Eigenschaften
wdchst | wachst Gas- Bildung | waéchst
Vertreter aerob | anaerob | bildung von | <10°C*
Butter-
sdaure
Aerobe Sporenbildner (Bacillus spp.)
B. cereus X X - - +/— | Pathogen, Proteolyt
B. licheniformis X X +/- - +/— | starker Proteolyt
B. polymyxa X X + - + starker Proteolyt
B. pumilis X X - - +/— | starker Proteolyt und Fettspalter
B. subtilis X - - +/- strikt aerob, Proteolyt («<Heubazillus»)
Anaerobe Sporenbildner (Clostridien)
Cl. butyricum _ X .t + B Vergart La-|.<tose und Milchsdure
zu Buttersdure
. Erreger der klassischen Buttersdurgarung
- ++ ++ -
Cl. tyrobutyricum X (Spatblihung)
Cl. beijerinckii - X (+) (+) - Buttersdure- und Gasbildung (H,) in vitro
Starker Proteolyt und Lipolyt, Blahungs-
Cl. sporogenes - X +++ + - erreger; bildet CO,, H,, H,S und NH;.
Verursacher von Putrifikus
Cl. perfringens - X ++ + - Pathogen (Durchfall, Gasbrand)
. Starker Proteolyt,
- ++ + -
Cl. bifermentans X ) pathogene Stdmme bekannt

¥ +/- bedeutet: Das Wachstum bei <10° ist eine stammspezifische Eigenschaft

Die anaeroben Sporenbildner (Clostridium spp.)
kénnen in sauerstoffhaltigem Milieu nur in sporu-
lierter Form Uberleben. In der Kessimilch erfolgt
daher keine Vermehrung. Darin unterscheiden sie
sich wesentlich von den Vertretern der Gattung
Bacillus.

Durch Clostridium butyricum verursachte BSG sind
selten. Gefahr besteht bei schlechter Sduerung und
bei unvollstandiger Vergdrung des Milchzuckers,
sofern die Milch mit den Sporen verunreinigt ist.

Cl. tyrobutyricum gilt nach heutigen Erkenntnis-
sen als der einzige Erreger der als Spatbldhung be-
zeichneten BSG. 50 Sporen pro Liter Milch kénnen
geniigen, um einen Hartkase zu blahen [3].

Cl. beijerinckii und Cl. bifermentans kommen —
wie Cl. tyrobutyricum - haufig in Silage vor und
somit auch in der Rohmilch. Nach Guericke [9]
ist Cl. beijerinckii die hdufigste Clostridium-Spe-
zies in Rohmilch, hat aber als Blahungserreger im
Kése offenbar keine Bedeutung. Zwar konnten
hollandische Forscher [10] vegetative Keime von

Cl. beijerinckii in Halbhartkdsen mit Spatblahung
nachweisen. Zur Bildung von Gas und Buttersaure
scheinen sie im Kdase aber nicht fahig.

Cl. sporogenes, der Erreger des Putrifikus («Stin-
kerkdse»), ist ein sehr starker Proteolyt, der Amino-
sduren zu Wasserstoff, CO,, Aminen und Schwe-
felverbindungen zersetzt. Helle Tupfen im Teig
bis hin zu faustgrossen, weisslich verfarbten Lo-
chern sowie fauliger Geruch und Geschmack sind
das typische Schadenbild. Putrifikus tritt deutlich
seltener auf als BSG. Betroffen sind v.a. lan-
ge reifende Kéase mit pH-Werten im Teig >5.3.
Die Kontamination der Milch erfolgt wie bei
Cl. tyrobutyrium (siehe 4.2).

Die meisten der oben erwdhnten, in der Milch
vorkommenden Sporenbildner wachsen unter
den Bedingungen der praxisiiblichen Nachweis-
methoden fir Cl. tyrobutyricum und kdnnen so
zu falsch positiven Befunden bzw. zu liberhéhten
Messwerten Anlass geben (siehe 6.3).



4.2 Kontaminationsquellen

Clostridien kommen nattrlicherweise im Boden so-
wie in See- und Flusswasser vor. Im Boden variieren
die Sporenzahlen von Zehntausend bis mehreren
Millionen pro Gramm, je nach Art der Diingung
und Nutzung. Clostridien, speziell die Buttersaure-
bazillen, reichern sich Gberall dort an, wo anaerobe
Bedingungen in Gegenwart von Feuchtigkeit und
organischem Material vorliegen.

Solche Bedingungen sind in folgenden Biotopen

gegeben:

- Silofutter (insbesondere bei schlechter Sdue-
rung, nasser Silage)

- Gdrende Futtermittel und Futtermittelrtick-
stidnde (Grunfutter, Ribenschnitzel, Obst) und
entsprechende Abfille

- Misthaufen, Kompost

- Morastige Flachen (Weiden, Laufhofe,
Flurwege)

- Nassende Stellen unter Liegematten

- Abgestandenes, stark verunreinigtes Wasser
(hier sorgen aerobe Mikroorganismen rasch fiir
anaerobe Verhéltnisse)

Nach Angaben in der Literatur [4, 5] variiert der
Gehalt der Silage an Clostridiensporen von rund
100 Sporen/g bis zu Werten um 1 Mio. Sporen/g.
Gute Silage enthélt in der Regel weniger als 1'000
Clostridiensporen/g. Dies ist aber immer noch ge-
nug, um bei mangelnder Stall- und Melkhygiene
eine kritische Kontamination der Milch zu verur-
sachen.

Kot enthélt bis zu 5 mal mehr anaerobe Sporen als
das vom Tier verzehrte Futter. Es findet also eine
Anreicherung statt. Kotriickstdnde an Eutern, in
der Einstreu, an Kleidern und Handen des Melkers
usw. sind darum die bedeutendsten Kontamina-
tionsquellen.

Abbildung 3 zeigt den saisonalen Verlauf der Belas-
tung der Milch mit anaeroben Sporen. Im Winter-
halbjahr sind die Werte hoher als in den warmeren
Jahreszeiten. Witterungsbedingt kénnen die Spo-
renzahlen aber jederzeit nach oben ausschlagen.

Anaerobe Sporen in der Kessimilch (Region MIBD FR-NE)
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Abb. 3: Jahreszeitliche Schwankungen in der
Sporenbelastung der Milch (Quelle: SICL FR-NE)

4.3 Massnahmen zur Minimierung
der Sporenbelastung der Milch

Minimierung des Sporeneintrags in den Stall

- Grinfutter nicht mit Humus verunreinigen
(nicht zu tief mahen)

- Wartefrist flir Weidegang und Grasschnitt nach
Diingung mit Hofdiinger

- saubere und trockene Futterlagerung

- Tiere aus Silobetrieben erst nach Quarantdne in
den silofreien Stall aufnehmen

- Auslaufhéfe mit festem Grund
(kein Morast)

Minimierung der Sporenanreicherung im Stall

- intakte Gummimatten, darunter keine Néasse

- Saubere intakte Futterkrippen, Futtermischer,
Trankebecken

- frisches, einwandfreies Futter: keine garenden
Futtermittel(reste)

Minimierung des Sporeneintrags in die Milch

(Melkhygiene)

- saubere Umgebung wahrend des Melkens
(gemistete Lager)

- Bildung von Staub und Aerosolen
(Spritzen mit Wasser!) unmittelbar vor und wah-
rend des Melkens vermeiden

- saubere Tiere

- sorgfaltige korrekte Zitzenreinigung
(siehe Merkblatt «Melkvorbereitung der Milch-
kuh» [13])

- saubere Kleidung des Melkers



- keine Berlihrung mit der ungereinigten Hand
von Oberflachen (inkl. gereinigte Zitze),
die direkt oder indirekt mit der Milch in
Bertihrungen kommen kénnen

- sorgfaltiges Anhdngen des Melkzeugs
(kein «Staubsaugen»!)

Und speziell bei silofreier Milchproduktion auf

Betrieben, die auch Silagefiitterung betreiben:

- strikte getrennte Auslaufhofe (Kot!),

- strikte getrennte Weideflichen und Zugange,
getrennte Futterflichen (Kot, Hofdlinger!)

- keine Siloballen oder Silos (Séfte!) im Auslauf-
bereich von silofreien Tieren

- kein Verstellen von Tieren in den silofreien Stall
ohne Quarantédne

- Wechsel von Kleidung und Schuhwerk sowie
Héndereinigung beim Wechsel vom Silage-
bereich in den Bereich der silofreien Milch-
produktion.

Bei genauer Beachtung der dargelegten Punkte
kann selbst im Silobetrieb sporenarme Milch pro-
duziert werden: In einer Studie von ALP (Tab. 3)
zeigten Silomilchproben oft nicht héhere Werte
als silofreie Milch. Nach oben streuen die Sporen-
zahlen der Silomilch allerdings viel starker. Ausser-
dem gelten die an Milchsdure adaptierten anaero-
ben Sporenbildner aus der Silage als besonders
«aggressiv».

Abb. 4: Sauber gehaltene Tiere und Léager sind
eine Grundvoraussetzung zur Produktion sporenarmer Milch

Geometrischer Mittelwert Ober;érenze des Strfeuberelchs
[ Sporen/I] (95 % -Vertrauensintervall)
[ Sporen/I]
Mit Silage (n=18) 50 350
Silofrei (n=18) 12.5 50

Tab. 3: Gehalt der Milch an Sporen von CI. tyrobutyricum in Abhangigkeit von der Produktions-
art (mit/ohne Silage) geméss einer Erhebung von ALP [8]. Resultate der Wintersaison.

4.4 Trinkwasser als Kontaminationsquelle

Trinkwasser aus kommunalen Wasserversorgungen
sollte keine Gefahrenquelle darstellen. H&ufiger
sind Kontaminationen bei privaten Wasserversor-
gungen. Erhohte Gefahr droht, wenn Hofdlinger
im Einzugsbereich der Quelle ausgebracht wird,

bei sehr nasser Witterung oder Gewitterregen nach
langeren Trockenperioden. Dies gilt besonders in
Karstgebieten (z.B. Jura). Auf anaerobe Sporen
im Trinkwasser ist v.a. in Kasereien zu achten, wo
Wasser der Milch oder dem Bruch zugesetzt wird.



5 Einfluss der Kaseherstellung
auf die Buttersauregarung

Es wird immer wieder darauf hingewiesen, dass der

gemessene Sporengehalt der Milch keine sehr zu-

verlassige Prognose beziiglich des Auftretens einer

BSG im Kése erlaubt. Die Griinde:

1. Sporenmessung ist ungenau (siehe 6.3)

2. Einfluss des Kasetyps und des Herstellungs-
prozesses

Ob Clostridiensporen auskeimen und sich vermeh-

ren, hangt von folgenden Faktoren ab:

- Sauerstoffgehalt (Redoxpotential) des Milieus

- Thermische Behandlung der Milch, Brenntem-
peratur

- Konkurrenzflora / eingesetzte Kulturen

- pH-Wert im Kése

- Salz- und Kupfergehalt des Késeteigs

- Lagertemperatur

- Garraumaufenthalt

- Reifungsdauer

Aufgrund der hohen Brenntemperatur und der lan-
gen Reifung sind Hartkdse besonders gefdhrdet.
Vor einigen Jahren durchgefiihrte Versuche von
ALP zeigen: Brenntemperaturen Uber 54°C for-
dern das Auskeimen der Sporen. Ahnlich, obgleich
deutlich schwécher, wirkt ein verldngertes Ausriih-
ren (Abb. 5). Auch ein langsamer Sduerungsverlauf
gilt allgemein als Risikofaktor. Nach Bachmann [3]
fuhrt dies aber nicht zu einer generellen Beschleu-
nigung der BSG.

Der Einfluss des Salzgehalt kann beim Emmentaler
vernachldssigt werden. Er liegt deutlich unter der
Effektkonzentration.

[ weniger Kulturen ] kiirzer Vorreifen

W hoher Brennen [ langer Ausfiihren

3

Buttersdure Differenz n-[mmol/kg]

6  Nachweis der Buttersauresporen in der Milch
6.1 Die Methoden

Zum Nachweis von Bldahungserregern in der Milch
sind heute verschiedene Methoden im Einsatz
(Tab. 4). In den Labors erfolgt der Nachweis von
Cl. tyrobutyricum meist mit der bei ALP entwik-
kelten Filtrationsmethode nach Bourgeois/Casey
(Abb. 7, Seite 13).

6.2 Praxismethoden

Fur den Nachweis von Buttersduresporen in der Ka-
serei kommen der MRCM-Test und die ALP Praxis-
methode («Késerprobe») oder &hnliche Methoden
in Frage.

Der MRCM-Test ist ein kommerziell vertriebener
Test (Foodtech AG, Uster). Die gebrauchsfertigen,
sterilen R6hrchen mit Nahrmedium und Parafin sind
relativ einfach zu handhaben. Mittels mitgelieferter
Spritzen werden 10ml Milch in das Réhrchen in-
jiziert. Anschliessend wird die Probe pasteurisiert
und bei 4 Tage bei 36°C bebritet. Gasbildung und
ein Farbumschlag von rot nach gelb zeigen eine po-
sitive Reaktion an. Der Test liefert nur ein qualitatives
Ergebnis (positiv/negativ). Mit nur 10 ml Proben-
volumen liegt die Nachweisgrenze bei 100 Spo-
ren pro Liter, d.h. die Befunde sind relativ unsicher
(vgl. Tab. 5). Durch Ansetzen von drei oder mehr
Réhrchen pro Probe kann die Nachweisgrenze ge-
senkt werden, und eine quantitative Auswertung
nach dem Prinzip der wahrscheinlichsten Zahl
(MPN) wird dann moglich (siehe Seite 13, MPN-
Verfahren).

Abb. 5: Einfluss verschiedener Fabrikationsparameter
auf den Gehalt an n-Buttersdure aus Buttersduregérung
in 90 Tage alten Modell-Gruyere-Kéasen [3].
Differenzen zwischen folgende Stufen:

1. weniger Kulturen (0.8 statt 2.5 %o),

2. kurzer Vorreifen (5 statt 45 Min.),

3. hoher Brennen (58 statt 54 °C),

4. langer Ausriihren (30 statt 5 Minuten)



Der MRCM-Test ist auch im preisglinstigeren
Kleinformat erhéltlich. Mit einem Probevolumen
von nur 1 ml pro Réhrchen liegt die Nachweis-
grenze aber viel zu hoch, um silofreie Milch tber-
wachen zu kénnen.

Eine teilweise Ubliche Praxis ist, die Kessimilch an
sechs aufeinander folgenden Tagen mit Hilfe des
10 ml — MRCM-Tests zu priifen und die sechs

Befunde anhand einer MPN-Tabelle quantitativ
auszuwerten (Beispiel: 2 x positiv und 4 x negativ
ergibt einen Tabellenwert von 41 Sporen/I).

Doch Vorsicht: Da jeder der sechs Tests mit einer
anderen Milch durchgefiihrt wurde, vermittelt der
«Messwert» unter Umstédnden ein ziemlich triigeri-
sches Bild. Nur sporadisch auftretende, hohe Spo-
renbelastungen werden kaum als solche erkannt.

Tab. 4: Gebrduchliche Methoden fiir den Nachweis anaerober Sporenbilder in der Milch

Indikation Spezifitat
Prinzip fiir Clostridien | (erfasste Gasbildner) Vor- und Nachteile
Praxismethoden
Garprobe Aerobe Inkubation der Gasbildung Coliforme inkl. E. coli | + einfach
Milch bei 38 °C/24h Bacillus spp. — unsperzifisch, Clostridien
(keine Erhitzung) werden kaum erfasst
- nur qualitativ
Weinzirlprobe Milch wird bei 83 °C 15min | Gasbildung Sporen von Clostridien | + einfach
pasteurisiert. und ev. Bacillus spp. | + erfasst nur Sporen
Inkubation bei 37 °C/7d — erfasst Cl. tyrobutyricum
(unter Paraffin) nicht (nur CI. butyricum)
MRCM-Test ™ 1) | Gebrauchsfertige Réhrchen | Gasbildung Clostridien-Sporen + einfach
mit modifiz. RCM-Medium. | + Farbumschlag + gebrauchsfertige
Injektion von 10 ml Milch Nachweisgrenze: Réhrchen
- 85 °C/10-15min, 100 Sporen/L + erfasst
Inkubation bei 36 °C/96 h — rel. selektiv Buttersdure-
sporen
— rel. teuer

(7.- pro Rohrchen)

Praxismethode
ALP «Késerprobe»

30 ml Milch + Milchsaure
- Erhitzung auf
75 °C/15min.

Gasbildung

Sporen von Clostridien
und ev. Bacillus spp.
Nachweisgrenze:

+

relativ einfach
erfasst nur Sporen.
erfasst nicht nur Butter-

Inkubation bei 38 °C/96 h 35 Sporen/L sduresporen
(unter Parafin)
Labormethoden
NIZO-Methode Néhrmedium: Gasbildung Sporen von Clostridien | + relativ einfach
(mod. Weinzirl- Milch + Glucose + und ev. Bacillus spp. | + erfasst nur Sporen —
Methode) Milchsdure (pH 5.45). erfasst nicht nur Butter-
Probe wird pasteurisiert NG: meist 25 Sporen/L sduresporen
und bei 37 °C/7d bebrutet. (40ml Probe) - Messunsicherheit
Mehrere Réhrchen pro - lange Analysendauer
Verdinnung
MPN - Methode Pasteurisierte Probe in Gasbildung Sporen von Clostridien | + relativ einfach

Dextrose-Kartoffel-Medium.
Anaerobe Bebriitung

und ev. Bacillus spp.

+

erfasst nur Sporen
erfasst nicht nur Butter-

37 °C/9d. NG: 25 Sporen/L sduresporen

Mehrere Rohrchen pro (40ml Probe) — Messunsicherheit lange

Verdinnung Analysendauer
Filtrationsmethode | Membranfiltration der Probe | Form und Farbe | Sporen von + gute Selektivitat
nach Bourgeois/ nach Pasteurisation und der Kolonien, Buttersdurebazillen + gute Prazision (bei
Casey enzymatischer Behandlung. | Geruch (Clostridien) hoéheren Keimzahlen)

Inkubation auf RCM-Agar
(4d, 37 °Q)

NG: 25 Sporen/L
(40m| Probe)

1) Kommerzieller Test von Kemikalia AB, Lund (S); Vertrieb Foodtech AG, 8610 Uster

raschere Resultate
nur f. filtrierbare Proben
Filtrationsgerat benotigt



Kaserprobe

Die Kaserprobe erlaubt eine hinreichend zuverlassi-
ge Uberwachung der Sporen im Késereibetrieb mit
einfachen Mitteln. Die Durchfiihrung ist in Abb.6

schematisch beschrieben.

Vorbereitung

Bendtigtes Material
(fur eine Probe)

o1 Wasserbad

o1 Reagenzglas 40 ml,
markiert bei 30ml

e Schopfkelle oder -16ffel

e 30 ml Milch
¢ 7 Tropfen Milchsdure 9%
®3-4ml Paraffin wax

Reagenzglaser und Probeentnahme-
Schopfkelle oder -16ffel sterilisieren

Paraffin wax ins Wasserbad stellen

Wasserbad auf 75 °C aufwiarmen

Methode

30ml Milch| | 9Tropfen Milchsdure 9%

Gleichzeitig
in das Reagenzglas
einfiillen

Milch mit verfliissigtem Paraffin wax
tiberschichten (ca. 1 cm oder 3-4 ml)

Bei 75 °C wiahrend 15 Minuten
pasteurisieren

Auf 38 °C abkiihlen und bei gleicher
Temperatur wahrend 4 Tagen bebriiten

Beurteilung (nach 2-4 Tagen)

Sobald zwischen dem Paraffin wax
und der Milch od. im Probenmaterial
selbst Gasblasen zu erkennen sind, deu-
tet dies auf einen Wachstum von aus-
gekeimten gasbildenden Sporen hin.

Abb. 6 Nachweis anaerober Sporenbildner mit Hilfe der ALP-Praxismethode («Késerprobe»)

Drei Punkte sollten bei der Durchfihrung der
Kaserprobe zuséatzlich beachtet werden:

1. Pasteurisation: Die befiillten Reagenzglaser sollten bis zum Rand erhitzt werden.
Andernfalls kénnen vegetative Keime aus der Probe in der kiihleren Zone iiberleben und die erhitzte

Milch wieder kontaminieren.

2. Abfille: Positive Rohrchen (Gasbildung) kdnnen bis zu 1 Milliarde BSG-Erreger enthalten.
Darum die Rohrchen vor der Entleerung 15 min. im Dampfkochtopf sterilisieren.
3. Wenn Fliissigkeit aus einem bebriiteten Rohrchen auslduft, Hinde und Arbeitsflache griindlich

desinfizieren.

Auch die Kaserprobe liefert nur ein qualitatives
Resultat (positiv/negativ). Vom Zeitpunkt des Auf-
tretens erster Gasblasen oder von der Gasmenge
nach 4 Tagen Bebrltung kann nicht unbedingt auf
die Sporenzahl geschlossen werden, da die Reak-
tionszeit von der individuellen Zusammensetzung
der Sporenflora der Probe abhdngt.



6.3 Richtigkeit und Genauigkeit der quantitati-
ven Methoden (Labormethoden)

MPN-Verfahren Richtigkeit

Jeder qualitative Test, auch die Kaserprobe, kann Bei der Filtrationsmethode (Abb. 7) ist es méglich,
zu einer quantitativen Methoden abgewandelt Cl. tyrobutyricum von anderen Sporenbildnern
werden, indem pro Probe mehrere Rohrchen zu unterscheiden. Demgegeniiber werden bei
gleichzeitig angesetzt werden. Der Mehraufwand der MPN-Methode alle Sporenbildner erfasst, die
ist bescheiden. MPN-Rechner zum Auswerten unter anaeroben Bedingungen Gas bilden. Die
beliebiger Kombinationen von Réhrchen findet MPN-Methode liefert deshalb héhere Werte und
man im Internet, z.B. den MPN Calculator unter mehr falsch positive Befunde.
http://members.ync.net/mcuriale/mpn/ (kosten-

loser Download). Die Haufigkeit falsch negativer Befunde hangt

u.a. von der untersuchten Probenmenge und da-
mit von der Nachweisgrenze der Methode ab.
Tab. 5 zeigt: Werden mehrmals hintereinander
40 mL einer Milch mit 50 Sporen/L untersucht, so
ergibt - rein statistisch betrachtet und ungeachtet
der Methode - jede achte Untersuchung (13%)
einen negativen Befund. Weil anaerobe Sporenbild-
ner in fliissigen Ndhrmedien etwas besser gedeihen
als auf Agar-Nahrboden, ist die MPN-Methode in
der Praxis gleichwohl etwas empfindlicher.

Abb. 7 Links: Filtrationsgerdt zur Bestimmung des Gehaltes an ClI. tyrobutyricum-Sporen in Milch.
Rechts: Membranfilter nach anaerober Bebriitung. Bilder: M. Dalla-Torre, ALP

Tab. 5 Wabhrscheinlichkeit negativer Sporenbefunde in Abhadngigkeit von Probenvoluminen und Sporenbelastung der Milch.

Wahrer Probenvolumen
Sporengehalt 10ml | 30ml | 40ml | 100ml
der Probe
% Analysen mit negativem Ergebnis, d.h. ...

[Sporen/I] <100 Sporen/L ‘ < 35 Sporen/L ‘ < 25 Sporen/L ‘ < 10 Sporen/L
25 78% ** 43% 36% 7%
50 61% 22% 13% 0.5%
75 47 % 10% 5% 0.04%
100 37% 5% 2% <0.01%

* 30 mL entspricht «Késerprobe», 40 ml: Normalvolumen bei MPN-Methode und Filtrationsmethode,
100 ml = maximales Probevolumen bei Filtrationsmethode.

** Lesebeispiel: Bei einem Sporengehalt von 25/1 und einem Probenvolumen von 10 ml fallen 78 von 100 Analysen
negativ aus.



Tab. 6: Prazision der quantitativen Methoden zur Bestimmung der anaeroben Sporen in Milch

(95%-Vertrauensbereich der Messwerte)

Filtrationsmethode
(mit 40 mL Probe)

MPN-Methode
(3x4 Ansatz: 6/0.6/0.06 ml)

Messwert 50 Sporen/L 150 Sporen/L
Unterer Vertrauensgrenze 15 Sporen/L 46 Sporen/L
Oberer Vertrauensgrenze 175 Sporen/L 520 Sporen/L

Prézision

Die Filtrationsmethode ist grundsatzlich genauer, da
gewachsene Kolonien gezéhlt werden kénnen, wo-
gegen die MPN-Methode immer einen statistischen
Schétzwert liefert. Wie Tabelle 6 zeigt, messen aber
beide Methoden recht unscharf, wenn der Sporen-
gehalt im Bereich der Sporengrenzwerte (siehe 6.4)
und somit nahe der Nachweisgrenze der Methoden
liegt. Ergibt beispielsweise die Analyse mit der MPN-
Methode (3x4 Ansatz) einen Sporengehalt von
150 Sporen pro Liter, so liegt der tatséchliche Wert
irgendwo zwischen 34 und 520 Sporen pro Liter.

Zusammenfassend ist festzuhalten:

e Die MPN-Methode liefert meist zwei- bis drei-
mal hohere Werte als die Filtrationsmethode,
darum bestehen methodenspezifische Grenz-
werte.

e Die MPN-Methode liefert mehr falsch positive
Befunde, aber etwas weniger falsch negative.

e Die Filtrationsmethode liefert kaum falsch po-
sitive Befunde, aber etwas mehr falsch negative.

e Sporengehalte, welche mit der Filtrationsme-
thode bestimmt wurden, sagen mehr tiber das
BSG-Risiko aus, weil die Methode den Erreger
selektiver erfasst.

¢ Sporengehalte nach MPN-Methode sind etwas
aussagekraftiger bzgl. der Stallhygiene und des
Keimeintrags unmittelbar beim Melkvorgang,
da mehr Sporenbildner erfasst werden.

* Beide Methoden sind im Bereich der Schaden-
schwelle relativ ungenau. Darum ergeben nur
regelmadssig durchgefiihrte Kontrollen ein gutes
Bild der Risikosituation.

6.4 Anforderungen an die Kasereimilch (Hartkise)

Einwandfreie Milch ab Hof weist in der Regel einen
Gehalt von weniger als 25 Clostridien-Sporen pro
Liter auf. Ab 50 Sporen/I in der Kessimilch steigt
das Risiko einer BSG deutlich. Die Festlegung von
Grenzwerten fir die Sporenbelastung der Lieferan-
tenmilch erfolgt im Rahmen von privatrechtlichen
Vereinbarungen. Typische Limiten sind in Tabelle 7
zusammengestellt.

6.5 Molekularbiologische Methoden fiir den Nach-
weis von Cl. tyrobutyricum

Vor gut 10 Jahren wurden erste Methoden entwickelt,
um Cl. tyrobutyricum anhand der Erbsubstanz (DNA)
des Keims nachzuweisen. Inzwischen werden entspre-
chende Testkits angeboten (Beispiel: MicroDetect
Clostridium Detection Kit von 1Q Products, Gronin-
gen NL). DNA-Tests erfordern spezielle Laborgerate
und Know-How. Fir die Routineuntersuchung von
Milch, wo eine sehr tiefe Nachweisgrenze gefordert
ist, sind solche Tests noch zu teuer und bieten gegen-
Uber klassischen Methoden kaum Vorteile, ausser
dass das Resultat innert weniger Stunden vorliegt. Sie
eignen sich aber gut fUr die Analyse geblahter Kase.
Interessant sind die molekularbiologischen Methoden
wegen ihrer hohen Spezifitat. Heute ist es moglich,
die verschiedenen Stdmme von Cl. tyrobutyricum
anhand ihres genetischen «Fingerabdrucks» zu un-
terscheiden. Wird der Schadling aus einem Kése iso-
liert, so ist es grundsatzlich moglich, dessen Herkunft
anhand dieses «Fingerabdrucks» bis zum Milchliefe-
ranten zurlickzuverfolgen.

Tab. 7: Gebrduchliche Limiten fiir den Gehalt der Késereimilch an anaeroben Sporen.

Limite
(Filtrationsmethode)

Kessimilch ‘ <50 Sporen/L ‘

Limite Limite
(MPN) «Kiserprobe»
150 Sporen/L ‘ Keine Bladhungen mit 30ml Milch

Lieferantenmilch ‘ <75 Sporen ‘

300 Sporen/L ‘



7  Uberwachung der Sporenbelastung der Milch

7.1 Regelmdssige Untersuchungen

Sporenanalysen von frischer Kessimilch und/oder
Milch der einzelnen Lieferanten erlauben es,
Gefahrensituation friihzeitig zu erkennen und (gros-
seren) Schadenvorzubeugen. Diese Sofort-analysen
sind daher sehr zu empfehlen. Sie kdnnen mittels
der «Kdserprobe», dem MRCM-Test oder im ex-
ternen Labor erfolgen. Die Untersuchungsfrequenz
sollte der Jahreszeit angepasst (im Winter haufiger)
und bei positiven Befunden sofort erhdht werden.
Bei wiederholt positiv getesteter Kessimilch sind
Lieferantenmilchproben zu untersuchen.

7.2 Riickstellproben

Ruckstellproben von Lieferantenmilch bezwecken,
bei spater auftretenden Buttersdauregarungen den
oder die verantwortlichen Milchlieferanten zu
eruieren. Sie werden also meist erst im Schaden-
fall, d.h. mit erheblichem zeitlichem Verzug unter-
sucht. Als vorbeugendes Instrument gegen BSG
genligend sie darum nicht, obwohl die regelmés-
sigen Probennahmen erfahrungsgemass durch-
aus eine gewisse praventive Wirkung entfalten.
Die laufende Erhebung von Riickstellproben ist
relativ aufwéndig und erfordert bald einmal viel
Platz im Tiefkuhler. Deshalb sind Riickstellpro-
ben in der Regel Mischproben mehrerer Gemelke
oder einzelne Stichproben.

7.3 Beweiskraft von Mischproben oder Stich-
proben

Sowohl mit Mischproben als auch mit Stichproben

kdnnen notorisch ungenligende Lieferanten auf-

gedeckt werden. Schwieriger ist es, wenn zeitlich
eng begrenzte BSG-Falle auftreten.

- Stichproben sind naturgegeben ltckenhaft und
— falls sie zeitlich neben dem Produktionsdatum
einer gebldhten Charge liegen — nur beschrankt
beweiskraftig.

- Mischproben erfassen ein einzelnes, sporenrei-
ches Einzelgemelk bei sonst guter Milchquali-
tat eher als Stichproben, falls nicht zu viele
Gemelke gemischt werden. Werden z.B.

sechs Einzelgemelke gemischt, wovon eines
400 Sporen/I, die anderen um 10 Sporen/| auf-
weisen, so liegt der Wert in der Mischprobe bei
ca. 75 Sporen/Il. Die Wahrscheinlichkeit, dass
dann die Untersuchung ein Ergebnis von =25
Sporen/| ergibt, liegt bei immerhin 23%.

- Auch bei téglicher Probenahme werden her-
kédmmliche mikrobiologische Sporennachweise
nie zwingende Beweiskraft haben, wie z.B. ein
molekularbiologischer Test (siehe dazu 6.5).

7.4 Welcher Probenplan?

Probenahmepldne fir laufende Sporenanaly-
sen und Rickstellproben missen der betriebs-
spezifischen Risikobeurteilung Rechnung tragen,
allenfalls auch Vorgaben der Versicherung.
Hinzu kommen saisonale Aspekte und betriebliche
Begebenheiten wie die Zahl der Lieferanten, die
Probenahme (automatisch/ manuell), Personal-
kapazitaten usw.. Ob nun Riickstellproben in Form
laufender Mischproben oder — weniger arbeits-
intensiv — als Stichproben erhoben werden, ist
nicht entscheidend im Hinblick auf das BSG-Risi-
ko. Wichtiger ist, dass der Késer die Sache nicht
dem Zufall Uberldsst. Eine mogliche Vorgehens-
weise ist in Abb. 8, Seite 16 dargestellt. Eine in
der Romandie verbreitete Praxis ist, jeweils vier
aufeinander folgende Gemelke eines Lieferanten
zu einer Rickstellprobe zu mischen. Pro Monat
und Lieferant fallen damit 15 Proben an. Einmal
im Monat wird eine solche Probe untersucht statt
eingefroren.



Regelmassige

KP pos.
Sporen >25/|
Ja

Lieferantenmilchproben

untersuchen
v
Sporen >50/Liter
Ja
> Nachkontrolle Wiederh_OIe'?
bis Qualitat i. O.
Nein S 50/Lit
poren > er
erledigt |<—J
Ja
Stallinspektion Ggf. Liefersperre
I

>  Uberwachung der 1-4x pro Monat
Kessimilch
Y .
laufende MP R Regelméssige
KP pos. 3 4 Gemelke oder Riickstellproben
Sporen >25/I
3 EP pro Woche v
Ja
Nachkontrolle der BralbaT Schadenfall
Kessimilch entsorgen

Ev. die Ruickstellproben erledigt

Untersuchung von
Riickstellproben

v

Nein

Sporen >150/Liter

Meldung an KG und
Milchlieferant
Stallinspektion

Kontrollplan anpassen

v

Ueberwachung
(Sporenanalysen)

KP = «Kdserprobe»
MP = Mischprobe
SP = Stichprobe

Abb. 8: Mégliches Vorgehen bei der Uberwachung der Sporenbelastung der Kisereimilch

mittels laufender Analysen (links) und Riickstellproben (rechts).

7.5 Probennahme und Lagerung

Werden Mischproben angelegt, sollten diese erst
eingefroren werden, wenn das letzte Gemelk hinzu
gegeben worden ist. Wiederholtes Einfrieren/Auf-
tauen ist zu vermeiden. Dies fuhrt zu Ausflockun-
gen in der Milch, welche die Sporenanalyse beein-
trachtigen (schlechte Homogenitét, Filtrierbarkeit).

Als Gefésse flr Ruckstellproben eignen sich:

e Saubere und desinfizierte Polypropylen-

flischchen wie sie die Zuchtverbiande bei
der  Milchleistungsprifung  verwenden.
Die Flaschchen haben ein Nennvolumen von
50 ml, sind bruchsicher und lassen sich
problemlos einfrieren (nicht zu stark fallen!).

Flissigkeitsdichte PE-Beutel mit Drahtver-
schluss (z.B. Whirl-Pak® oder SteriBag®).
Die Beutel kosten zwischen 20-30 Rp. pro
Stiick (auch als Stehbeutel erhdltlich).
Standardvolumina sind 60 und 120 ml.

Beutel haben den Vorteil, dass die Reinigung
entfallt (Einwegmaterial).

Nachteil: Die Proben missen — wenn fliissig
—stehend gelagert und transportiert werden.



8 Stallinspektionen

Stallinspektionen werden heute weit weniger
hdufig durchgefuhrt als friher. Die insgesamt
ausgezeichnete Milchqualitdt scheint dies zu
rechtfertigen. Doch gerade im Hinblick auf Sporen-
infektion der Milch sind sie ein unverzichtba-
res Instrument. Denn erfahrungsgemdss konnen
Schwachstellen mittels Stallinspektionen rasch auf-
gedeckt und eliminiert werden. Dabei ist wichtig,
das Gesprdch mit dem Bauern zu suchen. Der Bei-
zug des Melkberaters ist in vielen Féllen hilfreich.
Die Inspektionen sollten zur Melkzeit erfolgen
und in konkrete Vereinbarungen zwischen den
Partnern miinden.

9 Zusammenfassung

Die BSG ist anhand der freien Buttersdure im
Kase zuverldssig nachzuweisen. Drei Monate
gereifter Emmentaler mit Werten >1mmol/kg
garungsbedingter Buttersdure kann als BSG-Fall
beurteilt werden. Der BSG-Erreger, Cl. tyrobu-
tyricum, wird in den allermeisten Féllen mit der
Rohmilch eingeschleppt. Die Verantwortung
fur BSG liegt aber nicht allein beim Milchlie-
feranten. Durch Aufklarung der Lieferanten,
regelmdssige Kontrollen der Kessimilch und der
Lieferantenmilch und das Fassen von Riickstell-
proben kann der Késer viel zur Vermeidung von
BSG beitragen. Regelmdssige Sporenanalysen
sind deshalb so wichtig, weil aufgrund der me-
thodischen Streuungen und der Schwankungen
in der Sporenbelastung der Milch erst wieder-
holte Analysen ein zuverldssiges Bild der Risiko-
situation ergeben. Ist eine solche gegeben, sind
hdufigere Untersuchungen angezeigt. Gezielte
Stallinspektionen erlauben dann, die Schwach-
stellen in der Stall- und Melkhygiene zu elimi-
nieren.

Auch hier gilt: Agieren statt reagieren!
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