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¥ Kéaseschadliche Sporenbildner

Woher kommen sie?

Boden, See-und Flusswasser

Vermehren sich Uberall dort wo anaerobe Bedingungen, Feuchtigkeit
und organische Substanz vorhanden sind:

- Silage, garende Futtermittel

- Mist- und Komposthaufen

- Morastige Stellen

- Nasse Stellen unter Liegeflachen
- Schmutzige Tranken
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o Belastung der Milch mit Sporen

Einflussfaktoren:
»Verunreinigung des Futters mit Erde, Staub
= Witterung (Nasse, Trockenheit!)
= Jahreszeit
» Bodentopografie (Unebenheit)
» Erntetechnik
= Maschinen: Typ Maher, Wender, Ladewagen

= Schnitth6he (bis zu 10x héhere Sporenzahl wenn SchnitthGhe 7 cm
statt 10 cm)

» Menge Hofdlnger & andere potentiell sporenhaltige organ. Dunger
= Stallhygiene
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= Zitzenreinigung
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¥ Kéaseschadliche Sporenbildner

Von den rund 100 bekannten Clostridienarten sind der Kaseherstellung
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 beljerinckii

. Clostridium botulinum Typ E (psychrotroph)
. Clostridium butyricum

. Clostridium tyrobutyricum

Buttersauregarung: Erkennen und Vorbeugen
Késer Diskussionsgruppe Emmentaler 31. Oktober und 12. November 2024



@ Kaseschadliche Sporenbildner

C. butyricum verursachte Lochung

 Stopp der Fehlgarung wegen Verbrauch des Restzuckers
 Rickbildung der festgestellten leichte Blahung wéahrend der Reifung
» Tiefe Buttersauregehalte (selten > 1.5 mmol/kg)

C. tyrobutyricum verursachte Lochung

* Abbau von Milchséaure zu Buttersaure, CO,, H,
* Ab 3 Wochen durch Blahung sichtbar

« Hohe Buttersauregehalte (> 3 mmol/kg)

« 5 mmol/kg Bs = je 220 cm3 CO, und H,

@
o
o
o
(74
o
e
o
<

Buttersduregérung: Erkennen und Vorbeugen 6
Késer Diskussionsgruppe Emmentaler 31. Oktober und 12. November 2024




@ Kaseschadliche Sporenbildner

Putrifikus (5 Mt)

« Zersetzt den Kaseteig durch Faulniss

* Verstoffwechselt Aminosauren und bildet Gberriechende Stoffe
» Erhdhte Werte aller flichtigen Carbonsauren

» Geflrchtet beim Emmentaler wegen optimaleren
Wachstumsbedingungen pH I Nacl @ ReifeT {]

)
Q
0
v}
0
()
t
o
<




Warum Putrifikus und nicht C. sporogenes?

Isolierte und identifizierte Stamme

« Emmentaler aus einer Kaserei im 2020 - 13 Stamme
« Emmentaler aus 3 weitere Kasereien / 2019-2020 - 3 Stamme
« Emmentaler + Greyerzer / 1983 - 2 Stamme

» Alle 18 Stamme gehoren den selben Spezies aus der Gattung Clostridium -
Clostridium sp. L74.
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Taxonomie

16S

b-LI-LLL9ZINYA
L-LI-LL6P2INYL®
L-L1-69192INY4*
L-LI-0L192INv4®
L-LI-2SLLINYL®
L-LI-8FLLINYS®
L-L1-8/822INVA
L-L-vL6PeINYd®

Clostridium sp. L74 aus Putrifikus-Stellen C. tyrobutyricum
Emmentaler Greyerzer

Clostridium sporogenes
Glarner Schabziger
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o GHP In der Fabrikation gegen Clostriden

» Keine oder tiefe Sporenbelastung der Milch
» Kein Milch- oder Bruchanbrennen im Fertiger
Kulturen-Schuttmenge mind. 2%o

Gentigend Laktobazillen schitten
Wasserzusatz gesamt < 18%

Laibgewicht < 100 kg

Brenntemperatur < 53°C (Thermometerkontrolle)

VvV V V VYV V VY

Abfllltemperatur eher im unteren Normbereich

» Gute Milchsauregarung (Sonde 2h 10 — 12 °SH, pH 1 Tag < 5.25, GMS
> 120 mmol/kg)

» Garraumtemperatur < 23°C
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& Eckdaten fir Emmentaler beim Auspacken (ca. 20h)

Temperatur im Kase
Flachseite 1 cm uN > 31 °C
Laibzentrum < 43 °C

pH-Wert Jarbseite (Messung auf Platz)
Mitte > 5.15 - < 5.25
pH-Differenz unten + oben < 0,1

Milchsaure
GMS 120 - 130 (Anteil L+ 45 - 50 %)
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O

IB 162 / 1986

Die zahlreichen Ergebnisse dieses Fabrikationsversuches ermtglichen folg-
lich einige Hinweise zur Losung der Frage nach den Ursachen fiir das Auf-
kommen des Kiasefehlers Putrificus. Aus dem Vergleich der Kontrollkidse mit
den Kidsen der einzelnen Versuchsvarianten miissen folgende Parameter als

Putrifikus-fordernd bezeichnet werden:

- grosser Wasserzusatz
- erhohte Brenn—- und Ausziehtemperatur
- tieferer Milchsduregehalt im Kdse nach 24 Stunden
- hoherer Wassergehalt im Kdse nach 24 Stunden
- hoherer pH-Wert im Kise nach 24 Stunden
-~ fritherer Lochbildungsbeginn
~ kiirzere Lochbildungsdauer
- hoherer pH-Wert im Verlaufe der Reifung
- = kleinerer Gehalt fliichtiger Fettsauren
~ schwicherer Eiweissabbau |
- tieferer Kochsalzgehalt
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o Analytik rund um die Buttersauregarung
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@ Vergleich von Methoden zur Bestimmung von
Buttersaure-sporen in Milch

Filtrationsmethode MPN-Methode
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© Methode SY-Lab

27 ml Milch pasteurisieren
80 °C /20 min

NS

Abkuhlen

NS

Zugabe von 9 ml
Nahrmedium

\/

Transfer ins Vorlagegefass
des Pipettierroboters

NS

Anaerobe Bebritung
37 °C /2 Tage

\ Laborpasteurisation Automatische serielle Anaerobe Inkubation Farbscan und
(20 Minuten) Probenverdiinnung (48 Stunden) Bewertung

Auswerten der Platten |m (ca. 2 Minuten / Probe) (ca. T Minute / Probe)
Scanner

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

40 ml Milch pasteurisieren
76 °C / 15 min (75+1°)

S

Abkuhlen auf
55 °C

N/

Enzymatische Behandlung
Alkalase (55 °C/ 15 min)

\

Druckfiltration durch
Membranfilter 0.8 ym

\/

Spilen des Filters mit
sterilem Wasser

NS

Anaerobe Bebritung
37 °C/ 3 Tage

S

Kolonien zahlen &
Sporengehalt berechnen
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© MPN-Methode nach CNERNA mod.

Pipettieren
10 x (2 ml Milch + 9 ml
Bryant Burkey Medium)

S

X3 v iy Byt IS
T
: . L] L}

Ev. Zugabe von Paraffin R L B B
flissig
\/ YN rIIII 00002
Pasteurisation @000
75 °C /10 min (75£1) 53
Inkubation J, Bebritung 37°C /7 Tage 180

37 °C /7 Tage

o HH 260
: Vi _ EF- | 350
Zahlen der positiven 460
R6hrchen —- MPN
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U Testformate

Siloemilch

Sammelwagen
Methoden (N =93)

96 x 240 pl
NG = 44]
[0BG = 19°000]

40 ml
[NG = 25]
[0BG = 1'250]

5x1Iml+5x0.1ml
[ING = 180]
[0BG = 16°000]

SY-LAB AMP-
6000

Filtrations-

methode

MPN-Methode
(CNERNA)

Siloemilch
Einzellieferanten
(N =107)

96 x 240 ul
ING = 44]
[0BG = 19°000]

20 ml
ING = 50]
[0BG = 2'500]

5x1Iml+5x0.1ml
ING = 180]
[0BG = 16'000]

Milch
Einzellieferanten

(N = 110)

96 x 240 ul
ING = 44]
[0BG = 19°000]

40 ml
[ING = 25]
[0BG = 1°250]

10 x 2 ml
[ING =53]
[0BG = 1'200]
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U Vergleich silofreie Milch (Einzellieferanten)
Silofreie Milch

35

3.0

~
n

2.0

Sporengehalt (log Sporen/L)

1.5

1.0 <91% NG < 71% NG <56% NG
= MSYL = MFIL msCNERNA
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Sporengehalt (log Sporen/L)
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45
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35
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Vergleich Silomilch

Silomilch Einzellieferanten

-

B MSYL B MFIL B CNERNA

Sporengehalt (log Sporen/L)

5.0
4.5
4.0
3.5

Silomilch - Tankproben Sammelfahrzeuge

B MSYL B MFIL B CNERNA

Buttersduregérung: Erkennen und Vorbeugen
Késer Diskussionsgruppe Emmentaler 31. Oktober und 12. November 2024

20



Schlussfolgerung aus dem Methodenvergleich

» SY-Lab-Methode ist ein interessanter Ansatz fir die Sporenanalytik

= Vereint Vorteile von MPN-Verfahren (Robustheit) und Filtrationsmethode
(Selektivitat)

» Kurze Analysezeit 2 Tage

» Sehr breiter Messbereich von 44 bis 19'000 Sporen/L (silofreie Milch und Silomilch
und konnen ohne Anpassung der Methode untersucht werden)

» Silomilch: ahnliche Ergebnisse wie bei Filtrationsmethode
= Silofreie Milch: 50% tiefere Quote mit 2 44 bzw. 2 50 Sp./L als Filtrationsmethode
(selektiver?)

» Ausgeflockte Proben kdnnen mit der SY-Lab nicht untersucht werden (Verstopfung
der Pipettenspitze)

Buttersauregarung: Erkennen und Vorbeugen 21
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Vergleich der verschiedenen Labormethoden fur
anaerobe Sporen

Kriterium Methode SY- Filtrations- MPN Bryant
Lab methode Burkey

Nachweisgrenze (/L) 30/75
Obere Bestimmungsgrenze (/L) 59°000/23°000 1250 1200
Messunsicherheit bei 50/L gross gross gross
Messunsicherheit bei 1000/L gut massig-gut gross
Spezifitat / Selektivitat gut gut schwach
Robustheit gut massig gut
Dauer der Analyse 2 Tage 3 Tage 7 Tage
Arbeitsaufwand massig hoch massig
Aufwandigster Schritt Vorbereitung Aufschluss, Pipettieren
der Proben Filtration

Buttersauregarung: Erkennen und Vorbeugen 22
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CLOSTRIDIENSPOREN IN SILOFREIER MILCH

andere Cl.
7%

C. tyrobutyricum
11%

C. sporogenes
47%

C. butyricum
33%

Agroscope, 2020. Untersuchung
von 181 positiven MPN-
Rohrchen (Milieu Bryant-Burkey)
aus der Analyse von silofreier
Milch durch ARQHA, Winter
2019/20.

Multiplex gPCR (C. sporogenes,
C. butyricum, C. tyrobutyricum, C.
beijerinckii)

142 (78%) der geblahten
Ro6hrchen waren PCR negativ (=
andere Clostridien oder sonstige
anaerobe oder fakultativ anaerobe
Sporen)

Buttersduregérung: Erkennen und Vorbeugen
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o Buttersauresporen 2014-2017 MPN Romandie

Produzentenmilchen im roten Bereich

Ergebnisse mit 2350 Sporen pro Liter
18%
16%
14%
12%
10%
8% 2.
6%
4%
2%
0%

Monat

—2014 —2015 2016 —2017
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g MeteoSchweiz — Klimabulletin Sommer 2016 | 2

Der Juni-Niederschlag lag in vielen Gebieten der Schweiz weit (ber dem Durchschnitt. Ab Monatsmitte filhrten
Starkniederschlage vielerorts zu Hangrutschen und Uberschwemmungen. Von den Starkniederschldgen beson-
ders betroffen waren das Tessin, Nord- und Mittelblinden, das Oberengadin sowie der zentrale und d&stliche
Alpennordhang. Im Juli brachte die regional unterschiedliche Gewitteraktivitdt sehr unterschiedliche Nieder-
schlagsmengen. Lokal fielen Gber 150 Prozent der Norm, wahrend die Mengen gebietsweise auch unter 50
Prozent der Norm 1981-2010 blieben. Erneut fihrten Wasser- und Schlammassen als Folge heftiger Gewitter an
verschiedenen Orten zu Schaden an Gebauden, Strassen und Bahnlinien. Im August blieben die Niederschlags-
mengen in vielen Gebieten deutlich unterdurchschnittlich. In der Westschweiz, im Wallis und im Tessin fiel lokal
nicht einmal ein Drittel der normalen Augustsummen.

Buttersauregarung: Erkennen und Vorbeugen
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MRCM-Test fur den Nachweis von Buttersauresporen
In der Kaserel

10 ml Milch vor Gebrauch mittels einer Spritze ins Flaschchen geben
Probe pasteurisieren: 10 Min. bei 85°C

Probe mischen: Rohrchen 3x vorsichtig auf den Kopf drehen.
Paraffin bei Raumtemperatur erstarren lassen.

Inkubation der Réhrchen bei 38°C wahrend 4 Tagen.

ok wbdPE

& = [) ,
o

Ab 100 Sporen pro Liter

Buttersauregarung: Erkennen und Vorbeugen 26
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&  Positive Proben = Gelbe Farbe und Gasbildung
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@ Versuch in der Versuchskaserei
Inokulieren von Sporen in die Kessimilch

spores/I

Buttersduregérung: Erkennen und Vorbeugen
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© Nachweils In Kase

Halbhartkase mit Blastlochung - Probenahme

Direkter Nachweis

ﬁ mittels PCR

Indirekter Nachweis

> mittels

Gaschromatographen
(GC)
Buttersduregérung: Erkennen und Vorbeugen 29
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Indirekter Nachweis mittels GC - Halbhartkdse mit Blastlochung

O

Flichtige Carbonsdaure [mmol/kg] im Alter von 4 Monaten
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Direkter Nachweis mittels PCR (16S Sequenzierung) - Kase mit Blastlochung

A A

Relative Abundanz Relative Abundanz

100

90 1.8
80 1.6
- .

70 Streptococcus_thermophilus 14
Lactobacillus_paracasei

60 M Lactobacillus_delbrueckii 1.2

50 1

40 0.8
Enterococcus_faecalis

30 I B Clostridium_tyrobutyricum 0.6

20 0.4
0.2 I
) H =
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Nachwels von Putrifikus Emmentaler 3.5 Monate

Fllchtige Carbonsauren total mmol/kg 116.2
Ameisensaure mmol/kg 2.9
Essigsaure mmol/kg 43.5
Propionsaure mmol/kg 69.0
n-Buttersaure mmol/kg 0.6
n-Capronsaure mmol/kg 0.2
Freie Aminosauren 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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U Praxisversuch mit Putrifikus in Kessimilchen

Spezifischer Spezies Nachweis mittels PCR
Analytik wurde primar fur Forschung entwickelt und sie ist nicht validiert

Bestandsaufnahme :
« April 2024
« 20 Kessimilchen (40mL/Kessi) von 10 Emmentaler Kasereien.

* Anreicherung wahrend 12 Tagen und danach spezies-spezifischer
PCR-Nachwels.

* Nur qualitatives Ergebnis, keine Zahlung.

Buttersauregarung: Erkennen und Vorbeugen
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+ Praxisversuch Putrifikus in Kessimilchen

(friher Clostridium sporogenes)

Anzahl positiven/negativen Kessimilchproben in 10 Kasereien - April 2024

20-
15-
Clual
10- . neg
B pos
5=
[|-

EHO1 EHO2 EHO3 EHO4  EHO5 bio EHOS konv  EHOG EHO7  EHO8 EHO9  EH10 Chi EH10 Ch2 EH10 Ch3
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+ Praxisversuch Putrifikus in Kessimilchen

(friher Clostridium sporogenes)

Anzahl positiven/negativen Kessimilchproben in Kaserei EHO3

20-
15~
10-
5
0-

__ September 2020 _Oktober 2020 _Oktober November2022 April 2024

Buttersduregérung: Erkennen und Vorbeugen
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Lieferantenmilchen EHO3

Lieferantenmilchen September (je 11 Proben)

1.00-

0.75-

0.50 -

0.25-

0.00-

Lieferantenmilchen Oktober (je 12 Proben)

Buttersduregérung: Erkennen und Vorbeugen
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Fazit

 Stallhygiene, Melkhygiene und ein optimales Futtermanagement sind
entscheidend fur die Produktion sporenfreier Milch.

* MOglicherweise starkere Belastung bei extremen
Witterungsbedingungen (Trockenheit, Nasse).

* Neue Analytik ermdoglicht eine effektivere Vorbeugung von
Buttersauregarungen (Aktuell ist der spezifische Nachweis von Spezies
mittels PCR noch sehr zeit- und ressourcenintensiv).

Buttersauregarung: Erkennen und Vorbeugen 37
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Lebensmittel

Vergleich von Methoden zur Bestimmung der
Buttersdurebakterien in Milch

Ernst Jakob' und Daniel L. Glauser®

*Agroscope. 3003 Bemn, Schweiz

*Suisselab AG, 3052 Zollikofen, Schweiz

Auskiinfte: Daniel L Glauser, E-Mail: daniel glauser@suisselah ch

Die AMP-6000° Plattform der Firma SY-LAB bestehend aus dem APS Pipettier-Robater und der Scaneinheit.

Einleitung

Die But g, auch als bezeich-
net, zahlt zu den geflrchtetsten Fehlgarungen in Kase.
Varursacht wird sie hauptsachlich durch Sparen von
« i b In Fallen werden
auch €. butyrium und C. beijerinckil als Verursacher von
Buttersiuregirungen nachgewiesen. Eine weitere Clost-
ridienspezies, C. sporogenes, ist bekannt als Verursache-
rin der We in Kise. Die

sicher zu Kise verarbeitet werden oder nach Zusatz un-
geliebter Konservierungsmittel wie Nitrat eder Lysozym.
Die gangigste Mik ist die gation,
mit welcher 90 bis 99 % der hitzeresistenten Bakterien-
sporen eliminiert werden kbnnen (Jakob und Eugster
2016). Bei starker Sporenbelastung der Milch kann die
Sporenreduktion ungendgend sein, so dass trotzdem
im Kase auftreten kénnen. In der Herstel-

Keime werden auch als kiseschadliche Clostridien, anae-
robe Sporen oder Butters3urebakrerien bezeichnet und
finden sich im Boden und vor allem in qualitativ schlech-
ter Silage (Wyss und Goy 2012). Beim Melken kénnen die
Sporen in die Milch und damit in den Kise gelangen.
Schon 50 Sparen pro Liter Milch kénnen zum Verderb
der Kase fuhren. Milch aus Betrieben, die Slage verfat-
tern, kann nur nach technalagischer Sporenreduktion

lung von Rohmilchkase ist die Baktofugation nicht an-
wendbar. Es bleibt nur die Verarbeitung von besonders
sporenarmer Rohmilch. In jedem Fall sind die Kasereien
gut beraten, die angelieferte Milch auf eine Belastung
mit anaeroben Sporen zu dberwachen.

Far den Nachweis von kaseschadlichen anaeroben Spo-
ren kommen in den milchwirtschaftlichen Laboratorien
der Schweiz vor allem zwei Methoden zur Anwendung,
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BUTTERSAUREBLAHUNG - PRODUKTION VON
NOCH IMMER AKTUELL BUTTERSAUREBAKTERIENARMER MILCH

Diskussi E a1, Merkblatt fiir die Praxis

Erupp!

Jean-Pierre Hini

Mich, welche far die Kiserherstellung aus
Rohmilch mit einer angen Refungsdauer
vorgesehen st unterliegt strengen Anfor-
derungen im Hinblick auf de Kontaminaticn
mit Buttersaurebakteren, die zu Kasebis-
hungen fihren.

In der Tat gendigen ein paar Dutzend
Clostridum tyrobutyricum Sporen pro Liter
Mich, um in Hart- und Halbhartkasen wie
Gruyére, Emmentaler oder Tisiter Butter-
sauneganingen hervorzurufen

Die wirtschaftiichen Konsequenzen einer
derartigen Kontamination sind schwervde-
gend, da es keine Mogichksit gbt, Kase
2u nutzen, welcher durch eine Buttersiu-
regirung abgewertet wurde. Saiche Kise
werden an Schwene verfittert oder ver-
brannt. Dies bedeutet enen Totaherlust
und entspricht je nach Sorte enem
Enkomemensverhust in Hohe von 8,50 bis
10 Franken pro Kiogramen.

Deshab hangt die Mihviehfiittenung in
der Schweiz von der Venwendungsart der
Miich ab. Die Verordnung ber die Hygiene
bei der Milchproduktion (VHyMP) sieht vor, dass Mikchkahe, deren Milch
fr die Herstelung von Kase bestimmt st, nicht mit Sdage gefitten wer-

den dirfen. Sierfutter steit eine Kontaminationsquelle dar, welche eine
praktisch

Da Schweizer Rohmilchicise ohne Zusatzstoffe und ohne Behandlungen
2ur Eliminierung von Blshungserregern hergestellt wird, massen bei der
Produktion der dafir verwendeten Milch strenge Regeln in Bezug uf
Fatterung, X und einge-
hatten werden

]

o

) Q) agroscope e —
J epartement EVD

3 LIEBEFELD-POSIEUX Senteuss i SO
1

(o)]

g

Buttersduregérung: Erkennen und Vorbeugen
Késer Diskussionsgruppe Emmentaler 31. Oktober und 12. November 2024




Danke fur lhre Aufmerksamkeit

nicolas.feher@agroscope.admin.ch
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