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BEITRAG ZUR METHODIK DES NACHWEISES
ANAEROBER BUTTERSAURFEBAZILLEN IN MILCH
Von H. Hostettler, K. Sahli und M. Binz.

(Aus der eidg. milchwirtschaftlichen und bakteriologischen Anstalt
Liebefeld - Bern. Vorstand: Dr. G. Koestler.)

I. EINLEITUNG

Der bewegliche Buttersaurebazillus, Bac. amylobacter A. M. et Bredemann*™)
gilt in der grossen Gruppe der Buttersaurebazillen als der fiir die Milchwirtschaft
und insbesondere fir die Hartkasefabrikation allein gefahrliche Vertreter; Orla-
Jensen bezeichnete diesen in seinen Ausfihrungen iber die Reifung des Hart-
kises?) als den Feind Nr. 1 der Kaserei. Im Gegensatz zum beweglichen Butter-
saurebazillus gilt der weitverbreitete unbewegliche Buttersiurebazillus, Bac.
saccharobutyricus immobilis Grassberger und Schattenfroh (identisch mit Bac.
phlegmonis emphysomatosae Frankel und Bac. Welchii Migula) als fir die Ka-
serel absolut ungefahrlich.

Ueber das Vorkommen des Bac. amylobacter in der Milch finden sich im
Schrifttum zahlreiche, einander widersprechende Angaben.

Schattenfroh und Grassberger®) fanden, dass ihr beweglicher Buttersdure-
bazillus viel seltener vorkomme als der unbewegliche. Den ersteren fanden sie
nur zweimal in 80 Milchproben (2,5 9/0).

Tissier und Gasching?) wiesen bei ihren Milchuntersuchungen einen ana-
eroben, beweglichen Buttersdurebazillus nach, den sie Bac. lactopropylbutyricus
non liquefaciens nannten. Der Organismus unterschied sich von Bac. saccharo-
butyricus nur dadurch, dass er Glukose und Saccharose, nicht aber Laktose ver-
gor. Er fand sich in 8 von 10 untersuchten Milchproben (80 /v).

Nach Barthel®) kommt in der Milch zur Hauptsache nur der unbewegliche
Buttersaurebazillus Grassberger und Schattenfroh (Irinkelscher Gasbazillus)
vor. In 83 untersuchten Milchproben wurde der bewegliche Buttersaurebazillus
nur zweimal (2.4 %) gefunden. R. Burri, W. Staub und J]. Hohl®) konnten in 8
von 11 Silomilchproben (72,7°%) den beweglichen Buttersdurebazillus nach-

*) Nach dem heutigen Stand der bakteriologischen Systematik!) ist Bac. amylobacter
A. M. et Bredemann identisch mit Bac. saccharobutyricus mobilis Grassberger und Schat-
tenfroh, Bac. saccharobutyricus v. Klecki, Clostridium tyrobutyricum van Beynum und
Pette und nach Zeissler ebenfalls mit Bac. tertius Henry.

Die Benennung Bac. saccharobutyricus v. Klecki mochte Bergey fallen lassen, wih-
rend Lehmann und Neumann den von v. Klecki gegebenen, richtig gebildeten Namen
beibehalten mochten, indem sie darauf hinweisen, dass v. Klecki die erste gute Beschrei-
bung des Organismus gegeben hat, wiahrend der Name Bac. amylobacter schon von van
Tiegdhem (Cpts. rds. d. 'acad. sc. 89, 7) fiir ein unbestimmtes Bakteriengemisch verwendet
wurde.
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weisen, wahrend in finf vor und nach der Silagefutterungsperiode gewonnenen
Milchen der Organismus nicht gefunden wurde.

K. J. Demeter und H. Ordolff”) fanden in einer Untersuchungsreihe von
230 Milchen 166 bei der Anaerobenprobe nach Weinzirl positiv reagierend.
Bei 58,43°%0 dieser Milchen herrschten die Organismen der saccharolytischen
und bei 41,57 % die der proteolytischen Gruppe vor. In einer weiteren Serie
von 194 Milchen enthielten 144 Proben anaerobe Sporenbildner. Von diesen
wiesen 89 Milchen vorwiegend Saccharolyten und 55 tberwiegend Proteolyten
auf. Eine Differenzierung in bewegliche und unbewegliche Buttersaurebazillen
hat nicht stattgefunden.

Einholz®) konnte in seinen Untersuchungen iiber die anaeroben Sporenbild-
ner der Milch den beweglichen Buttersaurebazillus nie isolieren.

Jochims?) gewann aus 13 von 25 Milchproben nicht pathogene, eiweissnicht-
verflissigende Garungserreger und nahm an, dass es sich hier mehrfach um
Bac. saccharobutyricus handelte. Eine nihere Identifizierung hatte nicht statt-
gefunden.

Bei der Untersuchung von 20 Marktmilchen von Baltimore konnte Bliss!?)
den beweglichen Buttersdaurebazillus in 18 Fallen (65°/0) nachweisen.

W. Dihrsen'!) konnte in seinen Untersuchungen tber das Vorkommen von
anaeroben Sporenbildnern in Milch Bac. saccharobutyricus in 33 (70,2°%0) von
47 untersuchten Handelsmilchen nachweisen. Das tiberraschend starke Auftreten
von Bac. saccharobutyricus erklart der Autor damit, dass die starke Verbreitung
des Organismus im Stalldiinger ithn auch in Milch in grosserem Umfange er-
warten lasst.

Demgegentiber zeigen uns aber die Untersuchungen von J. Baumann'?) und
J. Kiirsteiner'3), dass der bewegliche Buttersdaurebazillus normalerweise im Kuh-
kot in beschrankter Menge (10—400 Keime pro 1 Gramm Kot) vorkommt. Erst
bei Buttersdurebazillengehalten von 1000 und mehr Keimen pro Gramm Kot
kommt es nach J. Kiirsteiner zu einer beachtlichen, fiir die Hartkédsefabrikation
gefdhrlichen Infektion der Milch mit Buttersaurebazillen. Zu Steigerungen des
Buttersaurebazillengehaltes des Kuhkotes um das 10 000—50 000 fache des nor-
malen Buttersaurebazillengehaltes kommt es nach den genannten Autoren bei
der Verfiitterung von Silofutter. J. Kiirsteiner vertritt die Auffassung, dass die
gewaltigen Veranderungen des Buttersaurebazillengehaltes des Kotes eine we-
sentlich erhohte Infektion der Milch als selbstverstandlich erscheinen lassen. Die
Infektionsgefahr fir die Milch und damit die Blihungsgefahr fir den Kaise
hangen mit diesen quantitativen Verhaltnissen zusammen, mit andern Worten,
sie sind umso geringer, je niedriger die Buttersaurebazillenzahl im Kuhkot ge-
halten werden kann.

Neben dieser durch die Verfitterung von stark buttersdaurebazillenhaltigen
Futterstoffen verursachten Infektion der Milch kann eine solche auch durch
Verunreinigung mit Erdpartikeln zustandekommen. W. Dorner und P. Ritter!4)
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machten bei ihren Untersuchungen tiber die Ursache der in der Alpkaserei tiber-
aus hdufig und heftig auftretenden Buttersauregarung die Feststellung, dass es
an exponierten Stellen des Sennereibetriebes zu einer Anreicherung von Butter-
saurebazillen kommt, so auf dem Vorplatz der Sennhiitte, im Stall auf dem
Lager, am Boden der Sennhtitte etc., von wo aus die Milch infiziert wird.

Es ist auch nicht ausgeschlossen, dass einwandfrei eingelieferte Milch in
den Milchverarbeitungsstellen selbst mit Buttersaurebazillen infiziert werden
kann. Untersuchungen tiber in Emmentalerkasereien auftretende Fehlgarungen
fihrten zu wiederholten Malen zur Feststellung, dass durch Buttersaurebazillen
verursachte Storungen auftraten, ohne dass eine mit dem Kasereischadling infi-
zierte Milch zur Verarbeitung eingeliefert worden ware. Der Infektionsherd
befand sich in diesen Fillen in der Kaserei selbst, wo die einwandfrei angelie-
ferte Milch mit einer fiir die Entstehung einer Buttersauregarung im Kase ge-
ntigenden Bazillenmenge infiziert wurde.

Die weite Verbreitung der Buttersaurebazillen in der Natur schafft unzwei-
felhaft die verschiedensten Infektionsmoglichkeiten fir die Milch, je nach deren
Gewinnungs- und Verarbeitungsweise. Auf diesen Umstand ist vielleicht der im
Schrifttum im Hinblick auf das Vorkommen des beweglichen Buttersaurebazillus
in der Milch 6fters vorhandene Widerspruch zurtckzufithren. Es schien uns
deshalb wertvoll, umfangreichere Untersuchungen hieriiber vorzunehmen, wobei
auch die Futterungsverhaltnisse mit in Betracht gezogen wurden.

II. METHODISCHES
a) Bisher empfohlene Nachweisverfahren

Der bewegliche Buttersdurebazillus erweist sich fiir die Hartkase-, speziell
fur die Emmentalerkasefabrikation deshalb als sehr gefahrlich, weil es nach den
Untersuchungen von J. Kirsteiner (I. ¢. 13) nur sehr geringe Buttersaurebazillen-
mengen braucht, um im Kase eine Buttersauregarung einzuleiten. Die Gefahr-
lichkeit des Organismus wird bedeutend erhoht durch den Umstand, dass der
Kaser kein Mittel besitzt, um die Anwesenheit des Késeschadlings in der Milch
zu erkennen. Auch wiahrend der Herstellung des Kases lasst sich bei der Ver-
arbeitung buttersaurebazillenhaltiger Milch nichts Ungiinstiges feststellen; erst
nach 3—4 Wochen, wenn der Kase in den Garspeicher verbracht wird, beginnen
sich die Fehlerscheinungen einzustellen.

Als Nachweisverfahren fiir Buttersaurebazillen wird im Schrifttum vielfach
die Sporogenesprobe nach Weinzirl oder die pasteurisierte Garprobe empfohlen.
K. J. Demeter's) misst der Probe nach Weinzirl als qualitativem Test eine genii-
gende Sicherheit bei, um zu entscheiden, ob in einer Milch hauptsachlich Ver-
treter der eiweisszersetzenden oder der zuckervergirenden anaeroben Sporen-
bildner vorhanden sind.

Das schweizerische Lebensmittelbuch'®) empfiehlt die pasteurisierte Gar-
probe nach Weinzirl als summarischen Test fir die Anwesenheit von anaeroben
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Sporenbildnern. Fir die Vornahme eingehender Untersuchungen wird das An-
legen von Kulturen als unumganglich erachtet.

J. Kiirsteiner!?) versuchte den Nachweis mit der pasteurisierten Garprobe.
Wenn in der pasteurisierten Milch Blahungserscheinungen auftraten, gelang es
Kirsteiner nicht immer, aus diesen geblahten Garproben die fiur den Emmen-
talerkdase gefdahrlichen Blahungserreger nachzuweisen. R. Burri, W. Staub und
J. Hohl (L. c. 6) konnten zeigen, dass bei Einsaat von beweglichen Buttersaure-
bazillen in Milch die pasteurisierte Géarprobe nicht gestattete, die erfolgte In-
fektion der Milch zu erkennen. Die in geimpften und ungeimpften Milchproben
auftretende Gasbildung war auf den unbeweglichen Buttersaurebazillus zurtck-
zufthren. Nur die Verarbeitung der geimpften Milchproben auf Dextroseagar-
Schiittelkultur liess die eingesiten beweglichen Buttersaurebazillen zum Vor-
schein kommen.

D. J. van Beynum und J. W. Pette'®) weisen darauf hin, dass die Probe
nach Weinzirl zur Differenzierung des von ihnen beschriebenen und fiir den
Hartkase allein als gefahrlich erkannten Clostridium tyrobutyricum von dem
ungefdhrlichen Clostridium saccharobutyricum nicht tauge; selbst wenn der
Milch Glukose und entsprechende Mengen Milchsaure zugesetzt werden, ergibt
auch das ungefahrliche Cl. saccharobutyricum eine positive Probe.

Die gleichen Autoren haben kiirzlich eine einfache Methode fir den Nach-
weis von Buttersaurebazillen beschrieben.!?) Bei dieser Methode, einer Garprobe.
wird die zu untersuchende Milch als Nahrboden benutzt. Um die Entwicklung
von Cl tyrobutyricum zu ermoglichen, wird pro 50 cem Milch 1 cem 25°%01ge
Traubenzuckerlosung zugesetzt. Eine Pasteurisation dient dazu, die Nicht-Spo-
renbildner, welche storen wiirden (z. B. Milchsaurebakterien, coliartige Bak-
terien), zu vernichten. Um die Entwicklung der Faulnisbakterien (B. putrificus)
zu verhindern, wird ein Zusatz von 1 ccm normal-Saure (Milchsaure, Salzsaure)
zu 50 ccm Milch empfohlen. Die Probe wird in einem V-formigen Rohrchen
vorgenommen. Der kiirzere, mit einem Gummistopfen verschlossene Schenkel
wird ganz gefullt und soll ungefahr 10 ccm fassen. Die Entwicklung aerober
sporenbildender Bakterien wird unterdriickt, indem die Flussigkeit im langeren
Rohrschenkel mit Paraffinol tberschichtet wird. Die Probe ist positiv, wenn
nach hochstens 3 Tagen bei 35—40° C der kirzere Schenkel des Rohres sich mit
Gas gefiillt hat und ein Geruch nach Buttersaure oder Butylalkohol festgestellt
wird (Ausgiessen in ein Schdlchen, ev. Zusatz von wenig verd. Schwefelsaure).
Leider kann man, wie die Autoren hervorheben, nach dieser Methode nicht CI.
tyrobutyricum allein nachweisen, da auch das fir die Késerei ungefahrliche CI.
saccharobutyricum in Milch-Traubenzucker-Saure wachst. Um zu entscheiden,
welche dieser Bakterienarten anwesend ist, muss auf Mannit- und Laktat-Nahr-
boden tiberimpft werden.

Fir den Nachweis des beweglichen Buttersaurebazillus in der Milch konnte

deshalb nur ein kulturelles Verfahren in Betracht fallen. Hier hat sich das von
R. Burri, W. Staub und J. Hohl (l. c. 6) fir die Untersuchung von Silagen und

79



Kuhkot ausgearbeitete, auf Grundlage von Fleischwasser-Dextrose-Agar beru-
hende Verfahren als besonders wertvoll erwiesen. Die Autoren konnten zeigen,
dass sich das Verfahren auch bei der Untersuchung von Milch bewahrt. Bei
Einsaat bestimmter Mengen beweglicher Buttersaurebazillen in Milch wurden
diese in der Dextroseagar-Schuttelkultur mit befriedigender Genauigkeit wieder-
gefunden. Das Verfahren wurde von W. Ritter®®) mit dem von G. Ruschmann?!)
empfohlenen Kartoffelbreiverfahren verglichen und als diesem durchaus eben-
btirtig befunden.

D. J. van Beynum und J. W. Pette weisen in ihren schon erwahnten Unter-
suchungen (l. c¢. 18) darauf hin, dass vom Standpunkte der Schadlichkeit fir die
Kaserei nur die Buttersiurebazillen wichtig sind, die Gelatine nicht verflissigen.
Hier unterschieden sie ein Clostridium saccharobutyricum und ein Clostridium
tyrobutyricum. Die Vertreter der erstgenannten Art bauen Glukose, Lavulose,
Galaktose, Mannose, Saccharose, Laktose, Maltose, Starke, Xylose, Arabinose,
Raffinose, Dulcit, Sorbit, Dextrin, Mannit und Inulin ab. Nicht vergirt werden
Laktat, Rhamnose und Glycerin. Dieser Organismus ist fiir den Hartkase nicht
gefahrlich. Clostridium tyrobutyricum dagegen baut ab: Glukose und Laktat.
Nicht vergart werden Mannose, Saccharose, Laktose, Maltose, Starke, Ratfinose,
Kylose, Dulzit, Sorbit, Mannit, Dextrin, Glyzerin, Rhamnose und Inulin. Seiner
Fahigkeit wegen, Laktat vergdren zu konnen, wird Clostridium tyrobutyricum
als der fiir die Késereir allein gefdhrliche Buttersaurebazillus bezeichnet. Die
Autoren weisen darauf hin, dass ein Starkenahrboden, wie er von G. Ruschmann
und Harder®?) empfohlen wird, den Laktatvergarern keine Entwicklungsmog-
lichkeit bietet. Dagegen miissten sich bei der Verwendung eines Dextrosendhr-
bodens sowohl das fiir die Kdserei ungefihrliche Cl. saccharobutyricum wie das
gefihrliche CL. tyrobutyricum entwickeln.

Bei der Nachpriifung dieser Angaben an 24 aus Mineralsauresilage und 18
aus anderer Silage isolierten Stammen fand R. Burri?®) 20 Stamme (83,3 /o) bzw.
4 Stamme (22,29)), die befdhigt waren, Laktat zu vergaren. Darin liegt eine
Bestatigung der Angaben der hollandischen Autoren, dass nicht alle auf Dex-
trosendhrboden isolierten Stamme Laktat vergaren. Sechs der von R. Burri iso-
lierten Stimme vermochten sowohl Disaccharide und Alkohole als auch Laktate
zu vergaren. Sie vereinigten somit die Eigenschaften von Gl. saccharobutyricum
und Cl. tyrobutyricum in sich.

Fir unsere Untersuchungen schien uns wesentlich, die auf Dextroseagar
gewachsenen Stamme auf ihr Laktatvergirungsvermogen zu prufen, ist doch
unzweifelhaft gerade diese Eigenschaft fir die Gefahrlichkeit eines Buttersaure-
bazillus in der Kaserei entscheidend, denn die im Kase sich abspielende Butter-
sauregarung ist stets eine Laktatvergdrung.

Die auf Dextroseagar gewachsenen Stimme wurden deshalb alle noch auf
Laktatagar pasteurisiert und unpasteurisiert auf die Fahigkeit, Laktat zu ver-
garen, geprift. Die Wachstumspriiffung auf Mannit-Peptonnahrboden wurde
dagegen unterlassen. Als Laktatndhrboden diente in Abdnderung des von van
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‘Beynum und Pette empfohlenen Nahrbodens Hefenautolysat-Laktat-Agar, ein
Laktatndhrboden folgender Zusammensetzung:

Brunnenwasser 1 Liter, dazu

Pepton fiir bakt. Zwecke 15 gr
Pepton Witte 1581
Hefenextrakt «Difco» 10 gr
Milchsaure, neutralisiert mit 20 /0 Natronlauge 1 %4
Agar — Agar 15 gr
End-pH 6,0—5.8

R. Burri, W. Staub und J. Hohl wiesen auf den Nachteil hin, dass beim An-
legen von Kulturen zum Nachweis von Buttersaurebazillen in Milch die mog-
licherweise schon von Anfang an zahlenmassig tiberwiegenden Putrifikusbazillen
zur Vorherrschaft gelangten und infolge des stark putriden Geruches eine Ent-
scheidung dartber, ob Bac. putrificus oder Bac. amylobacter das entstandene
Gas gebildet hatten, nicht zu treffen war. Bei unseren Untersuchungen bereitete
uns der in Milch sehr hdufig vorhandene Bac. putrificus die gleichen Schwierig-
keiten. Da das Vorhandensein von Clostridien und verwandten Formen im
mikroskopischen Praparat nicht ohne weiteres zur Annahme der Anwesenheit
von Buttersaurebazillen berechtigt, fanden wir es auch aus dieser Unsicherheit
heraus geboten, der Passage auf Dextroseagar eine solche auf Laktatagar folgen
zu lassen, um durch die nahere Differenzierung der gewiinschten Abklarung
naher zu kommen. In der Regel verbreiteten auf Laktatagar die Eiweisszersetzer
ebenfalls einen stark putriden Geruch. Fur unsere Begutachtung stellten wir
hier aber in erster Linie auf die Gasbildung und das mikroskopische Bild ab.

b) Ligene Uersuche iiber ein verscharftes Nachweisverfahren

Fir die vorliegenden Untersuchungen, aber auch fir die Abklarung von
Betriebsstorungen in Kisereien war es wuinschenswert, eine Verscharfung des
Buttersaurebazillennachweises zu erstreben, um bei der Verimpfung auf Dex-
troseagar-Nahrboden auch geringere Keimkonzentrationen zu erfassen als dies
bei der Verimpfung von einigen ccm Milch moglich sein konnte. Als Ausgangs-
menge benutzten wir daher stets 100 ccm Milch, die wir in der Laboratoriums-
zentrifuge bei einer Tourenzahl von 3500 pro Minute 30 Minuten lang ausschleu-
derten. Das erhaltene Zentrifugat wurde auf Dextroseagar verarbeitet.

Die Methode des Auszentrifugierens als Anreicherungsverfahren hat schon
W. Diihrsen (1. ¢. 11) fiir seine Untersuchungen tiber das Vorkommen anaerober
Sporenbildner in Milch benutzt, doch verarbeitete Diihrsen allein das anfallende
Sediment. Verglichen mit der Weinzirlprobe und der Milchverdiinnungsmethode
erhielt Dithrsen folgende durchschnittliche Keimzahlen pro 1 ccm Milch:

Weinzirlprobe 0,24 Keime
Sedimentverdiinnungsmethode 10,7 Keime
Milchverdiinnungsmethode 64,0 Keime
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Die Wertigkeit der Methoden verhalt sich wie 1 : 44 : 262.

Nach diesem Ergebnis wirde die Zentrifugiermethode der Milchverdiin-
nungsmethode an Exaktheit betrachtlich nachstehen, doch zieht Diihrsen in Be-
tracht, dass das Sediment nicht alle Bakterien enthalt, sondern dass sich ein Teil
im Rahm ansammelt. Wir fuhrten hiertber folgende Untersuchung durch:

Zu 100 ccm Milch wurden wechselnde Mengen einer Buttersaurebazillen-
aufschwemmung zugesetzt. Danach wurde 30 Minuten bei 3500 Touren zentri-
fugiert. Die feste Rahmschicht wurde mit einem sterilen Spatel abgehoben, die
Magermilch weggegossen, der Rahm in das Zentrifugenglas zuriickgegeben und
Rahm und Sediment gemeinsam mit 10 ccm geschmolzenem Dextroseagar ver-
mischt. Von der ins Kulturenglas zuriickgegebenen Mischung wurde eine Ver-
dinnungsreihe angelegt, 10 Minuten bei 80° C pasteurisiert, abgekiihlt und be1
30° C aufgestellt. Zum Vergleich wurde von 1 ccm der zur Impfung benutzten
Suspension eine Verdinnungsreihe auf Dextroseagar angelegt.

Ueber das Ergebnis solcher Zentrifugierversuche orientiert

Tabelle 1
Suspension | Buttersiurebazillen Buttersdurebazillen in 100 cem Milch

Nr. in 1 cem Suspension zugesetat gefunden
[ 5,000 1 ccm Suspension = 5,000 10,000
0,01 ccm - 50 200

0,0001 ccm = 0,5 10

1/Mill. ccm — 0 0

I1 1,000 1 ccm Suspension = 1,000 100
1 ccm == .-1,000 1,000

1 ccm = 008 1,000

1 ccm =4 1000 10,000

I11 1,000,000 0,4 ccm Suspension = 400,000 1,000,000
0,4 ccm = 400,000 1,000,000

0,4 ccm = 400,000 1,000,000

0,04 ccm — 40,000 500,000

0,004 ccm = 4000 10,000

0,0004 ccm = 400 1,000

0,00004 ccm —- 40 100

0,000004 ccm = 4 10

0,0000004 ccm == 0,4 0
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Diese Versuche zeigten, dass in den mit dem Zentrifugat angelegten Kul-
turen eine oftmals grossere Wachstumsfreudigkeit vorhanden war als in den mit
den Suspensionen direkt angelegten Kulturen. Es kann sich hier wohl nicht
um eine Keimvermehrung unter der Wirkung des Zentrifugalfeldes handeln,
wie sie von M. Duggeli**), J. Kalkschmidt®) u. a. (nahezu vollstandige Literatur-
angabe dartber siche bei J. Kalkschmidt, 25) bei der Behandlung von Milch mit
der Reinigungszentrifuge festgestellt wurde fiir Bakterienarten, die als Doppel-
individuen, in Ketten und in Klumpen leben (verschiedene Kokkenarten, einige
Stabchenspezies und besonders Bacterium Giintheri). Nach M. Diggeli werden
durch die Wirkung des Zentrifugalfeldes Bakterienklumpen zerschlagen und
Bakterienketten zerrissen. Die entstehenden Spaltstiicke schreiten dann, auf ge-
eigneten Nahrboden ausgesat, zur Koloniebildung.

Das bei unseren Zentrifugierversuchen im Zentrifugat festgestellte bessere
Wachstum beruht nicht auf einem solchen Effekt. Durch den Zusatz von Rahm
und Sediment wird der Dextroseagar offenbar derart verandert, dass der Nahr-
boden den Buttersaurebazillen nun noch besser zusagt. Um diese Frage abzu-
klaren, legten wir von einer Buttersaurebazillensuspension auf Dextroseagar vier
Verdiinnungsreihen an. Die erste Reihe bestand aus Dextroseagar allein, der
zweiten setzten wir 5 ccem Magermilch, der dritten den Rahm und der vierten
das Sediment von 100 ccm einer buttersdurebazillenfreien Milch zu. Auch hier
zeigten die Reihen mit dem Zentrifugatzusatz besseres Wachstum.

Dextroseagar allein ek sl e
Dextroseagar + 5 ccm Magermilch SN 5 O W
Dextroseagar + Rahm b o i
Dextroseagar + Sediment ST s T T

Ein Verandern des Nahrmediums in der Richtung der Forderung des
Wachstums der vorhandenen Buttersaurebazillen ist wohl moglich, wenn wir
bedenken, dass nach W. Dorner?®) von in Dextroseagar eingeimpften vegetativen
Formen des Bac. amylobacter angeblich nur 0,55—4,0% und von den Sporen
sogar nur 0,09—5,0 %o zu Kolonien auswachsen.

Bei unseren Zentrifugierversuchen richteten wir unsere Aufmerksamkeit
auch auf die Verteilung der Buttersaurebazillen im Rahm, in der Magermilch
und im Sediment. Hieriiber gibt uns Tabelle IT Aufschluss.
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Tabelle 11

Buttersiurebazillen in 100 cem Milch
zugesetzt gefunden
im Rahm im Sediment | in 5 ccm Magermilch Summa
Versuch 1 400,000 1,000,000 100,000 100 1,102,000
400,000 1,000,000 100,000 100 1,102,000
400,000 1,000,000 100,000 10 1,100,200
400,000 1,000,000 100,000 100 1,102,000
Versuch 1l 10,000 10,000 100 0 10,100
10,000 10,000 1,000 10 11,200
Versuch III 1,000 1,000 0 1,000
1,000 1,000 0 1,000
1,000 1,000 0 1,000
1,000 1,000 0 1,000

Daraus ist ersichtlich, dass beim Schleudern von buttersaurebazillenhaltiger
Milch in der Laboratoriumszentrifuge weitaus der grosste Teil (bis 909/0) der
vorhandenen Buttersiurebazillen in den Rahm und /s bis /10 ins Sediment
wandern, wahrend ein ganz geringer Teil in der Magermilch verbleibt. Fir den
in der Magermilch verbleibenden Anteil ist von Einfluss, mit welcher Geschick-
lichkeit am Schluss des Zentrifugierens die Rahmschicht abgehoben und die
Magermilch abgegossen wird. Die Rahmschicht wird bedeutend fester und lasst
sich wesentlich leichter abheben, wenn die Milch vor dem Zentrifugieren tiefge-
kithlt wird. Da fir die Buttersaurebazillenbestimmung nur der Rahm und das
Sediment wichtig sind, kann man gewohnlich auch so verfahren, dass man die
Rahmschicht mit einem sterilen Spatel durchstosst und die Magermilch aus-
fliessen lasst.

Die bei unseren Untersuchungen im Sediment vorgefundenen geringen An-
teile der zugefugten Buttersaurebazillen mogen erkliren, warum W. Diihrsen
(I c. 11) bei seinen Untersuchungen mit der Sedimentverdiinnungsmethode un-
gunstigere Ergebnisse erzielte als mit der Milchverdiinnungsmethode.

Zum Vergleich wurden auch von uns einige Milchen nach dem Milchver-
diinnungsverfahren (5 ccm auf Dextroseagar) und nach dem Zentrifugierver-
fahren untersucht.
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Tabelle 111

Gasbildung
Milchprobe el
Milchverdinnungsverfahren Zentrifugierverfahren

Konsummilch e L1

s + 4+

> - +

» — =
Kasereimilch < +

, . 14

» _ 5
Lieferantenmilch — _ T

» — i

” + 5 i = =)

d F+ () + (+4)

» — + (=)

» it gy

A i Mol

-+ = Gasbildung (-+) schwache Gasbildung

Die von W. Dorner (1. c. 26) festgestellten Schwankungen im Verhaltnis der
gewachsenen zu den tatsachlich vorhandenen Keimen von 0,55—4 %0 bei den
vegetativen Formen und von 0,09—5,0 %00 bei den Sporen von Bac. amylobacter
zeigen, dass beim quantitativen Nachweis beweglicher Buttersaurebazillen mit
einer diesen Zahlen entsprechenden Fehlerbreite zu rechnen ist. Aus diesem
Grunde kann eine exakte Uebereinstimmung der nach den beiden Verfahren
ermittelten Werte kaum erwartet werden. Es wird deshalb auch nur in be-
schranktem Masse von einem «quantitativen» Nachweis der Buttersdurebazillen
die Rede sein konnen, und wir méchten, gestutzt auf die zitierten Untersuchun-
gen, unsere Werte stets mit diesem Vorbehalt aufgefasst wissen. Der Vergleich
der nach dem Milchverdinnungs- und nach dem Zentrifugierverfahren erhal-
tenen Ergebnisse zeigt mit aller Deutlichkeit, dass das von uns gelibte Ausschleu-
dern von 100 ccm Milch und die Verimpfung des anfallenden Rahmes und Sedi-
mentes eine Verscharfung des Buttersaurebazillennachweises darstellt. Das Ver-
fahren erlaubt, noch wesentlich geringere Buttersdurebazillengehalte zu erfassen,
als dies bei der Verimpfung von 5 ccm Milch moglich ist.

In bezug auf die Pasteurisationstemperatur stellten wir wiederholt fest, dass
bei 80 C/10 Min. bedeutend schlechteres Wachstum eintrat als bei 75° C/10 Min.
Beim Anlegen von Reinkulturen blieb bei 80° C/10 Min. wiederholt das
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Wachstum tiberhaupt aus, wahrend bei der um einige Grade tieferen Pasteuri-
sation noch Wachstum eintrat. Auch bei der Untersuchung von Kése blieb oft
die Fahndung nach Buttersaurebazillen bei der Pasteurisation von 80° C/10 Min.
ergebnislos, wihrend der Nachweis be1 75° (/10 Min. noch gelang. Eine Pasteu-
risationstemperatur von 75—77° C wahrend 10 Minuten ist somit in manchen
Fallen vorteilhafter. ‘

¢) Wachstumsbeurteilung

Bei der Beurteilung der pasteurisierten Dextroseagarreihen wurden Gas-
bildung und Bulttersiuregeruch als in erster Linie entscheidend erachtet. Samt-
liche auf Dextroseagar Wachstum zeigenden Kulturen wurden zudem der mikro-
skopischen Prifung unterzogen, doch legten wir der Morphologie nur se-
kundare Bedeutung bei, da es, wie bekannt, Formen gibt, die wie echte
Buttersaurebazillen aussehen, ohne mit diesen identisch zu sein (z. B. Cl. poly-
myxa). Auch ist die Form der beweglichen Buttersaurebazillen nicht immer
genau gleich; neben der Clostridienform (die dadurch zustandekommt, dass die
einzige in der Mitte liegende Spore das Stabchen spindelformig auftreibt) konnen
infolge endstandiger Stellung der Spore auch Trommelschligerformen vorkom-
men. Wir konnten auch beobachten, dass die Sporulation gelegentlich ganz
unterblieb oder im Moment der Untersuchung noch nicht eingetreten war und
sich die Buttersaurebazillen als plumpe, sehr kraftige Stabchen prasentierten.
In diesem Falle dienten die Gasbildung und der typische Geruch nach Butter-
saure als einwandfreie Erkennungsmerkmale.

War Gasbildung auf Dextroseagar eingetreten, so erfolgte in jedem Falle
eine pasteurisierte und eine unpasteurisierte Passage auf Laktatagar. Zur Wachs-
tumsbeurteilung dienten hier die Gasbildung und das mikroskopische Bild. Da-
bei machten wir die Feststellung, dass die Gasbildung auf Laktatagar manchmal
nicht sehr kraftig erfolgte, oft auch ganz ausblieb, obgleich die vorgenom-
mene mikroskopische Kontrolle der gewachsenen Kolonien die Anwesenheit von
Buttersaurebazillen vermuten liess. Bei einer neuen Passage zuriick auf Dex-
troseagar und nochmals auf Laktatagar trat dann manchmal die Gasbildung
deutlich hervor.

Fir die Gasbildung auf Laktatagar scheint der Zustand des eingeimpften
Bakterienmaterials von grosserer Bedeutung zu sein als bei Dextroseagar, indem
auf Laktatagar alte, in der Sporulation wohl schon weiter vorgeschrittene Bak-
terienstamme bedeutend schlechter angehen als junge. DICS geht aus folgender
Gegeniiberstellung hervor:
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Tabelle TV

Gasbildung
Impfmaterial Bemerkungen
Dextroseagar Laktatagar
Auf Laktatagar
1. Suspension eines | ++++++ —— | ++—+ ——— — | L w2 Verd spirlich Gas
; 3.Verd. kein Gas
ten B.-bazillen- ;
alten bazillen 4.Verd. spirlich Gas u.Kol.
Stammes 5.u 6. Verd. Kolonien
Auf Laktatagar
Verimpfen des- +4+4+4+++—1—| +4+++ ————| 5. u 6.Verd. Kolonien
selben Stammes | +-+4+++++4+ — ++ 4+ ——— — | 4 Verd. Kolonie
auf Milch und +++4+--—— | ++—-————— 3. u. 4. Verd. Kolonien
zentrifugiert +++—-———4+++—-————— - 3. Verd. Kolonie
WSS SR I s
TS SO Al o T RS O I
: ; Auf Laktatagar
2. Suspension eines | +++-+++ —— | +++++ ——— | Gasbildg. bis 2 Tage spiter
jungen B.-bazil- und weniger kriftig
lenstammes
_ Auf Laktatagar
Verlmpfen des- +++++++—| ++++4+-—— Gasbildg. bis 3 Tage spiter
gelben-Stammes |- ik s Sa Tl A okl do.
auf Milch und | +++++++— | ++++++—— do.
zentrifugiert
. ; Auf Laktatagar
8. Suspension eines: |- bhir b —— e bbbt e — ok L Gasbildg. bis 1 Tag spiter
jungen B.-bazil-
lenstammes
) Auf Laktatagar
Verlmpfen des- 0 T e B e e 1 W b i e e Gasbildg. bis 3 Tage spiter
selben. Stammes -l —— = | f e do.
auf Milch und
zentrifugiert

Alle drei gepriften Stamme waren Reinkulturen, die Dextroseagar und
Laktatagar passiert hatten. Danach wurde Stamm 1 drei Monate stehen gelassen,
wahrend 2 und 3 sofort nach der Passage auf Laktatagar fiir die in Tabelle IV
angegebenen Kulturversuche verarbeitet wurden. In allen Laktatagarkulturen
war die Gasbildung bedeutend weniger kraftig und trat auch spater ein als in
den Parallelreihen auf Dextroseagar.

Laktatagar eignet sich in der von uns benutzten Zusammensetzung weniger
gut fur die quantitative Ermittlung des Buttersaurebazillengehaltes von Milch
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als Dextroseagar. Fiir quantitative Untersuchungen lasst sich somit das Anlegen
von Kulturen auf Dextroseagar nicht umgehen. Die anschliessende Verimpfung
auf Laktatagar kann lediglich als qualitativer Test auf das Laktatvergarungs-
vermogen gelten. Dabei erweist es sich als vorteilhaft, das Verimpfen der
Stamme auf Laktatagar moglichst rasch auf die Passage in Dextroseagar folgen
zu lassen. Bei unseren Versuchen auf Dextroseagar war die Gasbildung nach
spatestens 5 Tagen beendet. Ein ldngeres Bebriiten ist fiir die nachfolgende
Priifung auf die Laktatvergarung nur von Nachteil.

Das Vorgehen zum Nachweis laktatvergiarender Buttersaurebazillen erweist
sich somit als etwas umstindlich. Ein dem direkten Nachweis der Laktatvergarer
dienliches Verfahren ware sehr erwinscht.

[II. ERGEBNISSE

Die von uns nach der beschriebenen Methode untersuchten Milchen lassen
sich in folgende Gruppen einteilen:

A. Lieferantenmilchen aus Genossenschaften ohne Silagefutterung (523 Mil-
chen aus 14 Kasereigenossenschaften).

B. Lieferantenmilchen aus Genossenschaften mit Silagefiitterung (Ribenschnit-
zel-Rubenlaubsilage) im Winter (115 Milchen aus 3 Genossenschaften).

C. Milchen aus einer Genossenschaft mit andauernder Futterung frischer Malz-
treber (27 Milchproben).

D. Kesselmilchen aus Genossenschaften mit anhaltender Emmentalerkasefabri-
kation und daherigem Silagefitterungsverbot (98 Milchen).

E. Kesselmilchen aus Genossenschaften nach voriibergehender Silagefitterung,
gefasst zu Beginn der neuen Fabrikationsperiode (19 Milchen).

F. Lieferantenmilchen, gefasst nach beendigter Silagefiitterung (47 Milchen).

Die prozentuale Verteilung der untersuchten Milchen auf verschiedene
Keimgehaltskategorien zeigt fir die einzelnen Gruppen folgendes Verhiltnis :

s Laktatvergirende Buttersiurebazillen in 100 ccm Milch
sTuppe
0 | 1—10 | =100 | 101—1000 |  iber 1000

A 89,9 8,6 ¢l 0 0

B 270 209 30,4 16,5 5.2
C at,1 L 14,8 3,7 0

D 86.8 7,1 6.1 0 0

E 579 15,8 26,3 0 0

F 38,3 319 14,9 10,6 473
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Die von uns geubte Differenzierung der auf Dextroseagar gewachsenen
Stamme ergab, dass von 288 dextrosevergiarenden Stammen 231 oder 80,2°%
Laktat vergarten. Darin erblicken wir eine weitere Bestatigung der von D. J.
van Beynum und J. W. Pette (1. c. 18) gemachten Angaben tiber zuckervergarende
und laktatvergdarende Buttersaurebazillen.

Zusammenfassung

1. Fir die Ermittlung des Buttersdurebazillengehaltes der Milch wurde als
Anreicherungstechnik das Ausschleudern in der Laboratoriumszentrifuge (30
Min. bei 3500 Touren) benutzt.

Es konnte gezeigt werden, dass ca. 90 %o der vorhandenen Buttersiaurebazil-
len in den Rahm und ca. 10°/¢ in das Sediment wandern. Die Magermilch ent-
halt keine oder nur ganz unbedeutende Bazillenmengen. Rahm und Sediment
zusammen enthalten somit praktisch die Gesamtheit der vorhandenen Butter-
saurebazillen und sind fir die weitere Verarbeitung allein wichtig.

Auf diese Weise ist es moglich, von einer grosseren Milchmenge ein Keim-
konzentrat zu erhalten und noch wesentlich geringere Keimmengen zu er-
fassen als dies bei der Verimpfung einiger ccm Milch moglich ware. Die in
vorliegenden Untersuchungen jeweils verarbeitete Milchmenge betrug 100 ccm.

In Milch eingesate Buttersaurebazillen konnten mit befriedigender Genauig-
keit wieder gefunden werden. |

2. Die vorgefundenen Buttersdurebazillen sollten auf ihre Fahigkeit, Laktat
zu vergaren, gepruft werden.

Vergleichende Kulturversuche auf Dextroseagar und Laktatagar bewiesen,
dass der bewegliche Buttersaurebazillus auf Dextroseagar bedeutend besser
wachst. Alte Stamme, auf beide Nahrboden verimpft, zeigen einen viel ausge-
sprocheneren Unterschied in der Wachstumsfreudigkeit als junge Stamme. Fur
den Nachweis laktatvergarender Buttersiurebazillen muss deshalb das zu unter-
suchende Material zuerst auf Dextroseagar verimpft werden. Erst nach dieser
Passage kann die Prifung auf das Laktatvergarungsvermégen durchgefiihrt
werden.

3. Es wurden 829 Milchproben nach dem beschriebenen Verfahren auf be-
wegliche und laktatvergdrende Buttersiaurebazillen geprift. Dabei wurden die
Gewinnungsweise der Milch und besonders die Fiitterungsverhdltnisse beim
Milchproduzenten mit in Betracht gezogen.

Die prozentuale Verteilung der untersuchten Milchen auf die verschiedenen
Keimgehaltskategorien wurde tabellarisch geordnet. Es zeigt sich, dass je nach
der Gewinnungsweise der Milch das Verhiltnis der buttersiurebazillenfreien
zu den buttersidurebazillenhaltigen Milchen ganz verschieden sein kann.

Von 288 auf Dextroseagar gewachsenen Stimmen vergéarten 231 oder 80,2%0
Laktat.
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