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Neue Spezies von proteolytischen Clostrldlen
(Cl. putrificus im Emmentaler)

Hitzeresistente Propionsaurebakterien

Emmanuelle Arias
Wintertagung 21.02.2025

www.agroscope.ch | gutes Essen, gesunde Umwelt

© Ubersicht

1. Teil: Analytik rund um die Buttersauregarung
2. Teil: Putrifikus - Beschreibung der neuen Spezies
3. Teil: Putrifikus - Nachweis in der Milch

4. Teil: Hitzeresistente Propionsaurebakterien




Teil 1: Analytik rund um die Buttersauregarung

Agroscope
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U Kaseschadliche 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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© Belastung der Milch mit Sporen

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

= Schnitthéhe (bis zu 10x hohere Sporenzahl wenn Schnitthbhe 7 cm
statt 10 cm)

» Menge Hofdlnger & andere potentiell sporenhaltige organ. Dinger
= Stallhygiene

= Zitzenreinigung
Prutrifikus - Hif Propionsi
Wintertagung 2025
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U Kaseschadliche 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 beijerinckii

Clostridium botulinum Typ E (psychrotroph)
Clostridium butyricum

Clostridium tyrobutyricum

Prutrifikus - Hit
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U Kaseschadliche Sporenbildner

C. butyricum verursachte Lochung

« Stopp der Fehlgarung wegen Verbrauch des Restzuckers

» Ruckbildung der festgestellten leichte Blahung wahrend der Reifung
« Tiefe Buttersauregehalte (selten > 1.5 mmol/kg)

C. tyrobutyricum verursachte Lochung

» Abbau von Milchséure 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,

Agroscope
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v Kaseschddliche Sporenbildner

Putrifikus (5 Mt)

« Zersetzt den Kaseteig durch Faulniss

* Verstoffwechselt Aminosauren und bildet Uberriechende Stoffe
* Erhthte Werte aller fliichtigen Carbonsauren

* Gefiirchtet beim Emmentaler wegen optimaleren
Wachstumsbedingungen pH {I NaCl [l ReifeT i
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© GHP in der Fabrikation gegen Clostriden

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

Genlgend Laktobazillen schitten
Wasserzusatz gesamt < 18%

Laibgewicht < 100 kg

Brenntemperatur < 53°C (Thermometerkontrolle)

vV V.V V V V

Abfllltemperatur eher im unteren Normbereich

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

» Garraumtemperatur < 23°C

Agroscope
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© Eckdaten fiir 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 %)

@
o
o
3
2
2
)
<

Prutrifikus - Hi i Propionsé i 10
Wintertagung 2025




o IB162/1986

Die zahlreichen Ergebnisse dieses Fabrikationsversuches erméglichen folg-
lich einige Hinweise zur Losung der Frage nach den Ursachen fiir das Auf-
komnen des Kisefehlers Putrificus. Aus dem Vergleich der Kontrollkdse mit
den Kisen der einzelnen Versuchsvarianten missen folgende Parameter als
Putrifikus-fordernd bezeichnet werden:

- grosser Wasserzusatz
- erhohte Brenn- und Ausziehtemperatur
- tieferer Milchsiduregehalt im Kdse nach 24 Stunden
- hdherer Wassergehalt im Kidse 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 Fettsduren
- schwdcherer Eiweissabbau
tieferer Kochsalzgehalt

Agroscope
1
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o Analytik rund um die Buttersauregarung
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@ Vergleich von Methoden zur Bestimmung von
Buttersaure-sporen in Milch

SY-Lab Filtrationsmethode MPN-Methode

Agroscope

Prutrifikus - Hit i Propionsa i 13
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© Methode SY-Lab

27 ml Milch pasteurisieren
80 °C / 20 min

N~

Abkihlen

N/

Zugabe von 9 ml
Nahrmedium

N

Transfer ins Vorlagegefass
des Pipettierroboters

A4

Anaerobe Bebriitung
37 °C / 2 Tage

N

Auswerten der Platten im
Scanner
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Modifiziertes Test-Format: 96 x 0.24 ml Milch

Prutrifikus - Hit i Propionsa i 14
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o Filtrationsmethode nach Bourgeois

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

Abkihlen auf
55 °C

N/

Enzymatische Behandlung
Alkalase (55 °C / 15 min)

Druckfiltration durch
Membranfilter 0.8 pm

~~

Spilen des Filters mit
sterilem Wasser

~~

Anaerobe Bebriitung
37 °C / 3 Tage

N

Kolonien zahlen &
Sporengehalt berechnen

Agroscope

Prutrifikus - Hit
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© MPN-Methode nach CNERNA mod.

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

A4

Ev. Zugabe von Paraffin
fliissig

V 00000

Pasteurisation Q0000
75 °C /10 min (75%1) 53

N4 110

Inkubation l
+|= 1

Bebritung 37°C / 7 Tage 180

350
460
e 1200

37 °C / 7 Tage

Zahlen der positiven
Réhrchen — MPN

Agroscope

Prutrifikus - Hit
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U Testformate

Milch

. . Einzellieferanten
Sammelwagen Einzellieferanten (N = 110)
Methoden (N =93) (N=107)

Silomilch Silomilch

: I 96 x 240 i 96 x 240 i 96 x 240 pl
§&$ABAMP NG = 44] [NG = 44] NG = 44]
[0BG = 19°000] [0BG = 19°000] [0BG = 19°000]

40 ml 20 ml 40 ml
NG = 25] NG = 50] NG = 25]
[0BG = 1'250] [0BG = 2'500] [0BG = 1'250]

5x1ml+5x0.1 ml 5x1ml+5x01ml 10x2ml
[NG = 180] [NG =180] [NG =53]
[0BG = 16°000] [0BG = 16°000] [0BG = 1'200]

Filtrations-
methode

MPN-Methode
(CNERNA)
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U Vergleich silofreie Milch (Einzellieferanten)
Silofreie Milch

3.5
3.0

25

2.0

Sporengehalt (log Sporen/L)

1.5

1.0 <91% NG <71% NG <56% NG
= MSYL = MFIL = CNERNA

Agroscope
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Sporengehalt (log Sporen/L)

5.0
45
4.0
35
3.0
25
2.0
1.5

1.0

Vergleich Silomilch

Silomilch Einzellieferanten

®

B MSYL B MFIL B CNERNA

Silomilch - Tankproben Sammelfahrzeuge
5.0
45 ——

4.0

35

3.0

25

%—c ooo)(aooA+o—+

2.0 ==

L5

Sporengehalt (log Sporen/L)

1.0

B MSYL B MFIL B CNERNA

Prutrifikus - Hit F 19
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Schlussfolgerung aus dem Methodenvergleich

= SY-Lab-Methode ist ein interessanter Ansatz fiir 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 kénnen ohne Anpassung der Methode untersucht werden)

= Silomilch: dhnliche 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)

Prutrifikus - Hit i F 20
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Vergleich der verschiedenen Labormethoden fur
anaerobe Sporen

Kriterium Methode SY- Filtrations- MPN Bryant
i 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
Sperzifitat / Selektivitat gut gut schwach
Robustheit gut massig gut
Dauer der Analyse 2 Tage 3 Tage 7 Tage
Arbeitsaufwand massig hoch massig
g Aufwandigster Schritt Vorbereitung Aufschluss, Pipettieren
§ der Proben Filtration
21
o
Agroscope, 2020. Untersuchung
CLOSTRIDIENSPOREN IN SILOFREIER MILCH von 181 positiven MPN-
B Rohrchen (Milieu Bryant-Burkey)
7% aus der Analyse von silofreier
e R Milch durch ARQHA, Winter
S LIre 2019/20.

11%

Multiplex gPCR (C. sporogenes,

C.sporogenes  C- butyricum, C. tyrobutyricum, C.
47% beijerinckii)

142 (78%) der geblahten

Réhrchen waren PCR negativ (=

andere Clostridien oder sonstige

anaerobe oder fakultativ anaerobe

Sporen)

C. butyricum
33%
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Agroscope

Buttersauresporen 2014-2017 MPN Romandie
Produzentenmilchen im roten Bereich

Ergebnisse mit 2350 Sporen pro Liter
18%
16%
14%
12%
10%
8% /\
6%
4%
2%
0%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Monat

—2014 —2015 2016 —2017

Prutrifikus - Hit i Propionsa i -
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v MeteoSchweiz — Klimabulletin Sommer 2016 | 2

Der Juni-Niederschlag lag in vielen Gebieten der Schweiz weit iber dem Durchschnitt. Ab Monatsmitte fithrten
Starkniederschlage vielerorts zu Hangrutschen und Uberschwemmungen. Von den Starkniederschligen beson-
ders betroffen waren das Tessin, Nord- und Mittelbiinden, das Oberengadin sowie der zentrale und ostliche
Alpennordhang. Im Juli brachte die regional unterschiedliche Gewitteraktivitat sehr unterschiedliche Nieder-
schlagsmengen. Lokal fielen tber 150 Prozent der Norm, wahrend die Mengen gebietsweise auch unter 50
Prozent der Norm 1981-2010 blieben. Erneut fiihrten 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.

Prutrifikus - Hif i F
Wintertagung 2025
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© Nachweis in Kase

Halbhartkase mit Blastlochung - Probenahme

e S
R

, Direkter Nachweis
~J mittels PCR

—> mittels
Gaschromatographen
(GC)

Wintertagung 2025
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Indirekter Nachweis mittels GC - Halbhartkdase mit Blastlochung

)

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

Relative Abundanz

90 18

80 16

i mSstreptococcus_thermophilus |
Lactobacillus_paracasei

£0 ® Lactobacillus_delbrueckii 12

50 1

40 08
Enterococcus_faecalis

30 m Clostridium_tyrobutyricum 06

Agroscope

Relative Abundanz

Prutrifikus - Hit
Wintertagung 2025
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© Nachweis von Putrifikus Emmentaler 3.5 Monate
Flichtige 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
g Teig und der weissen Stelle lassen zweifelsfrei auf den Fehler
2 Putrifikus schliessen.
28
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Teil 2: Putrifikus - Beschreibung der neuen Spezies
Noam Shani, Emmanuelle Arias, Daniel Marzohl, Caroline Choulat,
Héléne Berthoud

Prutrifikus - Hit
Wintertagung 2025

29

© Praxis-Fall — eine Kiserei — Herbst 2020

Prutrifikus - Hit
Wintertagung 2025
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© Praxis-Fall — Isolieren aus Milchproben

28+29.08.2020 Milchli 112]3]|4 5 6
Buttersauresporen Sporen/L <53|<53|<53| 53 1200 110
positiven Réhrchen von 10 0]0]0])1 9
Bezeichnung Rohrchen -l -1-141]5A 5B 5C | 5D | 5E | 5F 5G 5H| 51 [6A | 6B
Isolate Identifizierung -|-1-101]0 Clostridium butyricum + 0| 0| 0| O |Clostridium butyricum| 0 | 0 | 0 | O
Paraclostridium bifermentans
% Identitat -l -1-101]0 97 und 99 0jo0jofo 99 ofofo]oO
Multiplex C. sporogenes - | - | - |neg|neg neg neg|neg| neg|neg neg neg| neg|neg| neg
C. tyrobutyricum | - | - | - |neg|neg neg neg|neg| neg|neg neg neg|neg|neg|neg
C. beijerinkii - | - | - [neg[neg neg neg| neg| neg| neg neg neg|neg[neg|neg
g C. butyricum - - - | negfpos pos pos | pos|neg| pos pos pos | pos|neg| neg
g
8
)
L
Prutrifikus - Hit i P 31
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© Praxis-Fall — Isolieren aus Kaseproben

Chargen 29.08.2020
Putrifikus-Stelle ja ja ja nein
Nr. 1 2 3 4
Sporen/g 17'400 648'000 6'700 <100
Isolate A B A B A B -
\dentifizierung Clostridien sporogenes /botulinum :
(A B)
% Identitat 99 -

Charge vom 29.08.2020, analysiert am 28.01.2021
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C. tyrobutyricum

¥ Praxis-Fall — Isolieren aus Kaseproben S
Clostridium 16S
aus Putrifikus-Stellen
Emmentaler
i gl
=" el '
|
- 8 i B .‘
? ' m Clostridium sporogenes
Glarner Schabziger
» September 2020 - 13 Stamme
» 3 weitere Kasereien / 2019-2020 -> 3 Stamme
* Emmentaler + Greyerzer / 1983 > 2 Stéamme
\I/‘Vruttr;ﬁkus -;;;tﬁz eresistente Propionsaurebakterien 33
33
© Verwandtschaft —-Stammbaum des Menschen
f L cercopithécoides
AR 81y
o I ctfmpanzs Bongbo  Homme  Gorile . outang batn - g
L4 é
e
Prutrifikus - Hif i P ionsa i 34
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@ Verwandtschaft — Stammbaum der
Clostridien

Betrieb EHO3 (Herbst 2020):

» grosse Diversitat von Stammen
sowohl in der Milch als auch im Kase

C. tyrobutyricum

C. caseinilyticum sp. nov. C. sporogenes

R 57 SRR A O

& = ERE

' Betrieb EHO3 |

.
—
—u

T-T!I-8/8TCINV4"®
L-LI-S/6¥CIAVA

Agroscope
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U Kaseschadliche 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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Y Isolate aus Silage f

PCR-TTGE MALDI-TOF Partielle Sequenzanalyse
Isolat | Spezies Spezies Spezies
151 PCR 1 nicht ifiziert kein Wachstum auf RCM mod PCR nicht amplifiziert
152 C ty i C. tyrobutyricum =
153 G C.sporogenes [
1537 |e yricum @ =
1538 | G beijerinckii €. beijerinekii c i
I_> 1559 kein iibereinsti Profil C. sporogenes G
1560 | C tyrobutyricum C. tyrobutyricum C. ty
i561__|C = C. sporogenes G
562 |G C sp G
1596 | G beijerinckii c = i
N[597  |cty i = y C.ty
[ y) 1598 kein ibereinst Profil C. sporogenes. C.
15103 |G C. sporogenes =
15104 |G i & 5
N | Is105 C. sporogenes C. sporogenes C. sporogenes
L D[1s106 [kein tbereinstimmendes profil keine Identifizierung maglich C. sporogenes|

111 Clostridien-Isolate aus einer Silageprobe — BA Maya Gantenbein 2012
* mit 3 Methoden identifiziert:
» Mehrheit von Clostridium sporogenes | Clostridium tyrobutyricum
» Minderheit von Clostridium beijerinckii

2
3 > und C. caseinilyticum sp. nov.?
2 - 3 Isolate
Prutrifikus - Hi ionsi i 37
Wintertagung 2025
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c GRANA
Grana Padano
Food Control 155 (2024) 110050
Contents lists available at Science %‘8“&8{‘
coe:
Food Control CONTROL
CONTROL
CONTROL
journal homepage: www.elsevier.com/locate/foodcont - CONTROL
Identification and characterization of the microbial agent responsible of an | &
alteration in spoiled, Grana Padano cheese during ripening
Domenico Carminati, Barbara Bonvini, Lia Rossetti, Monica Mariut, Miriam Zago,
Giorgio Giraffa
% Council for Agricultural Research and Economics, Rescarch Centre for Animal Production and Aquaculture (CREA-ZA), Via A. Lombardo 11, 26900, Lodi, italy
:
<

Prutrifikus - Hit
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Grana Padano nach 6-7
Monaten

1 Betrieb

nur bei einigen Kasen einer
begrenzten Anzahl Chargen
haufiger in den Frihlings- und
Sommermonaten

einzelner, weildlicher Flecken
von Kasedegradation
Verflissigung der Kédsematrix
unangenehmen und
ekelerregenden Geruch

# von Spatblahung, geringer
Gasansammlung zu finden

Defekt trat trotz Verwendung
von Lysozym (2,5 g/100 kg
Kesselmilch) als
technologischem Hilfsstoff zur
Verhinderung des Ausbruchs
von Spatblahung auf

Wintertagung 2025

39

+ Charakterisierung der Isolate aus verdorbenen und fehlerfreien Zonen desselben Kaselaibs

- zwei verschiedenen vorherrschenden Stdmmen von C. sporogenes, die zwei getrennten
genetischen Linien entsprechen, mit bemerkenswerten morphologischen und taxonomischen

Unterschieden

Wintertagung 2025
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© Auswahl von 3 Stammen

C. tyrobutyricum

C. caseinilyticum sp. nov. C. sporogenes

e E AS L EeeE e s |
N— N—9 N—9 e |® o W® 0.
.m. 0 .-.-.-
o . ~
8 Betrieb A ‘ Isolate aus 1983 ‘ z g
o L '
Prutrifikus - Hit 41
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Y Beschreibung der neuen Spezies
Clostridium caseinilyticum sp. nov., a close rola*
Clostridium sporogenes 3= "
Noam SI - sucnellod?, Katia Gindro®, Giorgio
Giraffa® :
8
4
Prutrifikus - Hi i Propions i %2
Wintertagung 2025
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¥  Beschreibung der neuen Spezies

Clostridioides difficile DSM 1296T (GCF_000438845.1)

7'— Clostridium paraputrificum DSM 26307 (GCF_900447045.1) - Q

GRANA
PADANO

Clostridium sp. CREA 4990 (GCF_031629375.1)
Clostridium sp. FAM 17557 ()
*'Clostridium sp. FAM 27665 ()
Clostridium tepidum DSM 104389 (GCF_002008345.1)
[Cfosﬁ'zdmm botulinum ATCC 25763 (GCF_001276985.1) \
0 Clostridium combesii DSM 20696 (GCF_002749945.1)
Mool e I:Ciosh'idmmpun'lﬁwm NCTC 13037T (GCF_900447155.1)
2 L Clostridium sporogenes DSM 7957 (GCF_001020205.1)
Clostridium faecium N37T (GCF_014836835.1)
Clostridium frigidicamis DSM 12271T (GCF_900111985.1)
Clostridium brassicae ZC22-4T (GCF_026738875.1)
T 89 Clostridium lundense DSM 17049 (GCF_000619945.1)
8, Clostridium tetanomorplnim DSM 4474 (GCF_017873215.1)
Clostridium pascui DSM 103657 (GCF_016908015.1)
Clostridium acidisoiDSM 12555T (GCF_900176305.1)
Clostridium niameyvense MT5T (GCF_001243045.1)
Hathewaya limosaDSM 1400 (GCF 030815255.1)

45

% o Clostridium algifaecis DSM 28783T (GCF_017874415.1)
g Clostridium tvrobutwicum ATCC 25755T (GCF_000359585.1)
< Caloramator proteociasticus DSM 101247 (GCF_900129265.1)
Prutrifikus - Hif i Propionsa i 43
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Y Beschreibung der neuen Spezies
C. caseinilyticum sp. nov. C. tepidum  C. sporogenes
- = = g
GRANA
PADANO
FAM 17557 CREA 4920 FAM 27665 DSM 1043897
=
O
14
ol
14
g E
g
2
Prutrifikus - Hi i P 44
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Y Beschreibung der neuen Spezies

TEM Mikroskopie

C. caseinilyticum sp. nov.

Casein-Abbau auf
Magermilch-Agar

Prutrifikus - Hit i P 45
Wintertagung 2025

Y Beschreibung der neuen Spezies

C. caseinilyticum sp. nov. C. tepidum  C. sporogenes

.ﬂ GRANA ﬁ 1
‘® .- o [ |

.0, ADAN =ik _

FAM 17557 CREA 4990 FAM 27665 DSM 1043897 DSM 7957
Temperatur 40 °C 40 °C 40 °C 45°C |(25)-45°C
pH 9.5 9.5 9.5 9.5 9.5
NaCl 0-5% 0-5% 0 - 4% 0-2% 0-5%
Optimum (1-2% ) | [1-2% ) | [1-2%)

Prutrifikus - Hit

Wintertagung 2025

46

23



Agroscope

Teil 3: Putrifikus - Nachweis in der Milch
Emmanuelle Arias, Caroline Choulat, Meral Turgay, Matthias Dreier,
Charlotte Joller, Thomas Aeschlimann, Hélene Berthoud

Prutrifikus - Hit
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© Praxisversuch - Putrifikus in Kessimilchen

Spezifischer Spezies Nachweis mittels PCR
Analytik wurde primar fir 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-Nachweis.

* Nur qualitatives Ergebnis, keine Zahlung.

Prutrifikus - Hit
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@ Entwicklung einer qualitative Methode mit spezies-
spezifischem PCR Nachweis

40 ml Milch

. . .
Pasteurisation Eine Methode wu"rde_ entwickelt
75°C - aufwandige Methode
9
Zentrifugation H H
lca. 60°C 9000xG QU alitativ

.4 Neg / Pos

— +30 ml DRCM |
Anaerobe Topfi
J [M :> 'DNA—Extraktion = [L
Prutrifikus - Hif i Propionsi - _

Wintertagung 2025

o Praxisversuch - Putrifikus in Kessimilchen

Clostridium caseinilyticum sp. nov. (friiher Clostridium sporogenes)

Anzahl positiven/negativen Kessimilchproben in 10 Kasereien - April 2024

20 IIIIIIIIIII
oI I

EHO1 EHO02 EHO3 EH04  EHO05_bio EHO5_konv EHO06 EHO7 EHO08 EHO9 EH10_Ch1 EH10_Ch2 EH10_Ch3

o

Qual

=)

I neg
[ pos

o

Prutrifikus - Hit i Propionsa i 50
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o Praxisversuch - Putrifikus in Kessimilchen

Clostridium caseinilyticum sp. nov. (friiher Clostridium sporogenes)

Anzahl positiven/negativen Kessimilchproben in Kaserei EHO3

20
15
Qual
10 B rneg
pos
5
2 0
g
2 __September_2020 _Oktober_2020 _Oktober_November2022 April_2024
b4
Prutrifikus - Hit i Propionsa i 51
Wintertagung 2025

o Putrifikus in Lieferantenmilchen — Kaserei EHO3

Clostridium caseinilyticum sp. nov. (friiher Clostridium sporogenes)

Lieferantenmilchen Sept 2020 (je 11 Proben) Lieferantenmilchen Okt 2020 (je 12 Proben)
Qual
M NA
B neg 0.50
Wpos 55

Milchlieferant (p < 0.0005) Milchlieferant (p < 0.0005) Betrieb F hat ab Januar 2024

< <1*10°
p <0.005 p <110 aufgehért, Milch in die Q
Anzahl positiven/neﬂen Kessimilchproben in Kaserei Kaserei EHO3 zu liefern

20 }
: Qual A
p I neg
2 pos
g 5
g
¢ 0
4 __September_2020 _Oktober_2020 _Oktober_November2022 April_2024
Prutrifikus - Hit i Propionsi - ;
Wintertagung 2025
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U Ermoglicht die neue Analytik eine effektivere
Vorbeugung von Buttersauregarungen?

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

- Moglicherweise starkere Belastung bei extremen Witterungsbedingungen (Trockenheit, Nasse)
* Neue Analytik nur im Rahmen von gemeinsamen Projekten

Aktuell ist der spezifische Nachweis von Spezies mittels PCR noch sehr zeit- und
ressourcenintensiv (fir Forschungszwecke geeignet)

Nur aussagekraftig wenn Lieferantenmilchen/Kessimilchen Gber Zeitraum von 1 Monat oder
ca. 20 Proben untersucht werden

Agroscope

Prutrifikus - Hi i Propionsé i 53
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Teil 4

Hitzeresistente Propionsaurebakterien

Zivildienst Lorenz Ryser

Meral Turgay, Petra Ludin, Marie Therese Frohlich, Daniel Wthrich
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© Auswahl der Stammen

» 54 |solate der Spezies Propionibacterium freudenreichii :
= Aus der Agroscope-Stammsammlung
= Ausgewahlt

= mittels einem PCR typisiert

=Genom

Agroscope

Prutrifikus - Hit
Wintertagung 2025
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U Aufbau des Brenntemperatur-Versuchs

= Die 54 Stamme werden bei Bouillon kultiviert.
= VVor Hitzebehandlung: Keimzahlbestimmung auf LA-Agar

» Reagenzglaser fur 60 Minuten in ein 53°C warmes
Wasserbad gestellt

» Nach Hitzebehandlung: Keimzahlbestimmung auf LA-Agar

»Anzahl Bakterien, die die Brenntemperatur Uberleben, kann
berechnet werden
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U Ergebnisse

100

PROP96 PROPO1

90
80
70

60

50

40

30

20

10

o Bl 0N Wl |||.
£ iy o

Anteil Uberlebende Zellen [%]

T | 1. [ R
TNnTooreeoTRTIeeree RREBEHBIEBBEB3ITITICISIZRBGRER
Solate
@
¢
8 Abbildung 3. Prozentuales Uberleben der Brenntemperatur [, Keimzahl| nach Brenntemperatur” /
i .Keimzahl vor Brenntemperatur* * 100].
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U Hitzeresistenz - Literatur
Applied Microbiology and Biotechnology (2020) 104:3145-3156
https://doi.org/10.1007/500253-020-10425-1
APPLIED MICROBIAL AND CELL PHYSIOLOGY @ )
Check for
updates
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Intracellular osmoprotectant concentrations determine
Propionibacterium freudenreichii survival during drying

Floriane Gaucher ' - Houem Rabah ' « Koffigan Kponouglo' - Sylvie Bonnassie* « Sandrine Pottier® - Anne Dolivet -
Pierre Marchand? - Romain Jeantet’ - Philippe Blanc? - Gwénaél Jan' (9

Prutrifikus - Hit
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@ Hitzeresistenz - Literatur

%li T

YEL+NaCl YEL+L YEL+L+
Growth conditions  Nacl

Q
(on

Viability (%)
(=2}
o
Viability (%)

ab 2
p N
2glﬂ N

MU + NaCl Sw SW+ NaCl
Growth conditions

=\Wachstum mit Kochsalz schiitzt vor Hitzestress
=\Wachstum mit Laktose schutzt vor Hitzestress

Agroscope

Prutrifikus - Hit
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U Gibt es hitzeresistenten Propionibakterien?

» Stamm-spezifische Hitzeresistenz

* Die Bedingungen, die die Propionsaurebakterien erleben (Laktose, Kochsalz,...),
kann zusatzlich ihre Hitzeresistenz beeinflussen
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Danke fiir lhre Aufmerksamkeit

Agroscope gutes Essen, gesunde Umwelt

emmanuelle.arias@agroscope.admin.ch

www.agroscope.admin.ch

Agroscope

ALP forum Nes | Marz 2011

SRR RLASEATERR I ERE]
SRR

ANALYTIK RUND UM DIE
BUTTERSAUREGARUNG

Diskussionsgruppen

etk
Forhunganstoh Arcscoa Lisblok-Fosoas ALP
3003 Born ot sk admineh

Vergleich von Methoden zur Bestimmung der
Buttersaurebakterien in Milch

et sk und Dl Gusr

Culture protectrice
Schutzkultur

<
B
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BUTTERSAUREBLAHUNG - PRODUKTION VON
NOCH IMMER AKTUELL BUTTERSAUREBAKTERIENARMER MILCH
e prais

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

Q) agroscope

sssssssss -POSIEUX
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Belastung der Milch mit Sporen

Einflussfaktoren:
= Zitzenreinigung
= Stallhygiene
» Menge Hofdunger & andere potentiell sporenhaltige organ. Dinger
» Erntetechnik
=Maschinen: Typ Maher, Wender, Ladewagen

= Schnitthdhe (bis zu 10x hohere Sporenzahl wenn Schnitthohe 7 cm
statt 10 cm)

» Bodentopografie (Unebenheit)
= \Verunreinigung des Futters mit Erde, Staub
= Witterung (Nasse, Trockenheit!)

= Jahreszeit

Prutrifikus - Hit
Wintertagung 2025
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o Belastung der Milch mit Sporen

PRODUKTION VON

BUTTERSAUREBLAHUNG - BUTTERSAUREBAKTERIENARMER MILCH
[E—

NOCH IMMER AKTUELL

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

Q) agroscope

sssssssss -POSIEUX
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© MRCM-Test fiir den Nachweis von Buttersauresporen
in der Kaserei

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

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

Inkubation der Réhrchen bei 38°C wahrend 4 Tagen.

e N

Agroscope

Ab 100 Sporen pro Liter

Prutrifikus - Hi i Propionsé i 66
Wintertagung 2025

66



o

Positive Proben = Gelbe Farbe und Gasbildug

MACM-ADVANCED TEST

~ soemm

Prutrifikus - Hit i Propionsa i 67
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Versuch in der Versuchskaserei
Inokulieren von Sporen in die Kessimilch

100 spores/| Ly

spores/|

R . < e
BT Lo kil
u

+ + +

{M-advanced {M-advanced f"l’"::d Vance.

l;{)“Odtech.ch :gtach.ch 1 g C ech.ch
1213 % s ]

s 10 is 10 00 o0
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