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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

1. Einleitung

Im Rahmen der Diskussion um die Festlegung neuer mikrobiologischer Grenzwerte flr
Lebensmittel wurde flir Weichkase eine Erweiterung des Spektrums von coliformen
Bakterien auf Enterobacteriaceae diskutiert. Der Ersatz der Untersuchung auf coliforme
Bakterien durch die Untersuchung auf Enterobakterien bei gleich bleibenden Grenzwerten
wirde aufgrund des grofieren Keimspektrums eine Verscharfung der hygienischen
Anforderungen an die Produzenten bedeuten. Bei der Weichk&seherstellung sind
Rekontaminationen mit Enterobakterien und anderen Gram-negativen Bakterien mit der
heute Ublichen Technologie zwar weitgehend vermeidbar, nach einem
Rekontaminationsereignis ist allerdings mit einer praktisch unvermeidbaren Vermehrung

der Bakterien zu rechnen.

Die zurzeit in Osterreich geltenden Grenzwerte laut Milchhygieneverordnung (MHVO)
flir Escherichia coli und coliforme Bakterien in Weichkase aus pasteurisierter Milch sind

in Tabelle 1 angegeben.

Tab. 1: Grenzwerte fir Weichkase aus warmebehandelter Milch laut MHVO.

Mikroorganismen Anforderungen

E. coli m = 100 KBE/g
M =1 000 KBE/g

)
2

n
C

Coliforme Bakterien m = 10 000 KBE/g
M =100 000 KBE/g
n=>5
c=2

n = Anzahl der Proben;

m = Schwellenwert; das Ergebnis gilt als zufrieden stellend, wenn die Keimzahl jeder
einzelnen Probe den Wert m nicht Ubersteigt;

M = Hochstwert; das Ergebnis gilt als nicht zufrieden stellend, wenn die Keimzahl einer
oder mehrerer Proben den Wert M erreicht oder tberschreitet;

¢ = Anzahl der Proben mit einer Keimzahl zwischen m und M; das Ergebnis gilt als
akzeptabel, wenn die Keimzahl der tbrigen Proben héchstens den Wert m erreicht.

© BAM Rotholz Seite 1 /51



Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Zielsetzung

Ziel der Arbeit war es, aktuelle Daten iber das Vorkommen von Gram-negativen
Bakterien in Weichkase zu erhalten. Aus den Ergebnissen sollten MalRnahmen zu deren
Beherrschung abgeleitet werden. Um die Bedeutung der verschiedenen Gruppen Gram-
negativer Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen einschétzen zu kénnen, wurde
das typische Artenspektrum der Gram-negativen Bakterien in verschiedenen Weichkésen

bestimmt.

Aullerdem wurden Oberfladche und der gesamte verzehrbare Anteil gesondert untersucht,
um eine Aussage uber die Keimzahlen und die Florazusammensetzung fur beide

Fraktionen treffen zu kdnnen.

Systematischer Uberblick

Gram-negative Bakterien

Gram-negative Bakterien, die in Milch und Milchprodukten vorkommen kénnen, gehdren
zu den Gattungen Pseudomonas, Shewanella, Burkholderia, Chryseomonas,
Acinetobacter, Gluconobacter, Acetobacter, Achromobacter, Flavobacterium, Vibrio und
Aeromonas (DESMASURES et al. 1997, RAJMOHAN et al. 2002, TERNSTROM et al.
1993, RIEMELT et al. 2003, CHAPMAN und SHARPE 1990).

Pseudomonaden kommen in ungenugend gereinigten Milchgeraten vor und sind in
tiefgekihlter Rohmilch vorherrschend. Als Schadkeime bewirken sie vor allem bei nicht
fermentierten flissigen Milchprodukten, Butter und Kéase Geschmacksfehler durch
proteo- und lipolytische Aktivitaten. Hohe Keimzahlen von tiber 10° KbE/ml in der Milch
vor der Pasteurisierung konnen durch die Aktivitat der hitzeresistenten Enzyme zu
Geschmacksfehlern in langer gereiften K&sen fiihren, obwohl die Keime selbst abgetttet

wurden.

Enterobacteriaceae

Der Name Enterobacteriaceae leitet sich vom griechischen ,,évtepov ““ (enteron)- Darm her
und deutet somit die Herkunft dieser Bakterien an: viele Vertreter stammen aus dem
Verdauungstrakt von Warmblutern. Die Herkunft der Enterobacteriaceae ist allerdings
nicht nur auf den Intestinaltrakt beschréankt, sie sind ubiquitér verbreitet und finden sich
im Boden, im Wasser und auf Pflanzen. Als typische ,,Schmutzkeime* kommen sie in

ungentgend gereinigten Geraten vor. Aufgrund ihres ubiquitaren Vorkommens sind sie in
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

der Rohmilch und in bestimmten Milchprodukten wie Kase oder Milchpulver enthalten.

Die Familie der Enterobacteriaceae umfasst im Moment 44 Gattungen (GARRITY et al.
2004). Die Enterobacteriaceae sind Gram-negative, nicht-sporenbildende, fakultativ
anaerobe, oxidase-negative Stdbchen. Die meisten sind beweglich mit peritricher
Begeilelung. Sie sind mesophil (Temperaturoptimum zwischen 30 und 37°C. Glucose
wird unter Gas- und Saurebildung vergoren. Die wichtigsten Garungsprodukte der
Enterobacteriaceae sind Acetat, Formiat, Succinat, Lactat, Ethanol, Glycerin,
Kohlendioxid, Wasserstoff und Ammoniak (RIEMELT et al. 2003).

Coliforme Bakterien

Als coliforme Bakterien werden laut ISO- Definition die Enterobacteriaceae bezeichnet,
die Lactose unter Gas- und/oder Saurebildung bei 30 - 37°C abbauen (1SO 5541). Das
heil3t, dass die coliformen Bakterien eine funktionelle und keine taxonomische Einheit
sind. Das Konzept der coliformen Bakterien hat sich in den letzen Jahren verandert (Tab.
2). Bis 1994 waren coliforme Bakterien durch ihre Féhigkeit Lactose innerhalb von 24-
48h in Gas und Séure bei 36 +/- 2°C zu vergéaren definiert. Coliforme Bakterien sind laut
dieser Definition die Gattungen Escherichia, Klebsiella, Enterobacter und Citrobacter.
1994 wurde die Definition der coliformen Bakterien gedndert und beinhaltet nun alle
Arten der Enterobacteriaceae, die S&ure aus Lactose bilden kdnnen. Dieser Definition
folgend, kommen zu den oben schon erwéhnten Gattungen die Gattungen Kluyvera und
Pantoea sowie Lactose-positive Stamme der Species Hafnia alvei und Serratia

liquefaciens zu den Coliformen dazu.

Aufgrund der zunehmenden Bedeutung genetischer und enzymatischer Analysen werden
die coliformen Bakterien heute aufgrund des lac-Z-Genes charakterisiert. Dieses Gen
codiert fur das Enzym 3-Galactosidase. Durch diese erweiterte Definition werden heute
noch weitere Gattungen (Cedecea, Ewingella, Moellerellea, Leclercia, Rhanella und
Yoknella) zu den coliformen Bakterien gezéhlt (MANAFI 2002).

Da die Coliformen durch ihre Lactoseverwertung an das Medium Milch bestens adaptiert
sind, stellen sie den Hauptbestandteil der Enterobakterienflora in Milchprodukten dar. Die
Gattungen Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter Yersinia, Serratia, Hafnia,
Pantoea und Kluyvera sind am hdufigsten vertreten (RIEMELT et al. 2003). Lediglich in
Milchtrockenprodukten und bei geschmierten Kasen in spateren Reifungsphasen

(Oberflache) kdnnen nicht-coliforme Enterobakterien dominieren. Daher werden bei
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Milchprodukten schon seit langem die coliformen Keime anstelle der Enterobakterien zur

Beurteilung der Produktions- und Distributionshygiene herangezogen (BUSSE 1986,
SONNENMOSER und KESSLER 1984, BECKER und TERPLAN 1987). Hohe
Coliformenzahlen in Milch und Milchprodukten sind Anzeiger fiir Mangel bei der

Verarbeitung und mangelhafte Hygiene. Da Coliforme durch die Pasteurisierung mit

Sicherheit abgetttet werden, ist ihr Vorkommen in Produkten aus pasteurisierter Milch

immer die Folge einer Rekontamination.

Tab. 2: Veranderung des Coliformenkonzeptes (nach MANAFI 2002).

Vor 1994:
Abbau von Lactose zu Gas
und Sé&ure bei 36°C

Nach 1994:
Séurebildung aus Lactose
bei 37°C

Aktuelle Definition:
aufgrund der
-Galactosidase (lac-Z-Gen)

Escherichia
Citrobacter
Enterobacter
Klebsiella

Escherichia
Citrobacter
Enterobacter
Klebsiella
Yersinia
Serratia
Hafnia
Pantoea
Kluyvera

Escherichia
Citrobacter
Enterobacter
Klebsiella
Yersinia
Serratia
Hafnia
Pantoea
Kluyvera
Cedecea
Ewingella
Moellerella
Leclercia
Rhanella
Yokenella

© BAM Rotholz
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

2. Material und Methoden

Im Zeitraum von 1.1.2003 bis 1.9.2003 wurden zehn Weichkase-Chargen aus sechs
unterschiedlichen Produktionsstatten auf das Vorkommen Gram-negativer und coliformer
Bakterien, sowie auf die Artzusammensetzung Gram-negativer Bakterien untersucht.
Dazu wurden je ein Kése direkt nach dem Salzbad (griiner Kase) und ein Kése derselben
Produktionscharge nach Abschluss der dreiwdchigen Reifung (reifer Kése) getestet. Die
Tabelle 3 gibt einen Uberblick uiber die in den Betrieben produzierten Kasen. Von den
sechs Projektteilnehmern sind zwei Betriebe Kleinkédsereien mit vorwiegend manueller
Késeverarbeitung (Betrieb A, Betrieb E); die restlichen Betriebe produzieren im
industriellen MaRstab. Die Proben wurden vom jeweiligen Projektteilnehmer gezogen
und gekunhlt versandt. Die Untersuchung der Proben erfolgte jeweils einen Tag nach der

Probenahme.

Tab 3: Ubersicht (iber Kasesorten der Betriebe. TM= Trockenmasse, F.i.T.= Fett in
Trockenmasse, Wff.= Wassergehalt.

Herstellungsbetrieb  Ausgangprodukt Angaben zum Kése Reifungskultur

Betreib A pasteurisierte Ziegenmilch  TM mind. 40% Edelschimmel
F.i.T. mind. 45%
WTf. mind. 63%

Betrieb B pasteurisierte Kuhmilch TM 46- 49% Rotschmiere
F.i.T. mind. 45%
WHTT. mind. 67%

Betrieb C pasteurisierte Kuhmilch TM mind. 45% Rotschmiere
F.i.T. mind. 35%
WHff. mind. 65%

Betreib D pasteurisierte Kuhmilch TM 51- 53% Edelschimmel,
F.i.T. mind. 55% Rotschmiere
WITf. 67- 69%

Betrieb E pasteurisierte Ziegenmilch  TM 50% Rotschmiere
F.i.T. mind. 51%

Betrieb F pasteurisierte Kuhmilch TM mind.50 % Rotschmiere

F.i.T. mind. 60%
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Probenaufarbeitung

Von allen Proben der griinen und reifen Kése wurde die Oberflache (0) und der gesamte
verzehrbare Anteil (p) auf das Vorkommen coliformer und Gram-negativer Bakterien

untersucht.

Die Probenahmen aus dem verzehrbaren Anteil der Kaseproben erfolgte, indem 10 + 0,19
des Kaselaibes so entnommen wurden, dass das Verhéltnis Rinde/Inneres der
aufgearbeiteten Probe dem des Kdses entsprach (IDF Standard 122C). Diese Proben
wurden in sterile Plastikbeutel eingewogen, mit 90ml auf 37°C vorgewarmter 2%iger
Natriumcitratlésung versetzt und 2 Minuten im Stomacher (Seward Stomacher 400, Lab
System) bei ,,NORM SPEED* homogenisiert. Zur Untersuchung der K&seoberflache (o)
wurden 10 + 0,1g Probe von den &ufReren 2mm des Ké&selaibes entnommen, und wie oben

beschrieben aufgearbeitet.

Nachweis Gram-negativer Bakterien

Je 0,1ml der homogenisierten Kaseproben wurde auf Kristallviolett-Neutralrot-Galle-
Glucose-Agar (VRBD-Agar Merck 1.0275) ausgespatelt (VDLUFA-Methodenbuch VI,
M 7.19). Die Inkubation erfolgte fur 48h bei 30°C; nach 24h wurden alle Kolonien mit
einem Durchmesser von uber zwei Millimetern ausgezahlt und nach 48h wurden die

zusétzlichen Kolonien gezahit.

Die im Nahrboden enthaltenen Gallensalze und das Kristallviolett hemmen weitgehend
die Gram-positive Begleitflora, so dass nur die Gram-negative Bakterien erfasst werden.
Die Enterobacteriaceae bilden Sdure aus der im VRBD-Agar enthaltenen Glukose. Durch
den so erzeugten Farbumschlag des Neutralrots bilden die Enterobacteriaceae purpurrote
bis violette Kolonien, wodurch sie von anderen Gram-negativen Bakterien differenziert
werden kénnen. Durch den Verzicht auf eine zusatzliche Uberschichtung des Nahrbodens
konnen sich auch die obligat aeroben Gram-negativen Bakterien wie Pseudomonaden

vermehren.

Nachweis von coliformen Bakterien und E. coli

Zur Bestimmung der Keimzahlen der coliformen Bakterien und E.coli wurde das Coli ID
Néahrmedium im Plattengussverfahren (BioMérieux, Best.Nr: 42017) verwendet. Der
Né&hrboden wurde nach dem Erstarren mit Ndhrmedium tberschichtet. Die Proben
wurden bei 37°C inkubiert und nach 24 und 48 Stunden wurden die blauen bis blau-
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grauen (coliforme Bakterien ohne E. coli) und rot-violetten (E. coli) Kolonien mit einem
Durchmesser von tber 2mm ausgezahlt. WeiRRe oder rosa Kolonien, die kleiner als ein
Millimeter waren, wurden nicht gezahlt. Zur Bestatigung von Kolonien mit zweifelhafter
Farbreaktion (graublaue und graue Kolonien tber 2 mm) wurden diese Kolonien
zusétzlich auf Gasbildung in BRILA-Bouillon (Merk 105454) getestet.

Isolierung und ldentifizierung Gram-negativer Bakterien

Um einen Uberblick tiber die typische Artzusammensetzung der Gram-negativen
Bakterien in den verschieden Késesorten zu erhalten, wurde von geeigneten VRBD-
Platten (10 bis 100 Kolonien) vom vorherrschenden Kolonietyp finf Kolonien auf
Trypton- Soja- Agar (TSA, Oxoid CM 129) berimpft. Um eine Reinkultur zu erhalten
wurden mindestens drei Verdinnungsaustriche auf TSA durchgefihrt. Die Reinkulturen

wurden mikroskopisch tberprift.

Zur ldentifizierung der Bakterien wurde eine Grobdifferenzierung (KOH-Test, Katalase-
Test, Oxidase-Test, Oxidations-Fermentations-Test, Gasbildung aus Lactose) und eine
Feindifferenzierung (AP1 20E-System, Bio Mérieux) durchgefiihrt.

pH-Wert

Der pH-Wert wurde bei allen Késeproben (griin und reif) bestimmt (VDLUFA C8.2).
Dazu wurde eine reprasentative Probe des Késes aufgerieben und gut durchmischt. Ein
Teil wurde fest in ein kleines Becherglas (25 ml) gepresst. Der pH- Wert wurde

potentiometrisch mithilfe einer Einstichelektrode gemessen.

Galactose und Lactose

Bei den griinen K&sen nach Salzbad wurde der Restzuckergehalt gemessen. Die
Bestimmung des Restzuckergehalts des Kases erfolgte enzymatisch mit dem ,,Enzym
Testsatz Boehringer Mannheim* (Best. Nr. 176303) laut Anleitung.

Trockenmasse

Die Bestimmung der Trockenmasse erfolgte nach der Folienmethode (VDLUFA C 35.4)
nur bei den reifen Kéasen. Dabei wurde die homogenisierte Probe auf Alufolie dinn
ausgewalzt und das Wasser durch Erhitzen auf 130°C fur 30 Minuten entzogen und

anschlieRend das Trockengewicht bestimmt.
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Chlorid als NacCl

Die potentiometrische Kochsalzbestimmung erfolgte nur bei den drei Wochen alten
Kéaseproben (reif). Dazu wurde die aufgeriebene Probe mit Salpetersaure angeséuert und
mit einer Silbernitratlésung (0,1 molar) bis zum Farbumschlag titriert. Der Endpunkt
wurde potentiometrisch ermittelt (TSCHAGER und JAGER 1979).

© BAM Rotholz Seite 8 /51



Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

3. Ergebnisse

Bei der Betrachtung der Ergebnisse ist zu beachten, dass die Coliformen eine Teilfraktion
der Gram-negativen Flora darstellen. Das heil3t, dass sich bei gleich hohen Werten die
Gram-negativen tberwiegend aus Coliformen zusammensetzen. Sind die Gram-
negativen-Keimzahlen héher als die Coliformenkeimzahlen, kommen auch nicht-
coliforme Enterobakterien oder andere Gram-negative die nicht zu den Enterobakterien
zéhlen (z.B. Pseudomonas spp.) vor. Liegt die Coliformenkeimzahl hingegen tber der
Gram-negativen-Keimzahl ist dies auf die Methodenungenauigkeit zurtickzuftihren. Die
Nachweisgrenze betrug 10/g beim Nachweis von Coliformen und E.coli sowie 100/g

beim Nachweis der Gram-negativen.

Betrieb A

Gruner Kase

Bei je vier Proben konnten coliforme Bakterien im verzehrbaren Anteil und auf der
Késeoberflache nachgewiesen werden (Tab. 4). Bei je sechs Proben konnten im
verzehrbaren Anteil und auf der Kaseoberflache Gram-negative Bakterien nachgewiesen
werden. E.coli wurde bei Probe 7 sowohl im verzehrbaren Anteil als auch auf der
Oberflache nachgewiesen.

Bei den Proben 3 und 4 wurden auf der Kaseoberflache hohe Keimzahlen Gram-negativer
Bakterien nachgewiesen. Coliforme Bakterien wurden bei diesen Proben dagegen nur in
geringen Keimzahlen nachgewiesen. Da die Késeoberflache starker kontaminiert war,
fand die Rekontamination vermutlich nach der Bruchabfullung statt. Als Ursache
kommen ungeniigend gereinigte Formen in Frage. Die hochsten Keimzahlen an
Coliformen wurden in Probe 10 nachgewiesen. Die hohen Keimzahlen auf der Oberflache
und im Inneren der Probe weisen auf eine Rekontamination wéhrend der Milchlagerung

und —verarbeitung hin.
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Tab. 4: Keimzahlen (KBE/g) im grunen Ké&se nach Salzbad. p
0= Kaseoberflache (duRerste 2mm).

= verzehrbarer Anteil;

Probe Gram- negativep Gram- negativeo  Coliforme Coliforme E.coli E.coli
p 0 p 0

1 <100 <100 <10 <10 <10 <10
2 200 <100 <10 <10 <10 <10
3 860 14.000 10 10 <10 <10
4 1.000 20.000 <10 20 <10 <10
5 <100 <100 <10 <10 <10 <10
6 <100 200 <10 <10 <10 <10
7 100 200 60 160 60 160
8 <100 <100 <10 <10 <10 <10
9 100 100 100 <10 <10 <10
10 16.000 20.000 24.000 14.000 <10 <10

Reifer Kéase

Beurteilt man die Untersuchungsergebnisse nach den in der MHVO festgelegten

Grenzwerten, tberschritt eine Probe den Schwellen- und drei Proben den Hochstwert fiir

coliforme Bakterien (Tab. 5). Bei den Proben mit Coliformenzahlen > 10%/ g lag die Zahl

der Gram-negativen in derselben GréRenordnung. Lediglich bei Probe 4 waren die

Keimzahlen der Gram-negativen um eine Zehnerpotenz hoher als die Coliformen. Auf der

Kéaseoberflache konnten hohere Keimzahlen sowohl bei den Gram-negativen als auch bei

den coliformen Bakterien gefunden werden.

Wahrend bei Probe 4 nur auf der Oberflache E. coli gefunden werden konnte, wurde bei

Probe 8 der Schwellenwert und bei Probe 7 der Hochstwert von E.coli Uberschritten.

© BAM Rotholz
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Tab. 5: Keimzahlen (KBE/g) im Ké&se nach dreiwdchiger Reifung. p = verzehrbarer Anteil;
0= Kaseoberflache (duRerste 2mm).

Probe  Gram- negative Gram- negative Coliforme Coliforme E. coli E. coli
p 0 p 0 p Y
1 <100 400 <10 <10 <10 <10
2 120.000.000 180.000.000 93.000.000 160.000.000 <10 <10
3 <100 26.000 <10 20.000 <10 <10
4 340.000.000 1.600.000.000 32.000.000 180.000.000 <10 2.700
5 <100 9.000 20 2.200 <10 <10
6 100 100.000 <10 28.000 <10 <10
7 1.200 1.500 2.000 1.400 2.000 1.400
8 2.200 60.000 960 20.000 300 3.400
9 16.000 18.000 16.000 16.000 <10 10
10 820.000 1.200.000 1.000.000 1.400.000 <10 <10

Vergleich der Keimzahlen der griinen und reifen Kése

Zwei Proben wiesen weder im griinen noch im reifen Kéase Coliforme auf, bei einer Probe
wurde eine geringfiigige Kontamination an der Nachweisgrenze im griinen Kase
festgestellt, die nach der Reifung nicht mehr nachweisbar war. Bei vier der sieben im
Endprodukt belasteten Kase waren im griinen Ké&se keine Coliformen nachweisbar.
Allerdings waren Kése, die nach dem Salzbad eine Kontamination mit coliformen
Bakterien aufwiesen, am Ende der dreiwdchigen Reifung nicht starker belastet als die
Kése, bei denen die coliformen Keimzahlen nach dem Salzbad unter der Nachweisgrenze
lagen (Abb. 1). Ein dhnliches Bild zeigte sich bei den Gram-negativen Bakterien (Abb. 2).

Die Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die Keimzahlen der griinen Kése nach dem
Salzbad keinen Hinweis auf das Keimzahlniveau am Ende der Reifung liefern. Dies

kénnte auch durch den nachfolgend beschriebenen Florawechsel bedingt sein.
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Abb. 1: Coliformen-Keimzahlen der griinen und reifen K&se aus Betrieb A (n=10)

W griiner Kése
O reifer Kase

log KBE/g Coliforme

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Abb. 2: Gram-negativen-Keimzahlen der griinen und reifen Kase aus Betrieb A (n=10)

W griiner Kase
Oreifer Kase

log KBE/g Gram-negative
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Artenspektrum

Von den Késeproben dieses Betriebes wurden insgesamt 65 Stamme isoliert und
identifiziert, davon stammten 25 vom griinen und 40 vom reifen Kése. Insgesamt wurden
acht verschiedene Arten identifiziert (Tab. 6). Tabelle 7 zeigt die Verteilung der
verschiedenen Gruppen Gram-negativer Bakterien im griinen und reifen Kéase. Das
Artenspektrum im Kése anderte sich wéhrend der Reifung deutlich. Im griinen Kése
dominierten mit Acinetobacter baumanniilcalcoaceticus Gram-negative Bakterien, die
weder zu den Coliformen noch zu den Enterobacteriaceae gehdren (56%). Daneben
wurden noch coliforme Bakterien (40%) gefunden, nicht-coliforme Enterobacteriaceae
(4%) waren dagegen nur vereinzelt nachweisbar. Im Reifungsverlauf verschob sich das
Artenspektrum hin zu den coliformen Bakterien (50%), die als Enterobacter cloacae ,
Escherichia coli, Klebsiella oxytoca und Serratia proteamaculans Subsp. proteamaculans
identifiziert wurden. Daneben kamen noch Stamme der Gattung Pantoea, die kein Gas
aus Lactose bildeten und daher zu den nicht-coliformen Enterobakterien gezahlt wurden,
vor (37,5%). Andere Gram-negative Bakterien wurden im reifen Kase nur vereinzelt
(12,5%) nachgewiesen und als Pseudomonas aeruginosa identifiziert.

Tab. 6: Zusammensetzung der Gram-negativen Bakterienflora im grinen und reifen Kése aus
Betrieb A

Art Griner Kése  Reifer Kése Gesamt
Acinetobcacter baumannii / calcoaceticus 14 0 14
Enterobacter cloacae 10 14 24
Eschericha coli 0 1 1
Klebsiella oxytoca 0 1 1
Pantoea spp. 0 15 15
Proteus vulgaris 1 0 1
Pseudomonas aeruginosa 0

Serratia proteamaculans SuUbsp. proteamaculans 0 4 4
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Tab. 7: Gruppenzugehdrigkeit der isolierten Bakterienstimme aus Betrieb A [ Anzahl (%)]

Coliforme Enterobacteriaceae Gram-negative Gesamt
(ohne Coliforme)  (ohne Enterobacteriaceae)
Griiner Kase 10 (40,0%) 1 (4,0%) 14 (56,0%) 25
Reifer Kése 20 (50,0%) 15 (37,5) 5 (12,5%) 40
Gesamt 30 (46,2%) 16 (24,6%) 19 (29,2%) 65

Chemische Daten

Die chemischen Parameter sind in Tab. 8 zusammengefasst. Die chemischen Parameter

lagen im Normbereich dieses Kases.

Tab. 8: Mittelwerte der chemischen Untersuchungen der griinen und reifen Kése aus Betrieb A

n Griner Kése Reifer Kése
pH- Wert 10 5,16 +0,04 5,88 £0,39
Galactose [g/kg] 9 7,35 £1,07
Lactose [g/kg] 9 1,31+141
Kochsalz [%] 6 1,68 +0,27
Trockenmasse [%] 6 55,10 +3,80
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Betrieb B

Griner Kase

Coliforme Bakterien wurden bei drei Proben im verzehrbaren Anteil und bei vier Proben
auf der Oberflache gefunden. Gram- negative Bakterien wurden bei vier Kdsen im
verzehrbaren Anteil und bei sieben auf der Oberflache gefunden (Tab. 9). E. coli konnte
nicht nachgewiesen werden.

Tab. 9: Keimzahlen (KBE/g) im griinen Kése nach Salzbad. p = verzehrbarer Anteil;
0= Késeoberflache (4ulerste 2mm).

Probe  Gram- negative Gram- negative Coliforme Coliforme E.coli  E.coli
p 0 p 0 p 0
1 100 100 <10 <10 <10 <10
2 200 600 <10 <10 <10 <10
3 <100 100 <10 <10 <10 <10
4 <100 300 <10 <10 <10 <10
5 <100 <100 <10 <10 <10 <10
6 <100 <100 <10 20 <10 <10
7 1.200 1.200 1.200 1.000 <10 <10
8 <100 100 20 80 <10 <10
9 500 1.400 240 1.200 <10 <10
10 <100 <100 <10 <10 <10 <10
Reifer Kéase

Bei den Coliformen wurde der Schwellenwert nur von 1 Probe, der Hochstwert von

keiner Probe uberschritten (Tab. 10). E. coli konnte nicht nachgewiesen werden.

Beim GroRteil der Proben lagen die Gram-negativen in der gleichen GréRenordnung wie
die Coliformen. Lediglich bei zwei Proben wurden hohere Zahlen an Gram-negativen als
Coliformen gefunden. In Probe 4 lagen auf der Oberfl&che die Gram-negativen um etwa
drei Zehnerpotenzen hoher als die Coliformen. In Probe 10 wurden keine Coliformen in

0,1 g nachgewiesen, wahrend die Gram-negativen 10° / g iiberschritten.
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Tab. 10: Keimzahlen (KBE/g) im Ké&se nach dreiwtchiger Reifung. p = verzehrbarer Anteil;
0= Kaseoberflache (duRerste 2mm).

Probe  Gram- negative Gram- negative Coliforme Coliforme E.coli  E.coli

p 0 p Y p 0
1 1.200 2.000 680 860 <10 <10
2 200 600 10 140 <10 <10
3 300 1.200 30 550 <10 <10
4 2.200 19.000 70 <10 <10 <10
5 12.000 44.000 13.000 24.000 <10 <10
6 300 15.000 300 5.400 <10 <10
7 100 100 <10 80 <10 <10
8 5.000 7.400 1.400 2.600 <10 <10
9 500 1.200 80 820 <10 <10
10 140.000 160.000 <10 <10 <10 <10

Keimzahlvergleich der grinen und reifen Kése

Im reifen Kése wurden in mehr Proben Coliforme nachgewiesen als im griinen Ké&se. Die
Keimzahlen liegen jedoch im Allgemeinen sehr niedrig bei 10" - 10° KbE/g (Abb. 3).
Zwischen den Coliformenzahlen im grinen Kése und im reifen Kése konnte kein
Zusammenhang festgestellt werden. Bei einer Probe, bei der im jungen Kase 10°
Coliforme / g nachgewiesen wurden, lagen die Coliformenzahlen im reifen K&se unter der
Nachweisgrenze. Dies kann durch eine punktuelle Kontamination der griinen Késeprobe
erklart werden. Die Entwicklung der Gram-negativen Bakterien im Reifungsverlauf war
ahnlich der der coliformen Bakterien (Abb. 4).

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass die
Keimzahlen der griinen Ké&se nach dem Salzbad keinen Hinweis auf das Keimzahlniveau

am Ende der Reifung liefern.
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Artenspekturm

VVon den Késeproben dieses Betriebes wurden 65 Gram-negative Bakterienstimme
isoliert und identifiziert (Tab. 11). Zehn Isolate stammten vom griinen, 55 vom reifen
Ké&se. Die isolierten Bakterien wurden sechs verschiedenen Arten zugeordnet. Tabelle 12
zeigt die Verteilung der verschiedenen Gruppen Gram-negativer Bakterien im griinen und
reifen Kédse. Vom grinen Kése wurden ausschlieSlich Stdamme der Gattung Pantoea
isoliert, die Gas aus Lactose bildeten und daher zu den Coliformen gezéhlt wurden. Im
reifen Ké&se wurden tiberwiegend Coliforme nachgewiesen (82%), die als Citrobacter
freundii, Klebsiella oxytoca, Pantoea Spp. und Serratia proteamaculans subsp.
proteamaculans identifiziert wurden. Der Anteil der nicht-coliforme Enterobacteriaceae
(Proteus vulgaris, Providencia rettgeri) lag bei 18 %. Andere Gram-negative Bakterien
wurden weder im grinen noch im reifen Kése nachgewiesen.

Tab. 11: Zusammensetzung der Gram-negativen Bakterienflora im grinen und reifen Kése
(Betrieb B)

Art Griner Kase  Reifer Kése Gesamt
Citrobacter freundii 0 15 15
Klebsiella oxytoca 0 15 15
Pantoea spp. 10 0 10
Proteus vulgaris 0 1 1
Providencia rettgeri 0 9 9
Serratia proteamaculans SUbsp. proteamaculans 0 15 15

Tab. 12: Gruppenzugehdrigkeit der isolierten Bakterienstimme aus Betrieb B [ Anzahl (%)]

Coliforme Enterobacteriaceae Gram-negative Gesamt
(ohne Coliforme) (ohne Enterobacteriaceae)
Griiner Kéase 10 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 10
Reifer Kése 45 (81,8%) 10 (18,2%) 0 (0%) 55
Gesamt 55 (84,6%) 10 (15,4%) 0 (0%) 65
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Abb. 3: Coliformen-Keimzahlen der griinen und reifen Ké&se aus Betrieb B (n=10)

87 M griiner Kése
O reifer Kase

log KBE/g Coliforme

Abb. 4: Gram-negativen-Keimzahlen der griinen und reifen Kése aus Betrieb B (n=10)

8 W griiner Kése
O reifer Kése

log KBE/g Gram-negative
T
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Chemische Daten

Die chemischen Parameter sind in Tab. 13 zusammengefasst. Die chemischen Parameter

lagen im Normbereich dieses Kases.

Tab. 13: Mittelwerte der chemischen Untersuchungen der griinen und reifen Kése aus Betrieb B

Griiner Kéase Reifer Kése
pH- Wert n=10 5,05+ 0,06 6,79+ 0,28
Galactose [g/kg] n=10 5,76 £ 0,80
Lactose [g/kg] n=10 1,94 +1,08
Kochsalz [%] n==6 2,13+£0,28
Trockenmasse [%] n==6 48,22 +1,51
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Betrieb C

Gruner Kase

Coliforme Bakterien konnten bei sechs Proben im verzehrbaren Anteil und bei drei
Proben auf der Késeoberflache gefunden werden. Gram-negative Bakterien konnten bei
vier Proben im verzehrbaren Anteil und bei finf Proben auf der Késeoberflache gefunden
werden (Tab. 14). E. coli wurde bei drei der Proben im verzehrbaren Anteil und bei einer
Probe auf der Kaseoberflache gefunden. Die hohen Keimzahlen bei Probe neun sind nicht
interpretierbar.

Tab. 14: Keimzahlen (KBE/g) im grinen Ké&se nach Salzbad. p = verzehrbarer Anteil;
0= Késeoberflache (4ulRerste 2mm).

Probe Gram- negative Gram- negative Coliforme Coliforme E.coli  E.coli

p 0 p 0 p 0
1 <100 <100 <10 <10 <10 <10
2 200 200 40 40 <10 <10
3 200 400 60 <10 50 <10
4 <100 <100 <10 <10 <10 <10
5 <100 200 30 50 <10 <10
6 <100 <100 <10 <10 <10 <10
7 <100 <100 <10 <10 <10 <10
8 100 <100 10 <10 <10 <10
9 530.000 430.000 >300.000 >300.000 80 50
10 <100 100 10 <10 10 <10

Reifer Kéase

Bei den Coliformen wurde der Schwellenwert nur von 1 Probe, der Hochstwert von
keiner Probe Uberschritten (Tab. 15). Der Gehalt an E. coli lag bei allen Proben unter dem
Schwellenwert. Demgegentber lagen die Keimzahlen an Gram-negativen in allen Proben
bei iber 10* KbE / g. Die Keimzahlen an Gram-negativen lagen haufig um 2 bis 3
Zehnerpotenzen hoher als an Coliformen. Meist lagen die Keimzahlen an Gram-negativen

und Coliformen auf der Oberflache nicht wesentlich héher als im verzehrbaren Anteil.
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Tab. 15: Keimzahlen (KBE/g) im Ké&se nach dreiwtchiger Reifung. p = verzehrbarer Anteil;
0= Kaseoberflache (duRerste 2mm).

Probe  Gram- negative Gram- negative Coliforme Coliforme E.coli  E.coli
p 0 p Y p 0
1 28.000 140.000 16.000 28.000 <10 <10
2 70.000 140.000 4.000 9.000 <10 <10
3 2.100.000 3.400.000 80 4.000 20 30
4 18.000 44.000 <10 140 <10 70
5 22.000 90.000 10 <10 <10 <10
6 140.000 130.000 8.000 9.600 <10 <10
7 28.000 20.000 2.200 7.000 10 20
8 720.000 2.500.000 1.200 4.200 <10 <10
9 18.000 100.000 4.200 48.000 20 40
10 22.000 46.000 <10 <10 <10 <10

Vergleich der Keimzahlen der griinen und reifen Kase

Im griinen Kase wurden nur vereinzelt Coliforme in geringen Mengen (< 10%/g)
nachgewiesen (Abb. 5). Die Coliformenzahlen im reifen K&se sind normalerweise mit
etwa 10°~10* KbE/g ebenfalls sehr gering. Demgegeniiber wurden hohe Zahlen von >10*
Gram-negativen/g im reifen Kase festgestellt, wahrend die griinen Kése maximal 10%/g
aufwiesen (Abb. 6). Eine Ausnahme war Probe 9, bei der im griinen Ké&se sehr hohe

Keimzahlen sowohl Gram-negativer als auch coliformer Bakterien vorhanden waren.

Artenspektrum

Insgesamt wurden 60 verschiedene Stamme Gram- negativer Bakterien isoliert und
identifiziert. Zwanzig Stamme wurden vom griinen und 40 vom reifen Kase isoliert.
Insgesamt konnten die isolierten Bakterien vier verschiedenen Arten zugeordnet werden
(Tab. 16). Im grinen Kése wurden nur Bakterien der Gattung Klebsiella identifiziert.
Auch im reifen Kase konnte diese Art gefunden werden. Der Uiberwiegende Anteil der
Isolate wurde als Proteus vulgaris und Morganella morganii identifiziert und somit den

nicht-coliformen Enterobakterien zugeordnet.
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Tab. 16: Zusammensetzung der Gram-negativen Bakterienflora im griinen und reifen Kése
(Betrieb C)

Art Gruner Kése  Reifer Kése Gesamt
Klebsiella oxytoca 15 5 20
Klebsiella spp. 5 2 7
Morganella morganii 0 13 13
Proteus vulgaris 0 15 15
Serratia proteamaculans Subsp. proteamaculans 0 5 5

Abb. 5: Coliformen-Keimzahlen der griinen und reifen Kése aus Betrieb C (n=10)

W griiner Kése
Oreifer Kése

log KBE/g Coliforme

© BAM Rotholz Seite 22 /51



Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Abb. 6: Gram-negativen-Keimzahlen der griinen und reifen Kase aus Betrieb C (n=10)

8 W griiner Kése
Oreifer Kase

log KBE/g Gram-negative
T

Die vom griinen Kase isolierten Bakterien gehdrten alle zu den coliformen Bakterien,
wahrend im reifen Kéase nur noch 30% der Bakterien zu den Coliformen gehdrten; die
anderen 70% waren nicht-coliforme Enterobakterien (Tab. 17). Andere Gram-negative

Bakterien, die nicht zu den Enterobacteriaceae gehdren, wurden nicht isoliert.

Tab. 17: Gruppenzugehdrigkeit der isolierten Bakterienstamme aus Betrieb C [ Anzahl (%)]

Enterobacteriaceae Gram-negative

Coliforme (ohne Coliforme) (ohne Enterobacteriaceae) Gesamt
Griiner 20 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 20
Kése
Reifer Kase 12 (30%) 28 (70%) 0 (0%) 40
Gesamt 32 (53,3%) 28 (46,7%) 0 (0%) 60
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Chemische Daten
Die chemischen Parameter sind in Tab. 18 zusammengefasst. Die chemischen Parameter

lagen im Normbereich dieses Kases.

Tab. 18: Mittelwerte der chemischen Untersuchungen der griinen und reifen Kése aus Betrieb C

Griiner Kése Reifer Kése
pH- Wert n=10 4,92 £ 0,06 6,35+0,21
Galactose [g/kg] n=9 4,68 +£1,70
Lactose [g/kg] n=9 2,13+1,61
Kochsalz [%] n==6 3,55+0,31
Trockenmasse [%] n==6 47,43 £2,00
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Betrieb D

Gruner Kase

Coliforme Bakterien konnten bei sieben Proben im verzehrbaren Anteil und bei neun
Proben auf der Oberflache nachgewiesen werden. Die Keimzahlen der coliformen
Bakterien waren allerdings niedrig (Tab. 19). Gram-negative Bakterien konnten bei vier
Proben im verzehrbaren Anteil und bei acht Proben auf der Oberflache gefunden werden.
E. coli konnte einmal auf der K&seoberflache nachgewiesen werden. Die Keimzahlen der
coliformen Bakterien im verzehrbaren Anteil waren gleich groR wie auf der
Késeoberflache. Bei den Gram-negativen wurden in drei Proben auf der Oberflache um

eine Zehnerpotenz hohere Keimzahlen festgestellt als im verzehrbaren Anteil.

Reifer Kése
Bei den Coliformen wurde der Hochstwert von einer Probe iberschritten (Tab. 20). Bei
zwei Proben lag der Gehalt an E. coli Uber dem Schwellenwert. Drei Proben wiesen tber

10* Gram-negative / g auf.

Die Coliformenkeimzahlen und die Gram-negativen-Keimzahlen waren auf der
Oberflache nicht wesentlich hoher als im verzehrbaren Anteil. Der Gehalt an Gram-
negativen lag entweder in der gleichen GréRenordnung als der der Coliformen oder eine

Zehnerpotenz hoher.
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Tab. 19: Keimzahlen (KBE/g) im grinen Kdase nach Salzbad. p = verzehrbarer Anteil;
0= Kaseoberflache (duRerste 2mm).

Probe  Gram- negative Gram- negative Coliforme Coliforme E. coli E. coli
p 0 p 0 p 0
1 800 6.800 230 320 <10 <10
2 300 200 20 30 <10 <10
3 <100 300 40 10 <10 <10
4 2.200 11.000 30 10 <10 <10
5 <100 100 10 50 <10 <10
6 <100 <100 20 20 <10 <10
7 <100 <100 <10 10 <10 10
8 <100 100 <10 <10 <10 <10
9 <100 100 <10 10 <10 <10
10 2.800 22.000 120 550 <10 <10

Tab. 20: Keimzahlen (KBE/g) im Ké&se nach dreiwtchiger Reifung. p = verzehrbarer Anteil;
0= Késeoberflache (4ulerste 2mm).

Probe  Gram- negative Gram- negative Coliforme Coliforme E. coli E. coli
Y 0 p 0 Y Y
1 6.000 10.000 600 1.000 <10 <10
2 9.000 18.000 5.400 12.000 <10 <10
3 <100 100 10 80 <10 <10
4 200 300 <10 <10 <10 <10
5 1.200 4.000 800 800 <10 <10
6 <100 700 <10 <10 <10 <10
7 4.000 42.000 1.400 2.600 980 1.200
8 16.000 10.000 50 30 <10 <10
9 14.000 22.000 3.200 12.000 <10 <10
10 2.400.000 3.000.000 2.000.000 3.000.000 180 820

Vergleich der Keimzahlen der griinen und reifen Kése

Aus Abbildung 7 und Abbildung 8 ist ersichtlich, dass zwischen den Keimzahlen der
grinen und reifen Ké&se kein Zusammenhang festgestellt werden konnte. Geringfugige
Kontaminationen mit Coliformen im griinen Kése im Bereich von unter 100 KbE/g
fuhrten nicht zu hohen Coliformenzahlen im reifen Kése. Dies kénnte durch

technologische Gegebenheiten, in die wir keinen Einblick haben, bedingt sein, oder auf
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

den nachfolgend beschriebenen Florawechsel zurlickzufiihren sein.

Artenspektrum

VVon den untersuchten Proben wurden insgesamt 80 Bakterienstamme isoliert und
identifiziert, davon 30 vom griinen und 50 vom reifen Kdase. Die Isolate konnten acht
verschiedenen Arten zugeordnet werden (Tab. 21). Bakterien der Arten Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella oxytoca und Klebsiella pneunomiae Subsp. pneunomiae konnten
nur im grinen Kase gefunden werden. Enterobacter cloacae und Pantoea spp. konnten
sowohl vom griinen als auch vom reifen Kése isoliert werden, wogegen Citrobacter

freundii und Serratia spp. ausschlieBlich vom reifen Kése isoliert werden konnten.

Abb. 7: Coliformen-Keimzahlen der griinen und reifen Kése aus Betrieb D (n=10)

87 B griiner Kése
Oreifer Kése

log KBE/g Coliforme
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Gram-negative Bakterien in oberflachengereiften Weichkésen

Abb. 8: Gram-negativen-Keimzahlen der grinen und reifen Kése aus Betrieb D (n=10)

8- M griiner Kése
Oreifer Kése

log KBE/g Gram-negative
T

Tab. 21: Zusammensetzung der Gram-negativen Bakterienflora im grinen und reifen Kése
(Betrieb D)

Art Griner Kése  Reifer Kése Gesamt
Citrobacter freundii 0 14 14
Enterobacter cloacae 5 1 6
Klebsiella oxytoca 4 0 4
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae 2 0

Pantoea spp. 1 11 12
Pseudomonas aeruginosa 18 0 18
Serratia proteamaculans SUbsp. proteamaculans 0 15 15
Serratia Spp. 0 9 9

Wurden vom griinen Kéase vor allem Gram-negative Bakterien isoliert, die nicht den
Enterobakterien zugeordnet werden (Pseudomonas aeruginosa), war diese Gruppe am
Ende der Reifung verschwunden (Tab. 22). Coliforme Bakterien kamen im griinen und im
reifen Kase vor (Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae , Klebsiella oxytoca,
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae) Etwa die Halfte der isolierten Bakterien im

reifen Kase bildete kein Gas aus Lactose und wurde daher zu den nicht-coliformen
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Enterobakterien gezahlt (Serratia proteamaculans subsp. proteamaculans, Serratia spp.

Pantoea spp.)

Tab. 22: Gruppenzugehorigkeit der isolierten Bakterienstdmme aus Betrieb D [ Anzahl (%)]

Coliforme Enterobacteriaceae Gram-negative Gesamt
(ohne Coliforme)  (ohne Enterobacteriaceae)
Griin 12 (40%) 0 (0%) 18 (60%) 30
Reif 21 (42%) 29 (58%) 0 (0%) 50
Gesamt 33 (41,3%) 29 (36,2%) 18 (22,5%) 80

Chemische Daten
Die chemischen Parameter sind in Tab. 23 zusammengefasst. Die chemischen Parameter
lagen im Normbereich dieses Ké&ses.

Tab. 23: Mittelwerte der chemischen Untersuchungen der griinen und reifen Kése aus Betrieb D

Griiner Kése Reifer Kése
pH- Wert n=10 5,08 £ 0,08 5,56 £ 0,19
Galactose [g/kg] n=10 7,62 +0,80
Lactose [g/kg] n=10 3,056+1,79
Kochsalz [%] n==6 1,78 £ 0,15
Trockenmasse [%] n==6 54,68 + 2,31
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Betrieb E

Gruner Kase

Coliforme Bakterien konnten im verzehrbaren Anteil bei sechs und auf der
Késeoberflache bei acht Proben gefunden werden (Tab. 24). Gram-negative Bakterien
wurden im verzehrbaren Anteil bei acht und auf der Kaseoberflache bei allen Proben
gefunden. Die Keimzahlen der Gram-negativen Bakterien waren haufig um 1 bis 3
Zehnerpotenzen hoher als die der coliformen Bakterien. Zum Teil waren die
Kontaminationen mit Gram-negativen Keimen mit iiber 10* KbE/g sehr hoch. E. coli
konnte bei keiner der zehn Proben nachgewiesen werden.

Tab. 24: Keimzahlen (KBE/g) im grinen Ké&se nach Salzbad. p = verzehrbarer Anteil;
0= Késeoberflache (duRerste 2mm).

Probe  Gram- negative Gram- negative Coliforme Coliforme E. coli E. coli
p 0 p 0 p 0

1 5.000 10.000 10 30 <10 <10
2 100.000 10.000 10 10 <10 <10
3 <100 100 <10 10 <10 <10
4 26.000 17.000 20.000 18.000 <10 <10
5 1.600 2.800 690 3.000 <10 <10
6 <100 500 <10 260 <10 <10
7 160.000 320.000 120.000 200.000 <10 <10
8 500 600 <10 <10 <10 <10
9 2.600 300 2.000 500 <10 <10
10 100 400 <10 <10 <10 <10

Reifer Kase

Keine Probe erfillte die in der MHVO festgesetzten Anforderungen hinsichtlich des
Coliformengehaltes (9 Proben uberschritten den Hochstwert, eine Probe tberschritt den
Schwellenwert). In sechs der 10 Proben lagen die Coliformengehalte tiber 10°/ g (Tab.
25). Alle Proben wiesen mehr als 10° Gram-negative / g auf, wobei 8 Proben den Wert
10° / g erreichten oder tberschritten. E. coli war nur einmal nachweisbar, diese Probe
Uberschritt den in der MHVO festgesetzten Hochstwert flir £.coli. Die Kése waren zum
Teil auf der Oberflache deutlich starker kontaminiert als im verzehrbaren Anteil.
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Tab. 25: Keimzahlen (KBE/g) im Ké&se nach dreiwdchiger Reifung. p = verzehrbarer Anteil;
0= Kaseoberflache (duRerste 2mm).

Probe  Gram- negative Gram- negative Coliforme Coliforme E. coli E. coli
p Y p Y p Y

1 14.000.000 100.000.000 4.800.000  40.000.000 <10 <10
2 1.000.000 740.000 280.000 2.400.000 <10 <10
3 7.400.000 40.000.000 2.200.000  14.000.000 2.200 76.000
4 340.000 1.500.000 18.000 500.000 <10 <10
5 2.100.000 10.000.000 180.000 500.000 <10 <10
6 16.000.000 20.000.000 2.000.000 3.400.000 <10 <10
7 8.200.000 36.000.000 5.200.000  14.000.000 <10 <10
8 880.000 560.000 140.000 82.000 <10 <10
9 2.600.000 30.000 2.200.000 12.000 <10 <10
10 3.200.000 4.400.000 2.800.000 1.800.000 <10 <10

Vergleich der Keimzahlen der griinen und reifen Kase

Die Keimzahlen der griinen K&se nach dem Salzbad geben keinen Hinweis auf das

Keimzahlniveau am Ende der Reifung (Abb. 9). Auch wenn im griinen Kése keine

nachweisbare Rekontamination mit Coliformen vorhanden war, lagen sehr hohe

Keimzahlen im reifen Kése vor. Bei den Gram-negativen Bakterien war eine deutliche

Vermehrung der im griinen Kéase vorhandenen Bakterien erkennbar (Abb. 10).

Bei den Kaseproben dieses Betriebes konnten zum Teil im griinen K&se schon sehr hohe

Rekontaminationen festgestellt werden. Wéhrend der Reifung kam es zu einer starken

Vermehrung der Bakterien. Auch eine zusétzliche Rekontamination durch die

Schmierung ist aufgrund der hohen Keimzahlen im reifen K&se nicht auszuschlieRBen.
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Abb. 9: Coliformen-Keimzahlen der griinen und reifen Kése aus Betrieb E (n=10)

W griiner Kése
Oreifer Kase

log KBE/g Coliforme

Artenspektrum

Von den Kaseproben wurden insgesamt 80 Bakterienstdamme isoliert, davon stammten 30
vom griinen und 50 vom reifen Kése. Diese Isolate konnten zehn Arten zugeordnet
werden (Tab. 26). Wéhrend der dreiwéchigen Reifung ist eine Verschiebung in der
Zusammensetzung der Bakterien erkennbar (Tab. 27). Im griinen K&se dominierten
Gram-negative Bakterien die nicht zu den Enterobakterien gehéren (Pseudomonas spp.).
Im reifen Kése wurden diese nicht mehr nachgewiesen, es dominierten vor allem
coliforme Bakterien der Gattung Enterobacter. Daneben kam noch die Art Morganella
morganii Vor, die zu den nicht-coliformen Enterobakterien gezéhlt wird (16 %).
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Abb. 10: Gram-negativen-Keimzahlen der griinen und reifen Kése aus Betrieb E (n=10)

W griiner Kése
Oreifer Kase

log KBE/g Gram-negative
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Tab. 26: Zusammensetzung der Gram-negativen Bakterienflora im griinen und reifen Kése aus

Betrieb E

Art Griiner Kése Reifer Kase Gesamt
Enterobacter aerogenes 0 8 8
Enterobacter amnigenus 0 6 6
Enterobacter cloacae 5 7 12
Enterobacter intermedius 0 17 17
Enterobacter spp. 0 1 1
Morganella morganii 0 8 8
Pseudomonas aeruginosa 10 0 10
Pseudomonas flourescens/ putida 10 0 10
Pseudomonas luteola 5 0 5
Serratia spp. 0 3 3
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Tab. 27: Gruppenzugehorigkeit der isolierten Bakterienstdamme aus Betrieb E [ Anzahl (%)]

Coliforme Enterobacteriacea Gram-negative Gesamt
(ohne Coliforme)  (ohne Enterobacteriaceae)
Griner 5 (16,7%) 0 (0%) 25 (83,3%) 30
Kése
Reifer Kése 42 (84%) 8 (16%) 0 (0%) 50
Gesamt 47 (58,8%) 8 (10%) 25 (31,2%) 80

Chemische Daten
Die chemischen Parameter sind in Tab. 28 zusammengefasst. Die chemischen Parameter
lagen im Normbereich dieses Ké&ses.

Tab. 28: Mittelwerte der chemischen Untersuchungen der griinen und reifen Kése aus Betrieb E

Griiner Kése Reifer Kase
PH- Wert n=10 5,02+0,10 5,87 £ 0,66
Galactose [g/kg] n=8 0,34 +0,33
Lactose [g/kg] n=28 0,51 +0,76
Kochsalz [%] n=>5 2,22 +0,12
Trockenmasse [%] n==6 50,23+ 1,72
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Betrieb F

Griner Kase

Bei drei Produktionen waren die griinen Késeproben im verzehrbaren Anteil geringfligig
mit coliformen Bakterien kontaminiert (Tab. 29). Auf der Oberflache konnten keine
coliformen Bakterien gefunden werden. Gram-negative Bakterien waren bei zwei
Ké&seproben im verzehrbaren Anteil und bei einer Probe auf der Késeoberflache zu finden.
Das Kontaminationsniveau war generell sehr niedrig, nur bei einer Probe kam es zu einer
starkeren Kontamination auf der Oberflache.

Tab. 29: Keimzahlen (KBE/g) im grinen Kd&se nach Salzbad. p = verzehrbarer Anteil,
0= Ké&seoberflache (duRerste 2mm).

Probe  Gram- negative Gram- negative Coliforme Coliforme E. coli E. coli
p 0 p 0 p 0
1 100 <100 <10 <10 <10 <10
2 <100 <100 10 <10 <10 <10
3 <100 <100 <10 <10 <10 <10
4 <100 <100 <10 <10 <10 <10
5 <100 <100 <10 <10 <10 <10
6 <100 <100 30 <10 <10 <10
7 <100 <100 <10 <10 <10 <10
8 100 5.600 10 <10 <10 <10
9 <100 <100 <10 <10 <10 <10
10 <100 <100 <10 <10 <10 <10
Reifer Kase

Die Gehalte an Coliformen lagen im Allgemeinen bei unter 10* KbE/g. Eine
Hochstwertiiberschreitung war nur bei einer Probe gegeben (Tab. 30). Die Anzahl der
Gram-negativen Bakterien ist haufig um 1 bis 3 Zehnerpotenzen hoher ist als die Anzahl
der Coliformen. Die Kéaseoberflache war im Allgemeinen starker mit Keimen belastet als

der verzehrbare Anteil. In keiner Probe konnte E. coli nachgewiesen werden.
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Vergleich der Keimzahlen der griinen und reifen Kése

Obwohl in den griinen Késen nur in einer Probe coliforme Bakterien nachweisbar waren,

konnten in den reifen Kasen bei allen Produktionen Coliforme nachgewiesen werden

(Abb. 11). Die Coliformenzahlen lagen allerdings meist sehr niedrig (< 10° KbE/g), in

zwei Proben konnten Coliforme nur auf der Oberfléche in geringen Mengen

(< 10? KbE/g) nachgewiesen werden. Eine Ausnahme stellt die Produktion 5 dar, bei der

im griinen Kase keine Coliformen nachgewiesen werden konnten, im reifen Kése jedoch

iiber 10° KbE/g festgestellt wurden. Ahnlich stellte sich die Situation bei den Gram-

negativen dar. Die griinen Kése waren kaum mit Gram-negativen kontaminiert, im

Verlauf der Reifung war ein Anstieg zu erkennen (Abb. 12).

Tab. 30: Keimzahlen (KBE/g) im Ké&se nach dreiwdchiger Reifung. p = verzehrbarer Anteil;

0= Késeoberflache (4ulerste 2mm).

Probe Gram- negative  Gram- negative Coliforme Coliforme E. coli E. coli
p 0 p 0 p 0

1 4.600 40.000 820 10.000 <10 <10
2 2.800 22.000 2.600 22.000 <10 <10
3 10.000 22.000 1.200 1.200 <10 <10
4 10.000 22.000 5.600 12.000 <10 <10
5 1.200.000 15.000.000 1.200.000 700.000 <10 <10
6 960 5.600 600 1.200 <10 <10
7 1.000 3.800 260 1.000 <10 <10
8 1.400 10.000 <10 10 <10 <10
9 1.000 2.800 <10 30 <10 <10
10 44.000 480.000 30 3.600 <10 <10
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Abb. 11: Coliformen-Keimzahlen der griinen und reifen Kése aus Betrieb F (n=10)
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Abb. 12: Gram-negativen-Keimzahlen der griinen und reifen Ké&se aus Betrieb F (n=10)
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Artenspektrum

Da die griinen Kase kaum belastet waren, wurden 25 Bakterienstimme nur vom reifen
Kése isoliert. Es konnten insgesamt sechs Arten differenziert werden (Tab. 31). Die
Coliformenflora (Enterobacter sp. und Serratia sp.) wies einen Anteil von 18 % auf (Tab.
32). Uberwiegend wurden Stimme der Gattung Pantoea, die kein Gas aus Lactose
bildeten und daher zu den nicht-coliformen Enterobakterien gezahlt wurden,
nachgewiesen. Andere Gram-negative Bakterien die nicht zu den Enterobacteriaceaen

gezéhlt werden, waren nicht feststellbar.

Tab. 31: Zusammensetzung der Gram-negativen Bakterienflora im reifen Kése aus Betrieb F

Art Anzahl
Enterobacter cloacae 1 (4%)
Enterobacter spp. 2 (8%)
Pantoea spp. 16 (64%)
Rahnella aquatilis 1 (4%)
Serratia proteamaculans SUbsp. proteamaculans 1 (4%)
Serratia Spp. 4 (16%)

Tab. 32: Gruppenzugehdrigkeit der isolierten Bakterienstdamme aus Betrieb F [ Anzahl (%)]

Coliforme Enterobacteriaceae  Gram-negative (ohne Gesamt
(ohne Coliforme) Enterobacteriaceae)
Reifer Kése 7 (18%) 18 (72%) 0 (0%) 25

Chemische Daten
Die chemischen Parameter sind in Tab. 33 zusammengefasst. Die chemischen Parameter

lagen im Normbereich dieses Kases.

Tab. 33: Mittelwerte der chemischen Untersuchungen der griinen und reifen Kése aus Betrieb F

Griiner Kése Reifer Kése
PH- Wert n=10 5,14 £ 0,07 5,25+0,17
Galactose [g/kg] n=10 6,47 £ 1,20
Lactose [g/kg] n=10 0,61 +0,47
Kochsalz [%] n==6 1,46 £0,19
Trockenmasse [%] n==6 5780+1,71
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4. Diskussion

Beim Vergleich der Keimzahlen im griinen und reifen Ké&se zeigte sich, dass das Fehlen
einer nachweisbaren Rekontamination sowohl mit coliformen als auch Gram-negativen
Bakterien im griinen Kdse kein Hinweis fiir ein hygienisch einwandfreies Endprodukt
war. Die Keimzahlen im griinen Kése waren, von wenigen Ausnahmen abgesehen,
niedrig. Dagegen waren im reifen Ké&se zum Teil sehr hohe Keimzahlen feststellbar. Ein
ahnliches Ergebnis ergab auch die Untersuchung von BOTZENHARDT (2004), wo bei
allen untersuchten Weichkésen (Rotschmierkase und Edelschimmelkése) eine Zunahme
der Keimzahlen sowohl der coliformen Bakterien als auch der Enterobakterien um bis zu
vier Zehnerpotenzen wahrend der Reifung erfolgte. Ebenso wie bei der vorliegenden
Untersuchung wurde eine gute mikrobiologische Qualitat der K&se nach dem Salzbad
festgestellt.

Demgegeniiber wurde in verschiedenen, Mitte der achtziger Jahre durchgefiihrten
Stufenkontrollen im Zeitraum zwischen Salzbad und Packtag kein oder nur ein geringer
Anstieg der Keimzahlen der coliformen Bakterien nachgewiesen (SPILLMANN und
SCHMIDT-LORENZ 1986, HUFNER 1984, SONNENMOSER und KESSLER 1984).
SPILLMANN und SCHMIDT-LORENZ (1986) stellten bei Stufenkontrollen in einer
Camembertké&serei den grofiten Anstieg der Keimzahlen coliformer Bakterien bis zum
Salzbad fest. Anschlielend wurde ein geringer Riickgang der Keimzahlen bis zum
Packtag beobachtet. Nachdem in der untersuchten Késerei Sanierungsmalinahmen auf der
Basis dieser Stufenkontrollen durchgefuhrt worden waren, ging die Hohe der
Rekontamination mit coliformen Bakterien zwar insgesamt zuriick, der gréfiite Anstieg der
coliformen Keimzahlen konnte immer noch bis zum Salzbad festgestellt werden.
Wahrend der Reifung gingen die Bakterienkeimzahlen auch nach den
Sanierungsmafnahmen zurtick (SPILLMANN und SCHMIDT-LORENZ 1987b).
HUFNER (1984) fiihrte Stufenkontrollen in drei Camembertproduktionsbetrieben und
drei Rotschmierkaseproduktionsbetrieben durch. Auch hier kam es wahrend der
Produktion zu Rekontaminationen mit coliformen Bakterien. Wahrend der Reifung wurde
bei den Rotschmierkasen eine geringe Abnahme der Keimzahlen der coliformen
Bakterien festgestellt, wéhrend bei der Reifung von Camembert eine Zunahme der
Keimzahlen um rund eine Zehnerpotenz beobachtet wurde. Bei SONNENMOSER und
KESSLER (1984) wurde zwischen Salzbad und dem Ende der dreiwdchigen Reifung eine
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Abnahme der Keimzahlen der coliformen Bakterien in Camembertkasen von rund zwei

Zehnerpotenzen festgestellt.

Aussagen Uber die Herkunft der Rekontaminationen kénnen nicht durch
Endproduktuntersuchungen sondern nur durch systematisch durchgefihrte
Stufenkontrollen getroffen werden (SPILLMANN und SCHMIDT-LORENZ 1986,
HUFNER 1984, TOLLE et al. 1984, SONNENMOSER und KESSLER 1984). Durch die
erwéhnten Untersuchungen wurde das Coliformenproblem Mitte der achtziger Jahre
erstmals systematisch bearbeitet. In der EU-Richtlinie 92/46/EWG wurden
mikrobiologische Kriterien fur coliforme Bakterien und E. coli bei Weichké&se aus
pasteurisierter Milch festgesetzt. Dadurch wurden die Verarbeitungsbetriebe gezwungen,
MaRnahmen zur Beherrschung der coliformen Bakterien zu setzen. Neben der Umsetzung
einer guten Herstellungs- und Hygienepraxis, die auch ein entsprechendes hygienisches
Design der Anlagen und Geréte sowie effektive Reinigungs- und Desinfektionsverfahren
voraussetzt, trug auch die Einflihrung von HACCP- Systemen (Hazard Analysis and
Critical Control Point) zur Absenkung der Keimzahlen coliformer Bakterien bei. Eine
Kontrolle der Vermehrung der coliformen Rekontaminationskeime kann durch gezielte
Temperaturfuhrung wéhrend Reifung und Lagerung erzielt werden. Eine Vermehrung der
coliformen Bakterien nach dem Abpacken kann nur bei Temperaturen von unter 5°C
unter Kontrolle gehalten werden; Temperaturen von tber 10°C flihren zu einem
drastischen Anstieg der Keimzahlen coliformer Bakterien (SPILLMANN und
SCHMIDT-LORENZ 1987b).

SPILLMANN und SCHMIDT-LORENZ (1987a) und SONNENMOSER und KESSLER
(1984) haben die Rekontaminationsquellen und die Prozessschritte, bei denen gute
Vermehrungsbedingungen fiir Gram-negative Bakterien wéhrend der
Weichk&seproduktion herrschen, erarbeitet. Als hdufigste Rekontaminationsursache
werden die Késeausformanlagen und Késeformen genannt. Bei einer unzureichenden
Reinigung und Desinfektion der Ausformanlagen kann es bei langen Betriebs- und
Standzeiten zu einer unkontrollierten Vermehrung Gram-negativer Bakterien kommen.
Bei SPILLMANN und SCHMIDT-LORENZ (1986) wurde ein 100-mal héherer
Coliformengehalt in der von der Portionieranlage ablaufenden Molke festgestellt als im
Bruch-Molke-Gemisch vor der Ausformung. Die Kunststoff-Kaseformen sind durch die
standige Desinfektion und Reinigung mit heillem Wasser enormen Beanspruchungen

ausgesetzt, wodurch es schnell zur Bildung von Haarrissen kommen kann, in denen sich
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Bakterien festsetzen und den Bruch bei der Abfiillung kontaminieren kénnen.

Bei der Trennung von Bruch und Molke wird der Grof3teil der Bakterien im Casein-
Netzwerk des Bruches zurtickgehalten, wodurch es zu einer Aufkonzentrierung
coliformer Bakterien um ca. eine Zehnerpotenz im Bruch kommt (HUFNER 1984,
SPILLMANN und SCHMIDT-LORENZ 1986). Zu einer unvermeidbaren Vermehrung
der Rekontaminationskeime kommt es durch die wéhrend der gesamten K&sung flr das
Wachstum der Mikroorganismen optimalen Temperaturen (SPILLMANN und
SCHMIDT-LORENZ 1986). Die Vermehrung unerwinschter Mikroorganismen wird
durch den Stoffwechsel der Milchsaurebakterien (Bildung von antimikrobiellen
Substanzen und Milchsaure bzw. Absenkung des Redoxpotential und des pH- Wertes)
gehemmt (ASPERGER 1986).

Der Vergleich der Ergebnisse der Keimzahlen der griinen Kése bzw. reifen Kése sowie
auf der Oberflache bzw. im verzehrbaren Anteil der untersuchten Kése ermdoglicht
Aussagen Uber die Herkunft der Rekontaminatonen. Auf der Késeoberflache waren haufig
hohere Keimzahlen als im verzehrbaren Anteil feststellbar. Dies ist bei den reifen Késen
auf die besseren Wachstumsbedingungen auf der Ké&seoberflache zurtickzufuhren
(GIANOTTI 1999, GRIEM 1982, HUFNER 1984, WYDER 2000). Bei den Késen, die
nach Salzbad hohe Keimzahlen Gram-negativer Bakterien nur auf der Oberflache
aufgewiesen haben, kann auf eine Rekontamination durch nicht ausreichend gereinigte
und desinfizierte K&seformen geschlossen werden. Waren im griinen Kése die Oberflache
und das Kéaseinnere in etwa gleich stark kontaminiert, hat die Rekontamination
vermutlich unmittelbar nach der Pasteurisierung, in der Késereiwanne oder bei der
Bruchabfillung stattgefunden. Mégliche Rekontaminationsquellen im Reifungskeller sind
unzureichend desinfizierte Ké&sehorden, Kiihl- und Befeuchtungsanlagen oder das
Personal (KESSLER 1988, TODT 1993, SONNENMOSER und KESSLER 1984). Eine
Vermehrung der Rekontaminationskeime kann aufgrund der hohen pH-Werte auf der

Késeoberflache kaum vermieden werden.

Eine besondere Stellung innerhalb der coliformen Bakterien nimmt E. coli ein. Flr
Weichké&se gelten momentan die in der MHVO festgesetzten Grenzwerte von m= 100
KBE/g und M= 1.000 KBE/qg. Bei der hier durchgefiihrten Untersuchung konnten bei den
Késen nach Salzbad in vier von sechzig Proben E. coli bei einer Nachweisgrenze von 10
KBE/g gefunden werden, die Keimzahlen waren mit unter 100 KBE/g gering. Im reifen
Kase konnten bei zwei Proben Keimzahlen zwischen Schwellen- und Hochstwert und bei
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drei Proben Keimzahlen iiber dem Hochstwert gefunden werden. Ahnliche Ergebnisse
wurden von BOTZENHARD (2004) erhalten, wo E. coli nur in einzelnen Proben

gefunden werden konnte und bei diesen Proben nur in geringen Keimzahlen vorkam.

Die Ergebnisse der Keimzahlbestimmungen und der Analyse des Artenspektrums
bestétigen die Annahme, dass es durch das grofiere Keimspektrum, das im Rahmen des
neuen EU-Hygienerechts diskutiert wird, zu einer deutlichen Verscharfung der
Anforderungen an die Produzenten kommen wiirde. Ausgehend vom momentan gultigen
Hochstwert fir coliforme Bakterien in Weichkése (M= 100.000), entsprachen 21,67% der
Proben bei der Untersuchung auf coliforme Bakterien nicht, wahrend 31,67% der Proben
bei der Untersuchung auf Gram-negative Bakterien nicht entsprachen, wiirden sie nach
diesem Grenzwert beurteilt. Zwischen dem Schwellenwert (m=10.000) und dem
Hochstwert lagen bei der Untersuchung auf coliforme Bakterien 8,3% der Kése, wéhrend
bei der Untersuchung auf Gram-negative Bakterien 23,3% der Proben in diesem Bereich
lagen. Dieser Unterschied zwischen der Hohe der Keimzahlen der Gram-negativen und
coliformen Bakterien war bei den von BOTZENHARDT (2004) durchgefuhrten
Untersuchungen zwar auch erkennbar aber nicht so deutlich ausgeprégt. In der
Zwischenzeit ist fur Kése aus erhitzter Milch im Entwurf fur die mikrobiologischen
Kriterien der Europdischen Union nur mehr E. coli als Parameter vorgesehen
(SANCO0/4198/2001 Rev. 15, 2005).

In der Vergangenheit wurden verschiedene Analysen zur Artzusammensetzung von
coliformen Bakterien und der Enterobakterien bei Weichkasen durchgefuhrt. Bei der von
SCHMIDT-LORENZ et al. (1986) durchgeflihrten Analyse der Artzusammensetzung in
Camembertkésen wurde am Beginn der Kdaseherstellung vor allem Pantoea agglomerans
(fruher: Enterobacter agglomerans) gefunden. Diese Art konnte sich im Reifungsverlauf
nicht durchsetzen und verschwand fast vollstandig bis zum verkaufsfertigen Kése. Im
verkaufsfertigen Produkt dominierte Citrobacter freundii, daneben wurde noch ein
geringer Prozentsatz Klebsiella pneumoniea gefunden. Bei GRIEM (1982) konnte bei
Ké&sen vom Camemberttyp im verkaufsfertigen Kése vor allem Citrobacter freundii
identifiziert werden. Daneben kamen noch Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Hafnia alvei, Enterobacter cloacae und Serratia proteamaculans subsp. proteamaculans
(friher: Serratia liquefaciens) in den verkaufsfertigen Kasen vor. Im Rahmen dieser
Untersuchung wurden auch rotgeschmierte Weichkase untersucht, wobei im reifen Kase

die Gattung Proteus dominierte. AuBerdem wurden auch hier Citrobacter freundii und
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Hafnia alvei nachgewiesen. Auf der Oberflache von Weichkasen waren bei der
Untersuchung von GIANOTTI (1999) Proteus vulgaris und Serratia proteamaculans
subsp. proteamaculans die haufigsten Arten; daneben wurden noch Klebsiella

pneumoniae, Providencia stuartii und Morganella morganii identifiziert.

Auch bei der hier durchgefiihrten Arbeit waren Citrobacter freundii, Klebsiella spp. und
Serratia spp. haufige Rekontaminationskeime im reifen Kéase, daneben wurden noch

Enterobacter sp. und Pantoea Sp. in grolRerer Anzahl isoliert.

Im griinen Kdse gehorte der Grof3teil der isolierten Bakterien zu den Gram-negativen
Bakterien, die nicht zu den Enterobacteriaceae gehdren (50%). Daneben wurden noch
coliforme Bakterien (49%) gefunden, nicht-coliforme Enterobacteriaceae (1%) waren
dagegen nur vereinzelt nachweisbar. Im reifen Kasen wurden fast ausschlieBlich
coliforme Bakterien (60%) und nicht-coliforme Enterobacteriaceae (38%) gefunden,
wahrend andere Gram-negativen Bakterien nur vereinzelt nachweisbar waren (2%). Im
grinen Kdase dominieren Gram-negative Bakterien der Gattungen Pseudomonas und
Acinetobacter die im Verlauf der Reifung von den Enterobacteriaceae verdrangt wurden.
Eine Verschiebung des Artenspektrums der Enterobacteriaceae wahrend der Reifung ist
aus der Literatur bekannt (SCHMIDT-LORENZ et al. 1986, GRIEM 1982). Der Wechsel
des Bakterienspektrums von anderen Gram-negativen Bakterien hin zu den

Enterobacteriaceae ist bei Weichkéasen bisher nicht beschrieben worden.

Schon seit langerem wird tber den Einfluss vor allem der coliformen Bakterien auf die
Geschmacksbildung bei Késen diskutiert. Die Meinungen sind hier sehr kontrovers. Zum
Teil werden Gram-negative Bakterienstimme wie Hafnia alvei als Bestandteil von
Kulturen, die den typischen Rohmilchgeschmack bewirken sollen, vertrieben (z.B. Firma
Danlac; www.danlac.com). Im Rahmen eines von der Europdischen Union geforderten
Projektes (SCM- project QLK1-CT-2001-02228) wurden verschiedene Gram-negative
Bakterien als Bestandteil der typischen Reifungsflora in rotgeschmierten Kése
identifiziert (LARPIN 2004). Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse der von

GIANOTTI (1999) durchgefiihrten Untersuchungen. Hier wurden verschiedene Gram-
negative Bakterien, die von der Oberflache verschiedener Rotschmierekése isoliert
wurden, auf verschiedene physiologische Parameter (Antibiotikaresistenzen,
hadmolytische Aktivitdt) und den Einfluss auf die Késereifung getestet. Aufgrund des
hohen Potentials der untersuchten Bakterienstdmme Antibiotikaresistenzen auszubilden,
wurde in dieser Arbeit ausdricklich darauf hingewiesen, dass Enterobacteriaceae als
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unerwinschte Schadkeime betrachtet werden kénnen. AuBerdem konnten keine Hinweise

auf einen positiven Einfluss bei der Reifung nachgewiesen werden.
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5. Zusammenfassung

Von je zehn Produktionschargen von oberflachengereiften Weichk&sen aus pasteurisierter
Milch aus sechs Herstellungsbetrieben wurde das Vorkommen von Escherichia coli,
Coliformen und Gram-negativen Bakterien auf der Kaseoberflache und im gesamten
verzehrbaren Anteil untersucht. Von jeder Charge wurden ein griiner Kase nach Salzbad
und ein verkaufsfertiger Kése nach dreiwochiger Reifung untersucht um eine Aussage
uber die Entwicklung der Keimzahlen wéhrend der Reifung zu erhalten. Im grinen Kase
wurden nur geringe Keimzahlen sowohl coliformer als auch Gram-negativer Bakterien
gefunden, wahrend im reifen Kése zum Teil hohe Keimzahlen festgestellt werden
konnten. Die Keimzahlen auf der K&seoberflache waren hoher als die Keimzahlen im
verzehrbaren Anteil. Ausgehend vom Hochstwert fir coliforme Bakterien in Weichkase
aus pasteurisierter Milch (M= 100.000), entsprachen 21,7% der Proben nicht, zwischen
dem Schwellenwert (m=10.000) und dem Hochstwert lagen 8,3% der Proben. In den
Proben von zwei der sechs Herstellungsbetriebe wurden hdufig
Grenzwertiberschreitungen festgestellt, wéhrend die Coliformenkeimzahlen der Proben
aus den restlichen vier Betrieben nur vereinzelt Gber den Grenzwerten lagen. Der
Vergleich der Coliformenkeimzahlen im griinen und reifen Kése zeigte, dass das Fehlen
einer nachweisbaren Rekontamination im griinen Kase keinen Hinweis auf das
Keimzahlniveau am Ende der Reifung gab. VVon den reifen Késen mit
Coliformenkeimzahlen iber dem Hoéchstwert war zu 38 % im griinen Kase in 0,1 g noch

keine nachweisbare Rekontamination mit Coliformen vorhanden.

Um die Bedeutung der verschiedenen Gruppen gram-negativer Bakterien in
oberflachengereiften Weichk&sen einschéatzen zu kdnnen, wurden 115 Isolate gram-
negativer Bakterien von den griinen und 260 Isolate von den reifen Késen identifiziert.
Die isolierten Stamme konnten insgesamt 21 Arten zugeordnet werden. Die
Artzusammensetzung war betriebsspezifisch. Es wurde eine Verschiebung des
Artenspektrums wahrend der Reifung beobachtet. Im grinen Kése gehorte der Grofteil
der isolierten Bakterien zu den gram-negativen Bakterien, die nicht zu den
Enterobacteriaceae gehdren (50%). Daneben wurden noch coliforme Bakterien (49%)
gefunden; nicht-coliforme Enterobacteriaceae (1%) waren dagegen nur vereinzelt
nachweisbar. Die dominierenden Gattungen im griinen Kése waren Pseudomonas,

Klebsiella und Enterobacter. Im reifen Kése gehorten 60% aller Bakterien zu den
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coliforme Bakterien und 38% zu den nicht-coliformen Enterobacteriaceae. Andere gram-
negative Bakterien waren nur in Einzelisolaten (2%) nachweisbar. Die dominierenden

Gattungen im reifen Kése waren Enterobacter, Pantoea und Serratia.
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