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Einleitung.

Seit 4 Jahren wird in dem der Siiddeutschen Versuchs- und Forschungsanstalt
fiir Milchwirtschaft in Weihenstephan angefiigten Molkereibetrieb eine Bewertung
und Bezahlung der Milch nach Qualitdt vorgenommen. Die Ergebnisse und Er-
fahrungen, die dabei im Laufe des 1. Jahres gemacht wurden, haben Zeiler, Bauer
und Berwigt! seinerzeit in umfangreicher Weise zusammengestellt und an die
Offentlichkeit gebracht. Da der Hauptteil der tiglich an die Molkerei gelieferten
Milch zu Weichkisen verarbeitet wird, hat man bei der Bewertung der Milch nach
Qualitat das Hauptgewicht auf die Bestimmung der Kasereitauglichkeit gelegt
und diese durch die Milchgir- und Labgirprobe festzustellen versucht. Diese
Voranstellung der Kasereitauglichkeit bei der Beurteilung der Milch bringt auch
das angewendete 30teilige Punktiersystem insofern deutlich zum Ausdruck, als
man ihr die Halfte der Punktzahlen eingerdumt hat, wihrend sich in die andere
Hilfte Reinlichkeits- und Haltbarkeitspriifung teilen miissen. Letztgenannte er-
folgt durch Ausfiihrung der Reduktase- und Alkoholprobe, wozu noch als Kon-
trolle die Bestimmung des Sauregrades nach Soxhlet-Henkel und Temperatur-
messung kommen, die Reinlichkeitspriifung durch Beurteilung des Milchschmutz-
gehaltes und der Kannenbeschaffenheit.

Bei dieser Feststellung der Kisereitauglichkeit wihrend des 1. Versuchs-
jahres zeigte sich die Milchgérprobe als zuverlissig, die Labgarprobe aber erwies
sich wenigstens fiir die Weichkéserei als zu strenge. Aus diesem Grunde liel man
sie in dem fiir die Praxis vorgeschlagenen Bewertungsschema fallen, wenn es sich
um Durchfithrung von Kéasereitauglichkeitsbestimmungen in Weichkéasereien, nicht
in Hartkasereien handelte (vgl. jedoch S.37). Da die Emmentaler Kaserei die
héchsten Anforderungen an die Tauglichkeit einer Milch stellt, sei bei ihr der
strengere MaBstab der Labgérprobe wohl angebracht.

Hauptaufgabe vorliegender Arbeit sollte es nun sein, die in der Praxis
angewendeten biologischen Milchpriifungsverfahren zur Bestimmung
der Kisereitauglichkeit durch feinere bakteriologische Methoden, die
sich aber unter Umstéinden auch in der Praxis durchfithren lassen, zu
kontrollieren. Es sollte dadurch klargestellt werden, welche von den
in der Praxis iiblichen Serienmethoden am besten die an sie gestellten
Forderungen erfiillen und welche von ihnen vielleicht zur Vereinfachung
der Untersuchungen weggelassen oder durch andere ersetzt werden
kénnen.

Diese Frage auf dem Wege iiber praktische Késereiversuche zu losen, iiber-
nahm seinerzeit die Betriebstechnische Abteilung genannter Anstalt. Da sich
zur Feststellung der Milchgiite auch die Reduktaseprobe als sehr niitzlich er-
wiesen hatte, wurde auch diese bei unseren vergleichenden Untersuchungen mit-
einbezogen.

I. Die Kisereitauglichkeit der Milch und die in der Praxis zu ihrer
Feststellung iiblichen Methoden.
1. Die Kaserettauglichkest der Milch.

Unter Kisereitauglichkeit versteht man, daf eine Milch den An-
forderungen gerecht wird, die der Kiser von seinem Rohmaterial ver-
langen mufBl, um daraus mit groBtmoglichster Sicherheit Primakése
herstellen zu koénnen. Diese Anforderungen sind naturgemil bei den
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wertvollsten Késesorten und besonders bei denen am hdochsten, die wie
die Emmentaler wegen Verarbeitung grofiter Milchmengen zu einem
einzigen Kise das grofite Risiko mit sich bringen.

Die Kisereitauglichkeit einer Milch beruht einmal auf ihrer chemisch-
physikalischen, zum anderen auf ihrer biologischen Zusammensetzung. Auf jene
hat der Milchlieferant wenig Einflufl, es sei denn, dafi er bewuBit in ihrer Be-
schaffenheit anormale Milch wie Biestmilch, Milech von Tieren kurz vor dem
Trockenstehen oder gar Milch aus kranken Eutern zur Kiserei bringt oder sie
auch nur normaler Milch beimischt. Solche Milch ist in ihrer chemisch-stofflichen
Zusammensetzung anormal und verhalt sich auch gegen Lab nicht wie gewohn-
liche Milch. Tiere mit kranken Eutervierteln liefern haufig rifisalzige Milch;
diese ist wie die Milch von Tieren, die am Ende der Lactation stehen, labtrig
und infolgedessen kisereiuntauglich. Auch hat die Fiitterung auf die chemische
Zusammensetzung der Milch einen gewissen Einfluf}.

Der zweite Punkt, die mikrobiologische Beschaffenheit, der Gehalt der Mailch
an Kleinlebewesen, bedeutet nack Burril®l den Schwerpunkt der Kdserestauglich-
keitsfrage. Beide Seiten der Kiasereitauglichkeit lassen sich nicht immer strenge
voneinander scheiden, haufig wird die eine von der anderen beeinflult. Labtrage,
raflsalzige Milch, also zunichst eine chemisch-physikalische Verinderung, kann
z. B. durch Anwesenheit von pathogenen Euterbakterien verursacht und somit
auch mikrobiologischen Ursprungs sein.

Hat der Milchlieferant immerhin auf die chemisch-physikalische Beschaffen-
heit der von ihm angelieferten Milch nur wenig EinfluB, so hat er ihn um so mehr
auf die biologische. Fehler bei der Gewinnung der Milch, bei deren Behandlung
und Transport zur Verarbeitungsstitte kénnen den Gehalt an Kleinlebewesen im
allgemeinen sowie den der kisereischidlichen im besonderen so erhdhen, daB sich
in der Kiéserei dann die grofiten Schwierigkeiten einstellen und fehlerhafte Kase
die Folge sind.

Eine Prifung der Milch auf ihre biologische Kasereitauglichkeit
muf} sich also in der Hauptsache auf Menge und Art der Kleinlebewesen
erstrecken, wobei das Hauptgewicht auf die Feststellung der Kdserei-
schddlinge zu legen ist. Es sind dies vorwiegend die Angehérigen der
Coli-aerogenes-Gruppe, die unter Gasbildung den Milchzucker in den
Kisen unmittelbar nach ihrer Herstellung, bei den Hartkiisen schon unter
der Presse (Pressler) zersetzen. Auflerdem konnen sie Geschmacks-
fehler der Milch und der daraus hergestellten Molkereiprodukte ver-
ursachen. FEine andere Art der Bliahung, meist nur bei Hartkisen
wegen der in ihnen herrschenden anaeroben Verhéltnissen vorkommend,
tritt erst nach Wochen im Heizkeller auf. Hier sind die Ursachen in der
Regel sporenbildende anaerobe Buttersidurebacillen, die die aus dem
Milchzucker inzwischen gebildete Milchséure zu Buttersdure, Kohlen-
siure und Wasserstoff abbauen. Von einem zweiten anaeroben Sporen-
triger, dem Bac. putrificus, ist bekannt, dal er die sog. Stinkerkise
verursacht. Aus der Schweiz berichten Wyssmann®® und Kiirsteiners®
von einem bosen Kisefehler, der sich durch Auftreten von groferen,
jauchig riechenden Faulstellen in Emmentaler Késen zeigt. Aus der
fauligen Kiasemasse gelang es, den erwiahnten eiweilizersetzenden Bac.

1*
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putrificus Bienstock in groBen Mengen zu isolieren. Amerikanische

Autoren bestatigen diese Erfahrungen.

Die Feststellung der Gesamitzahl der in der Milch enthaltenen Klein-
lebewesen und der Nachweis der Bakterien der Coli-aerogenes-Gruppe,
fiir Hartkéserei auch der unter Umstéinden als Schiidlinge auftretenden
anaeroben Sporenbildner, sollten die Grundlage einer biologischen Késerei-
tauglichkeitspriifung sein.

2. Die Reduktaseprobe und ihre wissenschaftlichen Grundlagen.

Die Probe, die in der milchwirtschaftlichen Praxis die weiteste Ver-
breitung gefunden hat, ist die Methylenblaureduktaseprobe Schar-
dingers®. In Frischmilchbetrieben wird sie angewendet, um die Frische
und Haltbarkeit der Milch zu bestimmen, in den Buttereien, besonders
der nordischen Lander, fand sie durch die Arbeiten Barthels und Orla-
Jensens vor allem Beachtung. Nicht zuletzt hat sie sich in den Késerei-
gebieten eingefiihrt, wo sie wertvollen Aufschlul iiber den Reifegrad
der angelieferten Milch geben kann und dadurch auch einen gewissen
Aufschluf3 iiber deren Kasereitauglichkeit. In vielen Fillen bildet die
Reduktaseprobe die Hauptgrundlage einer Bewertung und Bezahlung

der Milch nach Qualitit.

Diese Probe beruht auf der Reduktion von Methylenbldu zur Leukover-
bindung, die in roher Milch, wenn sie einige Stunden alt ist, vor sich geht. Als
Reduktionsursache nahm Schardinger ein von Bakterien gebildetes Enzym, die
Reduktase, an. Je alter die Milch und je héher damit die Keimzahl sei, desto
grofer sei die gebildete Reduktasemenge und desto schneller verlaufe die Ent-
farbung. Allerdings gab schon Barthel® eine andere Erklirung, deren #uBerste
Konsequenz durch die Befunde von 7Thornton und Hastings® dargestellt wird.
Danach ist ndmlich die Mechanik der Methylenblaureduktion derart, daB die Rolle
der Bakterien lediglich darin besteht, den freien Sauerstoff aus der Milch. zu ent-
fernen, worauf dann die Milchbestandleile selbst ohne Hilfe der Mikroorganismen
den Farbstoff reduzieren. Die Geschwindigkeit der Entfirbung hingt also nicht
von der Menge der bereits vorhandenen oder wihrend des Wachstums von den
Bakterien gebildeten hypothetischen , Reduktase ab, sondern von der Ge-
schwindigkeit, mit der die Bakterien den in der Milch befindlichen freien Sauer-
stoff an sich reifen. Sei dem, wie es wolle, als Endergebnis tritt jedenfalls die
Entfarbung auf und die Geschwindigkeit ihres Auftretens bildet die Grundlage
fiir die Beurteilung der bakteriellen Verunreinigung von Milch.

Dabei ergaben sich allerdings schon von Anfang an Schwierigkeiten, weil
die Aktivitit der in der Milch vorhandenen Bakteriengruppen bei ein und der-
selben Temperatur nicht die gleiche ist. Dies 148t sich ja leicht aus der ver-
schiedenen Herkunft der Keimarten erkliren. Keime, die aus dem Euter und
dem Kot in die Milch gelangen, haben andere Optimaltemperaturen als die, die
aus der Luft, aus dem Futter und aus der Streu stammen.

Wihrend Orla-Jensen's und Barthel> in ihren Versuchen fanden, daB die
Gruppe der Milchsidurebakterien nicht zu den stark reduzierenden (bzw. stark
Sauerstoff absorbierenden) Arten gehore, fanden andere, Dons®®, Fred?2, Weigmann
und Wolff*’, Rahn*” und Hanke*® gerade das Gegenteil. Nach ihren Arbeiten sind
die milchsidurebildenden Mikrokokken und Streptokokken in erster Linie an der
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schnellen Reduktion beteiligt, und da sie nach Schréter®® den Hauptteil der Milch-
flora ausmachen, meist 52—78%, sind sie auch entscheidend fiir den Verlauf
derselben.

Den Widerspruch mit den Ergebnissen von Barthel und Jensen konnten Weig-
mann und Wolff dadurch aufkliren, daB sie junge Reinkulturen fiir ihre Versuche
verwendeten, die im Gegensatz zu ilteren voll entwickelten, womit jene arbeiteten,
mehr Reduktionskraft besitzen. Da man es in der Milch aber mit Bakterien im
Entwicklungsstadium zu tun hat, entsprechen die Versuche mit jiingerer Kultur
auch mehr der Wirklichkeit. Nach Fred reduzieren die Angehorigen der Coli-
aerogenes-Gruppe ebenso schnell wie die Milchsiurebakterien.

Barthel und Jensen® bauten die Reduktaseprobe weiter aus und stellten schlieB-
lich fiir die Zwecke der praktischen Milchbeurteilung je nach der Entfirbungszeit
4 Qualititsgruppen auf (siche Tab. 6).

Rahn" wertete das Barthelsche und Jensensche Zahlenmaterial weiter aus
und errechnete dabei einmal 23 %, in einem anderen Falle 33% Ausnahmen, wenn
er die durch Plattenkultur gewonnenen Keimzahlen der beiden Verfasser in deren
Schema einreihte. Die Ausnahmen, die allein zu Lasten der Reduktaseprobe
treffen, sind mindestens 10%, wenn man den Rest auf die Ungenauigkeit der
Plattenzihlung zuriickfiihrt. Barkworth®, der die bestehenden Beziehungen zwi-
schen der von Orla-Jensen in Dinemark eingefiihrten Reduktaseprobe und den
allgemein in England gebrauchlichen Methoden untersucht hat, fand, daB die
Orla-Jensenschen Proben I und IV sehr genau sind (iiber 80%), wihrend die
Proben IT und IIT vorteilhaft zu einer Gruppe zu verschmelzen wiren. Grimes,
Barrett und Reilly?t haben neuerdings die Reduktaseprobe auf ihre Brauchbarkeit
zur Milchqualititsbestimmung untersucht und gefunden, daB der fiir die Schwan-
kungen maBgebende Faktor-in der Hauptsache die Linge der Redukiionszeit ist:
Je linger diese, um so groBer die Unterschiede, selbst bei Anstellung von Triplikat-
réhren von derselben Milchprobe und derselben Methylenblausorte. Die GroBe
der Methylenblaudosis hat keinen EinfluB auf die Reduktionszeit, wenn diese
2 Stunden nicht iiberschreitet. Im iibrigen legt Grimes in einer anderen Mit-
teilung der Reduktaseprobe nur dann einen gréBeren Wert bei, wenn sie mit der
Milchgérprobe verbunden wird. Dies wire besonders wichtig fiir die Beurteilung
der kisereitauglichen Seite.

Vorstehende Umstiinde bringen es mit sich, daB die Reduktaseprobe
als wissenschaftliche Untersuchung keinen Anklang finden konnte und
sich lediglich als gute Anndherungsmethode mit Erfolg in der Praxis zur
Bestimmung des Frischezustandes einer Milch eingefiihrt hat.

Christiansen'® bezeichnet sie allerdings als die heute zweifellos beste bakterio-
logische Methode zur Qualititsbestimmung, da sie es ermégliche, weniger die
absolute Keimzahl als vielmehr die Leistung der Bakterien zu messen. Die Re-
duktion stehe nicht in einem ursichlichen Zusammenhang mit der Vermehrung
oder dem Wachstum an sich, sondern sei enge mit dem Stoffwechsel der Organismen
verquickt und demzufolge ein mehr oder weniger genaues Ma8 fiir die Stérke der
Stoffwechselprozesse. So versucht er die Farbreduktion auf Grund der Wieland-
schen Dehydrierungstheorie zu erkliren.

Er schligt vor, statt Methylenblau 1 cem einer 0,01proz. Janusgriinlésung
(Safraninazodimethylanilin) zu 10 ccm Milch zu geben, da er wie Seeleman® bei
Verwendung dieses Farbstoffes kiirzere Reduktionszeiten bekommen hat, was
eine schnellere Feststellung der Milchqualitit zulaBt. Zu ahnlichen Ergebnissen
kommt Viertbauer®, der mit einer 0,01proz. Farbstofflosung mit 3% Alkohol-
gehalt arbeitet. Dem entgegen lehnen Thornton und Hastings®® in vergleichenden
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Untersuchungen iiber die Brauchbarkeit verschiedener Indicatoren zur Reduktase-
probe das Janusgriin ab, da 1. die Reduktionszeiten linger seien als mit Methylen-
blau, 2. Janusgriin giftiger wirke wie Methylenblau, 3. der Endpunkt der voll-
zogenen Reduktion aus diesem Grunde sowohl wie wegen der vorhandenen Farben-
mischung sehr unbestimmt sei, daher sei das altbewdhrte Methylenblaw fiir die
Redultaseprobe beizubehalten. Mehlhoset! findet bei der Anwendung von 0,02 proz.
Janusgriinlésung die Reduktionszeiten gegeniiber Methylenblau meist linger, zum
mindesten gleich lang, jedoch verkiirzt bei 0,15proz. Losung.

Fir die spater folgenden Untersuchungen wurde nur Methylenblau
als Indicator verwendet, und zwar wurde die Reduktaseprobe zu-
sammen mit der Milchgirprobe als Gérreduktase- oder Farbgdrprobe
durchgefiihrt, wie dies auch im Weihenstephaner Molkereibetrieb bei
der Qualitdtsbeurteilung der Lieferantenmilchen bis vor kurzem so ge-
handhabt wurde.

Die Technik ist folgende: Die vorher im Autoklaven sterilisierten
Gérzylinder werden mit 40 ccm der zu priifenden Milch gefiillt unter
Zugabe von 1 ccm der iiblichen Methylenblaulésung (5 cem gesittigte
alkoholische Methylenblaulgsung [M. medicinale Merck] zu 195 cem
Wasser). Nach Abschlufl mit einem Aluminiumdeckelchen werden die
vollen Probegliser in ein Wasserbad von 40° gebracht, das dann
zwischen 38 und 40° gehalten wird.

3. Die Milchgdrprobe.

Die Milchgérprobe, die Bebriitung der Milch bei der den Gérungs-
erregern giinstigen Temperatur von 38—40° hat ihren Ursprung in der
Schweiz und ist von da aus bald auch in die Kisereigebiete des an-
grenzenden Siiddeutschland gedrungen.

Rudolf Schatzmann soll im Jahre 1874 die Rahmprobe, d. i. das Aufstellen der
Mileh bei gewohnlicher Temperatur und Sinnenprobe des aufgeworfenen Rahmes
nach 12—16 Stunden eingefiihrt haben, 1883 schlug er dann die Milchgarprobe
vor. Fiir deren Durchfiihrung konstruierte Walther im Jahre 1886 einen, wie
Gerber®® damals berichtet, leicht handlichen, billigen, wenig Platz einnehmenden
Apparat, der es ermoglicht, jede kranke Milch rasch und geniigend sicher von
der guten, gesunden, wenn scharf nach Vorschrift verfahren, auszuschlieBen und
so die Fabrikation von normalen Milchprodukten oder die Verhiitung von Krank-
heiten sicher machen zu konnen. Walthers Girapparat ist im Prinzipe dem 1877
nach den Mitteilungen der Koniglich-Bayerischen Molkereiversuchsstation Weihen-
stephan®® von Klenze erfundenen Apparat zur Bestimmung der Wirkung kiinst-
licher Labfliissigkeiten sehr ahnlich. Jedenfalls ist Walther das Verdienst zu-
zuschreiben, die Milchpriifung auf Gérungserscheinungen in feste Bahnen gelenkt
zu haben, indem er auf folgende Voraussetzungen bei Anstellung der Probe auf-
merksam machte:

1. Das sehr scharfe Reinigen der Probegliser.

2. Das stete Bedeckthalten, damit keine Infektion von Luftbakterien eintritt.

3. Das Innehalten einer praktisch moglichst konstanten Temperatur von
etwa 40°.

Muff® schligt an Stelle der willkiirlich gewihlten Temperatur von 40°
eine solche von 38° vor, da sie niher der Blutwirme und der Natur des Vorganges
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angemessener ist. Ferner hilt er die Deckelchen fiir geradezu zweckwidrig, da
sie ein Austreten der Gédrungsgase und das Zutreten des zur Entwicklung der
Fermente notigen Sauerstoffes verhindern, er will sterilisierte Wattepfropfen zum
VerschlieBen der Girgliser verwendet wissen. Auch sonst hat er manches an
Walthers Garprobe auszusetzen, verlangt z. B. Lichtzutritt, weil dieses besonders
giinstigen Einfluf auf die Entwicklung der , Milchgéirpilze, speziell der butter-
zersetzenden Agentien”, habe. Diese Aussetzungen sind aber keineswegs als
irgendwie stichhaltig zu betrachten.

Die Walthersche Methode hat sich in der Praxis durchgesetzt und ist heute,
freilich verbessert und geéndert, in simtlichen Késereigebieten eine hiufig an-
gewandte Probe zur Feststellung der Milchen mit fehlerhaften Garanlagen.

Unklarheit herrschte in der ersten Zeit hauptsichlich iiber die Gédrproben-
dauer: Eine Beurteilung der Proben nach 12 Stunden wird zuerst gefordert, dabei
muBl jede gesunde.und wirklich reinlich gewonnene Milch die Girprobe un-
geronnen nach 12 Stunden. verlassen. Doch Diethelm'® weist schon darauf hin,
daf} sich bei einigen Milchen, die durch Blasenbildung und Blihen der Rahmdecke
Trieb zeigten, diese innerhalb der ersten 14 Stunden nicht zu bemerken, bei anderen
eine spite Gerinnung erst nach 24 Stunden zu konstatieren war. Aufsberg® be-
schreibt dann die 12stiindige Gérprobe mit nur einmaliger Beurteilung, die 20
bis 24stiindige mit zweimaliger und die 36stiindige mit dreimaliger Beurteilung.
Auch er verlangt, dafl eine wirklich normale, von gesunden Kiihen stammende,
mit Reinlichkeit und Sorgfalt gewonnene und nach dem Melken gleich aus dem
Stall entfernte Milch die 12stiindige Probe aushilt. Da erfahrungsgemi manche
Fehler der Milch aber auch oft erst nach mehr als 12 Stunden (nach 15 —18 Stunden)
in Erscheinung treten, fordert er die verlingerte Gérzeit von 20—24 Stunden;
denn wenngleich solche Milchen nicht in dem hohen Grade fehlerhaft sind als
solche, die schon nach 9, 10 und 12 Stunden abweichende Gérprobenbilder zeigen,
80 miissen doch auch sie dem Sennen bekannt werden. Die Milchen sollen nach
20—24stiindiger Garprobe gleichméBig geronnen sein und reinen milchsauren
Geschmack besitzen. Die 36stiindige Probe verlangt Aufsberg nur von den nach
24 Stunden nicht geronnenen Milchen, da es sich hier um kranke Milchen handeln
kann, welche nicht gerinnen und spiter gleich faulen, auch bei Labzusatz regel-
widrig lange Gerinnungszeit. oder iiberhaupt keine Gerinnung zeigen. Ferner
empfiehlt er die verlingerte Géardauer fiir Rundkisereien, die damit zu kimpfen
haben, daBl die aus den Laiben abgepreBte Molke schleimig und fadenziehend aus-
flieBt. Die diesen Fehler hervorrufenden Milchen kénnen durch die 36stiindige
Garprobe entdeckt werden; erst wenn die Milch so stark dick geworden ist, da
sie wieder Molke ausscheidet, kann an dieser Ausscheidung die Schleimbildung
beobachtet werden.

Peter®® hat in seiner Gérprobentabelle fiir Kiser und Milchfecker ein Be-
urteilungsschema der Girproben je nach der Beschaffenheit des Kasestoffes auf-
gestellt. Dabei teilt er die Proben in finf Haugttypen ein: flissig, gallertig, grieBig,
késig-ziegerig und bldhend, und unterscheidet von jeder dieser Abteilungen noch
vier Unterabteilungen.

Von Barthel und Orla-Jensen® stammt die Milchgdrredukiaseprobe, die Ver-
einigung der Reduktaseprobe mit der Milchgirprobe. Diese einzige Probe soll
nun iiber zwei Dinge Auskunft geben: 1. iiber die ungefdhre Zahl und 2. tiber
die Art der bei 38° in der Milch die Vorherrschaft erringenden Bakterien. Bei
ihren Untersuchungen ergaben sich nur geringe Differenzen zwischen der Gér-
probe mit und ohne Methylenblau, die sie auf die bakterienhemmende Wirkung
des Methylenblaus zuriickfithren. Diese Farbgirprobe wird als eine bis zu
24 stiindiger Géarzeit verlangerte Reduktaseprobe durchgefiihrt.
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4. Die Labgdrprobe.

Diethelm®® konstatierte bald nach Einfiihrung der Milchgérprobe,
dal} sich diese als nicht ausreichend zur Beurteilung einer Milch auf

den Gesundheitszustand erweist.

Sie gibe gerade eine der gefihrlichsten Milchen fiir die Kisefabrikation, die
rifle Milch, nicht geniigend sicher an, wenn sie gesunder Milch beigemischt ist.
Dabei erwiahnt er eine andere Probe Schatzmanns, die dieser zur Beurteilung einer
Milch auf den Gesundheitszustand und ihre Tauglichkeit zum Késen empfohlen
hat. Man solle nimlich eine Milch auf einem Teller beispielsweise mit Labzusatz
ausdicken lassen und dann das Dicket beobachten, wobei das Dicket einer ge-
fihrlichen Milch auch dann anders ausfallen wird, als das einer gesunden.

Durch Vereinigung dieser neuen Schatzmannschen Probe mit der Milch-
garprobe gelangt Diethelm zur Labgirprobe oder Kdsegdrprobe, wie er sie im Gegen-
satz zur Milchgarprobe nennt. Obwohl er anfangs mit ihr recht zufrieden zu sein
scheint, versucht er doch bald, diese Probe mehr der Kisereipraxis anzupassen,
glaubt mit hoheren Temperaturen arbeiten zu miissen, analog dem Nachwirmen
in der Rundkéserei, lit nach einiger Zeit die Molke von den Kischen ablaufen,
trocknet diese zwischen Tiichern und liBt die getrockneten Kischen noch eine
Nachgirung im ebenfalls ausgetrockneten Gérglas durchmachen. Die Probe wird
dadurch so umsténdlich, daB es zu verstehen ist, wenn sie in der Praxis keinen
Anklang fand und scheinbar in Vergsssenheit geriet. Erst der damalige bayerische
Konsulent fiir Milchwirtschaft, Herz%, brachte die Késegirprobe wieder ans Licht
und zu Ehren, indem er anliBlich der ersten Milchschau auf der D.L.G.-Ausstellung
zu Diisseldorf im Jahre 1907 neben der Milchgirprobe auch die Labgirprobe in
das Beurteilungsschema aufgéenommen wissen wollte und zugleich die von Burstert
hergestellten Tafeln zur Géar- und Labgérprobe beschriftete und herausgab. Heute
ist die Labgdrprobe noch die beste praktische Probe zur Bestimmung der Kdserei-
tauglichkest. Thre Durchfiithrung geschieht wie folgt: In ein steriles Garglas mit
50 ccm Fassungsinhalt werden etwa 45 ccm der zu priifenden Milch und 2 cem
einer Lablosung gegeben. Diese wird hergestellt durch Auflésung einer Hansen-
schen Labtablette in 500 ccm Wasser unter Zugabe einer Prise Kochsalz. Die
Labgérprobe wird 12 Stunden ins Wasserbad von' 39° gestellt, das konstante
Innehalten dieser Temperatur ist fiir den Ausfall der Probe von groBer Wichtigkeit,
Garapparate mit selbstschaltender elektrischer Heizung des Wassers sind hierfiir
gut geeignet.

In der Hartkiserei wird die Labgarprobe neben der Kesselmilchprobe an-
gewendet, sie dient hier allerdings mehr zur Priifung des verwendeten Naturlabes.
Es wird dabei je eine Probe der gelabten und ungelabten Milch aufgestellt, ein Ver-
gleich beider Proben laft auf blahendes Lab schlieBen, wenn die Kesselmilch
normal ausfillt, die Labgarprobe aber nicht.

Eine Abénderung der Labgarprobe versuchte Bumann mit dem von ihm
konstruierten Apparat zur Kisereitauglichkeitspriifung der Milch. Die dabei
vorgeschriebene Arbeitsweise gleicht sich stark der Technik der Weichkiserei an.
Es entstehen durch Verwendung eines Formkastens Proben in Gestalt kleiner
Friihstiickskise. Dieser 1923 im Jahresbericht der Wiirttembergischen Kiserei-
Versuchs- und Lehranstalt Wangen®! erwihnte Bumann-Apparat wurde kiirzlich
an hiesiger Anstalt auf seine Brauchbarkeit hin gepriift. Zeiler und Berwigt?
fanden dabei eine gute Ubereinstimmung der Proben dieses Apparates mit der
sonst {iblichen Labgirprobe, vor allem in der Lochbildung. Sie erwihnen als
Vorteil des Apparates, daB die einheitliche Form der Proben die Giite der Milch
deutlicher vor Augen fiihre, und dies sei dann von besonderem Werte, wenn die
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Probekischen den Lieferanten zum Nachweis der Kasereitauglichkeit ihrer Milch
vorgelegt werden sollen. Die umstindliche und zeitraubende Arbeitsweise aber und
die verhaltnismiaBig grofen Milchmengen, die fiir die Probe benétigt werden,
lassen nach ihren Erfahrungen den Bumann-Apparat fiir Massenuniersuchungen
als nicht geeignet erscheinen. Hammer® beschreibt eine dhnliche Probe zum Nach-
weis kisereiuntauglicher Milch, den sogenannten ,,Wisconsin Curd Test*.

1. Die Methodik der Keimzihlung und der Coli-aerogenes-Bestimmung
samt durchgefiihrten Nebenuntersuchungen.

1. Die Feststellung der Keimzahl von Milch.

Da die Giite der Milch in hohem Grade von den in ihr anwesenden
Bakterien abhiingt, gehort zu einer Qualitatsbeurteilung die Feststellung
der Keimzahl; ob es sich dabei um Frischmilch oder um Werkmilch
handelt, ist zunédchst gleichgiiltig.

Der Keimgehalt der Milch ist unmittelbar nach dem Melken meist ein geringer,
wenn die Milch von gesunden Tieren stammt und das Melken sachgemaf3 vor-
genommen wird. Bei richtiger Milchbehandlung wird er sich dann auch weiterhin
in angemessenen Grenzen halten. So gibt uns eine Keimzahlbestimmung den besten
AufschluB iiber die Art der Gewinnung und Behandlung der Milch. Auf Grund
der Tatsache, da8 sich in der Keimarmut der Milch auch die sorgfiltige Gewinnung
und Behandlung widerspiegelt, will, wie Reimund?® berichtet, die Molkerei-
genossenschaft Stolp nach amerikanischem und englischem Vorbild als erste in
Deutschland so weit gehen, ihre Milchbezahlung nur auf den Keimgehalt zu basieren,
,»80 daB es dann der umstindlichen Feststellung des Schmutzgehaltes der Tem-
peratur, der Katalase, Reduktase, Leukocyten, Kasereitauglichkeit nicht mehr
bedarf*.

Die in der Praxis eingefiihrte indirekte Methode zur ungefahren Keimzahl-
feststellung, die Reduktaseprobe, wurde schon erwihnt. Eine andere, ebenfalls
indirekte Methode ist die sogenannte Plattenmethode, die sich auf Robert Koch
zuriickfiihren 148t. Es wird dabei mit Hilfe von Néhragar eine GuBkultur von
der zu untersuchenden Milch hergestellt, worauf nach einem bestimmten Zeit-
raum die bei entsprechender Temperatur ausgewachsenen Bakterienkolonien ge-
zihlt werden. Gegeniiber der Reduktaseprobe bietet die Plattenmethode mancher-
lei Vorteile. Einmal ist es mdglich, den Bakteriengehalt numerisch auszudriicken,
dann zeigt die Platte, allerdings nur bis zu einem gewissen Grad, auch die Art
der vorhandenen Bakterien an und gewihrt die Méglichkeit, Keime zu isolieren.
Ein Nachteil ist, da die Zahlung erst nach einiger Zeit, bestenfalls nach 2 Tagen
vorgenommen werden kann und daB die erhaltene Keimzahl auch nur eine rela-
tive ist, da 1. die Entwicklungsbedingungen nicht fiir alle Bakterien in gleicher
Weise giinstig sind und 2. nicht alle entstehenden Keime auch aus einer einzigen
Zelle hervorgegangen sind. Zu alledem kommt noch, daB schon eine gewisse
Gewandtheit im bakteriologischen Arbeiten und besondere Sterilisationseinrich-
tungen notwendig sind, um diese Methode einwandfrei durchfiihren zu konnen.
In der breiten Praxis wird sie sich daher nicht einfiihren lassen.

Etwas anderes ist es mit der direkten mikroskopischen Keimzihl-
methode, wie sie von R. S. Breed ausgearbeitet wurde.

Mit Hilfe dieser direkten Methode ist es mdglich, in verhéltnis-
miBig kurzer Zeit, ohne besondere bakteriologische Vorkenntnisse und
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Einrichtung einen Einblick in die Zahl und, noch besser als mit der
Plattenmethode, auch in die 47¢ der in der Milchprobe enthaltenen Keime
zu erhalten.

Milch, die wegen hohen Leukocytengehaltes oder Vorhandenseins von Mastitis-
streptokokken verdéchtig ist, kann im Mikroskop gut erkannt werden. Das
Plattenverfahren ermoglicht dies nicht. Freilich hat auch die direkte Methode
ihre Nachteile. Tote und lebende Bakterien sind nicht zu unterscheiden, daher
ist diese Zahlungsweise nur fiir Rohmilch geeignet. Ferner ist es nur ein kleiner
Tropfen Milch, der AufschluB geben soll iiber eine im.Verhiltnis zu ihm ungeheuer
groe Milchmenge.

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Feststellung der allgemeinen
Keimzahl ausschliefilich die von Demeterl4 wihrend der letzten Jahre
in Deutschland propagierte mikroskopische Methode nach Breed an-
gewendet, da sie sich nach Vorstehendem gut dafiir zu eignen schien.
Bei einigen tastenden Voruntersuchungen hatte es sich gezeigt, daf fiir
die Keimzéhlung der von den Lieferanten gebrachten Werkmsilch in den
allermeisten Fillen nicht die Zahlung der Einzelkeime, sondern nur die
Gruppenzihlung in Betracht kommen kénne. Die Keimzahlen waren,
vor allem an amerikanischen Verhiltnissen gemessen, sehr hohe. So
hitte die Einzelzdhlung einen viel zu groBen Zeitaufwand erfordert,
und den gegeniiber der Plattenzihlung bestehenden Vorteil der mikro-
skopischen Methode illusorisch gemacht. Es fillt dieser Umstand stark
ins Gewicht, wenn es sich um eine gréere Anzahl von Proben handelt,
die zu bewiltigen sind. Freilich mufl man dafiir auf der anderen Seite
wieder in Kauf nehmen, genau wie beim Plattenverfahren, keine ab-
soluten Zahlenwerte zu erhalten, aber selbst bei der Einzelzihlung ist
die Feststellung der absoluten Keimzahl nur bedingt méglich. Schon
Breed und Stocking? bemerken in einer Schrift, daB es sich nicht um
exakte Zahlungen (counts) im eigentlichen Sinne, sondern mehr um
Schéatzungen (estimates) handelt, und Brew® berichtet, daB bis zu 200
bis 300% Abweichungen beobachtet werden kénnen, wenn ein und die-
selbe Milchprobe in verschiedenen wohlorganisierten Laboratorien auf
Keimzahl untersucht wird.

Auf die Methode der Keimzahlfeststellung nach Breed genauer einzugehen
eriibrigt sich. Es sei auf die entsprechende Spezialliteratur, die leicht zuganglich
ist%, hingewiesen.

In den Sommermonaten kamen nun verschiedentlich Milchen zur
Anlieferung, die einen so hohen Keimgehalt aufwiesen, daB es selbst
mit Hilfe der Gruppenzihlung nicht mehr méglich war, diesen festzu-
stellen.

Fiir Milchproben, die bei der mikroskopischen Keimzihlung in einem einzigen
Gesichtsfelde schon mehr als 40—50 Gruppen zeigen, also mindestens 12 Millionen

Keime je Kubikzentimeter besitzen, ist der sonst iibliche Ausstrich von 0,01 ccm
nicht mehr brauchbar.
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Es bestehen zwei Wege, in solchen Fillen die Keimzihlung doch noch zu er-
mdoglichen: Einmal der der Verdiinnung von 1 cem der fraglichen Milch mit 9 cem
sterilen Wassers und Verarbeiten dieser um das 10fache verdiinnten Milch wie
sonst {iiblich, oder das Abpipettieren von nur 0,001 cem Milch, wozu eine in
0,001 ccm untergeteilte Serumpipette geeignet ist.

Der Einfachheit halber wurde das zweite Verfahren angewendet. Dabei war
mitbestimmend auch der Grund, daB sich dieses unter Umstéinden auch in der
Praxis leichter durchfiihren 148t, wenn auch steriles Wasser und sterile Gerite
bei der mikroskopischen Methode nicht gerade unbedingt notwendig sind. Fiir
die Zwecke der Praxis wiirde es an und fiir sich schon geniigen, bei solchen Milchen
die bloBe Tatsache des iiberaus groBen Keimgehaltes zu erkennen. Wir haben
uns im vorliegenden Falle nur deshalb weiterhin bemiiht, eine ungefihre Zahl
festzustellen, weil sie fiir die weiteren Untersuchungen evtl. brauchbar schien.

Bei Herstellung des Ausstriches von nur 0,001 cem Milch ist es erschwert,
diesen moglichst gleichméfBig herzustellen. Es ist besonders bei dem Entfernen
der zum Ausstreichen verwendeten Nadel darauf zu achten, daB diese nicht mit
ihrer ganzen Linge auf einmal, sondern mit der Spitze zuletzt vom Priparat
abgehoben wird, da sich sonst eine grofiere Milchmenge an der Abhebestelle zu-
sammenzieht. Wenn der getrocknete Ausstrich vor dem Verbringen in die Newman-
sche Losung I erst noch mit 96proz. Alkohol fixiert wird, so trigt dies zur Ge-
winnung eines guten Bildes wesentlich bei.

Um zu sehen, wie die Ergebnisse der Zihlung bei einem Ausstrich
von 0,01 und 0,001 ccm derselben Milch iibereinstimmen, wurde von
verschiedenen Milchproben, bei denen ein hoher, aber auch mit Hilfe
der gewdhnlichen Ausstrichmenge noch feststellbarer Keimgehalt zu
erwarten war, beide Ausstriche gefertigt. Es zeigte sich dabei folgendes
Ergebnis:

Tabelle 1. Vergleich zwischen Keimzahlen, die nach der Breed-Methode mittels
Anwendung von 0,01 und 0,001 ccm Pipetten erhalten wurden. (Die Zahlen in den

beiden mittleren Spalten stellen den durchschnittlichen Gehalt an Keimgruppen
je Kubikzentimeter Milch dar.)

Proben Nr. | 0,01 ccm Ausstrich | 0,001 cem Ausstrich Verhiltnis der Ausstr.,
wenn 0,01 ccm=1

1—15 4945000 9130000 1:1,85
16—30 6858000 11678000 1:1,70
31—45 10782000 16278000 1:1,51

Der Ausstrich von 0,001 ccm brachte durchweg hohere Keimzahlen
die grofleren Zellhaufen sind im Gesichtsfeld jeweils besser verteilt,
was wohl zur Begriindung der hoheren Keimzahl gegeniiber dem 0,01 cem-
Ausstrich dienen kann. Es scheinen sich jedoch die Ergebnisse der
beiden Ausstriche einander mit zunehmender Keimzahl zu nihern, wie
das mit der Hohe der Keimzahl enger werdende Verhiltnis in der letzten
Spalte der Tabelle dies andeutet. So konnen die bei den auBerordentlich
keimreichen Milchen mit Hilfe des 0,001 cem-Ausstriches gewonnenen
Keimzahlen, ohne zu groBe Fehler zu begehen, wie die des gewohnlichen
Ausstriches verwendet werden.
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Friiher glaubte man nun, daf bei dieser Art des Zahlens (Gruppen-
zihlung) Werte erhalten wiirden, die sich den mit der Plattenmethode
gefundenen am meisten nihern; denn bei dieser Methode erschienen die
Bakteriengruppen ja auch als Einzelkolonien.

Brew und Dotterer® fanden aber bei vergleichenden Keimzidhlungen von
643 Proben unpasteurisierter Marktmilch durch die mikroskopische und die Platten-
methode, dafl bei 19% aller Zihlungen die Plattenzihlung geringere Werte ergab
als die Gruppenzéhlung, in allen ibrigen Féllen aber die Werte der Plattenzihlung
hiher waren als die der mikroskopischen Gruppenzihlung, 27% der Plattenwerte
iibertrafen sogar die Ergebnisse der Einzelzihlung.

Breed und Stocking” berichten, daB der Enddurchschnitt der Gruppenzihklung
niedriger als der der Plattenzihlung liege, wihrend der Enddurchschnitt der Einzel-
zihlung hiher sei als der aller anderen Zdhlungen. Dieses Ergebnis erhielten sie
sowohl bei den von ihnen mit Bact. coli beimpften Milchproben als auch beim
Untersuchen unbeimpfter Milch mit einer gemischten Flora. Da Bact. coli meistens
einzeln und nur selten in groBeren Klumpen in der Milch zu finden ist, ist es bei
Einimpfung in sehr keimarme Einzelmilch nach Angabe der Verfasser erleichtert,
Einzelzahlungen wie Gruppenzihlungen durchzufithren. Von den 21 von ihnen
untersuchten unbeimpften Milchproben gaben 13 Proben (= 62%) bei der Platten-
zihlung die zu erwartende héhere Keimzahl gegeniiber der Gruppenzihlung.

Brew und Dotterers Zéhlungen wurden spéter von Brew® variationsstatistisch
ausgewertet. Dabei ergab sich, daB die Regelmdfigkeit der Ubereinstimmung
zwischen den Ergebnissen der mikroskopischen Gruppenzihlung und der Platten-
methode am schlechtesten ist. Die Ursache hierfiir wird hauptstichlich damit be-
griindet, daBl es 1. zu sehr der Willkiir des Mikroskopierenden tiberlassen ist,
was er als Bakteriengruppen ansprechen will, 2. daf die verschiedenen Organismen
im Agar nicht die gleichen Lebensbedingungen finden und daf8 3. bei Herstellung
der Verdiinnungen fiir die Agarplattenzihlung ein stidrkeres Auseinanderbrechen
der Bakteriengruppen stattfindet als beim Ausstreichen auf dem Objekttriger.
Dadurch erhoht sich insbesondere die Zahl der Kolonien bei der Plattenmethode.

Brew weist noch darauf hin, daB die Ubereinstimmung der beiden Keimzahl-
bestimmungsmethoden als solcher auch von der Hoke des Gesamtbakieriengehaltes
der zu priifenden Milch abhingig ist. Die Ubereinstimmung sei um so grofer,
je keimdrmer die Milch ist. Bei Milchen mit geringen Keimzahlen sei die Platten-
methode die zuverlissigere.

Als Nebenuntersuchung vorliegender Arbeit wurden von 195 Milch-
proben jeweils die Keimzahlfeststellung nach der Plattenmethode und
der direkten mikroskopischen Methode unter Anwendung der Gruppen-
zihlung vorgenommen. Die Plattenzdhlung wurde auf Fleischextrakt-
peptonagar von folgender Zusammensetzung durchgefiihrt: Liebigs
Fleischextrakt 0,3%, Pepton Witte 0,56%, Agar 1,56%, destilliertes
Wasser, Einstellen des fertigen Agars auf py 6,4—6,8.

Nach der von Demeter’s angegebenen Verdiinnungsmethode wurden
je nach der zu erwartenden Keimzahl Verdiinnungen von 1:100 bis
1:1000000 hergestellt. Die Bebriitung der Platten erfolgte 5 Tage bei
20° und anschlieend 2 Tage bei 37°. Ausgezéihlt wurden nach Mdglich-
keit nur Platten, die zwischen 20 und 300 Kolonien zeigten. Von jeder
Verdiinnung wurden Duplikate hergestellt.
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Tabelle 2. Verhdltnis der Gruppenzihlung nach Breed zur Plattenzihlung.

1 i m v v
Hiufigkeit des
Mittelwert Mittelwert L Verhaltnisses
Proben Nr. der Gruppen- der Platten- V(:rhalt.:ms der Gr.-Z, > PL.-Z.
zihlungen zihlungen r-Z. : PL-Z. Zanl d. .
_ Proben %
1— 49 360245 339245 1:0,94 34 69,39
50— 98 976633 1187082 1:1,22 25 51,02
99147 2125632 3734817 1:1,76 19 39,78
148—195 5764645 10029645 1:1,74 20 42,67
Enddurchschn,1-195 | 2289056 | 3791000 | 1:1,66 98 50,26

Aus der Tabelle2 sind die wichtigsten Ergebnisse dieser vergleichenden
Zahlungen ersichtlich. Wenn auch der Enddurchschnittswert bei der Platten-
zdhlung den der Gruppenziahlung um das 1,66fache iibertrifft (Kolumne IV), so
wurde dennoch hinsichtlich der Hdufigkeit* bei 98 Proben (rund der Hailfte,
Kolumne V) durch die Gruppenzéhlmethode eine héhere Keimzahl als mit der
Plattenmethode gefunden. Am hiufigsten sind die Abweichungen vom Gesamtdurch-
schnittswert: Gruppenzahl<<Plattenzahl bei der Gruppe der Milch mit niedriger
Keimzahl zu beobachten (Proben 1—49). Sie betragen dort iiber 69%. Auch liegt
der Durchschnittswert der Gruppenzahlung selbst, wenn auch nur um Geringes, iiber
der Plattenzéahlung. Es ist dies erklarlich, da die Gruppenzédhlung bei Milchproben,
die nur wenig Keime enthalten, sich schon mehr der Zahlung von Einzelindividuen
nihert, die Einzelzihlung aber hihere Werte gibt als die Plattenzihlung. DaB diese
vergleichenden Zihlungen untereinander nicht so gut wie die amerikanischen
Ergebnisse iibereinstimmen, ist nicht verwunderlich, wenn man beachtet, dafl
hier angestrebt wurde, die Zahlungen nicht anders durchzufiithren, wie dies auch
bei der praktischen Milchkontrolle einigermaBen geschehen kann. Aus den ameri-
kanischen Arbeiten aber geht hervor, daB, fast méchte man sagen, auf Keim-
zéhlungen jahrelang dressierte Hilfskriifte diese Zahlungen ausfiihrten, daB bis
zu 100 Feldern je Milch gezéhlt, da eigene Okulareintejlungen benutzt wurden,
und daf bei der Plattenzidhlung jede Verdiinnung in dreifacher Ausfithrung ge-
gossen wurde. Bei alledem fanden, wie schon erwahnt, Breed und Stocking bei
Untersuchung gewdhnlicher Marktmilch auch nur bei 13 Proben von 21 die er-
wartete hohere Keimzahl bei der Plattenzahlung.

Aus den Ergebnissen der angefiihrten Autoren und den eigenen Unter-
suchungen ist zu folgern, da8 die mikroskopische Gruppenzihlung, so
wie sie in der Praxis angewendet werden koénnte, keine so genauen
Werte gibt, daB sie sich zur Bestimmung des Keimgehaltes von Vorzugs-
milch und tiberhaupt von Proben mit geringem Keimgehalt eignen wiirde.
In diesem Falle sind sie besser durch die Plattenmethode zu erhalten.
Trotzdem kann die mikroskopische Gruppenzdhlung, vor allem in
Verarbeitungsmolkereien, eine wertvolle Hilfe zur Erkennung der Giite
der von den einzelnen Lieferanten angelieferten Werkmilch sein, da sie
einen verhéltnisméBig raschen Einblick in die Zahl und Art der in der
Milch enthaltenen Keime gewihrt.

* Die Haufigkeit des Auftretens ist von der absoluten Hoéhe des Gesamt-
durchschnittswertes unabhingig.
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2. Die Bestimmung der Angehorigen der Coli-aerogenes-Gruppe in Milch.

Die in der Praxis iiblichen Proben zur Feststellung der Késerei-
tauglichkeit, die Gér- und Labgirprobe, beruhen im wesentlichen auf
dem Nachweis der durch die Coli-aerogenes-Keime hervorgerufenen fehler-
haften Géranlagen der Milch. Es zeigt dies, welche Wichtigkeit also
auch die Praxis diesen aus Milchzucker Gas und aus EiweiB iibelriechende
Abbauprodukte bildenden Bakterien beimifit. Auf die Notwendigkeit
bei der biologischen Milchkontrolle auch den Coli-aerogenes-Titer einzu-
fithren, hat besonders Demeter'® 17 in der letzten Zeit des ofteren hin-

gewiesen.

Der biologische Nachweis der Angehérigen der Coli-aerogenes-Gruppe ins-
gesamt griindet sich auf die ihnen eigene Fihigkeit, aus Milchzucker Siure und
Gas (CO, und H,) zu bilden. Die Fahigkeit, aus Eiweilstoffen (Tryptophan) Indol
zu bilden, ist auf das typische Bacterium coli beschrinkt. Es gibt bis heute leider
keine geniigend sichere Methode, Bact. coli und Bact. aerogenes voneinander zu
unterscheiden, da viele Uberginge zwischen beiden vorkommen. Letzten Endes
sind beide Keimarten fiir die Milchwirtschaft in gleicher Weise schddlich und
es wird deshalb in den seltensten Fillen eine strenge Trennung zwischen ihnen
vorgenommen, sondern sie werden in der Regel zusammengefaft.

Von anderen in Milch vorkommenden Bakterien bildet auch Bact. proteus
Indol, aber die Indolbildung geht bei ihm viel langsamer vor sich, so dafl Indol-
bildung schon innerhalb der ersten 24 Stunden doch ein sicheres Zeichen von
Anwesenheit des Bact. coli in der Milch ist. Aber die Indolbildung der Coli-
bakterien ist keine konstant charakteristische Eigenschaft, denn es gibt auch
atypische Colibakterien ohne Indolbildungsvermogen, so dafl die Abwcsenheit
von Coli nicht immer durch einen negativen Ausfall der Indolprobe ausgedriickt
wird. Bact. aerogenes bildet nach Lehmann-Neumann® wohl Indol-Essigsiure,
aber kein Indol, es kann also durch die Indolreaktion nicht erfaBt werden. Man
wird schon aus diesem Grunde jenen Methoden den Vorzug geben, die sowohl
Bact. coli als auch Bact. aerogenes nachweisen. Es ist dies die Bestimmung der
Milchzuckervergirung unter Gas- und Séurebildung. Gleichwohl wurde bei den
Versuchen auch die Indolbildung mit in Betracht gezogen.

Fiir den Indolnachweis am meisten eingefithrt ist die Ehrlichsche
Probe in der Modifikation von Pringsheim. Man impft die zu unter-
suchende Milch in abfallender Konzentration (bis zu /,g90) in Réhren
mit Trypsinbouillon nach Neisser und Friebertt. In dieser ist das Pepton
durch Andauung teilweise zu Tryptophan abgebaut und dadurch eine

giinstige Vorbedingung fiir die Indolbildung geschaffen.

Die Rohrchen werden, um auf Bact. coli zu priifen, nur 24 Stunden bei 37°
bebriitet, um dann mit Hilfe des Ehrlich-Pringsheimschen Reagens die statt-
gefundene Indolbildung nachzuweisen. Die Zusammensetzung und Anwendung
des Reagens ist folgende: p-Dimethylamidobenzaldehyd 5 g, Methylalkohol 50 ccm,
konz. HCl 40 ccm. Bei Zugabe von 5—10 Tropfen dieses Reagens zu 3—5 ccm
Kulturfliissigkeit erhdlt man, wenn indolpositive Bakterien in der eingeimpften
Milch waren, eine deutliche kirschrote Farbung, bei negativem Ausfall behilt die
Bouillon ihre eigene Farbe.

Eine Verbesserung der Ehrlich-Pringsheimschen Methode schligt
Kovacs3* vor. Er #ndert das Indolreagens dahin ab, daBl er den



Mikrobiologische Bestimmung der Kisereitauglichkeit von Milch. 15

p-Dimethylamidobenzaldehyd statt in Methylalkohol gleich in Amyl-
alkohol 16st.

Sein Indolreagens ist dann von folgender Zusammensetzung: p-Dimethyl-
amidobenzaldehyd 5g, Amylalkohol reinst 75 ccm, konz. HCl 25 cem. Wenn
nicht reinster Amylalkohol verwendet wird, bekommt das Reagens schon gleich
bei der Herstellung eine rotliche Farbe und ist somit zum Nachweis einer statt-
gefundenen Indolbildung unbrauchbar. Von zwei verschiedenen Firmen bezogener
Amylalkohol ,,pro an‘‘ bezeichnet, war nicht zu gebrauchen, nur ein Amylalkohol
puriss. iso von Merck befriedigte.

Als Nahrfliissigkeit empfiehlt Kovdcs einfache Fleischbouillon mit 1% Pepton
Witte; der Kultur sollen 25-—30 Tropfen des Reagens zugegeben werden, nach
mehrmaligem Schwenken — jedoch ohne Schiitteln — nimmt die iiberstehende
Fliissigkeit spitestens nach einigen Minuten eine rotviolette Farbe an. Das Ab-
lesen der Reaktion soll wegen evtl. Nachdunkelns von negativen oder Aufhellens
von positiven Proben mindestens innerhalb 1 Stunde vorgenommen werden.
Indolnegative Stimme gaben bei Versuchen, die Kovdcs damit ausfiihrte, niemals
eine auch nur fragliche Reaktion.

Weitere vergleichende Versuche mit dem Ehrlich-Pringsheimschen und Kovacs-
schen Indolreagens hat Demeter durchgefiihrt'é, wobei er neben Trypsinbouillon
und Fleischextraktbouillon mit 1% Pepton auch Kwuczinskys Spezialnihrboden
fiir anspruchsvollere Bakterien (Standard I Merck) verwendete. Es zeigte sich,
dal sich mit Kovacs-Reagens sofort. und bei allen Ndhrbiden eine einwandfreie
kirschrote Farbung erzeugen laBt, auch in den Fillen, wo das Resultat mit dem
Ehbrlich-Pringsheimschen Reagens zunichst zweifelhaft ist. Dies war bei der
Fleischextraktbouillon der Fall, indem mit erstgenanntem Reagens bei nach-
folgender Amylalkoholausschiittelung die positive Reaktion erst nach einigen
Stunden deutlich wurde. Als Kulturfliissigkeit hat sich bei Verwendung von
Kovacs-Reagens nach Demeters Versuchen die Standard-I-Bouillon nach Kuczinsky
der Trypsinbouillon nach Neisser und Frieber mindestens ebenbiirtig erwiesen.
Da sich ferner gezeigt hat, daB diese Kuczinsky-Bouillon sogar bei 4facher Ver-
diinnung noch fiir das Gelingen der Indolprobe vollstindig geniigend ist, diirfte
sie wegen der einfacheren Herstellung und ihrer Billigkeit infolge der Verdiinnung
sowohl der Trypsinbouillon als auch der Fleischextraktpeptonbouillon vorzuziehen
sein. Der Vollstandigkeit halber mu8 allerdings noch angegeben werden, daB sich
nach Demeters Untersuchungen die Unterschiede in den Resultaten mit beiden
Reagenzien fast vollig verwischten, wenn dem Ehrlichschen Reagens Zeit gelassen
wurde, unter nachtraglicher Zufiigung von Amylalkohol geniigend lange ein-
zuwirken. Es bestehen also tatsichlich keine qualitativen, sondern nur Intensitats-
unterschiede mit der Zeit als mafigebendem Faktor.

Weitere vergleichende Untersuchungen mit verschiedenen Indolnachweis-
methoden wurden von Lapinsky® und Thoemke®? ausgefithrt mit dhnlichen Resul-
taten. Thoemke fand, daBl Kovdcs’ amylalkoholisches Reagens auf Indol dem-
jenigen von Zuipfel iberlegen ist, wenn gewohnliche Fleischpeptonbouillon ver-
wendet wird, wihrend Lapinsky zu dem Schlusse kam, daB beide Reagenzien
gleichwohl zum Ziele fithren, wobei aber dem Reagens von Kovdcs gegeniiber dem
Ehrlichschen der Vorzug der grofleren Bequemlichkeit und Einfachheit gebiihre.

Bei den Versuchen zur biologischen Feststellung der Késereitauglich-
keit von Milch nach verschiedenen Methoden wurde bei 250 Milchen
auch die Priifung auf Indol mit einbezogen, und zwar wurde dazu als
Kulturflissigkeit durchlaufend Trypsinbouillon benutzt. Neben dieser
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wurden auch die beiden anderen genannten Nihrfliissigkeiten auf
Ubereinstimmung mit ersterer gepriift. Die Versuchsreihe I umfaBt
150 Proben, bei denen neben Trypsinbouillon die von Kowdcs vorge-
schlagene Fleischextraktpeptonbouillon zum Nachweis von Indol diente.
145 Proben (=97%) zeigten sich als indolpositiv. Diese Proben fielen
vorwiegend in die Sommermonate. In einer zweiten Versuchsreihe,
100 Proben umfassend, kam neben der Trypsinbouillon auch die oben
genannte Kuczinsky-Bouillon in vierfacher Verdiinnung zur Anwendung:
87% der Proben waren hier indolpositiv. Die Untersuchungen wurden
zu Beginn des Winters unternommen. Die nachstehende Zusammen-
stellung der Ergebnisse 148t die Uberlegenheit der Trypsinbouillon zum
Indolnachweis bei Milch — Kovdcs und Demeter arbeiteten bei ihren
Versuchen mit Reinkulturen — gegeniiber der Fleischextraktbouillon
und auch der vierfach verdiinnten Kuczinsky-Bouillon deutlich in Er-
scheinung treten.

Versuch iiber Verwendung verschiedener Nihrfliissigkeiten zum Indolnachwess.

Versuchsreihe I:

Proben-
Indolbildung in Tr.B. in hoherer Verdiinnung positiv als in  zahl %
FLPB. . . . . .. ... . . .. ... 57 39,3
. in Tr.B. und FLP.B. bis zur gleichen Verdiinnung
posit. . . . . . .. .. e e 43 29,7
» in Tr.B. in nicht so hoher Verdiinnung positiv als in
FLP.B. .. ... . ... e e e 45 31,0

Versuchsreihe II:

Indolbildung in Tr.B. in héherer Verdiinnung positiv als in Ku.B. 42 48,3
in Tr.B. und Ku.B. bis zur gleichen Verdiinnung pos. 27 31,0
in Tr.B. in nicht so hoher Verdiinnung positiv als

mKuB. . ... 000000000 18 20,7

sy
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Verwendet wurde als Indolreagens anféanglich sowohl das Ehrlich-Pringsheim-
sche als das von Kowvdcs; da aber besonders in den Rohren, in die 0,1 ccm Milch
eingeimpft worden war, das letztere die Indolbildung deutlicher anzeigte, wurde
es spater ausschliefilich beniitzt. Die Tribung der Bouillon durch die Milch und
bei Kuczinsky-Bouillon noch dazu die goldgeibe Eigenfarbe der Fliissigkeit itber-
deckten héufig die mit dem Ehrlich-Pringsheimschen Reagens mitunter ent-
stehende rosa Farbe oder lieBen sie mindestens fraglich erscheinen. Mit Hilfe
der Amylalkoholextraktion hitte man diese wohl nach lingerer Zeitdauer sichtbar
machen konnen, es wurde aber dann der Einfachheit halber mit dem sofort
wirkenden Kovacs-Reagens gearbeitet.

Da die Indolreaktion nur die typischen Colistimme in einer Milch
anzeigt, Stimme aber mit Ubergingen zum Bact. aerogenes und diese
selbst durch sie nicht erfaBt werden, ist der Nachweis der Gasbildung
aus Milchzucker fir die Bestimmung der Coli-aerogenes-Gruppe in der
Kisereimilch der wichtigere. Es ist dazu der von Kessler und Swenar-
ton3? empfohlene fliissige Nahrboden: Gentianaviolett-Lactose-Pepton-
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Galle-Wasser, und die von Klimmer, Houpt und Borchers3 angegebene
Lactose-Trypaflavin-Bouillon geeignet.

Kessler und Swenarton beniitzen bei ihrem Nihrboden die Eigenschaft von
Centianaviolett, in bestimmter Konzentration auf Bakterienwachstum hemmend
zu wirken; durch Zufiigen von Rindergalle wird diese wachstumshemmende Eigen-
schaft fiir die Vertreter der Coli-aerogenes-Gruppe aufgehoben. Hiermit wird eine
Elektivkultur dieser Organismen geschaffen und das Auftreten von Gas ist dann
ein sicheres Zeichen fiir die Anwesenheit von Keimen dieser kisereischidlichen
Gruppe in der Milch.

Der Nahrboden wird folgendermaBen hergestellt: Ein Liter destilliertes Wasser
wird im Wasserbade oder Dampftopf erhitzt und dann 50 g Rindergalle und 10-g
Pepton hinzugegeben. Nach kriftigem Umrithren wird 1 Stunde gekocht und
anschliefend 10 g Lactose hinzugefiigt. Nach Losung derselben wird die Bouillon
mittels Natronlauge auf Phenolphthaleinneutralitdt (schwachrosa) eingestellt und
filtriert. Hierauf erfolgt erst die Zugabe des Farbstoffes, 4 ccm einer 1proz.
Losung von Gentianaviolett, das entspricht einer Farbstoffkonzentration von
1:25000. Der fertige Nahrboden wird in Durham-Réhrehen gefiillt; diese bestehen
aus einem Reagensglas von normaler Grofle, in das ein entsprechend kleineres
umgekehrt zum Auffangen des Gases hineingestellt ist.

Der Klimmersche Nihrboden setzt sich aus folgender Grundbouillon zu-
sammen: Liebigs Fleischextrakt 10 g, Pepton Witte 10 g, Lactose 10 g, Kochsalz
5 g, dest. Wasser 1000 ccm, eingestellt auf p, 7,2. Dieser wird zur Hemmung
der gramfesten Bakterien Trypaflavin in einer Dichte von 1:100000 zugegeben,
1cem einer 1lproz. wisserigen Losung auf 11 Nihrboden. Trypaflavin ist ein
Acridinfarbstoff von stark antiseptischer Wirkung.

Schon lange in die bakteriologische Technik eingefiihrt smd die
Schiittelkulturen, die zum Nachweis von Gasbildung durch Bakterien
dienen sollen. Man impft die zu untersuchende Kultur in Réhren mit
verfliissigtem Zuckeragar ein, verteilt die Keime durch Schiitteln darin,
148t den Agar dann erstarren und bebriitet, wenn es sich um Coli-
aerogenes-Kulturen handelt, bei 37°.

In unserem Falle wurde in einigen Vorversuchen die zu priifende Milch in
gewohnlichen Lactoseagar geimpft, dem gleichzeitig zum Nachweis entstehender
Sauerung Bromkresolpurpur beigegeben war. Dabei zeigte sich haufig, da8 in
den Roéhren mit 1 cem und héiufig auch noch mit 0,1 cem Milchbeimpfung wohl
eine starke Siuerung auftrat, die Blihung dagegen unterblieb; erst bei der 0,01 ccm-
und 0,001 ccm-Verdiinnung machte sich die Blasenbildung oder Zerreifung des
Zuckeragars bemerkbar. Da der Gasbildungsnachweis aber in der Praxis bei
Kontrolle in Molkereien mit Hilfe der Anlage von Schiittelkulturen in festen Nahr-
béden leichter und bequemer vorgenommen werden kann — wegen des leichteren
Versendens oder Mitfiilhrens der Roéhren —, wurde versucht, die Unsicherheit
der Schiittelkultur bei Verwendung von gewéhnlichem Lactoseagar dadurch zu
beheben, dafl die beiden oben beschriebenen fliissigen Spezialndhrboden von
Kessler und Swenarton und von Klimmer durch Zusatz von 1,5% Agar in feste,
fiir Schiittelkulturen brauchbare Nihrbéden verwandelt wurden. Nach Klimmer,
Haupt und Borchers® hat sich bei Verwendung von festen Nahrbéden zur Hemmung
der grampositiven Keime ein Trypaflavinzusatz im Verhéltnis 1:20000, 5 ccm
einer 1proz. wisserigen Trypaflavinlosung auf 11 Nahrboden, am wirksamsten
erwiesen, ohne das Wachstum der Coli-aerogenes-Keime zu beeintrichtigen. Es
wurde daher bei den Trypaflavin-Lactoseagarschiittelkulturen diese groBere Dichte

2



18 H. Ordolff:

angewendet. Die Konzentration des Gentianavioletts wurde fiir Agar unverindert
gelassen.

Ein Versuch iiber die Brauchbarkeit der verschiedenen bisher ge-
nannten Nahrboden unter Einbeziehung der Indolprobe in Trypsin-
bouillon wurde bei 20 Milchproben durchgefithrt. Die dabei angegebene
wahrscheinliche Colizahl wurde nach den von Mc.Crady ausgearbeiteten
Tabellen fiir die mathematische Auswertung von Gérproben bestimmt,
deren Anwendung sich nach den Angaben Demeters'® auch fiir die Be-
stimmung des Coli-aerogenes-Titers vorteilhaft erweist.

Bei Herstellung der Verdiinnungen sind dafiir mindestens zwei Parallelrohren
notwendig. Werden mehrere angelegt, so werden die Resultate genauer, die
hochstgewihlte Verdinnung soll steril bleiben. Die Verdinnungen sind dann
x cem, 0,1 x cem, 0,01 x cem, 0,001 x cem usw., wobei x die Anzahl der angestellten
Parallelrshrchen bedeutet. Die Ergebnisse werden nun in der Weise registriert,
daBl man die Anzahl der positiven Parallelréhrchen bei jedem Verdiinnungssatz
feststellt. Haben wir z. B. je zwei Parallelréhren (x = 2), dann wiirde die Zahl
22100 bedeuten, daBl von den 1 cem- und 0,1 ccm-Réhren beide positiv waren,
daB von den 0,01 cem nur eine und von den folgenden keine einzige positiv war.
Die fiir die Berechnung in Betracht kommende Zahl ist dann jene der 2., 3. und 4.Ver-
diinnung, némlich 210. Dieses ist die sogenannte Stichzahl (significant number)
und sie fullt auf derjenigen Verdiinnung, bei der noch alle Rohren positiv waren,
und den néchsten zwei.

Es kann auch der Fall eintreten, daB von den ersten Verdiinnungen nicht
alle Rohren positiv sind, so da3 wir z. B.-die Zahl 110 haben, dann bleibt trotzdem
110 die Stichzahl. Gelegentlich mag auch der Fall eintreten, dal man eine vier-
stellige Zahl erhilt, z. B. 2101. In diesem Falle rechnet man die letzte 1 zu der
vorhergehenden Ziffer und betrachtet dann 211 als Stichzahl, ohne einen merk-
lichen Fehler zu machen. In der folgenden Tabelle von Mc.Crady ist die Stichzahl
und daneben ,,die wahrscheinliche Zahl*“ pro Volumeneinheit bei Anlegen von
2 Parallelrshren einer jeden Verdiinnung angegeben.

Tabelle 3. Auswertung des Coli-T'iters nach Mc.Crady.

‘Wahrscheinliche ‘Wahrscheinliche ‘Wahrscheinliche
Stichzahl Zahl der Stichzahl Zahl der Stichzahl Zahl der
Organismen Organismen Organismen

000 0,0 110 ‘ 1,3 211 | 13,0

001 0,5 111 2,0 212 | 20,0
010 0,5 120 2,0 220 \ 25,0
011 0,9 121 3,0 221 ‘ 70,0
020 0,9 200 2,6 222 110,0

100 0,6 201 5,0 1

101 1,2 210 6,0

Beispiel: Ist die gefundene Stichzahl 210, so ist in der Tabelle dafiir als wahr-
scheinliche Zahl 6,0 abzulesen. Dieser ist zugrunde gelegt jene Verdiinnung, bei
der noch alle Parallelrshren positiv waren, beispielsweise die 0,1 cem-Verdiinnung.
Also miissen wir die gefundene wahrscheinliche Organismenzahl von 6,0 mit 10
multiplizieren und wir erhalten 60 Keime pro Kubikzentimeter.
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Tabelle 4.

Coli-aerogenes-Nachweis durch Indolreaktion und durch Gasbildung in verschiedenen
Naihrbiden bei Verwendung von 2 Parallelrohren einer jeden Verdi g, ausg tet
nach Mec.Crady.

Probe Indolreaktion Gg:{:li:- Ig:&;)lll?:- Trzgﬁllﬁ)\:n- Gelg;%%?xiggtt- | Trypaflavinagar
e, | gt | e, | 2o | g, | Pt | i, | B || FoS s
112 &)O* 60 222}2* 600 2221(_)* 600 221_00* 60 2@0* 60
2 | (2) 2000 25 122000 25 122000 25 |20000 2,6] 21000 6
3 | (2)1000 6 122000 25 122100 60 22000 25 22000 25
4 |(2) 1200 20 21200 20 122000 25 |22000 25 22000 25

5 |(?)0000 — 20000 2,5 (10000 0,6110000 0,6] 10000 0,6
6 | (2)2210 | 600 22221 | 7000 22220 | 2500 }22200 | 250 22200 | 250
7 1(2) 2100 60 122200 | 250 |22210 600 122200 | 250 22210 | 600
8 | (2) 1000 6 21000 6 110000 0,6 {22000 25 20000 2,5
912 Zgzg 2 500 22229_ 2 500 22_2_01 500 22@9 250 2_1_100 13
10 | (2) _22_00 25 22(&0 25 222@ 250 2?@0 25 2_2_990 25
11 | (2) 23(1) 250 2_2_(2(_)0 25 211)00 6 2_19_00 6 gEOO 13
12 [ (2)2110 | 130 22211 | 1300 ‘ 22211 | 1300 |22000 25 22200 | 250
13 {(2) 210 60 122110 130 22200 250 22000 25 | 210000 6
14 1(?)000 — 22220 | 2500 |22200 | -250 22000 25 | 220000 25
15 1 (2) 2_2l(2 600 22@ 2 500 222_1_0 600 22_2_1_0 600 22?@0 250
16 |.(2) 2@ 250 22@ “ 2 500 222(_)' 2500 22200 | 250 22?1_0 600
17 1(2) 2221 | 7000 22_22(_)_ \ 2 500 22@ 2 500 22% 250 2221_0_ 600
18 | (?) 0000 — 22@ 2500 22@ 600 2@ 60 22_(_)10 50
19 Q)__llOO 13 122100 60 22_21_0 600 _2_2(_)00 25 22@(_)' 250
20 | (2) 2@ 1 2 500 22?_2 600 2@ 600 22?@ 250 222(_2 250
Sa. . . . .. 14105 25 068,5 131767,2 2429,1 33011
Durchschnitt 829,7 12534 688,3 1214 ﬁ(_)
* Die unterstrichenen Ziffern ergeben die Stichzahl. — Die in Klammern

gesetzten Zahlen sind willkiirlich angenommen, doch darf man mit Recht voraus-
setzen, daB sich die Proben, falls sie mit 1,0 ccm Milch angesetzt worden waren,
auch positiv verhalten hatten.

Beim Vergleich der im Durchschnitt von 20 Proben erhaltenen
wahrscheinlichen Colizahlen, s. Tab. 4, ergibt sich, wenn man die mit
Gentianaviolett-Galle-Bouillon und Trypaflavinbouillon
Werte beriicksichtigt, eine durchschnittlich 1,82fache Uberlegenheit des
ersteren, d.h. es werden mittels Gentianaviolett-Lactose-Gallewasser

erhaltenen

2*
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fast doppelt soviel Keime erfait wie mit Trypaflavin-Lactose-Bouillon*.
Bei der Gegeniiberstellung der beiden Nahrboden in fester Form kehrt
sich das Verhéltnis der durch den Gentianaviolett-Lactose-Galle-Nahr-
boden zu dem durch den Trypaflavinnihrboden gewonnenen Wert mit
0,72:1 um. Stellt man ein und denselben Néhrboden jeweils in fliissiger
und in fester Form zum Vergleich, so ergibt sich wohl beim Gallenéhr-
boden als auch beim Trypaflavinnihrboden eine Uberlegenheit der
flilssigen mit dem 10,35fachen bei ersterem und dem 4,17fachen bei
letzterem.

Wenn Gallebouillon, soweit man dies auf Grund von 20 Proben
folgern kann, auch der Trypaflavinbouillon etwas iiberlegen scheint,
80 hat diese wiederum den Vorzug der einfacheren Herstellung und kon-
stanteren Zusammensetzung wegen des Wegfalles der Rindergalle. DaB3
bei der fiir die Praxis geeigneteren festen Nahrbodenform der Trypa-
flavin-Lactose-Agar etwas bessere Ergebnisse lieferte als der Gentiana-
violett-Galle-Lactose-Agar und zudem beim Trypaflavinndhrboden die
Ergebnisse des festen und fliissigen Kultursubstrates niher beieinander-
liegen, 148t ihn weiterhin als fiir die Praxis geeigneter erscheinen.

Indolprobe: Von den in diesem Versuche gepriiften Milchproben
waren 17 (= 85%) indolpositiv, d. h. sie gaben von der 0,1-ccm-Ver-
impfung ab eine positive Indolreaktion.

Um eine solche bei der 0,1-ccm-Verimpfung sicher zu erhalten, empfiehlt
es sich, das Doppelte der sonst iiblichen Kulturflissigkeit, also etwa 10 ccm, in
die Rohrchen abzufiillen. Bei Verimpfung von 1 cem Mileh wird man selbst bei
dieser erhohten Nahrfliissigkeitsmenge nur in den allerseltensten Féllen eine
deutlich positive Reaktion erhalten, wenn auch die Rohren der hoheren Ver-
diinnungen eine solche anzeigen**.

Der durch die Indolprobe unter Verwendung von Trypsinbouillon
gefundene Durchschnittswert an Coliorganismen steht in der Mitte
zwischen den durch Gasbildung in Gallebouillon und Trypaflavin-
bouillon gefundenen Werten. Dies ist insofern ein eigenartiger Be-
fund, als sich in der Milch vielfach mehr Aerogenes- als Colibakterien
finden und daB man demzufolge mit dem Gasbildungsnachweis eine
wesentlich hohere Keimzahl erwarten miiite, als mit dem mehr spezifi-

* Nach AbschluB unserer Arbeit erschien ein Beitrag von Salle [J. Bacter.
20, 381—406 (1930)], worin dieser die Gentianaviolettnihrbéden als zu wenig
elektiv kritisiert; denn es wiirden durch diesen Farbstoff solche Organismen, die
eine positive Probe vortduschen kénnen (aerobe Sporenbildner und Staphylo-
kokken), nicht immer mit Sicherheit ausgeschaltet. Vielleicht mag dieser Um-
stand in unserem vorliegenden Falle dazu beigetragen haben, daB bei Ver-
wendung von Gentianaviolett hhere Werte als mit Trypaflavin erhalten wurden.
Salle verwendet Krystallviolett in einer Verdiinnung von 1 : 700000.
** Die Ursache hierfiir liegt entweder in der Verhinderung der Indolbildung
durch den Milchzucker oder im Aufkommen anderer Bakterien, die die Colikeime
im Wachstum hemmen.
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schen Indolnachweis. Man kann sich eine Erklarung dieser Erscheinung
einmal in der Richtung suchen, als man annimmt, daB die Aerogenes-
bakterien durch'den Trypaflavinfarbstoff mehr geschidigt werden als
die typischen Colibakterien, oder in einem Mangel des Auswertungs-
verfahrens.

In der folgenden Tab.5 wurden dieselben Milchproben in anderer
Weise angeordnet; die wahrscheinliche Zahl wurde auBler acht gelassen
und aus der vorhergehenden Zusammenstellung nur entnommen, bis
zu welcher Verdiinnung eine Probe noch positiv war; ob nur eine Réhre
oder alle beide sich als positiv erwiesen, blieb dabei unberiicksichtigt.

Tabelle 5. Indolreaktion und Gasbildung in fliissigen und festen Nahrboden.

Indolreaktion - Gasbildung
v I in fliissigem Nédhrboden in festem Nihrboden
ver- Pro- |
diinnung | pep. % Gallebouillon ‘ Tryp.-Bouillon Galleagar Tryp.-Agar
zabl Prz.| % |prz.| % |erz| % |Pez| %
1 — — 1 5,0 2 10,0 2 10,0 2 10,0
0,1 4 23,63 5 25,0 3 15,0 9 45,0 6 30,0
0,01 8 47,06 3 15,0 4 20,0 8 40,0 8 40,0
0,001 4 23,53 9 | 45,0 9 45,0 1 5,0 4 20,0
0,0001 1 5,88 2 10,0 2 10,0 0 — 0 —
Sa.. . . |17 [100,00 [ 20 [100,00 | 20 [100,00 | 20 [100,00 | 20 |100,00

Die Prozentzahlen der Proben bei
den einzelnen Verdiinnungen zeigen
bei der Gasbildung in den fliissigen
Nahrboden eine Anhédufung bei der
0,001-ccm-Verdiinnung. Diese An-
héufung liegt bei den festen Nahr-
boden bei der 0,1- und 0,01-ccm-
Verdiinnung, wobei wieder deutlich
wird, daB3 die Ergebnisse der fliissigen
und festen Néhrmedien gleicher Zu-
sammensetzung sich bei Verwendung
des Trypaflavin-Lactosenihrbodens
ndher stehen als beim Gentiana-
violett - Galle - Lactose - Ndhrboden.
Der Indolnachweis ist, soweit es sich
um indolpositive Proben handelt,

Abb. 1. Indolreaktion und Gasbildung durch die

Coli-aerogenes-Gruppe in fliissigen und festen

Néhrboden im Vergleich zur fortschreitenden
Milchverdiinnung.
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wie aus der Tab. 5 und der zugehérigen Darstellung 1 ersichtlich,
schiarfer als die Gasbildung in den festen Nahrbéden, erreicht aber
bei dieser Art Auswertung (vgl. Tab. 4) die Ergebnissé der Gasbildung
in beiden fliissigen Nahrbdden nicht.

IIL. Vergleich der Feststellung der Kisereitauglichkeit von Milch mit Hilfe
der Reduktase-, Milchgir- und Labgiirprobe einerseits, der Keimzihlung
und der Bestimmung der Coli-aerogenes-Gruppe andererseits.

1. Feststellung der Milchqualitit durch Reduktaseprobe und Keimzihlung.

Die Durchfiilhrung der Reduktaseprobe geschah bei diesen Versuchen in
Anlehnung an die im Weihenstephaner Molkereibetrieb zur Qualitdtsbestimmung
angewendete frither beschriebene Methode. Bei Beurteilung der Reduktionszeit
ist es dort iiblich, die erste Ablesung schon nach 15 Minuten vorzunehmen, und
nicht, wie Barthel und Jensen vorschreiben, nach 20 Minuten. Diese Ubung ist
wohl auf Henkel?”, den fritheren Vorstand der Weihenstephaner Molkereischule,
zuriickzufithren. Er gibt auch in seinem Katechismus der Milchwirtschaft 15 Mi-
nuten als kiirzeste Beobachtungszeit an.

Bringt man die 412 Milchproben, die im Laufe eines Jahres der
Reduktaseprobe unterzogen wurden, in das Klassensystem von Barthel
und Jensen, so ergibt sich:

Klasse Reduktion ! Probenzahl , %
I gute Mileh . . . . . ... ... nach 330 Min. ; 74 f 17,96
IT mittelgute Milech . . . . . . . .. 120—330 ,, 147 35,68
III schlechte Milch . . . . . . . . . 15—120 ,, 136 33,01
IV sehr schlechte Milch . . . . . . . bis 15 55 13,35

Versteht man unter Klasse I und II (gute und mittelgute Milch)
kisereitaugliche Milch, da aus der langen Entfarbungszeit auf eine ver-
hiltnismdBig keimarme, sorgfiltiz gewonnene und behandelte Milch
geschlossen werden kann, so sind dies 53,64 % der untersuchten Proben,
also 7,28% mehr als Klasse IIT und IV (schlechte und sehr schlechte
Milch), die insgesamt 46,36% betragen.

Zum Vergleich der Reduktaseprobe und der durch die mikroskopische
Zahlung von Keimgruppen nach der Breed-Methode gewonnenen Keim-
zahl kénnen die von Barthel und Jensen aufgestellten Keimzahlgrenzen
von 500000, 4 Millionen und 20 Millionen nicht verwendet werden.

Es handelt sich bei diesen Zahlen um solche, die mit Hilfe der Plattenmethode
gewonnen wurden. Die Betrachtung der Tab. 2 (Vergleich zwischen Gruppen-
zéhlung nach Breed und Plattenzéhlung) ergibt, daBl mit Ausnahme der Milchen
mit niedrigem Keimgehalt die Gruppenzihlung geringere Werte anzeigt als die
Plattenzédhlung. Bei den Milchen mit geringerem Keimgehalt ist die mikro-
skopische Zihlung der Keimgruppen im Vergleich zur Plattenzihlung etwas
hoher.

Aus dieser Tatsache ist zu folgern, da8 die Keimzahlgrenzen dem-

entsprechend abgedndert werden miissen, damit ein Klassifikations-
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system gzustande kommt, in welchem die Reduktaseprobe mit der
Gruppenkeimzahl verglichen werden kann. Nachstehendes Schema hat
sich fiir diesen Zweck als brauchbar erwiesen.

Tabelle 6. Vergleich zwischen Reduktionszeit und Keimzihlung (direkie und indirekte

Methode).
Klasse (nach Barthel w. Redukbionszeit Ungef;‘i@fz Keimgehalt im cem Milch
Jensen) Plattenmethode ‘ Mikr. Gruppenzihlung
I gute Milch . . | nach 330 Min. bis 500000 f bis 600000
IT mittelgute Milch | 120—330 ,, 500000 bis 4 Mill. | 600000 bis 2,1 Mill.
III schlechte Milch 15—120 ,, 4—20 Mill. 2,1—12 Mill.
IV sehr schl. Milch bis15 ,, iiber 20 ,, tiber 12 ,,

Es kommt dabei in den im Vergleich zu Barthels und Jensens Einteilung
herabgesetzten Keimzahlgrenzen deutlich zum Ausdruck, dafl die durch die
Gruppenzihlung gewonnenen Keimzahlen in den meisten Fallen niedriger sind
als die durch die Plattenmethode erhaltenen.

Bei Einreihung der Milchproben in obiges Schema unter Beriick-
sichtigung der Reduktionszeit und des Keimgehaltes ergibt sich folgende
Tabelle:

Tabelle 7. Vergleich zwischen Reduktionszeit und Keimgehalt (mikr. Gruppenzihlung).
(Proben in Prozent.)

Reduktionszeit bis 600000 ‘ 600000—2,1 Mill.‘ 2,1—12 Mill.) tiber 12 Mill.
KL T nach 330 Minuten . . . 68,92 y 31,08 ‘ — ' —
. 11120330 ,, ... 1701 68,71 14,28 —
LI 15120, ... — 1544 | 7720 | 7,36
s IV bisls o, ... — — ] 321 | 6127

Aus der Zusammenstellung ist eine Ubereinstimmung der Ergeb-
nisse der Methylenblau-Reduktaseprobe mit dem auf dem Wege der
Gruppenzéhlung gewonnenen Keimgehalt von 67,27—77,20%, im. Mit-
tel der vier Klassen von 70,53% zu ersehen. Die Ausnahmen betragen
demnach 29,47%. Wenn schon bei dem Schema Barthels und Jensens
fiir die durch die Plattenzihlung gewonnenen Keimzahlen einmal 23 %,
ein anderes Mal 33% Ausnahmen errechnet wurden, so sind die hier
gefundenen 29,47 % nicht so ungeheuerlich. Sie sind wohl in der Haupt-
sache der Ungenauigkeit der Reduktaseprobe zur Last zu schreiben,
da diese, wie schon erwihnt, weniger die absolute Zahl der Bakterien,
als vielmehr deren Leistungskraft anzeigt.

Die Reduktaseprobe als einzige Grundlage zur Beurteilung einer Milch
ist doch sehr unsicher. Wenn schon die Untersuchungen auf eine einzige
Probe beschrinkt werden sollten, ist der Keimgruppenzihlung der Vor-
zug zu geben, da sie neben dem genauer feststellbaren Gesamtkeimgehalt
auch die Erkennung krankheitsverddchtiger Milch (Mastitisstreptokokken,
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itberreichlich Leukocyten) und bei einiger Ubung auch kdserezschidlicher
Milch (Uberwiegen von Kurzstibchen der Coli-Aerogenesgruppe) ge-
stattet.

2. Der Awusfall der Milchgdir- und Labgdrprobe in Beziehung zum
Keimgehalt der Ausgangsmilch.

Da der Keimgehalt einer Milch Schliisse auf die Art ihrer Gewinnung
und Behandlung ziehen 148t, miissen auch gewisse Beziehungen zwischen
dem Keimgehalt und der Qualitét, in unserem Falle der Késereitaug-
lichkeit, bestehen. In den folgenden Tab.8 und 9 ist von iiber
400 Milchproben der jeweilige Gehalt an Bakterien, wie er einmal durch
die Reduktaseprobe und zum anderen durch die Keimgruppenzéhlung
unter dem Mikroskop ermittelt wurde, der Milchgdrprobe gegeniiber-
gestellt.

Die bei den Milchgiarproben angegebenen Punktzahlen von 0—5 zeigen den
Ausfall der Proben an, wobei in Anlehnung an die von Herz verstffentlichten
Tabellen Bursterts?® und an diejenige der Weihenstephaner Forschungsanstalt mit
0 Punkten die schlechtesten und mit 5 Punkten die besten Proben beurteilt
wurden. Wie man die einzelnen Géarprobentypen bewertete, zeigt genauer das
nachstehend angefiihrte in Weihenstephan iibliche Schema:

Gerinnung, geblaht und késig. . . . . . . . . . . ... ..., 0 Punkte
Kiasig-ziegerige Gerinnung. . . . . . . . . . . . . . .. ... 1 Punkt
Ziegerige Gerinnung, gallertige oder griefige Gerinnung mit starker

Gasbildung . . . . . . .. ..o 2 Punkte
Gallertige oder griefige Gerinnung mit Molkenausscheidung, fliissige

Probe, die im Geschmack nicht geniigt . . . . . . . . . . . 3 5
Gallertige oder grieBige, gleichméaBige Gerinnung mit wenig Molken-

ausscheidung, teilweise fliissige Probe . . . . . . . . . . . . 4
Gallertige, gleichméBige Gerinnung ohne Molkenausscheidung oder

fliissige Mileh . . . . . . . . ... ... 5

Wenn Geschmack bitter oder unrein sauer, riflsalzig oder mufﬁg sz
Futtergeruch oder Stallgeruch sich bemerkbar macht, werden die
Proben um einen Punkt heruntergesetzt.

DaB die Milchgirprobe zusammen mit der Reduktaseprobe als Garreduktase
oder Farbgirprobe durchgefiihrt wurde, sei nochmals erwahnt.

Tabelle 8. Vergleich zwischen Reduktase- und Milchgdrprobe.

Garprobe 0 Punkte 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 u. 5 Punkte

Proben Proben Proben Proben Proben

Zahl| % Zahl' % |zanl| % |zZam| <% |zam| %

Reduktionszeit

bis 15Min. | 1 2,631 1 . 2,86 | 6 8,00 | 20 | 16,26 | 27 | 16,77

15—120 ,, 9| 23,6811 | 31,43 |27 | 36,0035 | 28,46 53 | 32,92
120—330 ,, 12 | 31,58 | 12 | 34,28 | 33 | 44,00 [ 49 | 39,83 | 55 | 34,16
nach 330 ,, 16 | 42,11 |11 | 3143 | 9| 12,0019 | 1545] 26 | 16,15

Sa. . .. .|38 100,00 35 [100,00 [ 75 [100,00 123 100,00 [161 [100,00
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Tabelle 9. Vergleich zwischen Keimzahl (mikr. Gruppenzihlung) und Milchgdrprobe.

Gérprobe 0 Punkte 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 u. 5 Punkte
Proben Proben Proben Proben Proben
Reduktionszeit
zatl| % [zam| % [zam| % |zam| % (zam| o
tiber 12Mill.. 1 2,94 2 5,72 3 4,28 | 18 14,52 | 23 14,03
2,1-12 ,, . 6| 17,65 9| 25,71 128 | 40,00 {39 | 31,45 | 64 | 39,02
0,6—2,1, .[14 | 41,1814 | 40,00 30 | 42,86 | 39 | 31,45 | 51 31,10
bis0,6 ,, . |13 | 38,23 | 10 | 28,57 9| 12,86 | 28 | 22,58 | 26 | 15,85
Sa. ... .|34 1 100,00 | 35 | 100,00 | 70 } 100,00 |124 | 100,00 |164 I 100,00

In den beiden Tab. 8 und 9 und noch deutlicher in den dazugehdérigen
graphischen Darstellungen 2 und 3 fillt gleicherweise auf, daB die
schlechtesten Milchgdrproben mit 0 Punkten nur zum kleinsten Teil von
Milchen mit kiirzester Entfarbungszeit oder hochsten Keimzahlen ge-

Abb. 2. Vergleich zwischen Reduktions- Abb. 3. Vergleich zwischen Keimzahl
zeit und Qualitiit der Milchgirprobe. (mikr. Gruppenziblung) und Qualitit der
Milchgirprobe.

liefert werden. Sie stammen im Gegenteil iiberwiegend von Milchen,
die durch lange Entfirbungszeit bei der Reduktaseprobe und durch
niedrigere Keimgruppenzahlen (unter 2,1 Millionen im Kubikzentimeter)
als gut anzusprechen sind, so da man von ihnen, nach diesem Ge-
sichtspunkt betrachtet, eigentlich gute bis beste Gérproben hétte er-
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warten konnen. Dieselbe Tendenz kann auch noch in der Reihe der
mit 1 Punkt bewerteten Gérproben festgestellt werden.

Bei den guten und besten Gérproben, mit 4—5 Punkten bewertet,
hat die Menge der keimreichen Milchen sehr zugenommen und hilt
etwa die Waage mit den keimarmen. Diese wechselseitige Verschiebung
des Anteils der keimreichen und keimarmen Milchproben von den
schlechtesten bis zu den guten und besten Milchgérproben hin, ist klar
zu erkennen. Der Anteil der Proben mittleren Keimgehaltes ist bei
simtlichen Gérprobengruppen nur geringen Schwankungen unterworfen.

Die Garproben mit 4 und 5 Punkten wurden zu einer Gruppe zusammen-
gefalBt, da die Milchen, welche die Hochstpunktzahl 5 erreichten, sehr spirlich
vorkamen. Dieser Umstand trat besonders bei den anschlieBend behandelten
Labgérproben ein.

Es 148t sich also erkennen, daB am Zustandekommen guter und bester
Milchgdrproben sowohl keimarme als keimreiche Milchen beteiligt sind,
da 3 sich sogar die Tendenz des besseren Ausfalles der Probe mit steigendem
Keimgehalt der Ausgangsmilch bemerkbar macht. Schlechie und schlech-
teste Garproben stammen in der Mehrzahl der Fdlle von kevmarmen Milchen.

Keimreiche Milchen geben gute und beste Milchgérproben wohl des-
wegen, weil die Flora iiberwiegend aus Milchsdurebakterien besteht, die
durch rasche Séuerung die Entwicklung der Bliahungserreger hintan-
halten. Andererseits finden letztere in keimarmer Milch hiufig nicht das
nétige Gegengewicht an Milchsaurebildnern und gewinnen bei der ihnen
besonders giinstigen Temperatur von 38—40° die Oberhand, so daB
schlechte und schlechteste Gérproben entstehen.

Auch Orla-Jensen®® berichtet dhnlich, daB bakterienirmste Milch in der
Regel schlecht in der Milchgirprobe sei, denn die Bakterien, welche in frisch-
gemolkener oder kalt aufbewahrter Milch vorkdmen, seien nur ausnahmsweise
Milchsgurebakterien. Umgekehrt enthalte die bakterienreichste Milch stets eine
so ungeheure Menge Milchsiurebakterien, dal die Garprobe gut ausfalle, auch
wenn die Milch nebenbei ebenso viele Luft entwickelnde (gemeint sind gasent-
wickelnde) Bakterien enthalte, wie gewdhnliche Milch Mikroorganismen iiberhaupt.

Die Beurteilung der Labgdrproben erfolgte nach der schon erwihn-
ten Tabelle von Burstert. Die Proben wurden entsprechend der im
Weihenstephan iiblichen Bewertung mit 0, 2, 4, 6, 8 und 10 Punkten
ausgezeichnet. Den allerschlechtesten Proben wurden 0, den allerbesten
10 Punkte zuerkannt.

Das nachfolgende Schema zeigt, wie die verschiedenen Typen von Lab-
girproben in Weihenstephan bewertet werden:

Kischen schwammig, gebliht, zu Pfropfen zusammengezogen, groB-

lochig, narbige Haut . . . . . . . . . . . .. ... .... 0 Punkte
Kischen grofiporig gebliht, pfropfenzieherférmig gedreht, viele Locher 2,
Kiaschen schwach gewunden oder gekriimmt, mittelgroBe Lécher,

stark niBlig, Kischen durch starke Siurebildung grieBig, stark

pockerig . . . . . . .. .. Lo ool 4,
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Kaschen, viele kleine bis mittelgrofie Locher, niBlig, leicht griefig,

leicht pockerig . . . . . . . . . . ... ..o 6 Punkte
Kiaschen gerade, etwas offen, fleischig im Griff, wenig kleine Locher 8
Kischen geschlossen, gerade, glatt, fest fleischig im Griff, ohne Locher 10

2

23

‘Wenn Geschmack bitter oder stark sauer ist oder Futtergeruch bzw. Stall-
geruch sich bemerkbar macht, werden die Proben um 2 Punkte heruntergesetzt.
. Die gegeniiber der Milchgirprobe doppelte Wertung der Ergebnisse der Lab-
garprobe 148t erkennen, daB man sie als den besseren MaBstab zur Bestimmung
der Kisereitauglichkeit einer Milch halt.

Die schlechiesten, mit 0 Punkten beurteilten Labgirproben stammen,
wie die Tab. 10 und 11 nebst den zugehérigen graphischen Darstellungen
4 und 5 kenntlich machen, zum geringsten Teil von den Milchen mit
hichstem Keimgehalt (Methylenblau-Reduktionszeit bis zu 15 Minuten
oder Keimgruppenzahl iiber 12 Millionen). Wenn zudem bei den dies-
beziiglichen Labgérproben auch die néchstfolgenden Milchen mit einer
Reduktionszeit von 15—120 Minuten bzw. Keimgruppenzahlen von
2,1—12 Millionen den Hochstanteil ausmachen, so mull doch beachtet
werden, dafl die beiden anderen Gruppen mit geringerem Keimgehalt
bzw. langerer Reduktionszeit ebenfalls einen wesentlichen Prozentsatz
der schlechtesten Labgirproben liefern. Sie beteiligen sich sogar zu-
sammengenommen zu einem héheren Prozentsatz an den schlechtesten
Labgirproben als die keimreichen und keimreichsten Milchen.

Tabelle 10. Vergleich zwischen Reduktase- und Labgdirprobe.

Labgirprobe 0 Punkte 2 Punkte 4 Punkte 6 Punkte 8 u. 10 Punkte

Proben Proben Proben Proben Proben

Reduktionszeit
Zahl‘ % Zahlt % |zaml| 9% Zahl‘ % Zah11 9%

bis 15Min. | 9 \ 15,52 5\ 8,06 18\ 15,79 18‘ 12,41 5\ 9,43
15—120 ,, |19 32,76 | 30 | 48,30 | 20| 25,44 | 42| 28,97 | 15 | 28,30
120—330 ,, |14 | 24,14 0\ 32,26 | 57| 50,00 54 | 37,24 | 16 | 30,19
nach 330 ,, }16 | 27,58 7] 11,29 | 10| 877] 31| 21,38 | 17 | 32,08
Sa. . .. .| 5810000 |62 |100,00 [114[100,00 |145 | 100,00 | 53 | 100,00

Tabelle 11. Vergleich zwischen Keimzahl (mikr. Gruppenzihlung) und Labgdrprobe.

Labgirprobe 0 Punkte 2 Punkte 4 Punkte 6 Punkte 8 1. 10 Punkte

Proben Proben Proben ‘Proben Proben

Zahl| % |Zam| 9% zam| % zabll % [zam| %

Keimzahl

dber 12Mill.. | 4| 7.84] 8 ‘ 13,56 | 17 | 15,05 161 1,04 | 3| 588
21—12 ,, . |19 37,2630 | 50,85 ) 261 23,01] 45| 31,03 |15 | 20,41
06—21, . |17 3333116 | 27,02| 53| 46,90 45| 31,03 19 | 37,26

bis06, . |11 | 21,57 5| 847| 17| 1504 | 39| 26,90 | 14 | 27,45

Sa. . ... |51][100,00 |59 |100,00 |113 100,00 |145 |100,00 | 51 |100,00




28 H. Ordolff:

Bei den mit 2 Punkien bewerteten Labgirproben sind die durch die
Reduktaseprobe als schlecht befundenen Milchen wiederum zum ge-
ringsten Prozentsatz vertreten, durch die direkte Keimzihlung aber
werden gerade die am besten befundenen, das sind die keimérmsten
Proben, mit dem niedrigsten Prozentsatz eingereiht. Die schlechten
Milchen mit einer Entfirbungszeit von 15—120 Minuten und Keim-
gruppenzahlen von 2,1—12 Millionen machen auch in dieser Labgir-
probenreihe mit 48,39 bzw. 50,85% den Hauptanteil aus. Eine Verschie-

Abb. 4. Vergleich zwischen Reduktionszeit Abb. 5. Vergleich zwischen Keimgehalt
und Ausfall der Labgirprobe. (mikr. Gruppenzdéhlung) und Ausfall der
Labgirprobe.

bung des Anteils der Milchen mit einer Reduktionszeit langer als 120 Mi-
nuten bzw. geringerem Keimgehalt als 2,1 Million ist insofern ein-
getreten, als sie bei Labgiirproben ,,0 Punkte’ etwas liber die Hilfte
aller Proben ausmachen, wihrend sie sich hier zugunsten der Proben
mit héherem Keimgehalt prozentual verringert haben.

Die mittleren Labgdrproben mit 4 und 6 Punkten gehen zum gréBeren
Teil aus Milchen mit dem bei Weihenstephaner Werkmilch am héufig-
sten vorkommenden und als normal anzunehmenden Keimgehalt her-
vor, der sich durch eine Methylenblau-Entfarbungszeit von 120—330 Mi-
nuten und Keimgruppenzahl von 0,6—2,1 Millionen im Kubikzenti-
meter dartut. Die keimreichen und keimreichsten Milchen treten be-



Mikrobiologische Bestimmung der Kisereitauglichkeit von Milch. 29

merkenswerterweise hier etwas mehr zuriick, wihrend die keimirmsten
prozentual anwachsen.

Diese. Tendenz tritt noch deutlicher bei den Labgdrproben mit 8
und 10 Punkten in Erscheinung, die an der Gesamtzahl der Proben un-
gefahr in demselben MaBe beteiligt sind, wie die schlechtesten mit
0 Punkten. Sie lassen erkennen, daBl sie nur zum kleinsten Teil von
keimreichen Milchen stammen, und dall die keimarmen und keim-
drmsten Milchen zusammen iiber 60% von ihnen liefern.

Aus der Gegeniiberstellung von Labgirprobenausfall und Keim-
gehalt der Ausgangsmilch ist zu folgern, daB schlechte Labgirproben so-
wohl aus keimarmen wie kevmreichen Milchen entstehen kinnen, daf bei
mittleren und besten Labgdrproben die kevmreichen Milchen gegeniiber
den keimarmen zuriicktreten. Eine Neigung der keimarmen Milchen, gute
Labgdrproben - zu bilden, ist also unverkennbar. Die entgegengesetzte
Tendenz konnte bei der Milchgérprobe beobachtet werden (vgl. die
entsprechenden graphischen Darstellungen 2 und 3 mit 4 und 5).

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen: Keimgehalt und Ausfall
der Gér- und Labgirprobe zeigen, dal es auf Grund der Keimgehaltfest-
stellung allein nicht sicher moglich ist, ein Werturteil iber die Kdserei-
tauglichkeit einer Milch zu fdllen. Es ist dabei gleichgiiltig, ob die Quali-
tat durch die Reduktaseprobe oder die Keimgruppenzihlung ermittelt
wird. Reduktaseprobe und Keimgruppenzihlung stimmen bei diesen
Zusammenstellungen verhiltnisméaBig gut iiberein.

Peterts fand bei Versuchen, den Wert der bei der Kisereitauglich-
keitsbestimmung angewendeten praktischen Methoden durch bakterio-
logische Untersuchungen nachzupriifen, daB sich bakterienarme Mil-
chen gegeniiber bakterienreichen im allgemeinen viel besser verhalten
(man vgl. unsere Ergebnisse bei der Labgérprobe). Wenn praktische
Proben die Milch besser erscheinen lassen, als die bloBe Bakterienzahl
vermuten 14Bt, wie dies z. B. bei unseren Befunden iiber die Milchgér-
probe der Fall ist, so konnen nach seiner Ansicht ,,die Mehrzahl der in
der Milch anwesenden Bakterien fiir diese harmlos sein, wahrend schon
geringe Mengen eines einzigen typischen Milchfehlerpilzes fehlerhafte
Verianderungen herbeifiihren.*

Jedenfalls erhellt aus Pefers Erfahrungen wie aus unseren Ver-
suchen, daf} eine Beurteilung der Milch fir Kdsereizwecke nur auf Grund
des Keivmgehaltes nicht ausreichend ist, da es viel mehr auf die Keimart
als auf die Keimmenge ankommd.

3. Der Ausfall der Gdr- und Labgdirprobe in Beziehung zum
Coli-aerogenes-Gehalt der Ausgangsmilch.

Als Kigereischadlinge sind besonders die Angehérigen der Coli-aerogenes-
Gruppe wegen Erregung der Kiseblidhung bekannt. Ihr Nachweis ist daher bei
Untersuchung einer Milch auf Kisereitauglichkeit unerlaBlich. Bakterien der
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Coli-aerogenes-Gruppe sind aber nicht allein Késereischadlinge, sondern sie be-
einflussen ganz allgemein Haltbarkeit und Geschmack von aller Milch und deren
Erzeugnisse im ungiinstigen Sinne.

Demeter'® weist deshalb verschiedentlich darauf hin, daB eine Milchbeurteilung
nach amerikanischem Vorbild auf Grund des Keimgehalies allein micht aqusreichend
ist. Es wire unbedingt noch die Durchfithrung des Colititers anzustreben, wobei
er als Vorbild England nennt, das fiir Kindermilch praktische Colifreiheit fordert.

Da die fiir die Gér- wie Labgarprobe iibliche Bebriitungstemperatur
von 38—40° fiir Coli-aerogenes-Keime die giinstigste Entwicklungsmog-
lichkeit bietet, so mufl der Ausfall beider Gérproben mit dem Coli-
aerogenes-Gehalt der Ausgangsmilch irgendwie im Zusammenhange
stehen.

Im folgenden sind die im Laufe der zweiten Hilfte des Jahres 1929
untersuchten Milchproben zusammengestellt, bei denen gleichzeitig mit
der Gér- und Labgérprobe auch der Coli-aerogenes-Gehalt nach dem
frilher beschriebenen Verdiinnungsverfahren festgestellt wurde.

Zum Nachweis dieser Bakteriengruppe diente der Gentianaviolett-Lactose-
gallenshrboden nach Kessler und Swenarion®®, daneben wurde auch in Trypsin-
bouillon auf Indol gepriift. Die Arbeit Klimmers®, in der er Trypaflavin-Lactose-
nihrboden zum Coli-aerogenes-Nachweis vorschligt, kam erst Ende 1929 an die
Offentlichkeit. Unsere vergleichenden Versuche mit verschiedenen Elektiv-
nihrboden (s. S. 17) wurden daraufhin zu Beginn des Jahres 1930 vorgenommen.
Aus diesem Grunde war fiir den Nachweis der Coli-aerogenes-Bakterien urspriing-
lich nur der Nihrboden von Kessler und Swenarton herangezogen worden.

Die in den Tabellen und im Text angegebene ,,Coli- oder Coli-
aerogenes-Zahl‘‘ gibt nicht den absoluten Wert, sondern das Verhéltnis
der Coli- bzw. der Coli-aerogenes-Keime zu dem durch die Gruppen-
zdhlung gefundenen Gesamtkeimgehalt an. Sie ist entstanden durch Be-
rechnung des nach Mc¢.Crady erhaltenen wahrscheinlichen Coli- bzw.Coli-
aerogenes-Gehaltes, bezogen auf 100000 Gesamtkeimgruppen. Coli-aero-
wahrscheinliche Co%1-aerogenes-Zahl . 100000 .

Gesamtkeimzahl
So bedeutet z. B. die Zahl 100, daBl auf 100000 Keime 100 Vertreter
der Coli- bzw. der Coli-aerogenes-Gruppe treffen.

Die Einfithrung dieser Verhéltniszahl von Coli-aerogenes- zum Ge-
samtkeim-Gehalt erwies sich als notwendig, da sich héaufig wider-
sprechende Ergebnisse zwischen dem Ausfall der Gér- und Labgérprobe
und dem Coli-aerogenes-Gehalt bei AuBerachtlassung des Gesamt-
keimgehaltes ergaben. Milchen mit hohem Gehalt an Coli-aerogenes-
Bakterien lieferten teils, wie erwartet, sehr schlechte, teils aber auch
recht gute, Milch mit geringem Coli-aerogenes-Gehalt teils sehr gute,
teils aber auch sehr schlechte Gar- und Labgérproben. Von Coli-aero-
genes-reichen Milchen wurden die praktischen Késereitauglichkeits-
priiffungen meist dann gut bestanden, wenn gleichzeitig auch der Ge-
samtkeimgehalt ein sehr hoher war. Umgekehrt fiel diese Priifung bei

genes(verhéltnis-)Zahl =
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den Milchen mit geringem Coli-aerogenes-Gehalt schlecht aus, wenn
der Gesamtkeimgehalt ein sehr geringer war. Man sieht also, daf bei
der Priifung der Milch auf Késereitauglichkeit weder der Keimgehalt
noch der Coli-aerogenes-Gehalt allein sichere Schliisse erlaubt, daf vielmehr
das Verhdltnis zwischen beiden mapfgebend ist.

Den beiden folgenden Tab. 12 und 13 und Abb. 6 und 7 sind die
Untersuchungen von 245 Milchgérproben zugrunde gelegt.

Vor Erlauterung derselben moge eine kurze Betrachtung dariiber angestellt
werden, welche Erwartungen man nun auf Grund theoretischer Uberlegungen
von dem Ausfall der Tabellen hegen konnte. Wenn wirklich die Coli-aerogenes-
Zahl von ausschlaggebender Bedeutung fiir die Qualitit der Milchgarprobe ist,
dann miifiten die guten Gérproben prozentual am meisten in den Reihen mit
den nijedrigen Coli-aerogenes-Zahlen vertreten sein (0 bis 1, 2 bis 10 und evtl.
11 bis 100), also in den Tabellen rechts oben, wihrend die schlechten Girproben
sich in den Reihen der hohen Coli-aerogenes-Zahlen (101 bis 1000 und dariiber)
hiufen miiBten, somit in den Tabellen links unten. Werden nun die beiden
Tabellen diesen theoretischen Erwigungen gerecht ?

Tabelle 12. Vergleich zwischen Gérprobe und Coli-aerogenes-Zahl (Gasbildner).

Gérprobe 0 Punkt 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 u. 5 Punkte

Proben Proben Proben Proben Proben
Coli-aerog.-Zahl T
Zahl ‘ % Zahl % Zahl . % Zahl % Zahl 1 %

0—1 1 455) 2 8,70 ] 10 | 25,64 [ 13 | 19,12 | 29 | 31,18
2—10 6| 27,27] 7| 3043 13 | 33,33 |27 | 39,71 | 30 | 32,26
11—100 83636 7, 3043 | 8 20,52 |22 32,35125 | 26,88
101—1000 6 27,271 6 26,09| 7| 17,95]| 4 588 8 8,60
iiber 1000 1 4,551 1 435 1 2,66 | 2 2,94 1 1,08
Sa. . . .. |22]100,00 | 23 {100,00 | 39 |100,00 | 68 |100,00 | 93 | 100,00

~ Tabelle 13. Vergleich zwischen Gdarprobe und Coli-Zahl (Indolbildner).

Garprobe 0 Bunkt 1 lekt,A 2 Punkte 3 Punkte 4 u. 5 Punkte
Proben Proben Proben Proben Proben
Colizahl ——— —
Zabl| % Zahl\ % |zam| % |zam| % [zam| 9%
0—1 1 l 454 2 8701 4| 10,26 | 6 8,82 112 | 12,90
2—10 6| 27,271 3| 13,04 | 4| 10,26 | 12 | 17,65 | 23 | 24,73
11—100 3| 1364] 8 34,78 |16 | 41,03 |30 | 44,12 | 31 | 33,33
101—-1000 8 36,371 7 [ 30,44 | 9 ~ 23,07112 ¢ 17,65 | 18 | 19,36
itber 1000 4] 1818)| 3| 13,04 6| 1538 | 8 . 11,76 | 9 9,68
Sa. . . . . |22/[100,00 |23 ]100,00 |39 [100,00 | 68 |100,00 | 93 |100,00

Bei Tab. 12 (Coli-aerogenes) und Abb. 6 besteht gar kein Zweifel,
daB mit der héheren Punktzahl auch die Prozentsitze jener Milchen
steigen, die im Vergleich zum Gesamtkeimgehalt einen geringeren
Coli-aerogenes-Gehalt besitzen. Milchen mit einer Verhiltniszahl von
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mehr als 100 treten bei den mit 3—5 Punkten ausgezeichneten Gér-
proben fast vollig in den Hintergrund.

Dagegen wird die Erwartung, daB eine prozentuale Anhéufung von
schlechten Gérproben bei Milchen mit relativ hohem Coli-aerogenes-
Titer eintreten sollte, nicht ganz erfiillt. Die diesbeziiglichen Prozent-
anteile der Milchen mit 0 und 1 Punkt nehmen nicht im gleichen MaBe
mit der steigenden Coli-aerogenes-Zahl zu, sondern sie verteilen sich
mehr auf die Reihen mit mittleren Zahlen (2—100). Dies deutet darauf

Abb. 6. Vergleich zwischen Coli-aerogenes- Abb. 7. Vergleich zwischen Coli-Verhilt-
Verhiltniszahl (Gasbildner) und Ausfall niszahl (Indolbildner) und Ausfall der
der Milchgirprobe. Milchgiirprobe.

hin, daB bei schlechten Girproben noch andere Momente eine wichtige
Rolle spielen. Andererseits aber bietet die Abwesenheit oder ein im
Vergleich zum Gesamtkeimgehalt verhiltnisméBig geringes Vorkommen
von Organismen der Coli-aerogenes-Gruppe doch eine gute Gewihr da-
tiir, dall die zu erwartende Géirprobe nicht schlecht ausfillt. Einen
gewissen Wendepunkt bilden die Coli-aerogenes-Zahlen von 11—100.
Milchen, die viel mehr als 100 besitzen, gehéren nur in der Minderzahl
zu den guten Gérproben.

Die vergleichenden Untersuchungen zwischen Girproben und dem
Gehalt der Milch an echten Coli-Bakterien (Indolbildner), die mit
genau denselben Milchen parallel durchgefiihrt wurden (Tab. 13 und



Mikrobiologische Bestimmung der Kisereitauglichkeit von Milch. 33

Abb. 7), lassen die bei der Gesamtheit der Coli-aerogenes-Gruppe ge-
fundenen Beziehungen nicht so deutlich erkennen. Man kann wohl
eine gewisse Anhdufung guter Garproben bei den Milchen mit niedrigem
Colititerverhiltnis feststellen, wenn auch nicht deutlich. Der Vergleich
der beiden Diagramme zeigt besonders gut, dal die Verhéltniszahl der
Indolbildner einen weit hoheren Betrag ausmachen darf als die der
Gasbildner, um den Ausfall der Gérprobe im gleichen Sinne ungiinstig
zu beeinflussen. Anscheinend spielen die typischen Colibakterien bei der
Milchgérprobe keine so wichtige Rolle wie die stérker gasbildenden
Aerogenesbakterien.

Zusammenfassend 18t sich also nochmals bemerken: Ein gewisser
Zusammenhang zwischen dem Ausfall der Milchgdrprobe und dem Ge-
halt der Milch an Coli-aerogenes-Bakterien ist sicher vorhanden. Daf
Milchen mit geringer Coli-aerogenes-Verhdliniszahl in bezug auf Gesamd-
keimzahl wenigstens in der Mehrzahl der Fille mittelgute bis beste Gdr-
proben, Milchen mit héherer Coli-aerogenes-Verhdliniszahl dagegen mehr
schlechte bis sehr schlechte Gdrproben liefern, 1Bt sich erkennen. Die
typischen, durch Indolbildung nachweisbaren Colibakterien spielen an-
scheinend bei der Milchgirprobe keine so wichtige Rolle wi¢ die stirker
gasbildenden Aerogenesbakterien. Allerdings erweist sich zur Fest-
stellung der Colizahl als solcher der Nachweis der Gasbildung in Lactose-
agarschiittelkultur weniger giinstig als der Indolnachweis. DaB keine
vollstindige Ubereinstimmung zwischen der Coli-aerogenes-Verhaltnis-
zahl und dem Gérprobenausfall besteht, war zu erwarten, da, je nach
dem Vorhandensein anderer Keimarten, besonders der echten Milch-
sdurebakterien, das Ausbreiten und Wirken der blihungserregenden
Coli-aerogenes-Organismen mehr oder weniger beeinfluit werden kann.
Es ist natiirlich nicht diese Bakteriengruppe allein maBgebend fiir den
Ausfall der Géarprobe.

Diiggeli®, der die 5 Garprobentypen fliissig, gallertig, grieBig, kisig-ziegerig
und gebléht bakteriologisch untersuchte, fand bei all diesen Typen Bact. coli
und Bact. aerogenes. Nach seinen Untersuchungen erlaubt der Typus ,,geblaht*
den SchluB zu ziehen, da8 die zum Zustandekommen von Blihung in erster Linie
notwendigen gasbildenden Organismen entweder Bact. coli, Bact. aerogenes oder
Bact. acidi lactici selbst sind oder Formen darstellen, die in die Verwandtschaft
genannter Bakterienarten gehoren. Nach diesem wire es also berechtigt, eine
Beziehung zwischen Colizahl und Gérprobenergebnis zu erwarten und unsere
Untersuchungen haben dies auch bestitigt.

Das Zustandekommen der verschiedenen Gérprobentypen ist aber
nicht nur auf das Wirken der Mikroorganismen in der Milch zuriick-
zufithren. Késtler und Loosli35 erwiesen durch Versuche, daff es im
Grunde genommen physikalisch-chemische Verdnderungen des Milch-
caseins sind, die dem Géarprobenbild das charakteristische Aussehen
verleihen.
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Die Gérungsorganismen seien nur insofern an der Ausbildung des Gérproben-
bildes beteiligt, als sie das Entstehen der fiir jene physikalischen Einfliisse auf
das Milchkasein notwendigen Stoffe (Siure, Fermente) in wesentlichem Grade
bedingen. Es erklirt dies, daB man mit bakteriologischen Methoden allein die

Gérprobe nicht restlos erfassen kann.

Ahnliches ist von der Labgdrprobe zu sagen, denn auch hier spielen
physikalisch-chemische Vorginge, besonders jene, auf denen die Lab-
gerinnung beruht, eine groie Rolle. DaB so z. B. die Temperatur des
Probeglases beim Einfiillen der Milch und die Temperatur dieser selbst

Tabelle 14. Vergleich zwischen Labgirprobe und Coli-aerogenes-Verhiliniszall

(Gasbildner).

Labgérprobe 0 Punkt 2 Punkte 4 Punkte 6 Punkte 8—10 Punkte

Proben Proben Proben Proben Proben

Coli-aerog. Zahl

zabl| % |zehl| % [Zaml| % |zaml| % |zam| %
0—1 0 — 3 7,14 | 8 16,00 | 29 | 34,52 | 14 | 50,00
2—10 11 | 28,20 |11 | 26,19 | 19 | 38,00 | 37 | 44,06 | 3| 10,72
11—100 17 | 4359 |16 | 38,10 |18 | 36,00 |14 | 16,67 ] 9 | 32,14
101—1000 9 2308 8| 1905| 5 10,00} 4 4,76 | 2 7,14

iiber 1000 2 513 4 9521 0 — 0 — 0 —
Sa. 39 100,00 [ 42 [100,00 | 50 | 100,00 | 84 |100,00 | 28 100,00

Abb. 8. Vergleich zwischen Ausfall der Lab-
gérprobe und Coli-aerogenes-Verhiltniszahl
(Gasbildner).

einen Einfluf auf das entstehende
Probekischen hat, haben Zeiler und
Berwig® nachgewiesen. Ein Zu-
sammenhang zwischen Coli-aero-
genes-Zahl der Milch in bezug auf
den Gesamtkeimgehalt und Ausfall
der Labgérprobe ist aber doch auf
Grund von 243 Untersuchungen
nicht von der Hand zu weisen.

Wie beim Vergleich zwischen
Coli-aerogenes-Verhaltniszahl und
Milchgérprobe, so ergibt sich auch
beim Vergleich mit der Labgdrprobe
eine Anhdufung der durch geringere

Coli-aerogenes- Verhdltniszahlen

ausgezeichneten Proben auf seiten
der guten, der durch hihere auf
seiten der schlechten Labgdrproben
(Tab. 14 und Abb. 8).

Milchen mit Coli-aerogenes-
Zabhlen von 0—1 und 2—10 sind
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am meisten in den Reihen der mit 6—10 Punkten bewerteten Labgiir-
proben zu finden, die mit héheren Coli-aerogenes-Zahlen dagegen sam-
meln sich vorwiegend bei den schlechten und schlechtesten Labgir-
proben (0 und 2 Punkte) an. Wahrend bei diesen die Milchproben mit
Zahlen von 0—1 nur eine ganz untergeordnete Rolle spielen, ist bei
jenen dasselbe von den Milchen mit Zahlen von 11—1000 zu sagen.
Coli-aerogenes-Verhéltniszahlen tber 1000 treten von den mittleren
Labgérproben ab nach den besten hin iiberhaupt nicht auf. Sie deuten
also an, daB. bei einer derartigen Milch niemals eine Labgirprobe mit
mehr als 2 Punkten erwartet werden kann.

Tabelle 15. Vergleich zwischen Labgirprobe und Coliverhiltniszahl (Indolbildner).

Labgirprobe 0 Punkt 2 Punkte 4 Punkte 6 Punkte 8—10 Punkte
Proben Proben Proben Proben P oben
Colizahl
zahl| 9% [zant| 9% {Zaml| % |zam| < Zam[ %
0—1 1 2,66 0 — 3 6,00 | 10 | 11,91 | 8 | 28,57
2—10 71 17,941 0 — 8 16,00 | 26 | 30,95 | 10 | 35,72

11—-100 11 ) 28,19 |19 | 4524 | 20 | 40,00 | 32 | 38,09 5| 17,86
101—1000 |12 | 30,76 | 12 | 28,57 |13 | 26,00 | 13 | 1548 | 4 | 14,28
iiber 1000 8| 20,6511 | 26,19 6 | 12,00 | 3 3,57 1 3,57

Se. . .. .[39]100,00] 42 100,00 [ 50 100,00 | 84 | 100,00 | 28 | 100,00

Allerdings finden wir, wie bei den
entsprechenden Untersuchungen
mit der Milchgédrprobe, auch bei
der Labgirprobe, daBl die schlech-
testen Proben nicht zum Héchst-
prozentsatz von Milchen mit hoch-
stem Coli-aerogenes-Titer (Coli-
aerogenes-Zahl101—1000 und iiber
1000) herrithren, sondern von denen
mit Coli-aerogenes-Zahlen von 11
bis 100. Dies scheint, wie eben
schon bei der Milchgérprobe er-
wahnt, darauf hinzuweisen, dafB
hier noch andere Faktoren als die
Coli-aerogenes-Keime von Wichtig-
keit sind. DaB aber die Abwesen-
heit oder ewn im Vergleich zur Ge-
samtkeimzahl verhdlinismdfig ge-
ringes Vorkommen von Bakterien

dieser Art etnen guten Ausfall der Abb. 9. Vergleich zwischen Ausfall der Lab-
e . N . :2 girprobe und Coli-Verhiltniszahl
Kasereitauglichkeitspriifungen der (Tadolbildner).

g¥
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Praxis erwarten lassen, zeigt der Vergleich von Coli-aerogenes-Zahl
und Labgérprobe noch deutlicher als der mit der Milchgérprobe. Als
Wendepunkt kénnen auch hier die Coli-aerogenes-Zahlen von 11—100
angesehen werden. Milchen mit héheren als 100 sind zum allergering-
sten Teil bei den guten Labgirproben zu suchen.

Bei den vergleichenden, an Hand derselben 243 Milchen durch-
gefiihrten Versuchen zwischen Labgirprobe und Gekalt an echten Coli-
bakterien (Indolbildnern), s. Tab. 15 und Abb. 9, lassen sich die oben
gefundenen Beziehungen ebenso wie bei der Milchgirprobe etwas
weniger deutlich erkennen. Eine Neigung der Milchen mit geringer Coli-
zahl, gute, und der mit hoher Colizahl schlechte Labgirproben zu bilden, ist
ohne Zweifel vorhanden, doch pragt sich diese nicht so scharf aus. Ins-
besondere ist das Vorkommen von Coliverhaltniszahlen iiber 1000 kein
Anzeichen dafiir, daf8 die Gérprobe nicht auch eine mittlere, ja sogar
eine sehr gute Punktbewertung erfahren kann.

Ein Vergleich der Tab. 13 und 15 und insbesondere der Diagramme
der Indolbildner in bezug auf Milchgér- und Labgirprobe (Abb. 7 und 9)
zeigt jedoch, daB die Labgdrprobe als solche nicht blof gegeniiber der
Gesamtheit der Coli-aerogenes-Gruppe empfindlicher ist als die Milch-
garprobe, sondern auch gegeniiber den echten Colibakterien. Der Pro-
zentsatz jener Labgirproben, die bei einer Verhéltniszahl von. iiber
1000 noch mit 6 Punkten und hoher ausgezeichnet werden, ist ein
wesentlich geringerer (um das 3—4fache) als jener Milchgérproben, die
mit derselben Verhiltniszahl entsprechend gute Punktzahlen (3—5)
bekommen.

DaB bei diesen Gegeniiberstellungen stets der Coli-aerogenes-Nach-
weis mit Hilfe des Gasbildungsvermdgens dieser Gruppe eine bessere
Ubereinstimmung mit den praktischen Methoden zur Bestimmung der
Kisereitauglichkeit einer Milch gibt als der Colinachweis mittels der
Indolbildung, ist — wie schon bei dem Vergleich zwischen Coli-aerogenes-
Zahl und Milchgérprobe erwshnt — wohl dadurch zu erklaren, daf fir
die schlimmsten Blahungserscheinungen Bact. aerogenes wegen des ihm
eigenen stdrkeren Gasbildungsvermégens in hoéherem Mafle verant-
wortlich gemacht werden muf} als Bact. coli (soweit dieses durch die
Indolprobe erfaft wird).

4. Milchgdrprobe oder Labgdrprobe zur Bestimmung
der Kdsereitauglichkeit?
In der Praxis ist die Milchgérprobe zur Bestimmung der Késerei-
tauglichkeit stérker verbreitet als die Labgirprobe; wo letztere in
Ubung ist, werden meist beide Proben nebeneinander durchgefiihrt.

Nun hat aber schon Diethelm!® darauf hingewiesen, daB die Milchgarprobe
sich als nicht vollstindig geniigend zur Beurteilung einer Milch auf Kiserei-
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tauglichkeit erweist, und dafiir die von ihm ausgebaute Labgérprobe Schatzmanns
vorgeschlagen. Zeiler und Berwig®? kommen bei der Auswertung von iiber 7500 Unter-
suchungen neuerdings zu dem Schluf, dafl die Labgérprobe bei Beurteilung einer
Milch zuverlissiger sei als die Milchgérprobe, dies fanden sie auch durch Kiserei-
versuche bestétigt. Wenn sich zwar, wie sie angaben, auf Grund von 48 Versuchen
— sie stellten kleine Romadourkéschen her — ein allgemeiner RiickschluBl auf
die unbedingte Zuverlassigkeit der Labgérprobe zur Beurteilung der Kiserei-
tauglichkeit nicht ergab — eine Forderung, die bei biologischen Priifungen nie
erfiillt werden kann — so lieB sich doch mit ziemlicher Sicherheit erkennen, daf
die gewohnliche Garprobe zur Aufdeckung von Milchfeklern, die bei der Herstellung
und Reifung von Weichkasen Schwierigkeiten bereiten, versagt.

Tabelle 16. Vergleich zwischen Ausfall der Gér- und Labgdirprobe.

Garprobe 0 Punkt B 1 Punkt 2 Punkte 3 Punkte 4 Punkte 5 Punkte

Proben Proben Proben Proben Proben Proben

Labgéirprobe B e I I ) -

Zahlt % |zaml % |zabl % |zanl| % |Zahl| % Zahl’ %
0 Punkte 117 | 47,221 5 \ 14,291 6| 8,11119 5 15,321 9| 7,03 1 3,33
2 . 5| 13,89] 11| 31,43] 11| 14,86] 21 | 16,94 12| 9,38 2 6,67
4 ' 4 | 11,11 6| 17,14 23, 31,08| 31| 25,00) 40| 31,25} 9 | 30,00
6 s 7119,45| 171 20,00] 26| 35,14] 44 | 35,48 49| 38,28|12 ' 40,00
8 M 3 8,33 6‘ 17,141 6| 8,11 8[ 6,45] 14| 10,94) 5 | 16,67
10 0| — of — | 2] 2,701 1| o81] 4| 312 1 333
Sa.. . . | 36[100,00| 35[100,00] 74[100,00]124 [100,00[128 [100,00| 30 |100,00

Unsere Versuche geben ein
ahnliches Bild. Schon die
Gegeniiberstellung der Gér-
und Labgérproben von jeweils
derselben Milch zeigt, daB3
zwischen dem Ausfall beider
Proben grole Abweichungen
bestehen.

Die Zahlen von insgesamt
427 Proben (Tab. 16 und
Abb. 10) geben an, dafl den
schlechtesten und schlechten
Gérproben jeweils auch eine
ganze Menge mittlerer und
guter Labgérproben von 4 bis
8 Punkten gegeniibersteht.
Die Gdrproben mit 0 Punkten
haben wohl ihr hochstes
prozentuales Vorkommen mit
47’22% in der Reihe der Lak,)_ Abb. 10. Vergleich zwischen Ausfall der Milchgir-
girproben mit 0 Punkten, die und Labgirprobe.
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Gdrproben mit 1 Punkt dasselbe mit 31,43% in der Reihe der Labgir-
probe mit 2 Punkten, aber die maitleren und besseren Labgdirproben
(4—8 Punkte) nehmen zusammen mit 38,89 bzw. 54,28% doch einen
erheblichen Teil der beiden schlechten Gérprobengruppen ein. Beste
Labgdrproben mit 10 Punkiten, die an sich sehr spérlich vertreten waren,
sind jedoch hier nicht zu finden. Daraus geht hervor, dal} eine Miich,
die in der Qdrprobe keine bessere Bewertung als von 2 Punkten aufwirts
erfahrt, in der Labgdrprobe niemals ganz gut sein kann.

Bringt man die mittleren Gdrproben mit 2 und 3 Punkten zu den Lab-
gérproben in Beziehung, so weisen jene den relativen Hdochstsatz von
35,14 bzw. 35,48% innerhalb der mit 6 Punkten beurteilten mittel-
guten Labgérproben aus. Fassen wir in diesen beiden Gérprobenreihen
die schlechteren Labgérproben von 0—4 Punkten zusammen, so wird
ersichtlich, da diese hier iiberwiegend vertreten sind und die bes-
seren Labgirproben von 6—10 Punkten zahlenmifig iibertreffen. Die
besseren Gdrproben mit 4 und 5 Punkten weisen ebenfalls mit 38,28
bzw. 40% ihren Hochstwert bei Labgarprobe 6 Punkte auf. Auch hier
iiberwiegen die schlechteren Labgirproben die besser beurteilten.

Zusammengefat 140t sich schlieBen, daB den schlechten Gdrproben
neben schlechten auch ein grofler Teil mittlerer und besserer Labgdrproben,
daf3 den besseren Gdrproben neben verhdltnismdfig wenig besseren Lab-
garproben in der Hawptsache mittlere, aber auch schlechte Labgdrproben
gegeniiberstehen. Bemerkenswert ist jedoch, dafl beste Labgdrproben nie
unter den schlechtesten und schlechten Milchgdrproben, sondern nur unter
mattleren bis besten zu finden sind.

Die Ergebnisse des Vergleiches von Gér- und Labgérproben stimmen
einigermaflen mit den von Zesler und Berwigs? gefundenen iiberein. Diese
folgerten schon auf Grund ihrer Untersuchungen eine grofere Zu-
verlissigkeit der Labgirprobe bei der Milchbeurteilung. Wenn man
auch die Ergebnisse der beiden fritheren Abschnitte: Gér- und Lab-
girprobe im Vergleich zur Keimzahl und zur Coli-aerogenes-Zahl der
Ausgangsmilch (S. 24—36) mit in Betracht zieht, so wird die Uber-
legenheit der Labgirprobe gegeniiber der Milchgarprobe als praktische
Methode zur Bestimmung der Kisereitauglichkeit und zur Feststellung
der Giite einer Milch deutlicher offenbar. Die dort gemachten Beob-
achtungen, daf3 die guten und besten Gérproben zu mehr als der Hilfte
aus Milchen mit hoher Keimzahl hervorgehen, die wiederum einen
RiickschluB auf unsachgemifBe Milchgewinnung und -behandlung ziehen
188t, bestitigen die Unzuverlissigkeit dieser Probe fiir die Beurteilung
von Frischmilch und Werkmilch. Dafi dagegen die guten und besten
Labgirproben von Milchen mit geringem bis mittlerem Keimgehalt her-
rithren, zeigt an, daB das Anstellen der Labgirprobe ein sichereres
Mittel ist, gut und schlecht behandelte Milch zu unterscheiden als die
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Milchgérprobe. Auch hinsichtlich der Feststellung des Coli-aerogenes-
Gehaltes hat sich die Labgérprobe als die schérfere erwiesen.

Da sich also auch beim Vergleich mit dem zur Qualititsfeststellung
einer Milch iiblichen bakteriologischen Methoden die Labgdrprobe zu-
verldssiger gezeigt hat als die Milchgdrprobe, kann kiinftig bei der Quali-
tétsbestimmung von Milch, besonders aber wenn es sich um Beurteilung
von Késereitauglichkeit handelt, diese allein mittels der Labgirprobe
unter AuBerachtlassung der Milchgérprobe durchgefiihrt werden. Es
wird dadurch die Qualitidtsbeurteilung einer Milch wesentlich verein-
facht und die zur Untersuchung nétige Milchmenge verringert. Die Er-
gebnisse werden eindeutiger, da die der Labgérprobe hiufig wider-
sprechenden Resultate der Milchgérprobe in Wegfall kommen.

Zeiler und Berwigt?, die, wie erwihnt, auf Grund mehrjshriger Erfahrung
bei der Qualititsbewertung der Lieferantenmilchen in Weihenstephan und neuer-
dings auch ihrer Weichkésereiversuche zu demselben Schlusse kamen, schlagen
vor, die Labgirprobe, &dhnlich der Farbgérprobe Barthels und Jensens, mit der
Reduktaseprobe vereint als Labgirreduktaseprobe anzustellen. Da diese kom-
binierte Probe nach den in Weihenstephan durchgefithrten vergleichenden Unter-
suchungen gut brauchbar ist, wurde sie von Herbst 1929 ab in das Beurteilungs-
schema des Weihenstephaner Molkereibetriebes, das der dortigen Bezahlung der

Milch nach Qualitit zugrunde liegt, aufgenommen. Die Milchgéirprobe wurde
von diesem Zeitpunkt an gestrichen.

9. Bacterium aerogenes als Erreger des Fadenziehens bet Gdr- und
Labgdrproben.

Géarproben von schleimiger Konsistenz, Gér- und Labgérproben mit
fadenziehender Molke wurden von den 420 im Verlaufe eines Jahres
untersuchten Milchen verschiedentlich gebildet.

Es konnten insgesamt 62 Proben, also 14,76% dieser Art bemerkt
werden. Stérker trat das Fadenziehen in den Monaten Mirz, Mai, Juli
und August und dann wieder im Oktober auf. Im Juni wurden dies-
beziigliche Untersuchungen nicht vorgenommen, in den iibrigen Mo-
naten war dieser Fehler weniger haufig, am seltensten im Januar 1929
zu beobachten.

Tabelle 17. Monatliche Verteilung der fadenziehenden Gérproben.

-] [~
o =1 ey 2 5} g 2 =
E|EE|S |38 8 g2 |8 |88

M t ] = S 5] 5]
- SIE|R| <7 L HEIRER L

@ 2 A
Gesamtprobenzahl . |20 (35 40 |35 140 |—|20 |50 |40 |40 |40 130 30
Fadenzieh. Proben . || 1 218138111 |—| 4|12 | 47| 4|2 |4
Proz. d. fadenz. Prob. | 5,0| 5,7,20,0, 8,6/27,5—| 20,0, 24,0, 10,0/ 17,5/ 10,0, 6,7]13,3

Die Sommermonate Mai bis August sind die Zeit, in der die vor-
wiegend auf Ackerbau eingestellten Milchlieferanten des Weihenstephaner
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Einzugsgebietes sicherlich die wenigste Sorgfalt und Miihe auf ihren
Milchviehstall und die Milchgewinnung verwenden. Es ist daher er-
klarlich, dafl gerade in diesen Monaten die Verunreinigung der Milch
mit den Erregern des Fadenziehens starker ist als sonst. Das plétzliche
Ansteigen der fadenziehenden Proben von 5,7% im Februar auf 20%
im Mirz ist vermutlich auf die schlechter werdenden Fiitterungsver-
hiltnisse zuriickzufithren. Das Rauhfutter geht in dieser Jahreszeit
dem Ende zu, die verstaubte und verschmutzte Bodenschicht wird
noch zusammengerafft und mit den Staubteilchen die Milch infiziert.

DafBl die Verabreichung staubenden Futters die Ursache von faden-
ziehenden Gérproben sein kann, erhellt ein Vorfall im Stalle eines
Weihenstephaner Milchlieferanten. Die frither immer guten Gérproben,
welche die Milch aus einem in bezug auf Reinlichkeit und Fiitterung
sonst gleich vorbildlichen Stalle ergaben, zeigten plotzlich schleimige
Beschaffenheit oder Fadenziehen der Molke. Dieser Fehler war prompt
mit dem Beginn von Verfiitterung unangefeuchteter Trockenschnitzel
eingetreten und horte dann sofort wieder auf, als die Schnitzel vor-
gequellt wurden und danach im Stalle keinen Staub mehr verbreiten
konnten. Auch die Wichtigkeit des Grundsatzes, erst zu melken und
dann zu fittern, konnte durch dieses Ereignis bestiitigt werden. Er
ist besonders bei nicht ganz einwandfreiem Futter nie auBer acht
zu lassen.

Der Grund fiir das éftere Auftreten dieses Milchfehlers im Monat
Oktober hingegen ist wohl darin zu suchen, daB3 die Milchtiere zum Teil
bei schon ziemlich kalter und feuchter Witterung noch zur Nachweide
auf die Wiesen getrieben werden, und daB das Futter im Stalle aus den
gerade in diesen Wochen anfallenden Riiben- und Krautblittern be-
steht, die meist recht erheblich mit Erdteilchen verschmutzt sind. Aber
auch die Witterungsverhaltnisse konnen eine Rolle spielen. Es zeigt
dies deutlich ein Vergleich des Probenausfalles im kalten frost-trockenen
Monat Januar 1929 mit dem des feuchtwarmen gleichen Monats des
Jahres 1930. Im ersteren traten nur 5% fadenziehende Gérproben, in
letzterem 13,3% auf. ‘

Bei Beurteilung der Gér- und Labgérproben fiel auf, daf das Faden-
ziehen sicherer durch die Gdrprobe nachgewiesen wird als durch die Lab-
gdrprobe. Wiahrend bei 62 Gérproben schleimige Konsistenz des Ge-
rinnsels oder fadenziehender Molke beobachtet werden konnte, zeigten
von den zugehérigen Labgirproben aus denselben Milchen nur 19
diesen Fehler an. Eine Labgérprobe mit fadenziehender Molke wurde
auch nicht gefunden, ohne daB nicht die parallele Milchgidrprobe Faden-
ziehen anzeigte. Die Uberlegenbeit der Girprobe beim Auffinden von
Erregern des Fadenziehens in Milch gegeniiber der Labgérprobe beruht
aber unseres Erachtens nur darauf, daf die Gérprobe doppelt solange
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bebriitet wird wie die Labgérprobe. Den Erregern wird dadurch in jener
linger die Moglichkeit gegeben, sich zu vermehren und zu wirken.
Awufsberg? schligt ja sogar, um diesen Fehler aufzudecken, eine Ver-
lingerung der Gérprobendauer bis zu 36 Stunden vor.

Schleimbildungsvermégen besitzen nach Henneberg®® hiufig die Aerogenes-
arten, auch Dalla Torre!® ermittelte Bact. aerogenes als Ursache fadenziehender
Milch, nach Hammer?S sind Erreger der Schleimbildung oder des Fadenziehens
hauptsichlich das Bact. viscosum und Vertreter der Coli-aerogenes-Gruppe.

Diiggeli#t fand bei Géarprobentypen mit fadenziehender Molke eine Mikro-
flora, die sich in der Hauptsache aus ,,viscosen“-Rassen von Streptococcus lactis
und Bacterium casei zusammensetzte, untermischt mit Vertretern der Coli-
aerogenes-Gruppe, Bact. prodigiosum, Kokken und Oidien.

Uns selbst gelang es verschiedentlich, aus fadenziehender Molke
von Gérproben ein Gram-negatives Kurzstibchen mit starkem Gas- und
Schleimbildungsvermégen zu isolieren, das als Bact. aerogenes anzu-
sprechen war. DaB in den meisten Fallen Bact. aerogenes wirklich der
Erreger von Schleimbildung und Fadenziehen in unseren Gérproben
war, gibt das Verhéltnis der durch Gasbildung aus Lactose erhaltenen
Coli-aerogenes-Zahl zu dem durch Indolbildung gefundenen Colititer
an, wobei angenommen ist, daf die Gasbildner in erster Linie Aerogenes-,
die Indolbildner echte Colibakterien sind.

Wihrend die Gesamtzahl von 245 Milchproben durchschnittlich
126 Gasbildner und 691 Indolbildner, bezogen auf 100000 Keimgruppen,
aufwies, betragen diese nach Ausschlufl der 37 Milchen, die in der Gér-
probe Fadenziehen oder Schleimbildung zeigten, 114 und 712. Die
fadenziehenden Proben allein kamen von Milchen, die 186 Gasbildner
und 565 Indolbildner unter 100000 Keimgruppen enthielten. Das Ver-
hiltnis von Gasbildnern zu Indolbildnern war demnach im Durch-
schnitt sdmtlicher Proben 1:5,48, im Durchschnitt der nichtfaden-
ziehenden 1:6,26 und in dem der fadenziehenden 1:3,03. Dieses Enger-
werden des Verhdltnisses kann als Beweis dafiir gelten, daf die gas-
bildenden Aerogenesbakterien in den Milchen, welche fadenziehende
Gérproben lieferten, um etwa 50% stirker vertreten waren als in den-
jenigen, die ein Fadenziehen der Gérproben nicht verursachten. Der
Schlul auf Bact. aerogenes als hauptbeteiligter Erreger des Fadenziehens
hat demnach wohl in den allermeisten Féllen seine Berechtigung.

Da die mit diesem Erreger infizierte Milch sowohl Schwierigkeiten
in der Butterei (bei fadenziehendem oder schleimbildendem Rahm
entsteht Schaumbildung im Butterfertiger, welche das Zusammen-
flieBen der Fetttropfchen verhindert) als auch in der Késerei hervor-
ruft (die Molke kann schleimig-fadenziehend und daher nur schlecht
ablaufen), ist bei Auftreten dieses Fehlers die unter Umsténden ver-
langerte Milchgérprobe zur Aufsuchung der zweifelhaften Milch anzu-
stellen.



42 H. Ordolft:

Tabelle 18. Das Vorkommen fadenzichender Gérproben aus der Milch einzelner

Lieferanten.
1L mg in do (p?rfggﬁ' vFadenzigEnﬁd{eﬁ GEIprob. |y cendo gre:%::lt: j!?,genziehe?gi Gérprob,

: zahl Zahl % Nr. zahl Zahl %
1 6 — — 12 13 2 15,39
2 8 — — 13 13 2 15,39
3 9 — — 14 12 2 16,66
4 10 —_ — 15 5 1 20,00
5 11 — — 16 11 3 27,27
6 12 — — 17 11 3 27,27
7 12 — — 18 6 2 33,33
8 14 1 7,24 19 11 4 36,36
9 14 1 7,24 20 12 5 41,66
10 14 1 7,24 21 13 9 69,23

11 13 2 15,39 — — — —

Betrachten wir die Gérproben von 21 Lieferanten (Tab. 18), die
vom Juli 1929 bis zum Januar 1930 des ofteren zur Untersuchung
kamen, so sehen wir, daB8 bei 7 von ihnen niemals eine Probe wegen
Fadenziehens zu beanstanden war. Bei 3 weiteren Lieferanten konnten
jeweils nur in einer von 14 untersuchten Milchen Erreger des Faden-
ziehens mit Hilfe der Girprobe erkannt werden. 15—17% der Gér-
proben, also etwas mehr als der mit rund 15 % festgestellte Durchschnitt,
zeigten bei 4 Lieferanten fadenziehende Molke oder schleimige Ge-
rinnsel. Die Milchen der restlichen 7 Lieferanten (Nr.15—21) wurden
weit ofter, als es dem Durchschnitt entspricht, in der Gérprobe faden-
ziechend. Der prozentuale Hochstanteil an fadenziehenden Gérproben
wurde mit 69,23% bei einem Lieferanten festgestellt.

Die verschiedene Verteilung der fadenziehenden Gérproben auf die
einzelnen Lieferanten — ein Teil ist ganz frei davon, ein anderer sehr
stark damit behaftet — macht klar, daB dieser Fehler nicht hin und
wieder bald in der Milch des einen, bald in der eines anderen Stalles
auftritt, sondern dal mit einer gewissen Sicherheit die Milch eines Liefe-
ranten nicht, die eines anderen sehr hdufig mit den Erregern des Faden-
ziehens verseucht ust.

IV. Untersuchungen iiber das Vorkommen anaerober Sporenbildner in
Werkmilch.

Schon eingangs wurde erwahnt, daB zur Priifung von Milch, die in
der Hartkiserei Verwendung finden soll, auch der Nachweis anaerober
Sporenbildner von Wichtigkeit ist.

Es wurden in der Schweiz wiederholt bei Kisefehlern Angehérige dieser
Gruppe sowohl der saccharolytischen (Cl. butyricum) als auch der proteolytischen

Reihe (CL putrificum) als Ursache gefunden. Cl putrificum ist ja als Urheber der
sogenannten Stinkerkéise bekannt. Vor den friiber genannten Autoren Kiirsteinerss
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und Wyssmann® trafen auch Thini und Allemann®® bei Untersuchungen von
4 fehlerhaften Emmentalerkisen neben den Milchsidurebakterien diese beiden
charakteristischen Anaerobenformen in grofier Menge an, und iibereinstimmend
mit diesem bakteriologischen Befund waren in der Késemasse Zersetzungsprodukte,
die auf ihre Tétigkeit zuriickzufithren waren. Albus! hat das der saccharolytischen
Reihe zugehorige Cl. Welchii als Urheber von Bléhungen im Nissler- und Pressler-
typ in Schweizer Emmentalerkisen gefunden.

Diese Schadlinge der Hartkéserei sollen nach Kiirsteiner und Staub®™ * vor
allem in nicht einwandfreiem Silofutter in grolen Mengen zu finden sein und
es ist dies der Hauptgrund fiir die Ablehnung der Silomilch in den Emmentaler-
kiisereien der Schweiz sowohl wie des Allgdus.

Gdr- und Labgérprobe sind fiir den Nachweis anaerober Sporen-
bildner nicht brauchbar. Sie fallen, wenn die Milch sonst keine kiserei-
schédlichen Bakterien enthilt, recht gut aus.

Kiirsteiner3? wendete zu deren Nachweis das Pasteurisieren der Gérprobe an:
10 Minuten erhitzen auf 80—85° vor Einstellen der Proben in den Brutapparat.
Wenn in der pasteurisierten Gérprobe Blahungserscheinungen auftraten, dies
geschah meist nach 48—96 Stunden, gelang es jedoch Kiirstetner nicht immer,
aus diesen geblihten Garproben mit RegelméBigkeit auch die gefahrlichen Blahungs-
erreger nachzuweisen. Aus den Versuchen Kiirsteiners geht, wie er selbst angibt,
hervor, daB die sonst iiblichen Milchpriifungsverfahren bei weitem nicht immer
die tatsdchlich vorliegenden Zusténde der Milchbeschaffenheit, insbesondere der
Kiisereitauglichkeit, erschopfend erfassen.

Zum Nachweis von anaeroben Sporenbildnern in Milch hat Wein-
z4rl% den sog. Sporogenes-Test eingefiihrt, dessen wir uns auch bei den
spéter folgenden Untersuchungen bedienten (Cl. sporogenes ist synonym
mit Bac. putrificus verrucosus Zeifller und Paraplectum foetidum
Weigmann).

Etwa 1 com geschmolzenes Paraffin wird in ein gewdhnliches Reagensglas
gegeben, das Ganze mit einem Wattestopfen versehen und im Autoklaven oder
HeiBluftsterilisator entkeimt. Mittels einer sterilen Pipette werden dann 5 cem
der fraglichen Milch in die wieder abgekiihlte, nunmehr sterile Rohre gegeben
und 10—15 Minuten lang im Wasserbade bei einer Temperatur von 80° erhitzt.
Dadurch schmilzt das Paraffin wieder, steigt in die Hohe, wo es nach dem Er-
kalten iiber der Milch einen anaeroben Verschluf herstellt. Das Paraffin soll
nach unseren Erfahrungen keinen zu hohen Schmelzpunkt (etwa 52°) haben,
weil dann der luftdichte AbschluB ein besserer ist. Durch das Erhitzen wird
auch noch der Sauerstoff vollends aus der Milch getrieben und eine wirksamere
Anaerobiose hergestellt. Alle vegetativen Formen von Bakterien sind auf diese
Weise abgetotet worden, nur die Sporen sind iibriggeblieben. Die Réhrchen
kommen zwecks Bebriitung 3 Tage in einen Thermostaten von 37°.

Bei Vorhandensein von geschilderten anaeroben Sporenbildnern in
der Milch (nicht bloB bei Sporogenes!) wird der Paraffinpfropf infolge
des Gasdruckes in der Réhre hochgeschoben, und bei besonders starker
Gasbildung kann sogar der Pfropf vollstindig aus der Rohre heraus-
getrieben.werden. Dies geschieht haufig, wenn Angehérige der saccharo-
lytischen Gruppe in der Uberzahl sind, was sich dabei noch durch einen
ausgesprochenen Buttersiauregeruch bemerkbar macht. Sind dagegen
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in der Milch iiberwiegend Angehorige der proteolytischen Gruppe ver-
treten, so ist die Gasbildung weniger stark und tritt oft erst zwischen
dem 3. und 5. Tag der Bebriitung in Erscheinung. Vor allem ist dies
dann gerne der Fall, wenn die Milch erhohte Aciditat besitzt; unter
diesen Umstanden keimen iibrigens auch die Sporen der saccharolyti-
schen Gruppe meist spiter aus. Nachstehender Versuch macht dies
deutlich.

Es wurde dabei allerdings nicht mit den nur schwer zu ziichtenden Rein-
kulturen von Vertretern der beiden anaeroben Sporenbildnergruppen gearbeitet,
sondern nur mit Anreicherungskulturen von ihnen.

Wir erhielten diese, indem wir die aus den jeweils typischen Anaerobenréhren
erhaltenen Rohkulturen wieder in sterile Milch weiter verimpften. In dem einen
Falle bildete sich dann auch der nach Henneberg®® fiir Cl butyricum typische
schwammige Caseinkuchen mit Bldhungsléchern und starkem Buttersauregeruch,
im anderen Falle zeigte sich Peptonisierung der Milch und penetranter Limburger-
geruch. Um mit Sicherheit geniigend Sporen zu erhalten, wurden die betreffenden
Kulturen 3 Wochen stehengelassen. Als hierauf von jeder Rohkultur 0,1 ccm
in je 2 Paraffinrohren, die 5cem sterile Milch enthielten, verimpft und diese,
wie sonst iiblich, pasteurisiert und bebriitet wurden, zeigte sich in den Réhren
mit der Cl. butyricum-Rohkultur nach 2 Tagen eine starke Blihung, typischer
Buttersiuregeruch und eine Zusammenballung des Caseins unter starker Molken-
ausscheidung. In den Rohren mit der Cl. putrificum-Rohkultur war nur eine
geringe Blahung, aber eine starke Eiweifizersetzung und typischer Limburger-
geruch zu bemerken. Die beiden Rohkulturen enthielten also geniigend anaerobe
Sporenbildner, und in der einen iiberwogen die der saccharolytischen, in der anderen
die der proteolytischen Gruppe.

Angeregt durch die Beobachtung, dafl bei Milch mit hohem Séure-
grad und bei geronnener Milch die Weinzirl-Probe héufig innerhalb
3 Tagen anaerobe Sporenbildner nicht anzeigte, obwohl die Milch be-
stimmt mit ihnen verunreinigt war, suchten wir den Zusammenhang
zwischen dem Sduregrad der Milch und dem Reaktionseintritt der Wein-
zirlschen Anaerobenprobe zu klaren, wobei zundchst Cl. butyricum-
Kultur verwendet wurde. Der Sduregrad der bei den Versuchen ge-
brauchten Milch wurde durch Zugabe von steriler Milchsdure stufen-
weise erhdht, wobei davon ausgegangen wurde, dall 1° Sdure nach
Soxleth-Henkel 0,0225 g Milchséure entspricht. Bei einigen Stichproben
wurde die Erhéhung des Séuregrades auch durch Zusatz von Rahm.
sauerungskultur bewerkstelligt.

Bei dem ersten Versuch wurden auf diese Weise von derselben Milch Proben mit
abgestuften Siauregraden von 7,0 bis 17,0 S.-H. (0,158—0,383 % Sture) in Paraffin-
réhren gegeben ; jede Probe wurde mit 0,1 cem der Cl. buytricum-Rohkultur beimpft.
Durch diese Zugabe wurde der Sauregrad noch um 1° S.-H. erhoht. Die beimpften
Paraffinrohren wurden nach Vorschrift behandelt. Es zeigte sich dabei schon
beim Pasteurisieren der Rohren, daB simtliche Proben mit einem hoheren Séure-
grad als 12° S.-H. (0,270% Saure) wihrend des Erhitzens zur Gerinnung kamen.

Nach 24 Stunden hatte sich in simtlichen Rohren Gas gebildet. Die Gasbildung
war zuniichst bei den Proben bis 12° H.-S. (0,270% Séure) von mittlerer Stirke,
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nach 48 Stunden zum Teil sehr stark. Bei den Proben mit einem Sauregrad {iber
12 S.-H. war die Gasbildung auch sehr deutlich, aber sowohl am ersten wie auch
an den folgenden Beobachtungstagen etwas schwicher. Vom 2. bis 5. Tag war
bei samtlichen Proben keine Verinderung des Gasdruckes mehr zu sehen.

Dieser Vorversuch besagte also, daf3 bis zu 18°S.-H. (0,405% Sciure)
keine Verzogerung im Eintreten der Gasbildung eintritt, dap aber in Milch,
die nach vorstehendem diber 12° S.-H. (0,270% Sdure) aufweist und beim
Pasteurisieren gerinnt, die Stirke der Gasbildung herabgesetzt ist.

Die Ergebnisse des 2. Versuches, bei dem unter denselben Voraussetzungen
bis zu hoheren Siuregraden gegangen wurde, sind in Tab. 19 niedergelegt.

Tabelle 19. Gasbildung durch anaerobe Sporenbildner der saccharolytischen Gruppe
in Milch mit erhihtem Siuregrad.

NT. g_{;g ng)}(‘)re 1.Tag| 2. Tag 3. Tag 4. Tag 5. Tag 6. Tag
1] 9,0(0203[2XX| 2XXX | 2XXX | 2XXX | 2XXX| 2XXX
2 119,0 {0,428 2 X 2 X 2X 2X 2X 2 X
3120,5(0461 2X |[1XX1X|IXXIX[IXX1X|1XX1X|[I1XX1X
4 (21,5 (0,484 | — 2X 2X 2X 2 X 2X
5 122,5 0,506 | — 2X 2X 2X 2X 2X
6 | 24,0 | 0,540 | — — — 2X 2X 2 X
712550574 | — — — 2X 2X 2X
8 | 26,5 | 0,596 — — — 1(0) 1 (0) 1 (0)
9 27,5(0,619| — — — — 2 (0) 2 (0)
10 | 28,0 | 0,630 | — — — — 2 (0) 2 (0)
11 | 29,0 | 0,653 | — e — — 2(0) 2 (0)

Blihungsgrad: XXX = sehr stark; XX = mittelstark; X = deutlich wahr-
nehmbar; (0) = zweifelhaft bis Blasenbildung; 2, 1 = Zahl der Réhren.

Nur Probe 1, nimlich die Ausgangsmilch mit 9° S.-H., zeigte bereits am 1. Be-
obachtungstage mittelstarke Gasbildung an, die dann am 2. Beobachtungstage
ihr Maximum erreichte. Auch die Proben 2 und 3 mit 19,0 und 20,5° S.-H. zeigten
Gasbildung schon nach 24 Stunden. Die Stirke der Gasbildung jedoch ist ver-
ringert. Es trat allerdings bei Probe 3 in einer Réhre noch eine Gaszunahme ein,
im iibrigen war aber sonst wihrend der ganzen 6tégigen Beobachtungsdauer eine
Verinderung nicht mehr zu bemerken. Bei Milchprobe 4 und 5 war gegeniiber
den vorhergehenden der KEintritt der Gasbildung um 1 Tag verschoben. Bei
Probe 6 und 7 mit 24,0 und 25,5° S.-H. (0,540 und 0,574% Saure) fiel diese erst
auf den 4. Tag. Immerhin war bis jetzt bei allen diesen Proben die Gasbildung
deutlich sichtbar, kenntlich an dem nach oben geschobenen Paraffinpfropfen. Die
Proben mit einem héheren Sauregrad als 25,5 S.-H. (0,574 % Saure) bildeten nur
eine kleine Blase unter dem Paraffinpfropf und lieBen eine Gasbildung zweifelhaft
erscheinen. Die Blase konnte mit Ausnahme eines Falles erst vom 5. Beobach-
tungstage ab beobachtet werden.

Dieser zweite Versuch legt weiterhin dar, daB be: Milchproben mit
hoherem Sduregrad das Wachstum bzw. das Gasbildungsvermigen der
anaeroben Sporenbildner der saccharolytischen Gruppe vermindert ist und
daf sich von 21° S.-H. (0,473% Sdure) ab mit weiterer Zunahme des
Sduregrades auch. der Eintritt der Gasbildurg verzogert. Je niher eine
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Milch an der Grenze der natiirlichen Gerinnung steht, desto undeut-
licher ist das Ergebnis der Weinzirl-Probe und um so wichtiger eine
lingere Beobachtungszeit; dies gilt besonders auch fiir Milch, die schon
geronnen ist.

In derselben Art wie die beiden Versuche wurde noch ein dritter
unter Zugabe von Sporenfliissigkeit der Putrificusgruppe durchgefiihrt.

Tabelle 20. Gasbildung durch anaerobe Sporenbildner der proteolytischen Gruppe in
Milch mit erhohtem Sduregrad.

Nr. S.H. % Siure ‘ 1. Tag 2. Tag 4, Tag 6. Tag ! 6. Tag

1 9,0 0,203 — 2X 2 XX 2 XX ; 2 XX

2 10,0 0,225 — 2X 2 XX 2 XX 2 XX

3 11,0 0,248 —_ 2X 2 XX 2 XX 2 XX

4 12,0 0,270 —_ 2 (0) 2 XX 2 XX 2 XX

5 13,0 0,293 — 1X 2 XX 2 XX 2 XX

6 14,5 0,326 — 2 (0) 2X 2X 2X

7 15,5 0,349 — 2 (0) 2X 2X 2X

8 16,5 0,371 — 2 (0) 2X 2X 2X

9 17,5 0,394 — — 1X1(0) 1X1(0)| 1X1(0)
10 18,0 0,405 — — 1X1(0)] 1X1(0)] 1X1(0)
11 19,0 0,428 — — 2(0) 2 (0) 2(0)
12 20,0 0,450 — — 2 (0) 2 (0) 2 (0)

Blahungsgrad: XXX = sehr stark; XX = mittelstark; X = deutlich wahr-
nehmbar; (0) = zweifelhaft bis Blasenbildung; 2, 1 = Zahl der Rohren.

Hier war als erstes auffallend, daB bei keiner der Proben eine Gasbildung
sehon nach 24 Stunden Bebriitung eintrat, und daf diese am 2. Tag auch bei den
Milchen mit Sauregraden unter 12-8.-H. (0,270% Saure) schwécher einsetzte als
bei der Butyricusverimpfung. Auch an den folgenden Tagen stieg die Gasbildung
nur bis zur mittelstarken an und kam nie dariiber hinaus. Bei den Milchproben
iiber 13—16,5° S.-H. (0,293—0,371% Saure) verstirkte sich die am 2. Tage
sichtbar gewordene Blasenbildung innerhalb von 2 weiteren Tagen doch noch zur
deutlichen Gasbildung. Die Proben 9 und 10 mit 17,5 und 18 Siuregraden (0,394
und 0,405 % Sgure) zeigten eine deutliche Gasbildung nur in einer Rohre, wihrend
die andere Blasenbildung aufwies. Die letzten beiden Milchen, die auf Sauregrad 19
und 20 (0,428 und 0,450% Séure) eingestellt waren, zeigten allein Blasenbildung
unter dem Paraffinpfropf, eine Verstirkung zur deutlich wahrnehmbaren Gas-
bildung trat jedoch innerhalb 10 Tagen nicht ein.

So ist auch bei diesen Versuchen mit zunehmendem Sduregrad eine
Abnahme des Gasbildungsvermdgens der anaeroben Sporenbildner, hier
eines Vertreters der proteolytischen Gruppe zu erkennen, und zwar in
bezug auf den Zeitpunkt des Eintrittes der Gasbildung sowohl als auch
der Stdrke.

Beim Vergleich der similichen Versuche ergibt sich zusammenfassend,
daf das Gasbildungsvermégen unter den Versuchsbedingungen bei den An-
gehorigen der proteolytischen Gruppe sowohl schwicher als auch langsamer
ist als bei jenen der saccharolytischen, und daf erstere durch die Aciditdl
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der Milch viel stirker in ihrem Entwicklungsvermdgen gehemmit werden.
Die Acidititsgrenze ist fir thre Entwicklung (unter den Bedingungen der
Weinzirl-Probe!l) ein Sduregrad wvon 17,5—18 8.-H. (0,390—0,405%
Sdure), wihrend sie fiir die saccharolytische Gruppe 26° 8.-H. (0,685%
Sdure) betrigt. Eine Verlingerung der Bebritungsdauer von 3 auf 5 Tage
erscheint demnach ber Milchen mit erhohtem Sduregrad angebracht.

Von 230 Milchen, die im Laufe von 7 Monaten (Juli 1929 bis mit
Januar 1930) mit Hilfe der Weinzirlschen Anaerobienprobe auf Vor-
handensein anaerober Sporenbildner gepriift wurden, reagierten 166
(=170,22%) durch mehr oder weniger starke Gasbildung positiv. An-
aerobe Sporenbildner sind also im Weihenstephaner Einzugsgebiet in
hohem MafBle verbreitet. (Dies erklirt auch, warum sich der Fabri-
kation von sog. Sayamilch nach Sanitétsrat Dr. Wehsarg gerade in
Weihenstephan unvorhergesehene Schwierigkeiten in den Weg stellten ;
der Geschmack und die Haltbarkeit dieser Dauermilch wird durch das
Vorhandensein anaerober Sporenbildner beider Gruppen sehr beein-
trichtigt.) Bei 58,43% der mit anaeroben Sporenbildnern infizierten
Milchen waren iiberwiegend die der saccharolytischen, bei den iibrigen
41,67% die der proteolytischen Gruppe anwesend, soweit dies auf Grund
des in den Anaerobenréhren auftretenden Geruches und der Art der
Eiweiflzersetzung festzustellen moglich war.

Die Verunreinigung der Milch mit anaeroben Sporenbildnern war
am geringsten in den Monaten Juli und August, doch waren auch damals
schon 64,56% der untersuchten Milchen diesbeziiglich zu beanstanden.
Im September erreichte die Verunreinigung mit 83,3% den Héhepunkt
und blieb auch in den iibrigen Monaten iiber dem Durchschnitt von
70%, wechselnd von 72,5—76,7%.

Gérfutter wurde in den Stéllen, aus denen die untersuchten Milchen
stammten, nur in 2 Féllen verabreicht. Vielleicht hat die vermehrte
Infizierung mit diesen Hartkisereischiddlingen in den Herbst- und
Wintermonaten ihre Ursache in einer gegeniiber den Sommermonaten
vermehrten Verabreichung von Kraftfutter und Futtermehlen, die be-
kanntlich héufig Tréger anaerober Sporenbildner sind. Kiirsteiner3® be-
richtet, da8 nach Diiggeli und Wiegner z. B. Cl putrificum in Kraft-
futtermitteln, speziell im ErdnuBmehl, héufig vorkommt. In frischen Erd-
nuBkuchen haben diese in 55% und in Mehlen in 37 % der untersuchten
Proben ClL putrificum in kleinerer oder gréBerer Zahl nachgewiesen.

Tab. 21 gibt das Vorkommen von anaeroben Sporenbildnern in der
Milch von 19 Lieferanten an, die mehrfach in dem Zeitraum von sieben
Monaten zur Priifung kamen. 8 Lieferer brachten Milch, bei der die
Hiufigkeit des Auftretens anaerober Sporenbildner unter dem mit
70% festgestellten Durchschnitt war. Die Milch von den iibrigen 17 Lie-
feranten wies in mehr als 70% der Fille anaerobe Sporenbildner auf.
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Tabelle 21. Das Vorkommen anaerober Sporenbildner in der Milch einzelner
Lieferanten und Vergleich mit der Coli-aerogenes-Verhdliniszahl.

Weinzirl-Probe Uberwiegen der Durch-
N gﬁ:?:: positiv Saccharolyten Proteolyten scmgz;x-whe
zahl | Proben- - i Aerogenes-
o] o frow] s+ me] < |MES
1 6 1 16,7 — — 1 100.0 84
2 12 5 41,7 3 60,0 2 40,0 13
3 13 7 53,8 — — 7 100,0 81
4 11 6 54,6 3 50,0 3 50,0 83
5 11 6 54,5 4 66,7 2 33,3 247
6 11 7 63,6 3 42,9 4 57,1 26
7 9 6 66,7 3 50,0 3 50,0 17
8 12 8 66,7 6 75,0 2 25,0 35
9 10 7 70,0 3 42,9 4 57,1 485
10 12 9 75,0 3 33,3 6 66,7 18
11 10 8 80,0 8 100,0 — — 19
12 8 7 87,6 5 71,4 2 28,6 12
13 9 8 88,9 6 75,0 2 25,0 15
14 11 10 99,9 5 50,0 5 50,0 112
15 10 10 100,0 5 50,0 5 50,0 20
16 10 10 100,0 7 70,0 3 30,0 473
17 11 11 100,0 9 81,8 2 18,2 7
18 11 11 100,0 9 81,8 2 18,2 29
19 7 7 100,0 7 100,0 — — 41

Bei 5, gut dem 4. Teil aller untersuchten Lieferanten, waren sdmtliche
Milchproben mit diesen Bacillenarten verunreinigt. Die Tabelle zeigt,
daB solche Verunreinigung bei den verschiedenen Lieferanten sehr ver-
schieden stark ist.

Weinzirl will auf Grund eines positiven Ausfalles seine Sporogenes-Tests auf
Verschmutzung der Milch mit Kuhmist schlieBen. Hudson und Tanners® sowie
Ayers und Clemmer® fanden allerdings, daB dieser SchluB nicht eindeutig sei,
weder hinsichtlich der Herkunft noch der Art der Organismen. DaB bei der
Weinzirl-Probe auch andere anaerobe Sporenbildner als gerade Cl. sporogenes
zum Zuge kommen, ist inzwischen auch von Demeter'® berichtet und mit ent-
sprechenden Abbildungen belegt worden. Unsere voraus geschilderten Unter-
suchungen bringen eine Bestdtigung dieser Tatsache.

Als ein brauchbares Verfahren, den Verschmutzungsgrad einer Milch fest-
zustellen, selbst wenn diese vorher durch einen Wattefilter gereinigt sei, be-
zeichnen Klimmer, Haupt und Borchers®® die Bestimmung der Coli-aerogenes-
Bakterien.

Wenn eine sichere Beziehung zwischen dem Sporogenes-Test und der
Milchverschmutzung bestiinde, miiite unserer Ansicht nach auch eine
solche zwischen diesen und der Coli-aerogenes-Zahl zu bemerken sein.
Ein derartiger Vergleich, s. Tab. 21, Rubrik Coli-aerogenes-Zahl, zeigt
aber, daB die Lieferanten, die weniger oft, als es dem Durchschnitt ent-
spricht, Milch mit anaeroben Sporenbildnern brachten, sowohl niedrige



Mikrobiologische Bestimmung der Kisereitauglichkeit von Milch. 49

als hohe Coli-aerogenes-Zahlen in ihren diesbeziiglichen Milchen auf-
wiesen. Ebenso ist dies fiir die Milch der 11 Lieferanten zutreffend, die
mit dem Vorkommen an anaeroben Sporenbildnern iiber dem Durch-
schnitt stehen.

Nr. 3 und 10 sind Betriebe, die ihre Milchkithe sommers auf die
Weide schicken und ihnen winters vorwiegend Silage und Kraftfutter
verabreichen. Dafl Gér- und Kraftfutter und daneben auch Weide-
futterung eine erhéhte Anreicherung der Milch an Sporenbildnern mit
sich bringen, trifft also, wie diese Betriebe beweisen, nicht immer zu.
Freilich wird in diesen beiden besonderen Fillen den Tieren auch nur
bestes Futter vorgelegt, wie es ja eigentlich fiir jeden Milchviehstall
gefordert werden mufl.

Wie der Anteil der sporenhaltigen Milchen bei den einzelnen Liefe-
ranten sehr verschieden ist, so ist auch das Verhiltnis von anaeroben
Sporenbildnern der saccharolytischen zu denen der proteolytischen
Reihe sehr wechselnd. Die Milch von 4 Betrieben zeigt immer nur An-
gehorige einer Gruppe an, und zwar zwei davon (Nr.1l1 und 19) der
saccharolytischen und zwei (Nr. 1 und 3) der proteolytischen. Die An-
gehdrigen der saccharolytischen Reihe iiberragen sonst in der Regel
die der proteolytischen, am hiufigsten tritt dies bei den Lieferanten
ein, von denen mehr als 70% der Milchen bei der Weinzirl-Probe ein
positives Ergebnis aufweisen.

Dal} die anaeroben Sporenbildner fehlerhafte Produkte in der Hart-
kiserei verursachen konnen, ist durch die Schweizer Untersuchungen
geniigend erwiesen. Da sich ferner aus solchen Cl butyricum oder
Cl. putrificum enthaltenden Kisen infolge der Widerstandsfiahigkeit
der Sporen auch keine einwandfreien Schmelzkiise herstellen lassen,
wire es also auch aus diesem Grunde sehr wichtig, nach den Liefe-
ranten solcher sporenhaltiger Milchen zu forschen. Die Weinzirl- Probe
scheint hierfiir auch in der Praxis geeignet, da sie keine umstéindliche
Néahrbodenherstellung erfordert. Beste Reinigung und absolute Sterili-
sierung der zur Anstellung der Proben verwendeten Reagensgliser ist,
wie es ibrigens auch bei den Glisern fiir die Durchfithrung der Lab-
gérprobe sein sollte, freilich Vorbedingung dafiir, daf keine Fehl-
schliisse entstehen. Solche Betriebe, die keinen HeiBluftsterilisator
oder Autoklaven besitzen, miissen sich die mit Paraffin beschickten
Rohren in einem Laboratorium sterilisieren lassen; denn durch lingeres
Erhitzen im Dampftopf oder Wasserbad werden nur die Sporen der
Buttersidurebacillen, nicht aber diejenigen der Sporogenes-putrificus-
Gruppe abgetotet. Die Bebriitung der Proben kann in vorhandenen
Labtemperierkisten vorgenommen werden (allerdings ist dann darauf
zu achten, daB eine evtl. mogliche Infektion des Labes von vornherein
ausgeschaltet wird!).
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Bei Lieferanten, die ofter mit anaeroben Sporenbildnern verun-
reinigte Milch anliefern, wiren die Stall- und Fiitterungsverhéltnisse
zu priifen, damit Méngel, welche die Ursache sein kénnten, abgestellt
werden. Auch die Bezahlung der Milch nach Qualitit, gestiitzt auf die
Weinzirl-Probe im Verein mit der Labgirreduktaseprobe, wire sicher
als auBerordentlich erzieherisch wirkendes Mittel in Erwagung zu ziehen.
Es 148t sich einem Lieferanten seine schlechte Milch mit nichts besser
vor Augen fiithren als mit einer Reagenzrohre, deren iibelriechender In-
halt im Begriffe steht, durch Gasentwicklung den Paraffinpfropfen
hinauszuschieBen.

V. Anhang.
Versuch einer Anderung der Bebriitungstemperatur bei
Milehgiir- und Labgérprobe.

Die bei Durchfiithrung der Milchgér- und Labgirprobe angewendete
Bebriitungstemperatur von 38-—40° scheint fiir die Weichkésereien zu-
néchst nicht angebracht, da Warmegrade dieser Hohe wihrend des
Fabrikationsprozesses gewohnlich nie erreicht werden. Die durch-
schnittliche Einlabtemperatur betrigt bei den in Deutschland her-
gestellten Weichkésen 34 °, selbst bei der der Hartkéserei nahestehenden
Tilsiterkéiserei wird der Bruch nur fiir kurze Zeit wéhrend des Nach-
wirmens auf eine héhere Temperatur gebracht, die aber bald wieder
absinkt. Einige Temperaturmessungen der eingelabten Milch und dann
im Bruche selbst bei Herstellung von Camembert- und Romadurkés-
chen ergaben schon nach verhéltnisméfBig kurzer Zeit ein Abfallen der
Wirmegrade von 34 auf 32°, und im Verlauf von 6 Stunden auf 27°,
So ist es erklirlich, daB eine Ubereinstimmung der beiden praktischen
Proben zur Bestimmung der Kisereitauglichkeit mit dem Ausfall der
Weichkiserei selbst nur in geringem MaBe vorhanden ist; denn je nach
dem Temperaturverlauf werden bald die einen, bald die anderen Bak-
terienarten begiinstigt und sich auswirken. Bei der Gér- und Labgir-
probe kénnen deshalb ganz andere Keimarten die Oberhand erlangen
und diese Proben beeinflussen als dies bei den Késen aus derselben Milch
eintritt.

Um zu sehen, wie sich Milchgér- und Labgérprobe bei einer mehr
der Weichkiserei angepafiten Temperatur im Vergleich zu der sonst
iiblichen verhalten, wurden von etwas iiber 100 verschiedenen Milchen
die beiden Proben im Wasserbad sowoh! bei 39° als auch bei 32° an-
gestellt. Die Ergebnisse sind in Tab. 22 und dem Diagramm 11
zusammengefafit.

Es springt sofort in die Augen, da3 die Proben bei einer Bebriitungs-
temperatur von 32 ° gegeniiber der von 39 ° eine wesentliche Verschiebung
nach den giinstigeren Punktzahlen hin zeigen. Bei 39° nehmen die
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Tabelle 22. Ausfall der Gédr- und Labgdrprobe, bebriitet bei 39 u. 32°.

Gérprobe Lahgirprobe

Punkt- Probenzahl Proben in % Punktzahl Probenzahl Proben in %

zahhl 39° 32° 39° 32° 39° 32° 39° 32°
0 11 — 10,00 — 0 16 8 15,563 7,77
1 10 — 9,09 — 2 22 23 21,36 | 22,33
2. 20 1 18,18 0,91 4 30 36 29,13 | 34,95
3 37 12 33,64 10,91 6 27 27 26,21 | 26,21
4 27 49 24,55 | 44,54 +10 8 9 7,77 8,74

5 5 48 4,54 | 43,64 — — — — —
Sa. 110 | 110 | 100,00 ‘ 100,00 Sa. 103 103 | 100,00 | 100,00

Gdrproben mit 0 Punkten 10%, die
Garproben mit 1 Punkt 9,09% und
die Gérproben mit 2 Punkten 18,18 %
aller Proben ein. Bei 32° aber sind
die Gérproben mit 0 und 1 Punkten
iiberhaupt nicht, die Garproben mit
2 Punkten nur mit 0,91 % vertreten.
Den Hauptanteil der Proben finden
wir mit 33,64 % bei 39 ° bei den Gir-
proben mit 3 Punkten, bei 32 ° weist
dieselbe Rubrik nur 10,91% auf.
Die Héchstzahl der Proben liegt bei
32° bei den Gérproben mit 4 Punk-
ten mit 44,54% und nur wenig
stehen ihnen, mit 43,64 %, die Géar-
proben mit Punktzahl 5 nach. Die
entsprechenden Gérprobengruppen
bei 39° zeigen 24,55 bzw. 4,54 % auf.
Die Zahl der besten Géarproben iiber-
trifft also bei einer Bruttemperatur
von 32° die mit einer solchen von
39° um mehr als das 9fache. Der
durchwegs bessere Ausfall der Gir-

probe mit der jeweils niedrigeren Temperatur ist unverkennbar.

Abb. 11. Vergleich zwischen Ausfall der
Milchgér- und Labgirprobe bei unterschied-
licher Bebriitungstemperatur (89° und 32°).

Auch bei der bei 32° durchgefithrten Labgdrprobe ist eine Besserung
der Proben gegeniiber den bei 39° angestellten zu beobachten, die sich
allerdings wesentlich nur bei den schlechtesten Proben mit 0 Punkten
zeigt. Diese betragen bei der Bebriitungstemperatur von 39° 15,53 %
aller Proben, bei 32° nur die Hilfte, 7,77%, dafiir machen die Labgér-
proben mit 2 Punkten bei 32° etwa 3% mehr, die mit 4 Punkten etwa
6% mehr aus als dieselbe bei 39°. Der Anteil der Labgirproben mit

4*
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Punktzahl 6 ist bei beiden Temperaturen gleich, annihernd dasselbe
ist der Fall bei den mit 8 und 10 Punkten qualifizierten Labgirproben
(nur 1% Unterschied), die hier zu einer Gruppe zusammengefalt sind.
Die bei der iiblichen Bruttemperatur guten Labgdrproben wiesen bei nie-
drigerer Temperatur etwa das gleiche Bild auf, zumeist war nur der Griff
etwas weicher. Die bei der iiblichen Temperatur schlechten Labgdrproben
zeigten bei der niedrigeren Temperatur ein besseres Aussehen, besonders das
Auftreten von schwammig-geblihten Pfropfen war ein wesentlich geringeres.
Auffallend war die Menge grieBiger Proben, die eine Beurteilung sehr
erschwerten, da Bliahungslocher bei ihnen schlecht festzustellen sind.

Diese groBere Anzahl der grieBigen Labgérproben, die verringerten
Blahungserscheinungen bei den Labgirproben und vor allem auch bei.
den Milchgirproben, die bei einer Temperatur von 32° durchgefiihrt
wurden, bei diesen auch das starkere Auftreten des gallertigen Types
sind ein deutliches Zeichen dafiir; daB bei niederer. Temperatur mehr
die erwiinschten echten Milchsiurebakterien zum Zuge kommen. Dal
bei Titration der Labgirmolke diese im Durchschnitt bei 39° 18° S.-H.,
bei 32° aber 23° S.-H., also 5 Sduregrade mehr ergab, ist eine weitere
Bestédtigung dafiir.

Eine Durchfiihrung von Gir- und Labgdrprobe, bei der der Weichkdseres .
mehr entsprechenden Temperatur von 32° ist nicht angebracht, da die
beiden Proben dann den Zweck, fehlerhafte Milchen aufzudecken, nicht
mehr erfiillen.

Zusammenfassung.

In der Praxis dienen Reduktase-, Milchgir- und Labgérprobe zur
Feststellung der Giite, insbesondere der Kisereitauglichkeit einer Milch.
Milchgiir- und Labgirprobe werden meist nebeneinander durchgefiihrt.
Die durch diese beiden Proben gewonnenen Resultate stimmen aber
hiufig nicht miteinander iiberein, so dafl der Wert der Ergebnisse und
damit der der Proben selbst zweifelhaft erscheint. In vorliegender
Arbeit wurde es daher unternommen, die iiblichen Methoden zur Be-
stimmung der Késereitauglichkeit genauer nachzupriifen, um der Praxis
evtl. Vorschlige zur Verbesserung ihrer Methoden machen zu kénnen.
In erster Linie wurde die direkte mikroskopische Feststellung der Keim-
zahl und der Nachweis des Coli-aerogenes-Gehaltes zur Kontrolle heran-
gezogen.

Die Keimzihlungen wurden nach der Breed-Methode vorgenommen,
und zwar wurden dabei nicht Einzelkeime, sondern immer Keimgruppen
gezihlt, da sich dies bei den durchschnittlich hohen Keimzahlen von
Werkmilch als notwendig erwies. Um auch bei solchen Milchproben,
deren Keimgehalt in viele Millionen ging, noch eine Keimzéhlung vor-
nehmen zu kénnen, wurde statt der sonst iiblichen 0,01 ccm in solchen
Fillen "0,001 ccm Milch ausgestrichen. Vergleichende Zahlungen ein
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und derselben Milch bei 0,01 und 0,001 cem Ausstrich ergaben bei letz-
terem stets etwas hohere Werte, gewohnlich das 1,5—1,8fache vom
{iblichen Ausstrich, wobei mit Zunahme der Keimzahl das Verhiltnis
der beiden Ausstriche stets enger wurde.

Bei einer Priifung der Keimgruppenzihlung durch die Platten-
zihlung ergab sich ein Ubertreffen des Gesamtdurchschnittwertes der
Keimgruppenzahlung sdmtlicher Milchen durch die Plattenzihlung um
das 1,66fache. Mit geringerem Keimgehalt wird aber die Diskrepanz
zwischen den Ergebnissen der Plattenmethode und der direkten Grup-
penzihlung kleiner, um bei einem Keimgruppengehalt von etwa 400000
je Kubikzentimeter ganz zu verschwinden.

Die Colibakterien bzw. die Angehérigen der Coli-aerogenes-Gruppe
wurden durch Nachweis von Indolbildung aus Eiweil und von Gas-
bildung aus Lactose bestimmt. Zum Indolnachweis erwies sich die von
Kovdcs vorgeschlagene Verbesserung des Ehrlich-Pringsheimschen Rea-
gens am geeignetsten. Zwecks Feststellung der Gasbildung aus Milch-
zucker wurde der Gentianaviolett-Lactose-Peptongallendhrboden nach
Kefler und Swenarton, der einen Elektivndhrboden fiir Bact. coli und
Bact. aerogenes darstellt, verwendet, zum Teil auch Klimmers Lactose-
Trypaflavinbouillon. In einem vergleichenden Versuch wurden diese
beiden Nahrboden in der von den Verff. angegebenen fliissigen Form
(Auffangen des sich bildenden Gases in Durham-Rohrchen) und in
fester Form (Schiittelagarkultur) neben den Indolnachweis gestellt. Es
trat dabei eine Uberlegenheit der fliissigen Néhrbodenform gegeniiber
der festen zutage, welche bei dem KeBler-Swenartonschen etwa das
10fache, beim Klimmerschen nur das 4fache betrug. Gentianaviolett-
Gallebouillon ergab durchschnittlich hdhere Keimzahlen als Trypaflavin-
bouillon, Gentianaviolett-Galleagar etwas niedrigere als Trypaflavin-
agar. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Benutzung der von
Mc.Crady ausgearbeiteten Tabellen fir die zahlenm#Bige Auswertung
von Gérproben.

Betreffs Gegeniiberstellung von Methylenblau- Reduktaseprobe und Keim-
gruppenzihlung wurde eine neue Einteilung aufgestellt, die sich fiir einen
Vergleich der beiden Resultate brauchbar erwies. Die Keimzahlgrenzen
sind in diesem Schema :

Klasse I . . . . . 0—600000,
, IL . . . . 600000—2,1 Millionen,
, IID . . . .. 2,1—12 Millionen,
., IV . oL iiber 12 Millionen.

Die Keimgruppenzihlung zeigte sich fiir eine Beurteilung der Milch
nach den 4 Klassen: gut, mittelgut, schlecht und sehr schlecht als gut
geeignet. Sie hat vor der Reduktaseprobe noch den Vorteil voraus,
daB sie auch Einblick in die Keimart gewihrt.



b4 H. Ordolff:

Durch Keimgehaltsfeststellung allein kann aber ein sicheres Urteil
tiber die Kasereitauglichkeit einer Milch nicht abgegeben werden ; dabei
ist es gleichgiiltig, ob der Keimgehalt durch die Reduktaseprobe oder
die Keimgruppenzihlung ermittelt wird. Ein besonderer Nachweis der
Kisereischidlinge ist unbedingt geboten. Bei den Gédrproben macht
sich die Neigung bemerkbar, mit steigendem Keimgehalt der Ausgangs-
milch bessere Proben zu bilden. Die schlechten und schlechtesten Proben
stammen dementsprechend iiberwiegend von keimarmen Milchen, die
besseren Labgdrproben dagegen riihren nur zum kleinsten Teil von den
keimreichsten Milchen her, bei ihnen sind vielmehr die Milchen mit
muttlerer und geringer Keimzahl am stirksten beteiligt, schlechte und
schlechteste Labgérproben gehen am hiufigsten aus keimreichen Milchen
hervor. '

Mehr als die Keimzahl der Ausgangsmilch besagt die Coli-aerogenes-
Zahl fir die Késereitauglichkeit. Darunter verstehen wir aber nicht
die absolute Anzahl, sondern die Menge der durch Indol- oder Gasbildung
gefundenen Coli-aerogenes-Organismen, bezogen auf 100000 Gesamtkeim-
gruppen pro Kubikzentimeter Milch. Die aus der Beobachtung der Gas-
bildung aus Lactose abgeleitete Zahl ist bei der Kisereitauglichkeits-
bestimmung besser zu gebrauchen als die aus dem Indolnachweis
erhaltene; denn durch Gasbildung, besonders der Aerogenesbakterien,
getriecbene Kise sind ja auch das groBte Ubel, das in einer Késerei
eintreten kann. Milchproben mit geringer Coli-aerogenes-Verhiltniszahl
lieferten zum gréBten Teil mittlere bis beste Mulchgdr- und ebenso Labgdr-
proben, Milchproben mit hoher Coli-aerogenes-Zahl dagegen mehr schlechte
Gar- und Labgdrproben. Wenn die durch Schiittelkulturen in Gentiana-
violett-Galle-Pepton-Lactoseagar gefundene Coli-aerogenes-Zahl 10 pro
100000 Gesamtkeime nicht wesentlich iiberschreitet, kann meist mit
einem guten Ausfall der Késereitauglichkeitsproben gerechnet werden.
Hat dagegen eine Milch eine hohere Coli-aerogenes-Zahl, machen also
die Angehorigen der Coli-aerogenes-Gruppe mehr als 0,1 pro Mille der
Gesamtkeimzahl aus, darf meist mit einem schlechten Ausfall genannter
Proben gerechnet werden.

Da zwischen dem Gesamtkeimgehalt und der Coli-aerogenes-Verhalt-
niszahl der Ausgangsmilch einerseits und dem Ausfall der Labgérprobe
andererseits eine bessere Ubereinstimmung herrscht als zwischen den
beiden bakteriologischen Methoden und dem Ausfall der Milchgérprobe,
ist die Uberlegenheit der Labgirprobe gegemiiber der Milchgdrprobe er-
wiesen. Es verdient daher erstere zur Beurteilung der Késereitauglich-
keit mehr Beachtung, als ihr bisher zuteil wurde.

Wenn ein Molkereibetrieb mit fadenzichender schleimiger Molke in
der Késerei oder fadenzichendem Rahm in der Butterei zu kiimpfen hat,
80 kann die mit den Erregern des Fadenziehens infizierte Milch durch
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Anstellen der gewéhnlichen Gérprobe der von jedem einzelnen Liefe-
ranten gebrachten Milch gefunden werden. In diesem Falle scheint
diese der Labgirprobe iiberlegen, wohl wegen doppelt so langer Be-
briitungszeit. Das Fadenziehen trat hauptséchlich dann stirker in Er-
scheinung, wenn Futteriibergdnge erfolgten oder wenn wihrend der
Erntezeit der Milchviehstall vernachléssigt worden war. Bat. aerogenes
wurde als haufigste Ursache des Fadenziehens festgestellt. Die Haupt-
menge der Milchen, die Milchgérproben mit fadenziehender Molke lie-
ferten, zeigten durch verstdrkte Blihung im KeBler-Swenartonschen
Néahrboden auch vermehrten Gehalt an dieser Keimart an. 15% aller
im Laufe eines Jahres untersuchten Milchproben wiesen in der Gir-
probe Fadenziehen auf; bei einigen Lieferanten, deren Milch 7 Monate
lang laufend zur Untersuchung kam, war dieser Fehler in keinem Falle
anzutreffen, bei anderen dagegen sehr héufig.

Wihrend in der Weichkéserei zur Beurteilung einer Milch die Re-
duktase- und die Labgérprobe oder nach dem Vorschlag Zeilers und
Berwigs die kombinierte Labgir-Reduktaseprobe ausreichenden Auf-
schluB gibt, ist in der Hartkdserei zweckmafBigerweise daneben noch auf
das Vorhandensein anaerober Sporenbildner zu priifen, die unter Um-
stinden nachtrégliche Blahung der Hartkése im Keller und Faulstellen
hervorrufen kénnen. Welch grofie’ Verbreitung anaerobe Sporenbildner
in Milch haben konnen, zeigt das Einzugsgebiet Weihenstephans, waren
doch hier 70% aller im Verlaufe eines Jahres untersuchten Milchproben
damit behaftet. Bei allen Lieferanten fanden sich mehr oder weniger
héufig anaerobe Sporenbildner in der Milch, bei einem Viertel von ihnen
konnten solche in allen Fillen regelméfBig nachgewiesen werden. Die
saccharolytische Gruppe war haufiger (58%) vertreten als die proteo-
Lytische (42%).

Zum Nachweis anaerober Sporenbildner erwies sich die von Weinzirl
urspriinglich nur zur Priifung auf Sporogenes gedachte Probe als gut
geeignet, nur ist eine Verlangerung der Bebriitungsdauer von 3 auf
5 Tage wiinschenswert, wenn Milch mit erhchtem Sduregrad zur Unter-
suchung kommt. Bei solcher ist die Wachstumsenergie der anaeroben
Sporenbildner schwécher und die Gasbildung tritt mit Verzégerung ein.
Je mehr sich der Siuregrad der Milch dem Punkte der natiirlichen Ge-
rinnung nihert, desto undeutlicher ist das Ergebnis der Weinzirl-Probe.
Die Angehérigen der Putrificusgruppe werden durch die Aciditédt der
Milch mehr gehemmt als die der Butyricusgruppe, bei diesen ist bis
zu einem Siuregrad von 26 S.-H. (0,585% Séure) Gasbildung noch
sicher zu erkennen, bei jenen von 17° S..H. (0,383 % Saure) ab schon
zweifelhaft.

Ein Versuch, die Milchgir- und Labgirprobe bei der der Weich-
kaserei mehr entsprechenden Temperatur von 32° anzustellen, ergab,
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daB beide Proben in diesem Falle das zur Beurteilung der Kisereitaug-
lichkeit wichtige Vorkommen von Bldhungserregern der Coli-aerogenes-
Gruppe in der Milch nur unvollstéindig anzeigen, da durch die niedrige
Temperatur mehr das Wachstum der echten Milchsdurebakterien ge-
fordert wird.
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